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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungeséttigten Fettséuren

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaenséure,

Docosapentaenséure und/oder Docosahexaenséure in transgenen Pflanzen, indem in

der Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinséuresequenz, welche fflr ein

Polypeptid mit einer AG—Desaturase-Aktivitét kodiert; mindestens eine Nuklein—

séuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer A6—Elongase—Aktivitét kodiert; mindes-

tens eine Nukleinséuresequenz, welche fflr ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase—

Aktivitét kodiert; und mindestens eine Nukleinséuresequenz, welche fflr ein Polypeptid

mit einer A5—Elongase-Aktivitét kodiert,

wobei die Nukleinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer A5—Elongase—

Aktivitét kodiert, gegenUber der Nukleinséuresequenz in dem Organismus, aus dem die

Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, dass sie an die Kodonverwendung in einer oder

mehreren Pflanzenarten angepasst ist.

In einer bevorzugten Ausfflhrungsform werden zusétzlich weitere Nukleinséure-

sequenzen, die fUr ein Polypeptid mit der Aktivitét einer w3—Desaturase und/oder ei—

ner A4-Desaturase kodieren, in der Pflanze bereitgestellt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfflhrungsform werden weitere Nukleinséuresequenzen,

die fUr Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), AcyI-ACP(= acyl carrier protein)—Desaturase(n),

Acyl—ACP—Thioesterase(n), Fettséure—Acyl—Transferase(n), Acyl-CoAzLysophospholipid—

Acyltransferase(n), Fettséure—Synthasem), Fettséure—Hydroxylasem), Acetyl-Coenzym

A—Carboxylase(n), AcyI—Coenzym A—Oxidase(n), Fettséure—Desaturasem), Fettséure—

Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol—Lipasen, Allenoxid—Synthasen, Hydrope—

roxid-Lyasen oder Fettséure—Elongasem) kodieren, in der Pflanze bereitgestellt.

Die Erfindung betrifft weiterhin rekombinante Nukleinséuremolekflle, umfassend mindes-

tens eine Nukleinséuresequenz, die fUr ein Polypeptid mit einer AG-Desaturase—Aktivitét

kodiert; mindestens eine Nukleinséuresequenz, 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 fl'Jr ein Polypep-

tid mit einer A6-Elongase-Aktivitat kodiert; und mindestens eine Nukleinsauresequenz,

die fiir ein Polypeptid mit einer A5-Elongase—Aktivitat kodiert und die gegeniiber der Nuk—

leinsauresequenz in dem Organismus, aus dem die Seq uenz stammt, dadurch verandert

ist, dass sie an die Kodonverwendung in einer oder mehreren Pflanzenarten angepasst

ist.

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

erfindungsgemaisen Verfahren hergestellt wurden, und deren Verwendung.

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch transgene Pflanzen, die nach dem erfindungs—

gemaiSen Verfahren hergestellt wurden oder die ein erfindungsgemaBes rekombinantes

Nukleinsauremolekfll enthalten, und deren Verwendung als 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 Umwandlung von AcetyI—CoA in Malonyl—CoA durch die Aoetyl—COA—

Carboxylase oder in Acetyl—ACP durch die Acetyltransacylase. Naoh einer Kondensati—

onsreaktion bilden diese beiden Produktmolekiile zusammen Acetoacetyl-ACP, das Uber

eine Reihe von Kondensations-, Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen umge-

wandelt wird, so dass ein gesattigtes Fettsauremolekiil mit der gewiinschten Kettenlange

erhalten wird. Die Produktlon der ungesattigten Fettsauren aus diesen Molektilen wird

durch spezifische Desaturasen katalysiert, und zwar entweder aerob mittels molekula—

rem Sauerstoff oder anaerob (beztiglich der Fettsauresynthese in Mikroorganismen sie-

he 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 Fettsauren miJ'ssen

anschlieBend fUr die weiteren Elongationen aus den Phospholipiden wieder in den Fett—
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saureCoA—Ester-Pool Uberfl'jlhrt werden. Dies ermoglichen Acyl-CoA:Lysophospholipid-

Acyltransferasen. Weiterhin konnen diese Enzyme die elongierten Fettsauren wieder

von den CoA-Estern auf die Phospholipide Ubertragen. Diese Reaktionsabfolge kann

gegebenenfalls mehrfach durchlaufen werden.

Ferner mUssen Fettsauren anschlieBend an verschiedene Modifikationsorte transportlert

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 fiber die Pflanzen-Fettsaurebiosynthese, Desaturierung, den Llpld-

stoffwechsel und Membrantransport von fetthaltigen Verbindungen, die Betaoxidation,

Fettsauremodifikation und Cofaktoren, Triacylglycerin-Speicherung und —Assemblierung

geben einschlieBlich der Literaturstellen die folgenden Artikel: Kinney (1997) Genetic

Engeneering, Hrsgb.: JK Setlow, 192149-166; 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, 182111-13;

Gerhardt (1992) Prog. Lipid R. 31:397—417; GUhnemann—Schafer & 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 Physiolo—

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

Die mehrfach ungesattigten Fettsauren konnen entsprechend ihrem Desaturierungs-

muster in zwei grofLe Klassen, die w—G- und die w—3—Fettsauren, eingeteilt werden, die

metabolisch und funktionell unterschiedliche Aktivitaten haben.

lm Folgenden werden mehrfach unges'attigte Fettsauren als PUFA, PUFAs, LCPUFA

oder LCPUFAS bezeichnet (poly unsaturated fatty acids, PU FA, mehrfach ungesattigte
 

Fettsauren; long chain poly unsaturated fatty acids, LCPUFA, langkettige mehrfach un-

gesattigte Fettsauren).
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Als Ausgangsstoff fiir den w—6—Stoffwechselweg fungiert die Fettséure Linolséure

(18:2A9v12), wéhrend der w-B—Weg Uber Linolenséure (18:3A9’1215) abléuft. Linolenséure

wird dabei durch die Aktivitét einer w—3-Desaturase aus Linolséure gebiidet (Tocher et al.

(1998) Prog. Lipid Res. 37: 73—1 17 ; Domergue et al. (2002) Eur. J. Biochem. 269: 4105-

41 13).

Séugetiere und damit auch der Mensch verfiigen iiber keine entsprechende Desaturase—

aktivitét (A—12- und w-3—Desaturase) zur Bildung dieser Ausgangsstoffe und mflssen da—

her diese Fettséiuren (essentielle Fettséuren) fiber die Nahrung aufnehmen. Uber eine

Abfolge von Desaturase— und Elongase—Reaktionen werden dann aus diesen Vorstufen

die physiologisch wichtigen mehrfach ungeséttigten Fettséuren Arachidonséure (= ARA,

20:4A5'8-11’14), eine w—6—Fettséure und die beiden w—3—Fettséuren Eicosapentaen— (= EPA,

2051353111417) und Docosahexaenséure (DHA, 22;5A4.7.10.13.17,19) synthetisiert.

Die Verléngerung von Fettséiuren durch Elongasen um 2 bzw. 4 C-Atome ist fiir die Pro-

duktion von Czo- bzw. sz-PUFAS von entscheidender Bedeutung. Dieser Prozess ver—

léuft fiber 4 Stufen. Den ersten Schritt stellt die Kondensation von Malonyl-COA an das

Fettséure—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 abschlieflaender Reduktionsschritt

(Enoyl—CoA—Reduktase). Es wurde postuliert, dass die Aktivitét der Elongase

die Spezifitét und Geschwindigkeit des gesamten Prozesses beeinfiusst (Miller and

Kunst (1997) Plant Journal 12:121-131).

Fl'Jr Fettséuren und Triacylglyceride besteht eine Vielzahl von Anwendungen in der Le-

bensmittelindustrie, der Tierernéhrung, der Kosmetik und im Pharmabereich.

Je nachdem, ob es sich um freie geséttigte und ungeséttigte Fettséuren oder um Tria—

cylglyceride mit einem erhéhten Gehalt an geséittigten oder ungeséttigten Fettséuren

handelt, sind sie fl'Jr die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. So werden 2.8. in

der humanen Ernéhrung Lipide mit ungeséttigten, speziell mehrfach ungeséttigten, Fett-

séuren bevorzugt. Den mehrfach ungeséttigten w—3—Fettséuren wird dabei ein positiver
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Effekt auf den Cholesterinspiegei im Blut und damit auf die Prévention einer Herzerkran—

kung zugeschrieben. Durch Zugabe dieser w-3-Fettséuren zur Nahrung kann das Risiko

einer Herzerkrankung, eines Schlaganfalls oder von Bluthochdruck deutlich verringert

werden (Shimikawa (2001) World Rev. Nutr. Diet. 88: 100-108).

Auch entziindiiche, spezieil chronisch entziindiiche, Prozesse im Rahmen immuno-

iogischer Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis lassen sich durch w—3-Fettséuren 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 di'eite-

tischen Lebensmitteln, zugegeben oder finden in Medikamenten Anwendung.

w—G—Fettséuren wie Arachidonséure Liben bei diesen rheumatischen Erkrankungen e—

her einen negativen Effekt aus.

w-3— und w-G-Fettséuren sind Vorléufer von Gewebshormonen, den sogenannten

Eicosanoiden wie den Prostaglandinen, die sich von der Dihomo—y—Iinolenséure,

der Arachidonséure und der Eicosapentaenséure abieiten, und den Thromboxanen und

Leukotrienen, die sich von der Arachidonséure und der Eicosapentaenséure ableiten.

Eicosanoide (sog. PGz—Serie), die aus w—B-Fetts'aiuren gebildet werden, fijrdern in

der Regel Entzijndungsreaktionen, wéhrend Eicosanoide (sog. PGa—Serie) aus w—3—

Fettséuren geringe oder keine entz'L'Indungstjrdernde Wirkung haben.

Mehrfach ungeséttigte iangkettige w-3-Fettséuren wie Eicosapentaenséure (= EPA,

C20:5A5’8v11)14v17) oder Docosahexaenséure (= DHA, (322:5A4.7.10.13,16,19) sind wichtige

Komponenten der menschlichen Ernéhrung aufgrund ihrer verschiedenen Roilen in der

Gesundheit, die Aspekte wie die Entwickiung des kindlichen Gehirns, die Funktionalitét

des Auges, die Synthese von Hormonen und anderer Signalstoffe, sowie die Vorbeu-

gung von Herz—Kreislauf—Beschwerden, Krebs und Diabetes umfassen (Pouios, A (1995)

Lipids 30:1-14; Horrocks, LA und Yeo YK (1999) Pharmacol Res 402211-225).

Aufgrund der heute Liblichen Zusammensetzung der menschiichen Nahrung ist ein Zu—

satz von mehrfach ungeséttigten w-3-Fettséuren, die bevorzugt in Fischbien vorkom—

men, zur Nahrung besonders wichtig. So werden beispieisweise mehrfach ungeséttigte
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Fettsauren wie Docosahexaensaure (= DHA, C22:6A4v7~10v13v16’19) oder Eisosapentaensau-

re (= EPA, C2O:5A5’8’11y14v17) der Babynahrung zur Erhohung des Néhrwertes zugesetzt.

Es besteht aus diesem Grund ein Bedarf an der Produktion mehrfach ungesattigter lang-

kettiger Fettséiu ren.

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, wobei sie in der Regel in Form ihrer Triacylglyceride (= Triglyceride = Tri-

glycerole) anfallen. Sie konnen aber auch aus Tieren wie z.B. Fischen gewonnen wer-

den. Die freien Fettséuren werden vorteilhaft durch Verseifung der Triacylglyceride her—

gestellt. Sehr langkettige mehrfach ungesattigte Fettsauren wie DHA, EPA, Araohidon-

saure (ARA, C20:4A5’8y11.14), Dihomo-v—linolenséure (DHGL, C20:3A8v11,14) oder Docosa—

pentaensaure (DPA, C22:5A7:1‘113s15’19) werden in Olfruohtpflanzen wie Raps, Soja, Son-

nenblume, Farbersaflorjedooh nicht synthetisiert. Ubliche natCIrliChe Quellen fiir diese

Fettsauren sind Fische wie Hering, Laohs, Sardine, Goldbarsoh, Aal, Karpfen, Forelle,

Heilbutt, Makrele, Zander oder Thunfisoh oder Algen.

Aufgrund der positiven Eigenschaften der mehrfach ungeséttigten Fetts'auren hat es in

der Vergangenheit nicht an Ansatzen gefehlt, Gene, die an der Synthese dieser Fettséu—

ren bzw. Triglyceride beteiligt sind, fiir die Herstellung von Olen in verschiedenen Orga-

nismen mit geandertem Gehalt an ungesattigten Fettséuren verfijgbar zu machen. So

wird in WO 91/13972 und seinem US—Aquivalent eine A—9—Desaturase beschrieben. ln

WO 93/11245 wird eine A—15—Desaturase und in WC 94/1 1516 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 et al. (1990) Nature 347: 200—203

oder Huang et al. (1999) Lipids 34: 649—659 beschrieben. Die biochemische Charakteri-

sierung der verschiedenen Desaturasen ist jedoch bisher nur unzureiohend erfolgt, da

die Enzyme als membrangebundene Proteine nur sehr schwer zu isolieren und zu Cha—

rakterisieren sind (MoKeon et al. (1981) Methods in Enzymol. 71: 12141—12147, Wang et

al. (1988) Plant Physiol. Biochem., 26: 777—792).

8 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 10059 of 349

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

7

In der Regel erfolgt die Charakterisierung membrangebundener Desaturasen duroh Ein-

bringung in einen geeigneten Organismus, der anschlieBend auf Enzymaktivit'at mittels

Edukt— und Produktanalyse untersucht wird. A-G—Desaturasen werden in WO 93/06712,

US 5,614,393, WO 96/21022, WO 00/21557 und WO 99/27111 besohrieben. Die An-

wendung dieses Enzyms zur Produktion von Fettsauren in transgenen Organismen wird

in WO 98/46763, WO 98/46764 und WO 98/46765 beschrieben. Die Expression ver-

schiedener Desaturasen und die Bildung mehrfach ungesattigter Fettsauren wird auch in

WO 99/64616 oder WO 98/46776 besohrieben und beanspruoht. Bzgl. der Effektivitat

der Expression von Desaturasen und ihrem Einfluss auf die Bildung mehrfach ungesat—

tigter Fettséuren ist anzumerken, dass durch Expression einer einzelnen Desaturase wie

bisher beschrieben lediglich geringe Gehaite an ungesattigten Fettsauren/Lipiden wie

z.B. v—Linolensaure und Stearidonsaure erreicht wurden.

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Versuche unternommen, Elongase—Gene

zu erhaiten. Millar and Kunst (1997) Plant Journal 12:121-131 und Millar et al. (1999)

Plant Cell 11:825—838 besohreiben die Charakterisierung von pflanzlichen Elongasen zur

Synthese von einfach ungesattigten langkettigen Fettsauren (C22:1) bzw. zur Synthese

von sehr langkettigen Fettsauren fijr die Wachsbildung in Pflanzen (028-032). 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—71 8 oder in WO 02/44320 beschrieben.

Besonders geeignete Mikroorganismen zur Herstellung von PU FAs sind Mikroalgen wie

Phaeodactylum trioornutum, 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 et al. (1998) Appl. Biochemistry

and Biotechnology 73: 269-278). Durch Stammselektion ist eine Anzahl von Mutanten—

stammen der entsprechenden Mikroorganismen entwiokelt worden, die eine Reihe wUn-
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schenswerter Verbindungen, einschlielLlich PUFAs, produzieren. Die Mutation

und Selektion von Stéimmen mit verbesserter Produktion eines bestimmten Molekiils wie

den mehrfach ungesattigten Fettséuren ist jedoch ein zeitraubendes und schwieriges

Verfahren. Mit Hilfe der vorgenannten Mikroorganismen lassen sich zudem nur begrenz-

te Mengen der gewiinschten mehrfach ungeséttigten Fettsauren wie DPA, EPA oder

ARA hersteilen, die noch dazu in der Regel als Fetts'auregemische anfallen. Deshalb

werden, wann immer moglich, gentechnologische Verfahren bevorzugt.

Hohere Pflanzen enthalten mehrfach ungesattigte Fettséuren wie Linolsaure (018:2) und

Linolenséure (C18:3). ARA, EPA und DHA kommen im Samenol 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 hoheren Pflanzen, bevorzugt in Olsaaten wie Raps, Lein, Sonnenblume

und Soja, LCPUFAs herzustellen, da auf diese Weise groiLe Mengen qualitativ hochwer—

tiger LCPUFAs fUr die Lebensmittelindustrie, die Tierernahrung und fijr pharmazeutisohe

Zwecke kostengiinstig gewonnen werden konnen. Hierzu werden vorteilhafterweise [iber

gentechnische Methoden Gene, die fiir Enzyme der Biosynthese von LCPUFAs kodie—

ren, in Glsaaten eingeffihrt und exprimiert. Dies sind Gene, die beispieisweise fCIr A-6—

Desaturasen, A—6—Elongasen. A—5—Desaturasen oder A—4—Desaturasen kodieren. Diese

Gene konnen vorteilhaft aus Mikroorganismen und niederen Pflanzen isoiiert werden, die

LCPUFAs hersteilen und in den Membranen oder Triacylgiyceriden einbauen. So konn-

ten bereits A—6—Desaturase-Gene aus dem Moos Physcomitrella patens und A—6-

EIongase-Gene aus P. patens und dem Nematoden C. elegans isoiiert werden.

Transgene Pflanzen, die fiir Enzyme der LCPUFA-Biosynthese kodierende Gene enthal—

ten und exprimieren und als Folge dessen LCPUFAs produzieren, wurden beispieiswei-

se in DE-A—102 19 203 (Verfahren zur Herstellung mehrfach ungeséttigter Fettsauren in

Pflanzen) beschrieben. Diese Pflanzen produzieren allerdings LCPUFAs in Mengen, die

fiir eine Aufarbeitung der in den Pflanzen enthaltenen Ole noch weiter optimiert werden

mLissen. So betrégt der Gehalt von ARA in den in DE-A-102 19 203 beschriebenen

Pflanzen lediglich 0,4 bis 2% und der Gehalt von EPA lediglich 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 ungeséttigten, lang—

kettigen Fettséuren zu erméglichen, besteht daher ein groBer Bedarf an einem einfa-

chen, kostengiinstigen Verfahren zur Hersteiiung von mehrfach ungeséttigten, langketti-

gen Fettséuren speziell in pfianzlichen Systemen.

Eine Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzusteilen, mit dem langket—

tige, mehrfach ungeséittigte Fettséuren, insbesondere Eicosapentaenséure, Docosapen-

taenséure und/oder Docosahexaenséure, in transgenen Pflanzen in groBer Menge

preiswert hergesteiit werden kbnnen.

Es wurde nun Uberraschenden/veise herausgefunden, dass durch die Expression einer

optimierten A5—Eiongase-Sequenz in transgenen Pflanzen die Ausbeute an langkettigen,

mehrfach ungeséttigten Fettséuren, insbesondere Eicosapentaenséure, Docosa—

pentaenséure und/oder Docosahexaenséure, gesteigert werden kann.

Die durch das erfindungsgeméfle Verfahren hergesteilten PUFAs umfassen eine Gruppe

von Molekflien, die héhere Tiere nicht mehr synthetisieren kénnen und somit aufnehmen

miissen oder die héhere Tiere nicht mehr ausreichend selbst herstelien kbnnen und so—

mit zusétzlich aufnehmen mijssen, obwohl sie ieicht von anderen Organismen, wie Bak-

terien, synthetisiert werden kénnen.

Entsprechend wird die Aufgabe der Erfindung gelést durch das erfindungsgeméfle Ver—

fahren zur Herstellung von Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder Doco-

sahexaenséure in einer transgenen Pflanze, umfassend das Bereitstellen in der Pflanze

von mindestens einer Nukieinséuresequenz, welche fl'Jr ein Polypeptid mit einer A6-

Desaturase—Aktivitét kodiert; mindestens einer Nukleinséuresequenz, welche fijr ein Po-

lypeptid mit einer A6—Eiongase—Aktivitét kodiert; mindestens einer Nukleinséuresequenz,

welche fl'Jr ein Polypeptid mit einer A5—Desaturase-Aktivitét kodiert; und mindestens einer

Nukleinséuresequenz, welche fijr ein Polypeptid mit einer A5-Eiongase—Aktivitét kodiert,

wobei die Nukieinséuresequenz, welche fijr ein Polypeptid mit einer A5—Eiongase—

Aktivitét kodiert, gegenijber der Nukieinséuresequenz in dem Organismus, aus dem die
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Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die Kodonverwendung in einer oder

mehreren Pflanzenarten angepasst ist. Fiir die Produktion von DHA muss desweiteren

mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche fl'Jr ein Polypeptid mit einer A4—

Desaturase—Aktivitét kodiert, in der Pflanze bereitgestellt werden.

Das “Bereitstellen in der Pflanze" bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass

Maanahmen getroffen werden, so dass die Nukleinséuresequenzen kodierend fflr ein

Polypeptid mit einer AG—Desaturase—Aktivitat, ein Polypeptid mit einer AG-Elongase-

Aktivitat, ein Polypeptid mit einer A5—Desaturase—Aktivitat und ein Polypeptid mit einer

A5—EIongase-Aktivitat zusammen in einer Pflanze vorliegen. Das "Bereitstellen in der

Pflanze“ umfasst somit das Einbringen der Nukleinsauresequenzen in die Pflanze so—

wohi durch Transformation einer Pflanze mit einem oder mehreren rekombinanten Nuk-

leinsauremolekfllen, die die genannten Nukleinséuresequenzen enthalten, als auch

durch Verkreuzung von geeigneten Eiternpflanzen, die eine oder mehrere der genannten

Nukleinséuresequenzen enthalten.

Die Nukleinséuresequenz, die filr ein Polypeptid mit einer A5—Eiongase—Aktivitat kodiert,

ist erfindungsgeméfs gegenlliber der Nukleinséuresequenz in dem Organismus, aus dem

die Sequenz stammt, dadurch veréndert, dass sie an die Kodonverwendung in einer o—

der mehreren Pfianzenarten angepasst ist. Dies bedeutet, dass die Nukleinsaurese-

quenz gezielt filr die Zwecke der Erfindung optimiert wurde, ohne dass dadurch die von

der Nukleinsauresequenz kodierte Aminosauresequenz veréndert wurde.

Der genetische Code ist redundant, da er 61 Kodons verwendet, um 20 Aminosauren zu

spezifizieren. Daher werden die meisten der 20 proteinogenen Aminoséiuren 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 Kodonvenrvendung

werden zurl'llckgefflhrt auf selektive evolutionare Driicke und vor aliem die Effizienz der

Translation. Ein Grund fiir die geringere Translationseffizienz von seiten auftretenden
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Kodons konnte darin liegen, dass die entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Pools erschopft

werden und damit nicht mehr zur Proteinsynthese zur Verfijlgung stehen.

AuBerdem bevorzugen unterschiedliche Organismen unterschiedliche Kodons. Daher

lauft beispieisweise die Expression einer rekombinanten DNA, die aus einer Séugerzelle

stammt, in E. coii-Zellen haufig nur suboptimal ab. Deshalb kann der Austausch selten

verwendeter Kodons gegen haufig venNendete Kodons in manchen Fallen die Expressi—

on erhohen. Ohne an eine Hypothese gebunden sein zu wollen, wird angenommen, dass

die kodonoptimierten DNA-Sequenzen eine effizientere Translation ermoglichen und die

daraus gebildeten mRNAs moglicherweise eine hohere Halbwertszeit in der Zelle besit—

zen und daher haufiger ftir die Translation zur Verftigung stehen. Aus dem vorstehend

gesagten folgt, dass eine Kodonoptimierung nur dann notig ist, wenn der Organismus, in

dem die Nukleinsauresequenz exprimiert werden soll, ein anderer ist als der Organis—

mus, aus dem die Nukleinsauresequenz ursprflnglich stammt.

Ftir viele Organismen, von denen die DNA—Sequenz einer groBeren Zahl von Genen be—

kannt ist, 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 groBer Genauigkeit in eine DNA—Sequenz zuriJck—

'Libersetzen, die die im jeweiligen Organismus bevorzugten Kodons fiJr die verschiedenen

Aminosauren des Proteins enth'alt. Tabellen zur Kodonverwendung konnen u.a. unter

der folgenden lnternet—Adresse aufgefunden werden:

httpjfimwwukazusa(orIgprodonfEuhtmi. Dariiber hinaus bieten mehrere Firmen Software

fiir die Genoptimierung an, wie z.B. die Firma Entelechon (Software Leto) oder die Firma

Geneart (Software GeneOptimizer).

Die Anpassung der Sequenzen an die Kodonverwendung in einem bestimmten Orga—

nismus kann unter Zuhiifenahme verschiedener Kriterien erfolgen. Zum einen kann fijr

eine bestimmte Aminosaure immer das am haufigsten im ausgewahlten Organismus

vorkommende Kodon verwendet werden, zum anderen kann aber auch die nattirliche

Frequenz der verschiedenen Kodons beriicksichtigt werden, so dass alle Kodons fiir ei—

ne bestimmte Aminosaure entsprechend ihrer natijrlichen Haufigkeit in die optimierte
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Sequenz eingebaut werden. Dabei kann die AuswahI, an weIcher Position weIches Ba-

sen-TripIett verwendet wird, zuf'eiIIig stattfinden. ErfindungsgeméB wurde die DNA-

Sequenz unter BerUcksichtigung der natiJrIIchen Héufigkeit einzelner Kodons angepasst,

wobei die Verwendung des am héufigsten im ausgewéhiten Organismus vorkommenden

Kodons ebenfaIIs geeignet ist.

Besonders bevorzugt ist eine NukIeinséuresequenz aus Ostreococcus tauri, die fiJr

ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitét kodiert, wie beispielsweise das in Seq ID

No. 110 dargestellte Ponpeptid, zumindest an die Kodonverwendung in Raps, Soja

und/oder Lein angepasst. Bei der urspriinglich aus Ostreococcus tauri stammenden Nuk—

Ieinséuresequenz handelt es sich bevorzugt um die in Seq ID No. 109 )dargestellte Se—

quenz. Die fiir die A5-Elongase kodierende DNA—Sequenz ist 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 Kodonverwendung in Raps, Soja und/oder Lein angepasst.

Am meisten bevorzugt handeIt es sich bei der verwendeten NukIeinséuresequenz um die

in SEQ ID No. 64 angegebene Sequenz.

Es versteht sich, dass auch solche kodonoptimierten DNA-Sequenzen von der Erfindung

erfasst sind, die fUr ein Ponpeptid mit der Aktivitét einer A5—Elongase kodieren, dessen

Aminoséuresequenz an einer oder mehreren Positionen gegenflber der WiIdtyp—Sequenz

veréindert ist, das aber noch im wesentlichen die gleiche Aktivitét aufweist wie das WiId-

typ—Protein.

Bevorzugt ist die NukIeinséuresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A6—Desaturase-

Aktivitét kodiert, ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) NukIeInséuresequenzen mit 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, bevorzugt mit der in

Seq ID No. 1 dargestellten Sequenz,
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b) NukIeinséuresequenzen, die fUr 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 Aminoséuresequenz kodieren,

c) NukIeinséuresequenzen, die mit dem kompIementéren Strang der a) oder b) oberhalb

angegebenen NukIeinséuresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 1 angegebenen

NukIeinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

d) NukIeInséuresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhalb angegebenen NukIeinséu—

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) NukIeInséuresequenzen, die fUr eine Aminoséuresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise aIIe der in Seq ID No.

43,44,45,46,47,48,49 oder 5O angegebenen Aminoséurepattern aufweisen.

Unter Aminoséurepattern sind kurze Aminoséuresequenzen zu verstehen, die vorzugs—

weise weniger 31$ 50, besonders bevorzugt weniger aIs 40 und insbesondere von 10 bis

40 und noch weiter bevorzugt von 10 bis 30 Aminoséuren umfassen.

Fl'Jr die vorIiegende Erfindung wird die Identitét vorzugsweise Uber die VoIIénge der er—

findungsgeméfien Nukleotid- oder Aminoséuresequenzen ermitteIt, beispielsweise fCIr

die in SEQ ID NO: 64 angegebene Nukleinséuresequenz Uber die VoIIénge von 903

Nukleotiden.

Bevorzugt ist die NukIeinséuresequenz, die fCII‘ ein Ponpeptid mit einer A6—Elongase-

Aktivit'at kodiert, ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) NukIeinséuresequenzen mit der in Seq ID No. 171, 173,175,177,179,181 oder 183,

insbesondere mit der in Seq ID No. 171 dargesteIIten Sequenz,

b) NukIeinséuresequenzen, die fUr die in Seq ID No. 172, 174,176,178,180,182 o—

der184, insbesondere fl'J'r die in Seq ID No. 172 angegebene Aminoséuresequenz

kodieren,
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c) Nukleinséuresequenzen, die mit dem komplementéren Strang der 3) oder b) ober—

haIb angegebenen Nukleinséuresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 1 an—

gegebenen Nukleinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

d) NukIeinséuresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhaIb angegebenen NukIein-

séuresequenzen, 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) Nukleinséuresequenzen, die fflr eine Aminoséuresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise aIIe der in Seq ID No.

185,186,187,188,189,190,191 oder192 angebebenen Aminoséurepattern aufwei—

sen.

Insbesondere handeIt es sich bei der NukIeinséuresequenz, die fflr ein Polypeptid mit

einer A6—EIongase-Aktivitét kodiert ebenfalls um eine nach der vorIiegenden Erfindung

kodonoptimierten Sequenz, bevorzugt um die in der SEQ ID NO: 122 darsteIIte Nuklein—

séuresequenz.

Bevorzugt ist die Nukleinséuresequenz, die fflr ein Ponpeptid mit einer A5—Desaturase-

Aktivitét kodiert, ausgewéhIt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukleinséuresequenzen mit der in Seq ID No.51, 53 oder 55, bevorzugt mit der in

Seq ID No. 51 dargesteIIten Sequenz,

b NukIeinséuresequenzen, die fl'JIr die in Seq ID No. 52, 54 oder 56, bevorzugt mit der

in Seq ID No. 52 angegebenen Aminoséuresequenz kodieren,

c) Nukleinséuresequenzen, die mit dem kompIementéren Strang der in a) oder b) o—

berhaIb angegebenen Nukleinséuresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 51

angegebenen Nukleinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

und

d) NukIeinséuresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhaIb angegebenen NukIein-

séuresequenzen, insbesondere zur der in Seq ID No. 51 angegebenen Sequenz zu

mindestens 60%, 65%, 70%, 75% oder 80%, beVOIzugt 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) NukIeinséuresequenzen, die fflr eine Aminoséuresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 , vorzugsweise aIIe der in Seq ID No.

57,58,59,60,61,62 oder 63 angebebenen Aminoséurepattern aufweisen.

Weitere geeignete NukIeinséuresequenzen kann der Fachmann der Literatur bzw. den

bekannten Genbanken wie z.B. http://www.ncbi.nIm.nih.gov entnehmen.

In einer weiteren bevorzugten Austhrungsform des Verfahrens werden zusétzlich eine

oder mehrere NukIeinséuresequenzen, die fur ein Ponpeptid mit der Aktivitét einer w-3—

Desaturase und/oder einer A4—Desaturase kodieren, in die Pflanze eingebracht.

Bevorzugt ist die NukIeinséuresequenz, die fCIr ein Ponpeptid mit einer w—3—Desaturase—

Aktivitét kodiert, ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) NukIeinséuresequenzen mit der in Seq ID No. 193 oder 195, vorzugsweise der in

Seq ID No. 193 dargestellten Sequenz,

b) NukIeinséuresequenzen, die fUr die in Seq ID No. 194 angegebene Aminoséurese—

quenz kodieren,

c) NukIeinséuresequenzen, die mit dem komplementéren Strang der in Seq ID No. 193

oder 195 angegebenen Nukleinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybri-

disieren, und

d) NukIeinséuresequenzen, die zu der in Seq ID No. 193 oder195 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 erfindungsgeméfien Verfahren vorteiIhaft verwendete w-3-Desaturase erméglicht

eine Verschiebung vom w—6—Biosyntheseweg zum w-3—Biosyntheseweg, was zu einer

Verschiebung von C18;2— zu C1a;3—Fettséuren fUhrt. Weiterhin ist vorteiIhaft, dass die w—3—
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Desaturase eine breite Palette von Phospholipiden wie Phosphatidylcholin (= PC),

Phosphatidylinositol (= PIS) oder Phosphatidylethanolamin (= PE) umsetzt. SchlieBIich

Iassen sich auch Desaturierungsprodukte in den Neutrallipiden (= NL), das heiISt in den

Triglyceriden finden.

Bevorzugt ist die Nukleinséuresequenz, die fijlr ein Polypeptid mit einer A4—Desaturase-

Aktivit'eit kodiert, ausgew'eihlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukleinséiuresequenzen 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,

10 b) Nukleinséuresequenzen, die fiir die in Seq ID No. 78, 80,82,84,86,88,90,92 oder 94,

bevorzugt fLir die in Seq ID No. 78 angegebene Aminoséuresequenz kodieren,

c) Nukleinséuresequenzen, die mit dem komplementéren Strang der in a) oder b) o—

berhalb angegebenen Nukleinséuresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 77

angegebenen Nukleinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

15 und

d) Nukleinséuresequenzen, 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%,

20 98% oder 99% identisch sind, und

e) Nukleinséuresequenzen, die fiir eine Aminoséuresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 oder 14, vorzugsweise alle

der in Seq ID No. 95,96,97,98,99,100,101,102,103,104,105,106,107 oder 108 an-

gebebenen Aminoséurepattern aufweisen.

25

Die A4—Desaturase, die im erfindungsgeméiflen Verfahren vorteilhaft verwendet wird,

katalysiert die Einfflhrung einer Doppelbindung in die Fettséiure Docosapentaenséure,

was zur Bildung von Docosahexaenséure fiihrt.

30 Fijr das erfindungsgeméfiae beschriebene Verfahren ist es vorteilhaft, in die Pflanzen zu-

sétzlich zu den Nukleinséuresequenzen, die fiir Polypeptide mit einer A6—Desaturase—

Aktivitét, einer A6-EIongase—Aktivitét, einer A5—Desaturase—Aktivitét und einer A5—
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EIongase-Aktivitét kodieren, sowie den ggf. eingebrachten Nukleinséuresequenzen, die

fl'jr ein Polypeptid mit einer w—B—Desaturase—Aktivitét und/oder einer A4—Desaturase-

Aktivitét kodieren, zus'étzlich weitere Nukleins'éuren einzubringen, die fUr Enzyme des

Fettséu re— oder Lipidstoffwechsels kodieren.

Im Prinzip kénnen alle Gene des Fettséure— oder Lipidstoffwechsels in Kombination mit

den im erfindungsgeméBen Verfahren verwendeten Nukieinséuresequenzen venNendet

werden; bevorzugt werden Gene des Fettséure— oder Lipidstof'fwechsels ausgew'éhit aus

der Gruppe Acyl—CoA-Dehydrogenase(n), AcyI-ACP(= acyl carrier protein)—

Desaturase(n), Acyl—ACP—Thioesterase(n), Fettséure—Acyi—Transferase(n), Acyl-

CoA:Lysophospholipid—Acyltransferasen, Fettséure—Synthasem), Fettséure—

Hydroxylase(n), AcetyI—Coenzym A—Carboxylase(n), Acyl—Coenzym A—Oxidase(n), Fett-

séure—Desaturasem), Fettséure—Acetylenasen, Lipoxygenasen, TriacylglyceroI—Lipasen,

Allenoxid-Synthasen, Hydroperoxid—Lyasen oder Fettséure—Elongasem) in Kombination

mit der A—6—Elongase, A—6-Desaturase, A—5—Desaturase und der A—5—Elongase sowie ggf.

der w-3-Desaturase und/oder der A—4-Desaturase verwendet, wobei einzelne Gene oder

mehrere Gene in Kombination verwendet werden kénnen.

Vorteiihaft werden die im erfindungsgeméBen Verfahren verwendeten Nukleinséuren im

vegetativen Gewebe (= somatischem Gewebe) exprimiert. Unter vegetativem Gewebe ist

im Sinne dieser Erfindung ein Gewebe zu verstehen, das sich durch mitotische Teiiun-

gen vermehrt. Derartiges Gewebe entsteht auch durch asexuelle Fortpflanzung (= Apo-

mixis) und Vermehrung. Von Vermehrung spricht man dann, wenn sich die Zahl der Indi-

viduen in aufeinander foigenden Generationen erhéht. Diese durch asexuelie Vermeh-

rung entstandenen Individuen sind mit ihren Eltern weitestgehend identisch. Beispiele fCIr

derartige Gewebe sind Blatt, Blijte, Wurzei, Stengel, oberirdische oder unterirdische Aus—

léufer (Seitensprosse, Stolonen), Rhizome, Knospen, Knollen wie Wurzelknoiien oder

Ausléuferknollen, Zwiebel, Brutkbrper, Brutknospen, Bulbillen oder Turione. Derartige

Gewebe kénnen auch durch unechte, echte oder durch den Mensch verursachte Vivipa—

rie entstehen. Aber auch Samen, die durch Agamospermie, wie sie fl'J'r Asteraceae, Poa-

ceae oder Rosaceae typisch sind, entstanden sind, gehéren zu den vegetativen Gewe—

ben, in denen vorteiihaft die Expression stattfindet. Zu einem geringeren Teil oder gar
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nicht werden die im erfindungsgemaBen Verfahren venNendeten Nukleins'auren im gene-

rativen Gewebe (Keimbahngewebe) exprimiert. Beispiele fCIr 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 weniger als 5 %, vorteilhaft weniger als 3

%, besonders vorteilhaft weniger als 2 %, am meisten bevorzugt weniger als 1; 0,5; 0,25

oder 0,125 % betréigt.

Besonders bevorzugt werden die Nukleinsauresequenzen in den Blattern der transgenen

Pflanzen exprimiert. Dies hat den Vorteil, dass die erfindungsgemaB hergestellten

LCPUFAs von Tieren und Menschen direkt durch den Verzehr der Blatter aufgenommen

werden konnen und keine vorherige Aufarbeitung des Pflanzenmaterials erforderlich ist.

Die Expression der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen im Blatt kann durch die

Verwendung von konstitutiven oder blattspezifischen Promotoren erreicht werden.

"Konstitutive Promotoren“ sind Promotoren, die die Expression in einer Vielzahl, vor-

zugsweise in allen, Geweben Uber einen wesentlichen Zeitraum wéhrend der pflanzli—

chen Entwicklung, bevorzugt wahrend der gesamten pflanzlichen Entwicklung, ermogli-

chen. Bevorzugt wird ein Promotor aus einer Pfianze oder aus einem Pflanzenvirus ver-

wendet. Bevorzugt sind der Promotor des CaMV (cauliflower mosaic virus) 35S-

Transkripts (Franck et al. (1980) Cell 21: 285-294), der 198 CaMV-Promotor (US

5,352,605), der Aktinpromotor aus Reis (McElroy et 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 (Last et al.

(1991) Theor. Appl. Genet. 81: 581—588), der MAS-Promotor (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

20 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 100521 of 349

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

19

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 lst der Promotor des CaMV 35S-Transkripts.

Es ist im Prinzip mijglich, alle natUrlich auftretenden konstitutiven Promotoren mit ihren

Regulationssequenzen, wie die oben genannten, fUr das neue Verfahren zu verwenden.

Es ist aber ebenfalls mbglich, zusétzlich oder alleine synthetische Promotoren zu ver—

wenden.

“Blattspeziflsche Promotoren" sind Promotoren, die elne hohe Aktivltét im Blatt und keine

oder nur eine geringe Aktivitét in anderen Geweben zeigen. Unter "geringer Aktivitét"

wird im Rahmen der Erfindung verstanden, dass die Aktivitét in anderen Geweben weni—

ger als 20%, bevorzugt weniger als 10%, besonders bevorzugt weniger als 5% und am

meisten bevorzugt weniger als 3, 2 oder 1% der Aktivit'ét im Blatt betrélgt. Geeignete

blattspezifische Promotoren sind z.B. die Promotoren der kleinen Untereinheit von Ru—

bisco (Timko et al. (1985) Nature 318: 579—582) und des Chlorophyll a/b-bindenden Pro—

teins (Simpson et al. (1985) EMBO J. 4: 2723-2729).

Dem Fachmann sind weitere blattspezifische Promotoren bekannt bzw. er kann mit be—

kannten Methoden weitere geeignete Promotoren zu isolieren. So kann der Fachmann

mit Hilfe géngiger molekularbiologischer Methoden, z. B. Hybridisierungsexperimenten

oder DNA-Protein-Bindungsstudien, Blatt—spezifische regulatorische Nukleinséurelemen-

te identifizieren. Dabei wird z. B. in einem ersten Schritt aus Blattgewebe des gewUnsch-

ten Organismus, aus dem die regulatorischen Sequenzen isoliert werden sollen, die ge—

samte poly(A)+—RNA isoliert und elne cDNA-Bank angelegt. ln einem zwelten Schrltt

werden mit Hilfe von cDNA—Klonen, die auf poly(A)+—RNA-Molek[llen aus einem Nicht—

Blattgewebe basieren, aus der ersten Bank mittels Hybridisierung dlejenigen Klone iden-

tifiziert, deren korrespondierende poly(A)+-RNA-Molekflle ledigllch im Blattgewebe ak-

kumulieren. Anschlieflend werden mit Hilfe dieser so identifizlerten CDNAS Promotoren

isoliert, die 'leer Blatt—spezifische regulatorische Elemente verf'ngen. Dem Fachmann

stehen darfiber hinaus weitere auf PCR basierende Methoden fUr die lsollerung geeigne-

ter Blatt—spezifischer Promotoren zur Verfljgung.
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Selbstverstandlich konnen die Nukleinsauresequenzen der vorIiegenden 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 konnen prinzipiell sowohl aus dikotyledonen aIs auch aus

monokoterdonen Pflanzen isoIiert werden. Im FoIgenden sind bevorzugte Promotoren

aufgefflhrt: USP (= unknown seed protein) und Vicilin (Vicia faba) (Baumiein et aI. (1991)

Moi. Gen Genet. 225(3): 459-467), Napin (Raps) (US 5,608,152), ConIinin (Lein) (WO

02/102970), AcyI—Carrier Protein (Raps) (US 5,315,001 und WO 92/18634), OIeosin (A—

rabidopsis thaliana) (WO 98/45461 und WO 93/20216), Phaseolin (Phaseolus vngaris)

(US 5,504,200), Bce4 (WO 91/13980), Leguminosen B4 (LegB4—Promotor) (BaumIein et

al. (1992) PIant 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), PhosphoenoI—Pyruvatcarboxyiase (Soja) (JP 06/62870),

ADR12—2 (Soja) (WO 98/08962), Isocitratlyase (Raps) (US 5,689,040) oder d—

AmyIase (Gerste) (EP 781 849).

In einer besonders bevorzugten Ausffihrungsform der vorIiegenden Erfindung werden die

verwendeten NukIeinsauresequenzen, insbesondere die fl'.ir eine A—5 EIongase kodie—

rende NukIeinsauresequenz, weiche gegentiber der Nukieinsauresequenz in dem Orga-

nismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die Kodonver-

wendung in einer oder mehreren Pfianzenarten angepasst ist, bevorzugt die in SEQ ID

NO: 64 beschriebene Nukleinsauresequenz im generativen Gewebe, insbesondere im

Samen exprimiert. Die spezifische Expression im Samen erfolgt vorteiIhaft unter Ver—

wendung eines der oben erwahnten samenspezifischen Promotoren, insbesondere unter

Verwendung des Napin Promotors. In dieser besonders bevorzugten Ausftihrungsform

betragt der GehaIt an den hergestellten LCPUFAs, insbesondere an den C22 Fettsauren

im Samenoi mindestens 5 Gew.-%, vorteiIhaft mindestens 6, 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 Samenoigehalt. In einer weiteren besonders bevorzug—
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ten Austhrungsform mit der in SEQ ID NO: 63 beschriebenen NukIeinséuresequenz

betrégt der Gehalt an CZZ—Fettséuren im SamenéI mindestens 8 Gew.-% des SamenéI-

gehaIts.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfflhrungsform der vorIiegenden Erfindung

werden die verwendeten NukIeinséuresequenzen, insbesondere die fflr eine A—5 Elonga—

se kodierende NukIeInséuresequenz, welche gegenflber der NukIeinséuresequenz in

dem Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, dass sie an die

Kodonverwendung in einer oder mehreren PfIanzenarten angepasst ist, bevorzugt die In

SEQ ID NO: 64 beschriebene Nukleinséuresequenz im generativen Gewebe, insbeson-

dere im Samen exprimiert. Die spezifische Expression im Samen erfolgt vorteIIhaft unter

Verwendung eines der oben erwéhnten samenspezifischen Promotoren, insbesondere

unter Verwendung des Napin—Promotors. In dieser besonders bevorzugten Austhrungs—

form betrégt der GehaIt an Docosahexaenséure im Samenbl 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, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6,

2,7, 2,8 oder 2,9 Gew.—%, weiterhin bevorzugt mindestens 3, 3,5 oder 4 Gew.—% des

Samenélgehalts. In einer weiteren besonders bevorzugten Austhrungsform mit der in

SEQ ID NO: 63 beschriebenen Nukleinséuresequenz betrégt der GehaIt an Docosahe—

xaenséure im Samenél mindestens 1,9 Gew.-% des Samenélgehalts. Es ist dem Fach—

mann dabei bekannt, dass zur HersteIIung von Docosahexaenséure zus'atinch eine oder

mehrere Nukleinséuresequenzen, die fUr eIn Ponpeptid mit der Aktivitét einer A4—

Desaturase-Aktivitét kodiert, benétigt werden. VorteiIhaft wird eine Nukleinséuresequenz,

die fflr ein Polypeptid mit der Aktivitét einer A4-Desaturase-Aktivitét kodiert, ausgewéhlt

aus der Gruppe bestehend aus NukIeinséuresequenzen 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 dargesteIIten Se—

quenz.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfflhrungsform der vorIiegenden Erfindung

werden die verwendeten NukIeInséuresequenzen, insbesondere die fflr eine A-5 Elonga—

se kodierende NukIeins'éuresequenz, welche gegenflber der Nukleinséuresequenz in

dem Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, dass sie an die
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Kodonverwendung in einer oder mehreren Pflanzenarten angepasst ist, bevorzugt die 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 enNéihnten samenspezifischen Promotoren, insbesondere

unter Verwendung des NapinPromotors. In dieser besonders bevorzugten Ausfflhrungs—

form betragt der Gehalt an Docosahexaensaure im Samenol 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 Gehalt an den hergestellten LCPUFAs, insbesondere an den

C22 Fettsauren im Samenol mindestens 5 Gew.—%, vorteilhaft mindestens 6, 7, 8, 9 oder

1O 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 Samenolgehalt. In einer weiteren besonders

bevorzugten Ausfiihrungsform mit der in SEQ ID NO: 63 beschriebenen Nukleinsaure—

sequenz betragt der Gehalt an Docosahexaensaure im Samenol mindestens 1,9 Gew.—%

des Samenolgehalts, wobei der Gehalt an C22—Fettséuren im Samenol mindestens 8

Gew.-% des Samenolgehalts betragt.

Die Pflanzengenexpression [asst sich auch [iber 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—

wflnsoht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische Weise erfolgt. Beispiele fiir

solche Promotoren sind ein Salicylséure—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 biotisohe 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 kélteinduzierbare Alpha-Amylase-Promotor aus Kartof—
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fei (WO 96/12814) oder der durch Wunden induzierbare pinII-Promotor (EP-A-0 375

091).

Ebenfalis besonders geeignet sind Promotoren, weiche die plastidenspezifische Expres—

sion herbeifiihren, da Plastiden das Kompartiment sind, in dem die Vorl'eiufer sowie eini-

ge Endprodukte der Lipidbiosynthese synthetisiert werden. Geeignete Promotoren, wie

der virale RNA—Poiymerase—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 erfindungsgeméifl hergestellten mehrfach ungeséittigten Fett-

séuren nicht nur in intakten transgenen Pfianzen produziert werden kénnen, sondern

auch in pfianziichen Zelikulturen oder in Kaiiuskuituren.

Die im Verfahren hergesteliten mehrfach unges'eittigten Fettséiuren sind vorteiihaft in

Phosphoiipiden und/oder Triacylglyceriden gebunden, kénnen aber auch als freie Fett—

séuren oder aber gebunden in Form anderer Fettséiureester in den Organismen vor-

kommen. Dabei kénnen sie als “Reinprodukte“ oder aber vorteiihaft in Form von Mi—

schungen verschiedener Fettséiuren oder Mischungen unterschiedlicher Phospholipide

wie Phosphatidylglycerol, Phosphatidylchoiin, Phosphatidylethanolamin und/oder

Phosphatidylserin und/oder Triacylglyceriden, Monoacyigiyceriden und/oder Diacyi—

giyceriden voriiegen. Vorteiihaft iiegen die im Verfahren hergesteiiten LCPUFAS EPA,

DPA und DHA im Phosphatidyichoiin und/oder Phosphatidylethanolamin und/oder in den

Triacylglyceriden vor. Die Triacylglyceride k'c'mnen auBerdem noch weitere Fettséuren

enthaiten wie kurzkettige Fettséuren mit 4 bis 6 C—Atomen, mitteikettige Fettséiuren mit 8

bis 12 C-Atomen oder iangkettige Fettséuren mit 14 bis 24 C-Atomen. Bevorzugt enthal—

ten sie Iangkettige Fettséuren, besonders bevorzugt Czo- oder sz—Fettséuren.

Unter dem Begriff “Glycerid” wird ein mit ein, zwei oder drei Carbons'eiureresten ver-

estertes Glycerin verstanden (Mon0—, Di- oder Triglycerid). Unter “Giycerid” wird auch ein

Gemisch aus verschiedenen Giyceriden verstanden. Vorteilhaft handelt es sich bei dem

Glycerid um ein Triglycerid. Das Glycerid oder das Glyceridgemisch kann weitere Zuséit—
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ze, z.B. freie Fettséuren, Antioxidantien, Proteine, Kohienhydrate, Vitamine und/oder

andere Substanzen enthalten.

Unter einem “Glycerid” im Sinne des erfindungsgeméflen Verfahrens werden ferner vom

Glycerin abgeieitete Derivate verstanden. Dazu zéhlen neben den oben beschriebenen

Fettséuregiyceriden auch Giycerophosphoiipide und Glyceroglycoiipide. Bevorzugt seien

hier die Giycerophosphoiipide wie Lecithin (Phosphatidylcholin), Cardiolipin, Phosphati—

dyigiycerin, Phosphatidyiserin und Aikylacyiglycerophospholipide beispielhaft genannt.

Unter Phosphoiipiden im Sinne der Erfindung sind zu verstehen Phosphatidyichoiin,

Phosphatidylethanoiamin, Phosphatidyiserin, Phosphatidylgiycerin und/oder Phosphati—

dyiinositoi.

Die Fettséureester mit mehrfach ungeséttigten C131 Cze— und/oder sz—Fetts'eiure—

molekUIen kénnen aus den Nutzpfianzen, die fUr die Hersteliung der Fettséureester ver—

Wendet wurden, in Form eines Ois oder Lipids beispieisweise in Form von Verbindungen

wie Sphingolipiden, Phosphoglyceriden, Lipiden, Giycolipiden wie Giycosphingoiipiden,

Phosphoiipiden wie Phosphatidyiethanoiamin, Phosphatidylcholin, Phosphatidyiserin,

Phosphatidylglycerol, Phosphatidylinositoi oder Diphosphatidylgiyceroi, Mono—

acyiglyceriden, Diacylgiyceriden, Triacylgiyceriden oder sonstigen Fetts'eiureestern wie

den Acetyl—CoenzymA—Estern, die die mehrfach ungeséttigten Fettséuren mit mindestens

zwei, drei oder vier, bevorzugt vier, fiinf oder sechs Doppeibindungen enthalten, isoiiert

werden, vorteiihaft werden sie in der Form ihrer Diacyigiyceride, Triacylgiyceride

und/oder in Form des Phosphatidylesters isoiiert, besonders bevorzugt in der Form der

Triacylglyceride, Phosphatidyichoiin und/oder Phosphatidyiethanolamin. Neben diesen

Estern sind die mehrfach ungeséttigten Fettséuren auch als freie Fettséuren oder ge-

bunden in anderen Verbindungen in den Pflanzen enthalten. in der Regei iiegen die ver—

schiedenen vorgenannten Verbindungen (Fettséureester und freie Fettséuren) in den

Organismen in einer ungeféhren Verteiiung von 80 bis 90 Gew.—% Triglyceride, 2 bis 5

Gew.-% Diglyceride, 5 bis 10 Gew.—% Monogiyceride, 1 bis 5 Gew.-% freie Fettséuren, 2

bis 8 Gew.—% Phosphoiipide vor, wobei sich die Summe der verschiedenen Verbindun-

gen zu 100 Gew.—% ergénzt.
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lm erfindungsgemélsen 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 4O Gew.—% bezogen auf die gesamten Fettséuren in der transgenen Pflanze

hergestellt. Dabei sind die lm erfindungsgeméBen Verfahren hergestellten Fettséuren

EPA, DPA und/oder DHA mit einem Gehalt von jeweils mindestens 5 GeW.—%, bevorzugt

von jeweils mindestens 6, 7, 8 oder 9 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.—°/o, bezogen auf die gesamten Fettséuren in der transgenen

Pflanze enthalten.

Vorteilhaft werden die Fettséuren in gebundener Form hergestellt. Mit Hilfe der lm erfin-

dungsgeméflen Verfahren verwendeten Nuklelnséuren lassen slch diese ungeséttigten

Fettséuren an sn1—, sn2- und/oder sn3-Position der vorteilhaft hergestellten Triacylglyce—

ride bringen. Vorteilhaft sind mindestens 11% der Trlacylglyceride doppelt (das heilLt an

sn1- und sn2— oder sn2— und sn3—Position) substitulert. Auch dreifach substituierte Tria-

cylglycerlde sind nachweisbar. Da lm erfindungsgeméflen Verfahren von den Ausgangs—

verbindungen Llnolséure (018:2) bzw. Linolens'éure (C18:3) mehrere Reaktionsschritte

durchlaufen werden, fallen die Endprodukte des Verfahrens wie belsplelswelse Arachl—

donséure (ARA) oder Eicosapentaenséure (EPA) nicht als absolute Reinprodukte an, es

sind immer auch Spuren oder grélLere Mengen der Vorstufen im Endprodukt enthalten.

Slnd in der Ausgangspflanze belspielsweise sowohl Linolséure als auch Llnolenséure

vorhanden, so liegen die Endprodukte wie ARA oder EPA und/oder DPA und/oder DHA

als Mischungen vor. Die Vorstufen sollten vorteilhaft nicht mehr als 20 Gew.-%, bevor-

zugt nicht mehr als 15 Gew.-%, besonders bevorzugt nicht als 10 Gew.—%,

ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 5 Gew.-% bezogen auf die Menge des jeweill-

gen Endprodukts betragen. Vorteilhaft werden in einer transgenen Pflanze als Endpro—

dukte nur ARA oder EPA und/oder DPA und/oder DHA im erfindungsgeméfien Verfahren

gebunden oder als freie Séiuren hergestellt.
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Fettséureester bzw. Fettséuregemische, die nach dem erfindungsgeméfien Verfahren

hergestellt wurden, enthaiten vorteiihaft 6 bis 15 % Palmitinséure, 1 bis 6 % Stearinséu-

re; 7 — 85 % Olséure; 0,5 bis 8 % Va00enséure, 0,1 bis 1 % Arachinséure, 7 bis 25 %

geséttigte Fettséuren, 8 bis 85 % einfach ungeséttigte Fettséuren und 60 bis 85 % mehr—

fach ungeséttigte Fettséuren, jeweiis bezogen auf 100 % und auf den Gesamtfettséure-

gehait der Organismen. Ais vorteiihafte mehrfach ungeséttigte Fettséure sind in den

Fettséureester bzw. Fettséuregemische 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 Gesamtfettséuregehait an Arachidonséure ent-

haiten. Weiterhin enthalten die Fettséureestern bzw. Fettséuregemischen, die nach dem

erfindungsgeméflen Verfahren hergestellt wurden, vorteiihaft Fetts'éuren ausgewéhlt aus

der Gruppe der Fettséuren Erucaséure (13—D000saenséure), Sterculinséure (9,10—

Methylene octadec-Q—enonséure), Malvaiinséure (8,9-Methyien Heptadec—B—enonséure),

Chaulmoogrinséure (Cyclopenten—dodecanséure), Furan—Fettséure (9,12—Epoxy—

octadeca-9,11-dienonséure), Vernonséure (9,10-Ep0xy00tade0-12—en0nséure), Tarin—

séure (6—Octade0ynonséure),6—Nonadecynonséure, Santaibinséure (t1 1—00tade0en-9—

ynoic acid), 6,9—Octade0enyn0nséure, Pyrulinséure (t10-Heptade0en—8—ynonséure), Cre—

penyninséure (9—00tade0en—12—ynonséure), 13,14-Dihydrooropheinséure, Octadecen—

13—ene—9,11—diynonséure, Petroseienséure (0is-6-Octade0enonséure), 90,12t—

Octadecadienséure, Calenduiaséure (8t10t120—Octade0atrienséure), Catalpinséure

(9t11t130-00tadecatrienséure), Eieosterinséure (9011t13t—00tadecatriens'aiure), Jacarin—

séure (8010t120—00tade0atrienséure), Punicins'aure (9011t130-Octade0atrienséure), Pa—

rinarinséure (9011t13t150-00tadecatetraenséure), Pinoiens'aiure (all-0is—5,9,12-

Octadecatrienséure), Labalienséure (5,6—00tade0adienaiienséure), Ricinolséure (12-

Hydroxyélséure) und/oder Corioiinséure (13—Hydr0xy-90,11t-Octade0adien0nséure). Die

vorgenannten Fetts'eiuren kommen in den nach dem erfindungsgeméflen Verfahren her-

gestellten Fettséureester bzw. Fettséuregemischen in der Regei vorteiihaft nur in Spuren

vor, das heiBt sie kommen bezogen auf den Gesamtfettséuregehalt zu weniger ais 30 %,

bevorzugt zu weniger ais 25 %, 24 %, 23 %, 22 % oder 21 %, besonders bevorzugt zu

weniger ais 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7%, 6 % oder 5%, ganz besonders bevorzugt

zu weniger als 4 "/0, 3 %, 2 % oder 1 % vor. in einer weiteren bevorzugten Form der Er-

findung kommen diese vorgenannten Fettséuren bezogen auf die Gesamtfettséuren zu

weniger ais 0,9%; 0,8%; 0,7%; 0,6%; oder 0,5%, besonders bevorzugt zu weniger ais
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0,4%; 0,3%; 0,2%; 0,1% vor. Vorteilhaft enthalten die nach dem erfindungsgeméflen

Verfahren hergestellten Fettséureester bzw. Fettséuregemische weniger als 0,1 % bezo-

gen auf die Gesamtfetts'éuren und/oder keine Butterséure, kein Cholesterin sowie keine

Nisinséure (Tetracosahexaenséure, C23:6A3‘8’12v15v18a21).

Durch die im erfindungsgeméflen Verfahren verwendeten Nukleinséuresequenzen kann

in den transgenen Pflanzen eine Steigerung der Ausbeute an LCPUFAS von mindestens

50%, vorteilhaft von mindestens 80%, besonders vorteilhaft von mindestens 100%, ganz

besonders vorteilhaft von mindestens 150% gegenflber den nicht transgenen Pflanzen

erreicht werden.

Auch chemisch reine mehrfach unges'éttigte Fettséuren oder Fettséurezusammen—

setzungen sind nach den vorbeschriebenen Verfahren darstellbar. Dazu werden die

Fetts'e'luren oder die Fettséurezusammensetzungen aus den Pflanzen in bekannter Wei-

se beispielsweise Uber Extraktion, Destillation, Kristallisation, Chromatographie oder

Kombinationen dieser Methoden isoliert. Diese chemisch reinen Fettséuren oder Fett-

séurezusammensetzungen sind fUr Anwendungen im Bereich der Lebensmittelindustrie,

der Kosmetikindustrie und besonders der Pharmaindustrie vorteilhaft.

FUI‘ das erfindungsgeméfle Verfahren sind prinzipieli alle dicotylen oder monokotylen Nutz—

pflanzen geeignet. Unter Nutzpflanzen sind Pflanzen zu verstehen, die der Nahrungsproduktion

fUr Mensch und Tier, der Produktion von Genussmitteln, Fasern und Pharmazeutika dienen,

wie Getreide, z.B. Mais, Reis, Weizen, Gerste, Hirse, Hafer, Roggen, Buchweizen; wie Knollen,

z.B. Kartoffel, Maniok, Batate, Yarns etc.; wie Zuckerpflanzen, z.B. Zuckerrohr oder ZuckerrU-

be; wie HUlsenfrflchte, z.B. Bohnen, Erbsen, Saubohne etc.; wie Ol— und Fettfrfichte, z.B. Soja-

bohne, Raps, Sonnenblume, Férberdiestel, Lein, Camelina etc., um nur einige zu nennen. Vor-

teilhafte Pflanzen sind ausgewéhlt aus der Gruppe der Pflanzenfamilien bestehend aus den

Familien der Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae,

Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Canna-

ceae, Caprifoliaceae, 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,

Scrophuiariaceae, Soianaceae, Stercuiiaceae und Vaierianaceae.

Beispieihaft seien die foigenden Pfianzen genannt: Anacardiaceae wie die Gattungen

Pistacia, Mangifera, Anacardium z.B. die Gattung und Arten Pistacia vera (Pistazie),

Mangifer indica (Mango) oder Anacardium occidentaie (Cashew), Asteraceae wie die

Gattungen Calendula, Carthamus, Centaurea, Cichorium, Cynara, Heiianthus, Lactuca,

Locusta, Tagetes, Vaieriana z.B. die Gattung und Arten Calendula officinalis (Garten-

Ringeibiume), Carthamus tinctorius (Farberdistel, safflower), Centaurea cyanus (Korn-

blume), Cichorium intybus (Wegwarte), Cynara scolymus (Artischocke), Helianthus an—

nus (Sonnenblume), Lactuca sativa, Lactuca crispa, Lactuca esculenta, Lactuca scariola

L. ssp. sativa, Lactuca scarioia L. var. integrata, Lactuca scarioia L. var. integrifoiia, Lac—

tuca sativa subsp. romana, Locusta communis, Valeriana iocusta (Saiat), Tagetes iucida,

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 coiurna (Hasei-

nuss), Boraginaceae wie die Gattung Borago z.B. die Gattung und Art Borago officinalis

(Borretsch), Brassicaceae wie die Gattungen Brassica, Cameiina, Meianosinapis, Sina—

pis, Arabadopsis 23. die Gattungen und Arten Brassica napus, Brassica rapa ssp.

(Raps), Sinapis arvensis Brassica juncea, Brassica juncea var. juncea, Brassica juncea

var. crispifoiia, Brassica juncea var. foiiosa, Brassica nigra, Brassica sinapioides, Came-

iina sativa, Melanosinapis communis (Senf), Brassica oleracea (Futterriibe) oder Arabi—

dopsis thaliana, Bromeiiaceae 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),

Convolvuiaceae wie die Gattungen ipomoea, Convoivulus z.B. die Gattungen und Arten

Ipomoea batatus, Ipomoea pandurata, Convolvuius batatas, Convolvuius tiliaceus, Ipo-

moea fastigiata, Ipomoea tiiiacea, Ipomoea triloba oder Convolvuius panduratus (SUB-

kartoffel, Batate), Chenopodiaceae wie die Gattung Beta wie die Gattungen und Arten

Beta vulgaris, Beta vulgaris var. altissima, Beta vulgaris var. vuigaris, Beta maritima, Be—

ta vuigaris var. perennis, Beta vulgaris var. conditiva oder Beta vulgaris var. escuienta
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(Zuckerrflbe), Cucurbitaceae wie die Gattung Cucubita z.B. die Gattungen und Arten

Cucurbita maxima, Cucurbita mixta, Cucurbita pepo oder Cucurbita moschata (Kiirbis),

Elaeagnaceae wie die Gattung Elaeagnus z.B. die Gattung und Art Olea europaea (Oli-

ve), Ericaceae wie die Gattung Kalmia z.B. die Gattungen und Arten Kalmia latifolia,

Kalmia angustifolia, Kalmia microphylla, Kalmia polifolia, Kalmia occidentalis, Cistus

chamaerhodendros oder Kalmia lucida (Berglorbeer), Euphorbiaceae wie die Gattungen

Manihot, Janipha, Jatropha, Ricinus z.B. die Gattungen und Arten Manihot utilissima,

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, lnga fragrans, Pithecellobium

berterianum, Pithecellobium fragrans, Pithecolobium berterianum, Pseudalbizzia berteri—

ana, Acacia julibrissin, Acacia nemu, Albizia nemu, Feuilleea julibrissin, Mimosa julibris-

sin, Mimosa speciosa, Sericanrda julibrissin, 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 grossularioides oder Oleum 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, Juglans ailanthifolia, Juglans sieboldiana, Juglans cinerea, Wallia cinerea, Juglans

bixbyi, Juglans californica, Juglans hindsii, Juglans intermedia, Juglans jamaicensis,

Juglans major, Juglans microcarpa, Juglans nigra oder Wallia nigra (Walnuss), Laura-

ceae wie die Gattungen Persea, Laurus 23. 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 cathartioum, Linum flavum, Linum grandiflorum, Adenolinum grandiflorum, Linum

lewisii, Linum narbonense, Linum perenne, Linum perenne var. lewisii, Linum pratense

oder Linum trigynum (Lein), Lythrarieae wie die Gattung Punioa z.B. die Gattung und Art

Punioa 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-

veraoeae wie die Gattung Papaver z.B. die Gattungen und Arten Papaver orientale, Pa—

paver rhoeas, Papaver dubium (Mohn), Pedaliaoeae 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 oubeba, 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,

Avena fatua 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, Oryza latifolia (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, Rhodella, 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 oder Coffea liberica (Kaffee), Scrophulariaceae wie die Gattung Verbascum

5 z.B. die Gattungen und Arten Verbascum blattaria, Verbascum chaixii, Verbascum den—

siflorum, Verbascum lagurus, Verbascum longifolium, Verbascum lychnitis, Verbascum

nigrum, Verbascum olympicum, Verbascum phlomoides, Verbascum phoenicum, Ver-

bascum pulveruientum oder Verbascum thapsus (Konigskerze), Sola naceae wie die Gat—

tungen Capsicum, Nicotiana, Soianum, Lycopersicon z.B. die Gattungen und Arten

10 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 quadrivalvis,

Nicotiana repanda, Nicotiana rustica, Nicotiana sylvestris (Tabak), Solanum tuberosum

(Kartof'fel), Soianum melongena (Aubergine) Lycopersicon esculentum, Lycopersicon

15 lycopersicum., Lycopersicon pyriforme, Soianum integrifolium oder Soianum 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).

20 In einer vorteilhaften Ausfflhrungsform des Verfahren werden als Nutzpflanzen lerucht—

pflanzen verwendet, die groBe Mengen an Lipidverbindungen enthalten, wie Erdnuss,

Raps, Canola, Sonnenblume, Saflor (Carthamus tinctoria), Mohn, Senf, Hanf, Rizinus,

Olive, Sesam, Calendula, Punica, Nachtkerze, Konigskerze, Distel, Wildrosen, Hasel—

nuss, Mandel, Macadamia, Avocado, Lorbeer, Kieris, Lein, Soja, Pistazien, Borretsch,

25 Baume (Olpalme, Kokosnuss oder Walnuss) oder FeldfrUchte, wie Mais, Weizen, Rog-

gen, Hafer, Triticale, Reis, Gerste, Baumwolle, Maniok, Pfeffer, Tagetes, Solanaceen—

Pflanzen wie Kartof'fel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa oder

Buschpflanzen (Kaffee. Kakao, Tee), Salix-Arten sowie ausdauernde Graser und Futter-

feldfrflchte. Vorteilhafte erfindungsgem'afle Pflanzen sind Olfruchtpflanzen, wie Erdnuss,

30 Raps, Canola, Sonnenblume, Saflor , Mohn, Senf, Hanf, Rhizinus, Olive, Calendula, Pu—

nica, Nachtkerze, KUrbis, Lein, Soja, Borretsch, Baume (Olpalme, Kokosnuss). Beson—

ders bevorzugt sind Pflanzen, die reich an C1822— und/oder C18:3—Fettsauren sind, wie
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Sonnenblume, Féirberdistel, Tabak, Kénigskerze, Sesam, Baumwolle, Kieris, Mohn,

Nachtkerze, Walnuss, Lein, Hanf oder Distel. Ganz besonders bevorzugt sind Pflanzen

wie Féirberdistel, Sonnenblume, Mohn, Nachtkerze, Walnuss, Lein oder Hanf.

Es ist auch vorteilhaft, die erfindungsgeméifien Nukleinséuresequenzen in den Bléttern

von Futter— oder Nahrungspflanzen zu exprimieren und dadurch den Gehalt der Blétter

an Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder Docosahexaens'eiure zu stei-

gern. Bevorzugte Futterpflanzen sind z.B. Kleearten wie Rotklee (Trifolium pratense),

WeilLklee (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 Aktivitéit der im erfindungsgeméiflen Verfahren verwendeten

Nukleinséuresequenzen, die fiir Polypeptide mit A—6—Elongase—, A—B—Desaturase—, A—5—

Desaturase- und/oder A—5-Elongase-Aktivitéit kodieren, vorteilhaft in Kombination mit

Nukleinséuresequenzen, die fiir Polypeptide mit w—3—Desaturase— und/oder A—4—

Desaturase-Aktivitét kodieren, sowie weiteren Nukleinséuresequenzen, die fiJr Polypep-

tide des Fettséure— oder Lipidstoffwechsels wie weiteren Polypeptiden mit A—5-, A-6-, A-

8—, A-‘lZ-Desaturase— oder A—5—, A—G-Oder A-Q-Elongaseaktivitét kodieren, kénnen unter-

schiedlichste mehrfach ungeséittigte Fettséuren im erfindungsgeméilSen Verfahren her-

gestellt werden. Je naCh Auswahl der fiJ'r das erfindungsgeméfle Verfahren verwendeten

Nutzpflanzen lassen sich Mischungen der verschiedenen mehrfach ungeséttigten Fett-

séuren oder einzelne mehrfach ungeséttigte Fetts'eiuren wie EPA, DPA oder DHA in frei-

er oder gebundener Form herstellen. Je nachdem welche Fettséurezusammensetzung in

der Ausgangspflanze vorherrscht (C1822— oder C18:3-Fettséuren) entstehen so Fettséu-

ren, die sich von C18:2—Fettséuren ableiten, wie GLA, DGLA oder ARA oder Fettséiuren,

die sich von 018:3—Fettséiuren ableiten, wie EPA, DPA oder DHA. Liegt in der ftir das

Verfahren verwendeten Pflanze als ungeséittigte Fettséure nur Linolséure (= LA,

C18:2A9,12) vor, so kénnen als Produkte des Verfahrens nur GLA, DGLA und ARA ent—

34 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 100535 of 349

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

33

stehen, die als freie Fettséuren oder gebunden vorliegen kénnen. lst in der im Verfahren

verwendeten Pflanze als ungeséttigte Fettséiure nur a-Linolenséiure (= ALA,

C18:3A9,12»15)vorhanden, beispielsweise wie in Lein, so kénnen als Produkte des Verfah-

rens nur SDA, ETA, EPA, DPA und/oder DHA entstehen, die wie oben beschrieben als

freie Fettséuren oder gebunden vorliegen kénnen. Durch Modifikation der Aktivitéit der im

Verfahren verwendeten und an der Synthese beteiligten Enzyme A—G-Elongase, A—G-

Desaturase, A—5-Desaturase und/oder A-6—Elongase vorteilhaft in Kombination mit welte-

ren Genen des Lipid- oder Fettséurestoffwechsels lassen sich gezielt in den Pflanzen nur

einzelne Produkte herstellen. Vorteilhaft werden nur EPA, DPA oder DHA oder deren

Mischungen synthetisiert. Da die Fetts'éuren in Biosyntheseketten synthetisiert werden,

liegen die jeweiligen Endprodukte nicht als Reinsubstanzen in den Organismen vor. Es

sind immer auch geringe Mengen der Vorléuferverbindungen im Endprodukt enthalten.

Diese geringen Mengen betragen weniger als 20 Gew.—%, vorteilhaft weniger als

15 Gew.—%, besonders vorteilhaft weniger als 1O Gew.-%, ganz besonders vorteilhaft

weniger als 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 ungeséttigten

Fettséuren ist es vorteilhafl, die Menge an Ausgangsprodukt fCIr die Fettséuresynthese

zu steigern. Dies kann beispielsweise durch das Einbringen einer Nukleinséure, die ftir

ein Polypeptid mit A-12-Desaturase kodiert, in den Organismus erreicht werden. Dies ist

besonders vorteilhaft in Nutzpflanzen, wie Ol-produzierenden Pflanzen wie Pflanzen der

Familie der Brassicaceae wie der Gattung 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 Olséuregehalt aufweisen. Da diese Organismen nur einen geringen Gehalt

an Linolséure 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 Linolséure aus (")lséure vorteilhaft. Daneben kén-

nen die Ausgangsfettséuren auch von auBen zugeflittert werden, was aber aus Kosten—

grtinden weniger bevorzugt ist.
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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 Docosahexaensaure (DHA) herstellen. Moose enthalten PU-

FAs in Membranlipiden, wahrend Algen, algenverwandte Organismen und einige Pilze

auch nennenswerte Mengen an PU FAs in der Triacylglycerolfraktion akkumulieren. Da—

her eignen sich Nukleinsauremolekflle, die aus solchen Stammen isoliert werden, die

PU FAs auch in der Triacylglycerolfraktion akkumulieren, besonders vorteilhaft fflr das

erfindungsgemarse 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 erfindungsgemaflen Verfahren verwendbar.

lm erfindungsgemaflen Verfahren verwendete Nukleinsauren 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, Scherf‘felia oder Tetraselmis wie den Gattungen und Arten Heteromastix longi-

fillis, Mamiella gilva, Mantoniella squamata, Micromonas pusilla, Nephroselmis olivacea,

Nephroselmis pyriformis, Nephroselmis rotunda, Ostreococcus tauri, Ostreococcus Sp.

Prasinocladus ascus, Prasinocladus lubricus, Pycnococcus provasolii, Pyramimonas

amylifera, Pyramimonas disomata, Pyramimonas obovata, Pyramimonas orientalis, Py-

ramimonas parkeae, Pyramimonas spinifera, Pyramimonas sp., Tetraselmis apiculata,

Tetraselmis carteriaformis, Tetraselmis chui, Tetraselmis convolutae, Tetraselmis desi—

kacharyi, Tetraselmis gracilis, Tetraselmis hazeni, Tetraselmis impellucida, Tetraselmis

inconspicua, Tetraselmis Ievis, Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina, Tetraselmis

striata, Tetraselmis subcordiformis, Tetraselmis suecica, Tetraselmis tetrabrachia, Tetra-

selmis tetrathele, Tetraselmis verrucosa, Tetraselmis verrucosa fo. rubens oder Tetra—

selmis sp. oder aus Algen der Familie Euglenaceae wie aus den Gattungen Ascoglena,

Astasia, Colacium, Cyclidiopsis, Euglena, Euglenopsis, Hyalophacus, Khawkinea, Lepo—

cinclis, Phacus, Strombomonas oder Trachelomonas wie die Gattungen und Art Euglena

acus, Euglena geniculata, Euglena gracilis, Euglena mixocylindracea, Euglena rostrifera,
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Euglena viridis, Colacium stentorium, Trachelomonas cylindrioa oder Trachelomonas

volvooina.

Weitere vorteilhafte Pflanzen sind Algen wie Isochrysis oder Crypthecodinium, Algen/

Diatomeen wie Thalassiosira oder Phaeodactyium, Moose wie Physcomitrella o—

der Ceratodon oder hoheren Pflanzen wie den Primulaoeae 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, lnsekten, Frosche, Seegurken oder Fische. Vorteilhaft stammen die erfin—

dungsgeméflen isolierten Nukleinséuresequenzen aus einem Tier aus der Ordnung der

Vertebraten. Bevorzugt stammen die Nukleinséuresequenzen aus der Klasse der Ver-

tebrata; Euteleostomi, Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei, Protacanthopte—

rygii, SaImoniformes; Salmonidae bzw. Oncorhynchus oder Vertebrate, Amphibia, Anura,

Pipidae, Xenopus oder Evertebrata wie Protochordata, Tunicata, Holothuroidea, Cioni—

dae wie Amarouoium constellatum, Botryllus schlosseri, Ciona intestinalis, Molgula citri-

na, Molgula manhattensis, Perophora viridis oder Styela partita. Besonders vorteil—

haft stammen die Nukleins'éuren 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 Salmo trutta 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 Ausffihrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt des

Gewinnens einer Zelle oder einer ganzen Pflanze, die die im Verfahren verwendeten

Nukleinséuresequenzen, die fUr eine A—6—Desaturase, A—G—Elongase, A—5-Desaturase

und/oder A—5-Elongase sowie ggf. Nukleinséuresequenzen, die fUr eine w-3—Desaturase

und/oder eine A—4-Desaturase kodieren, enthélt, wobei die Zelle und/oder die Nutzpflan—

ze noch weitere Nukleinséuresequenzen des Lipid- oder Fettséurestoffwechsels enthal—

ten kann. Die im Verfahren bevorzugt verwendeten Nukleinséuresequenzen werden zur

Expression vorteilhaft in mindestens ein Genkonstrukt und/oder einen Vektor wie nach-
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foigend besohrieben, allein oder in Kombination mit weiteren Nu kleinséuresequenzen,

die fiir Proteine des Fettséure- oder Lipidstof‘hNeohsels kodieren, eingebaut und schlieB-

lich in die Zelle oder Pflanze transformiert. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-

form umfasst dieses Verfahren ferner den Schritt des Gewinnens der Oie, Lipide oder

freien Fettséuren aus den Nutzpflanzen. Die so hergestellte Zelle oder die so hergestell—

te Nutzpflanze ist vorteilhaft eine Zelle einer ("Di-prod uzierenden Pflanze, Gem Use-, Saiat—

, oder Zierpflanze oder die Pflanze selbst wie oben ausgefflhrt.

Unter Anzucht ist beispielsweise die Kultivierung im Falle von Pflanzenzellen, —gewebe

oder —organe auf oder in einem Néihrmedium 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 beziiglich zum Beispiel

einer Nukleinséuresequenz, einer Expressionskassette (= Genkonstrukt) oder einem

Vektor enthaltend die im erfindungsgeméflen Verfahren verwendeten Nukleinséurese-

quenzen oder einer mit den im erfindungsgeméflen Verfahren verwendeten Nukleinséu—

resequenzen, Expressionskassette oder Vektor transformierten Pflanze alle solche durch

gentechnisohe Methoden zustandegekommenen Konstruktionen, in denen sich entweder

a) die Nukleinséuresequenz, oder

b) eine mit der Nukleinséuresequenz funktionell verknflpfte genetische Kontrollse—

quenz, zum Beispiel ein Promotor, oder

c) (a) und (b)

nicht in ihrer natflrlichen, genetischen Umgebung befinden oder duroh gentechnische

Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispieihaft eine Substitution, Addi—

tion, Deletion, Inversion oder insertion eines oder mehrerer Nukleotidreste sein kann.

Natfirliche genetisohe Umgebung meint den natflrlichen genomischen bzw. chromoso-

maien Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorliegen in einer genomischen Bib—

iiothek. lm Fall einer genomischen Bibiiothek ist die natflrliche, genetische Umgebung

38 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 100539 of 349

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

37

der Nukleinséuresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise erhaiten. Die Umgebung

flankiert die Nukleinséuresequenz zumindest an einer Seite und hat eine Sequenziénge

von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp, besonders bevorzugt mindestens

1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 5000 bp. Eine natijrlich vorkommende

Expressionskassette - beispielsweise die natflrlich vorkommende Kombination des natUr—

lichen Promotors der im erfindungsgeméfSen Verfahren verwendeten Nukieinséurese—

quenz mit der Nukleinséuresequenz, die ffir Proteine mit entsprechender A—6—

Desaturase—, A-6-Elongase—, A—5-Desaturase— und A-5—Elongase—Aktivitéit kodiert, vor-

teilhaft in Kombination mit Nukleinséuresequenzen, die fl'J'r Proteine mit w-3—Desaturase-

und/oder A—4—Desaturase—Aktivitét kodieren - wird zu einer transgenen Expressionskas-

sette, wenn diese durch nicht—natUrliche, synthetische ("kUnstIiche") Verfahren wie bei—

spieisweise einer Mutagenisierung geéndert wird. Entsprechende Verfahren sind bei-

spieisweise 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 Nukleinséuren nicht an ihrer natl'jriichen Steiie im Genom

der Pflanze sind. Dabei kénnen die Nukleinséuresequenzen homolog oder heterolog

exprimiert werden. Transgen bedeutet aber auch, dass die erfindungsgeméflen Nuklein-

séuren an ihrem natflriichen Platz im Genom der Pflanze sind, dassjedoch die Sequenz

gegenll'lber der natillriichen Sequenz veréndert wurde und/oder dass die Regulationsse—

quenzen der natUrlichen Sequenzen veréndert wurden. Bevorzugt ist unter transgen die

Expression der im erfindungsgeméfien Verfahren verwendeten Nukleinséuren an nicht—

natijriicher Steiie im Genom zu verstehen, das heith eine homologe oder bevorzugt hete-

rologe Expression der Nukleinséuresequenzen liegt vor.

Bevorzugte transgene Organismen sind Nutzpfianzen wie Ol-produzierende Pflanzen,

GemUse—, Saiat— oder Zierpflanzen, die vorteiihaft ausgewéhit sind aus der Gruppe der

Pflanzenfamilien bestehend aus den Familien der Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardia-

ceae, Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassi-

caceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae, Chenopodiaceae,

Convolvuiaceae, 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 erfindungsgemalSen Verfahren verwendeten Nukleinséuren,

die Expressionskassette oder den Vektor eignen sich prinzipiell vorteilhaft alle Nutzpflan-

zen, die in der Lage sind Fettséiuren, speziell ungeséttigte Fettsauren, zu synthetisieren

bzw. die fiir 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, FérberSaror (Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne genannt. Weitere vorteil—

hafte Pflanzen sind an anderer Stelle dieser Anmeldung aufgeftihrt.

F'Lir 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 Expressionsstémme fijr diesen Zweck sind z.B. solche, die ei—

ne geringe Proteaseaktivitéit aufweisen. Sie werden 2.8. in: Gottesman, 8., Gene Ex-

pression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Califor—

nia (1990) 119-128 beschrieben.

Transgene Pflanzen, die die im erfindungsgemaBen Verfahren synthetisierten mehrfach

ungesattigten, langekettigen Fettséuren enthalten, konnen vorteilhaft direkt vermarktet

werden, ohne dass die synthetisierten Ole, Lipide oder Fetts'auren isoliert werden mils-

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, pfianzliches 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 alie Samenteile wie die

Samenhflllen, Epidermis— und Samenzellen, Endosperm oder Embyrogewebe.

Die im erfindungsgem'eifien Verfahren hergesteilten Verbindungen kénnen aber auch aus

den Pfianzen in Form ihrer Ole, Fett, Lipide und/oder freien Fettséuren isoiiert werden.

Durch das erfindungsgeméfse Verfahren hergestellte mehrfach ungeséttigte Fettséuren

iassen sich durch Ernten der Pfianzen oder Pflanzenzellen entweder aus der Kultur,

in der sie wachsen, oder vom Feid gewinnen. Dies kann Uber Pressen oder Extraktion

der Pflanzenteiie, bevorzugt der Pflanzensamen, erfolgen. Dabei kénnen die Ole, Fette,

Lipide und/oder freien Fettséuren durch so genanntes Kaltschlagen oder Kaltpressen

ohne Zuf'L'Ihrung von Wérme durch Pressen gewonnen werden. Damit sich die Pflanzen—

teile, spezieil die Samen, Ieichter aufschlieilen lassen, werden sie vorher zerkleinert,

gedémpft oder geréstet. Die so vorbehandeiten Samen kénnen anschliefiend gepresst

oder mit Lésungsmittei wie warmem Hexan extrahiert werden. Anschiieflend wird

das Lésungsmittei wieder entfernt. Auf diese Weise kénnen mehr als 96 % der im erfin-

dungsgeméflen Verfahren hergestellten Verbindungen isoliert werden. Anschiieflend

werden die so erhaltenen Produkte weiter bearbeitet, das heiBt raffiniert. Dabei werden

zunéchst beispieisweise die Pfianzenschleime und Trinstoffe entfernt. Die sogenannte

Entschleimung kann enzymatisch oder beispielsweise chemisch/physikalisch durch Zu—

gabe von Séure wie Phosphors'aure erfolgen. AnschiieBend werden die freien Fettséuren

durch Behandlung mit einer Base beispielsweise Natroniauge entfernt. Das erhaitene

Produkt wird zur Entfernung der im Produkt verbiiebenen Lauge mit Wasser grflndlich

gewaschen und getrocknet. Um die noch im Produkt enthaitenen Farbstoffe zu entfer-

nen, werden die Produkte einer Bieichung mit beispielsweise Bieicherde oder Aktivkohie

unterzogen. Zum Schluss wird das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf deso-

doriert.

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAS Czo-

und/oder sz—Fettséuremoiekiiie mit mindestens vier Doppelbindungen im Fett-

séuremolekfll, vorzugsweise fiinf oder sechs Doppelbindungen. Diese Czo- und/oder C22—

Fettséuremolekiiie Iassen sich aus der Pflanze in Form eines Ois, Lipids oder einer frei—
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en Fettséure isoiieren. Geeignete transgene Pfianzen sind beispieisweise die vorstehend

erwéihnten.

Diese erfindungsgeméisen Ole, Lipide oder Fettséuren enthalten wie oben beschrieben

vorteiihaft 6 bis 15 % Palmitinséure, 1 bis 6 % Stearinséure; 7 — 85 % (")iséure; 0,5 bis 8

% Vaccenséure, 0,1 bis 1 % Arachinséure, 7 bis 25 % geséttigte Fettséuren, 8 bis 85 %

einfach ungeséttigte Fettséuren und 60 bis 85 % mehrfach ungeséttigte Fettséuren je-

weils bezogen auf 100 % und auf den Gesamtfetts'eiuregehalt der Pfianzen.

Als vorteilhafie mehrfach ungeséttigte, langkettige Fettséuren sind in den Fettséurees-

tern bzw. Fettséuregemischen wie Phosphatidylfettséureestern oder Triacylgiyceri—

destern bevorzugt mindestens 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19 oder 2O Gew.-% be—

zogen auf den Gesamtfettséuregehait an Eicosapentaenséure und/oder mindestens 1; 2;

3; 4; 5 oder 6 Gew.-% bezogen auf den Gesamtfettséuregehait an Docosapentaenséure

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 1O Gew.-% bezogen auf

den Gesamtfettséuregehait an Docosahexaenséure enthalten.

Weiterhin enthaiten die Fettséureester bzw. Fettséuregemische, die nach dem erfin—

dungsgeméflen Verfahren hergestellt wurden, Fettséuren ausgewéhit aus der Gruppe

der Fettséuren Erucaséure (13—Docosaenséure), Stercuiins'eiu re (9,10-Methyiene octa-

de0-9—enonséure), Maivaiinséure (8,9-Methyien HeptadeC-B-enonséure), Chauimoogrin-

séu re (Cyciopentendodecanséure), Furan-Fettséure (9,12-Epoxy—octadeca-9,1 1-

dienonséure), Vernonséure (9,10—Epoxyoctade0-12-enonséu re), Tarinséure (6-Octa—

decynonséure),6-Nonade0ynonséure, Santalbinséure (t11-Octade0en-9—ynoi0 acid),

6,9—Octade0enyn0nséure, Pyrulinséure (t10—Heptadecen-8—ynonséure), Crepenyninséu-

re (9—Octade0en—12—ynonséure), 13,14-Dihydroor0pheinséure, Octadecen—13-ene—9,1 1—

diynonséure, Petroseienséure (0is—6—Octade0enonséure), 90,12t-Octade0adienséiure,

Caiendulaséure (8t10t120—Octade0atrienséure), Catalpins'aiure (9t11t130—Octa—

decatrienséure), Eieosterinséure (9011t13t—Octade0atrienséure), Jacarinséure

(8010t120—Octade0atrienséiure), Punicinséure (9011t130-Octadecatriens'eiure), Parinarin-

séure (901 1t13t150—Octadecatetraenséiure), Pinolenséure (all-0is—5,9,12—
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Octadecatrienséure), Labaiienséure (5,6-Octadecadienallenséure), Ricinoiséure (12-

Hydroxyéiséure) und/oder Corioiinséure (13-Hydroxy-90,11t-Octadecadienonséure). Die

vorgenannten Fettséuren kommen in den nach dem erfindungsgeméflen Verfahren her-

gestellten Fettséureester bzw. Fettséuregemischen in der Regei vorteiihaft nur in Spuren

vor, das heiBt sie kommen bezogen auf die Gesamtfettséuren zu weniger 31$ 30 %, be—

vorzugt zu weniger als 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

weniger ais 4 %, 3 %, 2 % oder 1 % vor. In einer weiteren bevorzugten Form der Erfin-

dung kommen diese vorgenannten Fettséuren bezogen auf die Gesamtfettséuren zu

weniger ais 0,9%; 0,8%; 0,7%; 0,6%; oder 0,5%, besonders bevorzugt zu weniger als

O,4%; 0,3%; 0,2%; 0,1% vor. Vorteiihaft enthaiten die nach dem erfindungsgeméfSen

Verfahren hergestellten Fettséiureester bzw. Fettséuregemische weniger als 0,1 % bezo-

gen auf die Gesamtfettséuren und/oder keine Butterséure, kein Choiesterin sowie keine

Nisinséure.

Eine weitere erfindungsgeméfle Ausfl'jhrungsform ist die VenNendung der Ole, Lipide,

der Fettséuren und/oder der Fettséurezusammensetzung, die nach dem erfindungs-

geméiBen Verfahren hergestellt werden, in Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika

oder Pharmazeutika. Die im erfindungsgeméiSen Verfahren gewonnenen Ole, Lipide,

Fettséuren oder Fettséuregemische kénnen in der dem Fachmann bekannten Weise zur

Abmischung mit anderen Olen, Lipiden, Fettséuren oder Fettséuregemischen tierischen

Ursprungs wie z.B. Fischéien verwendet werden. Auch diese so hergestellten Ole, Lipi—

de, Fettséuren oder Fettséuregemische, die aus pfianzlichen und tierischen Bestandtei-

ien bestehen, kénnen zur Hersteilung von Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika

0d er Pharmazeutika verwendet werden.

Unter dem Begriff “Oi”, “Lipid“ oder “Fett” wird ein Fettséuregemisch verstanden, das

ungeséttigte und/oder geséttigte, vorzugsweise veresterte Fettséurem) enthéit. Bevor—

zugt ist, dass das OI, Lipid oder Fett einen hohen Anteii an mehrfach ungeséttigten freien

oder vorteiihaft veresterten Fettséure(n), insbesondere Linolséure, y-Linoienséure, Di—

homo-y—iinolenséure, Arachidonséure, a—Linoienséure, Stearidonséure, Eicosatetraen—

séure, Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure oder Docosahexaenséure hat. Vor—
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zugsweise ist der Anteil an ungesattigten veresterten Fettsauren ungefahr 30 %, beson-

ders bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, am meisten bevorzugt ist ein Anteil von 60 %,

7O %, 80 % oder mehr. Der Anteil an Fettsaure kann nach Uberffihrung der Fetts'aiuren in

die Methylester durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt werden. Das OI,

Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesattigte oder unges'aittigte Fettsauren, z.B.

Calendulasaure, Palmitin—, Palmitolein-, Stearin—, Olsaure etc., enthalten. lnsbesondere

kann je nach Ausgangspflanze der Anteil der verschiedenen Fettsauren in dem Ol oder

Fett schwanken.

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fetts'auren mit vorteilhaft min-

destens drei, vier, ffinf oder sechs, besonders vorteilhaft mit ffinf oder sechs Doppelbin—

dungen, handelt es sich wie oben beschrieben vorteilhaft um Fettsaureester beispiels-

weise um Sphingolipidester, Phosphoglyceridester, Lipidester, Glycolipidester, Phospho—

lipidester, Monoacylglycerinester, Diacylglycerinester, Triacylglycerinester oder sonstige

Fettsaureester, bevorzugt handelt es sich um Phospholipidester find/oder Triacylglyceri—

nester.

Aus den so im erfindungsgemaflen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fett—

saureestern mit vorteilhaft mindestens drei, vier, ffinf oder sechs Doppelbindungen las—

sen sich die enthaltenen mehrfach ungesattigten Fettsauren beispielsweise fiber eine

Alkalibehandlung, beispielsweise mit waflriger KOH oder NaOH, oder durch saure Hyd-

rolyse vorteilhaft in Gegenwart eines Alkohols wie Methanol oder Ethanol oder fiber eine

enzymatische Abspaltung freisetzen und isolieren fiber beispielsweise Phasentrennung

und anschliellende Ansauerung mit z.B. H2304. Die Freisetzung der Fettsauren kann

auch direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfolgen.

Als Substrate der im erfindungsgemaflen Verfahren verwendeten Nukleinsaure-

sequenzen, die ffir Polypeptide mit A—6-Desaturase-, A—6—Elongase-, A—5-Desaturase—

und/oder A—5—Elongase—Aktivitat sowie ggf. Nukleinsauresequenzen, die ffir Polypeptide

mit w-3—Desaturase— find/oder A-4—Desaturase—Aktivitat kodieren, find/oder den weiteren

verwendeten Nukleinsauren wie den Nukleinsauresequenzen, die ffir Polypeptide des

Fettsaure— oder Lipidstoffwechsels ausgewahlt aus der Gruppe Acyl—CoA—
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Dehydrogenase(n), AcyI-ACP(= acyl carrier protein)—Desaturase(n), AcyI—ACP—

Thioesterase(n), Fettséure—AcyI—Transferasem), AcyI-CoA:Lysophospholipid-

Acyltransferase(n), Fettséure—Synthasem), Fettséure—Hydroxylasem), Acetyl-Coenzym

A—Carboxylase(n), AcyI—Coenzym A—Oxidase(n), Fettséure—Desaturasem), Fettséure—

Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), TriacylglyceroI—Lipase(n), Altenoxid—Synthasem),

Hydroperoxid—Lyase(n) oder Fettséure—Elongasem) kodieren, eignen sich vorteilhaft C16-

, C13- oder Czo—Fettséuren. Bevorzugt werden die im Verfahren als Substrate umgesetz-

ten Fetts'auren in Form ihrer AcyI-CoA-Ester und/oder ihrer Phospholipid-Ester umge—

setzt.

Zur Herstellung der erfindungsgeméfsen langkettigen PUFAs mtissen die geséttigten,

einfach ungeséttigten C1e-Fettséuren und/oder mehrfach ungeséttigten C1s—Fettséuren

zunéchst je nach Substrat durch die enzymatische Aktivitét einer Desaturase und/oder

Elongase desaturiert und/oder elongiert oder nur desaturiert und anschliefSend fiber eine

Elongase um mindestens zwei Kohlenstoffatome verléngert werden. Nach einer Elonga—

tionsrunde fflhrt diese Enzymaktivitét entweder ausgehend von C1e-Fettséuren zu C13-

Fettséuren oder ausgehend von C15—Fettséuren zu Czo—Fettséuren, und nach zwei Elon—

gationsrunden ausgehend von C1e-Fettséuren zu Czo-Fettséuren. Die Aktivitét der im

erfindungsgeméflen Verfahren verwendeten Desaturasen und Elongasen fflhrt vorzugs—

weise zu Czo- und/oder sz—Fettséuren vorteiihaft mit mindestens zwei oder drei Doppel-

bindungen im Fetts'auremolekm, vorzugsweise mit vier, fflnf oder sechs Doppelbindun-

gen, besonders bevorzugt zu ng-Fettséuren mit mindestens fUnf Doppelbindungen im

Fettséuremolekfll. Besonders bevorzugt als Produkte des erfindungsgeméflen Verfah-

rens sind Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder Docosahexaenséure. Die

C1s—Fettséuren mit mindestens zwei Doppelbindungen in der Fettséure kénnen durch

die erfindungsgeméfie enzymatische Aktivitét in Form der freien Fettséure oder in Form

der Ester, wie Phospholipide, Glycolipide, Sphingolipide, Phosphoglyceride, Monoa—

cylglycerin, Diacylglycerin oder Triacylglycerin, verléngert werden.

Der bevorzugte Biosyntheseort von Fettséuren, Olen, Lipiden oder Fette in den vorteit—

haft verwendeten Pflanzen ist 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 istjedoch naheliegend, dass die Biosynthese von

Fettséuren, Olen oder Lipiden nicht auf das Samengewebe beschrénkt sein muss, son-

dern auch in allen [ibrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise in Epidermiszellen oder in

den Knollen — gewebespezifisch erfolgen kann. Vorteilhaft findet die Synthese gemélS

des erfinderischen Verfahrens im vegetativen (somatischen) Gewebe statt.

Durch das erfindungsgemélSe Verfahren konnen die hergestellten mehrfach unge—

séttigten Fettsauren in den im Verfahren verwendeten Pflanzen prinzipiell auf zwei Arten

erhoht werden. Es kann vorteilhaft der Pool an freien mehrfach ungesattigten Fettsauren

und/oder der Anteil der tiber das Verfahren hergestellten veresterten mehrfach ungesét-

tigten Fettsauren erhoht werden. Vorteilhaft wird durch das erfindungsgemélse Verfahren

der Pool an veresterten mehrfach ungeséttigten Fettséiuren in den transgenen Pflanzen

erhoht, vorteilhaft in Form der Phosphatidylester und/oder Triacylester.

Die im erfindungsgemalLen Verfahren venNendeten Sequenzen werden einzeln in Ex-

pressionskonstrukte kloniert oder auf einem gemeinsamen rekombinanten Nukleinsau—

remolektil bereitgestellt und zum Einbringen und zur Expression in Organismen verwen-

det. Diese Expressionskonstrukte ermoglichen eine optimale Synthese der im erfin—

dungsgemaflen Verfahren produzierten mehrfach ungesattigten Fettséuren.

Die im Verfahren verwendeten Nukleins'auren konnen nach Einbringung in eine Pflanze

oder Pflanzenzelle entweder auf einem separaten Plasmid liegen oder vorteilhaft in das

Genom der Wirtszelle integriert sein. Bei Integration in das Genom kann die Integration

zufallsgeméilL sein oder durch derartige Rekombination erfolgen, dass das native Gen

durch die eingebrachte Kopie ersetzt wird, wodurch die Produktion der gewtinschten

Verbindung durch die Zelle moduliert wird, oder durch Verwendung eines Gens in trans,

so dass das Gen mit einer funktionellen Expressionseinheit, welche mindestens eine die

Expression eines Gens gewéhrleistende Sequenz und mindestens eine die Polyadeny—

lierung eines funktionell transkribierten Gens gewahrleistende Sequenz enthélt, funktio—

nell verbunden ist. Vorteilhaft werden die Nukleinséuresequenzen tiber Multiexpressi—

onskassetten oder Konstrukte zur multiparallelen Expression in die Pflanzen gebracht,

d.h. die Nukleinsauresequenzen liegen in einer gemeinsamen Expressionseinheit vor.
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Es kann im Nukleinsaurekonstrukt mehr als eine NukIeinsauresequenz kodierend fiir ein

Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitét einer A-12—Desaturase, A—4-Desaturase, A-5-

Desaturase, A—6—Desaturase, A—5-Eiongase, A—6—Elongase und/oder w-B-Desaturase

enthaiten sein. Es konnen auch mehrere Kopien einer Nukleinséuresequenz kodierend

fiir ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitét einer A-12—Desaturase, A—4-

Desaturase, A—5-Desaturase, A—G-Desaturase, A—5—Elongase, A—G-Eiongase und/oder w-

3-Desaturase enthaiten sein.

Zum Einbringen werden die im Verfahren verwendeten Nukleins'auren vorteilhaft einer

Ampiifikation und Ligation in bekannter Weise unterworfen. Vorzugsweise geht man

in Anlehnung an das Protokoll der Pfu—DNA—Polymerase oder eines Pfu/Taq—DNA—

Poiymerasegemisches vor. Die Primer werden in Anlehnung an die zu ampiifizierende

Sequenz gewéhlt. Zweckméfligerweise sollten die Primer so gewéhlt werden, dass das

Ampiifikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon umfasst.

Im Anschiuss an die Amplifikation wird das Amplifikat zweckméfligenlveise analysiert.

Beispielsweise kann die Analyse nach geieiektrophoretischer Auftrennung hinsichtlich

Qualitét und Quantitét erfolgen. lm Anschluss kann das Amplifikat nach einem Standard—

protokoll gereinigt werden (Z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Amplifikats steht

dann fflr die nachfolgende Kionierung zur Verfijgung. Geeignete Kionierungsvektoren

sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehoren insbesondere Vektoren, die in

mikrobielien Systemen repiizierbar sind, also vor ailem Vektoren, die eine effiziente Kio—

nierung in Hefen oder Piize gewahrleisten, und die die stabile Transformation von Pflan-

zen ermoglichen. Zu nennen sind insbesondere verschiedene ftir die T—DNA—vermittelte

Transformation geeignete, binare und co-integrierte Vektorsysteme. Derartige Vektorsys-

teme sind in der Regel dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest die fiir die Agrobak—

terium—vermittelte Transformation benotigten vir-Gene sowie die T-DNA begrenzende

Sequenzen (T—DNA—Border) beinhaiten. Vorzugsweise umfassen diese Vektorsysteme

auch weitere cis—regulatorische Regionen wie Promotoren und Terminatoren und/oder

Seiektionsmarker, mit denen entsprechend transformierte Organismen identifiziert wer—

den konnen. Wéhrend bei co—integrierten Vektorsystemen Vir—Gene und T-DNA—

Sequenzen auf demselben Vektor angeordnet sind, basieren binéire Systeme auf we-

nigstens zwei Vektoren, von denen einer Vir—Gene, aber keine T—DNA und ein zweiter T—
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DNA, jedoch kein 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 gehoren Vektoren der Serien pBlB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen. Er-

findungsgemalL bevorzugt verwendet werden Bin19, pBl101, pBinAR, pGPTV und

pCAMBlA. Eine Ubersicht iiber binare Vektoren und ihre Venxvendung gibt Hellens et al.

(2000) Trends in Plant Science 5: 446—451. Fiir die Vektorpraparation konnen die Vekto-

ren zunachst mit Restriktionsendonuklease(n) linearisiert und dann in geeigneter Weise

enzymatisch modifiziert werden. lm Anschluss wird der Vektor gereinigt und ein Aliquot

fiir die Klonierung eingesetzt. Bei der Klonierung wird das enzymatisch geschnittene und

erforderlichenfalls gereinigte Amplifikat mit ahnlich pr'aparierten Vektorfragmenten unter

Einsatz von Ligase kloniert. Dabei kann ein bestimmtes Nukleinsaurekonstrukt bzw. Vek—

tor— oder Plasmidkonstrukt einen oder auch mehrere kodogene Genabschnitte aufwei—

sen. Vorzugsweise sind die kodogenen Genabschnitte in diesen Konstrukten mit regula—

torischen Sequenzen funktional verknijpft. Zu den regulatorischen Sequenzen gehoren

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 ermoglichen so einen Transfer von heterologer DNA in Pflanzen.

Unter der vorteilhaften Verwendung von Klonierungsvektoren konnen die im erfindungs-

gemélSen Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen und Nukleinsaurekonstrukte

in Mikroorganismen und danach in Pflanzen eingebracht werden und damit bei der

Pflanzentransformation verwendet werden, wie denjenigen, die veroffentlicht sind in und

dort zitiert sind: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton,

Florida), Kapite16/7, 8. 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. Jenes et 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 Nukleinsauren, Nukleinsaurekonstrukte

und/oder Vektoren lassen sich damit zur gentechnologischen Veranderung eines breiten
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Spektrums an Pflanzen verwenden, so dass diese bessere undloder effizientere Produ-

zenten von LCPUFAS werden.

Durch das Einbringen eines A—G-Desaturase—, A-6—Elongase—, A—5-Desaturase— und A—5-

Elongase—Genes in eine Pfianze ailein oder in Kombination mit anderen Genen kann

nicht nur der Biosynthesefiuss zum Endprodukt erhéht, sondern auch die entsprechende

Triacylglycerin— undloder Phosphatidylester—Zusammensetzung erhéht oder de novo ge—

schaffen werden. Ebenso kann die Anzahl oder Aktivitét anderer Gene, die am import

von Néhrstoffen, die zur Biosynthese einer oder mehrerer Fettséuren, Olen, polaren

undloder neutralen Lipiden nétig sind, erhéht sein, so dass die Konzentration dieser Vor-

iéufer, Cofaktoren oder Zwischenverbindungen innerhalb der Zelien oder innerhalb des

Speicherkompartiments erhbht ist, wodurch die Féihigkeit der Zeilen zur Produktion von

PU FAs, wie im Folgenden beschrieben, weiter gesteigert wird. Durch Optimierung der

Aktivitéit oder Erhéhung der Anzahl eines oder mehrerer der A—6—Desaturase-, A—G—

EIongase—, A—5—Desaturase— undloder A—5—Eiongase—Gene, die an der Biosynthese die—

ser Verbindungen beteiligt sind, oder durch Zerstéren der Aktivitét einer oder mehrerer

Gene, die am Abbau dieser Verbindungen beteiligt sind, kann es méglich sein, die Aus—

beute, Produktion undloder Effizienz der Produktion von Fettséure- und Lipidmolekfllen

aus Organismen und vorteilhaft aus Pflanzen zu steigern.

Die im erfindungsgem'éisen Verfahren verwendeten Nukieinséuremoiekflie kodieren fflr

Proteine oder Teile von diesen, wobei die Proteine oder das einzelne Protein oder Teile

davon eine Aminoséuresequenz enthélt, die ausreichend homolog zu einer Amino—

séuresequenz ist, die in den Sequenzen SEQ ID NO. 65, SEQ lD NO. 2, SEQ 10 NO.

172 oder SEQ ID NO. 52 und ggf. SEQ 1D NO. 194 oder SEQ ID NO. 78 dargesteiit ist,

so dass die Proteine oder Teile davon noch eine A—6-Desaturase—, A—6—Elongase—, A—5—

Desaturase— undloder A—5-Elongase—Aktivitét sowie ggf. eine A—4-Desaturase- undloder

w—3-Desaturase—Aktivitét aufweisen. Vorzugsweise haben die Proteine oder Teile davon,

die von dem Nukleinséuremoiekiil/den Nukieinséuremoiektiien kodiert wird/werden, noch

seine/ihre wesentiiche enzymatische Aktivitét und die Féhigkeit, am Stoffwechsei von

zum Aufbau von Zellmembranen oder Lipidkérperchen in Organismen vorteiihaft in

Pflanzen notwendigen Verbindungen oder am Transport von MolekUlen Uber diese
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Membranen teiIzunehmen. VorteiIhaft sind die von den NukIeinsauremoIekUIen 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 dargesteIIten Aminosauresequenzen. Im Sinne der Erfindung ist unter Homo—

Iogie oder homolog, Identitat oder identisch zu verstehen.

Die Homologie wurde fiber den gesamten Aminosaure— bzw. NukIeinsauresequenz-

bereich berechnet. Fiir den VergIeich verschiedener Sequenzen stehen dem Fachmann

eine Reihe von Programmen zur Verfiigung, die auf verschiedenen Algorithmen beru—

hen. Dabei Iiefern die AIgorithmen von Needleman und Wunsch oder Smith und Water—

man besonders zuverlassige Ergebnisse. Fiir die Sequenzvergleiche wurde das Pro—

gramm PiIeUp veiwendet (J. MOI. Evolution (1987) 25: 351-360; Higgins et al. (1989)

CABIOS 5: 151—153) oder die Programme Gap und BestFit (NeedIeman and Wunsch

(1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453 und Smith and Waterman (1981) Adv. AppI. Math. 2:

482—489), die im GCG Software—Packet (Genetics Computer Group, 575 Science Drive,

Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)) enthaIten sind. Die oben in Prozent angegebe-

nen Sequenzhomologiewerte wurden mit dem Programm GAP Uber den gesamten Se—

quenzbereich mit foIgenden EinsteIIungen ermitteIt: Gap Weight: 50, Length Weight: 3,

Average Match: 10.000 und Average Mismatch: 0.000. Diese EinsteIIungen wurden, falls

nicht anders angegeben, immer aIs Standardeinstellungen fiir Sequenzvergleiche ver-

wendet.

Unter wesentIicher enzymatischer Aktivitat der im erfindungsgemaILen Verfahren ver—

wendeten w-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 StoffwechseI von zum Aufbau von Fettsauren, vor—
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teilhaft Fetts'eiureestern wie Phosphatidylestern und/oder Triacyigiyceridestern, in einer

Pflanze oder Pflanzenzeile notwendigen Verbindungen oder am Transport von Moiekii—

ien fiber Membranen teilnehmen konnen.

Vorteiihaft im Verfahren verwendbare Nukieinséuren stammen aus Bakterien, Pilzen,

Diatomeen, Tieren wie Caenorhabditis oder Oncorhynchus oder Pfianzen wie Algen oder

Moosen wie den Gattungen Shewaneiia, Physcomitreiia, Thraustochytrium, Fusarium,

Phytophthora, Ceratodon, Pytium irreguiare, Mantonieila, Ostreococcus, isochrysis, A-

ieurita, Muscarioides, Mortierelia, Borago, Phaeodactylum, Crypthecodinium, spezieii

aus den Gattungen und Arten Pytium irreguiare, Oncorhynchus mykiss, Xenopus iaevis,

Ciona intestinalis, Thaiassiosira pseudonona, Mantoniella squamata, Ostreococcus sp.,

Ostreococcus tauri, Eugiena gracilis, Physcomitreila patens, Phytophtora infestans, Fu-

sarium graminaeum, Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, lsochrysis galbana,

Aleurita farinosa, Thraustochytrium sp., Muscarioides viailii, Mortiereiia alpina, Borago

officinalis, Phaeodactylum tricornutum, Caenorhabditis elegans oder besonders vorteii—

haft aus Pytium irregulare, Thraustochytrium sp. und/oder Ostreococcus tauri.

lm erfindungsgeméfien Verfahren konnen zusétziich Nukleotidsequenzen verwendet

werden, die ftir eine A—12—Desaturase, A—9—Elongase oder A—8—Desaturase kodieren. Die

im Verfahren verwendeten Nukleinséureseq uenzen werden vorteilhaft in einer Expressi-

onskassette, die die Expression der Nukleinséuren in Pflanzen ermogiicht, eingebracht.

Die Nukieinséuresequenzen, die fflr die A—12—Desaturase, w-B—Desaturase, A-Q-

Elongase, A—6—Desaturase, A-8-Desaturase, A—6—Eiongase, A—5-Desaturase, A—5—

Elongase oder A—4-Desaturase kodieren, werden mit einem oder mehreren Regulations-

signalen zur Erhohung der Genexpression funktioneil veranpft. Diese regulatorischen

Sequenzen solien die gezieite Expression der Gene ermogiichen. Dies kann beispiels-

weise je nach Pflanze bedeuten, dass das Gen erst nach induktion exprimiert und/oder

Liberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder [iberexprimiert wird. Vorteii—

haft werden Sequenzen fUr die Expression verwendet, die eine konstitutive Expression

ermoglichen, wie der CaMV35S—, CaMV363-, 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 Ausftihrungsform erfolgt die Expression im

Samen.

Beispielsweise handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Sequenzen,

an die lnduktoren oder Repressoren binden und so die Expression der Nukleinséure re-

gulieren. Zus'atzlich zu den Regulationssequenzen, die in ihrem natiirlichen Locus nicht

mit den Nukleinséuresequenzen verkniipft sind, oder anstelle dieser Sequenzen kann

die natUrliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen Strukturgenen noch

vorhanden sein und gegebenenfalls genetisch verandert worden sein, so dass die natUr—

liche Regulation ausgeschaltet und die Expression der Gene erhoht ist. Das Gen-

konstrukt kann auBerdem vorteilhafterweise auch eine oder mehrere sogenannte “En—

hanoer—Sequenzen” funktionell verkniipft mit dem Promotor enthalten, die eine erhohte

Expression der Nukleinséuresequenz ermbglichen. Auch am 3’—Ende der DNA—

Sequenzen konnen zusatzliohe vorteilhafte Sequenzen inseriert werden wie weitere re—

gulatorisohe Elemente oder Terminatoren. Vorteilhafte Terminatoren sind beispielweise

virale Terminatoren wie der 358-Terminator oder andere. Die im erfindungsgemélLen

Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien

in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten sein. Vorteilhaft liegt nurjeweils

eine Kopie der Gene in der Expressionskassette vor. Dieses Genkonstrukt oder die

Genkonstrukte konnen gleichzeitig oder nacheinander in die Pflanze eingebracht werden

und zusammen im 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 Genom inseriert sein. Es ist vorteilhaft fiir die Insertion wei—

terer Gene in die Pflanze, wenn die zu exprimierenden Gene zusammen in einem Gen—

konstrukt vorliegen. Es ist aber auch moglich, jeweils ein Genkonstrukt enthaltend eine

Nukleinsauresequenz in eine Pflanze einzufiihren und die so erhaltenen Pflanzen mit-

einander zu verkreuzen, um Nachkommen zu erhalten, die alle Genkonstrukte gemein—

sam enthalten.

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie oben beschrieben vor-

zugsweise die Genexpression der eingefiihrten Gene positiv beeinflussen und dadurch

erhohen. So kann eine Verstérkung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf
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der Transkriptionsebene erfoigen, indem starke Transkriptionssignaie wie Promotoren

und/oder ”Enhancer” vervvendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der

Translation moglioh, indem beispieisweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird.

Um eine stabile Integration der Biosynthesegene in die transgene Pflanze Uber mehrere

Generation sicherzustellen, soiite jede der im Verfahren verwendeten Nukieinsauren, die

ftir die A—6—Desaturase, A-6—Eiongase, A—5—Desaturase oder A—5—Elongase und ggf. ftir

die w-3—Desaturase oder A-4—Desaturase kodieren, unter der Kontroile eines eigenen

Promotors exprimiert werden. Dieser kann fUrjede der Sequenzen gieioh oder unter-

schiedlich sein. Die Expressionskassette ist dabei vorteiihaft so aufgebaut, dass einem

Promotor eine geeignete Schnittsteiie zur Insertion der zu exprimierenden Nukieinsaure

foigt, die vorteiihaft in einem Poiyiinker iiegt. Hinter dem Poiyiinker kann ggf. ein Termi-

nator iiegen. Diese Abfoige wiederholt sioh mehrfach, bevorzugt drei—, Vier—, fUnf— oder

sechsmal, so dass bis zu sechs Gene in einem Konstrukt zusammengefiihrt werden und

so zur Expression in die transgene Pflanze eingebraoht werden konnen.

Die Nukleinsauresequenzen werden zur Expression fiber die geeignete Schnittsteile bei—

spieisweise im Poiyiinker hinter den Promotor inseriert. Vorteiihaft hat jede Nukieinsau—

resequenz ihren eigenen Promotor und gegebenenfaiis ihren eigenen Terminator. Es ist

aber auoh mogiich, mehrere Nukieinsauresequenzen hinter einem Promotor und ggf.

vor einem Terminator zu inserieren. Dabei ist die insertionssteile bzw. die Abfoige der

inserierten Nukleinsauren in der Expressionskassette nicht von entscheidender Bedeu-

tung, das heiBt eine Nukieinsauresequenz kann an erster oder letzter Stelie in der Kas—

sette inseriert sein, ohne dass duroh die die Position die Expression wesentiich beein—

fiusst wird. Es konnen in der Expressionskassette in einer vorteiihaften Ausfiihrungsform

unterschiedliche Promotoren wie beispieisweise der USP-, LegB4 oder DC3-Promotor

und unterschiedliche Terminatoren verwendet werden. in einer weiteren vorteiihaften

Austhrungsform konnen auch identische Promotoren wie der CaMV35S-Promotor ver—

wendet werd en.

Wie oben beschrieben soilte die Transkription der eingebrachten Gene vorteiihaft durch

geeignete Terminatoren am 3’-Ende der eingebrachten Biosynthesegene (hinter dem

Stopcodon) abgebroohen werden. Verwendet werden kann hier z.B. der OCS1— oder der
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358CaMV-Terminator. Wie auch fiir die Promotoren, sollten hier ftir jedes Gen unter—

schiedliche Terminatorsequenzen verwendet werden.

Das Genkonstrukt kann, wie oben beschrieben, auch weitere Gene umfassen, die in die

Organismen eingebracht werden soiien. Es ist moglich und vorteiihaft, in die Wirtspfian—

zen Regulationsgene, wie Gene fiir 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 konnen hetero-

iogen oder homologen Ursprungs sein. Weiterhin konnen vorteilhaft im Nukieinsaure-

konstrukt bzw. Genkonstrukt weitere Biosynthesegene des Fettsaure— oder Lipidstoff—

wechsels enthalten sein oder aber diese Gene konnen auf einem weiteren oder mehre—

ren weiteren Nukleinsaurekonstrukten liegen. Vorteilhaft werden als Biosynthesegene

des Fettsaure— oder Lipidstoffwechseis ein oder mehrere Gene ausgewéhit

aus der Gruppe Aoyl—CoA—Dehydrogenase(n), AcyI-ACP(= acyi carrier protein)—

Desaturase(n), Acyl—ACP—Thioesterasem), Fettsaure—Acyi—Transferase(n), Acyl—

CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure—Synthasem), Fettsaure—

Hydroxylase(n), Acetyi—Coenzym A—Carboxylase(n), AoyI—Coenzym A—Oxidase(n), Fett—

séure—Desaturasem), Fettsaure—Acetyienasem), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol—

Lipase(n), Allenoxid—Synthase(n), Hydroperoxid—Lyase(n) oder Fettséure—Elongasem)

oder Kombinationen davon verwendet. Besonders vorteilhafte Nukleinsauresequenzen

sind Biosynthesegene des Fettsaure— oder Lipidstoffwechsels ausgewéhlt aus der Grup—

pe der Acyi-CoA:Lysophosphoiipid-Acyltransferase, A—8-Desaturase, A-Q-Desaturase, A—

12—Desaturase und/oder A-Q-Eiongase.

Dabei konnen die vorgenannten Nukieinséuren bzw. Gene in Kombination mit anderen

Elongasen und Desaturasen in Expressionskassetten, wie den vorgenannten, kioniert

werden und zur Transformation von Pflanzen mit Hilfe von Agrobakterium eingesetzt

werden.

Der in dieser Beschreibung verwendete Begriff ”Vektor” steht fiir ein Nukleinsaure—

moiekiil, das eine andere Nukieinséure transportieren kann, an welche es gebunden ist.

Ein Vektortyp ist ein ”Plasmid”, eine zirkulare doppeistrangige DNA—Schieife, in die zu—
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sétziichen DNA-Segmente iigiert werden konnen. Ein weiterer Vektortyp ist ein viraier

Vektor, wobei zus'eitziiche DNA—Segmente in das virale Genom iigiert werden konnen.

Bestimmte Vektoren konnen in einer Wirtszeiie, in die sie eingebracht worden sind, au-

tonom repiizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakterieiiem Repiikationsursprung). Andere

Vektoren werden vorteilhaft beim Einbringen in die Wirtszeiie in das Genom einer Wirts-

zeiie integriert und dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repiiziert. Zudem konnen

bestimmte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funktionsfahig verbunden

sind, steuern. Diese Vektoren werden hier als ”Expressionsvektoren” bezeichnet. Ge-

wohniich haben Expressionsvektoren, die fiir DNA—Rekombinationstechniken geeignet

sind, die Form von Plasmiden. in der vorliegenden Beschreibung konnen ”Plasmid” und

"Vektor” austauschbar verwendet werden, da das Plasmid die am héufigsten venNendete

Vektorform ist. Die Erfindung soil jedoch auch andere Expressionsvektorformen,

wie virale Vektoren, die éhnliche Funktionen ausflben, umfassen. Ferner soii der Begriff

Vektor auch andere Vektoren, die dem Fachmann bekannt sind, wie Phagen, Viren wie

SV40, CMV, TMV, Transposons, iS—Elemente, Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare

oder zirkuiére DNA, umfassen.

Die im Verfahren vorteilhaft verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren umfassen

die im Verfahren verwendeten Nukleinséuresequenzen oder das oben beschriebene

Genkonstrukt in einer Form, die sich zur Expression der verwendeten Nukieinsauren in

einer Wirtszeiie eignet, was bedeutet, dass die rekombinanten Expressionsvektoren eine

oder mehrere Regulationssequenzen, die auf der Basis der zur Expression zu verwen-

denden Wirtszeilen ausgewahit ist und die mit der zu exprimierenden Nukieinséurese-

quenz funktionsfahig verbunden ist, umfasst. In einem rekombinanten Expressionsvektor

bedeutet ”funktionsfahig verbunden”, dass die Nukieotidsequenz von interesse derart an

die Regulationssequenz(en) gebunden ist, dass die Expression der Nukieotidsequenz

ermogiicht wird und sie aneinander gebunden sind, so dass beide Sequenzen die vor—

hergesagte, der Sequenz zugeschriebene Funktion erfijlien (2.8. in einem ln-vitro-

Transkriptions—I’Transiationssystem oder in einer Wirtszeiie, wenn der Vektor in die

Wirtszeiie eingebracht wird). Der Begriff ”Regulationssequenz” soil Promotoren, Enhan—

cer und andere Expressionskontrolielemente (z.B. Poiyadenyiierungssignaie) 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), oder sie-

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, einschlieB-

lich der Literaturstellen darin. Regulationssequenzen umfassen solche, 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 weiB, dass die Gestaltung

des Expressionsvektors von Faktoren, wie der Auswahl der zu transformierenden Wirts-

zelle, dem gewflnschten Ausmafs der Expression des Proteins, usw. abhangen kann.

Die verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren konnen zur Expression der im

Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen so gestaltet sein, dass sie in prokaryoti-

sche Zwischenwirte transformiert werden konnen und schlieBlich nach Einbringung in die

Pflanzen die Expression der Gene in diesen ermoglichen. Dies ist vorteilhaft, da haufig

Zwischenschritte der Vektorkonstruktion der Einfachheit halber in Mikroorganismen

durchgefflhrt werden. Beispielsweise konnen die A-6—Desaturase-, A—B-Elongase-, A—5-

Desaturase— und/oder A—5—Elongase—Gene in bakteriellen Zellen, lnsektenzellen (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 Manipulations in

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—

velopment for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F.,

et al., Hrsgb., 8. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), Algen (Falciatore et al.

(1999) Marine Biotechnology.1: (3):239-251), Ciliaten, mit Vektoren nach einem Trans—

formationsverfahren, wie beschrieben in WO 98/01572, sowie bevorzugt in 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, 8.71—119 (1993); F.F. White, B. Jenes et al., Techni-

ques for Gene Transfer, 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 Literaturstellen)) 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 T7—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 lnc; Smith, D.B., und Johnson, KS. (1988) Gene 67:31—40), pMAL

(New England Biolabs, Beverly, MA) und pRlT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), bei denen

Glutathion—S—Transferase (GST), Maltose E—bindendes Protein bzw. Protein A an das

rekombinante Zielprotein fusioniert wird.

Beispiele fiir geeignete induzierbare nicht-Fusions-E. coli-Expressionsvektoren sind u.a.

pTrc (Amann et al. (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 T7-gn10-

lac-Fusions-Promotor, die von einer koexprimierten viralen RNA-Polymerase (T7 gn1)

vermittelt wird. Diese virale Polymerase wird von den Wirtsstéimmen BL21 (DE3) oder

HMS174 (DE3) von einem residenten A-Prophagen bereitgestellt, der ein T7 gn1—Gen

unter der Transkriptionskontrolle des lacUV 5—Promotors birgt.

Andere in prokaryotischen Organismen geeignete Vektoren sind dem Fachmann be-

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, pHSZ, pPL0236, pMBL24, pLG200, pUR290, plN—lll1 13-B1, Agt11

or deCl, in Streptomyces le101,le364,le702 oder le361, in Bacillus pUB110,

pC194 oder pBD214, in Corynebacterium pSA77 oder pAJ667.
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Bei einer weiteren Ausfiihrungsform 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), pJ RY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54:113—123) sowie pYESZ

(lnvitrogen Corporation, San Diego, CA). Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von

Vektoren, die sich zur Verwendung in anderen Pilzen, wie den filamentosen Pilzen, ei-

gnen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind in: van den Hondel,

C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1991) ”Gene transfer systems and vector development for fila-

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 konnen die im erfindungsgemaflen Verfahren vervvendeten Nukleinsaure—

sequenzen in lnsektenzellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren

exprimiert werden. Baculovirus—Vektoren, die zur Expression von Proteinen in geziichte—

ten lnsektenzellen (z.B. Sf9-Zellen) verngbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al.

(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 [iber mogliche 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

fiir 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 konnen die im Verfahren verwendeten Gen in 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 hoheren Pflanzen (z.B. Spermatophyten, wie

Feldfriichten) exprimiert werden. Beispiele fUr 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, 8. 15—38.

Eine Pflanzen-Expressionskassette enthalt vorzugsweise Regulationssequenzen, welche

die Genexpression in Pflanzenzellen steuern konnen und funktionsfahig verbunden sind,

so dass jede Sequenz ihre Funktion, wie Termination der Transkription, erfiillen 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 pTiACH5 (Gielen et 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 sehr oft nicht auf die Transkriptionsebene

beschrankt ist, enthalt eine Pflanzen—Expressionskassette vorzu gsweise andere fu nkti—

onsfahig verbundene Sequenzen, wie Translationsenhancer, beispielsweise die Over-

drive-Sequenz, welche die 5’-untranslatierte Leader—Sequenz aus Tabakmosaikvirus, die

das Protein/RNA—Verhaltnis erhoht, enth'alt (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 (Franck et al. (1980) Cell

21: 285-294), 198 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 Sequenzen fUr die Verwendung zur funktionsfahigen Verbindung in

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, Olkor-

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-DNA lasst sich in prokaryotische oder eukaryotische Zellen fiber herkommliche

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, einschliefllich 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,

einschliefllich Pflanzenzellen, lassen sich finden in Sambrook et 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-Handbflchern, wie

Methods in Molecular Biology, 1995, Bd. 44, Agrobacterium protocols, Hrsgb: Gartland

und Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey.

Der Begriff "Nukleinsaure(molekiil)”, wie hier verwendet, umfasst in einer vorteilhaften

Austhrungsform zudem die am 3’- und am 5’—Ende des kodierenden Genbereichs gele—

gene untranslatierte 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—

abw'arts des 3’-Endes des kodierenden Genbereichs. Ein ”isoliertes” Nukleinsauremole—

kiil wird von anderen Nukleinsauremolekiilen abgetrennt, die in der nattlrlichen Quelle

der Nukleinsaure vorliegen. Eine ”isolierte” Nukleinsaure hat vorzugsweise keine Se-

quenzen, welche die Nukleinsaure in der genomlschen DNA des Organismus, aus dem
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die Nukleinsaure stammt, nat'Lirlicherweise flankieren (z.B. Sequenzen, die sich an den

5’— und 3’-Enden der Nukleinséure befinden). Bei verschiedenen Ausfiihrungsformen

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—Molekfll 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 natiirlicherweise das Nukleinsauremolektil in der genomischen DNA der

Zelle, aus der die Nukleinséure stammt, flankieren.

Die im Verfahren venNendeten Nukleinsauremolekijle konnen unter Verwendung mole-

kularbiologischer Standardtechniken und der hier bereitgestellten Sequenzinformation

isoliert werden. Auch kann mit Hilfe von Vergleichsalgorithmen beispielsweise eine ho—

mologe Sequenz oder homologe, konservierte Sequenzbereiche auf DNA— oder Amino-

séureebene identifiziert werden. Diese konnen als Hybridisierungssonde in Standard—

Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook et al., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Labora—

tory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) zur lsolierung weiterer im Verfahren niitzlicher

Nukleinsauresequenzen verwendet werden. Uberdies lassen sich die im Verfahren ver—

wendeten Nukleinsauremolekflle oder Teile von diesen durch Polymerasekettenreaktion

isolieren, wobei Oligonukleotidprimer auf der Basis dieser Sequenz oder von Teilen da—

von verwendet werden (z.B. kann ein Nukleinséuremolekiil umfassend die vollstandige

Sequenz oder einen Teil davon durch Polymerasekettenreaktion unter Verwendung von

Oligonukleotidprimern isoliert werden, die auf der Basis dieser gleichen Sequenz erstellt

worden sind). Zum Beispiel lésst sich mRNA aus 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, lnc., St.Petersburg, FL) herstellen.

Synthetische Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion

lassen sich auf der Basis einer der in SEQ lD NO. 64, SEQ lD NO. 1, SEQ lD NO. 171,

SEQ lD NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 gezeigten Sequenzen oder mit

Hilfe der in SEQ lD NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID

NO. 194 oder SEQ ID NO. 78 dargestellten Aminosauresequenzen erstellen. Eine erfin—
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dungsgeméfle NukIeinséure kann unter Verwendung von CDNA oder alternativ von ge-

nomischer DNA aIs Matrize und geeigneten OIigonukIeotidprimern nach Standard-PCR-

Amplifikationstechniken amplifiziert werden. Die so amplifizierte NukIeinséure kann in

einen geeigneten Vektor honiert werden und mitteIs DNA-Sequenzanalyse charakteri-

siert werden. OIigonukIeotide kénnen durch Standard—Syntheseverfahren, beispielsweise

mit einem automatischen DNA—Synthesegerét, hergesteIIt werden.

Homologe der verwendeten A—5-EIongase—, w-3—Desaturase-, A—6—Desaturase—, A-6—

EIongase—, A-4—Desaturase— oder A-5-Desaturase—Nukleinséuresequenzen mit der Se-

quenz 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 bedeutet beispieisweise aIIeIische Varianten mit mindestens

etwa 40, 50 oder 60 %, vorzugsweise mindestens etwa 60 oder 70 %, stérker bevorzugt

mindestens etwa 70 oder 80 %, 90 % oder 95 % und noch stérker bevorzugt mindestens

etwa 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 9O %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,

98 %, 99 % oder mehr Identitét bzw. HomoIogie 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 oder zu 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-

Iogen, Derivaten oder Ananga oder TeiIen davon. Weiterhin sind isoIierte NukIeinséure-

moIekUIe einer NukIeotidsequenz 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 NukIeotidsequenzen oder einen Teil davon, z.B. unter stringenten Bedingungen

hybridisieren. Unter einem Teil geméiIL 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 Basenpaare ftir die Hybridisierung verwendet

werden. Es kann auch vorteiIhaft die Gesamtsequenz verwendet werden. AIIeIische Va—

rianten umfassen insbesondere funktioneIIe 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 Enzymaktivitét der davon kodierten Proteine fiir

die Insertion im wesentlichen beibehalten wird.

FUI‘ das erfindungsgeméfse Verfahren vorteilhafte Nukleinséuremolekflle konnen auf der

Grundlage ihrer Homologie zu den hier offenbarten w-3—Desaturase-, A-G-Desaturase-,

A—5-Desaturase—, A—5-EIongase-, A-4—Desaturase- und/oder A-6—EIongase—Nuklein-

séuresequenzen unter Verwendung der Sequenzen oder eines Teils davon als Hybridi—

sierungssonde geméls Standard-Hybridisierungstechniken unter stringenten Hybridisie—

rungsbedingungen isoliert werden. Dabei konnen beispielsweise isolierte Nukleinséure—

molekUIe verwendet werden, die mindestens 15 Nukleotide Iang sind und unter stringen—

ten Bedingungen mit den Nukleinséuremolektilen, 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 konnen auch Nukleinséuremolektile mit min-

destens 25, 50, 100, 250 oder mehr NukIeotiden verwendet werden.

Der Begriff ”hybridisiert unter stringenten Bedingungen”, wie hier verwendet, soII Hybridi—

sierungs- und Waschbedingungen beschreiben, unter denen Nukleotidsequenzen, die

mindestens 60 % homoIog zueinander sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben.

Die Bedingungen sind vorzugsweise derart, dass Sequenzen, die mindestens etwa

65 %, bevorzugt mindestens etwa 7O % und besonders bevorzugt mindestens et—

wa 75 % oder stérker zueinander homoIog sind, gewohnlich aneinander hybridisiert blei-

ben. Diese stringenten Bedingungen sind dem Fachmann bekannt und Iassen sich in

Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 63.1—63.6.

finden. Ein bevorzugtes, nicht einschrénkendes Beispiel fUr stringente Hybridisierungs—

bedingungen sind Hybridisierungen in 6 x Natriumchlorid/Natriumcitrat (sodium chlori-

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 Fachmann ist bekannt, dass diese

Hybridisierungsbedingungen sich je nach dem Typ der Nukleinséure und, wenn bei—

spielsweise organische Losungsmittel vorliegen, hinsichtlich der Temperatur und der

Konzentration des Puffers unterscheiden. Die Temperatur liegt beispielsweise unter

"Standard—Hybridisierungsbedingungen” je nach dem Typ der Nukleinséure 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 Losungsmittel, zum Beispiel 50 % Formamid, im oben genannten

Puffer vorIiegt, ist die Temperatur unter Standardbedingungen etwa 42°C. Vorzugsweise

sind die Hybridisierungsbedingungen fiir DNAzDNA—Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC und

20°C bis 45°C, vorzugsweise 30°C bis 45°C. Vorzugsweise sind die Hybridisierungsbe—

dingungen fijr 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 fiir eine Nukleinsaure mit etwa 100 bp (= Basenpaare) Lange und einem G +

C—Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid bestimmt. Der Fachmann weilL, wie

die erforderlichen Hybridisierungsbedingungen anhand von Lehrbtichern, wie dem vor-

stehend erwéhnten oder aus den folgenden Lehrbflchern Sambrook et al., ”Molecular

Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989; Hames und Higgins (Hrsgb.) 1985, ”Nu-

cleic Acids Hybridization: A Practical Approach”, lRL Press at Oxford University Press,

Oxford; Brown (Hrsgb.) 1991, ”Essential Molecular Biology: A Practical Approach”, lRL

Press at Oxford University Press, Oxford, bestimmt werden konnen.

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie (= Identitét) von zwei Aminoséure—

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 konnen (z.B. konnen Liicken in die Sequenz eines Proteins

oder einer Nukleins'aure eingefflgt werden, um ein optimales Alignment mit dem anderen

Protein oder der anderen Nukleinsaure zu erzeugen). Die Aminosaurereste oder Nukleo—

tide an den entsprechenden Aminosaurepositionen oder Nukleotidpositionen werden

dann verglichen. Wenn eine Position in einer Sequenz durch den gleichen Aminosaure—

rest oder das gleiche Nukleotid wie die entsprechende SteIIe in der anderen Sequenz

belegt wird, dann sind die Molekiile an dieser Position homolog (d.h. Aminoséure- oder

NukIeinsaure—”Homologie", wie hier verwendet, entspricht Aminos'aure- oder Nukleinsau—

re—"Identitét”). Die prozentuale Homologie zwischen den beiden Sequenzen ist eine

Funktion der Anzahl an identischen Positionen, die den Sequenzen gemeinsam sind

(d.h. % Homologie = Anzahl der identischen Positionen/Gesamtanzahl der Positionen
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x 100). Die zur Bestimmung der HomoIogie verwendeten Programme bzw. AIgorithmen

sind oben beschrieben.

Ein isoIiertes Nukleinséuremolekfll, das fUr eIne im Verfahren verwendete 00-3-

Desaturase, A—6—Desaturase, A—5-Desaturase, A—5—Elongase, A—4-Desaturase und/oder

A—G-EIongase kodiert, 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 homoIog ist,

kann durch Einbringen einer oder mehrerer NukIeotidsubstitutionen, -additionen oder

-deIetionen in eine NukIeotidsequenz 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 Aminoséuresubstitutionen, —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 steIIenspezifische Mutagenese und PCR-

vermittelte Mutagenese, eingebracht werden. Vorzugsweise werden konservative Ami—

noséuresubstitutionen an einer oder mehreren der vorhergesagten nicht—essentiellen

Aminoséureresten hergesteIIt. Bei einer ”konservativen Aminoséuresubstitution” wird der

Aminos'aurerest gegen einen Aminos'aurerest mit einer éhnlichen Seitenkette ausge—

tauscht. Im Fachgebiet sind Familien von Aminoséureresten mit éhnlichen Seitenketten

definiert worden. Diese FamIIIen umfassen Aminos'auren mit basischen Seitenketten

(z.B. Lysin, Arginin, Histidin), sauren Seitenketten (z.B. Asparaginséure, Glutaminséure),

ungeIadenen poIaren Seitenketten (z.B. Gchin, Asparagin, GIutamin, Serin, Threonin,

Tyrosin, Cystein), unpolaren Seitenketten, (z.B. AIanin, VaIin, Leucin, IsoIeucin, ProIIn,

Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta—verzweigten Seitenketten (z.B. Threonin,

VaIin, IsoIeucin) und aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan,

Histidin). Ein vorhergesagter nicht—essentieIIer Aminoséurerest in einer w-3-Desatu rase,

A—6-Desaturase, A—5—Desaturase, A—5-EIongase, A—4—Desaturase oder A—6-EIongase

wird somit vorzugsweise durch einen anderen Aminoséurerest aus der gleichen Seiten—

kettenfamiIie ausgetauscht. AIternativ kénnen bei einer anderen Austhrungsform die

Mutationen zufaIIsgem'éB Uber die gesamte oder einen TeiI der w-3—Desaturase, A—G-

Desaturase, A—5—Desaturase, A-5-Elongase, A—4—Desaturase oder A-6—EIongase kodie—

renden Sequenz eingebracht werden, z.B. durch Séttigungsmutagenese, und die resul—
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tierenden Mutanten kijnnen nach der hier beschriebenen w-3-Desaturase-, A-6—

Desaturase—, A-5—Desaturase—, A—5-Eiongase—, A-4-Desaturase— oder A-6—Elongase-

Aktivitéit durchmustert werden, um Mutanten zu identifizieren, die die w-3-Desaturase-,

A—6-Desaturase—, A—5—Desaturase—, A—5-Eiongase—, A-4—Desaturase— oder A-6—Elongase-

Aktivit'ait beibehalten haben. Nach der Mutagenese kann das kodierte Protein rekombi-

nant exprimiert werden, und die Aktivitét des Proteins kann z.B. unter Verwendung der

hier beschriebenen Tests bestimmt werden.

Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschauiicht, die

nicht ais beschrénkend aufgefasst werden sollten. Der lnhalt sémtiicher in dieser Patent-

anmeldung zitierten Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und veréffentlichten

Patentanmeidungen ist hier durch Bezugnahme aufgenommen.

Die folgende Tabelle zeigt die Sequenzkennzahien, wie sie in der Prioritétsanmeldung

vom 21.02.2006 mit dem deutschen Anmeideaktenzeichen 1020060080300 verwendet

wurden sowie den entsprechenden Sequenzkennzahien in der vorliegenden Nachan-

meldung. Die durch die SEQ ID No: 1 der Prioritétsanmeldung gekennzeichnete Nuk—

leinséuresequenz entspricht beispieisweise der durch die SEQ ID NO: 64 der Nachan-

meldung gekennzeichneten Nukleinséuresequenz.

Konkordanztabelie Sequenzkennzahlen der Prioritétsanmeldung und der Sequenzkenn-

zahien in der Nachanmeldung:

SEQ ID NO: Prioritétsanmeldung SEQ ID NO:

Deutsches Anmeideaktenzeichen orliegende

1020060080300 Nachanmeidung .. rganism

1 64 ‘0 streococcus tauri

65 O streococcus tauri

 

__—

__r—
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hraustochytrium ssp.

_52_—
10 194 Phytophthora infestans

_—:—

 

 14 122 O streococcu s ta uri

16 144 O streococcu s ta uri

19 163 halassiosira pseudonana

O 164 halassiosira pseudonana

 

 

Beispiele

Beispiel 1: Allgemeine Klonieru ngsverfahren

Die Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Geieiektrophorese,

Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukieinsauren auf Nitrozeiiuiose- und

Nylon—Membranen, Verkniipfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia

coIi-Zeilen, Anzucht von Bakterien und die Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden

wie bei Sambrook et al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0—87969—

309-6) beschrieben durchgefiihrt.

Beispiel 2: Sequenzanalyse rekombinanter DNA

Die Sequenzierung rekombinanter DNA—Molekiile erfolgte mit einem Laserfluoreszenz-

DNA—Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode von Sanger (Sanger et ai. (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 Uberprtift.

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:

OtELO1. 1, (d---6Elongase) SEQ ID NO. 143 _

OtELO2. 1, (A—5- SEQ ID NO. 109

Elongase)  
OtEl02.1 weist die hochste Ahnlichkeit zu einer Elongase aus Danio rerio auf (GenBank

AAN77156; ca. 26 % ldentitat), wahrend OtElo1.1 die grolste 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) durchgefiihrt).

Die Klonierung der Elongasen wurde wie folgt durchgefflhrt:

40 ml einer Ostreococcus tauri Kultur in der stationaren Phase wurden abzentrifugiert

und in 100 pl 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-Sequenz fiir

hocheffiziente Translation (Kozak (1986) Cell 44: 283—292) neben dem Startcodon tru—

gen. Die Amplifizierung der OtElo—DNAs wurde jeweils mit 1 pl aufgetauten Zellen, 200

pM dNTPs, 2,5 U Taq—Polymerase und 100 pmol eines jeden Primers in einem Gesamt—
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volumen von 50 pl durchgefiihrt. Die Bedingungen f'L'Ir die PCR waren wie foIgt: Erste

Denaturierung bei 95°C fiir 5 Minuten, gefoIgt von 30 ZykIen bei 94°C fUr 3O Sekunden,

55°C fflr 1 Minute und 72°C fiir 2 Minuten sowie ein Ietzter Verléngerungsschritt bei 72°C

fiir10 Minuten.

BeispieI 4: Optimierung von EIongase-Genen aus Ostreococcus tauri

Elongasen aus dem Organismus Ostreococcus tauri wurden isoliert wie in BeispieI 3 be—

schrieben. Um eine Steigerung des GehaIts an CZZ-Fettséuren zu erreichen, wurden die

Sequenzen Seq ID No. 143 (AG—Elongase) und Seq ID No. 109 (kodierend fiir ein durch

die Seq ID No. 110 gekennzeichnetes Protein)(A5—EIongase) an die Kodonverwendung

in Raps, Lein und Soja angepasst. Dazu wurde die Aminoséuresequenz der A6—

EIongase und der A5—EIongase (SEQ ID NO. 144 fiir die A6—EIongase; SEQ ID NO. 65

fiir die A5—EIongase) revers translatiert, wodurch degenerierte DNA-Sequenzen erhaiten

wurden. Diese DNA—Sequenzen wurden mit Hilfe des Programme GeneOptimizer

(Fa. Genean, Regensburg) an die Kodonverwendung in Raps, Soja und Lein angepasst,

wobei die natUrIiche Héufigkeit einzeIner Kodons berficksichtigt wurde. Die so erhaltenen

optimierten Sequenzen, die in SEQ ID NO. 64 (A5-EIongase) und SEQ ID NO. 122

(kodierend fiir ein durch die SEQ ID NO. 123 gekennzeichnetes Protein)(A6—Elongase)

angegeben sind, wurden in vitro synthetisiert.

Beispiel 5: Klonierung von Expressionsplasmiden zur heteroiogen Expression in Hefen

Zur Charakterisierung der Funktion der optimierten NukIeinséuresequenzen wurden die

offenen Leserahmen derjeweiIigen DNAs stromabw'érts des Gaiactose—induzierbaren

GAL1—Promotors von pYES2.1/V5—His—TOPO (Invitrogen) kloniert, wodurch die PIasmide

pOTE1.2 (enthaltend die A6—EIongase-Sequenz) und pOTE2. 2 (enthaltend die A5-

EIongase—Sequenz) erhalten wurden.

Ubersicht zu den in den Hefe—Vektor pYES2.1/V5-His—TOPO honierten EIongase-

Seq uenzen:

Gen—Name SEQ ID Aminoséuren 
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pOTE1. 1 (A---6Elongase) 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 natiirliche, f0r die A6—Elongase bzw. A5—Elongase kodierende Nuklein—

séuresequenz enthalten, transformiert. Als Kontrolle wurde eine Hefe verwendet, die mit

dem leeren Vektor pYESZ 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 ausgewéhlt.

FUr die Expresssion der Ot—Elongasen wurden zunéchst Vorkulturen aus jeweils 5 ml

CMdum-Fliissigmedium mit 2% (w/v) Raffinose aber ohne Uracil mit den ausgew'eihlten

Transformanten angeimpfi und 2 Tage bei 30°C, 200 rpm inkubiert. 5 ml CMdum-

Flijssigmedium (ohne Uracil) mit 2% Raffinose wurden dann mit den Vorkulturen auf eine

ODeoo von 0,05 angeimpft. Dabei wurde der Hefekultur, die mit pOTE1.1 und pO-

TE1.2transformiert worden war, jeweils 0,2mM y-Linolenséure (GLA) zugegeben. Aus-

gehend von der Aktivitét von OtELO1.1 ist eine Elongation der y—Linolenséure zur Fett—

séure 20:3 zu erwarten. Der Hefekultur, die mit pOTE2.1 und pOTE2.2 transformiert

worden war, wurden jeweils 0,2mM Arachidonséure bzw. Eicosapentaenséure zugege—

ben. Entsprechend der Aktivitét von OtELO2.1 ist eine Elongation der Fettséuren ARA

bzw. EPA zu den Fettséuren 22:4 bzw. 22:5 zu erwarten. Die Expression wurde durch

die Zugabe von 2% (w/v) Galaktose induziert. Die Kulturen wurden fiir weitere 96 h bei

20°C inkubiert.
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Beispiel 6: Expression von OtEL02.2 (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, undeTE2.1 trans—

formiert wurden, wurden folgendermalLen 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 Medium 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 Schwefelséure und 2% (v/v) Dimethoxypropan Mr 1 h bei 80°C inku—

biert. Die Extraktion der FAM ES erfolgte durch zweimalige Extraktion mit Petrolether

(PE). Zur Entfernung nicht derivatisierter Fettsauren wurden die organischen Phasen je

einmal mit 2 ml 100 mM NaHCOs, pH 8,0 und mit 2 ml Aqua dest. gewaschen. Anschlie-

Bend wurden die PE—Phasen mit Na2804 getrocknet, unter Argon eingedampft und in

100 pl PE aufgenommen. Die Proben wurden auf einer DB-23—Kapillarséule (30 m, 0,25

mm, 0,25 pm, Agilent) in einem Hewlett—Packard 6850—Gaschromatographen mit Flam—

menionisationsdetektor getrennt. Die Bedingungen fijlr die GLC-Analyse waren wie folgt:

Die Ofentemperatur wurde von 50°C bis 250°C mit einer Rate von 5°C/min und sohlielL—

lich 10 min bei 250°C (Haiten) programmiert.

Die ldentifikation der Signale erfolgte durCh Vergleiche der Retentionszeiten mit entspre—

chenden Fettséurestandards (Sigma). Die Methodik ist beschrieben zum Beispiel in Na-

pier and Michaelson (2001) Lipids 36(8):?61—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 Michaelson et al. (1998) FEBS Letters 439(3):215—218. Die Ergeb-

nisse der Analysen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Sowohl fiir pOTE1.1/pOTE1.2 als auch fiir pOTE2.1/2.2 konnten die entsprechenden

Aktivitéten bestétigt werden. ln beiden Fallen zeigte die optimierte Sequenz (pOTE1.2

bzw. pOTE2.2) Aktivitat. Dabei konnte die Synthese der y—Linolensaure durch pOTE1.2

gegeniiber der Wildtyp—Sequenz nur geringfiigig gesteigert werden. Dagegen konnte ftir
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pOTE2.2 tiberraschenderweise sowohi eine Erhéhung der Aktivitét als auch eine Verén-

derung der Spezifitét beobachtet werden (Tabeile 1). Dabei hat sich die Aktivitét zur Ver—

iéngerung von EPA nahezu verdoppelt, wéhrend die Veriéngerung von ARA sich mehr

als vervierfacht hat. Mit der Optimierung der Sequenz der A5-Eiongase von Ostreococ—

cus tauri konnte somit in Hefe bei gleicher Substratmenge die Ausbeute an den Vorstu—

fen von DHA 6fach erhéht werden.

Beispiel 7: Kionierung von Expressionspiasmiden zur Samen-spezifischen

Expression in Pfianzen

Die foigenden beschriebenen allgemeinen Bedingungen gelten fUr alle nachfolgenden

Versuche, wenn nicht anders beschrieben.

Erfindungsgeméfl bevorzugt verwendet werden fiir die folgenden Beispiele Bin19,

pBI101, pBinAR, pGPTV, pCAMBlA oder pSUN. Eine Ubersicht Uber binére Vektoren

und ihre Verwendung gibt Heilens et 81, 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 zusétziich eingefl'jgte Ascl—Restriktions-

schnittstelie.

Ausgangspunkt der Kionierung war der Kionierungsvektor pUC19 (Maniatis et al.). im

ersten Schritt wurde das Conlinin-Promotor—Fragment mit foigenden Primern amplifiziert:

Cn|1 C 5': gaattcggcgcgccgagctcctcgagcaacggttccggcggtatagagttgggtaattcga

Cni1 C 3’: cccgggatcgatgccggcagatctccaccattttttggtggtgat

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pi):

5,00 pi Template CDNA

5,00 pi 10X Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCI2

5,00 pi 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 fiir2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym EcoRl und

dann fflr 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Klonierungsvektor

pUC19 wurde in gleicher Weise inkubiert. AnschlieBend wurden das PCR—Produkt und

der 2668 bp grolSe, geschnittene Vektor durch Agarose—Gelelektrophorese aufgetrennt

und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA

erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaB Herstellerangaben. AnschlieBend wur-

den Vektor und PCR—Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche ver—

wendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1—C wurde durch Sequenzierung verifiziert.

lm n'aichsten 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‘: aggcctccatggcctgctttaatgagatatgcgagacgcc

OCS_C 3’: cccgggccggacaatcagtaaattgaacggag

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

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 fiir 2 h bei 370C 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. AnsohlielLend

wurden das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose—Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gem'ailL Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1C_OCS wurde durch Sequen—

zierung verifiziert.

lm nachsten Schritt wurde der Cnl1—B Promotor durch PCR mittels folgender Primer

amplifiziert:

Cnl1-B 5': aggcctcaacggttccggcggtatag

Cnl1-B 3’: cccggggttaacgctagcgggcccgatatcggatcccattttttggtggtgattggttct

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

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 fiir 2 h bei 370C 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. AnschlielLend

wurden das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose—Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gem'ailL Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1C_Cnl1B_OCS wurde durch

Sequenzierung verifiziert.

ln einem weiteren Schritt wurde der OCS—Terminator fiir Cnl1 B eingefiigt. Dazu wurde

die PCR mit folgenden Primer durchgefiihrt:

OCS2 5’: aggcctcctgctttaatgagatatgcgagac

OCS2 3’: cccgggcggacaatcagtaaattgaacggag

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

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 fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fiir 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Vektor

pUC19—Cnl‘lC_Cnl1B_OCS wurde fiir 12 h bei 250C mit dem Restriktionsenzym Smal

inkubiert. AnschlielLend wurden das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch

Agarose—Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA—Fragmente aus—

geschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mitteis Qiagen Gel Purification Kit gemalL

Herstellerangaben. AnschlielEend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. Dazu wurde

das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-

Cnl1C_Cnl’lB_OCSZ wurde durch Sequenzierung verifiziert.

lm néchsten Schritt wurde der Cnl1—A Promotor durch PCR mittels folgender Primer

amplifiziert:

Cnl1-B 5': aggcctcaacggttccggcggtatagag

Cnl1-B 3’: aggccttctagactgcaggcggccgcccgcattttttggtggtgattggt

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

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 fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Stul inkubiert. Der

Vektor pUC19—Cnl1—C wurde fiir 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inku—

biert. Anschlielsend 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 gemaB Herstel-

lerangaben. AnschlieBend wurden Vektor und PCR-Produkt ligiert. Dazu wurde das Ra-

pid Ligation Kit von Roche ven/vendet. Das entstandene Plasmid pUC19—

Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS2 wurde durch Sequenzierung verifiziert.

ln einem weiteren Schritt wurde der OCS-Terminator fiir Cnl1A eingefijgt. Dazu wurde

die PCR mit folgenden Primer durchgefiihrt:

OCS2 5’: ggcctcctgctttaatgagatatgcga

OCS2 3’: aagcttggcgcgccgagctcgtcgacggacaatcagtaaattgaacggaga

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (50 pl):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCl2

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

Denatu rierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR—Produkt wurde zuerst fUr 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Hindlll inkubiert. Der Vektor

pUC19—Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OC82 wurde fLir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym

Stul und fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Hindlll inkubiert. Anschliefiend

wurden das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose—Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaB Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19—Cnl1C_Cnl1B_Cn|1A_OCS3 wurde

durch Sequenzierung verifiziert.

Das Plasmid pUC19-Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS3 wurde im nachsten Schritt zur Klonie-

rung der A6—, A5-Desaturase und A6-Elongase verwendet. Dazu wurde die A6-

Desaturase aus Phytium irregulare (W002/26946) mit folgenden PCR—Primern amplifi-

ziert:

D6Des(Pir) 5’: agatctatggtggacctcaagcctggagtg

D6Des(Pir) 3’: ccatggcccgggttacatcgctgggaactcggtgat

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (50 pl):

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 (1O 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 fiir2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Bglll und

dann fflr 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Ncol inkubiert. Der Vektor

pUC’lQ—CnI1C_Cnl1 B_Cnl1A_OCS3 wurde ftir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym

Bglll und fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Ncol inkubiert. Anschlieflend wur—

den das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose—Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gem'als Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19—Cnl’l_d6Des(Pir) wurde durch Se—

quenzierung verifiziert.

Das Plasmid pUC19-Cnl1_d6Des(Pir) wurde im néchsten Schritt zur Klonierung der A5—

Desaturase aus Thraustochytrium ssp. (WOO2/26946) verwendet. Dazu wurde die A5-

Desaturase aus Thraustochytrium ssp. mit folgenden PCR—Primern amplifiziert:

D5Des(Tc) 5’: gggatccatgggcaagggcagcgagggceg

D5Des(Tc) 3‘: ggcgccgacaccaagaagcaggactgagatatc

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10X Puffer (Advantage—Polymerase) + 25mM MgCl2
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5,00 pl 2mM dNTP

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 fiir2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym BamHl und

dann fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym EcoRV inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir) wurde fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym BamHl und

fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym EcoRV inkubiert. AnschlieBend wurden das

PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt

und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA

erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaB Herstellerangaben. AnschlieBend 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—

quenzierung verifiziert.

Das Plasmid pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) wurde im n'aichsten Schritt zur Klonie-

rung der A6—Elongase aus Physcomitrella patens (WOO1/59128) verwendet, wozu diese

mit folgenden PCR—Primern amplifiziert wurde:

D6Elo(Pp) 5‘: gcggccgcatggaggtcgtggagagattctacggtg

D6Elo(Pp) 3‘: gcaaaagggagctaaaactgagtgatctaga

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (50 pl):
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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)

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 fiJr 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Notl und

dann fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Xbal inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) wurde fLir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym

Notl und fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Xbal inkubiert. AnschlieBend wur—

den das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gem'aiB Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) wurde durch Sequenzierung verifiziert.

Ausgehend von pUC19—Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) wurde der binare Vektor

fiir die Pflanzentransformation hergestellt. Dazu wurde

pUC19—Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) ftir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsen-

zym Ascl inkubiert. Der Vektor pGPTV wurde in gleicher Weise behandelt. Anschlieliend

wurden das Fragment aus pUC19—Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(TC)_D6El0(Pp) und der ge-

schnittene pGPTV—Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die ent-

sprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels

Qiagen Gel Purification Kit gemafl. Herstellerangaben. Anschlielsend wurden Vektor und
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PCR-Produkt iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das ent-

standene Plasmid pGPTV— Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(TC)_D6El0(Pp) wurde durch Se—

quenzierung verifiziert.

Ein weiteres Konstrukt, pGPTV—Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6EIo(Pp)_D12Des(Co),

fand Verwendung. Dazu wurde ausgehend von pUC19-Cni1C_OCS mit folgenden Pri-

mern amplifiziert:

Cni1_OCS 5’: gtcgatcaacggttccggcggtatagagttg

Cni1_OCS 3’: gtcgatcggacaatcagtaaattgaacggaga

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (50 pi):

5,00 pi Template cDNA

5,00 pi 10X Puffer (Advantage—Polymerase) + 25mM MgC|2

5,00 pi 2mM dNTP

1,25 pi je Primer (10 pmol/ul)

0,50 pi Advantage—Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahi der Zykien: 35

Das PCR—Produkt wurde fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Sail inkubiert. Der

Vektor pUC19 wurde fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Sail inkubiert. An-

schiieiSend wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-

Geleiektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten.

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemafl Hersteller—

angaben. Anschiieflend wurden Vektor und PCR—Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid
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Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cni1_OCS wurde

durch Sequenzierung verifiziert.

In einem weiteren Schritt wurde das A12—Desaturase-Gen aus Caienduia officinaiis

(WOO1/85968) in pUC19—Cni1_OCS kloniert. Dazu wurde d12Des(Co) mit folgenden

Primern amplifiziert:

D12Des(Co) 5’: agatctatgggtgcaggcggtcgaatgc

D12Des(Co) 3’: ccatggttaaatcttattacgatacc

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pi):

5,00 pi Template cDNA

5,00 pi 10X Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCi2

5,00 pi 2mM dNTP

1,25 pi je Primer (10 pmoi/pi)

0,50 pi Advantage—Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Aniagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Eiongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahi der Zyklen: 35

Das PCR—Produkt wurde fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Bgiii und anschiie—

[Send fCIr 2 h bei gieicher Temperatur mit Ncoi inkubiert. Der Vektor pUC19-Cni1_OCS

wurde in gieicher Weise inkubiert. AnschiieiSend wurden das PCR-Fragment und der

geschnittene Vektor durch Agarose-Geieiektrophorese aufgetrennt und die entsprechen-

den DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mitteis Qiagen

Gel Purification Kit geméiS Hersteiierangaben. AnschiieiSend wurden Vektor und PCR—
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Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstan-

dene Plasmid pUC19-Cn|1_D12Des(Co) wurde durch Sequenzierung verifiziert.

Das Plasmid pUC19-Cnl1_D12Des(Co), sowie das Plasmid

pUC19—Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) wurden fUr 2 h bei 37°C mit dem Restrik—

tionsenzym Sall inkubiert. AnschlielLend 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

gemals Herstellerangaben. AnschliefLend wurden Vektor und Vektor—Fragment ligiert.

Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid

pUC19—Cn|1_ d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde durch Sequenzie—

rung verifiziert.

Ausgehend von pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde der

binare Vektor fUr die Pflanzentransformation hergestellt. Dazu wurde

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) fijr 2 h bei 37°C mit dem

Restriktionsenzym Ascl inkubiert. Der Vektor pGPTV wurde in gleicher Weise behandelt.

Anschliersend wurden das Fragment aus

pUC19—Cnl1_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 gem'als Herstellerangaben. Anschlieflend wurden Vektor und PCR—

Produkt ligiert. 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 Sequenzierung verifiziert.

Ein weiteres Beispiel f'L'Ir die Verwendung von samenspezifischen Expressionskonstruk—

ten ist der Napin Promotor. ln Wu et 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 fUr die Pflanzentransformation geeigneter Vektor ist pSUN2. Um die Zahl

der im Vektor enthaltenen Expressionskassetten auf mehr als vier zu erhohen wurde

dieser Vektor in Kombination mit dem Gateway-System (lnvitrogen, Karlsruhe) verwen—

det. Dazu wurde in den Vektor pSU N2 gemalla Herstellerangaben die Gateway-Kassette

A wie folgendermaBen beschrieben, eingefflgt:

Der pSUN2 Vektor (1 pg) wurde ‘l h mit dem Restriktionsenzym EcoRV bei 370 inkubiert.

AnschlieBend wurde die Gateway—Kassette A (lnvitrogen, Karlsruhe) in den geschnitte-

nen Vektor ligiert mittels des Rapid Ligation Kits von Roche, Mannheim. Das entstande-

ne Plasmid wurde in E. coli DB3.1 Zellen (lnvitrogen) transformiert. Das isolierte Plasmid

pSUN—GW wurde anschlieBend durch Sequenzierung verifiziert.

lm zweiten Schritt wurde die Expressionskassette aus pUC19—

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) mittels Ascl ausgeschnitten und in

den in gleicherweise behandelten Vektor pSUN—GW ligiert. Das so entstandene Plasmid

pSUN-4G wurde fUr weitere Genkonstrukte verwendet.

Dazu wurde zuerst gemaB Herstellerangaben (lnvitrogen) ein pENTR-Klon modifiziert.

Das Plasmid pENTR‘lA (lnvitrogen) wurde 1 h bei 37° mit dem Restriktionsenzym EcoRl

inkubiert, anschlielLend fUr 30 min mit Klenow—Enzym, sowie einem 1 HM dNTP-Mix be-

handelt und dann der Ascl-Adapter (5’-ggcgcgcc; am 5‘—Ende phosphoryliert, dop—

pelstrangig) in den pENTR1A—Vektor lieglert. In diesen modifizierten wurde wie oben be—

schrieben schrittweise Gene in die Cnl-Kassette eingefflgt und fiber Ascl in den pENTR-

Vektor Ubertragen, wodurch der pENTR-Cnl-Vektor entstand.

ln einem weiteren Schritt wurde das Konstrukt pSUN—SG hergestellt. Dazu wurden 5’-

und 3’—Primer ftir die Gene mit den SEQ ID NOS: 1, 3, 5 und 7 mit den oben beschriebe—

nen Restriktionsschnittstellen sowie den ersten und jeweils letzten 20 Nukleotiden des

offenen Leserahmens erstellt und mit den Standardbedingungen (siehe oben) amplifiziert

und in den pENTR—Cnl—Vektor ligiert, der anschlieBend einer Rekombinationsreaktion

nach Herstellerangaben mit dem Vektor pSUN—4G unterworfen wurde.
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Dadurch wurde das Konstrukt pSUN-8G hergestellt, das in Brassica juncea bzw. Brassi-

ca napus transformiert 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-QG. 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

OtEL02.2 in der beschriebenen Art eingesetzt. Das erhaltene Konstrukt pSUN—9G wurde

dann in B. juncea bzw. B. napus transformiert.

Beispiel 8: Lipidextraktion aus Pflanzenmaterial

Die Auswirkung der genetischen Modifikation in Pflanzen auf die Produktion einer ge-

wLinschten Verbindung (wie einer Fettsaure) kann bestimmt werden, indem die modifi—

zierte Pflanze unter geeigneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) ge-

zijchtet wird und das Medium und/oder die zellularen Komponenten auf die erhohte Pro—

duktion des gewUnschten Produktes (d.h. der Lipide oder einer Fettsaure) untersucht

werden. Diese Analysetechniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen Spektro—

skopie, DUnnschichtchromatographie, Farbeverfahren verschiedener Art, enzymatische

und mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochleistungs—

Fliissigkeitschromatographie (siehe beispielsweise Ullman, Encyclopedia of industrial

Chemistry, Bd. A2, 8. 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 lll:

“Product recovery and purification“, S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, RA. et al.

(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and Sons;

Kennedy, J.F., und Cabral, J.M.S. (1992) Recovery processes for biological Materials,

John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henry, JD. (1988) Biochemical Separations,

in: Ullmann’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 Cahoon et al. (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.,

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 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 moglich, andere

Komponenten der Stoffwechselwege zu analysieren, die zur Produktion der gewtinsch—

ten Verbindung vervvendet 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, Kohlenwasserstoffe, Stick-

stoffquellen, Phosphat und andere lonen), Messungen der Biomassezusammensetzung

und des Wachstums, Analyse der Produktion Liblicher Metabolite von Biosynthesewegen

und Messungen von Gasen, die wahrend der Fermentation erzeugt werden. Standard—

verfahren fiir diese Messungen sind in Applied Microbial Physiology; A Practical Appro-

ach, P.M. Rhodes und P.F. Stanbury, Hrsgb., lRL Press, 8. 103-129; 131-163 und 165-

192 (ISBN: 0199635773) und darin angegebenen Literaturstellen beschrieben.

Ein Beispiel ist die Analyse von Fettsauren (Abktirzungen: FAME, Fettsauremethylester;

GC-MS, Gas-Fl[issigkeitschromatographie-Massenspektrometrie; TAG, Triacylglycerin;

TLC, Diinnschichtchromatographie).

Der unzweideutige Nachweis fiir das Vorliegen von Fettsaureprodukten kann mittels A—

nalyse rekombinanter Organismen nach Standard-Analyseverfahren erhalten werden:

GC, GC—MS oder TLC, wie verschiedentlich beschrieben von Christie und den Literatur-

stellen darin (1997, in: Advances on Lipid Methodology, 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 Ultraschallbehandlung, Mahlen in der Glas-

mijhle, 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 abgekiihlt

und erneut zentrifugiert, gefolgt von Extraktion in 0,5 M Schwefelsaure in Methanol mit

2 % Dimethoxypropan f‘Lir 1 Std. bei 90°C, was zu hydrolysierten Ol- und Lipidverbindun—

gen fijhrt, die transmethylierte Lipide ergeben. Diese Fettsauremethylester werden in

Petrolether extrahiert und schlieleich einer GC—Analyse unter Verwendung einer Kapil—

larsaule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP—Wax-52 CB, 25 mikrom, 0,32 mm) bei

einem Temperaturgradienten zwischen 170°C und 240°C fLir 20 min und 5 min bei

240°C unterworfen. Die Identitat der erhaltenen Fettsauremethylester muss unter Ver—

wendung von Standards, die aus kommerziellen Quellen erhaltlich sind (d.h. Sigma),

definiert werden.

Pflanzenmaterial wird zunachst mechanisch durch Mérsern homogenisiert, um es einer

Extraktion zugénglicher zu machen.

Dann wird 10 min auf 100°C erhitzt und nach dem Abkijhlen auf Eis erneut sedimentiert.

Das Zellsediment wird mit 1 M methanolischer Schwefelsaure und 2 % Dimethoxypropan

fiir 1h bei 90°C hydrolysiert und die Lipide transmethyliert. Die resultierenden Fettsaure-

methylester (FAME) werden in Petrolether extrahiert. Die extrahierten FAME werden

durch Gasfl'L'Jssigkeitschromatographie mit einer Kapillarsaule (Chrompack, WCOT Fu-

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 ldentitat 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 dargestellt)

aus Ostreococcus tauri fUr Konstrukte zur konstitutiven Expression

Fijr die Transformation von Pflanzen wurden Transformationsvektoren auf Basis von

pGPTV—35S, eines Plasmids basierend auf pBlN19-353 (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

BBS—Terminator (SEQ ID NO. 162; Franck, A. et al. (1980) Cell 21 (1): 285-294) zusam-

mengesetzt. Dabei wurde der Promotor Uber die Restriktionssohnittstellen Sall/Xbal und

der Terminator fiber die Restriktionsschnittstellen BamHl/Smal eingesetzt. An den Ter-

minator wurde aulLerdem ein Polylinker mit der Xhol Schnittstelle angehangt (,triple liga—

tion’). Das entstandene Plasmid pUC19—358 wurde dann fUr die Klonierung von PU FA

Genen eingesetzt. Es wurden parallel die offenen Leserahmen der A6—Desaturase— (SEQ

ID NO. 1), der A5—Desaturase- (SEQ ID NO. 51) und A6-Elongase- (SEQ lD NO. 171)

Sequenzen fiber die EcoRV—Schnittstelle in pUC19—358 Vektoren eingefiigt. Die ent—

standenen Plasmide pUC—D6, pUC-D5, pUC-E6(Tc) wurden fiir die Erstellung des bina-

ren Vektors pGPTV—35S_D6D5E6(Tc) verwendet. Dazu wurde der Vektor pGPTV mit

dem Enzym Sail, das Plasmid pUC-D6 mit Sail/Xhol verdaut und die korrekten Fragmen-

te ligiert. Das entstandene Plasmid pGPTV—D6 wurde anschliellaend mit Sail, das Plas—

mid pUC-D5 mit Sail/Xhol verdaut und die korrekten Fragmente ligiert. Das entstandene

Plasmid pGPTV-D6-D5 wurde dann ein weiteres Mal mit Sail verdaut, das Plasmid pUC-

E6(TC) mit Salt/Xhol und die korrekten Fragmente ligiert. Aus diesen sequentiellen Klo-

nierungsschritten entstand der binare Vektor pGPTV—D6D5E6(Tc), der fl'jlr die Transfor—

mation eingesetzt wurde.

ln einer weiteren Ausftihrung 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 Ausfiihrung wurde der offene Leserahmen der mBDes(SEQ ID NO.

193) in pUC19—35S kloniert. Das entstandene Plasmid pUC—mBPi wurde fiber Sail/Xhol in
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die binaren Vektoren pGPTV-D6D5E6(To) und pGPTV-D6D5E6(Tp) Ubertragen. Die

entstandenen Vektoren pGPTV-D6D5E6(Tc)oo3Pi und pGPTV-D6D5E6(Tp)m3Pi wurden

fiir die Pflanzentransformation eingesetzt.

In einer weiteren Ausfiihru ng wurde der offene Leserahmen der optimierten A5-Elongase

aus Ostreococcus tauri (Seq ID No. 64), sowie der offene Leserahmen der A4—

Desaturase aus Thraustochytrium sp. (Seq ID No. 77) in pUC19—358 kloniert. Die ent-

standenen Plasmide pUC-E5 und pUC-D4 wurden dann iiber Sall/Xhol entsprechend

obiger Angaben in den Vektor pGPTV-D6D5E6(Tp)m3Pi Ubertragen. Der entstandene

Vektor pGPTV-D6D5E6(Tp)m3PiE5D4 wurde fiir die PfIanzentransformation eingesetzt.

AIIe binaren Vektoren wurden in E. coli DH5u—Zellen (Invitrogen) nach Herstellerangaben

transformiert. Positive KIone wurden durch PCR identifiziert und Plasmid—DNA isoliert

(Qiagen Dneasy).

Beispiel 10: Transformation der konstitutiven binaren Vektoren in PfIanzen

a) Erzeugung transgene Brassica napus bzw. Brassica juncea PfIanzen

Es wurde das Protokoll zur Transformation von Rapspflanzen ven/vendet (verandert nach

Moloney et al. (1992) Plant Cell Reports 8:238—242).

Zur Erzeugung transgener PfIanzen wurde der binére Vektor pGPTV—

D6D5E6(Tp)(o3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C1:pGV2260 transformiert

(Deblaere et al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777—4788). Zur Transformation von Ory-

Chophragmus violaceus 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 Hypokotyledonen frisch gekeimter steriler PfIanzen (zu je ca. 1 cm2) wur—

den in einer Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdiinnung fiir 5-10 Minuten inku—

biert. Es folgt eine 3—tégige Koinkubation in Dunkelheit bei 25°C auf 3MS—Medium mit

0,8 % Bacto—Agar. Die Kultivierung wurde anschlieIBend mit 16 Stunden Licht / 8 Stunden

Dunkelheit und in wochentlichem Rhythmus auf MS—Medium mit 500 mg/I Claforan (Ce—

fotaxime—Natrium), 15 mg/I Kanamyoin, 20 MM Benzylaminopurin (BAP) und 1,6 g/I Glu—
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kose weitergefiihrt. Wachsende Sprosse wurden auf MS—Medium mit 2 % Saccharose,

250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto-Agar ijberfiihrt. Bildeten sich nach drei Wochen kei-

ne Wurzeln, wurde dem Medium als Wachstumshormon 2—lndolbuttersaure zum Bewur—

zeln zugegeben.

Regenerierte Sprosse wurden auf 2MS—Medium mit Kanamycin und Claforan erhalten,

nach Bewurzelung in Erde Uberfiihrt und nach Kultivierung fiir zwei Wochen in einer Kli—

makammer oder im Gewéchshaus angezogen, zur Blijte gebracht, reife Samen geerntet

und mittels Lipidanalysen auf Elongase-Expression wie A—6-Elongaseaktivitét oder A-5-

oder A-6—Desaturaseaktivitat untersucht. Linien mit erhohten Gehalten an mehrfach un—

geséttigten C20— und C22—Fettséuren wurden so identifiziert.

b) Erzeugung transgener Orychophragmus violaceus Pflanzen

Es wurde das Protokoll zur Transformation von Rapspflanzen verwendet (verandert nach

Moloney et al. (1992) Plant Cell Reports 82238-242) wie unter a) beschrieben, angewen—

det.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der binére Vektor pGPTV—

D6D5E6(Tp)m3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C1:pGV2260 transformiert

(Deblaere et al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777—4788). Zur Transformation von Ory—

chophragmus violaceus 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 Hypokotyledonen frisch gekeimter steriler Pflanzen (zu je ca. 1 cm2) wur—

den in einer Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdtinnung flL'Ir 5-10 Minuten inku—

biert. Es folgt eine 3—tégige 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 wéchentlichem Rhythmus auf MS—Medium mit 500 mg/l Claforan (Ce-

fotaxime—Natrium), 15 mg/l Kanamycin, 20 MM Benzylaminopurin (BAP) und 1,6 g/l Glu-

kose weitergefiihrt. Wachsende Sprosse wurden auf MS—Medium mit 2 % Saccharose,

250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto—Agar Uberfijlhrt. Bildeten sich nach drei Wochen kei—

91 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 100592 of 349

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

90

ne Wurzeln, wurde dem Medium als Wachstumshormon 2—lndolbutterséure zum Bewur—

zeln zugegeben.

Regenerierte Sprosse wurden auf 2MS—Medium mit Kanamycin und Claforan erhalten,

nach Bewurzelung in Erde iiberfiihrt und nach Kultivierung fUr zwei Wochen in einer Kli—

makammer oder im Gewéchshaus angezogen, zur Bliite gebracht, reife Samen geerntet

und mittels Lipidanalysen auf Elongase-Expression wie A—6-Elongaseaktivitét oder A-5-

oder A-B—Desaturaseaktivit'at untersucht. Linien mit erhohten Gehalten an mehrfach un—

geséttigten C20— und C22—Fettséuren wurden so identifiziert.

0) Transformation von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Es wurde das Protokoll von Bechthold et al. (1993) CR. Acad. Sci. Ser. Ill Sci. Vie. 316:

1194—1199 angewendet.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der erzeugte binére Vektor pGPTV-

D6D5E6(Tp)u)3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58012pMP90 transformiert

(Deblaere et al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777—4788) und gemall. des Protokolls von

Bechthold et al. (1993) Bliiten von Arabidopsis thaliana cv. Columbia 0 in eine Agrobak-

terien—Losung mit OD600=1,0 getaucht. Der Vorgang wurde zwei Tage spéter nochmals

wiederholt. Samen aus diesen Bliiten wurden dann auf Agar-Platten mit1/2 MS, 2% Sac-

charose und 50mg/L Kanamycin ausgelegt. Griine Keimlinge wurden dann auf Erde

transferiert.

Beispiel 11: Analyse von Pflanzenmaterial transgener Orychophragmus— bzw. Arabi-

dopsis-Pflanzen

Die Extraktion von Blattmaterial transgener Orychophragmus violaceus und Arabidopsis

thaliana Pflanzen tranformiert mit pGPTV—D6D5E6(Tp)m3PiE5D4 sowie die gaschroma-

tographische Analyse wurde wie in Beispiel 8 beschrieben durchgefflhrt. Tabelle 2 zeigt

die Ergebnisse der Analysen. Die verschiedenen Fettsauren sind in Gewichtsprozent

angegeben. Fiir beide unterschiedliche Pflanzenarten konnte die Synthese von langket—

tigen, mehrfach ungesattigte Fettséuren gezeigt werden. Uberraschenderweise konnte

92 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 100593 of 349

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

91

mit der optimierten Sequenz der A5—Elongase (wie in SEQ ID NO: 64 dargestellt) aus

Ostreococcus tauri eine deutlich hohere Ausbeute an DHA erhalten werden wie dies zum

Beispiel von Robert et al. (2005) Functional Plant Biology 32:473-479 fUr Arabidopsis

thaliana mit 15% DHA berichtet wird. Fiir 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 transgenen Brassica juncea Pflanzen tranformiert mit

pSUN-QG sowie die gaschromatographische Analyse wurde wie in Beispiel 8 beschrie-

ben durchgefiihrt. 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 Iangkettigen mehrfachungeséttigen Fettsauren (PU FA) 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 Erh'ohung des Gehalts an C22 Fettsauren. lnsgesamt enthielt das Samen—

ol etwa 8% Gew.—% mehrfachungsattigte C22—Fetts'auren. lm speziellen war die Fettsau—

re Docosahexaenséure (DHA) zu 1,9% Gew.—% im Samenol enthalten, was einer Stei—

gerung um Faktor 10 im Vergleich zu Wu et al. 2005 darstellte.

Beispiel 12: Detaillierte Analyse der Lipidklassen und Positionsanalyse von Blatt—

material von 0. 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 geschiittelt.

Die Proben wurden zentrifugiert, der Uberstand gesammelt und das Pellet mit lsopropa—

nolzChloroform 1:1 (v/v) nochmals extrahiert. Die beiden Extrakte wurden vereinigt, ge—

trocknet und in Chloroform gelost. Der Lipidextrakt wurde an einer Silica PrepSep—Séule

(Fisher Scientific, Nepean, Canada) in neutrale Lipide, Glykolipide und Phospholipide

vorfraktioniert, wobei mit Chloroform:Essigsaure 100:1 (v/v), Aceton:Essigsaure 100:1

(v/v) bzw. Methanol:Chloroform:Wasser 100:50:40 (v/v/v) eluiert wurde. Diese Fraktionen

wurden auf Silica G—25 D”Linnschichtchromatographieplatten (TLC; Macherey—Nagel, D0—
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ren, Germany) weiter aufgetrennt. Neutraie Lipide wurden mit He-

xan:DiethyletherzEssigsaure (70:30:1), Glykoiipide mit Chloroform:Methanol:Ammoniak

(65:25:4 v/v/v) und Phosphoiipide mit Chloroform:Methanol:Ammoniak:Wasser

(70:30:4:1 v/v/v/v) entwickelt. Die einzelnen Lipidklassen wurden nach dem Besprtihen

mit Primulin unter UV—Licht identifiziert, durch Abkratzen von den Platten entfernt, und

entweder ftir die direkte Transmethyiierung venNendet oder durch ein geeignetes L6-

sungsmittei fiir die weitere Analyse extrahiert.

Entsprechend der beschriebenen Methoden konnten die verschiedenen Lipidklassen

(Neutral—, Phospho— und Galaktolipide) aufgetrennt und separat analysiert werden. Des—

weiteren wurden die Giycolipide auf die Position der einzelnen Fettsauren untersucht.

a) Regiospezifische Analyse der Triacyiglyceride (TAG)

Drei bis fUnf mg der TLC—gereinigten TAG wurden unter Stickstoff in Glasrohrchen ge—

trocknet, in wassrigem Puffer durch kurze Ultraschallbehandlung resuspendiert (1 M Tris

pH 8; 2.2% CaCiz (w/v); 0.05% Gailensalze (w/v)) und fUr 4 Minuten bei 40° C inkubiert.

Nach der Zugabe von 0.1 ml einer Losung von Pankreasiipase (10 mg/ml in Wasser)

wurden die Proben ftir 3 Minuten kraftig gevortext und derVerdau durch Zugabe von 1

ml Ethanol und 1,5 ml 4 M HCI abgebrochen. Die teiiweise verdauten TAG wurden

zweimal mit Diethylether extrahiert, mit Wasser gewaschen, getrocknet und in einem

kleinen Voiumen Chloroform gelost. Monoacyiglycerole (MAG) wurden von den freien

Fettsauren und unverdauten TAGs auf einer TLC-Platte getrennt wie oben fiir neutraie

Lipide beschrieben. Der Punkt, der den MAGs entsprach, wurde durch GC analyert und

stelite die sn—2-Position der TAG dar. Die Verteilung der Fettsauren an den verbieiben-

den sn-1- and sn—3-Positionen wurde nach der folgenden Formei berechnet: sn-1 + sn—3

= (TAG x 3 — MAG)/ 2.

Diese Positionsanalyse der Triacylgiyceride ergab dabei, dass EPA und DHA in den Po-

sitionen sn-2 und sn—1/3 in ahniichen Konzentrationen vorhanden sind, wéhrend ARA

insgesamt nur in geringen Mengen in den Triacyiglyceriden zu finden ist und hier haupt-

séchlich 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 N2 getrocknet und in 0.5 ml 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 wurden fijr 2 Stunden bei

Raumtemperatur gevortext. Die Etherphase wurde getrooknet, der Verdau mit 0,3 ml 1M

HCI abgebrochen, und das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroforszethanol (2:1 v/v)

extrahiert. Die verdauten Phospholipide wurden duroh TLC in Chloro—

form:Methanol:Ammoniak:Wasser (70:30:422 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 DHA in

der sn—2 Position von Phosphatidylcholin (PC), wahrend DHA in Phosphatidyl—

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 DHA als in den anderen untersuchten

Phospholipiden, wobei auch in dieser Lipidklasse eine Akkumulation in der sn-2 Position

zu beobachten war (Tab. 4, PG).

(3) Stereospezifische Analyse von Glykolipiden

Als weitere polare Lipidklasse wurden die Galaktolipide untersucht. Galaktolipide finden

sich in den Membranen von Plastiden und bilden dort die Hauptkomponenten.

TLC-gereinigtes Monogalaktosyldiacylglycerol (MGDG) und Digalaktosyldiacylglycerol

(DGDG) wurden unter Stickstoff getrocknet und in 0.5 ml Diethylether gelost. Dann wur-

den 25 Einheiten der Lipase aus Rhizopus arrhizus (Sigma 62305), resuspendiert in 2 ml

Boratepuffer (50 mM, pH 7.5 enthaltend 2 mM CaClz), zugegeben und die Proben fiJr 2
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Stunden bei Raumtemperatur gevortext. Die Etherphase wurde getrocknet und der Ver—

dau durch die Zugabe von 0,3 mi 1M HCI abgebrochen und die Lipide wurden mit 4 mi

Chloroform:Methanol (2:1 v/v) extrahiert. Nach dem Trocknen wurden die verdauten Ga-

iaktoiipide in einem kleinen Volumen Chioroform:Methanoi (2:1 v/v) und zweimal auf ei—

ner vorgefertigten Siiica TLC-Platte entwickeit, zuerst mit Chloro—

form:Methanoi:Ammoniak:Wasser (70:30:4z1 v/v/v/v) bis etwa zwei Drittei

der Piattenhéhe, gefolgt von der voiisténdigen Entwickiung in He-

xan:DiethyletherzEssigséure (70:3021). Die Punkte, die den freigesetzten freien Fettséiu—

ren und den Lysogalaktolipiden entsprachen, wurden nach dem Bespriihen mit Primulin

identifiziert, abgekratzt und direkt ftir die GC-Analyse transmethyiiert.

Auch in diesen Lipiden konnten VLCPUFA gefunden werden, wobei eine Akkumuiation

von EPA in der sn—2 Position zu beobachten war. DHA war nur in den Digaiakto—

Diacyiglycerolen (DGDG) zu finden und konnte nicht in den Monogalakto-

Diacyiglycerolen (MGDG) nachgewiesen werden (Tabeiie 5). Die Verteilung von

VLCPUFA in Galaktoiipiden, einem Kompartiment, in dem diese Fettséiuren nicht erwar-

tet wurden, zeigt die Dynamik der Synthese und den spéteren Umbau. Ernéhrungstech—

nisch sind VLCPUFA in Poiarlipiden besonders wertvoll, da diese im Darm von Séugetie-

ren besser aufgenommen werden kénnen als die Neutrailipide.

Tabeiie 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 deutiicher Anstieg der Aktivitét erreicht

werden.

Substrate GLA ARA

Product 20:3 22:4

pOTE1.1 d6Elongase(0t)

pOTE1.2 {REESE:3§‘3§23se{§i}‘_fi§kt

pOTE2.1 d5Elongase(Ot)

pOTE2.2 xxffitgssei3i“:\u
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Tabelle 2: Gaschromatographische Analyse von Blattmaterial von Orychophragmus vio-

iaceus und Arabidopsis thaiiana. Die einzeinen Fettséuren sind in Fléchenprozent ange-

geben.

“mammalian
m

-i:ettséuren
Kontroile 12,8 10,0 3,5 14,2 0,0 54,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Transgen 19,3 8,5 5,0 4,6 6,4 31,0 4,4 0,0 6,3 1,5 6,3
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Patentansprflche

1. Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder

10

15

30

Docosahexaenséure in einer transgenen Pfianze, umfassend das Bereitstelien in

der Pflanze von mindestens einer Nukieinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid

mit einer AG-Desaturase-Aktivitét kodiert; mindestens einer Nukleinséuresequenz,

welche fiir ein Polypeptid mit einer A6—Eiongase-Aktivitéit kodiert; mindestens einer

Nukieinséuresequenz, welche for ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitét

kodiert; und mindestens einer Nukieinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit

einer A5-Elongase-Aktivitét und optional fUr eine A4-Desaturase kodiert,

wobei die Nukieinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitét kodiert, gegenijber der Nukleinséuresequenz in dem Organismus, aus dem

die Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, dass sie an die Kodonverwendung in

einer oder mehreren Pfianzenarten angepasst ist.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukieinséuresequenz zumindest an die Ko-

donverwendung in Raps, Soja und/oder Lein angepasst ist.

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 oder 2, wobei die Nukieinséuresequenz

unter Berijcksichtigung der natUriichen Héufigkeit einzelner Kodons angepasst ist.

Verfahren nach einem der Ansprijche 1 bis 3, wobei die verénderte Nukieinséure—

sequenz der in Seq D No. 64 angegebenen Nukleinséuresequenz entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Nukleinséuresequenzen

unter der Kontrolle eines samenspezifischen Promotors exprimiert werden.

Verfahren nach Anspruch 5, wobei es sich bei dem Promotor um den USP-,

Viciiin-, Napin-, Gip-, SBP-, Peroxireduxin-, Legumin-, Fad3-, Coniinin- oder Oieo-

sin-Promotor handeit.
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7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Gehalt an mehrfachungeséttigten C22-

Fettséuren im Samenél 5 Gew.-% oder mehr des Samenélgehalts betr'égt.

8. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprUche, wobei zusétzlich eine oder

mehrere Nukleinséuresequenzen kodierend fL'J'r ein Polypeptid mit der Aktivit'a'lt einer

w3-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase in der Pflanze bereitgestellt werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Gehalt an Docosahexaenséure im Samenél 1

Gew.% oder mehr des Samenc‘jlgehalts betrégt.

10. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprUche, wobei die Eicosapen-

taenséu re, Docosapentaenséiure und/oder Docosahexaenséure in der Pflanze vor-

wiegend als Ester in Phospholipiden oder Triacylglyceriden gebunden vorliegt.

11. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprUche, wobei die Pflanze eine Ol-

produzierende Pflanze ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus Brassica napus,

Brassica juncea und Glycine max ist.

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprflche, welter umfassend das Ge-

winnen der Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder Docosahexaen—

séure in Form ihrer Ole, Lipide oder freien Fettséuren aus der Pflanze.

13. lsoliertes Nukleinséuremolekfll umfassend eine Nukleinséuresequenz geméB Seq

lD No. 64.

14. Rekombinantes Nukleinséuremolekfll, umfassend:
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a) eine oder mehrere Kopien von mindestens einem in Pflanzenzellen aktiven Pro-

motor,

b) mindestens eine Nukleinséuresequenz, die fl'jr ein Polypeptid mit einer A6-

Desaturase-Aktivitét kodiert,

c) mindestens eine Nukleinséuresequenz, die fUr ein Polypeptid mit einer A5-

Desaturase—Aktivitét kodiert,

d) mindestens eine Nukleinséiuresequenz, die fl'Jr ein Polypeptid mit einer A6-

Elongase-Aktivitét kodiert,

e) mindestens eine Nukleinséuresequenz, die fUr ein Polypeptid mit einer A5-

EIongase-Aktivitét kodiert und die gegenflber der Nukleinséuresequenz in dem

Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, dass sie an

die Kodonverwendung in einer oder mehreren Pflanzenarten angepasst ist, und

9) eine oder mehrere Kopien von mindestens einer Terminatorsequenz.

15. Rekombinantes Nukleinséuremolekfll nach Anspruch 14, wobei die verénderte Nuk-

Ieinséuresequenz der in Seq ID No. 64 angegebenen Nukleinséuresequenz ent-

spricht.

16. Rekombinantes NukleinséuremolekUl nach einem der AnsprUche 14 oder 15, zu—

sétzlich umfassend eine oder mehrere Nukleinséuresequenzen kodierend fUr ein

Polypeptid mit der Aktivitét einer wB-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase.

17. Transgene Pflanze enthaltend ein rekombinantes NukleinséuremolekUl nach einem

der AnsprUche 22 bis 25 oder enthaltend die in Seq ID No. 64 angegebene Nuklein-

séuresequenz.

18. Verwendung von Olen, Lipiden oder freien Fettséuren geméB Anspruch 19 oder

gewonnen durch ein Verfahren nach Anspruch 18 zur Herstellung von Futtermitteln,

Nahrungsmitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika.
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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungeséttigten Fettséuren

ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstenung von Eicosapentaenséure,

Docosapentaenséure und/oder Docosahexaenséure in transgenen Pflanzen, indem in

der Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinséuresequenz, welche fUr ein

Polypeptid mit einer AB-Desaturase-Aktivitét kodiert; mindestens eine Nuklein—

séuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer AG-Elongase-Aktivitéit kodiert; mindes-

tens eine Nukleinséuresequenz, we|che fUr ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-

Aktivitét kodiert; und mindestens eine Nukleinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid

mit einer A5-Elongase—Aktivitéit kodiert,

wobei die Nukleinséuresequenz, welche fCIr ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitét kodiert, gegenUber der Nukleinséuresequenz in dem Organismus, aus dem die

Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, class sie an die Kodonverwendung in einer oder

mehreren Pflanzenarten angepasst ist. FUr die Herstellung von Docosahexaenséure wird

zusétzlich eine oder mehrere Nukleinséuresequenzen, die fUr ein Polypeptid mit einer

A4-Desaturase-Aktivitét kodiert, in die Pflanze eingebracht.
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Asn Asn Tyr Phe Val Gy Asp Val G n Gu Thr Val Val Thr Gu Lys

85 90 95

tct tct tct gcc caa ttc gct gta gaa atg cgt cag ctt cgg gat caa 336
Ser Ser Ser Ala Cin Phe Ala Val G u th Arg G n Leu Arg Asp G n

100 105 110

ttg aaa aag gaa ggt tat ttc cac tcc agc aaa ctc ttt tat gct tac 384
Leu Lys Lys Gu Gy Tyr Phe Hs Ser Ser Lys Leu Phe Tyr Ala Tyr

115 120 125

aaa gtt ctt tct act ttg gct atc tgc ata gct ggt ctc tct ctt ttg 432
Lys Val Leu Ser Thr Leu Ala Ile Cys lle Ala G y Leu Ser Leu Leu

130 135 140

tat gct tat ggt cgt act tcc act ttg g t gtc gtc gca tct gct att 480
Tyr Ala Tyr Gy Arg Thr Ser Thr Leu Ala Val Val Ala Ser Ala lle
145 150 155 160

act gtt ggt atc ttt tgg caa cag tgt ggt tgg ctg gct cac gat ttc 528
Thr Val Gy lle Phe Trp Gn Gn Cys Gy Trp Leu Ala l-fis Asp Phe

165 170 175

gga cat cat caa tgc ttc gaa gac cgc act tgg aac gat gtt ctc gtc 576
G y PIS Fis (in cys Phe G u Asp Arg Thr Trp Asn Asp Val Leu Val

180 185 190

gta ttt ctc gga aac ttt tgt caa gga ttt tca tta tca tgg tgg aag 624
Val Phe Leu (Hy Asn Phe Cys G n G y Phe Ser Leu Ser Trp Trp Lys

195 200 205

aac aag cac aac aca cat cac gca agt aca aat gtt cat gga cag gat 672
Asn Lys PIS Asn Thr his Fis Ala Ser Thr Asn Val Ffls Ciy G n Asp

210 215 220

ccc gac att gac aca gcc cct gtt ttg ttg tgg gat gaa tat gct tct 720
Pro Asplle Asp Thr Ala Pro Val Leu Leu Trp Asp Gu Tyr Ala Ser
225 230 235 240

gca gct tac tat gct tct ctc gat caa gaa ccc aca atg gta tct cga 768
Ala Ala Tyr Tyr Ala Ser Leu Asp G n Ciu Pro Thr hbt Val Ser Arg

245 250 255

ttc ctt gct gaa caa gtc ttg ccc cac caa acc cgt tat ttt ttc ttt 816
Phe Leu Ala Ciu G n Val Leu Pro Fis G n Thr Awg Tyr Phe Phe Phe

260 265 270

atc ctc gct ttt gct cgt ttg tct tgg gct ctt caa tct ttg agc tac 864
lle Leu Ala Phe Ala Arg Leu Ser Trp Ala Leu G n Ser Leu Ser Tyr

275 280 285

tct ttc aag aag gag tca att aac aag tcc cgt caa ctt aac ctt ttt 912
Seite 6
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Ser

gaa
G u
305
tac

Tyr

agt
Ser

cac
H s

ttt
Phe

ttg
Leu
385

gt t
Val

gtg
Val

ttc
Phe

aag
Lys

Phe
290

cgt

tct
Ser

cag
G n

aat
AsnG

t tt
Phe
370

ggt
G y

ttc
Phe

aaa

Lys

tta
Leu

ct c
Leu
450

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<400> 6
Mat
1
Ser

H e

H 3

Ser
65
Asn

Ser

Leu

Lys

Tyr
145
Thr

G y

Val

Asn

Pro

Ser

H e

H e

Pro
50

Asp

Asn

Ser

Lys

Val
130
Al a

Val

H s

Phe

Lys
210

Lys

Val

tgg
Trp

gct
Al a

ggt

355

gag att
G u

gat

ccc
Pr 0

tcg
Ser

aag
Lys
435
tct
Ser

459
PFTI'

Rhl zopus stol oni fer

Thr

Ser

H e
35

G v

Val

Tyr

Ser

Lys
115
Leu

Tyr

H 3

Leu
195
H 3

He

aac
Asn

ctt
Leu
420

993

ttg
Leu

Leu

G n
20

Asp

Gy

Asp
5

Arg

Lys

Thr

Thr

Arg

H e

Lys

G n

Al a
70

G y

Phe

Tyr

Leu

Thr
150

Tr p

Phe

Phe

H 3

Ala

He
295

He
375

ggt
G

cgt

aaa

Lys

gaa
G u

agc
Ser
455

G n

H 3

Val

Val
55
Met

ASP

Al a

Phe

Ala
135

HS
215
Pro

Asn

cac

tat

Tyr

act
Thr

act
Thr
360
act
Thr

ggt
G

cac
H s

tat

Tyr

gt a
Val
440
aaa

Lys

Ser

PF58307. t Xt

Lys

tgg
Trp

cac
H s

tta
Leu
345

Gu

aag

Ser

gct
Al a

at g
Met
330

gct
Al a

gaa
G u

cgt
Ar g

aac
Asn

ttg
Leu
410
att
He

caa

t cg
Ser

Thr

Arg

ct 0
Leu
315

gtt
Val

ct t
Leu

aag
Lys

gat
Asp

t at

Tyr
395
cct
Pro

aac
Asn

aca
Thr

Thr

Thr

H 3

Ser
75
Thr

Ar 9

Lys

Al a

Val
155

Tr p

Tr p

Ser

Asn

G n
300
ttt
Phe

ttg
Leu

gt 0
Val

gct
Al a

gt t
Val
380
caa
G n

aca
Thr

tat

Tyr

ct 9
Leu

taa

Leu

140
Val

Leu

Asn

Leu

Val
220

Leu Tr p Asp
Seite 7
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Leu

gct
Al a

ttt
Phe

ttt
Phe

gaa
G u
365
act
Thr

at c
I l e

Val

cac
HI 3

gat

445

Lys

A1 a

Phe
45

Tyr

Val

Leu

Phe
125
Leu

Ala

Ala

Ser
205
HI S

Asn

ttt
Phe

ttc
Phe

gct
Al a
350

tcg
Ser

ctt
Leu

gaa
G u

aag
Lys

gat

430
att

plle

Met
30
He

Val
190

Tr p

Tyr

aca

175

Phe

at c
l l e
320

Val

aac
Asn

gaa
G u

000
Pro

cat
H: s
400

at g

99a
G

tcc
Ser

Leu

l l e
160
Phe

Val

Lys

Ser

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1380
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225
Ala

Phe

Ile

Ser

305

Tyr

Ser

H s

Phe

Leu
385
Val

Val

Phe

Lys

A! a

Leu

Leu

Phe
290

Ser

G n

Asn

Phe
370

G y

Phe

Lys

Leu

Leu
450

<210> 7
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 7

at g
Met
1
ct 0
Leu

gt 0
Val

tca
Ser

aag
Lys

gac
ASP

ggt
G y
50
ttt
Phe

t ac

Tyr

gt 9
Val

tcg
Ser

ccg
Pro
130

ggt

Ser

1401
[NA

Cunni ngharrel I a echi nul

CD8

(1). .(1401)

(Q(Q20on NO<10
aac

35

get
Al a

cat
H 3

Val

aat
Asn

Leu
115
ttt
Phe

ctg

340

He

Asn

Leu
420

Leu

325

Pro

G n

Phe

Mat
405

Thr

G n

230
Ser

Val

Ser

Val
310
Asn

Val

Val

Mat
390
Pr 0

G n

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

2

G y

Val

caa act cga gtt
Gn

tac

Tyr
20

Thr
5
caa
G n

gt 9
Val

gt c
Val

at 9
Mat

Arg

909
Al a

Val

990
G y

gac
ASP

tct
Ser
55
ccc

Pro

got
Al a

aaa

Lys

Ctt

PF58307. tXt
235

Asp Gn Gu Pro Thr

Pro

Ser
280
Asn

H 3

Tyr

Thr

Thr
360
Thr

H 3

Tyr

Val
440

Lys

ata

ttt
Phe

gac

at c
| I e
40

acg
Thr

gag
G u

900
Al a

aag
Lys

gag
uLeu G

aag
Lys
135
t ac

120

gt 9
Val

tat

H s
265

Tr p

Lys

Tr p

425

aag
Lys

aag
Lys
25

acg
Thr

cac
H 3

tot
Ser

gac

tcc
Ser
105

acg
Thr

9t 9
Val

ggc

250
G n

A1 a

Ser

A! a

Mat
330
A1 a

Gu

Arg

Asn

Leu
410
He

G n

Ser

cga
Arg
10
aac
Asn

gat
ASP

att
He

909
Al a

cat
H: s
90

aag
Lys

gag
G u

t cg
Ser

Thr

Leu

Arg

Leu
315
Val

Leu

Lys

ASID

Tyr
395
Pro

Asn

Thr

Phe

tcc
Ser

gcc
Al a

ttc
Phe

ggc
G y

t ac

Tyr
75

got
Al

gca
Al a

ggt
G y

acg
Thr

aG

Arg

G n

G n
300
Phe

Leu

Val

Al a

Val
380
G n

Thr

Tyr

Leu

ttt
Phe

900
Al a

ttg
Leu
140

ggc cat tcg
Seite 8
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Met

Tyr

Ser
285
Leu

A1 a

Phe

Phe

G u
365
Thr

I I e

Val

H: 3

ASP
445

Val

Phe
270
Leu

Asn

Phe

Phe

Al a
350
Ser

Leu

Gu

tcc
Ser

t to
Phe
30

gat

gcc
Al a

ctt
Leu

cag
GnG

gac

110

Ser
255
Phe

Ser

Leu

Cys

Leu
335
Leu

Met

Ser

Hi 5

Pro
415
Thr

Thr

(O ,_..

240

Arg

Phe

Phe

1 l e
320
Val

Asn

Pro

l—fis
400
Met

Ser

tcg
Ser

att
He

cct
Pro

gat

aat
Asn
80

gaa
G u

at g

agt
Ser

909
A] a

th

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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Thr
145

Val

cag
G n

gac
Asp
385
tat

Tyr

ccc

Pro

ttg
Leu

acc
Thr

ttt
Phe
465

G y

909
A! a

gcc
At a

gac
ASP

tcg
Ser
210
cac
H s

gaa
G u

tcg
Ser

g cgc
AFQ

caa

G n
290
acc
Thr

ttc
Phe

at g
|Vet

gtt
Val

gcc
At a
370

gt c
Val

caa at
Gn

aag
Lys

t ac

Tyr

ttg
Leu
450

aga
Ar g

<210> 8
<211>
<212>
<213>

Val

cat
H s
435

gat

tga

466
PRT

Ounni ngharrel I a echi nul at a

Ala

gcg
Al a

gac
Asp
180

gatga

tgg
Trp

cac
HI 3

gcc
Al a

ttc
Phe
260
tac

Tyr

ct 0
Leu

aat
Asn

act
Thr

ttt
Phe
340

gcc
Ala

aag
Lys

ct 0
Leu

gag
G u

aag
Lys
420

gat
Asp

gtt
Val

Met

acc

245

t cg
Ser

ttt
Phe

caa

G n

ct g
Leu

tQQ
Trp
325

gt c
Val

at 9
Mat

at g
Mat

ggt
(Hy

cac
Hi 3
405
cct
Pro

acc
Thr

gt 0
Val

Leu
150

Val

990
G

909
A] a

aac
Asn

ccc
Pro
230

gcc
Al a

cgc

tt t
Phe

t ac

Tyr

ttt

Tyr

gt 0
Val

cac
H s

ttt
Phe

aag
Lys
215

gat

aat
Asn

a

ASP

Tyr

ggt
G

ttc att
Phe

gt 0
Val

t cg
Ser
295

gag
uPhe G

310

acg
Thr

gt c
Val

aac

Asn

gag
G u

gcc

390

tCt
Ser

caa

G n

ct c
Leu

agc
Ser

cac

H s

ttc
Phe
375
ctt
Leu

gt a
Val

gt 0
Val

gct
Al a

aag
Lys
455

280

Phe

cgc

ct c
Leu

cag
G n

tcg
Ser
360
t ac

Tyr

990

ttc
Phe

aag
Lys

Leu
440
ct 0
Leu

PF58307. t Xt

G V

ct g
Leu

cag
G n
185

ggt
G V

aac
Asn

gat
ASP

tat

Tyr

gcc
A] a
265

990
G V

act
Thr

acc
Thr

ttc
Phe

gcc
A] a
345

990

gag a
Gu

gac

Pro

(Hy

ttt
Phe
170

909
At a

gga
(Hy

act
Thr

acg
Thr

gga
(By
250

gaa
G u

ttt
Phe

gt 0
Val

at g
Mat

at c
I l e
330
acc

410

990
G

gca
At a

Seite 9

Hs
155

tgg
Trp

ttt
Phe

ttc
Phe

cac
H s

gcc
Al a
235
aac
Asn

cac
H s

909
A] a

990
G y

ct t
Leu
315
aat
Asn

acc
Thr

ccc

Pro

cag
G n

t t C
Phe
395

at g
Mat

t gc

acc
Thr

agt
Ser

Ser

aca

300

gt c
Vat

tca
Ser

99C
G

gt c
Vat

gt c
Va!
380

tgc

ccc
Pro

aaa

Lys

Leu

tct
Ser
460

115 of349

Thr

cag

285

agc
Ser

tgg
Trp

t ac

Tyr

ct c
Leu
365

gt c
Val

99C

cgc
Ar g

aaa

Lys

gaa
G u
445
ct 0
Leu

Ser

tgc
Oys

cat
Hi 3
190

ggt
G V

tcc
Ser

ct 0
Leu

ggt
G V

ccc
Pr 0
270

tcg
Ser

aac

Asn

cat
HST

acc
Thr

909
A] a
350
acc
Thr

acc
Thr

990

cac
H S

cac

H s
430

Qt g
Val

aaa

Lys

Val

990
G V
175

acg
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

ct 0
Leu

caa
G n
255
tac

Tyr

tgg
Trp

aag
Lys

tgg
rp

aac

Asn
335
ct t
Leu

caa

G n

gcc
AI a

ct 0
Leu

tac

Tyr
415

Val
160

tgg
Trp

gt 0
Val

tcg
Ser

aac
Asn

tgg
Trp
240

aag
Lys

cag
G n

gcc
A1 a

tea
Ser

atc
He
320

atg

gcc
A] a

gaa
G u

cgc

aac

Asn
400

ct g
Leu

aac at t
Asn

ct g
Leu

aga

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1401
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<400> 8

145

Val

Leu

G n

Asn
385

Tyr

Pro

Leu

Thr

Phe
465

Ser (3y

Lys Ala

Asp Asn
35

G y Ala

Phe Fis

Tyr Val

Val Asn

Ser Leu
115

Pro Phe

G y Leu

Ala Ala

Ala Fis

Asp val
195

Ser Trp

G u Phe

Ser Ala

Arg Tyr
275

G n Ser

Thr Leu

Phe Thr

th Phe

Val Phe
355

Ala G n
370
Val Thr

G n Ile

Lys Val

Tyr Fis
435

Leu Asp
450

Arg

<210> 9
<211> 1398
<212> DWA
<213>

<220>

G n

Tyr
20

Lys

G n

Ala

Y
100

Arg

Ala

Ala

Asp
180
th

Trp

Ffis

Ala

Phe
260

Tyr

Leu

Asn

Thr

Phe
340
Ala

Lys

Leu

G u

Lys
420

Asp

Val

Val
165
Phe

lle

Lys

Thr
245
Ser

Phe

G11

Leu

Trp
325
Val

th

th

Gy

Ffis
405
Pro

Thr

Val

150
Val

Ala

Asn

Pro
230
Ala

Phe

Tyr

Phe
310
Thr

Val

Asn

G u

Ala
390
Fls

G n

Ser

G n

Val

Leu

Lys
135

Tyr

Val

Fis

Phe

Lys
215

Asn

Phe

Val

Ser
295

Leu

Ser

Fis

Phe
375
Leu

Val

Val

Ala

Lys
455

120
vm

Tyr

Fis

Leu
200
his

Ile

Phe

Ile

Leu
280
Phe

Leu

G n

Ser
360

Tyr

Phe

Lys

Leu
440
Leu

G ossonastix chrysoplasta

PF58307.tXt

Lys Arg Ser G u
10

Lys Asn Ala Asp
25
Thr

Fis

Ser

ASP

Ser
105
Thr

Val

Gy

Leu

G n
185

Gy

Asn

Asp

Tyr

Ala G
265

G V

Thr

Thr

Asp Phe

Ile (3y

Ala Tyr
75

FBS Ala

Lys Ala

G u Ciy

Ser Thr

(3 y his
155

Phe Trp

Ala Phe

(3y Phe

Thr Fls

Thr Ala
235

(Hy Asn

u Fls

Phe Ala

Val (Hy

th Leu
315

Ile Asn
330
Thr Thr

th Pro

Ile G n

Trp Phe
395

410

Leu Cys

(3y Thr

Ala Ser

Seite 10

lle

Lys
60
G u

Gy

Phe

Ala

Leu
140
Ser

G n

Ala

Cys

H s
220
Pro

Leu

Val

Thr
300
Val

Ser

Val

Val
380

Pro

Lys

Leu

Ser
460

1160f349

Val

Lys

Ala
45

Asp

Leu

Val

Ala

Phe
125
Ala

Thr

G n

G n
205
Ala

Val

Leu

Leu
285
Leu

Ser

445

Ser

Phe

110
Asn

lle

Ser

rfis
190

Ser

Leu

Pro
270
Ser

Asn

rns

Thr

Ala
350
Thr

Thr

rfis

has
430
Val

Lys

ASP
15
Leu

HiS

335

Ala

Leu

Tyr
415
Asn

Leu

Ser

lle

Pro

Asn
80

th

Ser

Ala

Val
160

Trp

Val

Ser

Asn

Trp
240

Lys

G n

Ala

Ser

lle
320
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<221> CD8

<222> (1)..(1398)

<400> 9

at g
th
1

aag
Lys

ccg
Pro

225
acc
Thr

aac

Asn

CCC a
Pro

ttc
Phe

gcc
Al a
305

gt c
Val

gtg

ggt
Gy

acg
Thr

cag
G n

tat

Tyr
50

gac
Asp

ttc
Phe

ccg
Pro

cgc
Arg

agc
Ser
130

gt g
Val

gt g
Val

gcc
A! a

gac
ASP

gcc
AlaT
210
tac

Tyr

at g
Met

CEC

cgc

aaa

Lys

ct g
Leu

cac

195

gag
G u

ccc
Pro

ct a
Leu

Ctt
Leu G
275
ttc
Phe

cag
G n

t ac

Tyr

gcc

998
Gy

ccc
Pro
20

9C9
AlaT

gac
Asp

acc
Thr

gac
ASP

ct 0
Leu
100

ct g
Leu

ttc
Phe

tgg
Trp

gct
At a

gac
Asp
180

gcc
Ala

tgg
Trp

tcg
Ser

ct (2
Leu

tcc
Ser
260

ggo

tcc
Ser

ct c
Leu

gco
Al a

ctg

990
Gy
5

aag
Lys

tgg
rp

cac
Hs

gac
ASP

aag
Lys
85

oag
G n

cga
ATQ

t ac

Tyr

990
G y

ct 0
Leu
165
ttc
Phe

ggt

aag
Lys

cag
G n

ct c
Leu
245

C99
ATQ

ct c
Leu

aac

Asn

gt 9
Val

tgg
Trp
325

909

a

Gy

ng

ttt
Phe

at g
Mat

000
Pro

gt 0
Val
70
ttc
Phe

aag
Lys

gt 0
Val

acc
Thr

ct 0
Leu
150

Phe

aac

000
Pro
230

gcc
AlaT

tgg
Trp

gcg
Al a

ccg
Pro

acc
Thr
310

gt 0
Val

ttc

CEC

aag

215

gac

Phe

ttc

gcc

cac

120

aag

ctg
Leu G

909
Al a

cac
H s

at c
| I e
200
cac
H s

gcc
Al a

tcg
Ser

gt 9
Val

ctc
Leu
280

gca
Al 3

ccc
Pr 0

gcc
Al a

ttc

PF58307. t Xt

Gy

gag
G u
25
cac

Hs

ct g
Leu

gcg
Al a

ggc
G

tcc
Ser
105

aag
Lys

gt g
Val

ggg

ct 0
Leu

cag
G n
185

ggC

aac
Asn

gcc
Al a

ct g
Leu

tcc
Ser
265

tcg
Ser

tgg
Trp

ct g
Leu

ct c
Leu

gtg

gct
A1 a
10

gag at
G u

aac

Asn

gtg a
Val

ttC
Phe

gt g
Val
90

cag
G n

aag
Lys

ct 0
Leu

t cg
Ser

ttC
Phe
170

gt C
Val

aac
Asn

aco
Thr

gac
ASP

cgc
Ar g
250
cac

HI 3

tgg
Trp

aag
Lys

Hg

gtc

cac

75

gt g
Val

gcc
Al a

gcc
AlaG

tcg
Ser

gac
ASP
155

tgg
Trp

ttc
Phe

gt 9
Val

cac
H s

990
G y
235

at 9
Met

cag
G n

CtC

QQC

cag
G n

gt g
Vat

ttt
Phe
60

ccg
Pro

gac

agc
Ser

ggc

acc
Thr
140
cac
H s

cag
G n

cag
G n

tgg
Trp

cac
H s
220

gat

gcc
Al a

gcc
Al a

gag
uLeu G

acg
Thr

gag
uLeu G

tgc
Cys
330

gcc
Seite 11
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909
Al a

acc

aag
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QQC

aag
Lys

t ac

Tyr
45

ago
Ser

000

Pro

agc
Ser

ttc
Phe

at g
Met
125

ct g
Leu

ttc

cag
G n

aac
Asn

cag
G n
205

tcg
Ser

ccg
Pr 0

aag
Lys

ttc
Phe

ggg
G
285
aac

As n

gcc
AlaG

acg
Thr

acc

gaa
G u

cat
Hi S
30

gat

cac
Hi 3

tcg
Ser

aag
Lys

gag

110

(Qn—r og”Q (Q(DOC
2 m

98

,_.. (Q (00"<""
O

E9986%Q ‘(Q"<OO(Q(Q

QB33%3??0DO'00
s

270
tcc
Ser

ctt
Leu

990

990

ago

909
Ala
15

cgc

gt g
Val

909
A] a

909
Al a

990

aag

aag

gag
G u

acg
Thr

t cc
Ser

9393
ttc
Phe
80

t cg
Ser

gca
Al a

gcc
A] a

tgc

cac
HI 3
160

tgg
Trp

cac
HI 3

tcc
Ser

aac
Asn

gac

240

gac

ttc
Phe

tcc
Ser

gt a
Val

ct g
Leu
320

ct g
Leu

Ctt

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056
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PF58307.txt

Val Arg Ala Leu Ala Phe Phe Phe Val Ala Thr Cys Thr Ser Gly Leu
340 345 350

etc etc gcc atc gtc ttc ggc ctc ggc cac aac ggc atg gcg ctc tac 1104
Leu Leu Ala lle Val Phe Gy Leu Gly Hrs Asn Gly Mat Ala Leu Tyr

355 360 365

gag gcc aat gcc cgg ccg gac ttc tgg aag ctc cag gtg acc acc acg 1152
u Ala Asn Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu Gn Val Thr Thr Thr

370 375 380

cgg aac atc acc ggc ago 000 ttt gtg cac tgg ttc tgc ggc ggc etc 1200
Arg Asn Ile Thr Gy Ser Pro Phe Val Hrs Trp Phe Oys Gly Gy Leu
385 390 395 400

cag ttc cag gtg gag cac cac ctc ttc ccc tcg ctg ccc cgg cac aac 1248
Gn Phe Gn Val Gu H3 H3 Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn

405 410 415

etc 000 cgg gcc cac gag atc gtg acg gcc ttc tgc aag gag cag ggc 1296
Leu Pro Arg Ala l-is Gu lle Val Thr Ala Phe Cys Lys Glu Gln Gy

420 425 430

gtc aag tac cac gag gcc gac ctc ctt acc ggg acc aag gag at
Val Lys Tyr Hrs Glu Ala Asp Leu Leu Thr Gy Thr Lys Gull

435 440 445

tcg tgc ttg tcg gag gta acg acg gag ttc ctc gac gag ttc cca gcc 1392
Ser Cys Leu Ser Glu Val Thr Thr Glu Phe Leu Asp Gu Phe Pro Ala

450 455 460

atg taa 1398
Met
465

t ctt 1344
e Leu

<210> 10
<211> 465
<212> PRT

<213> GI ossonnst i x chrysopl ast a

<400> 10

MatGyLysGyGyArgAspAlaGlyAlaVal GlyGlyGluAIaGu
1 5 1 0

Lys Thr Leu Pro Lys Phe Thr Leu Glu Glu lle Gn Lys l-fis Arg Thr
20 25 30

Pro Gln Asp Ala Trp Met Val H3 H3 Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser
35 40 45

AsnTeratAspl—fis ProGyGyLeuVal llePheSerHisAlaGy
50 55 60

Asp Asp Met Thr Asp Val Phe Ala Ala Phe Hs Pro Pro Ser Ala Phe
65 70 75 80

Asn Phe Met Asp Lys Phe Leu Ile Gly Val Val Asp Ser Lys Gy Ser
85 90 95

SerProGlnLeanLysAspAlaSerGnAlaSerPheGluLysAla
100 105 110

Tyr Arg Asn Leu Arg Val Gln Leu Lys Lys Ala Gy Met Phe Lys Ala
115 120 125

Ser Ser Leu Phe Tyr Thr Tyr Lys Val Leu Ser Thr Leu Al a Leu Oys
130 135 140

Leu Val Ser Trp Gly Leu Val Leu Gly Ser Asp Hs Phe Gly Val HS
145 150 155 160

Leu Val Gly Ala Leu Phe Leu Ala Leu Phe Trp Gln Gln Cys Gly Trp
165 170 175

LeuAlaHsAspPheLeuHsHsGanal PheGnAsnArgAlal-lls
180 185 190

GlyAspLeuAlaGlylleMetIleGlyAanalTrpGlnGlyPheSer
195 200 205

Val Ala Trp Trp Lys Asn Lys Hs Asn Thr H3 H3 Ser Val Pro Asn
210 215 220

Leu Tyr Glu Ser Gln Pro Asp Ala Ala Asp Gly Asp Pro Asp lle Asp
225 230 235 240

Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp Ser Leu Arg Met Al a Lys Asn Ala Asp
245 250 255

Asn Ala Leu Ser Arg Trp Phe Val Ser Hrs Gln Ala Phe Cys Tyr Phe
260 265 270

ProlleLeuGlyLeuAlaArg Leu SerTrp LeuGluGlySerPhe Ser
Seite 12

118 of 349 CSIRO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 1005119 of 349

Phe

305
vm

vm

Leu

385
G11

Leu

vm

Ser

th
465

<210>
<211>
<212>
<213>

Va
290

Lys

PIS

Leu

Ala
370

g Asn

Phe

Pro

Lys

450

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
th
1

ttg
Leu

aag
Lys

tac

Tyr

acc
Thr
65
caa
G n

ccg
Pro

gga
G

tcg
Ser

tgg
Trp
145
cac a
H s

gga
G

11
1455
DwA
Thalassiosira

275
Phe

Tyr

Ala

Ala
355
Asn

Ile

G11

Tyr
435
Leu

CD8

(1)..(1455)

11
aaa

Lys

ttg
Leu

atc
Ile
35

gtc
vm

gcc
Ala

tCt
Ser

agt
Ser

cgt
Arg
115

aag
Lys

gtg
vw

gga
G y

Ser

Leu

Ala

Leu
340
lle

Ala

Thr

vm

Ala
420
His

Ser

Asn

vm

gga
G y
5

gag
G11

000

Pro

aac
Asn T

gac
ASP

900
Ala
85

gag
G11

tta
Leu Ar

tat

Tyr

gtg
vm

g gct
Ala

Pro

Thr
310
vm

Phe

Phe

Pro

Ser
390
PIS

G u

Ala

vm

280
Ala

Pro

Ala

Phe

Leu
360
Phe

Phe

Leu

vm

Leu
440
Thr

pseudonana

gac

aag
Lys

gac

tgg
rp

gac

7O

atg
th

cat

099

tat

Tyr

gcc
Ala
150
etc
Leu

gca
Ala

cog
Pro

gat

tac

Tyr
55

atg

atg
th

aag
Lys

gcc
Ala

gca
Ala
135

atg
th

Leu

Ala

cag
G11

gcc
Ala
40

gac

acg
Thr

aag
Lys

gat

aag
Lys
120
tac

Tyr

gtg
vw

Leu

PF58307.tXt

Trp

Leu

Leu

vw
345

Gy

Trp

vm

Phe

Thr
425
Leu

gca
Ala

aag
Lys
25

tgg
Trp

cac
ris

gac

aag
Lys

caa
G11
105
Ctt
Leu

aag
Lys

tac

Tyr

gga

Lys

Leu

Cys
330
Ala

Ffis

Lys

Ffis

Pro
410
Ala

Thr

Phe

gct
Ala
10
tac

Tyr

gta
vm

000

Pro G

atc
Ile

ttt
Phe
90

aga
Arg

gtc
vm

tgc

tac

Tyr

Leu

Seite 13

Thr

G11
315
Ala

Thr

Asn

Leu

395
Ser

Phe

Leu

acc
Thr

act
Thr

gtc
vm

ggt

ttc
Phe
75
tac

Tyr

cag
G11

atg
th

tcg
Ser

tcg
Ser
155
ttc
Phe

Lys
300
G n

380

p Phe

Leu

460

1190f349

285
Asn

Ala

Thr

Thr

th
365
vm

Pro

Lys

Lys
445

cgt
Arg

cag

agt
Ser

gag
uG n G

caa

G11
45

gcc
Ala

gcc
Ala

gga
G

gat

ggg
G
125
aat
Asn

agt
Ser

cag
G n

30
aac

Asn

th
vm

ttc
Phe

gat

ttc
Phe
110

atg
th

atg

ttg
Leu

cag
G n

Leu

Ser
335

Leu

Thr

H s
415
G n

119

Pro

tgt
Cys

vw

Leu
320
Leu

Leu

Tyr

Thr

Leu
400
Asn

Leu

Ala

gca
Ala

aag
Lys

gtc
vm

ttc
Phe

900
Ala
80
att
lle

aag
Lys

aag
Lys

atg

atg
th
160

gga
G y

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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909
Ala

aag
Lys

cat
kls
465
ttc
Phe

ctt
Leu

gga

atg
WEI
210

Leu

acc
Thr

909
Ala

gat

195

cag

CEIC

gag atc
G u

ttc
Phe

tgg
Trp
290

gag
G u

Leu G

tCt
Ser

ttc
Phe

Leu G
370
ttc
Phe

ggc att
G

caa
G n

aag
Lys

tac

Tyr
450
ctc
Leu

cct
Pro

<210> 12
<211> 48
<212>
<213>

<400> 12

355

gga

4
PRT
Thalassiosira

cac
His
180
ctc
Leu

tgg
Trp T

aac

Asn

cca
Pro

aat
Asn
260

gca
Ala

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gga
C}
340

gcc
Ala

cac
Ffis

caa
Gli

ccc
Pro

gat
Asp
420
cac
HiS

gag
GlJ

aag
Lys

atg

Phe

gaa
G u

aag
Lys

ctt
Leu
325
ttt
Phe G

aca
Thr

aac
Asn G

ctc
Leu

caa
Gr1
405
cac
Fis

aag
Lys

gct
Ala

gtg
vm

taa

ttt
Phe

ctt
Leu

ggc atc

aag
Lys

tcc
Ser
230
ctt
Leu

gga
G

aca
Thr

tcc
Ser

aac

215

aag

Leu G
310

gga a

gga

tgc

ggt

caa
G n
390
ttc
Phe

cac

ctt
Leu

gat

tcg
Ser
470

375

Val

ttt
Phe

ctc
Leu

gtg
Val

atg

455

gat

cac
his

ttt
Phe
200

aag
Lys

gac

tgg
Trp

gac

ttc
Phe
280
aaa

Lys

PF58307.tXt

cac
Fis
185

tQQ
Trp

cac
PIS

agt
Ser

agt
Ser

agt
Ser
265
CCC a
Pro

act
Thr

gag
uLeu G

acc
Thr

tgg
Trp

tcg
Ser
360
tca
Ser

acc
Thr

th
vw

ttc
Phe

gag
G u
440

tQQ
Trp

gat
ASP

pseudonana

ctt
Leu

tCt
Ser
345

gga
G y

gtg
Va

act
Thr

gat
Asp T

ccc
Pro
425
tca
Ser

gat

ttc
Phe

170
caa

G|1

gga
(Hy

aat
Asn

cag
G|1

ctc
Leu
250
acc
Thr

cac
Ffls
330
ctt
Leu

ctt
Leu

tac

Tyr

aca
Thr

tgg
rp

410

atg

ttc
Phe

ggt

ctt
Leu

gtc
vm

gat
ASP

ggc
G y

gat
Asp
235

aag
Lys

ttc
Phe

ctc
Leu

ttc
Phe

cgt
Arg G
315
tac

Tyr

cca
Pro

ttt
Phe

ctc
Leu

cac
H S
220

ggt
G y

cag
G n

gtc
Va

ctc
Leu

gga
G y
300

gga
y

act
Thr

tat

Tyr

ctc
Leu

gcc
Ala
380
aac
Asn

tgc
Cys G

cct
Pro

aag
Lys G

gtg
Va
460

gag
G u

Seite 14
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aag
Lys

atg
th
205
cat
HiS

gat
ASP

gct
Ala

aag
Lys

ttg
Leu
285
ctc
Leu

ctt
Leu

tQQ
Trp

tcc
Ser

gca
Ala
365
acc
Thr

caa

G n
190

cag
G n G

gct
Ala

ccc

Pro

cag

270

atc att
lle

ggt

aga
Arg

gag
u

445

gaa
G u

atg
hbt

y G

tgg
Trp G

gtg
Va

gtg
Va

255

Ala

cgc a

gct
Ala

tac

Tyr

ttc
Phe
335

aag
Lys

aag
Lys

ttc
Phe

ccc
Pro

att
lle
240
ttc
Phe

cca

320

val

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1455
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PF58307.txt

MetGyLysGyGyAspAlaAlaAlaAlaThr LysArgSerGyAla
1 5 10 15

Leu Lys Leu Ala G u Lys Pro G n Lys Tyr Thr Trp G n G u Val Lys
20 25 30

LysHslleThr Pro Asp Asp Ala Trp Val Val Hs Gn Asn Lys Val
35 40 45

Tyr Asp Val Ser Asn Trp Tyr Asp Hs Pro Gy Gy Ala Val Val Phe
50 55 60

ThrHsAlaGyAspAspMetThrAspllePheAlaAlaPhel—isAla
65 70 75 80

GnGySeanAlaMatMetLys Lys PheTyrlIeGyAspLeulle
85 90 95

Pro Gu Ser Val Gu Hs Lys Asp Gn Arg Gn Leu Asp Phe Gu Lys
100 105 110

Gy Tyr Arg Asp Leu Arg Ala Lys Leu Val Met Mat Gy Mat Phe Lys
115 120 125

Ser Ser Lys Mat Tyr Tyr Ala Tyr Lys Q/s Ser Phe Asn Mat le Mat
130 135 140

Trp Leu Val Ala Val Al a Met Val Tyr Tyr Ser Asp Ser Leu Ala Met
145 150 155 160

Hs lle Gy Ser Ala Leu Leu Leu Gy Leu Phe Trp Gn Gn Cys Gy
165 170 175

Trp Leu Ala HIS Asp Phe Leu H3 H5 Gn Val Phe Lys Gn Arg Lys
180 185 190

TyrGyAspLeuVal GyllePheTrpGyAspLethGnGyPhe
195 200 205

Ser Met Gn Trp Trp Lys Asn Lys Hs Asn Gy H5 H3 Ala Val Pro
210 215 220

AsnLeuHsAsnSerSerLeuAspSeanAspGyAspProAsplle
225 230 235 240

Asp Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp Ser Leu Lys Gn Ala Gn Ser Phe
245 250 255

ArgGulleAsn LysGyLys Asp Ser Thr Phe Val Lys Tyr Alalle
260 265 270

Lys Phe Gn Ala Phe Thr Tyr Phe Pro lle Leu Leu Leu Ala Arg lle
275 280 285

Ser Trp Leu Asn Gu Ser Phe Lys Thr Ala Phe Gy Leu Gy AlaAla
290 295 300

Ser Gu Asn Ala Lys Leu Gu Leu Gu Lys Arg Gy Leu Gn Tyr Pro
305 310 315 320

Leu Leu Gu Lys Leu Gy lle Thr Leu Hus Tyr Thr Trp Met Phe Val
325 330 335

Leu Ser Ser Gy Phe Gy Arg Trp Ser Leu Pro Tyr Ser lle Mat Tyr
340 345 350

Phe Phe Thr Ala Thr Cys Ser Ser Gy Leu Phe Leu Ala Leu Val Phe
355 360 365

Gy Leu Gy HIS Asn Gy Met Ser Val Tyr Asp Ala Thr Thr Arg Pro
370 375 380

Asp PheTrp Gn Leu Gn Val Thr Thr Thr ArgAsnllelle Gy Gy
385 390 395 400

HsGyIleProGnPhe PheValAspTerheCysGyGyLean
405 410 415

Tyr Gn Val Asp H5 H3 Leu Phe Pro Met Met Pro Arg Asn Asn lle
420 425 430

Ala Lys (313 Hrs Lys Leu Val GuSer Phe Cys Lys Gu Trp Gy Val
435 440 445

LysTyrHs GuAlaAspMet TrpAspGyThr Val GuVal Leu Gn
450 455 460

Hs Leu Ser Lys Val Ser Asp Asp Phe Leu Val G u Met Val Lys Asp
465 470 475 480
Phe Pro Ala Mat

<210> 13
<211> 1446
<212> [NA

<213> Marchantia polyrrorpha
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<220>
<221>
<222>

<400> 13

atg
th
1

tgg
Trp

gag
Gu

909
Ala

ttc
Phe
65

tgg
Trp

acg
Thr

acg
Thr

cag
G n

ct 9
Leu
145
ct a
Leu

ttt
Phe

tat

Tyr

caa

G n

aac
Asn
225

900
Al a

cac
HsAI

gac a

acc
Thr

ct 9
Leu
305

agt
Ser

gcc
A1 a

tcg
Ser

cag
G n

gcg
A! a
50

ttg
Leu

atc
He

cat

Val
290
t to
Phe

tgg
Trp

CDS

(1)..(1446)

tcg
Ser

aaa

Lys

cag
G n
35

cag
G n

acc
Thr

gtc at
Val

ccg
Pr 0

tot
Ser
115

ct 9
Leu

aag
Lys

aag
Lys

att
He

969
Al a
195

gga

tcg
Ser

990

900
Al a

gac

275

gac

ttc
Phe

gcc
Al a

tee
Ser

tgg
Trp
20

cag
G n

cag
G n

acg

260
acc
Thr

gac

ccg
Pro

cac
HI 3

acc
Thr
5

990
G y

cag
G n

gag
G u

gag
G u

aac
Asn
85

990
G y

aag
Lys

atc
Ile G

t ac

Tyr

agt
Ser
165

gcc
AI a

Leu

tta
Leu

aac
Asn

agc
Ser
245
aac
Asn

gt 9
Val

caa

G n

ct 0
Leu

gcc
AI a
325

acc
Thr

acc
Thr

cag
G n

aaa

Lys

gag
G u
70

gac

cct
Pr 0

Val

993

cga
Q

150
aaa

Lys

gcc
Al a

tgc

tcg
Ser

acg
Thr
230

gt 9
Val

gaa
G u

000

Pr 0

ttc
Phe

ct 0
Leu
310

agc
Ser

acc
Thr

990

cag
G n

tcc
Ser
55

gt 9
Val

aag
Lys

gtg at
Val

ttc
Phe

get

135

gac

gcc
Al a

agc

cag

He

cac

120

200

PF58307. t Xt

gt g
Val

aac
Asn
25

agC
Ser

agt
Ser

aag
Lys

tac

Tyr

ttc
Phe
105
tcc
Ser

tac

Tyr

399

tac

Tyr

gca
AI a
185
HO
Phe

Phe

990
G

99C
G

aag
Lys
250

aag
Lys

tgg
Trp

caa

agc
Ser

CCC

tct
Ser

ttc
Phe

gag
uPro G

gaa
G u

gac

75

gt 9
Val

g Gag

aag

cac

235
acc
Thr

t at

Tyr

agc
Ser

atc atc
He

aga
Ar g

at 9
Met
330

ttc
Phe
315
cct
Pro Ar

tcc
Ser
60
aat
Asn

agc
Ser

gcc
AlaG

909
Al a

gag
G u
140
ttc
Phe

aag
Lys

9C9
Al a

get
Al a

cac

H s
220
ttc
Phe T

aag
Lys

cag
G n

aag
Lys

agc
Ser
300

agc
Ser

099
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tcg
Ser

cac

H: s

000
Pr 0

gaa
G u
285

gt 9
Val

tgg
Trp

t ac

Tyr
at g
Met

acc

ct 9
Leu

aag
Lys

000
Pr o

990

tgc

80

aag
Lys

900
A1 a

ct 0
Leu

gag
G u

cag
G n
160
aat
Asn

acg
Thr

cag
G n

gag
G u

ttc
Phe
240
cac

H s

000
Pro

900
A1 a

Ctt
Leu

tcg
Ser
320

tgg
Trp

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960
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gtc tgt
Val Cys
465

gta tag
VaI

<210> 14

aag
Lys

t ac

Tyr
355

ct 9
Leu

99C
G

acc
Thr

gga
G

399

435

aag
Lys

cgt

<211> 481
<212> PRT

<213> Marchanti a pol yrmrpha

<400> 14

gcc
Ala
340
att
IIe

ttt
Phe

atg
th

tcg
Ser

99C
C]
420
cac

HiS

cac

I—IIsG

gt 0
VaI

Met AIa Ser Ser
1

Trp Ser

Gu Gn

AIaAIa
50

Phe Leu
65

Trp IIe

Thr Fls

Thr Asp

G n Asp
130

Leu VaI
145
Leu Phe

Phe AI a

Tyr Leu

G n Cys

Asn Arg
225
AIaGn

Lys

G n
35
G n

Thr

VaI

Pr 0

Ser
115
Leu

Lys

Lys

Tr p
20
G n

G n

VaI

I I e

G y
100
Phe

Tyr

Asp

Ser

Leu
180
VaI

Tr p

Leu

Tyr

aac

Phe

Thr
5

G y

G n

G u

G u

Asn
85

G y

Lys

I I e

Tyr

Ser
165
Al a

Leu

Leu

Asn

Ser

ct c
Leu

ccc
Pr 0

990

gt 9
Val
390

aga

aac
AsnAr

ct c
Leu

Leu

aat
Asn
470

Thr

Thr

G n

Ser

Thr
230
VaI

CtC
Leu G

IIe

gct
AI a
375
t ac

Tyr

999

ccc
Pr 0
360

ct g
Leu

aac
Asn

aac atc
Asn

agg

gcc
Al a

cat
H s
455

099

Thr

G y

G n

Ser
55
Val

Lys

VaI

Phe

ASP
135

ASP
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PF58307.txt

LeuAlalleVal PheAlaMatAansAsnGyMatProValTyrSer
355 360 365

ccc gaa gaa gca aac cat acc gag ttt tat gaa ttg cag tgt atc act 1152
ProGuGuAlaAansThrGuPheTyrGuLeanOyslleThr

370 375 380

ggt cgc gat gtc aac tgc act gta ttt ggc gat tgg ctc atg ggt gga 1200
GyArg Asp Val Asn Cys Thr Val Phe Gy Asp Trp Leu Mat Gy Gy
385 390 395 400

ttg aat tat caa att gag cac cat ctt ttc ccc gaa atg cct cga cat 1248
Leu Asn Tyr Gn lle Gu Hs Hs Leu Phe Pro Gu Mat Pro Arg H3

405 410 415

cat tta tcc aag gtg aaa tcc atg gtc aaa ccc att gct caa aag tat 1296
Hs Leu Ser Lys Val Lys Ser Mat Val Lys Pro lle Ala G n Lys Tyr

420 425 430

aat atc cct tac cat gat acc aca gtc att ggt ggt acc att gaa gtc 1344
AsnlleProTyr HsAspThr Thr Val lleGyGyThrlleGuVal

435 440 445

ttgcaa accttg gat ttt gtt caa aag att tcg cag aaattc agc aaa 1392
Leu G n Thr Leu Asp Phe Val G n Lys lle Ser G n Lys Phe Ser Lys

450 455 460

aaa atg ctc taa 1404
Lys Mat Leu
465

<210> 18
<211> 467
<212> PRT
<213> MJcor rouxll

<400> 18

Met Ser Ser Asp Val Gy Ala Thr Val Pro Hs Phe Tyr Thr Arg Ala
1 5 10 15

Gu Leu Ala Asp lle Hs Gn Asp Val Leu Asp Lys Lys Pro Gu Ala
20 25 30

Arg Lys Leu lle Val Val G u Asn Lys Val Tyr Asp lle Thr Asp Phe
35 40 45

Val PheAspl—llsProGyGyGuArgVal Leu LeuThanGuGy
50 55 60

Arg Asp Ala Thr Asp Val Phe Hs Gu Mat Hs Pro Pro Ser Ala Tyr
65 70 75 80

Gu Leu Leu Ala Asn Oys Tyr Val Gy Asp Cys Gu Pro Lys Leu Pro
85 90 95

He Asp Ser Thr Asp Lys Lys Ala Leu Asn Ser Ala Ala Phe Ala Gn
100 105 110

Gu lle Arg Asp Leu Arg Asp Lys Leu Gu Lys Gn Gy Tyr Phe Asp
115 120 125

Ala Ser Thr Gy Phe Tyr e Tyr Lys Val Ser Thr Thr Leu Leu Val
5
e

CyslleVal Gy Leu Ala Leu Lys AlaTrpGyArgGuSerThr
145 150 155 160

LeuAlaVal PhelleAlaAlaSerLeuVal GyLeu PheTrpGnGn
165 170 175

CysGyTrpLeuAlaHsAspTyrAlaHlsTyrGnVal lleLysAsp
180 185 190

Pro Asn Val Asn Asn Leu Phe Leu Val Thr Phe Gy Asn Leu Val G n
195 200 205

Gy Phe Ser Leu Ser Trp Trp Lys Asn Lys HsAsn Thr His His Ala
210 215 220

SerThr AanalSer GyGuAspProAsplleAspThrAlaProlle
225 230 235 240

Leu Leu Trp Asp Gu Phe Ala Val Ala Asn Phe Tyr Gy Ser Leu Lys
245 250 255

Asp Asn Ala Ser Gy Phe Asp Arg Phe lle Ala Gu Hus lle Leu Pro
260 265 270

Tyr G n Thr Arg Tyr Tyr Phe Phe lle Leu Gy Phe Ala Arg Thr Ser
275 280 285

TrpAlalleGnSerllelleTyrSerPheLysAsnGuThrLeuAsn
290 295 300
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Trp
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Trp
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305

385
Val
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Val
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<210>
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Thr

370
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35
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180
Leu
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260
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Ala
340
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420
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000
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310

Trp
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Trp
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PF58307.txt

Leu Ala Fls AspTrp

H S
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Ser

345
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Pro

G n

Leu
425
Val

H S
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aag
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25
tat
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170
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Val G n
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235

G u Leu
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Ser Trp

Ser G u
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315

Val Ser
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(3y Leu
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(3y Pro
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ttt act
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aag gat
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gat gtc
Asp Val

acg cac
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gag got
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75

gag agc
GIJ Ser
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Trp

cys
220
Pro

G n

G n

Leu

Asn
300
G u

Ser

Thr

G y

Trp
380
Phe

Val

Thr

PIS

460
Ala
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1360f349

Trp
205
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Leu

Ala

Ser

Asn
285
Ala

Lys

Ala

Ffls
365

Phe
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Trp
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290
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370
aac
Asn
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PF58307.tXt
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PF58307. tXt

AlaAlaSerLys MatGlyLysAlaGln
450 455

<210> 26
<211> 457
<212> PRT
<213> Nbrti erella isabellina

<400> 26

Mat Ala Ala Ala Pro Ser Val Arg Thr Phe Thr Arg Ala Gu lle Leu

AsnAlaGuAlaEeu AsnGluGyLys I133 AspAlaGuAlaPrso Phe
Leu Met Ile l2loe Asp Asn Lys Val $15” Asp Val Arg Gu gge Val Pro
Asp Hs (Iago Gly Gly Ser Val ltPe Leu Thr Hs Val 85y Lys Asp Gy
Thr Asp Val Phe Asp Thr PheHs Pro Glu Ala Ala Trp Glu Thr Leu
65 70 75 80

AlaAsn PheTyr Val GyAsleeAspGluSer AspArgAlallseLys85 90 9

Asn Asp Asp Phe Ala Ala Glu Val Arg Lys Leu Arg Thr Leu Phe Gln
100 105 110

Ser Leu Gy Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Ala Tyr Tyr Ala Phe Lys Val
12

Ser Phe Asn Leu Cys lle Trp Gy Leu Ser Thr Phe lle Val Ala Lys
130 135 140

Trp Gly Gn Thr Ser Thr Leu Ala Asn Val Leu Ser Ala Al a Leu Leu
145 150 155 160

Gy Leu Phe Trp Gln Gn Q/s Gy Trp Leu Ala Hs Asp Phe Leu HIS
165 170 175

Hs Gln Val Phe Gln Asp Arg Phe Trp Gly Asp Leu Phe Gly Ala Phe
180 185 190

Leu Gly Gly Val CysGlnGly Phe Ser Ser Ser TrpTrp Lys Asp Lys

HsAsnThrl—lrsl—isAlaAlaProAanal HsGyGuAspProAsp
210 215 220

lleAspThr Hrs Pro Leu Leu Thr Trp Ser Gu Hs Ala Leu Glu Met
225 230 235 240

Phe Ser Asp Val Pro Asp Gu Gu Leu Thr Arg Met Trp Ser Arg Phe
245 250 255

Met Val Leu Asn Gln Thr Trp Phe Tyr Phe Pro lle Leu Ser Phe Ala
260 265 270

Arg Leu Ser Trp Cys Leu Gln Ser lle Leu Phe Val Leu Pro Asn Gy
275 280 285

GnAlaHsLys ProSerGyAlaArgVal ProlleSerLeuValGu
290 295 300

G n Leu Ser Leu Al a Val H s Trp Thr Trp Tyr Leu Al a Thr Met Phe
305 310 315 320

Leu Phe Ile Lys Asp Pro Val Asn Met Mat Val Tyr Phe Leu Val Ser
325 330 335

GnAlaVal CysGlyAsn Leu LeuAlalleVal PheSerLeuAanIs
340 345 350

Asn Gly Mat ProVal lle Ser Lys Glu Glu AlaVal Asp Mat Asp Phe
355 360 365

PheThr LysGlnllelleThrGyArgAspVal HsProGlyLeu Phe
370 375 380

AlaAsnTerheThrGlyGlyLeuAsnTyrGnlleGuHsHsLeu
385 390 395 400

Phe Pro Ser Met Pro Arg Hs Asn Phe Ser Lys lle Gn Pro Ala Val
405 410 415

G u Thr Leu Cys Lys Lys Tyr Gy Val Arg Tyr Hs Thr Thr Gly Mat
420 425 430

lleGluGyThrAlaGuVal PheSerArgLeuAsnGuVaI SerLys
435 440 445

AlaAlaSerLysMatGyLysAlaGln
450 455
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<210> 27
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<222>
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PF58307.txt

G n Leu Ser Leu Ala Met Hs Trp Thr Trp Tyr Leu Ala Thr lVet Phe
305 310 315 320

ttg ttc att aag gac ccc gtc aac atg atg gtg tac ttt ttg gtg tct 1008
Leu Phe Ile Lys Asp Pro Val Asn Met Met Val Tyr Phe Leu Val Ser

325 330 335

cag gct gtt tgc ggt aac ctgttggcg att gtgttctcg ctc aac cac 1056
GnAlaVal CysGyAsn Leu LeuAlalleVal PheSerLeuAsnl-lls

340 345 350

aac ggt atg cct gtg atc tcc aag gag gaa gcc gtc gac atg gat ttc 1104
Asn Gy Met Pro Val lle Ser Lys Gu Gu Ala Val Asp Mat Asp Phe

355 360 365

ttc acc aag cag atc atc acg ggt cgt gat gtt cac cct ggt ctg ttc 1152
PheThrLysGlnllelleThrGyArgAspVal HsProGlyLeu Phe

370 375 380

aac tgg ttc acg ggt gga ttg aac tac cag att gag cac cac ttg 1200
AsnTerheThrGyGyLeuAsnTyrGnlleGul—isl—isLeu

0 395 400

cct tcg atg cct cgc cac aac ttt tca aag atc cag cct gct gtc 1248
Pro Ser Met Pro Arg Hs Asn Phe Ser Lys lle Gn Pro Ala Val

405 410 415

acc ttg tgc aaa aag tat ggt gtc cga tac cac acc act ggc atg 1296
Thr Leu Cys Lys Lys Tyr Gy Val Arg Tyr Hs Thr Thr Gly Met

420 425 430

gag gga act gca gag gtc ttt agc cgt ttg aac gag gtc tcc aag 1344
Glu Gy Thr Ala Gu Val Phe Ser Arg Leu Asn Gu Val Ser Lys

435 440 445

gcc tcc aag atg ggt aag gcg cag taa 1374
Ala Ser Lys Mat Gy Lys Ala Gn
450 455

(QQB)D'H'GJ
CO

”'93 —:—c- (DO

(Q
20 NO

<210> 28
<211> 457
<212> PRT

<213> lVbrti erella a| pi na

<400> 28

Mat Ala Ala Ala Pro Ser Val Arg Thr Phe Thr Arg Ala Glu lle Leu

AsnAlaGuAlaEeu AsnGuGyLys I133 AspAlaGuAlaP'rso Phe
Leu Met Ile l2Pe Asp Asn Lys Val $35M Asp Val Arg Gu gga Val Pro
Asp Hs r330 Gly Gly Ser Val We Leu Thr Hs Val 35y Lys Asp Gy

Thr Asp Val Phe Asp Thr PheHs Pro Gu Ala Ala Trp Glu Thr Leu
65 70 75 80

AlaAsn PheTeralGyAsplleAspGluSerAspArgAlalleLys
85 90 95

Asn Asp Asp Phe Ala Ala Gu Val Arg Lys Leu Arg Thr Leu Phe Gn
100 105 110

Ser Leu Gly Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Ala Tyr Tyr Al a Phe Lys Val

Ser Phe Asn Leu Cys lle Trp Gy Leu Ser Thr Phe lle Val Ala Lys
130 135 140

TrpGyGnThr Ser Thr Leu Ala Asn Glu Leu Ser Ala Ala Leu Leu
145 150 155 160

Gy Leu Phe Trp Gln Gn Arg Gly Trp Leu Ala Hs Asp Phe Leu HS
165 170 175

Hs Gln Val Phe Gln Asp Arg Phe Trp Gly Asp Leu Phe Gly Ala Phe
180 185 190

Leu Gy Gy Asp Cys Gn Gy Phe Ser Ser Ser TrpTrp Lys Asp Lys
195 200 205

HsAsnThrHIsl—isAlaAlaProAanalHsGyGuAspProAsp
210 215 220

lleAspThrHIs Pro Leu Leu Thr Trp Ser Gu Hs Ala Leu Glu Met
225 230 235 240

Phe Ser Asp Val Pro Asp Gu Glu Leu Thr Arg Met Trp Ser Arg Phe
245 250 255
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QQC
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420
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990
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989
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280

9t9
vm

909
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40
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gag at
GIJ

cgc

aag
LyS
120
etc
Leu

ttc
Phe

CtC

PF58307.tXt

Tyr
265
lle

Arg

Thr
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LyS

acc
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25

gac

gcc
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ttc

Phe
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410
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Arg
10

909
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939
GlJ

939
GIJ G
90
aac

atg
th

agc
Ser

aac

Asn

taC
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Phe Val

Pro lle
300
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315

Val Tyr

Val Phe

Ala Val

Val PIS

G n lle
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LyS lle

Tyr PIS
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Val Ala Gy Val He Met Gly Leu Phe Tyr Gn Gln Ser Gly Trp Leu
165 170 175

gcg cac gac ttc ttg cac aac cag gtg tgc gag aac cgc acg ctc ggc 576
AlaHsAspPheLeuHsAsnGnVal CysGuAsnArgThrLeuGy

180 185 190

aac ctt atc ggc tgc ctc gtg ggc aac gcc tgg cag ggc ttc agc gtg 624
Asn Leu He Gly Cys Leu Val Gy Asn Ala Trp Gln Gy Phe Ser Val

195 200 205

cag tgg tgg aag aac aag cac aac ctg cac cac gcg gtg ccg aac ctg 672
Gn Trp Trp Lys Asn Lys Hs Asn Leu Hrs Hs Ala Val Pro Asn Leu

210 215 220

cac agc gcc aag gac gag ggc ttc atc ggc gac ccg gac atc gac acc 720
Hs Ser Ala Lys Asp Gu Gy Phe lle Gy Asp Pro Asp lle Asp Thr
225 230 235 240

atg ccg ctg ctg gcg tgg tct aag atg gcg cgc aag gcg ttc gag 768
Met Pro Leu Leu Ala Trp Ser Lys Met Ala Arg Lys Ala Phe Gu

245 250 255

tcg gcg cac ggc ccgttcttc atc aac cag gcgttc ctatacttc 816
SerAlaHs Gy Pro Phe Phelle AsnGnAlaPheLeuTyr Phe

260

ccg ctg ctg ctg ctc gcg cgc ctg tgg ctc gcg cagtcgttcttc 864
Pro Leu Leu Leu Leu Ala Trp Leu Al a G n Ser Phe Phe

275 280 285

tac gtgttc acc gagttctcgttc atcttc gac aag gtc gagttc 912
Tyr Val Phe Thr Gu Phe Ser Phe lle Phe Asp Lys Val Gu Phe

290 295

gac gga ccg gag aag gcg ggt ctg gtg cac tac atc tgg cag etc 960
AspGyProGuLysAla Val HsTyrlleTrpGnLeu
305 310 315 320

gcg atc ccgtacttctgc aac atg ctgttt gag ggc gtg gcatac 1008
AlalleProTerhe Cys Asn Met Leu Phe Gu Gy Val AlaTyr

325 330 335

ttcctc atg ggc cag gcgtoctgc ttg ctc ctg gcg ctg gtgttc 1056
Phe Leu Mat Gly G n Al a Ser Q/s Leu Leu Leu Ala Leu Val Phe

340 350

agt att ggc cac aac ggc atg tcg tac gag cgc gaa acc aag ccg 1104
SerlleGyI-llsAsnGyMetSer Tyr uArgGuThrLys Pro

355 360 365

gac ttc tgg cag ctg cag gtg acc acg cgc aac atc cgc gcg tcg 1152
Asp Phe Trp Gln Leu Gn Val Thr Thr Arg Asnlle Arg Ala Ser

370 375 380

gtattc atggactggttc acc ggt ttg aactac cag atc gac cat 1200
Val Phe Met Asp Trp Phe Thr Gy Leu Asn Tyr Gn lle Asp I-fis
385 390 395 400

cac ctg ttc ccg th gtg ccg cgc cac aac ttg cca aag gtc aac gtg 1248
Hs Leu Phe Pro Leu Val Pro Arg Hs Asn Leu Pro Lys Val Asn Val

405 410 415

etc atc aag tcg cta tgc aag gag ttc gac atc ccg ttc cac gag acc 1296
Leu lle Lys Ser Leu Cys Lys Glu Phe Asp lle Pro Phe His Glu Thr

420 425 430

ggc ttc tgg gag ggc atc tac gag gtc gtg gac cac ctg gcg gac atc 1344
Gy PheTrpGluGlylleTyrGuVal Val AspHs LeuAla

435 440 445

agc aag gaa ttc atc acc gag ttc cca gcg atg taa 1380
Ser Lys Gu Phe lle Thr Gu Phe Pro Ala Met

450 455

(.Q
99) CLO

gJSDNEO(.007(Q "OO‘ICQO N \l O

:2mg CDO<0
"0

(D—|£DCOOL)(QinDO:TOn<)""-PQCQ59cc 0"(Q"(QU‘I‘<O
‘<

<210> 30
<211> 459
<212> PRT

<213> Pyt hi um i rregul are

<400> 30

Met Val Asp Leu Lys Pro Gy Val Lys Arg Leu Val Ser Trp Lys Gu
1 5 10 15

lleArgGul—lIsAlaThrProAlaThrAlaTrplIeVal lleHisl—fis
20 25 30

Lys Val Tyr Asp lle Ser Lys Trp Asp Ser HS Pro Gy Gly Ser Val
Seite 36
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35 40 45

MetLeuThrGlnAlaGyGluAspAlaThrAspAlaPheAlaVal Phe
50 55 60

Hs Pro Ser Ser Ala Leu Lys Leu Leu Gu Gn Phe Tyr Val Gy Asp
65 70 75 80

Val AspGuThrSer Lys Ala Gulle Glu Gy Gu Pro Ala Ser Asp
85 90 95

Gu Gu Arg AlaArg Arg Gu Arglle Asn Gu Phelle Ala Ser Tyr
100 105 110

Arg Arg Leu Arg Val Lys Val Lys Gy Mat Gy Leu Tyr Asp Ala Ser
115 120 125

Ala Leu Tyr Tyr Ala Trp Lys Leu Val Ser Thr Phe Gy lle Ala Val
130 135 140

Leu Ser Met Ala lle Cys Phe Phe Phe Asn Ser Phe Ala Mat Tyr Mat
145 150 155 160

Val Ala Gy Val lle Mat Gy Leu Phe Tyr GnGnSer GlyTrp Leu
165 170 175

Ala Hs Asp Phe Leu Hs Asn Gn Val Cys Gu Asn Arg Thr Leu Gly
180 185 190

Asn Leulle Gly O/s Leu Val Gly Asn Ala Trp Gn Gy Phe Ser Val
195 200 205

GnTrpTrp Lys Asn Lys HsAsn LeuHIs Hs Ala Val Pro Asn Leu
210 215 220

Hs Ser Ala Lys Asp Gu Gy Phelle Gly Asp Pro Asplle AspThr
225 230 235 240

Mat Pro Leu Leu Ala Trp Ser Lys Gu Mat Ala Arg Lys Ala Phe Gu
245 250 255

Ser Ala Hs Gly Pro Phe Phelle Arg Asn Gn Ala Phe Leu Tyr Phe
260 265 270

Pro Leu Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Ala Gn Ser Phe Phe
275 280 285

Tyr Val Phe Thr Glu Phe Ser Phe Gly lle Phe Asp Lys Val Glu Phe
290 295 300

Asp Gy Pro Glu Lys Ala Gy Leulle Val Hs Tyr [19 Trp Gln Leu
305 310 315 320

Alalle Pro Tyr Phe Q/s Asn Mat Ser Leu Phe Gu Gy Val Ala Tyr
325 330 335

Phe Leu Met Gly Gln Ala Ser Lys Gly Leu Leu Leu Ala Leu Val Phe
340 345 350

Ser lle Gy HIS Asn Gy Met Ser Val Tyr GuArgGuThr Lys Pro
355 360 365

Asp Phe Trp Gln Leu Gln Val Thr Thr Thr Arg Asn lle Arg Ala Ser
370 375 380

Val Phe thAspTrp PheThrGyGyLeu Asn TyanlleAspHIs
385 390 395 400

Hs Leu Phe Pro Leu Val Pro Arg Hs Asn Leu Pro Lys Val Asn Val
405 410 415

LeulleLys Ser Leu O/s Lys Glu Phe Asplle Pro Phe His Glu Thr
420 425 430

Gy Phe Trp Glu Glylle Tyr Gu Val Val Asp Hs Leu Ala Asplle
435 440 445

Ser Lys Gu Phelle Thr Glu Phe Pro Ala Met
450 455

<210> 31
<211> 1374
<212> DWA

<213> Marti erella al pi na

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1374)

<400> 31

atg get get get ccc agt gtg agg acg ttt act cgg gcc gag att ctg 48
MatAlaAlaAlaProSer Val ArgThr PheThr ArgAlaGlulleLeu
1 5 10 15

aat gcc gag gcc ctg aat gag ggc aag aag gat gcc gag gca cct ttc 96
Seite 37
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gcc aac tgg ttc acg ggt gga ttg aac tac cag att gag cac cac ttg 1200
AlaAsnTerheThrGyGyLeuAsnTyrGnlleGqusHisLeu
385 390 395 400

ttc cct tcg atg cct cgc cac aac ttt tca aag atc cag cct gct gtc 1248
Phe Pro Ser Met Pro Arg Hs Asn Phe Ser Lys lle Gn Pro Ala Val

405 410 415

gag acc ttg tgc aaa aag tat ggt gtc cga tac cac acc act ggc atg 1296
Gu Thr Leu Cys Lys Lys Tyr Gy Val Arg Tyr Hs Thr Thr Gy Met

420 425 430

atc gag gga act gca gag gtc ttt agc cgt ttg aac gag gtc tcc aag 1344
G u G Gu Val Phe Ser Arg Leu Asn Gu Val Ser Lys

435 440 445

gcc gcc tcc aag atg ggt aag gcg cag taa 1374
AlaAlaSerLysMat GyLysAlaGn

450 455

<210> 32
<211> 457
<212> PRT

<213> lVbrtierella alpina

<400> 32

Mat Ala Ala Ala Pro Ser Val Arg Thr Phe Thr Arg Ala Gulle Leu
1 5 10 15

Asn Ala Gu Ala Leu Asn Gu Gy Lys Lys Asp Ala Gu Ala Pro Phe
2O 25 30

Leu Met He He Asp Asn Lys Val Tyr Asp Val Arg Gu Phe Val Pro
35 40 45

AspHs Pro Gy Gy Ser Val Ile LeuThr Hs Val Gy LysAspGy
50 55 60

Thr Asp Val Phe Asp Thr PheHs Pro Gu Ala Ala Trp Gu Thr Leu
65 7O 75 80

AlaAsn PheTyr ValeAsleeAspGuSer AspArgAlalleLys
85 90 95

Asn Asp Asp Phe Ala Ala Gu Val Arg Lys Leu Arg Thr Leu Phe Gn
100 105 110

Ser Leu Gy Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Ala Tyr Tyr Ala Phe Lys Val

Ser Phe Asn Leu Cys lle Trp Gy Leu Ser Thr Phe lle Val Ala Lys
130 135 140

ArgGyGnThrSerThrLeuAlaAsnGuLeu SerAlaAlaLeu Leu
145 150 155 160

Gy Leu Phe Trp Gn Gn Arg Gy Trp Leu Ala Hs Asp Phe Leu HS
165 170 175

Hs Gn Val Phe Gn Asp Arg Phe Trp Gy Asp Leu Phe Gy Ala Phe
180 185 190

Leu Gy Gy Asp Cys Gn Gy Phe Ser Ser Ser Trp Trp Lys Asp Lys
195 200 205

HsAsnThrHIsI—lisAlaAlaProAanalHsGyGuAspProAsp
210 215 220

lleAspThrHlsProLeuLeuThrTrpSerGuHsAlaLeuGuMet
225 230 235 240

Phe Ser Asp Val Pro Asp Gu Gu Leu Thr Arg Mat Trp Ser Arg Phe
245 250 255

Mat Val Leu Asn Gn Thr Trp Phe Tyr Phe Pro lle Leu Ser Phe Ala
260 265 270

Arg Leu Ser Trp Cys Leu Gn Ser lle Leu Phe Val Leu Pro Asn Gy
275 280 285

GnAlaHsLys ProSerGyAlaArgVal ProlleSerLeuVal Gu
290 295 300

G n Leu Ser Leu Ala Met Hs Trp Thr Trp Tyr Leu Ala Thr Mat Phe
305 310 315 320

Leu Phe Ile Lys Asp Pro Val Asn Mat Mat Val Tyr Phe Leu Val Ser
325 330 335

GnAlaVal CysGyAsnLeu LeuAlalleVal PheSerLeuAsan
340 345 350

Asn Gy Mat ProVal lle Ser Lys Gu Gu AlaVal Asp Mat Asp Phe
355 360 365

Seite 39
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Phe Thr Lys Gln He He Thr Gy Arg Asp Val Hs Pro Gly Leu Phe
370 375 380

Ala Asn Trp Phe Thr Gy Gly Leu Asn Tyr Gn lle Gu His His Leu
385 390 395 400

Phe Pro Ser th Pro Arg Fis Asn Phe Ser Lys lle G n Pro Ala vw
405 410 415

Gu Thr Leu Cys Lys Lys Tyr Gy Val Arg Tyr Hs Thr Thr Gy Met
420 425 430

He Glu Gy Thr Ala Glu Val Phe Ser Arg Leu Asn Gu Val Ser Lys
435 440 445

Ala Ala Ser Lys Mat Gy Lys Ala Gn
450 455

<210> 33
<211> 1374
<212> [NA
<213> lVbrti erel l a isabel l i na

<220>
<221> CD8

<222> (1). . (1374)

<400> 33

atg gct gct gct ccc agt gtg agg acg ttt act cgg gcc gag att ctg 48
th Ala Ala Ala Pro Ser Val Arg Thr Phe Thr Arg Ala G u lle Leu
1 5 10 15

aat gcc gag gcc ctg aat gag ggc aag aag gat gcc gag gca cct ttc 96

Asn Ala Gu gga Leu Asn Gu Gy 535/3 Lys Asp Ala Gu QIOa Pro Phe
ttg atg atc atc gac aac aag gtg tat gat gtc cgc gag ttt gtc cct 144
Leu Mat He He Asp Asn Lys Val Tyr Asp Val Arg Gu Phe Val Pro

35 40 45

gat cat ccc ggt gga agt gtt att ctc acg cac gtt ggc aag gac ggc 192
Asp Hs Pro Gly Gly Ser Val lle Leu Thr Hs Val Gy Lys Asp Gly

50 55 60

act gac gtc ttt gac act ttc cac ccc gag gct gct tgg gag aca ctt 240
Thr Asp Val Phe Asp Thr Phe Hs Pro Glu Ala Ala Trp Glu Thr Leu
65 70 75 80

gcc aac ttt tat gtt ggt gat att gat gag agc gac cgt gcc atc aaa 288
Ala Asn Phe Tyr Val Gy Asp lle Asp Glu Ser Asp Arg Ala lle Lys

85 90 95

aac gat gac ttt gcg gcc gag gtc cgc aag ctg cgt act ttg ttc cag 336
Asn Asp Asp Phe Ala Ala Glu Val Arg Lys Leu Arg Thr Leu Phe Gn

100 105 110

tct ctg ggt tac tac gat tcc tcc aag gca tac tac gcc ttc aag gtc 384
Ser Leu Gy Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Ala Tyr Tyr Ala Phe Lys Val

115 120 125

tca ttc aac ctc tgc atc tgg ggc ctg tcg acg ttc att gtt gcc aag 432
Ser Phe Asn Leu Cys lle Trp Gy Leu Ser Thr Phe lle Val Ala Lys

130 135 140

tgg ggc cag acc tcg acc ctc gcc aac gta ctc tcg gct gcg ctc ttg 480
Trp Gly G n Thr Ser Thr Leu Ala Asn Val Leu Ser Ala Al a Leu Leu
145 150 155 160

ggt ctc ttc tgg cag cag tgt gga tgg ttg gcg cac gac ttt ttg cac 528
Qty Leu Phe Trp Gln Gn Cys Gly Trp Leu Ala Hs Asp Phe Leu l-fis

170 175

cac cag gtcttc cag gac cgt ttctgg ggt gat ctt ttc ggc gccttc 576
Hs Gln Val Phe Gn Asp Arg Phe Trp Gy Asp Leu Phe Gly Ala Phe

180 185 190

ttg gga ggt gtc tgc cag ggc ttc tcg tcc tca tgg tgg aag gac aag 624
Leu Gly Gy Val Cys Gn Gly Phe Ser Ser Ser Trp Trp Lys Asp Lys

195 200 205

cac aac act cac cac gcc gcc ccc aac gtc cac ggc gag gat ccc gac 672
HsAsnThrHlsHsAlaAlaProAanalHsGlyGuAspProAsp

210 215 220

att gac act cac cct ctg ttg acg tgg agt gag cat gct ttg gag atg 720
lleAspThrHls Pro Leu Leu Thr Trp Ser Gu Hs Ala Leu Gu Met
225 230 235 240
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ttc
Phe

atg
th

cgt

cag
G n

cag
G n
305

Leu

cag

aac

tog
Ser

gtc
Va

ctc
Leu

gcc
Ala
290

ctg
Leu

ttc
Phe

got
Ala

ggt
G y

acc
Thr
370
aat
Asn

cct
Pro

aoc
Thr

gag
G u

goc
Ala
450

<210> 34
<211> 45
<212>
<213>

<400> 34
th Ala Ala
1

gac

ctt
Leu

tcc
Ser
275
cac
PIS

tct
Ser

att
Ile

vm

atg
th
355

aag
Lys

tgg
Trp

tcg
Ser

Leu

gga
G
435
Ice
Ser

7
PRT
Nbrtierell

Asn Ala G u

Leu

Asp

Thr
65
Ala

Asn

Ser

Ser

Trp

th Ile
35
Pro

vm

Phe

gtc
vw

aac
Asn
260

tgg
Trp

aag
Lys

ctt
Leu

aag
Lys

tgo

340
cct
Pro

cag atc
G11

ttC
Phe

atg
th

tgo

420
act
Thr

aag
Lys

Ala

Ala
20
lle

(fly

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Thr

cct gac
Pro Asp
245

cag acc
G n Thr

tgc ctc

ccc tct
Pro Ser

gcc atg
Ala hat

gac ccc

325

ggt aac

gtg atc
Val lle

acg ggt
Thr G y

cct cgc
Pro Arg
405

aaa aag
Lys Lys

903 gag
Ala G u

at g ggt
th G y

a isabellina

Pro Ser
5
Leu Asn

Asp Asn

(3y Ser

Asp Thr

Val G y
85
Ala Ala

Tyr Asp

CV3 lle

Ser Thr

Val

aag
Lys
455

Val

Ser

Trp
135
Leu

Phe

280

gcc

aac

Alrg

G y

vm
40
Ile

PIS

Ile

vw

Ser
120

G y

Ala

PF58307.tXt

ctg
Leu

tac

Tyr
265
atc
lle

cgt
Arg

acc
Thr

atg
th

9C9
Ala
345

gag
G u

cgt
Arg

aac
Asn

ttt
Phe

gtc
vm
425

ago
Ser

cag
G n

Thr

acc
Thr
250
ttt
Phe

ctc
Leu

gtg
vm

tgg
Trp

atg
th
330
att
lle

gaa
G u

gat
ASP

taC

Tyr

tca
Ser
410

oga
Arg

cgt
Arg

taa

Ala

Ser

vm
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cgc
AVG

000
Pro

ctt
Leu

tcc
Ser

tac

Tyr
315

gtg
vm

gtg
vm

gcc
Ala

gtt
vm

cag
G n
395

aag at
Lys

tac

Tyr

ttg
Leu

Thr

ASP

vm

his

atg
th

att
lle

gtt
Val

att
lle
300
etc
Leu

tac

Tyr

ttc
Phe

gtc
Val

cac

Fls
380
att
lle

cac
PIS

aac

285

gac

365
cct
Pro

gag
G u

cag
G n

acc
Thr

gag
uAsn G

Val
60

445

Ala Ala Trp
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

Leu

ASP

Arg

Tyr

Phe
140
Ser
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Arg

Thr

Ala
125
lle

Ala

tcg
Ser

tcg
Ser
270
cct
Pro

Leu

acc
Thr

Leu

ctc
Leu
350

atg
th

ggt

cac
H S

cct
Pro

act
Thr
430

gtc
vm

Ala
30
Phe

Lys

Ala

Leu
110
Phe

vm

Ala

cgc
Arg
255
ttt
Phe

aac

Asn

gtc
vm

atg

gtg
vm
335
aac

Asn

gat

ctg
Leu

cac
FES

gct
Ala
415

ggC
G

tco
Ser

lle
15
Pro

vm

Thr

lle
95
Phe

Lys

Ala

Leu

(0(D(D""QEDQC203"“ NO(DO

C(Q‘<""

Phe

400

gtc
Val

atg
th

aag
Lys

Leu

Phe

Pro

Leu
80

Lys

G n

Val

Lys

Leu

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1374
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lle
225
Phe

th

G n

G n
305
Leu

G n

Asn

Phe

Ala
385
Phe

G u

lle

Ala

Phe

Gy

Thr
370
Asn

Pro

Thr

G u

Ala
450

<210> 35
<211> 15
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 35

atg
th
1
att
lle

aat
Asn

gct
Ala

gag
G u
65
caa

G n

gtg
val

gac
ASP

gtc
Val

ttc
Phe
50

gca
Ala

tog
Ser

Phe

vm

195
Thr

Thr

Leu

Ser
275
PIS

Ser

lle

val

th
355

Lys

Trp

Ser

Trp

Phe
180
Val

Fns

Ffis

Val

Asn
260

Trp

Lys

Leu

Lys

340
Pro

G n

Phe

th

Leu cw

Gy
435
Ser

63
DWA

CEratodon purpureus

CD8

(1)..(1563)

tcc
Ser

gtt
val

ctg
Leu
35

aag
Lys

caa

G n

gtt
val

s
420
Thr

Lys

cag
G n

gag
G u
20

gga
Gy

agg
Arg

aaa

Lys

gcg
Ala

Pro

Pro
245

Thr

Pro
405

Lys

Ala

th

990
G V
5
cac
Ffis

acg
Thr

ctc
Leu

gaa
GIJ

cag

230

Thr

Leu

Gy

tcg
Ser
70
000

295

Val

Leu

Ser

Thr
375

Fis

Tyr

val

Lys
455

atc
G11 Pro lle
85

Phe

Phe
200
Pro

Thr

Phe

280

etc
Leu

acg
Thr

990
(3
40

aag
Lys

909
Ala

agg

PF58307.tXt

Trp

Trp
185
Ser

Asn

Trp

Leu

Tyr
265
lle

Leu
170

Gy

Ser

val

Ser

Thr
250
Phe

Leu

val

410

cag
G11
10
000
Pro

tgg
Trp

cao
F13

999
G V

agg
Arg
90

155

Ala Fls Asp Phe

Asp Leu

Ser Trp

bis (By
220

G u Fls

Arg th

Pro lle

Leu val

Ser lle
300

Tyr Leu

Val Tyr

Val Phe

Ala val

Val Fls

G n lle
395

Lys lle

Tyr Fis

Leu Asn

ggt tcc
G y Ser

ctc gtc
Leu val

agt ctt
Ser Leu

agt tog
Ser Ser

60

cca gtt
Pro val
75

tgg gtg
Trp Val

Seite 42

1480f349

Phe

Trp
205
G u

Ala

Trp

Leu

Leu
285
Ser

Ala

att
lle

agt
Ser

tcc
Ser
45

gac

gag
G u

cag
G n

Gy
190

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser
270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350
th

Fis

Pro

Thr
430
Val

255
Phe

Asn

val

th

val
335
Asn

Leu

Ffis

Ala
415

Ser

gaa
GIJ
15
ttc
Phe

aca
Thr

tcg
Ser

-m
,_..

aaa

Lys
95

Phe

Leu
400
val

th

Lys

aac

Asn

cta
Leu

ttc
Phe

th
val

tCt
Ser
80

aag
Lys

48

96

144

192

240

288
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gcc

Trp

gtt
Val

tgc
O/ST

gag
G u
130

gcc
Ala

ctt
Leu

gag
G u

cag
G n

aat
Asn
210
tCt
Ser

caa
G n

gag
G u

gtt
Val

290

Phe

Phe

act
Thr

tgg
FD

115

cag
Gn

aca
Thr

cag
G n

ct g
Leu

Ctt
Leu
195

gt t
Val

t ac

Tyr

cag
G n

aca
Thr

ct 9
Leu
275

gct
Al a

att
Ile

gt t
Val

ttt
Phe

909
Al a
355

gag
G u

ttt
Phe

gag
G u

aat
As n

att
| l e
435
acc
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tac

Tyr
100
att
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cac

HI 3

gat
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aat
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ct g
Leu
180
ttc
Phe

agc
Ser

ataa
Ile

cct
Pro

Val

ttc
Phe
165

aag
Lys G

aag
Lys

tCC att
Ser
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Q/s

cgc
Arg
260
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G

gga

420

gca
Al a
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G y

(D O (.0
Al a
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GyT
245

tgg
Trp

ttc
Phe

ccg
Pro

act
Thr

agc
Ser
325

Val

ttc
Phe

gga
G

ct g
Leu

at g
Mat
405

at g

tcg
Ser

ggt

acg

390

gag
G u

act
Thr

ct c
Leu

aag
Lys

aaa

Lys G

990

135
tct
Ser

t ac

Tyr

tcc
Ser

gcc
A1 a
215

ct g
Leu

Leu

aat
Asn

gt 0
Val

gaa
G u
295
000
Pr 0

acc
Thr

Leu
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Leu

at g
Mat
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000
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ggt
G
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Val

cgc

aac
Asn

gat

gag
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120

acg
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act
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999
G

aga

aaa
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200
aca
Thr

tta
Leu

tCt
Ser

gac

tcg
Ser
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tgc

atc
Ile

atg

acg
Thr

agg

360

gct
Al a

gga

ttc
Phe

tac

Tyr

gac

440

aga
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gct tcg cacgt a
Val
105

aag
Lys

gt t
Val

ttc
Phe

aac

Asn

gag
G u
185
tcc
Ser

ago a
Ser

tca
Ser

cac
H S

gt t
Val
265

Ala

gt g
Val

Ser

tat

HS

gat gtg
Tyr Asp Val

C aac

He

cac
H! s

170

gcc
A1 a

gag
G u

cac
Hr s

aaa

Lys

ctg
Leu G
410

acg
Thr

aaa

Lys

att
He
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Asn

gca
Al a
155

gt t
Val

aga
Ar 9

t ac

Tyr

909
Al a

agt
Ser
235
ttt
Phe

990

gca
AlaG

gag
G u

acc
Thr
140
tcc
Ser

399
Ar g

gcc
Al a

ct t
Leu

ata
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220

ttg
Leu

ct a
Leu

tat

Tyr

acc
Thr

t ac

Tyr
300

agt
Ser

ct t
Leu

gcg
Al a

acc
Thr

att
1| e
380

Va!

t ac

Tyr

aag
Lys

999

cat
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125
tac

Tyr

acc
Thr

gag
G u

ctt
Leu

ttc
Phe
205
atc
He

at g
Mat

cac
HI S

gt g
Val

aag
LyS
285
aca
Thr

aaa

Lys

cag
G n

agt
Ser

ctt
Leu
365

tgg
Tr p

gt a
Val

gt a
Val

gac

gt 9
Val
445
cat
HI 3

Phe
190

aag
Lys

agt
Ser

99C

cat
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gt 0
Val
270
cac
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ccg
Pr 0

gat

t ac

Tyr

tgg
Tr p
350

990

ttt
Phe

tgg
Trp

ttt
Phe

ttc
Phe
430
ttt
Phe

ct a
Leu

ccc
Pro
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Thr

993

cag
G n

ttc
Phe

cga
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aag
Lys
160
act
Thr

aga

Val
400
ct 0
Leu

aat
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gat

cca
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336

384
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450 455 460

acg atg ccc agg cac aac Ctt aat aaa att tct cct cac gtg gag act 1440
Thr Not Pro Arg his Asn Leu Asn Lys lle Ser Pro His Val u Thr
465 470 475 480

ttg tgc aag aag oat gga ctg gtc tac gaa gac gtg agc atg gct tcg 1488
Leu Cys Lys Lys his (3y Leu Val Tyr (Eu Asp Val Ser th Ala Ser

485 490 495

ggc act tac cgg gtt ttg aaa aca Ctt aag gac gtt gcc gat get get 1536
G y Thr Tyr Arg Val Leu Lys Thr Leu Lys Asp Val Ala Asp Ala Ala

500 505 510

tca cac cag cag Ctt gct gog agt tga 1563
Ser Fls G n G n Leu Ala Ala Ser

515 520

<210> 36
<211> 520
<212> PRT

<213> Ceratodon purpureus

<400> 36

Met Val Ser GnGy Gy Gy LeuSean GySerlleGu GuAsn
1 5 10 15

lleNm\mlGulfisLmlNaTm thmlfiuvm ermJWeLw
20 25 30

Asn Val Leu Ciy Thr Thr Leu G y G n Trp Ser Leu Ser Thr Thr Phe
35 40 45

Ala Phe Lys Arg Leu Thr Thr Lys Lys Hrs Ser Ser Asp lle Ser Val
50 55 60

GuAlaGnLysGuSerValAlaArgGyProVal GuAsnlleSer
65 70 75 80

Gn Ser Val Ala Gn Pro lle Arg Arg Arg Trp Val Gn Asp Lys Lys

Pro Val Thr Tyr Ser Leu Lys Asp Val Ala Ser Hs Asp Mat Pro G n
100 105 110

Asp Q/s TrpllellelleLysGuLys Val Tyr Asp Val Ser Thr Phe
115 120 125

AlaGu Gn HIs ProGy GyThr Val lleAsnThr Tyr PheGyArg
130 135 140

Asp Ala Thr Asp val Phe Ser Thr Phe Ffis Ala Ser Thr Ser Trp Lys
145 150 155 160

lleLeanAsn PheTyrlleGyAsnLeuValArgGuGuProThr
165 170 175

Leu Gu Leu Leu Lys Gu Tyr Arg Gu Leu Arg Ala Leu Phe Leu Arg
180 185 190

G u G n Leu Phe Lys Ser Ser Lys Ser Tyr Tyr Leu Phe Lys Thr Leu
195 200 205

lleAanal SerlleValAlaThrSerlleAlallelleSerLeuTyr
210 215 220

Lys Ser Tyr Arg Ala Val Leu Leu Ser Ala Ser Leu Met Gy Leu Phe
225 230 235 240

lleGnGnCysGyTrpLeuSerHsAspPheLeul-llsl-llanVal
245 250 255

Phe G u Thr Arg Trp Leu Asn Asp Val Val Gy Tyr Val Val Gy Asn
260 265 270

Val Val Leu Gy Phe Ser Val Ser Trp Trp Lys Thr Lys l-is Asn Leu
275 280 285

Hs Hs Ala Ala Pro Asn Gu (ys Asp Gn Lys Tyr Thr Pro lle Asp
290 295 300

Gu Asplle Asp Thr Leu Prollelle Ala Trp Ser Lys Asp Leu Leu
305 310 315 320

Al a Thr Val G u Ser Lys Thr Met Leu Arg Val Leu G n Tyr G n Hs
325 330 335

Leu Phe Phe Leu Val Leu Leu Thr Phe Ala Arg Al a Ser Trp Leu Phe
340 345 350

Trp Ser Ala Ala Phe Thr Leu Avg Pro G u Leu Thr Leu Ciy G u Lys
355 360 365

Leu Leu Gu Arg Gy Thr Met Ala Leu Hls Tyr lle Trp Phe Asn Ser
370 375 380
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Val Al a Phe Tyr Leu Leu Pro G y Trp Lys Pro Val Val Trp lVet Val
385 390 395 400

Val Ser G u Leu Mat Ser Gy Phe Leu Leu G y Tyr Val Phe Val Leu
405 410 415

Ser Hs Asn Gy Met Gu Val Tyr Asn Thr Ser Lys Asp Phe Val Asn
420 425 430

AlaGnlleAlaSerThrArgAsplleLysAlaGyVal PheAsnAsp
435 440 445

Trp Phe Thr Gy Gy Leu Asn Arg Gn lle Gu Hs Has Leu Phe Pro
450 455 460

Thr Mat Pro Arg Hs Asn Leu Asn Lys He Ser Pro Hrs Val Gu Thr
465 470 475 480

Leu Cys Lys Lys His Gy Leu Val Tyr Gu Asp Val Ser Mat Ala Ser
485 490 495

G y Thr Tyr Arg Val Leu Lys Thr Leu Lys Asp Val Al a Asp Al a Al a
500 505 510

Ser Hs Gn Gn Leu Ala Ala Ser
515 520

<210> 37
<211> 1452
<212> DWA

<213> Cer at odon pur pur eus

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1452)

<400> 37

atg gcc ctc gtt acc gac ttt ctg aac ttt ctg ggc acg aca tgg age 48
Met Ala Leu Val Thr Asp Phe Leu Asn Phe Leu Gy Thr Thr Trp Ser
1 5 10 15

aag tac agc gtg tac acc cat agc tat gct gga aac tat ggg cct act 96
Lys Tyr Ser Val Tyr Thr Hs Ser Tyr Ala Gy Asn Tyr Gy Pro Thr

20 25 30

ttg aag cac gcc aaa aag gtt tct gct caa ggt aaa act gcg gga cag 144
LeuLysHsAlaLys LysValSerAlaGnGyLysThrAlaGyGn

35 40 45

aca ctg aga cag aga tcg gtg cag gac aaa aag cca ggc act tac tct 192
Thr Leu Arg Gn Arg Ser Val G n Asp Lys Lys Pro Gy Thr Tyr Ser

50 55 60

ctg gcc gat gtt gct tct cac gac agg cct gga gac tgc tgg atg atc 240
LeuAlaAspValAlaSerHsAspArg ProGyAsprsTrprbtlle
65 70 75 80

gtc aaa gag aag gtg tat gat att agc cgt ttt gcg gac gac cac cct 288
Val Lys Gu Lys Val Tyr Asp lle Ser Arg Phe Ala Asp Asp His Pro

85 90 95

gga ggg acg gta att agc acc tac ttt ggg cgg gat ggc aca gac gtt 336
G GyThr Val lle Ser Thr Tyr Phe Gy Arg Asp Gy Thr Asp Val

100 105 110

ttc gca aca ttc cat cca cct gcc gca tgg aag caa ctc aat gac tac 384
Phe Ala Thr Phe Hs Pro Pro Ala Ala Trp Lys Gn Leu Asn Asp Tyr

115 120 125

tac att gga gac ctt gct agg gaa gag ccc ctt gat gaa ttg ctt aaa 432
Tyr lle Gy Asp Leu Ala Arg Gu Gu Pro Leu Asp Gu Leu Leu Lys

130 135 140

gac tac aga gat atg aga gcc gag ttt gtt aga gaa ggg ctt ttc aag 480
Asp Tyr Arg Asp Mat Arg Ala Gu Phe Val Arg Gu Gy Leu Phe Lys
145 150 155 160

agt tcc aag gcc tgg ttc ctg ctt cag act ctg att aat gca gct etc 528
Ser Ser Lys Ala Trp Phe Leu Leu Gn Thr Leu lle Asn Ala Ala Leu

165 170 175

t gct gcg agc att gcg act atc tgt tac gac aag agt tac tgg gct 576
PheAlaAlaSerlleAlaThrlleCysTyrAspLys SerTerrpAla

180 185 190

t gtg ctgtca gcc agt ttg atg ggt ctcttc gtc caa cagtgt gga 624
eVal Leu SerAlaSerLeu Met GyLeu Phe Val GnGnCysGy

195 200 205
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tgg ctt gcc cat gat ttc ctt cat caa cag gtc ttt gag aac cgt acc 672
Trp Leu Ala His Asp Phe Leu Fis G n G n Val Phe Clu Asn Arg Thr

210 215 220

gcg aac tcc ttc ttt ggc tat ttg ttc ggc aat tgc gtg ctt ggc ttt 720
Ala Asn Ser Phe Phe G y Tyr Leu Phe Ciy Asn Cys Val Leu G y Phe
225 230 235 240

agt gta tca tgg tgg agg acg aag cac aac att cat cat act gct ccg 768
Ser Val Ser Trp Trp Arg Thr Lys Fis Asn lle Fis His Thr Ala Pro

245 250 255

aat gag tgc gac gaa cag tac aca cct cta gac gaa gac att gat act 816
AsnGuOysAspGanTerhrProLeuAspGuAsplleAspThr

260 265 270

etc ccc atc att gcc tgg agc aag gaa att ttg gcc acc gtt gag ago 864
Leu Pro Ile lle Ala Trp Ser Lys G u lle Leu Ala Thr Val G u Ser

275 280 285

aag aga att ttg cga gtg ctt caa tat cag cac tac atg att ctg cct 912
Lys Awg Ile Leu Arg Val Leu G n Tyr Gin Fis Tyr th lie Leu Pro

290 295 300

cta ttg ttc atg gcc cgg tac agt tgg act ttt gga agt ttg ctc ttc 960
Leu Leu Phe th Ala Arg Tyr Ser Trp Thr Phe G y Ser Leu Leu Phe
305 310 315 320

aca ttc aat cct gat ttg agc acg acc aag gga ttg ata gag aag gga 1008
Thr Phe Asn Pro Asp Leu Ser Thr Thr Lys Ciy Leu lle G u Lys Ciy

325 330 335

ttt cac tac gcc tgg ttc agt tgg gct gcg ttc cat att 1056
Phe Fis Tyr Ala Trp Phe Ser Trp Ala Ala Phe H s Ile
340 345 350

gtc gct aag cct ctt gcg tgg atg gta gca act gag ctt 1104
Val Ala Lys Pro Leu Ala Trp th Val Ala Thr G u Leu

360 365

gtg gcc ttg ttg ttg gga ttc gtg ttt acg ttg agt cac aat gga 1152
Val Ala Leu Leu Leu G y Phe Val Phe Thr Leu Ser Fis Asn (By

370 375 380

aag gag tac aat gaa tcg aag gac ttc gtg aga gcc cag gtt att 1200
LysGu TyrAsnGuSerLysAsp PheValArgAlaGnVal lle
385 390 395 400

acc acc cgt aac acc aag cga ggc tgg ttc aac gat tgg ttc act ggg 1248
Thr Thr Awg Asn Thr Lys Arg G y Trp Phe Asn Asp Trp Phe Thr y

405 410 415

gga ctc gac acc cag at gag cat cac ctg ttt cca aca atg ccc agg 1296
(Hy Leu Asp Thr G n ll u Fis Fis Leu Phe Pro Thr met Pro Arg

420 425 430

cac aac tac ccc aag atc gca cct cag gtc gag gct ctt tgc aag aag 1344
Fls Asn Tyr Pro Lys lle Ala Pro G n Val G u Ala Leu Cys Lys Lys

435 440 445

cac ggc ctc gag tac gat aat gtc tcc gtc gtt ggt gcc tct gtc gcg 1392
H s G y Leu Ciu Tyr Asp Asn Val Ser Val Val G y Ala Ser Val Ala

450 455 460

gtt gtg aag gcg ctc aag gaa att gct gat gaa gcg tca att cgg ctt 1440
Val Val Lys Ala Leu Lys G u Ile Ala Asp G u Ala Ser lle Arg Leu
465 470 475 480

cac gct cac taa 1452
Fis Ala Fis

aca gtt
Thr val mi—r

ttg ccg
Leu Pro cc»mcmomma20 <r*m<r*

5,9. —:—I-

<210> 38
<211> 483
<212> PRT

<213> Cbratodon purpureus

<400> 38

th Ala Leu Val Thr Asp Phe Leu Asn Phe Leu G y Thr Thr Trp Ser

Eys Tyr Ser Val gyr Thr Fis Ser Tyr Afa (Hy Asn Tyr (fly ;?0 Thr
Leu Lys Fis APa Lys Lys Val Ser ifa G|1(3y Lys Thr gfa Cly G n
Thr Leu ggg G n Arg Ser Val éfn Asp Lys Lys Pro éfy Thr Tyr Ser
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50

Leu Al a Asp

Val Lys G u

Phe Ala Thr

Tyr He Gy
130

Asp Tyr Arg

Ser Ser Lys

Phe Ala Ala

lle Val Leu

210

225

Leu Pro Ile

Lys Arg Ile

Leu Leu Phe
305
Thr Phe Asn

Thr Val Ala

Leu Pro Gy

Val Al a Gy

Lys G u Val
385

Thr Thr Arg

Gy Leu Asp

H s Asn Tyr

H s G y Leu
450

Val Val Lys
465
Hs Ala Hs

<210> 39
<211> 1374
<212> DNA

<213> lVbrti erella a| pi na

<220>
<221> CD8

Val

Lys

Val
100
Phe

Asp

Ala

Ser
180
Ser

HI 3

Phe

Tr p

260
l l e

Leu

Met

Pro

Phe
340
Val

Leu

Asn

Thr
420
Pro

Ala

Al a

Val
85
He

Leu

Asn

Thr
405
G n

Lys

Tyr

Leu

<222> (1)..(1374)

<400> 39

atg get get

Ser
70

Tyr

Ser

Pro

A] a

150
Phe

Leu

390

Lys

1 l 9

He

Lys
470

215

Thr

295

Gu

Leu

Thr

Lys
280
G n

Ser

Thr

Tr p

Leu
360
Phe

Lys

H s

Pr 0
440
Val

Ile

PF58307. t Xt

Arg Pro Gy

Ser

Phe
105

Pro
265

Tyr

Tr p

Thr

Phe
345
Al a

Val

425

170

Leu

Gn

Asn
250
Leu

l l e

G n

Thr

Lys
330
Ser

Tr p

Phe

Phe

Phe
410
Leu

Val

Val

75
Phe

Ar 9

Lys

Leu

Ar 9
155
Leu

ASP

Phe

Val

Asn
235
He

Leu

H s

Phe
315

Trp

Met

Thr

Val
395

60

ASP

Ala

460

Val

285

Ser

l l 9

Al a

A1 a
365
Ser

A1 a

Tr p

Thr

Leu
445
Al a

Ser

190

Leu

Thr

ll e
270
Val

ll e

Leu

Phe
350
Thr

HI 3

G n

Phe

Mat
430

Ser

lle

Val

Thr
415
Pro

Lys

Val

l l e
80
Pro

Val

Tyr

Lys

Lys
160
Leu

Ala

Thr

Phe
240
Pro

Thr

Ser

Pro

Phe
320

He

Leu

ll e
400

Arg

Lys

Al a

Leu
480

got 000 agt gtg agg acg ttt act cgg gcc gag gtt ttg
Mat Ala Ala Ala Pro Ser Val Arg Thr Phe Thr Arg Ala Gu Val
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aat
Asn

Leu

gat

act
Thr
65

gcc
Al a

aat
Asn

tCt
Ser

tcg
Ser

tgg
Trp G
145

C8C

cag

aac

Asn

ttc

gcc gag
uAlaG

at g
Met

cat
H S
50

gac

aac
Asn

gat

Ctt
Leu G

ttc
Phe
130

ggc

ct g
Leu

cag
G n

gga

aac
Asn
210

gac

tcg
Ser

gt c
Val

ct c
Leu

gcc

290

at c
| I e
35
ccc
Pro G

gt c
Val

ttt
Phe

gac

ggt

115
aac

Asn

cag

ttc
Phe

gt 0
Val

ggt

195
act
Thr

acc
Thr

gat

ct g
Leu

tcc
Ser
275
cac

H s

tcg
Ser

gt 9
Val

at g
Met
355

aag

gct
Ala
20
at c
I l e

ggt

ttt
Phe

t ac

Tyr

ttt
Phe
100
tac

Tyr

ct 0
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

ttc
Phe
180

gt C
Val

cac
HI 3

cac
H! s

gt 0
Val

aac
Asn
260

tgg
Trp

aag
Lys

ctt
Leu

aag
Lys

t go

340
cct
Pr 0

cag

ct 9
Leu

gac

gga
G

gac

gtt
Val
85

909
Al a

t ac

Tyr

tgc

tcg
Ser

cag
G n
165

cag
G n

tgc

cac
H s

cct
Pr 0

cca
Pr 0
245

cag
G n

tgc

ccc

Pr 0

909
Al a

gat

325

993
G

gtg at
Val

atc

aat
Asn

aac

Asn

agt
Ser

act
Thr
70

gt

gcc

gag
G u

aag
Lys

gt g
Val
55
t tt
Phe

AlaG

gat

atc
He

acc
Thr
150

cag
G n

gac

cag
G n

gcc
Al a

ctg
Leu
230

acc

cag

99C
Y

295
cac
H s

gt c
Val

Leu

tcg
Ser

acg

—m-I><coco "HoarrQco -co~<o

280

9C9
Al a

tgg
Trp

aac

As n

Leu

aag
Lys
360

ggt

PF58307. t Xt

aag
Lys
25
t ac

Tyr

ct c
Leu

ccc

Pro

gac
ASP

cgc
Ar 9
105

aag
Lys

ttg
Leu

aac
Asn

tgg
Trp

tgg
Trp
185

tcg
Ser

aac
Asn

tgg
Trp

ct g
Leu

tac

Tyr
265
att
He

cgt
Ar 9

acc
Thr

at g
Met

9C9
Al a
345

gag
G u

cgt

10

aag
Lys

gat
ASP

acg
Thr

gag
G u

8‘9u
90

aag
Lys

gca
Ala

t cg
Ser

gt g
Val

ttg
Leu
170

ggt
G V

t cc
Ser

gt C
Val

agt
Ser

acc
Thr
250
t to
Phe

ct c
Leu

gt 9
Val

tgg
Trp

ct g
Leu
330
at c
He

gag
G u

gat
ASP

gt 0
Val

cac
H S

gct
Al a
75

age
Ser

ct 9
Leu

t ac

Tyr

acg
Thr

ct c
Leu
155

gct
Al a

gat
ASP

tcg
Ser

cac
HsG

gag
G u
235

cgc
Ar 9

ccc
Pro

ttt
Phe

ccc

Pr 0

t ac

Tyr
315

gt g
Val

gt 9
Val

9C9
Al a

gcc
Al a

ttc
Phe

gt c
Val

gat gtc cac
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99C
G

cgc
Ar g

acc
Thr

gcc
Ala
125
att
He

gct
A1 a

gac

ttc
Phe G

tgg
Trp
205

gag
G u

909
A1 a

285

ccg

gca

270

Pro

Leu

acc
Thr

Leu

ct c
Leu
350

at g
Met

ggt

15
ccc
Pro

gt 0
Val

gac

act
Thr

atc
He
95
ttc
Phe

aag
Lys

gcc
AI a

ctt
Leu

Leu
175

gcc
AI a

gac

ccc
Pro

gag
G u

cgt
Arg
255
ttt
Phe

aac
Asn

gt 0
Val

at g
Met

gt 9
Val
335
aac
Asn

gat
ASP

cta

ttc
Phe

cct
Pro

990
G

Ctt
Leu
80

aag
Lys

cag
G n

gt 0
Val

aag

160

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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Phe

gcc
Al a
385
ttc
Phe

gag
G u

a
I —u—r- CDO

gct
Al a

Thr
370
aac
Asn

cct
Pro

acc
Thr

gag
G u

gcc
A! a
450

<210> 4O
<211> 45
<212>
<213>

<400> 4O
Met Ala Ala
1

Lys

tgg
Trp

tog
Ser

ct 9
Leu

gga
G
435
tcc
Ser

7
PW
IVbrti erell

Asn Ala Gu

Leu

Asp

Thr
65
Al a

Asn

Ser

Ser

Tr p
145

G y

H 3

Leu

H s

H e
225
Phe

Mat

Gn

Gn
305
Leu

Gn

Mat

Phe

| I e
35
Pr 0

Val

Phe

Leu

Ser
275
H 3

Ser

H e

Val

Gn

ttC
Phe

at g
Met

t go

420
act
Thr

aag
Lys

Ala

Ala
20
I l e

G V

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Thr

Tr p

Phe
180
Va!

HI 3

HI 5

Val

Asn
260

Tr p

Lys

Leu

Lys

340

He

acg
Thr

oct
Pro
405
aaa

Lys

gca

He

ggt

390

cgc

aag
Lys

gag
uAIaG

at g
Met

a al pi na

Pro
5
Leu

ASP

G y

Asp

Val
85
Ala

165

Pro

Pro
245
G n

Pro

Ala

ggt
G y

Ser

Asn

Asn

Ser

Thr
70

G y

Al a

ASP

He

Thr
150
Gn

G n

Al a

Leu
230

Thr

Leu

Ser

Mat
310
Pro

Asn

Val

135

295

Va!

Leu

Phe

Ser
280
Al a

Tr p

Asn

Leu

PF58307. tXt

Thr

185

Leu

Tyr
265
He

Thr

Met

Al a
345

ASP

tat

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Ar 9

taa

170

Ser

Val

Ser

Thr
250
Phe

Leu

Val

Tr p

Leu
330
He
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Val

cag
G n
395

aag
Lys

t ac

Tyr

ct 9
Leu

Thr

Val

H 3

Al a
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

Leu
155

Val

Hs
380
atc
He

atc
He

cac
H s

aac

Pro

gag
G u

cag
G n

acc
Thr

gag
uAsnG

Leu

220
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445

205

A1 a

Tr p

Leu

Leu
285
Ser

A1 a

Phe

Ser

270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350

Leu

cac

gct
Ala
415

ggt

tco
Ser

Val
15
Pro

Val

Thr

He
95
Phe

Val
335
Asn

Phe

Leu
400

gt 0
Val

at g

aag
Lys

Leu

Phe

Pro

Leu
80

Lys

G n

Val

Lys

Leu
160
HI 3

Phe

1200

1248

1296

1344

1374
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Asn

Phe

AI a
385
Phe

G u

IIe

Ala

G y

Thr
370
Asn

Pro

Thr

G u

AIa
450

<210> 41
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 41

at g
th
1
aat
Asn

ct g
Leu

gat
ASP

act
Thr
65

gcc
AI a

aat
Asn

tcc
Ser

tcg
Ser

tgg
Trp
145

ggt
G y

cac

PIS

ttg
Leu

cac

his

att

gct
AI a

gcc
AI a

atg
th

cat
H s
50

gac
Asp

aac
Asn

gat
ASP

ctt
Leu

ttc
Phe
130

990
G y

ct c
Leu

cag
G n

gga
G y

aac

Asn
210

gac

Met
355

Lys

Tr p

Ser

Leu

G y
435
Ser

1374
DNA
Nbrti ereIIa aI

CDS

(1)..(1374)

gct
AI a

gag
G u

at c
| I e
35
ccc
Pr 0

gt c
VaI

ttt
Phe

gac
ASP

990
G y
115
aac
Asn

cag
G n

ttc
Phe T

gt c
VaI

ggt
G y
195
act
Thr

act

Pro

G n

Phe

Met

Cys
420
Thr

Lys

gct
AI a

gcc
AI a
20
att
I I e

ggt
G V

ttt
Phe

t ac

Tyr

ttt
Phe
100
tac

Tyr

ct c
Leu

acc
Thr

tgg
rp

ttc
Phe
180

gt 0
VaI

cac

HI 5

cac

VaI

I I e

Thr

Pro
405

Lys

AI a

Mat

ccc
Pro

cac

CCt

pi na

agt
Ser

aat

aac

ctg

VaI

Lys
455

gt g
VaI

gag
G u

aag
Lys

gt g
VaI

Phe

_£D-I>(Q(Q93—~o§~on2D _(.Q"<0(DCQ
(DI—P

a::3""(00
He

VaI

tcc
Ser
120

99C
G

gcc
A] a

993
G

ttc
Phe

ttc
Phe
200
ccc

Pr 0

acc

PF58307. tXt
G u G 0 AI a VaI

Arg

Asn

Phe

VaI
425
Ser

Gn

acg
Thr

aag
Lys
25
t ac

Tyr

ct c
Leu

CCC

ASP

Tyr

Ser
410

Arg

Arg

t tt
Phe
10

aag
Lys

gat

acg
Thr

gag
uPro G

gat

cgc

105

aag
Lys

Leu

aac

Asn

tgg
Trp

tgg
Trp
185

tcg
Ser

aac

Asn

tgg

gag
G u
90

aag
Lys

gca
A! a

t cg
Ser

gt g
VaI

Leu
170

ggt

tcc
Ser

gt 0
Val

agt

VaI

G n
395

Lys

Tyr

Leu

act
Thr

gat

gt 0
Val

cac
H s

gct
AI a
75

ago
Ser

ct 9
Leu

t ac

Tyr

act
Thr

CtC
Leu
155

9C9
A] a

gat

tcc
Ser

cac

H s

gag

Hs
380
He

He

Hs

Asn

C80

990

220
cat
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Asp
365
Pr 0

acc

gcc
A1 a
125
att
He

got
A1 a

gac

ttc
Phe

tgg
Tr p
205

gag
G u

get

Mat

HS

Pro

Thr
430
VaI

gag
G u

gca
AI a
30
ttt
Phe

aag
Lys

gag
G u

gcc
AI a

ttg
Leu
110
ttc
Phe

VaI

9C9
AI a

ttt
Phe

99C

190

aag
Lys

gat

ctg

ASp

Leu

H 5

Ala
415

Ser

—m —.—r- (Du-1-
ccc
Pro

gt 0
Val

gac

act
Thr

atc
He
95
ttc
Phe

aag
Lys

gcc
Al a

ct 0
Leu

Leu
175

gcc
AI a

gac

000

Pro

gag

Phe

Phe

Leu
400
VaI

Met

Lys

Leu

ttt
Phe

cct
Pro

990

ctt
Leu
80

aag
Lys

cag
G n

gt c
VaI

aag
Lys

Leu
160
cac
HI 3

ttc
Phe

aag
Lys

gac

atg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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lle

ttc
Phe

atg
th

cgt

cag
G n

cag
G11
305

ctg
Leu

cag

aac

ASP

tcg
Ser

gtc
Va

ctg
Leu

gcc
Ala
290

ctg
Leu

ttc
Phe

gct
Ala

ggc
G y

acc
Thr
370
aac
Asn

cct
Pro

act
Thr

gag
G u

gcc
Ala
450

<210> 42
<211> 457
<212>
<213>

<400> 42
th Ala Ala
1
Asn

Leu

Asp

Thr
65
Ala

Asn

Ser

Ser

Ala

Nht

kis
50

Asp

Asn

Asp

Leu

Phe

Thr

gat
ASP

ctc
Leu

tcc
Ser
275
cac
Fis

tCt
Ser

att
Ile

gtt
vw

atg
th
355

aag
Lys

tgg
Trp

tcg
Ser

ttg
Leu

gga
G V
435
ICC
Ser

PRT
Nbrtierel

G u

Ile
35
Pro

vm

Phe

Ffis

gtt
vm

aac
Asn
260

tgg
Trp

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys

tgc
Cys
340
cct
Pro

cag atc
G11

ttc
Phe

atg
th

tgc
Cys
420
act
Thr

aag
Lys

Ala

Ala
20
lle

G V

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Pro Leu Leu

cct gac gag
Pro Asp G u
245

cag acc tgg
Gn Thr Trp

tgc ctc cag
Cys Leu G n

000 tct gga
Pro Ser (By

295

gct atg cac
Ala th Fis

gat ccc gtc
Asp Pro val
325

ggc aac ttg
(Hy Asn Leu

gtg atc tcc
Val Ile Ser

atc acg

375

309 ggt gga
Thr (3y (3y

ccc cgc cac
HoNgHs
405

aaa aag tac
Lys Lys Tyr

gca gag gtc
Ala Ciu Val

atg ggc aag
hbt (3y Lys

455

a alpina

Pro Ser Val

Leu Asn GIJ

Asp Asn Lys

Ciy Ser Val

Asp Thr Phe
7O

Ala Ala GIJ

Tyr Asp Ser

Cys lle Trp

Thr

gag
G11

ttc
Phe

tcc
Ser
280

909
Ala

aac

PF58307.tXt

Trp

ctg
Leu

tac

Tyr
265
att
lle

cgt
Arg

acc
Thr

atg
th

gcg
Ala
345

gag
G u

cgt
Arg

aac
Asn

ttt
Phe

gtc
Va
425

agc
Ser

cag
G n

Ser

acc
Thr
250
ttc
Phe

atg
th

gtg
vm

tgg
Trp

att
Ile
330
att
Ile

gaa
G u

gat
ASP

tac

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Arg

taa

Phe

Ala

Ser
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G u
235

cgt
PWQ

000
Pro

ttt
Phe

000
Pro

tac

Tyr
315

gtg
vm

gtg
vm

909
Ala

vm

cag
G n
395

aag
Lys

tac

Tyr

Leu

Thr

ASP

vm

kls

Ala
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

Fls

080

380
all

Ala

tgg
Trp

ctc
Leu

ctg
Leu
285

tcg
Ser

gcc
Ala

ttt

tcg
Ser

gat

365
cct
Pro

gag
ulle G

atc
lle

cat
Fls

aac

Asn

Arg

Tyr

Phe
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cag
G n

acc
Thr

gag
G u
445

Leu

tcg

tcg

270
ccc
Pro

ttg
Leu

acc
Thr

ttg
Leu

ctc
Leu
350

atg
th

ggt

cac
H s

cct
Pro

act
Thr
430

gtc
Va

Ala
30
Phe

Lys

Ala

Leu
110
Phe

Va

cgc

255
ttt
Phe

aac
Asn

gtc
vm

atg

gtg
vm
335
aac
Asn

gac

ctg
Leu

cac
H 8

get
Ala
415

ggt
G

tcc
Ser

Ile
15
Pro

vm

Thr

lle
95
Phe

Lys

Ala

th
240
ttC
Phe

gcc
Ala

ggt

gag
GlJ

ttc
Phe
320

tcg
Ser

Ffls

ttc
Phe

ttt
Phe

Leu
400

gtc
vm

atg
th

aag
Lys

Leu

Phe

Pro

Leu
80

Lys

G n

vm

Lys

768
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864
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Gr1

Phe

Thr

G11
165
G n

Cys

Fis

Trp

Val Phe
180

y vm
195
Thr His

210

Ser

Va

Leu

Ala

Thr Hrs Pro

Ser Thr
135

230
Val Pro

245
Asn
260

Trp

Leu

Ser
275

PIS Lys
290

305
Leu

G n

Asn

Phe

Leu

Phe

Ala

Thr

Ser Leu

Ile Lys

vm
340
Pro

G11

th
355

Lys
370

Ala
385
Phe

lle

Ala

Asn

Pro

Thr

G u

Ala

Phe

th

Trp

Ser

Leu
420
Thr

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

Variant

(5). (10) _-
xaa In posrtion

Variant

(11)..(11)
xaa in position

Variant

(16).. (16)
xaa in position

Variant

(17).. (17)
xaa in position

Variant

(19)..(20)
xaa in position

Thr

Leu

th G y

295

Val

Leu

375

Val

Lys
455

sequence

PF58307.tXt
140
Ser

tls

Ala Asn Val Leu
155

Leu Ala
170

Gy

Ser

vm

Ser

Thr
250
Phe

kbt

Trp

Phe Trp Leu
185
Ser

Asn

ASP

Phe Ser
200
Pro

Trp

Gy
220
Fls

th

Thr Trp

Leu

Phe

Ser
280
Ala

lle

Val

Tyr
265
lle

lle
300
Leu

Arg

Trp Thr

Asn vm

vm

Tyr

Leu Phe

Lys Ala Val
360

vm

G n
395

Lys

Fls

Leu

Asn
410

Phe
440
Ala

Leu

5 to 10 is any anino acid

11 is

16 is

17 is

19 to

any or no anino acid

any anino acid

no anino acidany or

20 is any anino acid
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Ala

Leu

Leu
285
Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

Phe

190

p Lys

Leu

Ser

Ser
270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350

p th

H 3

Pro

Thr
430
vm

vm
335
Asn

Leu

H 3

Ala
415

Ser

Leu
160
Ffis

Phe

Phe

Leu
400
vm

th

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>

Variant

(22)..(23)
xaa in positi

Variant

(25).. (25)
xaa in posiH

Variant

(27).. (27)
xaa in posiH

Variant

(30)..(30)
xaa in positi

Variant

(32)..(34)
xaa in posiH

Variant

(37).. (38)
xaa in posiH

Variant

(40)..(42)
xaa in posiH

Variant

(44)..(46)
xaa in posiH

Variant

(48)..(48)
xaa in positi

Variant

(51)..(59)
xaa in posiH

Variant

(60).. (77)
xaa in posiH

Variant

(79).. (82)
xaa in posiH

Variant

(84)..(84)
xaa in posiH

Variant

(87).. (92)
xaa in positi

Variant

(94)..(97)
xaa in posiH

Variant

(99)..(101)
xaa in posiH

Variant

(103)..(104)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

22

25

27

30

32

37

4O

44

48

51

60

79

84

87

94

99

to

is

is

is

t0

t0

t0

to

is

t0

t0

to

is

t0

t0

t0

PF58307.tXt

23 is any anino acid

any anino

any anino

any anino

34 is any

38 is any

42 is any

46 is any

any anino

59 is any

77 is any

82 is any

any anino

92 is any

97 is any

acid

acid

acid

am

am

am

am

aci

am

01’

am

aci

am

no

no

no

no

no

no

no

no

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

anino acid

101 is any anino acid

on 103 to 104 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>

Variant

(106)..(132)
xaa in positi

Variant

(133)..(134)
xaa in posiH

Variant

(136)..(138)
xaa in posiH

Variant

(140)..(140)
xaa in positi

Variant

(142)_.(142)
xaa in posiH

Variant

(145)..(145)
xaa in posiH

Variant

(153)..(153)
xaa in posiH

Variant

(159)..(160)
xaa in posiH

Variant

(162)..(171)
xaa in positi

Variant

(172)..(172)
xaa in posiH

Variant

(174)..(176)
xaa in posiH

Variant

(181)..(182)
xaa in posiH

Variant

(186)..(186)
xaa in posiH

Variant

(190)..(190)
xaa in positi

Variant

(194)..(195)
xaa in posiH

Variant

(197)..(200)
xaa in posiH

Variant

(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

142

145

153

159

162

172

174

181

186

190

194

197

201

to 132

to 134

to 138

is any

is any

is any

is any

to 160

to 171

is any

to 176

to 182

is any

is any

to 195

to 200

to 207

PF58307.tXt

is

iS

is

am

am

am

am

is

is

or

is

iS

am

am

iS

is

is

any anino acid

any or no anino acid

any anino acid

no acid

no acid

no acid

no acid

any anino acid

any anino acid

no anino acid

any anino acid

any anino acid

no acid

no acid

any anino acid

any anino acid

any or no 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>

Variant

(214)..(214)
xaa in positi

Variant

(216)..(216)
xaa in posiH

Variant

(218)..(218)
xaa in posiH

Variant

(220)..(238)
xaa in positi

Variant

(239)..(250)
xaa in posiH

Variant

(252)..(255)
xaa in posiH

Variant

(257)..(258)
xaa in posiH

Variant

(260)..(261)
xaa in posiH

Variant

(264)..(264)
xaa in positi

Variant

(267)..(269)
xaa in posiH

Variant

(271)..(284)
xaa in posiH

Variant

(285)..(296)
xaa in posiH

Variant

(298)..(298)
xaa in posiH

Variant

(300)..(305)
xaa in positi

Variant

(307)..(326)
xaa in posiH

Variant

(327)..(328)
xaa in posiH

Variant

(330)..(336)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

214 is any

216 is any

218 is any

220 to 238

239 to 250

252 to 255

257 to 258

260 to 261

264 is any

267 to 269

271 to 284

285 to 296

298 is any

300 to 305

307 to 326

327 to 328

330 to 336

PF58307.tXt

anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any or no

anino acid

is any anino

is any anino

is any or no

is any anino
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acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

anino 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>

Variant

(338)..(339)
xaa in positi

Variant

(342)..(342)
xaa in posiH

Variant

(345)..(347)
xaa in posiH

Variant

(352)..(352)
xaa in positi

Variant

(354)..(359)
xaa in posiH

Variant

(360)..(363)
xaa in posiH

Variant

(365)..(367)
xaa in posiH

Variant

(369)..(370)
xaa in posiH

Variant

(372)..(372)
xaa in positi

Variant

(374)..(379)
xaa in posiH

Variant

(380)..(384)
xaa in posiH

Variant

(386)..(387)
xaa in posiH

Variant

(390)..(390)
xaa in posiH

Variant

(404)..(405)
xaa in positi

Variant

(410)..(411)
xaa in posiH

Variant

(413)..(416)
xaa in posiH

Variant

(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

404

410

413

418

to

is

10

is

10

10

IO

10

is

10

10

10

is

to

10

10

to

339

any

347

any

359

363

367

370

any

379

384

387

any

405

411

416

419

PF58307.tXt

is any anino

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any or no

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino
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acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid
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<220>
<221> Variant

<222> (423)..(427) _
<223> xaa in position 423 to 427 is any anino acrd
<220>
<221> Variant

<222> (430)..(435) _
<223> xaa in position 430 to 435 is any anino aCId
<220>
<221> variant

<222> (438). (438) .
<223> xaa in position 438 is any anino acrd
<220>
<221> Variant

<222> (441)..(443)
<223> xaa in position 441 to 443 is

<400> 43

Lys
1

xaa

xaa

Gy

xaa
65

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
145

G n

Ala

Pro

xaa
225
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
305
xaa

vm

xaa

Phe
385

val Tyr Asp xaa xaa
5

Val xaa xaa Thr xaa
20

xaa his Pro xaa xaa
35

Asp xaa xaa xaa 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

G y Trp Leu Ala his
150

xaa xaa xaa xaa xaa
165

G y Phe Ser xaa xaa
180

xaa xaa Asn xaa xaa

Asp lie Asp Thr xaa

xaa xaa xaa xaa 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
Fis xaa xaa xaa xaa

310
xaa xaa xaa 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

xaa

Trp

xaa

Pro
215
xaa

xaa

xaa

xaa
295
xaa

xaa

Val

xaa

xaa
375

xaa

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

PF58307.tXt

xaa

xaa
25

xaa

xaa

xaa

xaa

Lys
105
xaa

xaa

xaa

xaa

Lys
185
xaa

Leu

xaa

xaa

Ser
265
xaa

Leu

xaa

Phe

xaa
345
xaa

xaa

Leu

any anino acid

xaa xaa Fls
10

Asp xaa Thr

xaa Leu xaa

xaa xaa xaa
60

xaa xaa xaa
75

xaa xaa xaa
90

xaa xaa xaa

xaa xaa xaa

xaa G y xaa
140

Ffis Fls G n
155

xaa xaa xaa
170

xaa Lys Fis

xaa xaa xaa

xaa Trp xaa
220

xaa xaa xaa
235

xaa G n xaa
250

Trp xaa xaa

xaa xaa xaa

xaa Gtixaa
300

xaa xaa xaa
315

xaa xaa xaa
330
xaa xaa Fis

xaa xaa Phe

xaa xaa xaa
380

Asn Tyr G n
395
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Pro

Asp

xaa
45

xaa

xaa

Gy

xaa

xaa
125
Phe

vm

Asn

xaa
205
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
285
xaa

xaa

xaa

Asn

xaa
365
xaa

Ile

xaa
30

xaa

xaa

Phe

xaa

xaa
110
xaa

xaa

Phe

xaa

xaa
190
xaa

xaa

xaa

xaa

Ser
270
xaa

xaa

xaa

xaa

350
xaa

xaa

15
Phe

Tyr

xaa

xaa

xaa
95

xaa

xaa

G n

xaa

xaa
175
tis

xaa

xaa

xaa

xaa
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
335
th

xaa

xaa

tis

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
80

xaa

xaa

xaa

G n

xaa
160
xaa

Fis

xaa

xaa
240
Phe

xaa

xaa

xaa

xaa
320
xaa

xaa

G n

xaa

Fis
400
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Leu Phe Pro xaa xaa Pro Arg Hs Asn
405

Val xaa xaa Leu cys Lys xaa xaa xaa

xaa xaa xaa GI y

<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>
<221>
<222>

420
Thr

435

44
31
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(3) ..
xaa In pOSItI

Variant

(6)-,-(6) _.
xaa in posnti

Variant

(9).;(9) _.
xaa In pOSItI

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(13)..(13)
xaa in positi

Variant

(17).. (18)
xaa in positi

Variant

(19)..(19)
xaa in positi

Variant

(20)..(20)
xaa in positi

Variant

(21)..(21)
xaa in positi

Variant

(22)..(22)
xaa in positi

Variant

(23)..(23)
xaa in positi

Variant

(24)..(24)
xaa in positi

Variant

(25)..(25)
xaa in positi

Variant

(26)..(26)

xaa G u Val
440

PF58307.tXt

410

425
xaa

xaa xaa Lys xaa xaa xaa xaa
415

His xaa xaa xaa
430

xaa xaa Tyr

xaa xaa Leu

on 2 to 3 is any anino acid

on 6 is Asp or

on 9 is Leu or

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

GIJ

vm

12 is any anino acid

13

17

19

2O

21

22

23

24

25

is Leu,

to 18 is any anino acid

is Ala,

th or Val

Asn, Pro or

is any anino acid

is lie

is any

is Pro

is any

is lie

or Val

anino acid

or Val

anino acid

or Val
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<223> xaa in position 26 is G u or Lys
<220>
<221> Variant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is Ala, Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (30)..(30)
<223> xaa in position 30 is any or no anino acid

<400> 44

Leu xaa xaa G n lle xaa Fls Fis xaa Phe Pro xaa xaa Pro Arg His
1 5 1O

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Leu cys xaa Lys
20 25 30

<210> 45
<211> 27
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Asp, (3y or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (3)..(4)
<223> xaa in position 3 to 4 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is Ala, G n or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (14)..(14)
<223> xaa in position 14 ' Asp or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 ' any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (22)._(22)
<223> xaa in position 22 ' Ala, Ser or vm
<220>
<221> Variant

<222> (23)..(23)
<223> xaa in position 23 ' Pro or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (25)..(25)
<223> xaa in position 25 ' Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (26)..(26)
<223> xaa in position 26 ' any anino acid
<220>
<221> Variant

PF58307.tXt
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<222> (27)..(27)

PF58307.tXt

<223> xaa in position 27 is GU, Gly,

<400>

Giy xaa xaa xaa G
1

<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>

45

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

n Giy Phe Ser
5

Asn xaa H s HIS xaa xaa xaa Asn xaa xaa xaa

10

12

14

16

17

20

24

26

25

Asn or Ser

to 3 is any am'no acid

is Glu, Lys or

is Ala or Gy

is Ser or Thr

is Ala, Ser

Arg

or Val

to 13 is any am'no acid

is Phe or Mat

is Pro or Ser

to 18 is any

to 22 is any

to 25 is any

is any or no

20

46
31
PRT

Awtificial sequence

Variant

(2).;(3) .-
xaa in posrh

Variant

(5)-_-(5) __
xaa In pOSIh

Variant

(7).;(7) .-
xaa In posrh

Variant

(8)-_-(8) _.
xaa In pOSIh

Variant

(10)..(10)
xaa in posiH

Variant

(12)..(13)
xaa in positi

Variant

(14) .( 14)
xaa in posiH

Variant

(16).. (16)
xaa in posiH

Variant

(17).. (18)
xaa in posiH

Variant

(20).. (22)
xaa in posiH

Variant

(24).. (25)
xaa in positi

Variant

(26)..(26)
xaa in posiH

Variant

(28)..(28)
xaa in posiH

on 28 is any am' no acid

Seite 60
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<221> Variant

<222> (29). . (29)
<223> xaa in position 29 is any or no anino acid

<400> 46

Thr xaa xaa Ciy xaa Asp xaa xaa Asp xaa Phe xaa xaa xaa Ffis xaa
1 5 10

xaa xaa Ala xaa xaa xaa Leu xaa xaa xaa Tyr xaa xaa (3y Asp
20 25 30

<210> 47
<211> 26
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 ‘s Phe, Leu or vm
<220>
<221> Variant

<222> (3)..(3)
<223> xaa in position 3 '5 any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (4). (4)
<223> xaa in position 4 '5 Ala, (Hy or Ser
<220>
<221> variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 's (in or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 '5 Ala, Cys or Pro
<220>
<221> Variant

<222> (7). (7)
<223> xaa in position 7 ‘s Ser, Thr or vm
<220>
<221> Variant

<222> (8). (8)
<223> xaa in position 8 's Cys, Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(11)
<223> xaa in position 10 to 11 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (14) . . ( 14)
<223> xaa in position 14 is lie or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(18)
<223> xaa in position 17 to 18 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(20)
<223> xaa in position 19 to 20 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (22) . . (23)
<223> xaa in position 22 to 23 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (26)..(26)
<223> xaa in position 26 is Ala, Pro or Ser

PF58307.tXt

Seite 61
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<400>

Phe xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa G y xaa xaa Leu Ala xaa Va
51

47

PF58307.tXt

1O

xaa xaa xaa xaa Asn xaa xaa G y th xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

48
13
PRT

25

Artificial sequence

Variant

(6)-_-(6)
xaa in position 6 is any anino acid

Variant

(8).;(8)
xaa in position 8 is any or no anino acid

Variant

(11):.(11)
xaa In position 11 is any or no anino acid

Variant

(13) . (13)
xaa in position 13 is Asp or Ser

Pro Asp lie Asp Thr xaa Pro xaa Leu Leu xaa Trp xaa
1

<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>

5

on

on

on

on

on

on

10

2 to 3 is any anino acid

4 is any or no anino acid

7 to 8 is any anino acid

9 is any or no anino acid

11 is any anino acid

12 is Phe or Leu

48

49
17
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(3) _.
xaa in posrti

Variant

(4).;(4) .-
Xaa In posrtl

Variant

(7)-_-(8) _.
xaa in posrti

Variant

(9)-_-(9) _.
xaa in posrti

Variant

(11)..(11)
xaa in positi

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

( 15). .( 15)
xaa in positi

on 15 is lie or Leu

Seite 62
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<400>

G n xaa xaa xaa Tyr
51

Trp

<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>

<400>

1

49

50
20
PRT

Phe xaa xaa xaa Leu xaa xaa Ala Arg xaa Ser

PF58307.tXt

10

Awtificial sequence

xaa xaa xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

Variant

(2)-_-(2) .. ,
xaa In posrtion 2 IS Asp, G u or Thr

Variant

(3)-.-(3) .. .
xaa in posrtion 3 IS Ala or Thr

Variant

(4)-.-(4) .. .
xaa In pOSItIon 4 IS Asp, G y, Ser or Thr

Variant

(5)-_-(7) _. _ _ _
xaa in posrtion 5 to 7 IS any anino acrd

Variant

(9)-.-(10) _. . . .
xaa In posrtion 9 to 10 IS any anino acrd

Variant

(13)..(13)
xaa in position 13 is Phe, Leu or vm

Variant

(14)..(15)
xaa in position 14 to 15 is any anino acid

Variant

(17).. (17)
xaa in position 17 is Ala, Asp, Ciy, Asn or Ser

Variant

(18).. (19)
xaa in position 18 to 19 is any anino acid

Variant

(20)..(20)
xaa in position 20 is Ala, G n or Ser

50

H s xaa xaa xaa xaa xaa xaa G y xaa xaa G u Va
5 10

20

51
1320
DNA

Thraustochytriunissp.

CD8

(1)..(1320)
Seite 63
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<400> 51

atg
th
1

gag
G u

t ac

Tyr

ttg
Leu

ttt
Phe
65

aag
Lys

909
Ala

ct 0
Leu

cgc

tcc
Ser
145
att
lle

tcg
Ser

t ac

Tyr

agc
Ser

aac

Asn
225

aag
Lys

ttt
Phe

ct g
Leu

t 99
Tr p

990
G
305
ct c
Leu

ct g
Leu

ggc
G y

gcg
At a

gac
ASP

acc
Thr
50
cat
H 3

ct g
Leu

C99
Arg

gt 0
Val

gt 0
Val
130

aag
Lys

999
A! a

ttc
Phe

ggc
G y

aag
Lys
210

acg
Thr

ccg
Pro

GO!)
A! a

cac
H s

at c
H e
290
tac

Tyr

990
G y

ccg
Pro

aag
Lys

aac
AsnG

909
Al a
35

939
G u

cag
G n

acg

Val
195
cac
H 3

ct 9
Leu

993
G

ccc

Pr 0

ccg
Pro
275
ttc
Phe

tcg
Ser

tgc att

gt 9
Val

acc
Thr
340

agc
Ser

gac

aac
Asn

939
G u

too
Ser

tcc
Ser
85

gcc
Al a

999
G

atc
Ile

ccc
Pro

cgc
9

165

gt c
Val

tgc

gcc
Al a

ct 9
Leu

ct 9
Leu
245

tcg
Ser

t ac

Tyr

cgc

990
G

t ac

Tyr
325
aac
Asn

gag
G u

aag
Lys

ttt
Phe

gcc
AlaG

99C

aag

99C

ccc
Pro
215

gcc
At a

QC!)
A1 a

ct g
Leu

ct g
Leu

att
HeG
295

t cg
Ser

ttc
Phe

gag
G u

cgc

aaa

Lys

cac
H s
40

9t 9
Val

gcc
Al a

9819
G u

cgc

gac

120
ct 0
Leu

ct c
Leu

tgg
Trp

ct c
Leu

agc
Ser
200
aac
As n

ttt
Phe

ct 0
Leu

ct c
Leu

cgc

280

99C

gt 0
Val

ct g
Leu

gac

PF58307. t Xt

agc
Ser

acg
Thr
25

ccg
Pro

gac

Val

Val

gac

185

999
G

cgc

aac

Asn

t99
Trp

at c
H e
265
acc
Thr

t99
Trp

ggg
G

cag
G n

cag
G n
345

909
A! a

ctg
Leu G

at g

170

gac

cac

HI S

CtC

909
Al a

ct 9
Leu

ggt
G y

acg
Thr

tac

Tyr
75
ttc
Phe

909
A1 a

99C

155
cac

H 3

C99

t ac

Tyr

939
uLeu G

939
G u

ct g
Leu
250

99C

aag
Lys

ttC
Phe

at g
Met

ttc
Phe
330

ct g
Leu

cgc

235

cgc

Ctt
Leu

099
Ar 9

tcg
Ser

tac

Tyr
315

gcc
A1 a

cac
H s

cag

gcc

ccg
Pro

tcg
Ser
140

9t 9
Val

gag
G u

at g
Mat

t99
Trp

cac
H s
220

gt c
Vat

9t 9
Val

99C

cac
H 3

ct c
Leu
300

ct g
Leu

gt 0
Val

tgg
Trp

Seite 64
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Val

cag
G n

t99
Trp

at g
Met
285

at g
Met

tgc

agc
Ser

ct 0
Leu

acg

270

gag
G u

990
G

acg

cac

175
ttc
Phe

cag
G n

gat

aag
Lys

t ac

Tyr
255
ct C
Leu

ttc
Phe

gct
Al a

MC
Phe G

acg
Thr
335

gtac
Tyr

gcc
A1 a

ct 9
Leu

ttc
Phe

939
G u

ccg
Pro
80

cag
G n

939
G u

t ac

Tyr

atg

99C
G
160

999
G

ttc
Phe

cac

HI 3

ct c
Leu

gt 0
Val
240
ct 0
Leu

t ac

Tyr

gt 0
Val

ct 0
Leu

99C

320
cac

HI 3

gcg
Al a

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056
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PF58307.txt

gcc gac cac acg gtg aac att agc acc aag tcc tgg ctc gtc acg tgg 1104
Ala Asp Fis Thr Val Asn Ile Ser Thr Lys Ser Trp Leu Val Thr Trp

355 360 365

tgg atg tog aac ctg aac ttt cag atc gag cac cac ctc ttc ccc acg 1152
Trp th Ser Asn Leu Asn Phe G n lle Ciu Fls Fis Leu Phe Pro Thr

370 375 380

gcg ccg cag ttc cgc ttc aag gaa atc agt cct cgc gtc gag 900 etc 1200
Ala Pro G n Phe Arg Phe Lys G u lle Ser Pro Arg Val G u Ala Leu
385 390 395 400

ttc aag cgc cac aac ctc cog tac tac gac ctg ccc tac acg agc gcg 1248
Phe Lys Arg His Asn Leu Pro Tyr Tyr Asp Leu Pro Tyr Thr Ser Ala

405 410 415

gtc tcg acc acc ttt gcc aat ctt tat tcc gtc ggc cac tcg gtc ggc 1296
Val Ser Thr Thr Phe Ala Asn Leu Tyr Ser Val G y His Ser Val Ciy

420 425 430

gcc gac acc aag aag cag gac tga 1320
Ala Asp Thr Lys Lys G n Asp

435 440

<210> 52
<211> 439
<212> PRT

<213> Thr aust ochyt ri um ssp.

<400> 52

MetGyLysGySerGuGyArgSerAlaAlaArgGuMatThr Ala
1 5 10 15

GuAlaAsnGyAspLysArgLysThrlleLeulIeGuGyValLeu
20 25 30

Tyr Asp Ala Thr Asn Phe Lys Fis Pro (Hy (Hy Ser lle lle Asn Phe
35 40 45

Leu Thr Gu Gy Gu Ala Gy Val Asp Ala Thr Gn Ala Tyr Arg Gu
50 55 60

Phe Hs Gn Arg Ser Gy Lys Ala Asp Lys Tyr Leu Lys Ser Leu Pro
65 70 75 80

Lys Leu Asp Ala Ser Lys Val Gu Ser Arg Phe Ser Ala Lys Gu Gn
85 90 95

AlaArgArgAspAlalVEtThrArgAspTyrAlaAlaPheArgGuGu

Leu Val Ala G u Ciy Tyr Phe Asp Pro Ser lle Pro His th lle Tyr
115 120 125

Arg Val val Ciu lle Val Ala Leu Phe Ala Leu Ser Phe Trp Leu th
130 135 140

Ser Lys Ala Ser Pro Thr Ser Leu Val Leu Ciy Val Val th Asn (By
145 150 155 160

lleAlaGnGyArgQ/sGyTrpValNBtHsGulVBtGyl—isGy
165 170 175

Ser Phe Thr Ciy val lle Trp Leu Asp Asp Arg Nat Cys G u Phe Phe

TyrGy Val Gy Cys Gy Mat SerGy His Tyr TrpLys Asn Gn l-fis
195 200 205

Ser Lys Fis His Ala Ala Pro Asn Arg Leu G u H s Asp Val Asp Leu
210 215 220

Asn Thr Leu Pro Leu Val Ala Phe Asn Ciu Arg Val Val Arg Lys Val
225 230 235 240

Lys Pro Ciy Ser Leu Leu Ala Leu Trp Leu Arg Val G n Ala Tyr Leu
245 250 255

Phe Ala Pro Val Ser Cys Leu Leu lle Ciy Leu G y Trp Thr Leu Tyr
260 265 270

Leu Fis Pro Arg Tyr Nat Leu Arg Thr Lys Arg Fls th G u Phe Val
275 280 285

Trp Ile Phe Ala Arg Tyr Ile G y Trp Phe Ser Leu th Ciy Ala Leu
290 295 300

Gy Tyr Ser Pro Gy Thr Ser Val Gy Mat Tyr Leu Cys Ser Phe Gy
305 310 315 320

Leu G y Cys lle Tyr lle Phe Leu G n Phe Ala Val Ser Fis Thr His
325 330 335

Leu Pro Val Thr Asn Pro G u Asp G n Leu Fls Trp Leu G u Tyr Ala
Seite 65
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Al a

Tr p

Ala
385
Phe

Val

Ala

ASP

N51
370
Pro

Lys

Ser

ASP

<210> 53
<211> 13
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 53

atg
th
1

gcg
Ala

gcg
Ala

t ac

Tyr

ccg
Pro
65

909
Al a

aaa

Lys

gac

gag
G u

ttc
Phe
145

gct
Al a

gcc
Al a

ggc

ggt
G

cac
H s

tgc
Q/s

ttc
Phe

gag
G u

gtc
Val
50

998
G y

acg
Thr

gcc
Al a

gac
ASP

aga
Arg
130

Ala

H s
355
Ser

G n

Arg

Thr

Thr
435

71
[NA
Oat r eococcus t auri

CDS

(1)..(1371)

gt 9
Val

gac
ASP

aag
Lys
35

gt g
Val

gga
G V

gaa
G C

ttg
Leu

gcg
Ala
115

gat
ASP

gag
uQ

340
Thr

Asn

Phe

H! s

Thr
420

Lys

gag
G u

ggt
G V
20

ct 0
Leu

gt 0
Val

ggt
G V
180

tgg
Trp

ggt
G V

g cct
Pro

Val

Leu

Ar 9

Asn
405
Phe

Lys

acg
Thr
5

gag
G u

gag
G u

gag
G u

g gtt
Val

ttc
Phe
85

gcg
Al a

at g
Mat

ttc
Phe

909
Al a

gt 0
Val
165

tgg
Trp

tgg
Trp

agc
Ser

Asn

Phe
390
Leu

Al a

Gn

gaa
G u

cgc

ccg
Pro

999
G y

att
l l e
70

aag
Lys G

ct 0
Leu

ct 0
Leu

ttc
Phe

909
Al a
150
tcc
Ser

gt g
Val

gac

990
G

aag
Lys

Ile

Phe
375

Lys

Pro

Asn

aat
Asn

gag
G u

9C9
Al a

gt g
Val
55
ttc
Phe

gag
u

ccg
Pro

caa

G n

aag
Lys
135

at g
Mat

tog
Ser

cag
G n

aag
Lys

gac

215

gtt
Val

aac

Asn

0919

gcg
Al a
40

gag
G u

tat

Tyr

ttt
Phe

tCt
Ser

gat

120
000
Pr 0

cgt
Ar 9

PF58307. t Xt
345
Thr

He

He

Tyr

Tyr
425

gat

909
A] a

gag
G u
185
atc
lle

tgg
Trp

cac
H s

Lys Ser Tr p

G u

Ser

ASP
410
Ser

Val
170

ggo
G

cag
G n

aac
Asn

gac

Seite 66

H s

Pr 0
395
Leu

Val

Val

099

gcc
Al a

aag
Lys

909
Al a

ggg
G
155
t ac

Tyr

gga
G

gcc
Ala

tcg
Ser

at g
Met

000

Pro

aac
Asn

acg
Thr

acg
Thr
60
aac

Asn

tcg
Ser

aag
Lys

tgg
Trp

cac
H s
140

acg

Phe

220

gat
ASP

172 of 349

Leu
365
Leu

Val

Tyr

H: s

acg
Thr

gt g
Val

t tc
Phe
45

gat

acc
Thr

aga
Ar g

acg
Thr

099
Ar g
125

gt g
Val

t ac

Tyr

tgc

agc
Ser

aca
Thr
205
cac
H: s

ct 9
Leu

350
Val

Phe

Thr

Ser
430

gt 9
Val

aag
Lys
30

9C9
Al a

ttt
Phe

999
G V

aag
Lys

gcc
Al a
110
aaa

Lys

gcg
Al a

ct g
Leu

ttt
Phe

tcg
Ser
190

gcc
AlaG

aac
Asn

gac

Th r

Pr 0

Al a

Ser
415
Val

gag at
Go
15

ct g
Leu

agg
Ar g

aag
Lys

gcg
Al a

gcg
Al a
95

aag
Lys

gaa
G u

t at

Tyr

at g
Met

ttc
Phe
175

cl 9
Leu

ggg

aag
Lys

acc
Thr

Tr p

Thr

Leu
400
Al a

160

ggC

acg
Thr

ttc
Phe

cat
l-fi s

acc
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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225
000
Pr o

990

Val

909
Ala

ttt
Phe

acg
Thr

aag
Lys
290

909
Ala

909
Ala

t go
013

gtg
Val

acg
Thr
370
t ac

Tyr

ttc
Phe

tgg
Trp

acg
Thr

caa
G n
450

<210> 54
<211> 45

<400> 54

Net Gys Val Gu
1

Ala Phe Asp

A] a

Tyr

Pro
65
A] a

Lys

Asp

Gu

G u

Val
50

G V

Thr

gt 9
Val

agc
Ser

tcc
Ser
275

get
A] a

cac g
HS

at g
Met

tat

Tyr

000

Pro
355
at c
ll 9

ct 0
Leu

cgc
Ar 9

aac
Asn

ct 0
Leu
435
cac
H s

6
PFTI'
(St r eococcus t aurl

909
Al a

aag
Lys
260

990
G

Val

cag
G n

ct g
Leu
340

gcg
Ala

gac
Asp

aac
Asn

cag
G n

ct c
Leu
420

998
G y

tCC

ttC
Phe
245

aag

325
ttt
Phe

gac
ASP

atc
Ile

tgc
O/s

CCC

caa
G n
390

gag
uPro G

405
aac
Asn

aac
Asn

gga

t ac

Tyr

ct 0
Leu

aag
Ser Gy Lys

Gy
20
Met

lle

Thr

Ala

Ala
100
Gu

Gy Phe

aac
Asn

Leu

ct c
Leu

99C

295

acg
Thr

990
G

cac
H 3

cat
H s

cog
Pr 0
375

gt 0
Val

gt a
Val

aag
Lys

gac

acg
Thr
455

Asn

Al a

Val
55
Phe

Pro

Gn

Lys
135

acc
Thr

cgc

ctt
Leu
280

aag
Lys

tgg
Trp

tta
Leu

ttc
Phe

ct 0
Leu
360

agt
Ser

atc
Ile

tCt
Ser

gt 0
Val

aac
Asn
440

9C9
Al a

PF58307. tXt

909
Al a

ctt
Leu
265
ttc
Phe

tac

Tyr

acg
Thr

ttt
Phe

tcc
Ser
345
tcc
Ser

caa
GnG

cac
H s

cgc
Ar g

atg
Mat
425

gt g
Val

taa

A] a
25
Leu

Tyr

Al a

H s

105
Phe

Ser

235

gtg gaa
Val G u
250

cag QCQ
Gn Ala

tgg atg
Trp Mat

gaa gag
Gu Gu

atc aag
I l e Lys

315

HQ 909
Ala

acg tcg
Thr Ser

tgg gtt
Trp Val

ggt tgg
y Trp

cac ctc
Hus Leu

395

ch ttc
Arg Phe
410
acc tac

Thr Tyr

ggt aag
Gy Lys

Gy lle

Gu Ala

Ala Lys

Asp Val

Leu Ser
75

HlsArg

Pro Ala

Ala Lys

Pro Ala

gac
ASP

tgg
Trp

ttt
Phe

ttg
Leu
300

909
Al a

acg
Thr

cac
H s

cga
Arg

gt 9
Val
380
ttt
Phe

gt 0
Val

gcc

Pro

Asn

Thr

Thr
60
Asn

Ser

Lys

Trp

Hs
140

Seite 67
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aat
As n

acc
Th r

t to
Phe
285

Qt g
Val

Qt g
Val

agc
Ser

acg
Thr

t ac

Tyr
365
aac
Asn

ccg
Pro

gcc
A1 a

ggt
G y

tac

Tyr
445

Thr

Val

Phe
45

ASP

Thr

Arg

Thr

Arg
125
Val

cgt
Ar g

ttc
Phe
270
ct 0
Leu

tgg
Trp

acc
Thr

tgg
Trp

cac
H s
350

gcc
A] a

tgg
Trp

agc
Ser

ttt
Phe

909
Al a
430
t ac

Tyr

Val

Lys
30
A] a

Phe

G y

Lys

Al a
110

Lys

Ala

000
Pro
255
at C
l I e

cac
H S

at g
Mat

3193

gt 9
Val
335

ct g
Leu

gt 0
Val

ttg
Leu

at g
Mat

gcg
Ala
415

tgg
Trp

gt g
Val

Ala

240

cgt

ccc

Pr 0

ccc
Pr 0

cac
HI 3

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1371
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275

290

305

Val Val Pro
355

Hs Thr Ile
370

G y Tyr Leu
385

Gn Phe Arg

Lys Trp Asn

Al a Thr Leu
435

Leu

Val

G y
180

Tr p

G y

Pro

Al a

Lys
260

G y

Leu

Val

G n

Leu
340
Ala

Asp

Asn

G n

Leu
420

G y

Ala

Val
165

Tr p

Tr p

Ser

G n

Phe
245

Tyr

Leu

Pro
405
Asn

Asn

Gy Gn Hs Ser Gy
450

<210> 55
<211> 1254
<212> DNA

<213> Lei shmani a ma]

<220>
<221> CDS

<222> (1). .(1254)

<400> 55

atg gcc ctc
Mat Ala Leu

gat ggc gtc
Asp Gy Val

att ctg aaa
lle Leu Lys

cag ttc cac
G n Phe H s

50

ccg aat cgc
Pro Asn Arg

aag cga ttg
Lys Arg Leu

gac
ASP

Ctt
Leu
20
tac

Tyr

ttg
Leu

ccg
Pro

gag
G u

aat
Asn
5
tac

Tyr

t ac

Tyr

aag
Lys

909
Al a

aag
Lys

150

230
Phe

Leu

Lys

0r

gt c
Val

gac
ASP

CtC
Leu G

ct 9
Leu

ccg
Pr 0
70
ct 0
Leu

Met

Ser

455

000
Pro
55
cca
Pro

tcg
Ser

Tyr

Val

H s

Arg
200
Met

Arg

Thr

Arg

Leu
280

Lys

Tr p

Leu

Phe

Leu
360
Ser

I I e

Ser

Val

Asn
440
Al a

ccg
Pro

acc
Thr

agc
Ser
40

agg

cag
G n

099
Ar 9

PF58307. tXt

A] a Leu G y Thr

Leu

Phe

Ser
345

G n

H 3

Mat
425
Val

cac

Val
170

G y

G n

Asn

Asp

Val
250
G n

Trp

G u

l l e

Leu
330
Thr

Trp

HIS

Arg
410
Thr

Seite 68

155

Tyr

G y

Al a

Ser

Mat
235
G u

Al a

Mat

G u

Lys
315
Al a

Ser

Val

Tr p

Leu
395
Phe

Tyr

Lys

009
Pro

099

gcc
Al a

aag
Lys

gt 0
Val
75

aag
Lys

Ala

Hs

Phe

Phe

Leu
300
Al a

Thr

Hs

Val
380
Phe

Val

Al a

HS

aac

Tyr

Gys

Ser

Thr
205
H: 3

Leu

Asn

Thr

Phe
285
Val

Val

Ser

Thr

Tyr
365
Asn

Pr 0

Ala

Tyr
445

gag
uAsnG

cat
H s

acc
Thr

tat

Tyr
60
aac
Asn

gcg
Al a

174 of 349

ccg
Pro

gag
G u
45
ct 0
Leu

gt 9
Val

ct 9
Leu

Leu

Phe

350

Phe

Al a
430

Tyr

lVet

Phe G
175
Leu

Lys

Thr

Pro
255
He

l—ns

Mat

Val
335
Leu

Val

Leu

Mat

Al a
415

Tr p

Val

ctga
Leu
15

ggc

gtac
Tyr

099

gag
G u

gat

240

Pro

Pro

Leu

Phe
320

Pro
400

Lys

Lys

HIS

caa

cag

909
Al a

48

96

144

192

240

288
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tgc gta
3 Val

cggttt
Arg Phe

c cgt
e

130

909 gag
a G u

gtc aca
Val Thr

gga ctt
G y Leu G

aag cat
Lys Fis

acg ctg
Thr Leu

210

agg aac

ggc 000
G y Pro

cac gtc
Fls Va

atc ctg
lle Leu

gtc tcg
Val Ser

290

agc gcc
Ser Ala

ccg atg
Pro th

atc tac

lle Tyr

c tac

G y Tyr

9
n

ttc
Phe
370

gaa aac
G u Asn G

aaa acc

Lys Thr

aac taa

<210> 56
<211> 41

939 gag
uG u G

tct
Ser
115
ctt
Leu

999
G y

893

ggc

cac
PIS
195
cct
Pro

909
Ala

gtc
vm

cgc

tgc

275
ttc
Phe T

gcc
Ala

ctt
Leu

acc
Thr

ctt
Leu
355

cgc

99C

ttc
Phe

7
<212> PRT

100

gag
G u

ccg
Pro

cga
Arg

att
lle

gat

180

gct
Ala

ctc
Leu

ago a t
Ser

acc
Thr

cac
Ffis
260

cgc
Arg

t99
rp

taca

Tyr

ccg
Pro

atg

340
aac
Asn

ttc
Phe

ctc
Leu

aag
Lys

vm

aag
Lys

aac

Asn
405

Ctt

caa

ttt
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp
135

tgg
Trp

Leu

9 ago
Ser

cag
G n

ttc
Phe
215

cgc

ctt
Leu

cgc

gtg
val

295

aac g
Asn

atg
th
120
ccc
Pro

tgg
Trp

gac

909
Ala

aag
Lys
200
aac

Asn

tgg
Trp

gtc
vm

act
Thr

gtc
vm
280

990
G

aac
Asn

cac
PIS

ccg
Pro

gaa
G u
360

9C9
Ala

tcg
Ser

gac

PF58307.tXt

(QO—l-9<3""$93020 "O(DOUIEDO
$91 We

Phe

909
Ala

tcg
Ser
345
cac
H S

ccg
Pro

cgt

gtg
Va

90

ago
Ser

gcc
Ala

9C9
Ala

cac

Fns

aaa

Lys
170

tgg
Trp

CQQ
Arg

tQQ
Trp

atc
lle

ctg
Leu

gag
G u
155
ata
lle

tgg
Trp

cac
PIS

atc atc
lle

tcc
Ser

ctc
Leu
250

Seite 69

lle

ctg
Leu
235
tac

Tyr

tac

Tyr

315

Phe

ttc
Phe

ctc
Leu

9t9
vm

tac

Tyr
395

989
G u

ccg
Pro

ggt
G y

9t9
vm
140

Va

Phe

C99

380

atg
th

cac
His

ctt
Leu
125
atc
lle

99t

filial?

tcg
Ser

th
Val
205

cgc
Arg

atg
th

cag
G11

gag
G u

cac
Ffis
285
tcc
Ser

cac
Ffis

gag
G u

acg
Thr

cct
Pro
365
aaa

9 LyS

989
G u

ttc at
Phe

1750f349

atc
lle
110

cac

acc

Va

95

gtc
vm

atg
th

gga
G

tac

Tyr

ctc
Leu
175
cat
#13

Ctt

tac

Tyr

ctc
Leu

th
Val

agc
Ser
160
tac

Tyr

aac

Asn

939
uLeu G

99C

ctc
Leu

ttc
Phe
255
tct
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cac
H s

909
Ala
335
ttc
Phe

atg
th

ttt
Phe

ctc
Leu

gct
Ala G
415

aag
Lys

ttc
Phe
240
cta
Leu

900
Ala

cag
G11

ttc
Phe

ctg
Leu
320

gcc
Ala

atg

cca
Pro

939
G u

cag
G n
400

999

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 shmani a major

<400> 56

Met AI a Leu Asp
1

ASP

IIe

Gn

Pro
65

Lys

145
VaI

G y

Leu

Phe
50
Asn

210

Pr 0

Val

Leu

Ser
290
AI a

th

Tyr

Tyr

Phe
370
Asn

Thr

<210> 57
<211> 4O
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

VaI

Lys
35
H s

Arg

Leu

G u

Ser
115
Leu

1
PRT
Awtificial

Leu
20

Tyr

Leu

Pro

I I e

180
Ala

Leu

Ser

Thr

HI 3
260

Arg

Trp

Pro

th
340
Asn

Phe

Leu

Lys

Vari ant

(2)--(2)
xaa in position 2 is any am'no acid

Seite 70

Asn
5

Tyr

Tyr

Lys

Ala

I I e

325
Asn

Tyr

VaI

Lys

Asn
405

VaI

ASP

Leu

Leu

Pro
70
Leu

Leu

I I e

Leu

150

Tr p

Mat

Pro

AI a

230
Ser

Mat

IIe

Phe
310

VaI

G n

G n

Tyr
390
Leu

Arg

Q/s

G y

Pro
55
Pro

Ser

Phe

Leu

Trp
135

Trp

Leu

sequence

Pro

Thr

Ser
40

Arg

G n

Arg

Asn

Met
120
Pro

Tr p

Asp

AI a

Lys
200
Asn

Tr p

VaI

Thr

Va]
280

G y

Asn

Hs

PF58307. t Xt

Me

185

345

Pro

VaI

AI a

AI a

HI 3

Lys
170

Tr p

Ar 9

I I e

Ser

Leu
250

Ar 9

Val

VaI

AI a

HI 3
330

Tr p

HI 3

Ar g

Pro

Ala
410

235

I I e

Leu

Leu
315
Phe

Phe

Leu

VaI

Tyr
395

Asn G u

H 3 Pro

Thr G u

Tyr Leu
60
Asn VaI

AI a Leu

Pro Hrs

VaI Me
140

220
G n Met

Trp G n

Thr G u

Q/s Hrs
285

Phe Ser
300
Asn Hrs

VaI Gu

VaI Thr

Phe Pr 0
365

380
Mat G u

Phe I19

176 of 349

VaI

Leu

VaI

IIe

Ser

Gn

Leu

Gn
80

pAIa

Leu

VaI

Ser
160

Tyr

Asn

Lys

Phe
240
Leu

AI a

G n

Phe

Leu
320
Al a

Met

Pro

G n
400
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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>

Variant

(5)..(5)
xaa in positi

Variant

(8).;(8) ..
xaa in posrh

Variant

(10)..(10)
xaa in posiH

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(17)..(26)
xaa in posiH

Variant

(27)..(29)
xaa in posiH

Variant

(33)..(37)
xaa in posiH

Variant

(40)..(44)
xaa in posiH

Variant

(46)..(46)
xaa in positi

Variant

(48)..(48)
xaa in posiH

Variant

(50)..(51)
xaa in posiH

Variant

(54)..(56)
xaa in posiH

Variant

(58)..(69)
xaa in posiH

Variant

(70).. (77)
xaa in positi

Variant

(79)..(89)
xaa in posiH

Variant

(91)..(91)
xaa in posiH

Variant

(93)..(94)
xaa in positi

on 5 is any anino acid

on 8 is any anino acid

PF58307.tXt

on 10 is any anino

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

12

17

27

33

4O

46

48

5O

54

58

70

79

91

93

is

t0

t0

t0

to

is

is

t0

t0

to

to

to

is

to

any

261

29 i

371

44‘:

any

any

511

69 i

773

89 i

any

anino

5 any

s any

3 any

5 any

anino

anino

s any

‘3 any

5 any

s any

s any

anino

acid

acid

am

or

am

am

no

no

no

no

acid

acid

am

am

am

or

am

no

no

no

no

no

acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

94 is any anino acid
Seite 71
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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>

Variant

(96)..(97)
xaa in positi

Variant

(99)..(100)
xaa in posiH

Variant

(103)..(104)
xaa in posiH

Variant

(106)..(110)
xaa in positi

Variant

(112)_.(127)
xaa in posiH

Variant

(128)..(129)
xaa in posiH

Variant

(131)..(137)
xaa in posiH

Variant

(142)..(143)
xaa in posiH

Variant

(146)..(146)
xaa in positi

Variant

(149)..(149)
xaa in posiH

Variant

(151)..(151)
xaa in posiH

Variant

(154)..(155)
xaa in posiH

Variant

(157)..(157)
xaa in posiH

Variant

(159)..(166)
xaa in positi

Variant

(168)..(168)
xaa in posiH

Variant

(170)..(172)
xaa in posiH

Variant

(174)..(176)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.tXt

96 to 97 is any anino acid

99 to 100 is any anino acid

103 to 104 is any anino

106

112

128

131

142

146

149

151

154

157

159

168

170

174

t0

t0

t0

t0

to

is

iS

is

to

is

to

is

t0

to

110

127

129

137

143

any

any

any

155

any

166

any

172

176

is

iS

is

iS

is

am

am

am

iS

am

is

am

is

is

any anino

aninoany

any or no

aninoany

any anino

no acid

no acid

no acid

any anino

no acid

any anino

no acid

any anino

any anino
Seite 72
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acid

acid

acid

anino 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>

Variant

(178)..(180)
xaa in positi

Variant

(182)..(182)
xaa in posiH

Variant

(187)..(187)
xaa in posiH

Variant

(189)..(192)
xaa in positi

Variant

(195)..(195)
xaa in posiH

Variant

(198)..(198)
xaa in posiH

Variant

(200)..(200)
xaa in posiH

Variant

(202)..(202)
xaa in posiH

Variant

(206)..(221)
xaa in positi

Variant

(223)..(225)
xaa in posiH

Variant

(227)..(229)
xaa in posiH

Variant

(231)..(231)
xaa in posiH

Variant

(234)..(236)
xaa in posiH

Variant

(238)..(239)
xaa in positi

Variant

(241)..(241)
xaa in posiH

Variant

(243)..(245)
xaa in posiH

Variant

(248)..(258)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

178

PF58307.tXt

to 180 is any anino acid

182 is any

187 is any

189

195

198

200

202

206

223

227

231

234

238

241

243

248

to

is

is

is

is

t0

t0

to

is

t0

to

is

to

to

192

any

any

any

any

221

225

229

any

236

239

any

245

258

am

am

is

am

am

am

am

is

is

is

am

is

is

am

is

is

no acid

no acid

any anino

no acid

no acid

no acid

no acid

any anino

any anino

any anino

no acid

any anino

any anino

no acid

any anino

any anino
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acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid
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PF58307.txt
<220>
<221> Variant

<222> (260)..(285)
<223> xaa in position 260 to 285 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (286)..(286)
<223> xaa in position 286 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (288). (289)
<223> xaa in position 288 to 289 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (291). (298)
<223> xaa in position 291 to 298 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (300). (300)
<223> xaa in position 300 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (302)..(303)
<223> xaa in position 302 to 303 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (305). (307)
<223> xaa in position 305 to 307 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (309)..(309)
<223> xaa in position 309 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (312)..(324)
<223> xaa in position 312 to 324 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (327). (329)
<223> xaa in position 327 to 329 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (331). (338)
<223> xaa in position 331 to 338 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (339)..(339)
<223> xaa in position 339 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (341)..(341)
<223> xaa in position 341 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (343)..(343)
<223> xaa in position 343 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (345)..(346)
<223> xaa in position 345 to 346 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (349)..(349)
<223> xaa in position 349 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (351)..(352)
<223> xaa in position 351 to 352 is any anino acid

Seite 74
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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>
lie

1
xaa

xaa

Leu

xaa
65

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
50

xaa

xaa

PIS

xaa

Va

Variant

(358)..(359)
xaa in positi

Variant

(364)..(369)
xaa in posiH

Variant

(371)..(379)
xaa in posiH

Variant

(381)..(381)
xaa in positi

Variant

(383)..(386)
xaa in posiH

Variant

(388)..(393)
xaa in posiH

Variant

(395)..(396)
xaa in posiH

Variant

(399)..(400)
xaa in posiH

57

G y Val xaa
5

xaa xaa xaa
20

xaa xaa
35

xaa

xaa

Leu Pro

xaa xaa xaa

xaa xaa xaa
85

xaa xaa Tyr
100

xaa xaa
115
xaa

xaa

xaa xaa
130

G u
145
xaa

Trp

PIS

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

(3y PIS xaa

xaa xaa xaa
165

xaa xaa PIS
180

xaa Asp Leu
195
xaa xaa xaa

210
xaa
225
xaa

xaa

G n

Trp

xaa

xaa xaa xaa

xaa xaa xaa
245

xaa xaa
260

on 358 to

on 364 to 369

on 371 to 379

on 381 is any

on 383 to 386

on 388 to 393

on 395 to 396

on 399 to 400

Tyr Asp xaa

xaa xaa xaa

Phe PIS xaa
4O

xaa xaa xaa
55

xaa xaa
70

xaa

Arg

xaa

xaa xaa

xaa xaa

xaa xaa xaa
120

xaa xaa

Ser
150
xaa

xaa
135
xaa Thr

xaa

xaa LyS PIS

xaa Thr xaa
200

xaa xaa xaa
215

Phe xaa
230
Leu

Pro

PIS xaa

xaa xaa xaa

PF58307.tXt

iS

iS

359 iS any anino

any anino

any anino

anino acid

iS

iS

iS

iS

Thr

xaa
25

xaa

Ala

xaa

xaa

105
xaa

xaa

xaa

xaa
265

any anino

any anino

any anino

any anino

xaa
10

xaa xaa

xaa xaa

xaa xaa

xaa xaa
75

xaa
90

xaa xaa

xaa xaa

Arg cys

Phe xaa

xaa

xaa

xaa
60

xaa

Phe

xaa

xaa

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

PIS

xaa

Ala
45

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
125

Trp
140

xaa xaa
155

xaa xaa
170
Ala xaa

xaa val

xaa xaa

Trp

xaa

Pro

Ala

xaa

xaa

Ser

xaa

Phe
205
xaa

220
xaa xaa

235
xaa xaa
250
xaa
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xaa

xaa

xaa xaa

Leu

xaa

xaa

Pro

30
xaa

xaa

xaa

xaa
110
xaa

xaa

xaa

xaa
190
xaa

Trp

xaa

xaa

xaa
270

Gy
15

Ala

LyS

xaa

xaa

Ser
95

Ala

xaa

xaa

xaa

xaa
175
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
255
xaa

Gy

Thr

xaa

xaa

xaa
80

xaa

xaa

xaa

PIS

xaa
160
xaa

xaa

xaa

xaa

Leu
240
xaa

xaa
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xaa xaa xaa xaa xaa
275

xaa Leu xaa xaa xaa
290

xaa xaa xaa His xaa
305

xaa xaa xaa xaa Tyr
325

xaa xaa xaa Vai xaa
340

Fls Fis 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>

58
59
PRT

xaa

xaa

Fls
310

Trp

xaa

xaa

xaa
390

xaa

xaa
295
Leu

xaa

xaa

xaa

xaa
375
xaa

flwtificial sequence

Variant

(3)-_-(4)
xaa in positi

Variant

(7)-_-(7)
xaa In positi

Variant

(10)..(10)
xaa in positi

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(15)..(15)
xaa in positi

Variant

(17).. (17)
xaa in positi

Variant

(19).. (19)
xaa in positi

Variant

(21)..(21)
xaa in positi

Variant

(22)..(22)
xaa in positi

Variant

(23)..(23)
xaa in positi

Variant

(24)..(24)

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

xaa
280
xaa

xaa

xaa

Net

Pro
360
xaa

xaa

PF58307.txt
xaa xaa xaa xaa

xaa xaa Tyr xaa
300

xaa xaa xaa xaa

315
xaa Thr xaa xaa

330
xaa xaa Leu Asn
345

G n Phe Arg xaa

xaa xaa xaa Leu
380

xaa Thr xaa xaa
395

3 to 4 is any anino acid

7 is any anino acid

10 is any anino acid

12'

15'

17'

19'

21

22'

23'

Phe,

any

any

any

any

Lys

lie

Leu or van

or no

or no

anino

anino

or Awg

0r th

anino acid

anino acid

acid

acid
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xaa
285
Phe

xaa

xaa

xaa

xaa
365
xaa

Asn

xaa

xaa

xaa

xaa

G n
350
xaa

Tyr

Leu

G y

xaa

xaa

xaa
335
xaa

xaa

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>
<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

Variant

(25)..(25)
xaa in positi

Variant

(26)..(26)
xaa in positi

Variant

(27)..(28)
xaa in positi

Variant

(30)--(30)
xaa in positi

Variant

(32)..(32)
xaa in positi

Variant

(33)..(33)
xaa in positi

Variant

(34)..(34)
xaa in positi

Variant

(36)..(36)
xaa in positi

Variant

(37)..(38)
xaa in positi

Variant

(40)..(40)
xaa in positi

Variant

(41)..(41)
xaa in positi

Variant

(42)..(42)
xaa in positi

Variant

(44)..(44)
xaa in positi

Variant

(49)..(49)
xaa in positi

Variant

(51)..(51)
xaa in positi

Variant

(52)..(52)
xaa in positi

Variant

(53)..(53)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

24

25

26

27

3D

32

33

34

36

37

40'

41

42'

44'

49'

51

52'

is

is

is

to

iS

is

is

iS

is

to

any

Ala

Phe

28 i

Phe,

any

Ala

any

Ala

38 i

any

Asn

any

Asn

Ala

Asn

Lys

PF58307.txt
anino acid

or G u

or Val

5 any anino acid

Leu or vm

anino acid

or G y

anino acid

or G y

3 any anino acid

anino acid

or Ser

anino acid

or Ser

or Thr

or G n

or Arg
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

xaa in position 53 is

Variant

(54).. (54)
xaa in position 54 is

Variant

(57).. (57)
xaa in position 57 is

58

Gy Trp xaa xaa His Giu xaa
1 5

xaa Trp xaa Asp xaa xaa xaa
20

xaa xaa Ser xaa xaa xaa Trp
35

xaa Pro xaa xaa xaa xaa tts

<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>

50

59
5O
PRT

55

Awtificiai sequence

Variant

(2)--(2)
xaa in positi

Variant

(4)--(4)
xaa in positi

Variant

(6)-_-(6)
xaa In positi

Variant

(7)--(8)
xaa in positi

Variant

(10)..(10)
xaa in positi

Variant

(11) . (12)
xaa in positi

Variant

(14) .( 14)
xaa in positi

Variant

( 15). .( 15)
xaa in positi

Variant

(21)..(21)
xaa in positi

Variant

(22)..(22)
xaa in positi

Variant

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.txt

any anino acid

G u or Awg

th or Val

Gy Hs xaa Ser xaa Thr Gly xaa He
10 15

xaa xaa xaa xaa xaa Gy xaa Gy xaa
25 30

xaa xaa xaa Fls xaa Lys Ffis Ffis Ala
40 45

Asp xaa Asp Leu

is Asn or Thr

is any anino acid

is any anino acid

to 8 is any or no anino acid

10 is any anino acid

11 to 12 is any or no anino acid

14

15

21

22

iS

is

is

iS

lie or Val

any anino acid

Ser or Thr

any anino acid
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PF58307.txt

<222> (27)..(28)
<223> xaa in position 27 to 28 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (29) .(29)
<223> xaa in position 29 is G u or G n
<220>
<221> Variant

<222> (30)..(30)
<223> xaa in position 30 is lie, Leu or Va
<220>
<221> Variant

<222> (31) .(31)
<223> xaa in position 31 is Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (32) .(32)
<223> xaa in position 32 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (34) .(34)
<223> xaa in position 34 is Phe or Val
<220>
<221> Variant

<222> (35)..(36)
<223> xaa in position 35 to 36 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (37) .(37)
<223> xaa in position 37 is Phe or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (38) .(38)
<223> xaa in position 38 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (39)..(39)
<223> xaa in position 39 is G u or Lys
<220>
<221> Variant

<222> (40)..(40)
<223> xaa in position 40 is G u, Lys or Avg
<220>
<221> Variant

<222> (41) .(41)
<223> xaa in position 41 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (42) .(42)
<223> xaa in position 42 is (]y or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (44) .(44)
<223> xaa in position 44 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (46)..(46)
<223> xaa in position 46 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (47)..(47)
<223> xaa in position 47 is Asp, Ser or Val
<220>
<221> Variant

<222> (48). (48)
<223> xaa in position 48 is any anino acid
<220>
<221> Variant
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PF58307.tXt

<222> (49)..(49)
<223> xaa in position 49 is Pro or Thr

<400> 59

val xaa Trp xaa hbt xaa xaa xaa Asn xaa xaa xaa G n xaa
1 5 10

Fls Leu Phe Pro xaa xaa Pro G n Phe Arg xaa xaa xaa xaa
20 25 30

Avg xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Leu xaa Tyr xaa
35 40 45

xaa Tyr
50

<210> 60
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Asp or GIJ
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (8)..(8)
<223> xaa in position 8 is Ala, Cys or vw
<220>
<221> variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is Asp or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is Lys or Avg
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (20) .(20)
<223> xaa In position 20 is Phe, lie or Leu

<400> 60

ile xaa Ciy Val xaa Tyr Asp xaa Thr xaa Phe xaa His Pro
1 5 10

xaa xaa lie xaa
20

<210> 61
<211> 61
<212> PRT

<213> Awtificiai sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is any anino acid

Seite 80

186 of 349
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15

xaa xaa

xaa xaa

Gy Gy
15
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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>

Variant

(4)--(4)
xaa in positi

Variant

(8). (10) .-
xaa in p08!“

Variant

(11)..(11)
xaa in posiH

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(13)..(13)
xaa in posiH

Variant

(14)..(14)
xaa in posiH

Variant

(15).. (15)
xaa in posiH

Variant

(16).. (16)
xaa in posiH

Variant

(17)..(18)
xaa in positi

Variant

(19)..(19)
xaa in posiH

Variant

(20)..(23)
xaa in posiH

Variant

(25)..(26)
xaa in posiH

Variant

(28)..(29)
xaa in posiH

Variant

(31)..(31)
xaa in positi

Variant

(32)..(32)
xaa in posiH

Variant

(33)..(33)
xaa in posiH

Variant

(35)..(35)
xaa in positi

PF58307.tXt

on 4 is Ala or Leu

on 8 to 10 is any anino acid

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

11

12

13

14

15

16

17

19

2O

25

28

31

32

33

35

is

is

iS

is

is

is

to

is

t0

t0

to

is

is

is

is

Ala, lle or Va

Ala or val

G u or Awg

Asp, Lys or Awg

(3y, Asn or vm

Lys or Awg

18 is any anino acid

Ala, Ciy or Ser

23 is any anino acid

26 is any or no anino acid

29 is any or no anino acid

any anino acid

Phe, Trp or Tyr

any anino acid

Ala, Ciy or lle
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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>

Variant

(38)..(38)
xaa in positi

Variant

(39)..(39)
xaa in posiH

Variant

(40)..(40)
xaa in posiH

Variant

(42)..(42)
xaa in positi

Variant

(43)..(43)
xaa in posiH

Variant

(45)..(45)
xaa in posiH

Variant

(47)..(47)
xaa in posiH

Variant

(48)..(48)
xaa in posiH

Variant

(49)..(49)
xaa in positi

Variant

(52)..(52)
xaa in posiH

Variant

(53)..(53)
xaa in posiH

Variant

(54)..(55)
xaa in posiH

Variant

(56)..(56)
xaa in posiH

Variant

(57)..(57)
xaa in positi

Variant

(58)--(58)
xaa in posiH

Variant

(59)..(59)
xaa in posiH

Variant

(60)..(60)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

38'

39'

40'

42'

43'

45'

47'

48'

49‘

52'

53'

54

56

57

58

59

60

to

is

is

is

is

is

Ser

any

lie

Ala,

any

any

Phe

Phe

Pro

55i

Leu

Lys

any

Lys

PF58307.tXt

or Thr

or Ser

anino acid

or ya!

Gy or Leu

anino acid

anino acid

or Leu

or Tyr

0r Val

or Ser

3 any anino acid

or th

or Awg

0r Thr

anino acid

or Arg
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<220>
<221>
<222>

Variant

(61)..(61)
<223> xaa in position 61

<400>
Thr

1
xaa xaa

xaa Phe

xaa Leu
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>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

xaa
61

vm
5

Pro xaa

xaa xaa
20

xaa Pro
35

Fis xaa

vm

62
34
PRT
Pwtificial

Variant

(2-) (5)
xaa in positi

Variant

(6-) -(6)
xaa in positi

Variant

(8-) (9)
xaa in positi

Variant

(11) -(11)
xaa in positi

Variant

(12). .(12)
xaa in positi

Variant

(13) -1( 3)
xaa in positi

Variant

(14)- -(14)
xaa in positi

Variant

(15) -(15)
xaa in positi

Variant

(16) -(17)
xaa in positi

Variant

(18). .(18)
xaa in positi

Variant

(19) (19)
xaa in positi

Variant

(20)..(20)

is

Ala Phe

xaa xaa xaa

xaa xaa

sequence

xaa xaa xaa
55

PF58307.tXt

Fis or Tyr

xaa xaa xaa
10

xaa xaa
25

Leo xaa

Trp

xaa
40

xaa xaa xaa

xaa

Leu

xaa

xaa

xaa

xaa

Leu

xaa
60

on 2 to 5 is any anino acid

on 6 is any or

on 8 to 9 is any or

on

on

on

on

on

on

on

on

11

12

13

14

15

16

18

19

iS

is

is

iS

is

to

is

is

Asp or Pro

hbt or Vai

any anino acid

Asn or Pro

any anino acid

17 is Asp or G u

any anino acid

Ala or Leu
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xaa

xaa

xaa
45

xaa

no anino acid

xaa xaa xaa
15

G n xaa xaa
30

Trp xaa xaa
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PF58307.txt

<223> xaa in position 20 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 is Phe or Trp
<220>
<221> Variant

<222> (22)..(22)
<223> xaa in position 22 is Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (23)..(23)
<223> xaa in position 23 is (Eu or Avg
<220>
<221> Variant

<222> (26)..(26)
<223> xaa in position 26 is Ala or Val
<220>
<221> Variant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (28)..(28)
<223> xaa in position 28 is Fis or Tyr
<220>
<221> Variant

<222> (30)..(30)
<223> xaa in position 30 is Ile, met or vm
<220>
<221> Variant

<222> (31)..(31)
<223> xaa in position 31 is Asp or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (32)..(32)
<223> xaa in position 32 is Ile or Val
<220>
<221> Variant

<222> (33)..(33)
<223> xaa in position 33 is Asp, Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (34)..(34)
<223> xaa in position 34 is Pro or Thr

<400> 62
Ala xaa xaa xaa xaa xaa Fls xaa xaa Leu xaa xaa xaa xaa xaa xaa

1 5 10 15

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Tyr Ala xaa xaa xaa Thr xaa xaa xaa
20 25 3O

xaa xaa

<210> 63
<211> 28
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (4)..(4)
<223> xaa in position 4 is Clu or G11
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is Ala or Thr
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<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is Phe or Tyr
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 is any anino acid
<220>
<221> variant

<222> (8). (8)
<223> xaa in position 8 is Ciu or GI1
<220>
<221> Variant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in position 11 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (12). (12)
<223> xaa in position 12 is Lys or Awg
<220>
<221> Variant

<222> (13) .(14)
<223> xaa in position 13 to 14 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (15) .(15)
<223> xaa in position 15 is Lys or Awg
<220>
<221> variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Asp or Awg
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (21)..(22)
<223> xaa in position 21 to 22 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (25)..(26)
<223> xaa in position 25 to 26 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is Asp or Pro

<400> 63

Asp Ala Thr xaa xaa xaa xaa xaa Phe Fis 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> DWA
<213> CBtreococcus tauH

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(903)

<400> 64

atg tct gct tct gga gct ttg ttg cct gct att gct ttc get get tac
th Ser Ala Ser Ciy Ala Leu Leu Pro Ala lle Ala Phe Ala Ala Tyr
1 5 10 15

Seite 85
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gct tac gct acc tac gct tat gct ttc gag tgg tct cat gct aac gga 96
AlaTyrAlaThrTyrAlaTyrAlaPheGluTrpSerHIsAlaAsnGly

20 25 30

atc gat aac gtg gat gct aga gag tgg att gga gct ttg tct ttg aga 144
He Asp Asn Val Asp Ala Arg Glu Trp lle Gly Ala Leu Ser Leu Arg

35 40 45

ctccct gca att gct acc acc atgtac ctcttgttctgc ctt gtggga 192
Leu Pro Ala lle Ala Thr Thr Mat Tyr Leu Leu Phe Cys Leu Val Gy

50 55 60

cct aga ttg atg gct aag agg gag gct ttt gat cct aag gga ttc atg 240
Pro Arg Leu Met Ala Lys Arg Glu Ala Phe Asp Pro Lys Gly Phe Mat
65 70 75 80

etc gct tac aac gct tac caa acc gct ttc aac gtt gtg gtg ctc gga 288
Leu Al a Tyr Asn Ala Tyr G n Thr Al a Phe Asn Val Val Val Leu Gy

85 90 95

atg ttc gct aga gag atc tct gga ttg gga caa cct gtt tgg gga tct 336
MatPheAlaArgGlulleSerGyLeuGlyGlnProValTrpGl Sery

100 105 110

act atg cct tgg agc gat agg aagtccttc aag att ttgttg gga gtg 384
Thr Mat Pro Trp Ser Asp Arg Lys Ser Phe Lys lle Leu Leu Gy Val

115 120 125

tgg ctc cat tac aac aat aagtac ctc gagttgttg gat act gu g ttc 432
Leu Leu Asp Thr VaTrp Leu Hs Tyr Asn Asn Lys Tyr Leu G Phe

130 135

atg gtg gct agg aaa aag acc aag cag ctC tct ttc ttg cat gtg tac 480
Mat Val Al a Arg Lys Lys Thr Lys Gl n Leu Ser Phe Leu His Val Tyr
145 150 155 160

cat cat gct ttgttg att tgg gct tggtgg ctt gtt tgt cat ctc atg 528
Hs HsAlaLeu LeulleTrpAlaTrpTrpLeuVal Oys His LeulVlat

165 170 175

gct acc aac gat tgc atc gat gct tat ttc gga get get tgc aac tct 576
Ala Thr Asn Asp (313 He Asp Ala Tyr Phe Gy Ala Ala Oys Asn Ser

180 185 190

ttc atc cac atc gtg atgtactcctactac ctc atgtct gct ttggga 624
Phe lle Hs lle Val Mat Tyr Ser Tyr Tyr Leu Mat Ser Ala Leu Gly

195 200 205

att aga tgc cct tgg aag aga tat atc acc cag gct cag atg ttg caa 672
lleArgQ/sProTrpLysArgTyrlleThrGlnAlaGlanbtLeuGln

210 215 220

ttc gtg atc gtgttc gct cat gct gtt ttc gtgctc aga caa aag cac 720
Phe Val lle Val Phe Ala Hs Ala Val Phe Val Leu Arg Gln Lys HIS
225 230 235 240

tgc cct gtt act ttg cct tgg gca caa atg ttc gtg atg aca aat atg 768
Q/s Pro Val Thr Leu Pro Trp Ala G n Met Phe Val Mat Thr Asn Mat

245 250 255

ttggtg ctcttc gga aacttctac ctc aag gct tactct aac aagtct 816
Leu Val Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Leu Lys Al a Tyr Ser Asn Lys Ser

260 265 270

agg gga gat gga gct tct tct gtt aag cct gc gag act act aga gca 864
ml-FArg Gy AspGly AlaSer Ser Val Lys ProAl GuThrThrArgAla

275 280 285

cct tct gtg aga aga acc agg tcc agg aag atc gat tga 903
Pro Ser Val Arg Arg Thr Arg Ser Arg Lys lle Asp

290 295 300

<210> 65
<211> 300
<212> PRT
<213> Ostreococcus taurl

<400> 65

Met Ser Ala Ser Gly Ala Leu Leu Pro Ala lle Ala Phe Ala Ala Tyr
1 5 10 15

Ala Tyr Ala Thr Tyr Ala Tyr Ala Phe Glu Trp Ser Hrs Ala Asn Gly
20 25 30

He Asp Asn Val Asp Ala Arg Glu Trp lle Gy Ala Leu Ser Leu Arg
35 40 45

Leu Pro Ala lle Ala Thr Thr Met Tyr Leu Leu Phe Cys Leu Val Gly
Seite 86
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Pr 0
65
Leu

met

Thr

Trp

145

<210>
<211>
<212>
<213>

130
Val

PIS

Thr

I l e

Arg
210
Val

Pro

Val

G V

Ser
290

<220>
<221>
<222>

<400>

at 9
Mat
1

ago
Ser

tgg
Trp

ttt
Phe G

aag
Lys
65

tgg
Tr p

ct 0
Leu

ttc
Phe

acc
Thr

at 9
Mat

ttc
Phe

66
834
DWA

Pavlova sp

Leu

Tyr

Ala

Pro
115
H 3

Al a

Ala

Asn

HS H
195

Oys

H e

Val

Leu

Asp
275
Val

CDS

(1)..(834)

66

ttg
Leu

cag
G n

acg

115

tgg
Trp

Met

Asn

Phe
260

G V

Arg

gcc
AI a

cag
G n
20

ct g
Leu

aca
Thr

at g
Met

gt g
Val

aat
Asn
100

tgg
Trp

at g
Met

Al a

Al a
85

Ser

Asn

Lys

Leu
165

Val

Tr p

Phe

Leu
245

Al a

Arg

gca
Al a
5

gac
Asp

Lys
70

Tyr

lle

Asn

Lys
_.L 01 O
119

ll e

Mat

Lys

Al a
230
Pro

Asn

Ser

Thr

(Q
QC

CD”‘<0“9: _l—I'

CCC at
Pro

aag
Lys

ttc
Phe

gcc
Al a
85

aag
Lys

gt 9
Val

gt 9
Val

t ac

Tyr

act
Thr
70
tt t
Phe

gt g
Val

cac
H 3

ct g
Leu

tat

Tyr

gac

9t 9
Val

ttc

200

Val
280
Ser

ctt
Leu

aac
Asn

atg

4o

gag
UPhe G

55
t ac

Tyr

ct 0
Leu

gac

tac

Tyr

cgc

aat
Asn

ctg

PF58307. t Xt
60

Ala Phe Asp Pro

Ala

Leu
105
Ser

Leu

G n

Tr p

Tyr
185

Tyr

ll e

Val

G n

Leu
265

Lys

ct a
Leu

ccc
Pro
25
tct
Ser

aac
AsnA

ct 0
Leu

gag
uLeu G

Ctt
Leu G

aac
Asn
120

aag
Lys

ggg

105
aac
Asn

aag
Lys

Phe
90

G y

Phe

Phe

Mat
250

Lys

Pro

Lys

gt 9
Val
10
aac

AsnG

9t 9
Val

099
rg

t ac

Tyr

9t 9
Val
90
ccc
Pro

aag
Lys

acg
Thr

75
Asn

G n

Lys

Leu

Ser
155

p Leu

G y

Leu

G n

Val
235
Phe

Al a

Al a

He

ct 0
Leu

999

gt 0
Val

aag
Lys

cag
G n
75

099

aac
Asn

t ac

Tyr

cag
G n

Val

Pro

ll e

Leu
140
Phe

Val

220

tcg
Ser

gcc
Al a

tat

Tyr

000
Pro
60

205

Ser

Thr
285

gcc
Al a

270

agc

gtg atc atc
Val

cgt

tcc
Ser

9t 9
Val

cag
G n

Seite 87
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gag
G u
125

gt c
Val

Frr0429:9c:0mH—Acoco 0coocmo~<o
Ser

175

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

cgc
Arg
15
acc
Thr

ggt
G y

g 999
Gy

aac
Asn

at g
Met
95
ct c
Leu

ct 0
Leu

ttc
Phe

Met
80

Ser

Val

Phe

Tyr
160
Mat

Ser

G n

HI 3
240
Mat

Ser

Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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130 135 140

cac gtc tat cat cac gtg ctt ctg atg tgg gcc tgg ttc gtt gtc gtc 480
Hs Val Tyr Hrs Hs Val Leu Leu Mat Trp Ala Trp Phe Val Val Val
145 150 155 160

aag ctc ggc aat ggt ggt gac gca tat ttt ggc ggt ctc atg aac tcg 528
Lys Leu Gy Asn Gy Gy Asp Ala Tyr Phe Gy Gy Leu Met Asn Ser

165 170 175

c atc cac gtg atg atg tat tcc tac taC acc atg gcg ctc ctg ggc 576
e lle Hs Val Met Met Tyr Ser Tyr Tyr Thr Mat Ala Leu Leu G

180 185 190

gg tca tgc ccc tgg aag cgc tac ctc acg cag a cag ctc gtg cag 624
rp 3 Pro Trp Lys Arg Tyr Leu Thr Gn aGnLeu Val Gn

5 200 205

c tgc ctc gcc cac tcc aca tgg gcg gta acg gigt gcc 672eCys Leu Ala Hs Ser Thr Trp Ala Val Thr yAla
210 215

tac ccgtgg cga att tgcttg gtg gag gtgtgg atg gtgtcc atg 720
Tyr Pro Trp Arg lle Cys Leu Val Gu Val Trp Met Val Ser Met
225 230 235 240

ctg gtg ctc ttc aca cgc ttc tac cgc cag gcc tat gcc aag gag gcg 768
Leu Val Leu Phe Thr Arg Phe Tyr Arg Gn Ala Tyr Ala Lys Gu Ala

245 250 255

aag gcc aag gag gcg aaa aag ctc gca cag gag gca tca cag gcc aag 816
Lys Ala Lys Gu Ala Lys Lys Leu Ala Gn Gu Ala Ser Gn Ala Lys

260 265 270

gcg gtc aag gcg gag taa 834
Ala Val Lys Ala Gu

275

Q!
19
at
ll

<210> 67
<211> 277
<212> PRT

<213> Pavlova sp

<400> 67

Mat Met Leu Ala Ala Gy Tyr Leu Leu Val Leu Ser Ala Al a Arg G n
1 5 10 15

Ser Phe Gn Gn Asp lle Asp Asn Pro Asn Gy Ala Tyr Ser Thr Ser
20 25 30

Trp Thr Gy Leu Pro lle Val Mat Ser Val Val Tyr Leu Ser Gy Val
35 40 45

Phe Gy Leu Thr Lys Tyr Phe Gu Asn Arg Lys Pro Met Thr Gy Leu
50 55 60

Lys Asp Tyr Met Phe Thr Tyr Asn Leu Tyr G n Val He He Asn Val
65 7O 75 80

Trp Cys Val Val Ala Phe Leu Leu Gu Val Arg Arg Ala Gy Met Ser
85 90 95

Leu lle Gy Asn Lys Val Asp Leu Gy Pro Asn Ser Phe Arg Leu Gy
100 105 110

Phe Val Thr Trp Val Hs Tyr Asn Asn Lys Tyr Val Gu Leu Leu Asp
115 120 125

Thr Leu Trp Met Val Leu Arg Lys Lys Thr G n G n Val Ser Phe Leu
130 135 140

HS Val Tyr Hrs l-is Val Leu Leu Met Trp Ala Trp Phe Val Val Val
145 150 155 160

Lys LeuGyAsnGyGyAspAlaTyrPheGyGyLeu MetAsn Ser
165 170 175

He He Hs Val Mat Met Tyr Ser Tyr Tyr Thr Mat Al a Leu Leu Gy
180 185 190

Trp Ser le Pro Trp Lys Arg Tyr Leu Thr Gn Ala Gn Leu Val Gn
195 200 205

PheCyslleCys LeuAlaHsSerThrTrpAlaAlaValThrGyAla
210 215 220

Tyr Pro Trp Arg lle Cys Leu Val G u Val Trp Val Met Val Ser Mat
225 230 235 240

Leu Val Leu Phe Thr Arg Phe Tyr Arg Gn Al a Tyr Ala Lys Gu Ala
245 250 255

Lys Ala Lys Gu Ala Lys Lys Leu Ala Gn Gu Ala Ser Gn Ala Lys
Seite 88
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260 265 270

Ala Val Lys Ala Gu
275

<210> 68
<211> 1077
<212> DNA

<213> Thalassiosira pseudonana

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1077)

<400> 68

atg tgc tea tea ccg ccg tca caa tcc aaa aca aca tcc ctc Cta gca 48
Nht CW3 Ser Ser Pro Pro Ser G n Ser Lys Thr Thr Ser Leu Leu Ala
1 5 10 15

cgg tac acc acc gcc 900 etc etc etc etc acc ctc aca aca tgg tgc 96
Awg Tyr Thr Thr Ala Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Thr Thr Trp Cys

20 25 30

cac ttc gcc ttc cca gcc gcc acc gcc aca ccc ggc ctc acc gcc gaa 144
Fls Phe Ala Phe Pro Ala Ala Thr Ala Thr Pro Cly Leu Thr Ala GIJ

35 40 45

atg cac tcc tac aaa gtc cca ctc ggt ctc acc gta ttc tac ctg ctg 192
th PIS Ser Tyr Lys Val Pro Leu Ciy Leu Thr Val Phe Tyr Leu Leu

50 55 60

agt cta cog tca cta aag tac gtt acg gac aac tac ctt gcc aaa aag 240
Ser Leu Pro Ser Leu Lys Tyr Val Thr Asp Asn Tyr Leu Ala Lys Lys
65 7O 75 80

tat gat atg aag tca ctc cta acg gaa tca atg gtg ttg tac aat gtg 288
Tyr Asp th Lys Ser Leu Leu Thr G u Ser th val Leu Tyr Asn vm

85 90 95

gcg caa gtg ctg ctc aat ggg tgg acg gtg tat gcg att gtg gat gcg 336
Ala G n Val Leu Leu Asn Ciy Trp Thr Val Tyr Ala lle Val Asp Ala

100 105 110

gtg atg aat aga gac cat cog ttt att gga agt aga agt ttg gtt ggg 384
t Asn Arg Asp Hs Pro Phe lle Gy Ser Arg Ser Leu Val Gy

115 120 125

gcg gcg ttg cat agt ggg agc tcg tat gcg gtg tgg gtt cat tat tgt
Ala Ala Leu His Ser Ciy Ser Ser Tyr Ala Val Trp Val Fls Tyr cys

130 135 140

gat aag tat ttg gag ttc ttt gat acg tat ttt atg gtg ttg agg gg
Asp Lys Tyr Leu Ciu Phe Phe Asp Thr Tyr Phe th Val Leu Arg G
145 150 155 1

aaa atg gac cag gtc tcc ttc ctc cac atc tac cac cac acg acc a
Lys th Asp G n Val Ser Phe Leu Fis lle Tyr Fls Ffls Thr Thrl

165 170 175

gcg tgg gca tgg tgg atc gcc ctc cgc ttc too 000 ggt gga gac att 576
AlaTrpAlaTrpTrplleAlaLeuArgPheSerProGyG

180 185 190

tac ttc ggg gca etc etc aac tcc atc atc cac gtc ctc atg tat too 624
(]y Ala Leu Leu Asn Ser lle lle Fls Val Leu th Tyr Ser
195 200 205

tac tac gcc Ctt gcc cta ctc aag gtc agt tgt cca tgg aaa cga tac 672
Tyr Tyr Ala Leu Ala Leu Leu Lys Val Ser Cys Pro Trp Lys Arg Tyr

432

480

528

ctg act caa gct caa tta ttg caa ttc aca agt gtg gtg gtt tat acg 720
Leu Thr G n Ala Gin Leu Leu G n Phe Thr Ser Val Val Val Tyr Thr
225 230 235 240

ggg tgt acg ggt tat act cat tac tat cat acg aag cat gga gcg gat 768
Gy Cys Thr Gy Tyr Thr Hs Tyr Tyr HIS Thr Lys HIS Gy Ala Asp

245 250 255

gag aca cag cct agt tta g a acg tat tat ttc tgt tgt gga gtg cag 816
G u Thr G n Pro Ser Leu Ciy Thr Tyr Tyr Phe Cys cys Ciy Val G n

260 265 270

gtg ttt gag atg gtt agt ttg ttt gta ctc ttt tcc atc ttt tat aaa 864
G u th Val Ser Leu Phe Val Leu Phe Ser lle Phe Tyr Lys
275 280 285
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cga
Arg

aat
Asn
305
ata
lle

gga
G y

cgt
Arg

tcc
Ser
290

gal
Asp As

tcg
Ser

aag
Lys

gtt
Va

tat

Tyr

gat
p

939
G u

ttg
Leu

act
Thr
355

tcg
Ser

999
G V

ggt
Gy

gtg
vm
340

ggt
G Y

aag
Lys

aat
Asn

909
Ala
325

gct
Ala

gcc
Ala

aag
Lys

aat

aac
Asn
295

gag
uAsn G

310

aag
Lys

ac
Thr

atg

939
G u

g 909
Ala

tag

Lys

PF58307.tXt

aag tca gga gga
Ser

caa

G n

9t9
Va

aag
Lys
345

Gy

tgt
Cys

999
G
330

gct
Ala

Gy

cac
PIS
315
cat

y PIS

gta
vm

aag
Lys
300

aag
Lys

gca
Ala

aag
Lys

gat

gct
Ala

999
Ala

agg
Arg

ago
Ser

atg
th

aag
Lys

aag
Lys G
350

aag
Lys

aag
Lys

gat

335

gga

aag
Lys

gat

320

gct
p Ala

act
Thr

912

960

1008

1056

1077

<210>
<211> 358
<212> PRT
<213> Thalassloslra

69

pseudonana

<400> 69

th Cys Ser Ser
1

Arg

Fls

met

Ser
65

Tyr

Ala

Va

145

Tyr

Phe

Fis
50
Leu

Asp

G n

Nat

Ala
130

Lys

hat

Trp

Phe

Tyr
210
Thr

cys

Thr

Phe

Ser
290

Ser

Lys

val

Thr

Ala
35
Ser

Pro

th

355

Thr
20
Phe

Tyr

Ser

Lys

Leu
100

Arg

Ffis

Leu

G11

Trp
180
Ala

Leu

Ala

Pro
260

Pro
5
Ala

Pro

Lys

Leu

Ser
85
Leu

245

vm

Lys

Asn

Ala
325
Ala

Ala

Pro

Ala

Ala

vm

Lys
70
Leu

Asn

Fls

Gy

Phe
150
Ser

lle

Leu

Leu

Leu
230
Thr

Leu

Ser

Lys

Asn
310

Lys

Thr

th

Ser

Leu

Ala

Pro
55

Tyr

G n

Leu

Thr
40
Leu

vm

Thr

Trp

Phe
120
Ser

Leu

Leu

Ser
200

Lys

G n

Tyr

Thr

Phe
280

Lys

vm

Ser

185
lle

Va

Phe

Tyr

Tyr
265
Va

Ser

G n

Val

Lys
345

Lys
10
Leu

Thr

Leu

Ser
90
vm

Ala

Tyr

lle
170
Phe

lle

Ser

Thr

Ffis
250

Seite 90

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn
75
th

Tyr

Ser

val

Phe
155

Tyr

Ser

Fls

Ser
235
Thr

Phe

Phe

Gy

PIS
315
his

vw

Thr

Leu

vm
60

Tyr

Va

Ala

Trp
140
th

PIS

Pro

Val

Pro
220
val

Lys

cys

Ser

Lys
300

Lys

Ala

Lys

1960f349

Ser

Thr

Leu
45
Phe

Leu

Leu

lle

Ser
125
Va

Va

HlS

Leu
205

Trp

Va

Fls

cys

lle
285

Asp

Ala

Ala

Arg

Leu

Thr
30
Thr

Tyr

Ala

Tyr

val
110
Leu

Ffis

Leu

190

350

Leu
15

Trp

Ala

Leu

175

255
vm

240

320
Ala

Thr

CSI RO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 1005197 of 349



CSIRO Exhibit 1005198 of 349

<210> 71
<211> 300
<212> PRT
<213> Ostreococcus tauri

<400> 71

Net Ser Ala Ser Gy Ala Leu
1 5

Ala Tyr Ala Thr Tyr Ala Tyr
20

He Asp Asn Val Asp Ala Arg
35

Leu Pro Ala lle Ala Thr Thr
50 55

Pro Arg Leu Met Ala Lys Arg
65 7O

Leu Ala Tyr Asn Ala Tyr Gn
85

Net Phe Ala Arg Gu lle Ser
100

Thr Met Pro Trp Ser Asp Arg
115

Trp Leu Hs Tyr Asn Asn Lys
130 135

Mat Val Al a Arg Lys Lys Thr
145 150

H3 H3 Ala Leu Leu lle Trp
165

Ala Thr Asn Asp Cys lle Asp
180

Phe lle Hs lle Val Met Tyr
195

He Arg Q/s Pro Trp Lys Arg
210 215

Phe Val Ile Val Phe Ala HS
225 230

Cys Pro Val Thr Leu Pro Trp
245

Leu Val Leu Phe Gy Asn Phe
260

Arg Gy Asp Gy Ala Ser Ser
275

Pro Ser Val Arg Arg Thr Arg
290 295

<210> 72
<211> 339
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (3)..(29)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (30)..(43)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (45)..(50)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (53)..(73)
<223> xaa in position

Leu

Ala

200

Val
280
Ser

PF58307.tXt

Pro

Phe
25

Tr p

Tyr

Al a

Al a

Leu
105
Ser

Leu

G n

Tr p

Tyr
185

Tyr

lle

Val

G n

Leu
265

Lys

Arg

30 to 43 is any or

Gu Leu

Leu Ser
155

Tr p Leu

Tyr Leu

Thr G n

Phe Val
235

Met Phe

Lys Al a

Pro Al a

Lyslle

Seite 92

AI a

Ser

Al a

Phe
60
Pro

Val

Pro

Leu
140
Phe

Val

220

3to 29 is any am'no acid

45 to 50 is any am" no acid

53 to 73 is any am” no acid

198 of 349

Ser

Hi 5

205

Ser

Thr
285

Ala

Ala
30
Ser

Leu

Val

Trp
110
Leu

Thr

Hi 3

Hi S

190
Al a

Mat

G n

Thr

Asn
270
Thr

no am” no acid

Ala

175

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

Phe

Tyr
160
Net

Ser

G n

l-fi s
240
Met

Ser

Ala
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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>

Variant

(74)..(79)
xaa in positi

Variant

(81)..(82)
xaa in posiH

Variant

(85)..(86)
xaa in posiH

Variant

(88)..(90)
xaa in positi

Variant

(92)._(110)
xaa in posiH

Variant

(112)..(127)
xaa in posiH

Variant

(128)..(128)
xaa in posiH

Variant

(130)..(130)
xaa in posiH

Variant

(133)..(134)
xaa in positi

Variant

(137)..(137)
xaa in posiH

Variant

(139)..(140)
xaa in posiH

Variant

(143)..(144)
xaa in posiH

Variant

(147)..(147)
xaa in posiH

Variant

(149)..(149)
xaa in positi

Variant

(151)..(152)
xaa in posiH

Variant

(154)..(154)
xaa in posiH

Variant

(159)..(159)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

74 to

81 to

85 to

88 to

79 is

82 is

86 is

90 is

PF58307.tXt

any or no anino acid

any anino acid

any anino acid

any anino acid

92 to 110 is any anino acid

112 to 127 is any anino acid

128 is

130 is

133 to

137 is

139 to

143 to

147 is

149 is

151 to

154 is

159 is

any

any

134

any

140

144

any

any

152

any

any

or no anino acid

anino acid

is any anino acid

anino acid

is any anino acid

is any anino acid

anino acid

anino acid

is any anino acid

anino acid

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>

Variant

(163).. (166)
xaa in positi

Variant

(170)..(179)
xaa in posiH

Variant

(180)..(182)
xaa in posiH

Variant

(184)..(184)
xaa in positi

Variant

(188)..(190)
xaa in posiH

Variant

(193)..(193)
xaa in posiH

Variant

(196)..(197)
xaa in posiH

Variant

(203)..(206)
xaa in posiH

Variant

(208)..(210)
xaa in positi

Variant

(217)..(217)
xaa in posiH

Variant

(222)..(223)
xaa in posiH

Variant

(226)..(252)
xaa in posiH

Variant

(253)..(267)
xaa in posiH

Variant

(269)..(272)
xaa in positi

Variant

(276)..(277)
xaa in posiH

Variant

(280)..(282)
xaa in posiH

Variant

(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

188

193

196

203

208

217

222

226

253

269

276

280

284

to

t0

to

is

to

is

t0

t0

to

is

t0

t0

t0

t0

t0

t0

to

166

179

182

any

190

any

197

206

210

any

223

252

267

272

277

282

291

PF58307.tXt

is any anino

is any anino

is any or no

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

aninois any

is any or no

aninois any

aninois any

aninois any

is any anino
Seite 94
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acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino 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

xaa

xaa

xaa

Trp

th
145
Fls

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

Fis

xaa

lle

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

PIS
195

xaa

xaa

xaa

Phe
275
xaa

xaa

xaa

vm

PRT
Pwtificial

Variant

(292)..(324)- _
xaa in position 292 to 324 IS

Variant

(326)..(337)- _
xaa in positron 326 to 337 IS

Variant

(338)..(333)- _
xaa in posrtron 338 IS any or

xaa

xaa
20

xaa

Leu

xaa

Asn

xaa
100
xaa

Arg

xaa

xaa
180
xaa

Pro

xaa

xaa

xaa
260
xaa

xaa

xaa

xaa

Variant

(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

th

Lys

xaa
230
xaa

xaa

Phe

xaa

xaa
310
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
55

xaa

G n

xaa

xaa

Lys
135
xaa

xaa

Tyr

xaa
295
xaa

xaa

sequence

xaa

xaa

xaa
40

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
120

Tyr

xaa

Ala

xaa

Ser
200

Tyr

xaa

xaa

xaa

xaa
280
xaa

xaa

xaa

PF58307.tXt

xaa

xaa
25

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
105
xaa

xaa

Gri

Trp

Tyr
185

Tyr

xaa

xaa

xaa

xaa
265
xaa

xaa

xaa

xaa

any or no anino acid

any anino acid

no anino acid

xaa xaa xaa
10

xaa xaa xaa

xaa xaa Pro

xaa xaa xaa
60

xaa xaa xaa
75

xaa Asn xaa
90

xaa xaa xaa

xaa xaa xaa

GLJxaa xaa
140

xaa Ser Phe
155

xaa xaa xaa
170

Phe G y xaa

Tyr xaa xaa

Thr G n Ala
220

xaa xaa xaa
235

xaa xaa xaa
250
xaa xaa th

xaa Tyr xaa

xaa xaa xaa
300

xaa xaa xaa
315

xaa xaa xaa
330
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xaa

xaa

xaa
45

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
125

Leu

xaa

xaa

xaa
205
G n

xaa

xaa

xaa

xaa
285
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
30

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
110
xaa

Thr

H s

xaa

xaa
190
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
270
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
15

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
95

xaa

xaa

xaa

xaa
175
Asn

Leu

xaa

xaa

xaa
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
335

xaa

xaa

xaa

xaa

th
80

xaa

xaa

xaa

xaa

Tyr
160
xaa

Ser

xaa

G n

xaa
240
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
320
xaa
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PF58307.txt

<223> xaa in position 4 is Ala or Ciy
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is
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PF58307.tXt

<223> xaa in position 45 is Cys or Val

<400>

Tyr Phe (3y xaa xaa xaa Asn Ser
1 5

Ser Tyr Tyr xaa xaa xaa xaa Leu xaa xaa xaa Cys Pro Trp Lys Arg
30

Tyr xaa Thr

<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>

73

20

35

74
43
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)..(2)
xaa in posiH

Variant

(5)--(5)
xaa in posiH

Variant

(6)..(6)
xaa in posiH

Variant

(9). (10) ..
xaa in posrh

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(13)..(14)
xaa in posiH

Variant

(17)..(17)
xaa in posiH

Variant

(18)..(18)
xaa in posiH

Variant

(21)..(21)
xaa in posiH

Variant

(23)..(23)
xaa in positi

Variant

(25)..(26)
xaa in posiH

Variant

(28)..(28)
xaa in posiH

Variant

(33)..(33)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

10

25
Gin Ala Gn xaa xaa Gn Phe xaa xaa xaa

454O

2 is Leu or val

5 is Cys or Asn

6 is Asp or Asn

9 to 10 is any or no anino acid

12 is any anino acid

13

17

18

21

23

25

28

33

to

is

iS

is

is

to

is

is

14 is any or no anino acid

any anino acid

Phe or Trp

Ala or Leu

any anino acid

26 is any anino acid

Leu or Val

lie or Val
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PF58307.tXt
<220>
<221> Variant

<222> (37)..(37)
<223> xaa in position 37 is Ala, Thr or vm
<220>
<221> Variant

<222> (38)..(38)
<223> xaa in position 38 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (39)..(39)
<223> xaa in position 39 is lle or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (40)..(40)
<223> xaa in position 40 is any anino acid

<400> 74

Trp xaa Fis Tyr xaa xaa Lys Tyr xaa xaa Leu xaa xaa xaa Asp Thr
1 5 10 15

xaa xaa th Val xaa Awg xaa Lys xaa xaa G n xaa Ser Phe Leu tls
20 25 30

xaa Tyr Fis His xaa xaa xaa xaa Trp Ala Trp
35 4O

<210> 75
<211> 37
<212> PRT

<213> Awtificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(3)
<223> xaa in position 2 to 3 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is Ciy, Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (10) .(10)
<223> xaa in position 10 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (13) .(14)
<223> xaa in position 13 to 14 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (15) .(15)
<223> xaa in position 15 is Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (19) .(19)
<223> xaa in position 19 is (flu or Lys
<220>
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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>
th xaa xaa Leu

1
xaa xaa xaa xaa

Variant

(20) -2(0) _
xaa in position 20 Is

Variant

(21). .(21)
xaa in position 21 is

Variant

(22) (22) .
xaa in position 22 Is

Variant

(23) (23) .
xaa in position 23 Is

Variant

(24) (24) _
xaa in position 24 Is

Variant

(25) (29)
xaa in position 25 to

Variant

(30). .(30)
xaa in position 30 is

Variant

(31) (32)
xaa in position 31 to

Variant

(33) (33) _
xaa in position 33 Is

Variant

(34) (34) ,
xaa in position 34 Is

Variant

(35) (36)
xaa in position 35 to

Variant

(37). .(37)
xaa in position 37 is

75
xaa Val Leu

5

20
xaa xaa xaa xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

35

76
19
PRT

xaa xaa xaa

Awtificial sequence

Variant

(2)--(3)

PF58307.tXt

Ala, Asn or Ser

Lys or Awg

Ala, Ciy or Ser

any anino acid

G u or Ciy

29 is any anino acid

Asn, Pro or Gn

32 is Ala, Asp or G u

G y, 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
10

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa
3025

<223> xaa in position 2 to 3 is any anino acid
<220>
<221> Variant
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<222> (4)..(7)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (13) .(13)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (14)..(14)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in positi

<400> 76

Lys xaa xaa xaa xaa xaa xaa
1 5

xaa xaa Asn

<210> 77
<211> 1560
<212> DNA

<213> Traustochytri

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1560)

<400> 77

atg acg gtc ggc tac
Mat Thr Val Gly Tyr
1 5

cac aac aag ccg gat
HsAwlqumikp

20

gat gtg acc aag ttc
Asp val Thr Lys Phe

35

ctg gcc gca ggc aag
Leu Ala Ala Gy Lys

50

cgg ggc gtc tcg gac
Arg G y Val Ser Asp
65

ccg gac ggc caa ggc

Pro Asp G y Gin ggy
ggc ctc tcg tcg 900
G y Leu Ser Ser Ala

100

on 4 to 7 is

on 9 is Phe,

on 10 is any

on 13 is Ala,

on 14 is any

on 16 is Thr

on 17 is Ala,

on 18 is Phe,

th

unisp.

gac gag gag
Asp G u G u

gac gcc tgg
MpNaTm

gcg agc gtg
Ala Ser Va

40

gag gcc acc
G u Ala Thr

55

gcg gtg ctg
Ala val Leu
70

ggc gcg aac
G y Ala Asn

tcg tac tac
Ser Tyr Tyr

PF58307.tXt

any or

Leu or vm

anino acid

Leu or val

anino acid

or Val

Leulie or

lie or Leu

xaa xaa Tyr

no anino acid

10

atc ccg ttc ga cag
lie Pro Phe G G n

10

tgc gcg atc cac ggg
Cys Ala lie H s G y
25

cac ccg ggc gg gac
H 3 Pro G y G Asp

45

gtg ctg tac gag act
val Leu Tyr G u Thr

60

cgc aag tac cgc atc
Arg Lys Tyr Arg lie

75

gag aag gaa aag cgg
G u Lys G u Lys Arg

90

acg tgg aac ag gac
Thr Trp Asn Se Asp
105
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gtc
Va

cac

H s
30
att
lle

tac

Tyr

ggc
G y

acg
Thr

ttt
Phe
110

15
Asn xaa xaa Gr1xaa

909
Ala

tac

Tyr

ctg
Leu

gtg
vm

ctg
Leu
80

tcg
Ser

agg
Arg

48

96

144

192

240

288

336
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acc

099
AW
305

gtg
Vat

gcc
Al a

gcg a
Ala

gtg
Val

aag
Lys G
385
aac
Asn

gtg
Vat

acc
Thr

99C
G

cac
H s

a atg

c cgc

130
ttc
Phe

gcc
Ala

acg
Thr

tgg
Trp

99C

210

g aac
Asn

atg
th

acg
Thr

cac

H s

atc
He
290
ctc
Leu

gcg
Ala

g
u|_O (DI-F

(DO
aac
Asn
370

990

aac
Asn

gt 0
Val

tcg
Ser

ggc
G
450

gag
G u

cgc

115

gga
G

tgg
Trp

atc
He

tgc

gt c
Val
195

at g

CLO
(Q(.0DOQED

"<O
agc

ct g
Leu

atc
He
180
aac
Asn

acg
Thr

ctg atc
Leu

gac

t ac

Tyr

cgt

275
aac
Asn

ttc
Phe

cgt

ccg
Pr 0

gcg
Al a
355

acc
Thr

ccg
Pro
260
ttc
Phe

aag
Lys

cag a
Gn

ttC
Phe T

tgc

340
cac
HI 3

cac at
Hs

acg
Thr

acg
Thr

aag
Lys

gt 0
Val
435
ct c
Leu

acg
Thr

at g
Mat

cgc
Ar g

t ca
Ser
420
aac
Asn

aac
Asn

t ac

Tyr

cgc
Ar g

t ac

Tyr

tcg
Ser

gcc
Al a
165

cag
G n

aag
Lys

tgg
Trp

gag
G u

aag

cag

325

cac

Tyr

gt c
Val

gag
G u

ct g
Leu
150

gcc
AI a

cac

H 3

Val

gag
G u

gag
G u
230

ct 9
Leu

at g
Mat

cac a

Hs

gt 0
Val

gac

310
atc
lle

atg

acg
Thr

gag
G u

ccg
Pro
390

gag
G u

ccg
Pro

agc
Ser

cag
G n

cac
H s

gt g
Val

135

cag

ggc

375

ccg
Pro

Val

gct
Al a
120

tgg
Trp

tgg
Trp

tcg
Ser

ggc
G y

ggg
G
200

cag
G n

aac

AsnG

gac

ct g
Leu

t ac

Tyr
280

cag
G n

gag
G u

aag
Lys

ggc

990
G
360

gt 0
Val

aag
Lys

gag
G u

gac

ggc

440

gag
G u

cag
G n

PF58307. t Xt

099
Ar 9

ate
He

at g
Mat

ct g
Leu

aac

Asn
185

tgg
Trp

acg

gcg
Al a

gac

425

ct C
Leu

aag
Lys

t gc
Cys

ggc
G y
170
cac

HIS

acg
Thr

gt c
Val

ct 9
Leu

gag
G u
250

ccg
Pro

ccc

Pro

gt 0
Val

099
Ar g

ct 0
Leu
330

tgg
Trp

gt g
Vat

t ac

Tyr

at 9
Mat

gag
G u
410

tgg
Trp

tgg
Trp

cac
H! s

gt 0
Val

aag
Lys

gcg
Al a

acg
Thr
155

gt c
Val

ggc
G y

ct c
Leu

ct g
Leu

caa

G n
235

agc
Ser

tgg
Trp

ttc at
Phe

ggt
G y

tac

Tyr
315

acg
Thr

cac

H 3

ct c
Leu

gct
Al a

cac
HsG
395

gcg
Al a

gcc
Al a

ttc
Phe

ct 9
Leu

gt t
Val

gag
G u

ttc
Phe
140

ct g
Leu

ttt
Phe

gcc
Al a

gac
ASP

ggC
G y
220

aag
Lys

gat
ASP

cac
HS

gcc
Al a

tgg
Trp

ttc
Phe
460

cag
G n
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cgc
Ar 9
125

ct g
Leu

gac

gcc
A1 a

ttt
Phe

at g
Mat
205
cac

HIS

gt 9
Val

ccg
Pr 0

cag
G n

ttt
Phe
285

gt g
Val

agc
Ser

ct 0
Leu

ct 0
Leu

acc
Thr
365

aag
Lys

gt g
Val

aag
Lys

gt 0
Val

aat
Asn
445
ccc
Pro G

tcc
Ser

ggc

ct g
Leu

ccc

Pr 0

gcc
AI a

gcc
Al a
190
atc
He G

cat
Hi 3

ago
Ser

gac

aag
Lys
270

99C

ct 0
Leu

cca

Pr 0

t ac

Tyr

aag
Lys
350

at g
Mat

gac

acg
Thr

tCt
Ser

cag
G n
430
cac
Hi 3

ggg

acc
Thr

aag
Lys

ct 0
Leu

tcg
Ser

ttt
Phe
175

cag
G n

ggc

ccg
Pro

990
G

gt 0
Val
255

cgc
Arg T

ttc
Phe

cgc
Ar g

at 9
Mat

at 9
Mat
335

ct 9
Leu

ttC a
Phe

gcg
At a

ccc
Pro

99C

415

t gc

ttt
Phe

ct 0
Leu

tgc

gcc
A1 a

gt 0
Val

ttc
Phe
160

Qt g
Val

tcg
Ser

gcc
A1 a

t ac

Tyr

aag
Lys
240
t t t
Phe

aag

400

gcc
A1 a

cag
G n

tcc
Ser

agc
Ser

gcc
A1 a

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440
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465

gag
G u

tgg
Trp

gag
G u

<210>
<211>
<212>

t ac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

78
519
PRT

(Q
QLQ

”(O‘<05E

U'l—l'" _.|.'!(.Q U'l'CtQ

gt 0
Val

ct 0
Leu
500

cag
G n

009
Pro
485

gag
G u

cgc

470
t ac

Tyr

cac

his

gct
Ala

cag
G n

ct 0
Leu

gcc
Ala

<213> Tr aust ochyt ri um sp.

<400> 78

Met Thr Val Gy
1
PIS

225

Thr

305
Val

Ala

Al a

Val

Lys
385
Asn

Asn Lys Pro

VaI

AI a
50

G y

Asp

Leu

Met

Arg
130
Phe

Al a

Thr

Tr p

210
Asn

Mat

Thr

H s

l l e
290
Leu

Al a

Leu

I I e

Asn
370

Asn

Thr
35
Al a

Val

355
H s

Thr

Thr

20

Lys

Gy

Ser

Phe

340
Hrs

Ile

Mat

Arg

Tyr
5

Asp

Phe

Lys

Ser

Al a
165
G n

Lys

Trp

Lys
245
Mat

G n

Val

I I e

Tr p
325

Tyr

Phe

I I e

AI a

Lys

ASD

Asp

Ala

Gu

Ala
70

yGy

Ser

Val

150

Val

ASP

lle

Mat

Thr

Pro
390
G u

G u

AI a

Ser

AI a
55
Val

AI a

Tyr

Val

135

295

cac

PF58307. tXt

gag
uHsG

cgt

tga

520

Tr p

Val
40
Thr

Leu

120

cag
G n
505

Al a

Pro
345
G u

Ser

Thr

Ala

475

cct tcg
Pro Ser
490

etc ggc
Leu G y

Pro Phe
10
Ala Ile

Pro (Hy

Leu Tyr

Lys Tyr
75

Lys G u
90

Trp Asn

Leu Lys

Lys Ala

Cys Thr
155

Gy Val

Thr Leu

Val Leu

Leu G n
235

G u Ser

Pro Trp

Pro Phe

Val G y

Arg Tyr
315

Leu Thr
330

Trp H 3

Val Leu

Tyr Al a

Mat H s
395

Gu Ala

ct 0
Leu

aat
Asn

Ser

Phe
140
Leu

Phe

I I e

Val
300
Al a

Val

G y

AI a

Ser
380

G y

Ser
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tgg
Trp

gag
G u

125

Al a

Phe

Met
205
H 3

Val

Pr 0

G n

Phe
285
Val

Ser

Leu

Leu

Thr
365

Lys

Val

Lys

acc
Thr

gag
G u
510

Val

H s
30
He

Tyr

Lys
350
Met

Asp

Thr

Ser

909
Al a
495
aco
Thr

Ar g
15
Val

IIe

Mat
335
Leu

Phe

AI a

Pro

Gy

480
t ac

Tyr

cac

I-fi 3

Ala

Leu

VaI

Leu
80
Ser

Ar 9

AI a

Val

Phe
160
Val

Ser

Ala

Lys
240
Phe

Tr p

Mat

Lys

Tyr
320
Val

Phe

l l e

Val

Mat
400
Al a

1488

1536

1560
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Val

Thr

G y

PIS
465
G u

Tr p

Gu

Val

Se r

Lys

Ser

<210> 79
<211> 15
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 79

acg
Thr

aac
Asn

acg

99C
G
210

Lys

Val
435
Leu

Thr

G V

th

Tr p
515

60
DNA

Thr aust ochyt ri

CDS

(1)..(1560)

gt c
Val

aag
Lys

acc
Thr
35

gca
AlaG

gt c
Val

996
G y

tcg
Ser

cgc
Ar g
115

gga
G y

t99
Trp

atc
Ile

tgc
QIS

gt 0
Val
195

at g
Mat

Ser
420
Asn

Asn

Val

Leu
500
G n

990
G v

ccg
Pro
20

aag
Lys

99C
Y

tcg
Ser

caa

GnG

tcg
Ser
100

939
G u

99C

agc
Ser

ct 9
Leu

atc
He
180
aac

Asn

acg
Thr

405
Val

t ac

Tyr

Pro

Ser

G n

H s
470

Tyr

H 3

Ala

Leu

Val

Ile

Gn

Leu

Ala

um sp

Val

989
G u

Val

9C9
At a

t ac

Tyr

9t 9
Val

CtC
Leu
135

t gc

at g
Mat

gac

gcc
AlaG

ttc
Phe
215

Val

acc
Thr

ct g
Leu

aac
Asn

t ac

Tyr

get
A] a
120

t99
Trp

t99
Trp

tcg
Ser

99C
G

999

200

cag
G n

PF58307. t Xt

185

t99
Trp

cac
H s

410

Trp Ala Ala

Tr p

HI 5

Val

Pro
490
Leu

ccg
Pro
10

gcg at
Ala

ccg
Pro

ct g
Leu

aag
Lys

aag
Lys
90

t99
Trp

ct C
Leu

aag
Lys

tgc
Cys

990
G y
170
cac

HISG

acg
Thr

gcc
At a

Phe

Leu

Val
475
Ser

Gy

gaa

aac

Asn

aag
Lys G

909
A] a

acg
Thr
155

gt 0
Val

99C
y

ct 0
Leu

ct 9
Leu

Trp

Phe
460
G n

Leu

Asn

ct c
Leu
140

ct 9
Leu

ttt
Phe

gcc
Al a

gac
ASP

990
G y
220
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Val

Asn
445
Pr 0

Ser

Trp

G u

cag
G n

999
G

gac

45
act
Thr

C99
Ar g

gac

cgc
Ar g
125

ct g
Leu

gac

gcc
A1 a

ttt
Phe

atg

205
cac
H: s

510

gt 0
Val

cac
Hi 5
30
at t

p He

t ac

Tyr

99C

acg
Thr

ttt
Phe
110

990
(31

ct 9
Leu

ccc
Pr 0

gcc

415

Phe

Leu

A] a
495
Thr

cgc

15

gt 9
Va!

atc
lle

cat
H s

aag
Lys

ct 0
Leu
95
tac

Tyr

aag
Lys

ct c
Leu

tcg
Ser

ttt
Phe
175

cag
G n

999

ccg
Pro

G n

Ser

Ser

Al a
480

Tyr

HS

909
gAla

t ac

Tyr

ct g
Leu

9t 9
Val

ct g
Leu
80

tcg
Ser

agg
Ar g

gcc
A] a

gt 0
Val

ttc
Phe
160

9t 9
Val

tcg
Ser

gcc
A! a

t ac

Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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acg
Thr
225

aag
Lys

tcc
Ser

tac

Tyr

acc
Thr

C99

305

gtg
vm

gcc
Ala

aac
Asn

atg
th

acg
Thr

cac
Fls

atc
lle
290
etc
Leu

9C9
Ala

ctg
Leu

909 atc
Ala

gtg
vm

aag
Lys
385
aac
Asn

gtg
vm

acc
Thr

ggc
(Hy

cac

lle

aac
Asn
370

996
(Hy

aac
Asn

gtc
Va

tcg
Ser

ggt
(Hy
450

gag
uFls G

465

gag
G u

tgg
Trp

gag
GlJ

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

<210> 80
<211> 51
<212>

<213> ThraustochytH

<400> 80
th Thr

ctg atc
Leu

gac

tac

Tyr

cgt

275
aac

Asn

ttc
Phe

cgt

ccg
Pro

909
Ala
355
cac
H S

acg
Thr

acg
Thr

aag
Lys

gcg
Ala
435
etc
Leu

acg
Thr

990
(Hy

atg
th

tgg
Trp
515

9
PRT

vm

acc
Thr

ccg
Pro
260
ttc
Phe

aag
Lys

cag a
G11

ttc
Phe

tgc

340
cac

His

gtc a
vm

atg
th

cgc
Arg

tca
Ser
420
aac
Asn T

aac

Asn

tac

Tyr

gtc
vm

CtC

gag
GlJ

aag
Lys
245

cag

325

C30

ccg
Pro
485

gag
uLeu G

500

cag
G11

G V

cgc
Arg

Tyr
1 5

Fls Asn Lys Pro Asp
20

gag ga
GIJ G
230

ctg gc
Leu N

atg

cac att
H S Ile

gtc acg
Val Thr

gac gcc

310

atc atg
lle th

atg cag
th G n G

acg tgc
Thr cys

gag 990
G u G

375

ccg cog
Pro Pro
390

gag gtg
G u Val

ccg ctc
Pro Leu

agc gtc
Ser Val

cag att
G n lle

cac atc

470

tac cag

gct gcc

unrsp

Asp Gy

Asp Ala

aac
Asn

gac

ctg
Leu

tac

Tyr
280

cag
G n

gag
G u

aag
Lys

990

990

360

gtc
vm

aag
Lys

gag
G u

gac

990
G
440

gag
G u

cag
G n

cac
Fis

cgt

tga

Trp

PF58307.tXt

ggc
G V

cag

ctg
Leu

gag
UG n G

cac

H s
265

ggc
G V

gac
ASP

tgc
Cys

9C9
Ala

ccg
Pro
345

gag
G u

tcg
Ser

acg
Thr

909
Ala

gac

425

250

ccg
Pro

ccc
Pro

gtc
vw

ng
Arg

ctc
Leu
330

tgg
Trp

gtg
vm

tac

Tyr

atg
th

gag
GlJ
410

tgg
Trp

tgg
Trp

cac

Ffis

gtc
vm

cct
Pro
490
etc
Leu G

caa
G11
235

agc
Ser

tgg
Trp

ttc
Phe

ggt
G y

tac

Tyr
315

acg
Thr

cac

Fis G

ctc
Leu

gct
Ala

cac

Fls
395

gcg
Ala

gcc
Ala

ttC
Phe T

ctg
Leu

gtt
vm
475

tcg
Ser

990

aag
Lys

gat
ASP

cac

Fls

atc
lle

gtg
vm
300

9C9
Ala

gtg
vm

99C

gca
Ala

tcc
Ser
380

99C

tcc
Ser

gcc
Ala

tgg
rp

ttc
Phe
460

cag
G n

ctc
Leu

aat

gtg
vm

009
Pro

cag
G n

ttt
Phe G
285

gtg
vm

agc
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
365

aag
Lys

gtg
vm

aag
Lys

gtc
vm

aac
Asn
445
000

Pro G

tcc
Ser

tgg
Trp

gag
uAsn G

lle Pro Phe G u G n
10

Cys Ala lle Fls (]y
25

Seite 104

210 of 349

ago
Ser

gac

aag
Lys
270

99C

ttc
Phe

cca
Pro

tac

Tyr

aag
Lys
350

atg
th

gac

acg
Thr

tCt
Ser

cag
G n
430
cac
kis

ggg

acc
Thr

acc
Thr

gag
GlJ
510

vm

Fis
30

99C

gtc
vm
255

cgc
Arg

ttc
Phe

cgc
Arg

atg
th

atg
th
335

ctg
Leu P

aag
Lys
240
ttt
Phe

tgg
Trp

atg
th

aag
Lys

tac

Tyr
320

th
vm

ttC att
Phe

9C9
Ala

ccc

Pro

990 9
G y
415

tgc
Cys

ttt
Phe

ctc
Leu

tgc
Cys

gcg
Ala
495
aco
Thr

Arg
15
vm

vm

atg
th
400

cc
Ala

cag
G n

tcc
Ser

agc
Ser

gcc
Ala
480
tac

Tyr

cac
Ffis

Ala

Tyr

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1560
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13

G y Ph

G y Al

Gy Th

Arg Tr

21
Thr As
225

Lys Nb

Ser Th

Tyr H

Thr H
29

305
Val N

Ala Le

Ala H

Val As
37

Trp Ly

G u Se

<210>
<211>
<212>
<213>

0

e Trp

a Ile

r cys

p vm

0
n Leu

1 Asp

r Tyr

s Arg

e Asn
0
u Phe

a Arg

u Pro

e Ala
355

0

n Thr

l Lys

r Ala
435

y Leu

u Thr

r G y

s th

r Trp
515

81
1653
DWA

Phe

340
#13

vm

th

Arg

Ser
420
Asn

Asn

vm

Leu
500
G11

Phe

245

vm

lle

Trp
325

Tyr

Phe

lle

Ala

Lys
405
vm

Trp

Fis

Tyr

Pro
485

Arg

Thalassiosira

Ala

Ala
70

Ser

vm

150

vm

Asn

116

Nht

Thr

Pro
390

Pro

Ser

G n

Fls
470

Tyr

Fls

Ala

Ser vm
40
Thr

Leu

Asn

Tyr

Ala
120

Trp

Trp

pseudonana

PF58307.tXt

H 3 Pro G y G y

Val Leu Tyr G u
60

Arg Lys Tyr Arg
75

G u Lys G u Lys
90

Thr Trp Asn Ser
105

Arg Leu Lys G u

lle Lys Ala Leu
140

th Cys Thr Leu
155

Leu Gy Val Phe

Asn His G y Ala

Trp Thr Leu Asp

H 3 Ala Leu G y

G y Leu G n Lys
235

Fis Pro Trp Fls

G y Pro Phe lle

Asp Val G y Val
300

Cys Arg Tyr Ala
315

Ala Leu Thr Val
330

HonlfisGy
345
G u Val Leu Ala

Ser Tyr Ala Ser
380

Thr th H s G y
395

Ala Ciu Ala Ser
410

$pfipNaNa

Ser Trp Phe Trp

Fis Ffis Leu Phe
460

Asp Val Val G n
475

G u Pro Ser Leu
490

NgLaleAm
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Asp lle
45

Thr Tyr

lle G y

Arg Thr

Arg G y
125
Leu Leu

Ala Ala

Phe Al

th
205
His Ffis

Val Ser

Pro Asp

G n Lys

Phe G y
285
Val Phe

Ser Pro

Leu Tyr

Leu Lys
350

Thr th
365

Lys Asp

Val Thr

Lys Ser

Val G n
430

Asn Fis
445

Pro G y

Ser Thr

Trp Thr

510

lIe

335

495

Leu

Val

Leu
80

Arg

Ala

Val

Phe
160
Val

Ser

Ala

Tyr

Lys
240
Phe

Trp

th

Lys

Tyr
320
Val

Phe

lle

Val

th
400
Ala

G n

Ser

Ser

Ala
480

Tyr

Ffis
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<220>
<221>
<222>

<400> 81

at g
Mat
1

tcg
Ser

ct c
Leu

act
Thr

ct a
Leu
65
ct c
Leu

t ac

Tyr

ma
Gy

gat
ASP

gag
G u
145

gct
Ala

act
Thr

9%
Gy

wa
Gy

9%
Gy
2%

cag
G n

gag
G u

gat
ASP

at g
Met

tac

Tyr
305

cag
G n

gm
Gy

aag
Lys

gcc
At a

ccc
Pr 0
5O

gt 0
Val

atc
lle

cat
H 3

Qt g
Val

tct
Ser
130

gag
G u

ttg
Leu

acg
Thr

at g
Met

aat
Asn
210

tgg
Tr p

cac

H s

gag
G u

cag
G n

cat
H s
290

gct
A! a

gat

CDS

(1)..(1653)

aac
AsnG

ccc
Pro

990
Y

cag
G n
20
cac
H: s

acc
Thr

gac
Asp

ct c
Leu

cgt
Arg G
100

gag
G u

ttt
Phe

cac
HI 3

ccc

Pro

gaa
G u

aac
Asn
5

cag
G n

aac
Asn

gac
ASP

att
Ile

gct
Al a
85

993

Val
325

ct c
Leu

caa
G n

acg
Thr

cca
Pro

acc
Thr
70
tcc
Ser

Val

gag

Phe

230
cat
H s

gag
G u

cca

Pro

aca
Thr

ttt
Phe
310

gcc
Al a

cca

215

IleG

cat
H s

agg
N9

gac

acc
Thr
295

gca
Al a

aca
Thr

gca
Al a

gag
G u

aaa

Lys
40
cac
H s

ttt
Phe

aaa

Lys

acg
Thr

ttt
Phe
120

Leu

399

ttt
Phe

t ac

Tyr

ttc
Phe
200

cag
G n

ggt

cca

Pr 0

wg
Gy

gt a
Va]
280
tca
Ser

Leu

tcc
Ser

PF58307. t Xt

tCC

cat
H s
25
tca
Ser

tcc
Ser

909
Al a

gac

acc
Thr
10

cgc
Ar g

gca
AlaT

aac
Asn

t cc
Ser

gcc
Al a
90
CtC a
Leu

gat
ASP

agg
Ar g

tcg
Ser

tac

Tyr
170
att
He

9%
Gy

aag
Lys

agt
Ser

acg
Thr
250

gat
$9

t cc
Ser

t at

Tyr

aca
Thr

cga
Ar g
330

gca
Al a

acc
Thr

tw
m

aac

cgc

gcg
Al a
235
aat
Asn

mt
Val

tcc
Ser

cat
H s

ctt
Leu
315
tta
Leu

lle

ct c
Leu
220
tt t
Phe

gt 9
Val

gct
Al a

ttc
Phe

aaa

Lys
300

gcc
Al a

tat

Tyr
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ct 0
Leu

tcc
Ser

gcc
A1 a
45
caa
G n

cca
Pro G

ct g
Leu

aag
Lys

tac

125

gt 9
Val

t ac

Tyr

aaa

Lys

cat
HI 3

aag
Lys

aag
Lys
30

gt 0
Val

His

ggg

ttt
Phe

ct g
Leu
110

agt
Ser

gag
G u

tgg
Trp

aag
Lys

tat

Tyr
190
caa

G n

aag
Lys

9 tgg
Tr p

gat

gaa
G u
270
ct c
Leu

0

:m
a

,_.Q a
I<£QSD

‘9)
H.

o—|Frococococo0Eco“coQmemQco20I'm oncoco'0“:nocan<9:mmmo
“in —:—I-

mH—Lmwows" "l-FU-ll-FCQ
0

$93 (DO

l—u—r (DH C(D

(ON(0(09930190QM
C(Q

CSDU'I‘<(Q
52 "co
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PF58307.txt
145 150 155 160

Al a Leu Phe Leu Leu Val Gy Phe Trp Tyr Cys Leu Tyr Lys Mat Tyr
165 170 175

Thr Thr Ser Asp He Asp Gn Tyr Gy He Ala He Ala Tyr Ser He
180 185 190

GylvetGyThrPheAlaAlaPheHeGyThr CyslleGnHisAsp
195 200 205

Gy Asn Hs Gy Ala Phe Ala Gn Asn Lys Leu Leu Asn Lys Leu Ala
210 215 220

GyTrpThrLeuAspMatHeGyAlaSerAlaPheThrTrpGuLeu
225 230 235 240

Gn Hs Mat Leu Gy H3 H3 Pro Tyr Thr Asn Val Leu Asp Gy Val
245 250 255

GuGuGuArgLysGuArgGyGuAspValAlaLeuGuGuLys
260 265 270

Asp G n Gu Ser Asp Pro Asp Val Phe Ser Ser Phe Pro Leu Mat Arg
275 280 285

Met Hs Pro Hrs His Thr Thr Ser Trp Tyr Hs Lys Tyr Gn His Leu
290 295 300

Tyr Al a Pro Pro Leu Phe Al a Leu Met Thr Leu Al a Lys Val Phe G n
305 310 315 320

GnAspPheGuValAlaThrSerGyArgLeuTyrHlsHeAspAla
325 330 335

Asn Val Arg Tyr Gy Ser Val Trp Asn Val Met Arg Phe Trp Ala Mat
340 345 350

Lys Val He Thr Mat Gy Tyr Mat Mat Gy Leu Pro lle Tyr Phe HS
355 360 365

GyVal LeuArgGyVal GyLeu PheVal lleGyHIsLeuAIaCys
370 375 380

GyGuLeu LeuAlaThrMatPhelleValAansVal HeGuGy
385 390 395 400

Val Ser TyrGy Thr Lys Asp Leu Val Gy Gy AlaSerl-lis Gy Asp
405 410 415

G u Lys Lys He Val Lys Pro Thr Thr Val Leu Gy Asp Thr Pro Mat
420 425 430

Gu Lys Thr Arg Gu Gu Ala Leu Lys Ser Asn Ser Asn Asn Asn Lys
435 440 445

Lys Lys Gy Gu Lys Asn Ser Val Pro Ser Val Pro Phe Asn Asp Trp
450 455 460

Ala Ala Val Gn Cys GnThr Ser Val Asn Trp Ser Pro Gy Ser Trp
465 470 475 480

PheTrpAanIs PheSerGy Gy LeuSer Hs GnlleGu l-fis HIS
485 490 495

Leu Phe Pro SerlleCysHsThrAsn TerysHsHeGnAspVal
500 505 510

Val GuSer Thr Cys Ala Gu Tyr Gy Val Pro Tyr Gn Ser Gu Ser
515 520 525

Asn Leu Phe Val Ala Tyr Gy Lys Mat He Ser H 3 Leu Lys Phe Leu
530 535 540

Gy Lys Ala Lys Cys Gu
545 550

<210> 83
<211> 1626
<212> DNA

<213> Eugl ena gr aci | i s

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1626)

<400> 83

atg ttg gtg ctg ttt ggc aat ttc tat gtc aag caa tac tcc caa aag
Mat Leu Val Leu Phe Gy Asn Phe Tyr Val Lys G n Tyr Ser Gn Lys
1 5 10 15

aac ggc aag ccg gag aac gga gcc acc cct gag aac gga gcg aag ccg
AsnGyLys ProGuAsnGyAlaThrProGuAsnGyAlaLys Pro

20 25 30
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Asn

505
Mat

Leu

Mat

Phe

Ser
330
Ser

Lys

act
Thr
10

gcg at
AIa

ccc

Pro

ct g
Leu

aag
Lys

cac
HI 3
90

gag

Pro

H 5

AI a
315

ASP

Ser

Leu

Thr

G u
395
G u

Leu

Pro

Trp

H s
475
Pro

Pro

G n

Lys

ggc
G y

ttc
Phe

t ac

Tyr
75

at 9
Mat

ttt

G u

Pro
300
Phe
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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>

on

On

on

on

on

on

On

on

on

Or]

on

On

on

on

PF58307.tXt

2 to 3 is any anino acid

5 to 13 is any anino acid

14 to 48 is any

51 is

54 is

56 is

62 is

64 to

66 to

85 is

87 is

89 to

97 is

99 is

95
575
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2).;(3) _.
xaa in posrti

Variant

(5). (13) ..
xaa in p0srti

Variant

(14)..(48)
xaa in positi

Variant

(51)..(51)
xaa in positi

Variant

(54).. (54)
xaa in positi

Variant

(56)..(56)
xaa in positi

Variant

(62)..(62)
xaa in positi

Variant

(64)..(65)
xaa in positi

Variant

(66)..(81)
xaa in positi

Variant

(85)..(85)
xaa in positi

Variant

(87)..(87)
xaa in positi

Variant

(89)..(91)
xaa in positi

Variant

(97)..(97)
xaa in positi

Variant

(99)..(99)
xaa in positi

Variant

(102)..(102)
xaa in positi

Variant

(105)..(105)

any

any

any

any

65

81

any

any

91

any

any

anino

anino

anino

anino

is any

is any

anino

anino

is any

anino

anino

or no anino acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

or no anino acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

on 102 is any anino acid
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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

Variant

(108)..(108)
xaa in positi

Variant

(110)..(110)
xaa in positi

Variant

(115).. (116)
xaa in positi

Variant

(119)..(119)
xaa in positi

Variant

(121)..(121)
xaa in positi

Variant

(123)..(124)
xaa in positi

Variant

(127)..(128)
xaa in positi

Variant

(130)..(130)
xaa in positi

Variant

(132)..(137)
xaa in positi

Variant

(138)..(154)
xaa in positi

Variant

(156)..(156)
xaa in positi

Variant

(158)..(158)
xaa in positi

Variant

(159)..(159)
xaa in positi

Variant

(161)_.(161)
xaa in positi

Variant

(164)..(164)
xaa in positi

Variant

(166)..(168)
xaa in positi

Variant

(171)..(173)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

on

on

on

on

105

108

110

115

119

121

123

127

130

132

138

156

158

159

161

164

166

is

is

is

to

is

is

t0

to

is

t0

to

is

is

is

is

is

to

any

any

any

116

any

any

124

128

any

137

154

any

any

any

any

any

168

PF58307.txt
anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

anino acid

anino acid

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any or no

anino acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

or no anino acid

anino acid

anino acid

is any anino
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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

Variant

(175)..(175)
xaa in positi

Variant

(177)..(177)
xaa in positi

Variant

(179)..(181)
xaa in positi

Variant

(183)..(184)
xaa in positi

Variant

(185)..(185)
xaa in positi

Variant

(189)..(189)
xaa in positi

Variant

(192)..(193)
xaa in positi

Variant

(196)..(196)
xaa in positi

Variant

(200)..(200)
xaa in positi

Variant

(204)..(204)
xaa in positi

Variant

(206)..(207)
xaa in positi

Variant

(208)..(211)
xaa in positi

Variant

(213)..(214)
xaa in positi

Variant

(215)_.(216)
xaa in positi

Variant

(218)..(220)
xaa in positi

Variant

(222)..(224)
xaa in positi

Variant

(226)..(226)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

171

175

177

179

183

185

189

192

196

200

204

206

208

213

215

218

222

to

is

is

t0

to

is

is

to

is

is

is

t0

t0

t0

t0

t0

to

173

any

any

181

184

any

any

193

any

any

any

207'

211

214'

216'

220'

224'

PF58307.tXt

is any anino acid

am

am

no acid

no acid

is any anino acid

is any anino acid

OI’

am

is

am

am

am

no anino acid

no acid

any anino

no acid

no acid

no acid

any anino

any or no

any anino

any or no

any anino

any anino
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acid

acid

anino acid

acid

anino acid

acid

acid
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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

Variant

(240)..(240)
xaa in positi

Variant

(245)..(250)
xaa in positi

Variant

(253)..(253)
xaa in positi

Variant

(265)..(266)
xaa in positi

Variant

(270)..(270)
xaa in positi

Variant

(273)..(273)
xaa in positi

Variant

(283)..(284)
xaa in positi

Variant

(285)..(290)
xaa in positi

Variant

(292)..(293)
xaa in positi

Variant

(295)..(297)
xaa in positi

Variant

(299)..(302)
xaa in positi

Variant

(313)..(313)
xaa in positi

Variant

(316)..(317)
xaa in positi

Variant

(319)..(319)
xaa in positi

Variant

(322)..(322)
xaa in positi

Variant

(324)..(327)
xaa in positi

Variant

(330)..(330)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

on

on

on

on

226

240

245

253

265

270

273

283

285

292

295

299

313

316

319

322

324

is

is

to

is

to

is

is

t0

t0

t0

t0

to

is

to

is

is

to

any

any

250

any

266

any

any

284

290

293

297

302

any

317

any

any

327

PF58307.tXt
anino acid

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

anino acid

anino acid

is any anino

is any or no

aninois any

aninois any

aninois any

anino acid

is any anino

anino acid

anino acid

is any anino
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acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid
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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

Variant

(334)..(334)
xaa in positi

Variant

(336)..(336)
xaa in positi

Variant

(338)..(339)
xaa in positi

Variant

(341)..(342)
xaa in positi

Variant

(346)..(346)
xaa in positi

Variant

(349)..(350)
xaa in positi

Variant

(353)..(354)
xaa in positi

Variant

(356)..(359)
xaa in positi

Variant

(362)..(363)
xaa in positi

Variant

(367)..(368)
xaa in positi

Variant

(371)..(371)
xaa in positi

Variant

(373)..(375)
xaa in positi

Variant

(377)..(377)
xaa in positi

Variant

(381)..(381)
xaa in positi

Variant

(384)..(385)
xaa in positi

Variant

(387)..(387)
xaa in positi

Variant

(390)..(392)

on

on

on

On

on

on

Or]

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

330

334

336

338

341

346

349

353

356

362

367

371

373

377

381

384

387

is

is

is

t0

to

is

t0

t0

t0

t0

to

is

to

is

is

to

is

any

any

any

339

342

any

350

354

359

363

368

any

375

any

any

385

any

PF58307.tXt
anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

anino acid

anino acid

is any anino

anino acid
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acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid
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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

Variant

(395)..(395)
xaa in positi

Variant

(397)..(398)
xaa in positi

Variant

(400)..(402)
xaa in positi

Variant

(405)..(405)
xaa in positi

Variant

(408)..(409)
xaa in positi

Variant

(412)..(413)
xaa in positi

Variant

(417)..(417)
xaa in positi

Variant

(427)..(427)
xaa in positi

Variant

(434)..(435)
xaa in positi

Variant

(438)..(438)
xaa in positi

Variant

(440)..(440)
xaa in positi

Variant

(442)..(443)
xaa in positi

Variant

(444)..(452)
xaa in positi

Variant

(454)_.(454)
xaa in positi

Variant

(456)..(457)
xaa in positi

Variant

(459)..(459)
xaa in positi

Variant

(463)..(464)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

390

395

397

400

405

408

412

417

427

434

438

440

442

444

454

456

459

to

is

t0

to

is

t0

to

is

is

to

is

is

t0

to

is

to

is

392

any

398

402

any

409

413

any

any

435

any

any

443

452

any

457

any

PF58307.tXt

is any am

anino acid

is any am

is any am

anino acid

is any am

is any am

anino acid

anino acid

is any am

anino acid

anino acid

is any am

is any or

anino acid

is any am

anino acid

no acid

no acid

no acid

no acid

no acid

no acid

no acid

no anino acid

no acid
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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

Variant

(466)..(466)
xaa in positi

Variant

(468)..(472)
xaa in positi

Variant

(473)..(473)
xaa in positi

Variant

(475)..(483)
xaa in positi

Variant

(484)..(489)
xaa in positi

Variant

(491)..(492)
xaa in positi

Variant

(496)..(496)
xaa in positi

Variant

(506)..(507)
xaa in positi

Variant

(527)..(527)
xaa in positi

Variant

(530)..(532)
xaa in positi

Variant

(534)..(538)
xaa in positi

Variant

(540)..(542)
xaa in positi

Variant

(544)..(545)
xaa in positi

Variant

(548)..(548)
xaa in positi

Variant

(556)..(556)
xaa in positi

Variant

(558)..(559)
xaa in positi

Variant

(561)..(562)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

on

on

on

on

463

466

468

473

475

484

491

496

506

527

530

534

540

544

548

556

558

to

is

to

is

t0

t0

to

is

to

is

t0

t0

t0

to

is

is

to

464

any

472

any

483

489

492

any

507

any

532

538

542

545

any

any

559

PF58307.txt

is any anino

anino acid

is any anino

acid

acid

or no anino acid

is any anino

is any or no

is any anino

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

anino acid

is any anino
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acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
|\/th

1
xaa x

xaa x

vm

xaa x
65

xaa

xaal

Tyr

G y x
1

xaa X
145
xaa

xaa

xaa L

xaa x
2

G y x

Fls

Thr L

xaa L

xaa x
2

305
Pro x

Pro x

xaa x

3
xaa
385
xaa x

xaa L

Arg

Va

Fis

Phe

Ser

Tyr

Thr

xaa in position

Variant

(565)..(565)
xaa in position

Variant

(568)..(569y
xaa in position

Variant

(573)..(573)
xaa in position

95

aa xaa Gy xaa
5

aa xaa xaa xaa
20

aa xaa xaa
35

xaa

xaa

His Asn
50
aa xaa xaa

ASP

xaa

Tyr xaa
85

Ala

Gy

Leu
100
xaa

le xaa

xaa
115

aa Leu
30
aa

xaa xaa

xaa xaa xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
70

Thr

xaa

vm

xaa

xaa

PF58307 txt _
561 to 562 is any antno aCld

565 is any anino acid

568 to 569 is

573 is any am

xaa

xaa

Pro
55

xaa

xaa

Gy

xaa

xaa
135
xaa

150
vm
165
xaa

Tyr xaa

xaa xaa
180

Leu xaa
195
xaa

GU

aa
10
aa

xaa

Ala Ala

xaa

Phe

xaa

Phe

xaa

xaa

Trp

xaa
215
Val

230
Phe xaa

245
th lle
260
rns

GU

eu Ffis

aa
90

xaa xaa

Pro

aa xaa

Phe
340
xaa

Ser

xaa
325

aa xaa xaa

vm
355
xaa

aa xaa

xaa
70

Leuxaa Tyr

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

Ala

Tyr

xaa
295
Phe

xaa

th

xaa

xaa
375
xaa

390

aa Gy Leu

Ala

xaa
405

eu Thr th

Leu

Phe

Phe

lle

xaa

xaa
40

xaa

xaa

Phe

Lys

Asp
120
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
200
xaa

xaa

Ser

Thr
280
xaa

Ser

Tyr

Thr

360
vw

xaa

xaa

vm

xaa xaa xaa xaa

xaa
25

xaa

Asp

xaa

xaa

xaa
105
xaa

xaa

xaa

Arg

xaa
185
Ser

Ala

Thr

xaa

xaa
265
Asn

xaa

xaa

H s

lle
345
Leu

xaa

Leu

xaa

Asn

any anino acid

no acid

xaa xaa
10

xaa xaa

xaa xaa

Ala Trp

xaa xaa
75

xaa xaa
90

Ala Thr

Val xaa

xaa xaa

xaa
155

Val xaa
170

Leu

Leu Tyr

xaa xaa

lle
235

xaa Asn
250
xaa Thr

Leu

ASP

xaa

xaa

Pro
315
Phe

Tyr

xaa
330

xaa Lys

xaa xaa

Arg Phe

Pro xaa
395

Ala Fls
410
kns xaa

xaa

xaa

xaa

60
xaa

H s

xaa

xaa

xaa
140
xaa

xaa

Trp

xaa

xaa
220
G n

Lys

Trp

xaa

xaa
300
xaa

Gl1

vm

lle

Trp
380

Tyr

xaa

lle
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xaa

xaa

xaa
45

Ala

xaa

Pro

Leu

Lys
125
xaa

Trp

xaa

xaa

th
205
Ala

tis

xaa

xaa
285
xaa

xaa

Fls

xaa

365
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
30

xaa

xaa

xaa

xaa
110

Tyr

xaa

xaa

Leu

Lys
190
xaa

xaa

Ala

xaa
270
xaa

xaa

Arg

xaa

xaa
350
Ala

th

xaa

xaa
15

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
175
Ala

xaa

xaa

xaa

Tyr
335
Gi1

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
80

Thr

xaa

xaa

Ser
160

xaa

xaa

xaa

xaa
240

Trp

tns

xaa

G n

Fns
320
xaa

xaa

xaa

xaa
400

Ser

CSI RO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 1005239 of 349

420

Tyr xaa xaa Lys Asp xaa Val xaa
435 440

xaa xaa xaa xaa Pro xaa Thr xaa
450 455

Thr xaa Lys xaa xaa xaa xaa xaa
465 470
xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa

485

Val Gn Qrs Gln Thr Ser Val Asn
500

Asn Hs Phe Ser Gly Gly Leu Asn
515 520

Pro xaa xaa xaa Fis xaa xaa xaa
530 535

xaa Thr Cys xaa Glu Tyr Gy Val
545 550

xaa xaa Ala Tyr xaa Lys th xaa
565

<210> 96
<211> 58
<212> PRT

<213> Awtificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(4)
<223> xaa in position 2 to 4 is
<220>
<221> Variant

<222> (10) .(10)
<223> xaa in position 10 is Ala
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Ala
<220>
<221> Variant

<222> (14)..(14)
<223> xaa in position 14 is Pro
<220>
<221> Variant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is Asn
<220>
<221> Variant

<222> (34) .(34)
<223> xaa in position 34 is any
<220>
<221> Variant

<222> (37) .(37)
<223> xaa in position 37 is (Hy,
<220>
<221> Variant

<222> (38)..(39)
<223> xaa in position 38 to 39 i
<220>
<221> Variant

<222> (41) .(41)
<223> xaa in position 41 is GIJ
<220>
<221> Variant

<222> (42). (42)
<223> xaa in position 42 is Asn,
<220>
<221> Variant

PF58307.tXt
425

G V

xaa

xaa

xaa

Trp
505
H s

xaa

Pro

xaa

any

or

or

or

or

am

(3

S a

or

Th

xaa xaa xaa

Thr
460
xaa

(3y xaa

Ser xaa
475

Pro xaa
490
xaa

G11

xaa

G V

G u

xaa

lle

lie

G n
555

Ffls Leu
570

xaa xaa
540
xaa

Al'g

Tyr

anino acid

Val

Ser

Val

Ser

no acid

Sern or

ny anino acid

Thr

r or vm

Seite 133

2390f349

xaa
445
Pro

xaa

Ser

Fis
525
xaa

xaa

430
xaa

th

xaa

Trp

Trp
510
H s

xaa

xaa

Leu

xaa

xaa

xaa

Ala
495
Phe

xaa

vm

xaa

xaa

xaa

xaa
480
xaa

Trp

Phe

xaa

Leu
560
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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>

<400>

Trp xaa xaa xaa
1

WpPM'fipAw

to 44 is any anino acid
(43)..(44)
xaa in position 43

Variant

(45).. (45)
xaa in position 45 is

Variant

(47).. (47)
xaa in position 47 is

Variant

(48)..(48)
xaa in position 48 is

Variant

(49)..(49)
xaa in position 49 is

Variant

(50)..(50)
xaa in position 50 is

Variant

(51).. (51)
xaa in position 51 is

Variant

(52).. (52)
xaa in position 52 is

Variant

(55)--(55)
xaa in position 55 is

96

G n Cys G n
5

his Phe Ser
20

Fls xaa Phe Pro xaa xaa xaa
35

PIS

G n

lie

Phe

any

GlJ

Ala

Thr

Gy

PIS
40

xaa xaa xaa xaa Thr Cys xaa GIJ

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

50

97
61
PRT

55

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(2)
xaa In position 2

Variant

(7)-_-(7)
xaa In position

Variant

(16).. (16)
xaa in position

Variant

(21)..(21)
xaa in position

7

or

or

or

or

or

PF58307.tXt

Tyr

Ser

Vai

Val

anino acid

or

or

Ser

Gy Leu xaaHs Gn lie Gu I-is

Ser

G u

10

25

Tyr (Hy

is any anino acid

is lie or

16 is Asn or

21 is Ala or

vm

Ser

Ser

Seite 134
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xaa Asn Trp xaa xaa Cty Ser

30
xaa xaa xaa xaa xaa lie xaa xaa
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Variant

(22) -2(2)
xaa I n positi

Variant

(23). .(23)
xaa l n positi

Variant

(24) -2(4)
xaa in positi

Variant

(25) -2(5)
xaa l n positi

Variant

(26) (26)
xaa I n positi

Variant

(29) (29)
xaa l n positi

Variant

(31). .(31)
xaa I n positi

Variant

(42) (42)
xaa in positi

Variant

(43) (43)
xaa l n positi

Variant

(47) (47)
xaa I n positi

Variant

(50) (50)
xaa in positi

Variant

(59) (59)
xaa I n positi

Variant

(60) -6(0)
xaa in positi

Variant

(61) -6(1)
xaa I n positi

97

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

22'

23'

24'

25'

26'

29'

31

42'

43'

47'

50'

59'

60'

61 i 3

Gy xaa Phe Ala Ala Phe xaa
1 5

Hs Gy Ala Phe xaa xaa xaa

lle Gy

Hs xaa Leu Gy H3 H3 Pro

Trp Thr

<210>

20

35

50

98

Leu Asp Mat

55

any

Asn

Lys

any

Leu,

any

any

Ala

Phe

Phe,

any

Leu

Ile

ASP

G y

xaa

Al a
40

Tyr

PF58307.tXt

am' no acid

or Ser

0r Arg

am‘ no acid

Mat or Val

or no am” no acid

or no am” no acid

or Gy

or Mat

Leu or Met

am' no acid

or Val

or Leu

orGu

Thr O/s lle Gn HIS Asp Gy xaa
10

xaa xaa Asn Lys xaa Al a xaa Gy
30

Trp G u xaa G n
45

Thr Asn xaa xaa xaa

25
Ser xaa xaa Thr

60

Seite 135
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<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>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

40
PRT
Artificial

Variant

(3).;(3) ..
xaa in p03!“

Variant

(4).;(4) ..
xaa In posrh

Variant

(7).;(7) ..
xaa in p05!“

Variant

(9).;(9) __
xaa In posrh

Variant

(11)..(12)
xaa in posiH

Variant

(14)..(15)
xaa in posiH

Variant

(16)..( 17)
xaa in posiH

Variant

(20)..(20)
xaa in positi

Variant

(21)..(21)
xaa in posiH

Variant

(24)..(24)
xaa in posiH

Variant

(25)..(25)
xaa in posiH

Variant

(28)..(28)
xaa in posiH

Variant

(29)..(29)
xaa in positi

Variant

(31)..(31)
xaa in posiH

Variant

(32)..(32)
xaa in posiH

Variant

(33)..(33)
xaa in positi

sequence

on 3 is Lys

on 4 is Phe

on 7 is lie

on 9 is Ala

on 11 to 12

on 14 to 15

on 16 to 17

on 20 is lie or

on 21 is Ala 0r

Ol’

or

or

or

is

is

is

on 24 is Phe,

on 25 is GIL

on 28 is Phe or

on 29 is G u or

on 31 is Ala or

PF58307.tXt

Tyr

Leu

Gy

any or no anino acid

any anino acid

any or

Leu

Asn

lie or

Ser or

Val

Gy

Val

no anino acid

Val

Thr

on 32 is any anino acid

on 33 is Awg or Ser
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PF58307.tXt

xaa Pro xaa xaa Phe xaa xaa xaa

xaa G n Asp xaa xaa Val

<220>
<221> Variant

<222> (34)..(34)
<223> xaa in position 34 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (37)..(37)
<223> xaa in position 37 is Phe or Tyr
<220>
<221> Variant

<222> (38)..(38)
<223> xaa in position 38 is any anino acid

<400> 98

Tyr Fis xaa xaa Cin Fls xaa Tyr
1 5 1O

xaa th Thr xaa xaa Lys Val xaa
20 25

xaa xaa Awg Leu xaa xaa Ile Asp
35 40

<210> 99
<211> 59
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (3)..(3)
<223> xaa in position 3 '3 Ala or lle
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 '3 Ala, Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 '3 lie or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 '3 any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (10) .(10)
<223> xaa in position 10 is (fly or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (12) .(12)
<223> xaa in position 12 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (13) .(13)
<223> xaa in position 13 is Net or Val
<220>
<221> Variant

<222> (14) .(14)
<223> xaa in position 14 is Ala or Ciy
<220>
<221> Variant

<222> (17)._(17)
<223> xaa in position 17 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is Phe or th
<220>

Seite 137
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<221> Variant

<222> (20). (20)
<223> xaa in position 20 is
<220>
<221> Variant

<222> (22). .(22)
<223> xaa in position 22 is
<220>
<221> Variant

<222> (23). .(24)
<223> xaa in position 23 to
<220>
<221> Variant

<222> (26). (26)
<223> xaa in position 26 is
<220>
<221> Variant

<222> (27). (27)
<223> xaa in position 27 is
<220>
<221> Variant

<222> (30). (30)
<223> xaa in position 30 is
<220>
<221> Variant

<222> (31) .(31)
<223> xaa in position 31 is
<220>
<221> Variant

<222> (32) (32)
<223> xaa in position 32 is
<220>
<221> Variant

<222> (34) (34)
<223> xaa in position 34 is
<220>
<221> Variant

<222> (35). (35)
<223> xaa in position 35 is
<220>
<221> Variant

<222> (39). (39)
<223> xaa in position 39 is
<220>
<221> Variant

<222> (49) (.49)
<223> xaa in position 49 is
<220>
<221> Variant

<222> (55). (56)
<223> xaa in position 56 is
<220>
<221> Variant

<222> (57) (57)
<223> xaa in position 57 is

<400> 99

Phe Trp xaa th Lys xaa xaa
1 5

xaa Tyr xaa xaa (Hy xaa xaa
20

Hs xaa xaa Cys Gy Gu xaa
35

xaa Ile Gu Gy Val Ser Tyr
50 55

<210> 100

any

Pro

24 1

Leu

any

any

lie

Ala

Phe

Ala

Leu

lie

Ala

Ser

Thr

xaa

Leu
40

xaa

PF58307.tXt

anino acid

or Vat

s any anino acid

or Val

anino acid

anino acid

or th

or G y

or Leu

or Thr

0r Vai

or Val

or G y

or Thr

xaa xaa Tyr xaa xaa xaa Leu Pro

Ffis

10 15

G y xaa xaa Leu Phe xaa xaa xaa
25 30

Ala Thr th Phe lle Val Asn
45

xaa Lys Asp
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<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>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

3 is

PF58307.tXt

lie or vm

5 is Asp or Lys

7 to 9 is any anino acid

45
PRT

Awtificial sequence

Variant

(3)-_-(3) _.
xaa in p03!“

Variant

(5)-_-(5) .-
xaa In posrh

Variant

(7).;(9) .-
xaa in posrh

Variant

(14)._(14)
xaa in posiH

Variant

(15).. (15)
xaa in posiH

Variant

(17).. (17)
xaa in posiH

Variant

(19)..(19)
xaa in posiH

Variant

(20)..(20)
xaa in positi

Variant

(22)..(22)
xaa in posiH

Variant

(23)..(23)
xaa in posiH

Variant

(24)..(24)
xaa in posiH

Variant

(26)..(26)
xaa in posiH

Variant

(28)..(28)
xaa in positi

Variant

(30)--(30)
xaa in posiH

Variant

(33)..(33)
xaa in posiH

Variant

(34)..(34)
xaa in positi

on

14 is Asp

15 i lie

17 i any

19 i Ala

20 i Ala

22 i Lys

23 i Asp

24 i Ala

26 i lie

28 i any

30 i Ser

33 i lie,

34 i any

or G y

or Val

anino acid

or G y

or Leu

0r Awg

or G u

or Val

anino acid

or Thr

Pro or val

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>

<400>

Tyr
1

Variant

(36)..(36)
xaa in position

Variant

(37)..(37)
xaa in position

Variant

(39)..(39)
xaa in position

Variant

(41)..(41)
xaa in position

Variant

(42)..(42)
xaa in position

Variant

(45)..(45)
xaa in position

100

5

36

37

39

41

42

45

is

iS

is

is

iS

is

any

Pro

any

Leu

GIJ

Lys

Asp xaa Thr xaa Phe xaa xaa

xaa Leu xaa xaa Ciy xaa xaa xaa
20

xaa xaa Ciy xaa xaa Asp xaa 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>

<400>

35

101
24
PRT
Awtificial

Variant

(2)-;(5)
xaa In position

Variant

(16).. (16)
xaa in position

Variant

(17).. (17)
xaa in position

Variant

(19)..(20)
xaa in position

Variant

(22)..(22)
xaa in position

101

sequence

40

2 to 6 is

16 is Ser

17 is Phe

19 to 201

22 is Leu

Asp xaa xaa xaa xaa xaa G n G u
1 5

xaa Pro xaa xaa Aug xaa Fls Pro

<210>

20

102

PF58307.tXt

anino acid

or Ser

anino acid

or th

or Awg

or Awg

xaa His Pro Gy Gy xaa xaa lie
10 15

Thr xaa Leu xaa G u xaa Tyr His
25 30

xaa xaa Lys Tyr xaa
45

any or no anino acid

or Thr

or Tyr

5 Leu or th

or th

Ser Asp Pro Asp Val Phe Ser xaa
10 15
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PF58307.txt
<211> 27
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Asp or GIJ
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 is Leu or th
<220>
<221> Variant

<222> (8). (8)
<223> xaa in position 8 is Lys or Arg
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is (Eu or Arg
<220>
<221> Variant

<222> (12). (12)
<223> xaa in position 12 is Ala or Val
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (14) .(14)
<223> xaa in position 14 is Lys or Awg
<220>
<221> Variant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in position 16 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (18). (18)
<223> xaa in position 18 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (20)..(21)
<223> xaa in position 20 to 21 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (22)..(22)
<223> xaa in position 22 is (in or Awg
<220>
<221> Variant

<222> (24) .(24)
<223> xaa in position 24 is Ala or G y
<220>
<221> Variant

<222> (25)..(26)
<223> xaa in position 25 to 26 is any anino acid

<400> 102

Ser xaa Phe Tyr xaa val xaa xaa xaa Arg Val xaa xaa xaa Leu xaa
1 5 10 15

G u xaa Ciy xaa xaa xaa Arg xaa xaa xaa GIJ
20 25
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<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>

<400>

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

2 to 3 is any anino acid

4 is any or

6 to 10 is any anino acid

11 to 12 is any or

15

17

20

22

24

25

26

PF58307.tXt

is any anino acid

to 18 is any anino acid

is

iS

is

is

iS

xaa in position 28 is

103
28
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-;(3) _.
xaa in posrti

Variant

(4)-_-(4) ..
xaa in posrti

Variant

(6)-_-(10) ..
xaa In pOSItI

Variant

(11).. (12)
xaa in positi

Variant

(15).. (15)
xaa in positi

Variant

(17)..(18)
xaa in positi

Variant

(20)..(20)
xaa in positi

Variant

(22)..(22)
xaa in positi

Variant

(24)..(24)
xaa in positi

Variant

(25)..(25)
xaa in positi

Variant

(26)..(26)
xaa in positi

Variant

(28)..(28)

103

ASP

Ala

any

Ala

any

G u

(3y xaa xaa xaa GLJxaa xaa xaa
1 5

xaa xaa Pro xaa Asp xaa Trp xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

20

104
28
PRT

Awtificial sequence

Variant

or Thr

or G y

anino acid

or Thr

anino acid

or G y

xaa xaa xaa xaa Val
10

xaa xaa tls xaa
25
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<222> (5)..(5)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (9) .(9)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (12) .(12)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (15) .(15)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (22) .(22)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (23) .(23)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (26)..(26)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (27) .(27)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (28) .(28)
<223> xaa in positi

<400> 104

Vai Pro Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

20

105
15
PRT

PF58307.tXt

on 5 is any anino acid

on 7 is any or

on 9 is any or

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

11 is Phe or Trp

12 is

15 is

18 is

19 is

22 is

23 is

26 is

27 is

28 is

Awtificiai sequence

Variant

(4)-_-(4)

Ser,

any

lie

G u

Lys

any

any

Ala

ASP,

Gr1xaa Glixaa Ser
5

th xaa xaa His Leu xaa xaa Leu G y xaa xaa xaa

Thr or val

anino acid

or Leu

or Ser

or Awg

anino acid

anino acid

or G u

G u or Lys

xaa Leu xaa xaa Ala Tyr
10

25

xaa in position 4 is any anino acid

Seite 143
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<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

G y Phe Trp xaa xaa Leu xaa xaa th xaa xaa xaa xaa Asp xaa
1

<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>

Variant

(5)-_-(5)
xaa in position

Variant

(7)-_-(8)
xaa In position

Variant

(10)..(12)
xaa in position

Variant

(13)..(13)
xaa in position

Variant

(15)..(15)
xaa in position

105

5 is cys or

PF58307.tXt

Ser

7 to 8 is any anino acid

10 to 12 is any anino acid

13 is any or

15 is lie or

no anino acid

Pro

10

2 to 7 is any anino acid

5

106
29
PRT

Artificial sequence

Variant

(2)-_-(7) ._
xaa In posrtron

Variant

(8)-_-(12) ..
xaa In posrtron

Variant

(14)..(14)
xaa in position

Variant

(18)..(18)
xaa in position

Variant

(19).. (19)
xaa in position

Variant

(21)..(21)
xaa in position

Variant

(22)..(22)
xaa in position

Variant

(23)..(23)
xaa in position

Variant

(24)..(24)
xaa in position

Variant

8 to 12 is any or

14 is Asp or Val

18 is G u, Asn or G n

19 is any anino acid

21 is G n or

22 is G u or

23 is Ala or

Arg

Lys

G u

24 is Ala, Leu or val

Seite 144
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

val xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Ciy xaa Thr
1

th xaa xaa Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

PF58307.tXt

(25)..(26)
xaa in position 25 to 26 is any anino acid

Variant

(27)..(27)
xaa in position 27 is Ala, Ciu or Ser

Variant

(28)..(28)
xaa in position 28 is Ala, (Eu or Asn

106

5 10

20 25

107
11
PRT

Artificial sequence

Variant

(2)-.-(2) .. .
xaa In posrtion 2 IS (flu or Asn

Variant

(3)-_-(3) _. _
xaa In posrtion 3 IS Cys or val

Variant

(BL-(5) .. .
xaa In posrtion 6 IS Ala or Ciy

Variant

(BL-(8) .. .
xaa in posrtion 8 IS Pro or Va

Variant

(9)-_-(10) __ _ _ .
xaa In posrtion 9 to 10 IS any anino acrd

107

Ala xaa xaa Arg Tyr xaa Ser xaa xaa xaa Va
5 10

108
8
PRT

Awtificial sequence

Variant

(2)-.-(2) .. .
xaa In posrtion 2 IS Ala or lle

Variant

(5).;(5) _. .
xaa in posrtion 5 IS Phe, lie or Leu

Variant

(6)-_-(6) __ _
xaa In posrtlon 6 IS Phe or Leu

108

Seite 145
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Trp xaa Lys Ala xaa xaa Leu Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
th
1

909
Al a

cgc

CCC

agc
Ser

t ac

Tyr

gac
ASP

ccg
Pr 0
50

agg
Ar g

909
Ala

ttc
Phe

109
903
DNA
(kt r eococcus t aur 1

CD8

(1)..(903)

109

gcc
Al a

gcg
Al a

aac
As n
35

too
Ser

acg
Thr
20

gt 0
Val

gcg atc
Al a

ttg
Leu

t ac

Tyr

gcg
Al a

ccg
Pr 0
115
cac
H s

gcg
Al a

gcc
Al a

aac
As n

cac
H S
195

tgc
QCYS

att
Ile

gt c
Val

ct 0
Leu

gac
ASP
275

gt 9

He

at g
th

aat
Asn

cga
Arg G
100

tgg
Trp

t ac

Tyr

cgc
Ar g

ct g
Leu

gat
Asp
180
atc
He

ccg
Pro

gt 0
Val

acc
Thr

ttC

5

:39;
t ac

Tyr

gac
ASP

909
Al a

909
Al a

909
Al a
85

gag
u

agc
Ser

aac
Asn

aag
Lys

ttg
Leu
165

tgt

gt 9
Val

tgg
Trp

ttc
Phe

Ctt
Leu
245

999
YPhe G

260

990

cga

909
A1 a

cgc

a

Cys

909
Al a

900
Al a

909
Al a

acg
Thr

aag
Lys
70
t at

Tyr

atc
He

gat
ASP

aac
Asn

aag
Lys
150
at C
11 e

aag

909
Al a
230
cct
Pro

aac
Asn

agt
Ser

acg

ctg
Leu

t ac

Tyr

cgc

acg
Thr
55

cgc

cag
G n

tcg
Ser

aga

aaa

Lys
135

acg
Thr

tgg
Trp

gat

tac

Tyr

cga

215
cac
H s

tgg
Trp

ttc
Phe

tcc
Ser

cga

ct g
Leu

gcc
Al a

gag
G u
40

at g

gag
G u

acg
Thr

999
G

aaa

Lys
120
tat

Tyr

aag
Lys

gcg
Al a

gcc
Al a

tcg
Ser
200
tac

9 Tyr

gcc
Al a

909
Al a

t ac

Tyr

gt 9
Va]
280
tct

PF58307. tXt

ccc
Pro

ttt
Phe G
25

tgg a
Trp

tac

Tyr

gcg
Al a

gcg
Al a

Ct g
Leu
105

tcg
Ser

ttg

ttc
Phe
90

999
G y

ttt
Phe

gag
uLeu G

cag
G n

tgg
Trp

tac

Tyr
185
tat

Tyr

atc
He

gt g
Val

caa

G n

ct 0
Leu
265
aaa

Lys

cga

ttg
Leu

tgg
Trp
170
ttc
Phe

t at

Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

at g
Met
250

aag
Lys

cca

Pro

aaa

cag
G n

aag at
Lys

ct a
Leu

agc
Ser
155

ttg
Leu

ggc
G V

ct c
Leu

cag
G n

gt g
Val
235
t t c
Phe

909
Al a

gcc
Al a

att

909
Al a

tcg
Ser

909
Al a

ttc
Phe

ccg

ttg
Leu
140
ttc
Phe

gt g
Val

909
Al a

at g
Met

gct
Al a
220

ct g
Leu

gt 0
Val

t ac

Tyr

gag
G u

gac
Seite 146
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ttc
Phe

cac

H: s

aag

acc

285
t aa

gcc
Al a

gcg
Al a
30

tcg
Ser

ct g
Leu

999
G

Qt g
Val

110

cag

acg
Thr

aac
Asn
270

acg
Thr

aac

255

aag
Lys

cgc
Ar g

t ac

Tyr

990
G

agg
Ar g

993

at g
Met
80

999
G

tca
Ser

gt 9
Val

ttc
Phe

tat

Tyr
160

at 9
Met

tcg
Ser

99C
G

caa

G n

cac
H S
240

at g

tcg
Ser

909
A] a

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

903
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Pro Ser
290

Val

<210> 110
<211> 300
<212> PRT
<213> (El r eococcus t aurl

<400> 110
Mat Ser
1

Ala Tyr

lle Asp

Leu Pro
50

Pro Arg
65
Leu Ala

Met Phe

Thr Mat

Trp Leu
130

Met Val
145
H3 H3

Ala Thr

Phe lle

lle Arg
210

Phe Val

Cys Pro

Leu Val

Arg Gy

Pr 0 Ser
290

Al a

Al a

Asn
35
Al a

Leu

Tyr

Al a

Pro
115
PIS

Ala

Al a

Asn

Hs
195

Oys

l l e

Val

Leu

Asp
275
Val

<210> 111
<211> 834
<212> DNA

<213> Pavlova sp

<220>
<221> CDS

<222> (1). . (834)

<400> 111

atg atg
Met Mat
1

age ttc
Ser Phe

tgg act
Trp Thr

ttt ggg

ttg
Leu

cag
G n

Arg Arg Thr

Ser Gy Ala
5

Thr
20
Val

lle

Met

Asn

Arg
100

Trp

Tyr

Thr

Phe
260

G y

Arg

gcc
Al a

cag
G n
20

ct 9
Leu

aca

Tyr

ASP

Al a

Al a

Al a
85
G u

Ser

Asn

Lys

Leu
165

Val

Tr p

Phe

Leu
245

Al a

Arg

gca
Al a

gac

Al a

Al a

Thr

Lys
70

Tyr

lle

230
Pro

Asn

Ser

Thr

:203 CD”“<0
CCC at 12
Pro

aag

CD

tac

Ar 9
295

Leu

215

Phe

tat

Tyr

gac

gt 9
Val

ttc

Ser

200

Val
280
Ser

ctt
Leu

aac
Asn

at 9
Met
40

gag

PF58307. txt

Arg Lys lle Asp

Pro

Phe
25

Trp

Tyr

Al a

Al a

Leu
105
Ser

Leu

G n

Tr p

Tyr
185

Tyr

ll e

Val

G n

Leu
265

Lys

ct a
Leu

ccc
Pro
25
tct
Ser

aac

170
Phe

Tyr

Thr

Phe

Met
250

Lys

Pro

Lys

gt 9
Val
10
aac

Leu

Ser
155
Leu

Leu

G n

Val
235
Phe

Al a

Al a

He

ct c
Leu

ggg
YAsnG

9t 9
Val

999

gt 0
Val

aag

300

Al a

Ser

Al a

Phe
60
Pro

Val

Pro

ll e

Leu
140
Phe

Val

220

tcg
Ser

gcc
Al a

tat

Tyr

CCC

Seite 147
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Phe

205

Ser

Thr
285

gcc
Al a

t ac

Tyr

ct c
Leu
45

at 9

Al a

Al a
30
Ser

Leu

Val

Trp
110
Leu

Thr

Hi 3

l-fi s

190
Al a

Mat

G n

Thr

Asn
270
Thr

gct
Al a

tcg
Ser
30

ago
Ser

acg

175

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

cgc
Arg
15
acc
Thr

ggt

ggg

H s
240
Mat

Ser

Ala

Val

48

96

144

192
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Phe

aag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

130

Val

tca
Ser

tgc
Cys
210

cog
Pro

gt 9
Val

gcc
A! a

gt c
Val

Leu

t ac

Tyr

gt 9
Val

990

acg

115

tgg
Trp

ct c
Leu

aag
Lys

aag
Lys
275

112
277
PRT

Pavlova sp

112

Thr

at g

gt g
Val

aat
Asn
100

tgg
Tr p

atg

cat
HI 3

aat
Asn

gt g
Va!
180
000

Pro

tgc

cga att
Arg

ttc
Phe

gag
G u
260

9C9

aca
Thr
245

9C9
AI a

939
uAlaG

Mat Mat Leu Ala
1
Ser

Tr p

Phe

Lys
65

Tr p

Leu

Phe

Thr

Phe

Thr

G n

G y
35
Leu

Tyr

Val

G y

Thr
115

Trp

G n
20
Leu

Thr

Met

Val

Asn
100

Tr p

Met

Ala

Pro

Lys

Phe

AI a
85

Lys

Val

Val

Tyr

act
Thr
70
tt t
Phe

gt g
Val

cac
H s

ct g
Leu

gt g
Val
150

ggt

at g
Met

aag
Lys

gcc
A] a

tgc
Cys
230

cgc

aaa

Lys

taa

11 e

I I e

Tyr

Thr
70
Phe

Val

Leu

Phe
55
t ac

Tyr

ct 0
Leu

gac

tac

Tyr

cgc

135
ctt
Leu

gac

tat

Tyr

cgc

cac
H s
215

Leu

ttc
Phe

aag
Lys

Tyr

Val

Phe
55

Tyr

Leu

gca

200

Val

Leu

Asn

Mat
40

Asn

Leu

Leu

Asn
120

Lys

PF58307. t Xt
Asn

ct 0
Leu

gag
G u

ggg
G y
105
aac
Asn

aag
Lys

at g
Mat

tat

Tyr

tac

Tyr
185
ct 0
Leu

aca
Thr

gag
G u

cgc

gca
A] a
265

Leu

Pro

Arg

t ac

Tyr

gt g
Val
90
000
Pro

aag
Lys

acg
Thr

tgg
Trp

ttt
Phe
170
tac

Tyr

acg
Thr

tgg
Trp

gt 9
Val

cag
G n
250

cag
G n

Val
10
Asn

Val

Ar g

Tyr

Val
90
Pro

Lys

cag
G n
75

C99
Arg

aac
Asn

t ac

Tyr

cag
G n

gcc
AlaT
155

990
G y

acc
Thr

cag
G n

9C9
A] a

tgg
Trp
235

gcc
A] a

gag
G u

Leu

G y

Val

Lys

G n
75

Arg

Asn

Pro
60

gtg at
Va!

cgt
Ar g

tcc
Ser

Ser

Al a

Tyr

Pro
60
Val

Arg

Ser

Lys Tyr Val

Mat

lle

909
Ala

ttc
Phe

gag
G u
125

gt 0
Val

ttc
Phe

ct 0
Leu

909
A1 a

cag
G n
205

gt a
Val

at g

gcc
A1 a

tea
Ser

A1 a

Tyr

Leu
45
Mat

I I 9

A1 a

Phe

Gu
125

Thr Gn Gn Val
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Thr

cat
(DO

98

70-4-29)CD”—4(0 COOCQLQ“<0

270

Ser

9 ggt
G

Gy

aac
Asn

at g
Mat
95
ct 0
Leu

ct 0
Leu

ttc
Phe

gt C
Val

aac
Asn
175

ct g
Leu G

gt 9
Val

tcc
Ser

gag
G u
255

gcc
AI a

Leu

Phe

G n

Ser

Val

Leu

Val

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

834
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PIS
145

LyS

lle

Trp

Phe

Tyr
225
Leu

LyS

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

130
Va

Leu

lle

Ser

cys
210
Pro

Va

Ala

Va

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
th
1

099
”“9

cac

PIS

atg
th

agt
Ser
65
tat

Tyr

909
Ala

gtg
Val

909
Ala

gat

145
aaa

Lys

909
Ala

tac

Tyr

tgc
CW3

tac

Tyr

ttc
Phe

ttc
Phe

Tyr PIS

Ciy Asn

H S Val
180
Pro

Cys

Trp Arg

Leu Phe

Lys GIJ
260

Lys Ala
275

113
1077
DWA
Thalassiosira

CDS

(1)..(1077)

113
tea tea
Ser Ser

acc acc
Thr Thr

20

gcc ttc
Ala Phe
35
too tac

Ser Tyr

ccg tca
Pro Ser

atg aag
th Lys

gtg Ctg
Val Leu

100

aat aga
Asn Arg

ttg cat
Leu PIS

tat ttg
Tyr Leu G

gac cag
Asp G11

903 tgg
Ala Trp T

180

ggg gca
y Ala

PIS

165
th

Trp

Leu

lle

Thr
245
Ala

ccg
Pro
5

gcc
Ala

cca

Pro

aaa

LyS

cta
Leu

tca
Ser
85
etc
Leu

gac
ASP

agt
Ser

gag
U

gtc
vm
165

Leu

pseudonana

009
Pro

900
Ala

900
Ala

gtc
Val

aag
Lys
70
etc
Leu

aat
Asn G

cat
PIS

ggg
G

ttc
Phe
150
tcc
Ser

tgg atc
rp

ctc
Leu

ctc
Leu

tca
Ser

ctc
Leu

900
Ala

cca
Pro
55
tac

Tyr

cta
Leu

999

cog
Pro

agc
Ser
135
ttt
Phe

ttc
Phe

gcc
Ala

aac
Asn

caa

G n

ctc
Leu

acc
Thr
40
etc
Leu

gtt
vm

acg
Thr

tgg
Trp

ttt
Phe
120

tcg
Ser

gat
ASP

ctc
Leu

ctc
Leu

tcc
Ser

PF58307.tXt

th

Tyr

Tyr
185
Leu

Thr

tcc
Ser

ctc
Leu
25

gcc
Ala

ggt
G V

acg
Thr

gaa
GlJ

acg
Thr
105
att
lle

tat

Tyr

acg
Thr

cac
H S

cgc
Arg
185
atc
lle

Trp Ala
155

Phe (By
170

Tyr Thr

Thr G n

Trp Ala

Val Trp
235

G n Ala
250
G n GIJ

aaa aca

LyS Thr
10
etc acc
Leu Thr

aca CCC

Thr Pro G

ctc acc
Leu Thr

gac aac
Asp Asn

75

tca atg
Ser th
90

gtg tat
Val Tyr

gga agt
(3y Ser

gcg gtg
Ala vm

tat ttt

Tyr Phe
155

atc tac

lle Tyr
170
ttc tcc
Phe Ser

atc cac
lle PIS

140

Trp

Gy

Met

Ala

Ala
220
vm

Tyr

Ala

aca
Thr

ctc
Leu

990
y

gta
vm
60
tac

Tyr

gtg
vm

909
Ala

aga
Arg

tgg
Trp
140

atg
th

cac
PIS

000
Pro

gtc
vm

Seite 149
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Phe

Leu

Ala

G n
205
Val

th

Ala

Ser

tcc
Ser

aca
Thr

ctc
Leu
45
ttc
Phe

Ctt
Leu

ttg
Leu

att
lle

agt
Ser
125

gtt
Val

gtg
Val

cac
PIS

ggt
(Hy G

ctc
Leu

Val

th

Leu
190
Leu

Thr

Val

Lys

G11
270

etc
Leu

aca
Thr
30
acc
Thr

tac

Tyr

gcc
Ala

tac

Tyr

gtg
Val
110

acg

993

190

atg
th

vm

Asn
175
Leu

vm

Gy

Ser

G u
255
Ala

acc

175

gac at

tat

Tyr

aag

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624
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cgt
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

tcc
Ser
290

gat
ASP

tcg
Ser

aag
Lys

gtt
Va

195

gcc
Ala

caa

G n

acg
Thr

cag
G n

€18“;U
275
tat

Tyr

gat
AspG

gag
G u

ttg
Leu

act
Thr
355

114
358
PFTI’
ThaI assi osi ra

114

Met Cys Ser
1

Arg Tyr Thr

H 5

Met

Ser
65

Tyr

Al a

VaI

Al a

ASP
145

Lys

Al a

Tyr

Tyr

Leu
225

Phe

H s
50
Leu

ASp

G n

Mat

AI a
130

Lys

Met

Tr p

Phe

Tyr
210
Thr

Al 3
35
Ser

Pro

Met

VaI

Asn
115
Leu

Tyr

Asp

Al a

G y
195
Al a

Gn

ctt
Leu

gct
Al a

ggt
G

cct
Pro
260

at g
Net

tcg
Ser

ggg

(Q

"<"“O"'CQ"<""
g

coco«:2@055“-Q

Ser

Thr
20
Phe

Tyr

Ser

Lys

Leu
100

Ar g

HI 3

Leu

G n

Tr p
180
AI a

Leu

Ala

gcc
AI a

caa

G n

t at

Tyr
245

agt
Ser

gt t
VaI

aag
Lys

aat
Asn

gcg
AI a
325

gct
Al a

gcc
AI a

Pro
5
Al a

Pr 0

Lys

Leu

Ser
85
Leu

ct a
Leu

tt a
Leu
230
act
Thr

tta
Leu

agt
Ser

aag
Lys

aat
AsnG
310

aag
Lys

acg
Thr

atg

200

aag

pseudonana

Pr 0

Al a

AI a

Val

Lys
70
Leu

Asn

H s

G y

Phe
150
Ser

I I e

Leu

Leu

Leu
230

Ser

Leu

AI a

Pro
55

Tyr

Leu

G y

Pro

Ser
135
Phe

Phe

AI a

Asn

Leu
215
Leu

G n

Leu

Thr
40
Leu

VaI

Thr

Tr p

Phe
120
Ser

Leu

Leu

Ser
200

Lys

Gn

PF58307. t Xt

gt c
Val

ttc
Phe

tat

Tyr

gtat
Tyr
265

gt a
VaI

tca
Ser

caa

G n

gt 9
Val

aag
Lys
345

185
He

Val

Phe

agt t gt cca
Ser Qrs Pro T

aca
Thr

Lys
10
Leu

Thr

Leu

Asp

Ser
90
Val

G y

AI a

Tyr

I I e
170
Phe

I I e

Ser

Thr

agt
Ser

Thr

Thr

Pr 0

Thr

Asn
75
Met

Tyr

Ser

VaI

Phe
155

Tyr

Ser

H s

Cys

Ser
235

220

gt 9
VaI

g aag
Lys

tgt
Cys

tcc
Ser

aag
Lys
300

aag
Lys

gca
AI a

aag
Lys A

Thr

Leu

G y

Val
60

Tyr

VaI

AI a

Arg

Trp
140
Met

H 3

Pro

VaI

Pro
220
VaI
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Ser

Thr

Leu
45
Phe

Leu

Leu

I I e

Ser
125
VaI

Val

HI 3

G y

Leu
205

Tr p

VaI

aaa

Lys

VaI

gga
G

gga

270
ttt
Phe

agc
Ser

at 9
Met

aag
Lys

aag
Lys G
350

Leu

Thr
30
Thr

Tyr

Al a

Tyr

VaI
110
Leu

Hi 3

Leu

Thr

G y
190
Mat

Lys

Val

cga
Arg

t at

Tyr

909
Al a
255

gt 9
Val

t at

Tyr

aag
Lys

aag
Lys

gat

335

gga

Leu
15

Tr p

AI a

Leu

Lys

Asn
95

Val

Tyr

t ac

Tyr

acg
Thr
240

gat

cag
G n

aaa

Lys

aag
Lys

gat

320

gct
AI a

act
Thr

Thr
240

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1077
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G y Q/s

G u Thr

Val Phe

Arg Ser
290

Asn Asp

He Ser

G y Lys

Arg Val

Thr

G n

G u
275

Tyr

Asp

G u

Leu

Thr
355

<210> 115
<211> 903
<212> DVA
<213> Oat reococcus tauri

<220>
<221> CD8

<222> (1)..(903)

<400> 115

at g agc
Mat Ser

gcc
Al a

909
Al 3

aac
Asn
35

Gy

Pro
260
Met

tcc
Ser

acg
Thr
20

gt 0
Val

gcg atc
Al a

ttg
Leu

t ac

Tyr

gcg
Al a

ccg
Pro
115
cac
H s

gcg
Al a

gcc
Al a

aac
Asn

cac
H s
195

tgc

He

at g
Mat

aat
Asn

cga
Arg
100

tgg
Trp

t ac

Tyr

cgc
Ar g

ct g
Leu

gat
Asp
180
atc
He

ccg
Pro

Tyr
245
Ser

Val

Lys

Asn

Al a
325
Al a

Ala

HoL<I-l-(Q”'01to(Jim‘zlmGO

(DO)(0(Q(099301202020 CCQSINGSINGNCO'OO

Thr

Leu

Ser

Lys

Asn
310

Lys

Thr

Mat

(Q(Q2020 {DOSDCQ
(Q
20 SDCQ

acg

aag
Lys
70
tat

Tyr

atc
He

gat

aac

aag

aag

ctg
Leu

tac

Tyr

cgc

acg
Thr
55

cgc

cag
G n

tcg
Ser

aga

aaa

Lys
135

acg
Thr

tgg
Trp

gat

t ac

Tyr

cga

Tyr

Thr

Phe
280

Lys

Asp

Val

Ser

ct g
Leu

gcc
Al a

gag
G u
40

at g
Met

gag
G u

acg
Thr

999
G

aaa

Lys
120
tat

Tyr

aag
Lys

gcg
Al a

gcc
Al a

tcg
Ser
200
tac

Tyr

PF58307. txt

Hus Thr LysTyr

Tyr
265
Val

Ser

G n

Val

Lys
345

ccc
Pr 0

ttt
Phe
25

tgg a
Trp

tac

Tyr

gcg
Al a

gcg
Al a

ct g
Leu
105

tcg
Ser

ttg

250

Tyr

Leu

Gy

ttC
Phe

ttC
Phe
90

999
G y

ttt
Phe

gag
uLeu G

cag
G n

tgg
Trp

taC

Tyr
185
tat

Tyr

atc
He

ttg
Leu

tgg
Trp
170
ttc
Phe

t at

Tyr

acc
Thr

Phe

Phe

G y

HS
315
HS

Val

atc
He

tgg
Trp

ggt
G y

ttg
Leu

gac
ASP
75
aac

Asn

cag
G n

aag at
Lys

ct a
Leu

agc
Ser
155

ttg
Leu

990
G y

ct 0
Leu

cag
G n

cys

Ser

Lys
300

Lys

Al a

Lys

909
Al a

ttg

14o
ttc
Phe

gt g
Va!

gcg
Al a

at g
Met

gct
Al a
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Hrs

He
285

Ala

Ala

Arg

tcc
Ser

cac

H: s

aag

350

gcc
Al a

gcg
Al a
30

tcg
Ser

ctg
Leu

ggg
G

gt g
Val

110

Al a
255
Va] G n

Lys

Lys

320
Al a

Thr

t ac

Tyr

990

399
Ar g

gga
G

at 9
Mat
80

ggg
G

tca
Ser

gt 9
Val

ttc
Phe

tat

Tyr
160

at g
Met

tcg
Ser

990
G

caa
G n

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

CSI RO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 1005258 of 349

ttc
Phe
225

t gc
Q/s

ct c
Leu

cgc
Arg

000
Pr 0

210

gtc att
Val He

ccg gt 0
Pro Val

gt g ct c
Val Leu

99C gac
G y Asp

275

agc gtg
Ser Val
290

<210> 116
<211> 300
<212> PRT
<213>

<400> 116

Mat Ser AlaSer Gy Ala
1 5
Ala

lle

Leu

Pr 0
65
Leu

Mat

Thr

Tr p

Mat
145
Hs

Tyr Ala

Asp Asn
35

Pro Al a
50

Arg Leu

Ala Tyr

Phe Ala

Mat Pro
115

Leu Hs
130
Val Ala

Hs Ala

Thr Asn

lle Hs
195

Arg WS
210
Val Ile

Pro Val

Val Leu

G y Asp
275

Ser Val
290

<210> 117
<211> 339
<212> PRT
<213>

gt 0
Val

acc
Thr

ttC
Phe
260

ggc
G V

cga
Arg

ttc
Phe

Ctt
Leu
245

999
G y

909
Al a

cgc
Ar g

909
Al a
230
cct
Pro

aac
Asn

agt
Ser

acg
Thr

Oat r eococcus t aur i

Thr Tyr Ala
20
Val

lle

Mat

Thr

Phe
260

G y

Arg

Artificial

ASP

Ala

Al a

Ala
85
G u

Ser

Asn

Lys

Leu
165

(3/3

Val

Al a

Thr

Lys
70

Tyr

ll e

Asp

Asn

Lys
150
H e

ll 9

Mat

Lys

Al a
230
Pro

Asn

Ser

Thr

215
cac
H s

tgg
Trp

ttc
Phe

tcc
Ser

cga
Arg

sequence

gcc
Al a

909
Al a

t ac

Tyr

gt g
Val
280
tCt
Ser

200

Val
280
Ser

PF58307. t Xt

gt 9
Val

caa

G n

ct 0
Leu
265
aaa

Lys

cga
Ar g

Pr 0

Phe
25

Tr p

Tyr

Al a

Al a

Leu
105
Ser

Leu

G n

Tr p

Tyr
185

Tyr

l l e

Val

G n

Leu
265

Lys

Arg

ttC
Phe

atg
Mat
250

aag
Lys

cca

Pro

aaa

Lys

170
Phe

Tyr

Thr

Phe

Mat
250

Lys

Pro

Lys

gt 9
Val
235

Leu

Ser
155
Leu

Leu

G n

Val
235
Phe

Al a

Al a

[19

220

ct g
Leu

gt 0
Val

t ac

Tyr

gag
G u

gac
Asp
300

Al a

Ser

Al a

Phe
60
Pro

Val

Pro

ll e

Leu
140
Phe

Val

220
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cgt
Ar g

at g
Met

tcg
Ser

acc
Thr
285
taa

Ser

HI S

205

Ser

Thr
285

cag
G n

acg
Thr

aac
Asn
270

acg
Thr

Ala

Ala
30
Ser

Leu

Val

Trp
110
Leu

Thr

H 3

Hi 3

190
Al a

Mat

G n

Thr

Asn
270
Thr

aag
Lys

aac

Asn
255

aag
Lys

cgc

Ala

175

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

cac
H! S
240

at g
Met

tcg
Ser

909
Al a

Phe

Tyr
160
Mat

Ser

G n

H: s
240
Mat

Ser

Ala

720

768

816

864

903
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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>

Variant

(3) :(29). .
xaa In posrh

Variant

(30)..(43)
xaa in posiH

Variant

(45)..(50)
xaa in posiH

Variant

(53)..(73)
xaa in positi

Variant

(74)..(79)
xaa in posiH

Variant

(81)..(82)
xaa in posiH

Variant

(85)..(86)
xaa in posiH

Variant

(88)..(90)
xaa in posiH

Variant

(92)..(110)
xaa in positi

Variant

(112)..(127)
xaa in posiH

Variant

(128)..(128)
xaa in posiH

Variant

(130)..(130)
xaa in posiH

Variant

(133)..(134)
xaa in posiH

Variant

(137)..(137)
xaa in positi

Variant

(139)..(140)
xaa in posiH

Variant

(143)..(144)
xaa in posiH

Variant

(147)..(147)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.tXt

3 to 29 is any anino acid

30 to 43 is

45 to 50 is

53 to 73 is

74 to 79 is

81 to 82 is

85 to 86 is

88 to 90 is

92

any

any

any

any

any

any

any

or

am

am

01'

am

am

am

no anino acid

no acid

no acid

no anino acid

no acid

no acid

no acid

to 110 is any anino acid

112 to 127 is any anino acid

128

130

133

137

139

143

147

is

is

to

is

t0

to

is

any

any

134

any

140

144

any

or no anino acid

anino acid

is any anino acid

anino acid

is any anino acid

is any anino acid

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>

Variant

(149)..(149)
xaa in positi

Variant

(151)..(152)
xaa in posiH

Variant

(154)..(154)
xaa in posiH

Variant

(159)..(159)
xaa in positi

Variant

(163).. (166)
xaa in posiH

Variant

(170)..(179)
xaa in posiH

Variant

(180)..(182)
xaa in posiH

Variant

(184)..(184)
xaa in posiH

Variant

(188)..(190)
xaa in positi

Variant

(193)..(193)
xaa in posiH

Variant

(196)..(197)
xaa in posiH

Variant

(203)..(206)
xaa in posiH

Variant

(208)..(210)
xaa in posiH

Variant

(217)..(217)
xaa in positi

Variant

(222)..(223)
xaa in posiH

Variant

(226)..(252)
xaa in posiH

Variant

(253)..(267)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

149 is any

151 to 152

154 is any

159 is any

163 to 166

170 to 179

180 to 182

184 is any

188 to 190

193 is any

196 to 197

203 to 206

208 to 210

217 is any

222 to 223

226 to 252

253 to 267

PF58307.tXt

anino acid

is any anino

anino acid

anino acid

is any anino

is any anino

is any or no

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any or no
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acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

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>

<400>

on 269 to

on 276 to

on 280 to

on 284 to

on 292 to

on 326 to

272

277

282

291

324

337

PF58307.tXt

is

iS

is

is

iS

is

xaa in position 338 is any or

Variant

(269)..(272)
xaa in positi

Variant

(276)..(277)
xaa in posiH

Variant

(280)..(282)
xaa in posiH

Variant

(284)..(291)
xaa in positi

Variant

(292)_.(324)
xaa in post“

Variant

(326)..(337)
xaa in posiH

Variant

(338)..(338)

117
Leu Leu xaa xaa xaa

1 5
xaa xaa xaa xaa xaa

20
xaa xaa xaa xaa xaa

35

xaa xaa Tyr Leu xaa
50

xaa xaa xaa xaa xaa
65

xaa xaa Tyr Asn xaa
85

xaa xaa X83 xaa xaa
100

xaa xaa xaa xaa xaa

Trp xaa Fis Tyr xaa
130

th Vai xaa Arg xaa
145
Fls Fis xaa xaa xaa

165
xaa xaa xaa xaa xaa

180
xaa lie Fis xaa xaa

195

xaa xaa Cys Pro Trp
210

Phe xaa xaa xaa xaa
225
xaa xaa xaa xaa xaa

245
xaa xaa X83 xaa xaa

260
Val Leu Phe xaa xaa

275
xaa xaa xaa xaa xaa

290

xaa xaa xaa xaa

xaa xaa

xaa xaa

xaa xaa
55

xaa xaa
70

xaa G n

xaa xaa

xaa xaa

xaa Lys
135

Lys xaa
150

xaa Trp

xaa Asp

th Tyr

Lys Awg

xaa xaa
230
xaa xaa

xaa xaa

Phe Tyr

xaa xaa
295

xaa

xaa
4O

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
120

Tyr

xaa

Ala

xaa

Ser
200

Tyr

xaa

xaa

xaa

xaa
280
xaa

xaa
25

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
105
xaa

xaa

G n

Trp

Tyr
185

Tyr

xaa

xaa

xaa

xaa
265
xaa

xaa

any anino acid

any anino acid

any anino acid

any anino acid

any or no anino

any anino acid

no anino acid

xaa xaa xaa xaa
10

xaa xaa xaa xaa

xaa xaa Pro xaa
45

xaa xaa xaa xaa
60

xaa xaa xaa xaa
75

xaa Asn xaa xaa
90

xaa xaa xaa xaa

xaa xaa xaa xaa
125

G u xaa xaa Asp
140

xaa Ser Phe Leu
155

xaa xaa xaa xaa
170

Phe Gy xaa xaa

Tyr xaa xaa xaa
205

Thr G n Ala G n
220

xaa xaa xaa xaa
235

xaa xaa xaa xaa
250
xaa xaa th xaa

xaa Tyr xaa xaa
285

xaa xaa xaa xaa
300
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acid

xaa

xaa
30

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
110
xaa

Thr

H s

xaa

xaa
190
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
270
xaa

xaa

xaa
15

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
95

xaa

xaa

xaa

xaa
175
Asn

Leu

xaa

xaa

xaa
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

th
80

xaa

xaa

xaa

xaa

Tyr
160
xaa

Ser

xaa

G n

xaa
240
xaa

xaa

xaa

xaa
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PF58307.txt
xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa
305 310 315 320
xaa xaa xaa xaa Ala xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa

325 330 335
xaa xaa vm

<210> 118
(211) 45
<212> PRT

<213> Awtificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (4)..(4)
<223> xaa in position 4 is Ala or Ciy
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is Ala or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is Phe or lle
(220)
<221> Variant

<222> (12). (12)
<223> xaa in position 12
<220>
<221> Variant

<222> (14) . _ ( 14)
<223> xaa in position 14 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (20). . (20)
<223> xaa in position 20 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (21). (21)
<223> xaa in position 21 is Leu or th
<220>
<221> Variant

<222> (22) . . (22)
<223> xaa in position 22 is Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (23)..(23)
<223> xaa in position 23 is Ala or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (25)._(26)
<223> xaa in position 25 to 26 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (27) . . (27)
<223> xaa in position 27 is Awg or Ebr
<220>
<221> Variant

<222> (34). (34)
<223> xaa in position 34 is lie or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (39)..(39)

s any or no anino acid
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

xaa in position 39

4O

43

44

is

is

is

is

Variant

(40)..(40)
xaa in position

Variant

(43)..(43)
xaa in position

Variant

(44).. (44)
xaa in position

Variant

(45)..(45)
xaa in position 45 is

118

Tyr Phe Ciy xaa xaa xaa Asn
1

Ser Tyr Tyr xaa xaa xaa xaa

Tyr xaa Thr

<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>

5

20

35

119
43
PRT

(in Ala G n xaa

Artificial sequence

Variant

(2)..(2)
xaa in position

Variant

(5)--(5)
xaa in position

Variant

(6)..(6)
xaa in position

Variant

(9). (10) ..
xaa In position

Variant

(12)..(12)
xaa in position

Variant

(13)..(14)
xaa in position

Variant

(17) .( 17)
xaa in position

Variant

(18)..(18)
xaa in position

Variant

(21)..(21)
xaa in position

12

13

17

18

21

PF58307.tXt
Leu or th

Leu or Val

Cys, Thr or Val

any anino acid

CV3 or Val

Ser xaa lle Fls xaa Val
10

Leu xaa xaa xaa Cys Pro Trp Lys Arg
25

xaa G n Phe xaa xaa xaa
4540

is Leu or vm

is cys or Asn

is Asp or Asn

to 10 is any or no anino acid

is

to

is

is

is

any anino acid

14 is any or no anino acid

any anino acid

Phe or Trp

Ala or Leu
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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>

Trp xaa Fis Tyr
1

Variant

(23)..(23)
xaa in position

Variant

(25)..(26)
xaa in position

Variant

(28)..(28)
xaa in position

Variant

(33)..(33)
xaa in position

Variant

(37)..(37)
xaa in position

Variant

(38)..(38)
xaa in position

Variant

(39)..(39)
xaa in position

Variant

(40)..(40)
xaa in position

119

5

23 is any

25 t0 26i

28 is Leu

33 is lie

37 is Ala,

38 is any

39 is lie

40 is any

xaa xaa Lys Tyr

xaa xaa th Vai xaa Awg xaa Lys

PF58307.tXt

anino acid

s any anino acid

or Vat

or ya!

Thr or val

anino acid

or Leu

anino acid

xaa xaa Leu xaa xaa xaa Asp Thr
10

xaa xaa G n xaa Ser
25

fipNaTm

any or no anino acid

5 is any or no anino acid

20

xaa Tyr Fis Ffis xaa xaa xaa xaa
35 4O

<210> 120
<211> 37
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(3)
<223> xaa in position 2 to 3 is
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is (3y,
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is any
<220>
<221> Variant

<222> (13) .(14)
<223> xaa in position 13 to 14 i
<220>

Ser or Thr

anino acid

s any anino acid
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Variant

(15) -1( 5)
xaa I n positi

Variant

(17). .(17)
xaa in positi

Variant

(18) -1( 8)
xaa in positi

Variant

(19) -1( 9)
xaa in positi

Variant

(20) -2(0)
xaa in positi

Variant

(21) -(21)
xaa in positi

Variant

(22). .(22)
xaa in positi

Variant

(23) (23)
xaa in positi

Variant

(24) -2(4)
xaa in positi

Variant

(25) (29)
xaa in positi

Variant

(30) (30)
xaa in positi

Variant

(31) (32)
xaa in positi

Variant

(33) (33)
xaa in positi

Variant

(34) -3(4)
xaa in positi

Variant

(35) (38)
xaa in positi

Variant

(37) (37)
xaa in positi

120

on 15 is

on 17 is

on 18 is

on 19 is

on 20 is

on 21 is

on 22 is

on 23 is

on 24 is

on 25to

on 30 is

on 31 to

on 33 is

on 34 is

on 35to

on 37 is

Mat xaa xaa Leu xaa Val
1 5

Leu

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa

PF58307.tXt

Ala or Ser

Ala or Ser

any am” no acid

Gu or Lys

Ala, Asn or Ser

Lys or Arg

Ala, Gly or Ser

any am‘ no acid

Gu or Gy

29 is any am' no acid

Asn, Pro or Gn

32 is Ala, Asp or Gu

Gy, Ser or Thr

Asn, Gn or Thr

36 is any am” no acid

Ala, Asp or Pro

Phe xaa xaa Phe Tyr xaa xaa xaa Tyr
10

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa
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PF58307.tXt
20 25 30

X33 X33 X33 X33 X33
35

<210> 121
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2). (3)
<223> xaa in position 2 to 3 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (4)..(7)
<223> xaa in position 4 to 7 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is Phe, Leu or ya!
<220>
<221> Variant

<222> (10) .(10)
<223> xaa in position 10 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Ala, Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (14)..(14)
<223> xaa in position 14 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in position 16 is Thr or Val
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Ala, lie or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa In position 18 is Phe, lie or Leu

<400> 121

Lys xaa xaa xaa xaa xaa xaa met xaa xaa Tyr Asn xaa xaa G n xaa
1 5 10 15

xaa xaa Asn

<210> 122
<211> 879
<212> DNA
<213> CBtreococcus taur

<220>
<221> CD8

<222> (1)..(879)

<400> 122

atg tct gga ttg agg gct cct aac ttc ttg cat agg ttc tgg acc aag 48
th Ser G y Leu Arg Ala Pro Asn Phe Leu Fls Arg Phe Trp Thr Lys
1 5 1O 15

tgg gat tac gct atc tct aag gtg gtg ttc act tgc gct gat tct ttc 96
Trp Asp Tyr Ala lle Ser Lys val Val Phe Thr Cys Ala Asp Ser Phe
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cag

He

145
caa
G n

tgg
Trp

gct
Al a

ct 0
Leu

tgg
Tr p
225
aac
Asn

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Mat
1

gt 9
Val

Phe

tgg atc
Trp

got
Al a

tot
Ser
210

tgg
Trp

gt g
Val

ct 0
Leu

gga
G V

aag
Lys
290

Ser

195
acc
Thr

gga
G y

ct 0
Leu

tcc
Ser

cac
H S
275

cag
G n

123
292
PFTl’
Qst r eococcus t am}

123

20
at C
HeG

cct
Pro

Leu T

cct
Pro

gt g
Val
100
aac

AsnG

Leu

gt g
Val

ttc
Phe

ato
l le
180
aac
Asn

Leu

agg
Ar g

caa
G n

aag
Lys
260
ttc
Phe

cag
G n

993

acc

Pro

Pro

Gy Leu Arg Ala

Trp Asp Tyr

5
Ala lle Ser
20

Gn Trp Asp lle Gy Pro
35

He Gu Ser

Thr
50
Val

Pro Thr Pro

Phe Leu Trp Tyr

aga gca

200

aag gaa

Leu Val

t ct aag
Ser Lys

280

Pr 0 Asn

Lys Val

Val Ser
40

Leo Val
55

G y Arg

PF58307. t Xt
25
12012 tCt acc
Ser

acc
Thr

ttg
Leu

aga
Arg

at g
Mat
105

tgg
TrpG

tac

Tyr

Phe

Val
25
Ser

Thr

Leu

gct
Ser Thr Ala

t Ct
Ser

aco
Thr

He

250

Leu
10
Phe

Ser

Ser

ttg
Leu

aga
Arg
75
atc
He

ttg
Leu

aac

ct 0
Leu
60
too
Ser

atc
He

939$

gag
uAsnG

ttc
Phe

CtC

H s

Thr

Thr

Leu

t ac

Tyr
140

aag
Lys

acc
Thr

gat
ASP

t ac

Tyr

agg
Ar 9
220
ct 0
Leu

tcc
Ser

tCt
Ser

gct
Al a

Arg

Cys

Ala

Leu
60

Thr Ar g Ser
Seite 161
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cat
H: s
45
ttc
Phe

tcc
Ser

tgc
Cys

tgc
Cys

ttc
Phe
125

gt 9
Val

aac

Asn

atc
He

got
Al a

act
Thr
205
tCt
Ser

cag
G n

act
Thr

ttg
Leu

gct
A1 a
285

Phe

A1 a

H s
45
Phe

Ser

30

ttg
Leu

t ac

Tyr

gat

cac

Hi 3

gt t
Val
110

aag
Lys

tcc
Ser

aac

Asn

tCt

tat

Tyr
190
taC

Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

t ac

Tyr

CtC
Leu G
270

aag
Lys

ASP

cct
Pro

Leu

aag
Lys

aac

Asn
95

got
Al a

get
Al a

aag a
Lys

ct 0
Leu

NC at
Phe
175

Phe

Thr
15
Ser

Pr 0

Leu

Lys

get
A] a

gt 9
Val

aag
Lys
80

get
Al a

caa

Phe
240

aag

Lys

Phe

Al a

Val

Lys

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

879
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5 70

lle Arg GIJ Pro Thr Trp Leu
85

Phe Leu Ile Val Leu Ser Leu
100

Ala Tyr Gn Asn Gy Tyr Thr
115

Gu Thr Gn Leu Ala Leu Tyr
130 135

Tyr G u Phe Val Asp Thr Tyr
145 150
G n Val Ser Phe Leu Fls lle

165

Trp Trp Ile lle Ala Arg Arg
180

Ala Ala Leu Asn Ser Trp val
195

Leu Ser Thr Leu lle Ciy Lys
210 215

Trp Trp Ciy Arg his Leu Thr
225 230

Asn Val Leu G n Ala Leu Tyr
245

Phe Leu Ser Lys lle Leu Leu
260

Phe Ciy Fis Phe Tyr Tyr Ser
275

Lys Lys G n G n
290

<210> 124
<211> 1047
<212> WA

<213> harchantia polynorpha

<220>
<221> CDS

<222> (1). (1047)

<400> 124

atg gcg acg aag agc ggg agc
Met Ala Thr Lys Ser Gy Ser
1 5

gcg aag atg aag caa gct cgg
Ala Lys Met Lys Gn Ala Arg

20

ggg aat agg atg ggc tct gga
G y Asn Arg th Ciy Ser Cly

35

att cat gca ttt ttg aat gcc
lle Fis Ala Phe Leu Asn Ala

50 55

aaa gtg agg cct ctc gag gag
Lys Val Arg Pro Leu GIJ GIJ
65 70

ctt gaa gat gtc gtg ggc gtg
Leu Gu Asp Val Val Gy Val

85

aag gac ctt ccg atg gtc gag
Lys Asp Leu Pro th Val GIJ

100

tct ctg tac ttg ctc gtg gtg
Ser Leu Tyr Leu Leu Val Val

115

tct ggc caa aag ccc agg aag
Ser Gy Gn Lys Pro Arg Lys

130 135

gtg att gcc cac aat ctg ttc

Tyr

Leu
120
Ile

Ile

Tyr

Ala

his
200

vm

Lys
280

gga

agc

aac

PF58307.tXt

Pro
185
Va

th

Ala

Tyr
265
H 3

ago

gga

ccc

Pro
105
ctt
Leu

gac
ASP

tgt

75
Phe Ile

Cys Leu

(3y Asn

Ile Phe

Leu Leu
155

Fns Ser

cys th

Pro Lys

G n th
235

Ser Phe
250
th th

lle Ala

ctc gag
Leu GIJ
10

ccc g
Pro G

gct gag
Ala GlJ

ggg aag
(3y Lys

ggg gag
Ciy GlJ

agg aag
Arg Lys
90

gtg ccc
Val Pro

tgg tct
Trp Ser

ccg ctc
Pro Leu

tgc ttg

220

Ser

Ser

Ala

tgg
Trp

ggt
G V

tgg
Trp

agc
Ser
60

909
Ala

ccg
Pro

gtg
Val

tCt
Ser

gcc
Ala
140

agc
Seite 162
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205

Thr

Leu

Ala
285

cac
His
125

ctg
Leu

H 3

Va
110

Lys

Ser

Asn

Ser

190

Tyr

Asn

Phe

Tyr

Leu
270

Lys

gca
Ala

atc
lle

acg

Asn
95

Ala

Lys

Leu

Phe
175
Phe

Tyr

Phe

Pro
255

Leu

gta
vm
15

gtg
vm

agt
Ser

gct
Ala

aga
Arg

gtc
vm
95

tgc

aag
Lys

tgc

atg

gcg
Ala

vm

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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vm
145

gtc
vm

aac

ttc
Phe

ttc
Phe

gca
Ala
225

gct
Ala

atg
th

ng
Arg

atg
th

aag
Lys
305
tct
Ser

tcg
Ser

lle Ala kfis

ggt ctc att
G y Leu

tac tac

Tyr Tyr

tac atg
Tyr Nht

195

aga aga
ng ng
210

agc atc
Ser lle

gat tcg
Asp Ser

tac ctg
Tyr Leu

aga cgc
Arg Arg

275

ctt cag
Leu G11
290

ttt gaa
Phe GIJ

gta tca
Val Ser

aac gct
Asn Ala

<210> 125
<211> 348
<212> PRT
<213>

<400> 125
hat
1
Ala

G y

lle

Lys
65
Leo

Lys

Ser

Ser

vm
145
vm

Asn

Ala Thr

Lys th

Asn Awg
35

Fis Ala
50

Val Arg

G u Asp

aga
Arg
180

tcg
Ser

aat
Asn

gca
Ala

tat

Tyr

tat

Tyr
260
aaa

Lys

ttt
Phe

tac

Tyr

Leu

tca
Ser
340

Lys

Lys
20
th

Phe

Pro

vm

Pro
100
Leu

Lys

kns

lle

Asn

gcc
Ala
165

gaa
GlJ

aag
Lys

ctg
Leu

atg

ttc
Phe
245
tat

Tyr

tat

Tyr

Leu

tat

Tyr

Leu
325

cag
G n

Narchantia pol

Ser
5
G n

(Hy

Leu

Leu

vm
85
th

Leu

Pro

Asn

Ala

Leu
150

gca
Ala

aga

ctg
Leu

cga

att
lle
230
tcc
Ser

cta
Leu

ctc
Leu

tcc
Ser

ccc
Pro
310

gca
Ala

cct
Pro

150

Phe T

Phe
295

aag
Lys G

ttt
Phe

aag
Lys

135
Phe

Ala

G u

Leu

cga

000
Pro

gaa
G u
200

gtc
vm

tgg
Trp

gca
Ala

909
Ala

tgg

280
att
Ile

QQC

ttc
Phe

aca
Thr

Ser

Pro

rp G

PF58307.tXt

Cys cys Leu

cat
Fis

gca
Ala
185
ttt
Phe

Leu

Ser
25

Asn

lle

lle

Pro
105

H 3

Ala

tac

Tyr
170

atg
th

atg
th

g tao
Tyr

att
lle

aat
Asn
250
acc
Thr

aag
Lys

cag
G n

990
(By

aac

Asn
330
aaa

Lys

Tyr
170
th

155

ggg
G

vm

Leu

Leu
155

G y

Asn

Ser

tat

Tyr

ttg
Leu

aog
Thr

cat
Fls
220
tat

Tyr

tgt
cys

gcc
Ala

ctg
Leu

att
lle
300

Trp

G y

Trp

Ser
60
Ala

Pro

vm

Ser

Ala
140
Ser

Tyr

Leu

Selte 163

2690f349

Leu

agt
Ser

Phe

gta
vm

CtC att
Leu

gcc
Ala
205

gta
vm

ng
Arg

atc
lle

aga
Arg

acc
Thr
285
tat

Tyr

ttg
Leu

gtc
vm

tga

lle

Thr
45

vm

Asn

Leu

His
125
Leu

Leu

Ser

Leu

lle

att
lle

tat

Tyr

ttt
Phe

cat
Fis

gac

270
atc
lle

gca
Ala

ttc
Phe

aaa

Lys

lle

175

vm
15
vm

Ser

Ala

vm

175

160

999
G

th
vm

tta
Leu

cac
Ffis

gga

240

909
Ala

aag
Lys

caa
G n

tgg
Trp

tac

Tyr
320
tat

Tyr

Ala

Leu

vm

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1047
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Phe

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

Tyr

Arg
210
Ser

ASP

Tyr

ng

Leu
290
Phe

Val

Asn

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
th
1
aac
Asn

gag
G u

ggc
G y

gtc
Val
65
ttc
Phe

gca
Ala

acc
Thr

th
Val

aag
Lys
145
atc
lle

gcc
Ala

gat
ASP

993

mgm

age
Ser

tac

Tyr

th
195

Arg

Ile

Ser

Leu

Arg
275
G n

G u

Ser

Ala

126
831
DWA

Thraustochytr

CDS

(1)--(831)

126

gtc
vm

atc
Ile

aag
Lys
35

ctg
Leu

aag
Lys

acc
Thr

ctc
Leu

tcg
Ser
115

aag
Lys

tgg
Trp

ttc
Phe

ttc
Phe

180

Ser Lys

Asn Leu

Ala th

Tyr Phe
245

Tyr Tyr
260

Lys Tyr

Phe Leu

Tyr Tyr

Leu Leu
325

Ser G11
340

gto gag
Val (Eu

5

gtg gag
Val (Eu
20
etc tcc
Leu Ser

gcg ttc
Ala Phe

cct ttc
Pro Phe

ggt ctg
G y Leu

85

99C 990
(By (Hy
100

cac 900
His Ala

ttc th
Phe Leu

aag cag
Lys (in

atc tgg
lle Trp

165
tct acc
Ser Thr
180

Leu

lle
230
Ser

Leu

Leu

Tyr

G n
215

Trp

Ala

Leu

Phe

Phe
295

Lys

Phe

Lys

unlsp

cag
G n

ttc
Phe

acc
Thr

th
Val

gag

caa

G n

atg
th

tcg
Ser

gtc
Val
55
etc
Leu

atg
th

aag
Lys

990
(3

ttc
Phe
135

agc

G u
200
vm

Trp

Ala

Ala

Trp
280
Ile

(Hy

Phe

Thr

tgg
Trp

gag
G u

acc

aag

120

PF58307.tXt
185
Phe

Thr

lle

Phe

cgo

cat

th Asp Thr

Tyr

Ile

Asn
250
Thr

Lys

G11

(Hy

Asn
330

Lys

ogo

10

gag
uFis G

25

gag
G u

999
G V

ttc
Phe

atg
th

ttt
Phe
105

gcc
Ala

gac

ctc
Leu

gcc
Ala

ago
Ser
185

gag
GIJ

tcc
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala
90

99C
(Hy

Leu

(vs
235
Ser

Val

Tyr

Ala

Arg
315
Phe

Val

ttc

g Phe

gag
G u

atg

900
Ala

aag
Lys
75
acc
Thr

aac

aaoac
Asn

aco
Thr

cac
Ffis

cgc
Arg
170

ago
Ser

lle

gtc
Val

gtc
Val
155
ttc
Phe
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Lys
65
Leu

th

Trp

Tyr

th
145
H s

Thr Leu

Thr Lys
35

Lou Ser

Ser Leu

Phe Val

Cys vm

Asn
115
Phe

Leu

Fls Ala

gga
G
100

909
Ala

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

gaa
G u
180
tac

Tyr

cgc
Arg

ttc
Phe

aac
Asn

atc
lle
260
tca
Ser

G|1
20

Gy

Ser

Asp

lle

Gly
100
Ala

Tyr

Lys

Ser

85
att
Ile

tac

Tyr

atg
th

cgc

atc
lle
165

gct
Ala

ctc
Leu

cgc
Arg

cag

tcg
Ser
245

tcg
Ser

gcg
Ala

Nhrchantia pol

G11
5

Arg

Leu

Tyr

Leu

Phe
85
Ile

Tyr

th

Arg

Ile

gtc
Val

aat
Asn

tca
Ser

aac

Asn
150
tcc
Ser

tat

Tyr

tac

Tyr

aag
Lys

ttt
Phe
230
cct
Pro

ctt
Leu

000
Pro

cgt

000

Pro

aag
Lys
135

acg
Thr

ttc
Phe

ttc
Phe

tac

Tyr

tac

Tyr
215

gtc
Va

tac

Tyr

tta
Leu

gca
Ala

ynDrpha

th

Leu

Pro

Leu

Lys
70

vm

Asn

Ser

Asn
150
Ser

Va

Pro

Pro

Lys
135
Thr

Phe

caa

G11

aaa

Lys
120
tac

Tyr

cgc

atc
Ile

tCt
Ser

ctt
Leu
200
cta
Leu

ctt
Leu

cca
Pro

gcg
Ala

aaa

Lys
280

120

Ile

PF58307.tXt

gct
Ala
105

vm

Ala
105
G u

lle

G n

90
atc ctc
Ile Leu

gtt caa
Val G n

gag ttt
GIJ Phe

atC act
Ile Thr

155

tgg atc
Trp lle

gca ttg
Ala Leu

gca gca
Ala Ala

tgg gga
Trp (3y

atg att
Met Ile

235

ttt ttg at
Phe Leu

ttt gga
G

aac
Asn A

atg
th

atg
th
140

th
Va

gcg aag atc
Ala Lys

Phe val
10
Val vm

Ser Pro

Phe Leu

Lys GlJ
75

Cys Phe
90
Ile Leu

Val G n

GIJ Phe

Ile Thr
155

Ser

Leu

Thr

Gy
60
Pro

Ala

Asn

th

th
140
Va

Trp Trp lle Ile
Seite 170

2760f349

285

Lys

Thr

Pro

tac

Tyr
110
cac

acg

(Q<9)
"O

o-4oHQQQOQ*

95
tCt
Ser

ctg
Leu

gtc
vm

gtg
vm

cat
H s
175

gta
vm

aag
Lys

aca
Thr

tac

Tyr

Leu
255

vm

aaa

Lys

vm
15
Ser

vm

vm

Leu

Leu
95
Ser

Leu

vm

vm

H s

aac

cag
G11

gat

240
ttc
Phe

cac
Ffis

aag
Lys

Phe

Ala

Leu

Ile

Asn
80

Tyr

Leu

Leu

lle

Tyr
160
Ala

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

873
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Pro G y

Val Leu

Leu G n
225

lle Lys

Tyr Tyr

Lys Tyr

Ala G u
290

th
195
Ala

th

Asn

th

vm
275

<210> 134
<211> 873
<212> DWA

<213> Physconitrella patens

<220>
<221> CD8

<222> (1). . (873)

<400> 134

atg gag
th G u
1

cag ggc
G n G y

acg ccc
Thr Pro

gtc ctc
val Leu G

50

tgg ata
Trp lie
65
etc caa
Leu G n

ctg tat
Leu Tyr

tct ctc
Ser Leu

ctg gta
Leu val

130

gtt atc
val lle
145

gtt tat
Val Tyr

cac got
H 3 Ala

gtg cat
Val Fis

agt agc

gtc
vm

gtg
vm

act
Thr
35

ggt
Y

aag
Lys

gct
Ala

atg
th

tgg
Trp G
115
tac

Tyr

atg
th

cat
PIS

CCt
Pro G

gtt
vm
195
cca

180

Tyr

Arg

Phe

Asn

lle
260
Ser

gtg
vm

aat
Asn
20
acc
Thr

gtt
vm

gcc
Ala

ttg
Leu

165
Ala

Leu

G11

Ser
245
Ser

Ala

gag
GlJ

gca
Ala

aaa

Lys

tct
Ser

agg

gtg
vm
85

gtg
vm

aat
Asn

ttc
Phe

ctg
Leu

tct
Ser
165

ggt
G

atg
th

tta

Tyr

Tyr

Lys

Phe
230
Pro

Leu

Pro

ggc

Val

gat

70
ctt
Leu

ggc a

gca
Ala

tac

Tyr

aag
Lys
150
tca
Ser

gaa
G u

tat

Tyr

aaa

Phe

Tyr

Tyr
215
Val

Leu

Ala

Phe

135

cgc

att
lle

gca
Ala

QCQ
Ala

aat

Ser

Leu
200
Leu

Leu

Pro

Ala

Lys
280

tac

Tyr

ggt
G

000
Pro
40

Leu

aaa

Lys

cac
PIS

gct
Ala

aat
Asn
120
tct
Ser

agc
Ser

tcc
Ser

tat

Tyr

tat

Tyr
200

aag

PF58307.tXt

Ala
185
Leu

Trp

Asn

G n

Leu
265
Pro

ggt

agt
Ser
25
etc
Leu

act
Thr

ccg
Pro

aac
Asn

tat

Tyr
105
cct
Pro

aag
Lys

acc
Thr

ctc
Leu

tgg
Trp
185
tac

Tyr

tac

170
Ala Leu

Ala Ala

Trp G y

Nht lle
235

Phe Leu
250

Phe G y

Ala Lys

gag ttg

gtc
lle vm

cgc gcc
Arg Ala

75

ctg ttc
Leu Phe
90

cag gct
G n Ala

aaa cat

Lys Fls

tac gtg
Tyr val

agg caa
Arg G n

155

att tgg
Ile Trp
170

tct gcg
Ser Ala

ttc ttg
Phe Leu

Ctt ttt

Asn

Thr

Lys
220
G n

lle

Asn

lle

tgg
Seite 171

277of349

Ser

Leu
205

Tyr

Ala

G n

Phe

Lys
285

Ala

gcc
Ala
205

990

lle

Tyr
270
Ser

aag
Lys

ttg
Leu
30
aca
Thr

ggg
G

cca
Pro

gcg
Ala

110

aac

190

tgc

agg

175
vm

Lys

Thr

Tyr

Leu
255
vm

Lys

gtc
vm
15

acg
Thr

000
Pro

ctt
Leu

ttt
Phe

ctc
Leu
95

099

Fls

G n

240
Phe

H s

Lys

gcg att
Ala

gat

ctc
Leu

gct
Ala
175
tca
Ser

ctt
Leu

tac

acc
Thr

cac
Fls
160
cat
His

993
G

cga
Arg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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Ser Se

aca ca
Thr G
225

tac ga
Tyr A5

ttg tt
Leu Ph

gta ca
val G

act ga
Thr G

29

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
th G
1
G n G

Thr Pr

Val Le
50

Trp ll
65
Leu G

Leu Ty

Ser Le

Leu Va
13

Val H
145

Val Ty

PIS N

Val H

Ser Se
21

Thr G
225

Tyr As

Leu Ph

Val G

Thr G
29

<210>
<211>
<212>
<213>

r Pro Lys

a ttc caa
n Phe G11

0 atg aaa
p th Lys

c tac tac

e Tyr Tyr
260

a aaa tac a

n Lys Tyr
275

g tga
u
0

135
290
PRT

Physconitr

135
u Val Val

y Val Asn
20

o Thr Thr
35

u Ciy Val

e Lys Ala

n Ala Leu

r kbt CV3

u Trp Ciy
115

l Tyr Leu
0
e th lle

r Fis Ffis

a Pro Cay

3 Val Leu
195

r Pro Lys
0
n Phe G11

p th Lys

9 Tyr Tyr
260

n Lys Tyr
275

u
0

136
957
DWA

Nbrtierella alpina

Leu

acg

Lys

230

aaa

Lys

Asn
215

cag

gcg
Ala

tcg
Ser

000
Pro

ella patens

Phe

Leu

Ser
165

th

Leu

th

Thr
245
th

Ile

150

Phe
230
Asn

119

Lys

Va

Ile

Tyr

th
135

Ile

Ala

Ala

Asn
215
G11

Ala

Ser

Pro

ttt
Phe

cca
Pro

Leu

tct
Ser
280

Tyr

Pro
40
Leu

Lys

Fis

Ala

Asn
120
Ser

Ser

Ser

Tyr

Tyr
200

Lys

Phe

Pro

Leu

Ser
280

PF58307.tXt

Tyr

atg
th

tat

Tyr

ctg
Leu
265

gac
Asp G

105
Pro

Lys

Thr

Leu

Trp
185

Tyr

Tyr

th

Tyr

Leu
265

Leu

ctg
Leu

cca
Pro
250
ttt
Phe

99a
Y

10
Phe

vm

lle

Arg

Leu
90
G11

Lys

Tyr

Arg

lle
170
Ser

Phe

Leu

Leu

Pro
250
Phe

Phe

aac
Asn
235
caa
G n

ctt
Leu

aag
Lys

Phe

his

vm

G n
155

Trp

Ala

Leu

Phe

Asn
235
G n

Leu

Lys

Trp
220
tta
Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

Va

Ser

lle

220

Phe

G11

Seite 172
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gtg
Val

ctg
Leu

990

aag
Lys G
285

125
Phe

Ser

Ala

Leu

Ala
205

Val

Leu

Lys
285

Lys

Leu
30
Thr

Pro

110

Tyr

gct
Ala

aag
Lys
255
ttt
Phe

gct
Ala

vm
15
Thr

Pro

Leu

Phe

255
Phe

Ala

Leu

tac

Tyr
240
att
lle

tac

Tyr

aaa

Lys

Ser

lle

Leu

Leu
80
Ser

lle

Thr

His
160
F13

Arg

Leu

Tyr
240
lle

Tyr

Lys

720

768

816

864

873
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<220>
<221>
<222>

<400>

at g
th
1
ttt
Phe

gat
ASP

acg
Thr

ttg
Leu

Phe
145

aag a
Lys

aac

Asn

acc
Thr

ttc
Phe

t ac

Tyr
225
taca

Tyr

tCt
Ser

ccc

Pro

ggt
G y

gcc
Al a
305

gag
G u

atg
th

cct
Pro

att
He
50

gcc
Ala

ct c
Leu

ttt

CDS

(1)..(957)

136

tcg
Ser

gac
ASP

CtC

att
He

ctt
Leu
20

gag
uLeu G

35

gt 0
Val

cgt
ArgG

gct
Al a

gag
uPhe G

ct g
Leu

tat

tcc
Ser

ttc
Phe

ct 0
Leu
290

aag
Lys

gtc
Val
115

cag
G n

ggt
G y

at 9
Met

cag
G n

tgg
Trp
195

gct
Al a

ttg
Leu

acg
Thr

tgg
Trp

ttc
Phe
275
ttc
Phe

gcc
Al a

<210> 137
<211> 318

cat
HI 3

gag
u

tat

Tyr

099
Arg
100

909
Al a
5

gcc
Al a

gcc
AI a

cac
Hs

ct g
Leu

ttg
Leu
85
ttc

cca
Pro

acc
Thr

909
Al a

acg
Thr

ccg
Pr 0
70

gt c
Val

gag
uPhe G

tcg atc
Ser

gcc
A1 a

ctt
Leu

gag
G u

atc
He
180

tgg
Trp

909
Al a

tcg
Ser

cgc
Arg

gac
Asp
260
at c
I l e

t ac

Tyr

gac
Asp

He

aac

aac

agc
Ser

tat

Tyr

at g
Mat
150

gt 0
Val

ttc
Phe

gt c
Val

aac

Asn

ttg
Leu
230

cag
G n

t ac

Tyr

ttc
Phe

gct
A1 a

ct g
Leu

gcc

295

aag
Lys

ct 0
Leu

gt g
Val
40

999
G

at g
Met

gt c
Val

aag
Lys

tac

120

ct 9
Leu

aag
Lys

acc
Thr

cac

H s

ttt
Phe
200
ttc at
Phe

ttc
Phe

aca
Thr

at 9
Met

Ctt
Leu
280

aga

gag
G u

PF58307. t Xt

cca
Pro

ggt

25

gcc
Al a

ttc
Phe

aac
Asn

ttt
Phe

acg
Thr
105

at g

ttt

t ca
Ser
10

gt 0
Val

cag
G n

ct g
Leu

ccg
Pro

gt g
Val
90
ttt
Phe

tgc

939
uPhe G

aag

265

tgg
Trp

aag
Lys

aag
Lys

atc
He
170
tac

Tyr

gca
Ala

cat
His

cag
G n

t to
Phe
250

gt 0
Val

ttc
Phe

aac
Asn

gca
Ala

aag
Lys

099

gcc
Al a

gt 0
Val

ttc
Phe
75

990

tcg
Ser

ggt

aac
Asn

tgg

155

at 9
Met

cac

H s

000
Pro

gt 9
Val

9t 9
Val
235

tgc

Ctt
Leu

t ac

Tyr

gcc
Al a

agg

315

00‘)(Q(Q(DSD{1302099320g" NCOCLONO”(D
O

59.52>.: CO”(.0(I)
999
G

gct
Al a
140
ct c

p Leu

gt 0
Val

cac

H s

aac

AsnG

at c
H e
220

tcg
Ser

at g
Met

990
G

at g
Met

aag
Lys
300

aag
Lys

Seite 173
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ccg
Pr o

909
A1 a

aag
Lys
45

gt g
Val

gt g
Val

caa

ccc
Pr 0
30
t ac

Tyr

gag
G u

ctg
Leu

cag atc
Gn

ct g
Leu

atc
He
125

gct
Ala

ttc
Phe

ct c
Leu

agc
Ser

99t

205

at g
Mat

cac
H s
110

ct 9
Leu

gat

t ac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser
190

gaa
G u

t ac

Tyr

ttc at
Phe

at g
Met

cgc
Ar g

tgg
Tr p
285

Leu

Leu

tcg
Ser

ccc
Pr 0
270
acc
Thr

gcc
Al a

cag
G n

gat

15
tat

Tyr

atc
He

tcg
Ser

ttg
Leu

atg

95
aac
Asn

t ac

Tyr

cat
H s

ttc
Phe

aag
Lys
175
at c
He

gcc
AI a

990

aag
Lys

gt 0
Val
255

gga
G

at g
Met

aag
Lys

taa

ct 9
Leu

gt 0
Val

ccc
Pro

cct
Pro

at c
H e
80

aag
Lys

ttt
Phe

gag
G u

acc
Thr

tcc
Ser
160
aac
Asn

ttc
Phe

t ac

Tyr

t ac

Tyr

ttC
Phe
240

cag
G n

t ac

Tyr

ct 0
Leu

cag
G n

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

957
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<212> PRT

<213> |Vbrti erella alpi na

<400> 137
not
1
Phe

Asn

Thr

Leu
65
Val

Asn

Cys

Ala

Phe
145

Lys

Asn

Thr

Phe

Tyr
225

Tyr

Ser

Pro

Ala
305

G u Ser

th Asp

Pro Leu
35

lle Val
50

Ala Awg

Leu Ala

Phe GIJ

Leu Val

Tyr G n
130

Lys (Hy

lle th

Arg G n

lle Trp
195

Ser Ala
210
Phe Leu

lle Thr

Ser Trp

Phe Phe
275

Leu Phe
290

Lys Ala

<210> 138
<211> 242
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

lle

100

Ala

Leu

lle
180

Trp

Ala

Ser

Arg

260
lle

Tyr

Asp

Awtificial

Variant

(3)-_-(5)
xaa In position

Variant

(6)-_-(6)
xaa In position

Variant

(Bl-.116) _.
xaa In position

Variant

(19)..(20)
xaa in position

Ala Pro Phe
5
Ala

Ala

his

Leu

Leu
85
Phe

lle

Asn

Pro

Phe
165
Ser

Leu

Leu

Ala

Ser
245
th

Thr

Asn

Ala

Thr

Ala

Thr

Pro
70
Val

Ser

Tyr

th
150
Val

Phe

Val

Asn

Leu
230
G n

Tyr

Ala

Phe

Ala

Ala

Leu

Arg
55
Leu

Thr

Val

Ala

Gy
135
Ala

ASP

Leu

Thr

Ser
215

th

Ala

Leu

Tyr
295

Lys

sequence

Leu

lle

vm
40

Gy

th

vm

Lys

Tyr
120
Leu

Lys

6 is any or

PF58307.tXt

Pro

25
Ala

Phe

Asn

Phe

Thr
105
th

Phe

th

th

Val
185
Val

lle

Lys

G n

Lys
265

Trp

Lys

Lys

Ser
10
Val

Lys

Arg

315

140

Val

Asn

lle
220
Ser

th

th

Lys
300

Lys

3 to 5 is any anino acid

no anino acid

8 to 16 is any anino acid

19 to 20 is any anino acid
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Pro

285

Leu

15

Tyr

lle

Ser

Leu

vm
255

th

Lys

Leu

Val

Pro

Pro

lle
80

Lys

Phe

Thr

Ser
160
Asn

Phe

Tyr

Phe
240
G n

Tyr

Leu

G n
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(22)..(42)
xaa in posiH

Variant

(43)..(49)
xaa in positi

Variant

(52)..(56)
xaa in posiH

Variant

(59)..(59)
xaa in posiH

Variant

(62)..(63)
xaa in positi

Variant

(65)..(68)
xaa in posiH

Variant

(70)..(73)
xaa in positi

Variant

(75)..(75)
xaa in posiH

Variant

(77)..(78)
xaa in posiH

Variant

(80)..(94)
xaa in positi

Variant

(95)--(98)
xaa in posiH

Variant

(101)..(101)
xaa in posiH

Variant

(104).i(105)
xaa in posiH

Variant

(108)..(108)
xaa in posiH

Variant

(111)..(111)
xaa in positi

Variant

(114)..(114)
xaa in posiH

Variant

(116)..(120)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

22 to

43 to

52 to

59 is

62 to

65 to

70 to

75 is

77 to

80 to

95 t0

PF58307.tXt

42 is any anino acid

49 is any

56 is any

any anino

63 is any

68 is any

73 is any

any anino

78 is any

94 is any

98 is any

or no

anino

acid

anino

anino

anino

acid

anino

anino

01' no

101 is any anino acid

104 to

108 is

111 is

114 is

116 to

anino acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

105 is any anino acid

any anino acid

any anino acid

any anino acid

120 is any anino acid
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(122)..(124)
xaa in posiH

Variant

(127)..(127)
xaa in positi

Variant

(131)..(132)
xaa in posiH

Variant

(134)..(135)
xaa in posiH

Variant

(139)..(143)
xaa in positi

Variant

(148)..(149)
xaa in posiH

Variant

(151)..(151)
xaa in positi

Variant

(154)..(155)
xaa in posiH

Variant

(158)..(159)
xaa in posiH

Variant

(162)..(162)
xaa in positi

Variant

(165)..(165)
xaa in posiH

Variant

(168)..(168)
xaa in posiH

Variant

(170).‘(184)
xaa in posiH

Variant

(185)..(190)
xaa in posiH

Variant

(192)..(193)
xaa in positi

Variant

(196)..(196)
xaa in posiH

Variant

(199)..(203)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

122

127'

131

134

139

148

151

154

158

162'

165'

168

170

185

192

196

199

to

to

to

to

to

is

to

to

is

to

to

to

is

to

124

any

132

135

143

149

any

155

159

any

any

any

184

190

193

any

203

PF58307.tXt

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

is any or no

is any anino

anino acid

is any anino
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acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

acid
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<221> Variant

<222> (205). (206)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (208)..(213)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (214)_.(219)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (222)..(227)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (229)..(230)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (233). (235)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (237)..(237)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (241)_.(241)
<223> xaa in positi

<400> 138

Leu Pro xaa xaa xag1

Tyr Leu xaa xaa Va
20

xaa xaa xaa xaa xaa
35

xaa PIS Asn xaa xaa
50

xaa xaa xaa xaa Ala
65

xaa xaa xaa xaa xaa
85

xaa xaa Phe Tyr xaa
100

th xaa Leu xaa xaa
115

Fls Fis xaa xaa lie
130

Pro Gly Gy xaa xaa
145

Val xaa th Tyr xaa
165

xaa xaa xaa xaa xaa
180

xaa Gin Mat xaaGn
195

xaa xaa xaa xaa xaa
210

xaa xaa xaa Leu xaa
225
xaa Phe

<210> 139

on

on

on

on

on

on

on

on

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
70

xaa

Ser

xaa

xaa

Tyr

205 to

208 to

214 to

222 to

229 to

233 to

237 is

241

Pro

xaa

xaa

xaa
55

xaa

xaa

Lys

xaa

xaa
135
xaa

150

Tyr

xaa

Phe

xaa

xaa

Tyr

xaa

xaa

xaa
215

Tyr
230

206

213

219

227

230

235

any

is any am

xaa

xaa

xaa
4O

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
200
xaa

th

PF58307.tXt

is any anino

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

no acid

xaa xaa
10

xaa

xaa

xaa
25

xaa

xaa

xaa

Ser

xaa

Leu xaa

xaa Tyr xaa
75

xaa xaa xaa
90

xaa Phe
105
G n xaa xaa

Trp Trp xaa

xaa

xaa

xaa

Tyr
60

Leu

xaa

xaa

xaa

xaa

acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

xaa xaa

xaa xaa
30

xaa xaa
45

th xaa

xaa xaa

xaa xaa

Thr
110

Leu Ffis
125
xaa xaa

140
Ala xaa xaa

155
Leu xaa xaa

170
xaa xaa
185
xaa

xaa

xaa xaa

xaa xaa xaa

Asn

xaa

xaa

G n

Tyr

Ser xaa

xaa xaa

xaa xaa
190

xaa xaa
205
Pro xaa

220
xaa xaa xaa

235
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Leu xaa Leu

xaa
15

xaa

xaa

xaa

Asn

xaa
95

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
175
Thr

Tyr

xaa

Phe

xaa

xaa

xaa

xaa
80

xaa

lie

Tyr

Ala

Fns
160
xaa

xaa

xaa

xaa

240
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<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>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

60
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2).;(2) ..
xaa in posrh

Variant

(3).;(3) ..
xaa In posrh

Variant

(6).;(6) ..
xaa in posrh

Variant

(7).;(7) __
xaa In posrh

Variant

(9).;(9) ._
xaa in posrh

Variant

(11)..(11)
xaa in posiH

Variant

(13)..(15)
xaa in posiH

Variant

(16)..(16)
xaa in positi

Variant

(18)..(18)
xaa in posiH

Variant

(19)..(19)
xaa in posiH

Variant

(20)..(20)
xaa in posiH

Variant

(23)..(23)
xaa in posiH

Variant

(27)..(27)
xaa in positi

Variant

(28)..(28)
xaa in posiH

Variant

(29)..(29)
xaa in posiH

Variant

(30)..(31)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

On

On

On

On

On

On

On

11

13

16

18

19

20

23

27

28

29

3O

PF58307.tXt

's Phe or Trp

'3 Leu, th or vm

'3 any anino acid

‘5 Phe or lie

'5 any or no anino acid

is any or no anino acid

to 15 is any anino acid

is any or no anino acid

is lie, Leu or vm

is Ser or Thr

is Phe or Va!

is lie or Val

is Ala, Ser or Thr

is Ser or Thr

is lie or Val

to 31 is any anino acid
Seite 178
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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>

<400>

Variant

(32)..(32)
xaa in positi

Variant

(34)..(34)
xaa in posiH

Variant

(35)..(35)
xaa in posiH

Variant

(36)..(36)
xaa in positi

Variant

(37)--(39)
xaa in posiH

Variant

(42)..(42)
xaa in posiH

Variant

(44)..(44)
xaa in posiH

Variant

(45)..(45)
xaa in posiH

Variant

(47)..(47)
xaa in positi

Variant

(49)..(49)
xaa in posiH

Variant

(50)..(50)
xaa in posiH

Variant

(51)..(51)
xaa in posiH

Variant

(54).. (54)
xaa in posiH

Variant

(55)..(55)
xaa in positi

Variant

(58)--(58)
xaa in posiH

Variant

(59)..(59)
xaa in posiH

139

on 32 is

on 34 is

on 35 is

on 36 is

on 37 to

on 42 is

on 44 is

on 45 is

on 47 is

on 49 is

on 50 is

on 51 is

on 54 is

on 55 is

on 58 is

on 59 is

Ile

any

Ala,

Ala,

39 is any anino acid

Gy

ASP

Ala

Phe,

Ala

any

Leu

any

Ile

any

Leu

G u xaa xaa Asp Thr xaa xaa th
1 5

PF58307.tXt

or Leu

anino acid

lie or Leu

lle or val

or Asn

or G u

or Ser

Trp or Tyr

0r Thr

anino acid

or Val

anino acid

or val

anino acid

or th

xaa Leu xaa Lys xaa xaa xaa xaa
10
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G n xaa xaa xaa Leu Fls xaa Tyr

PF58307.tXt

20 25 30

Trp xaa xaa xaa xaa xaa xaa Ala Pro xaa Ciy xaa xaa Tyr
35 40 45

xaa xaa xaa Asn Ser xaa xaa PIS val xaa xaa Tyr
50 55 60

<210> 140
(211) 22
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Ala or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (3)..(3)
<223> xaa in position 3 is Phe or Tyr
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is cys or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is (3y, Leu or Va
(220)
<221> Variant

<222> (8)..(9)
<223> xaa in position 8 to 9 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (10)._(11)
<223> xaa in position 10 to 11 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(14)
<223> xaa in position 13 to 14 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (15)..(16)
<223> xaa in position 15 to 16 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 is G y, Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (20)._(20)
<223> xaa in position 20 is Phe or Trp
<220>
<221> Variant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 is G u, G y or Asn

<400> 140

Ser xaa xaa th xaa xaa G y xaa xaa xaa xaa Ala xaa xaa xaa xaa
1

Tyr

5
xaa xaa xaa xaa Asn

20

10

Seite 180
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<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>

<400>
Thr xaa xaa G n Mat xaa G n Phe xaa xaa xaa xaa xaa G n xaa xaa

1

141
18
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)--(3)
xaa in position

Variant

(6)--(5)
xaa in position

Variant

(9)-_-(12) ..
xaa In posrtion

Variant

(13).. (13)
xaa in position

Variant

(15).. (15)
xaa in position

Variant

(16).. (16)
xaa in position

Variant

(17)..(17)
xaa in position

Variant

(18)..(18)
xaa in position

141

5
xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

142
25
PRT

PF58307.tXt

2 to 3 is any anino acid

6 is any am no acid

9 to 12 is any anino acid

13 is Gy,l

15 is Ala or

le, Leu or vm

Ser

16 is any anino acid

17 is Trp or Tyr

18 is Ala, Cys or Asp

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(2)
xaa In position 2

Variant

(4)-_-(5)
xaa In position

Variant

(6)-;(5)
xaa In position

Variant

(7)-_-(8)
xaa In position

is any or

10

no anino acid

4 to 5 is any anino acid

6 is Phe, H e or Leu

7 to 8 is any anino acid

Seite 181
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<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is
<220>
<221> Variant

<222> (11)..(12)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (14) .(15)
<223> xaa in position 14 to
<220>
<221> Variant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in position 16 is
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is
<220>
<221> Variant

<222> (19) .(19)
<223> xaa in position 19 is
<220>
<221> Variant

<222> (20) .(20)
<223> xaa in position 20 is
<220>
<221> Variant

<222> (22) .(23)
<223> xaa in position 22 to
<220>
<221> Variant

<222> (25) .(25)
<223> xaa in position 25 is

<400> 142

Tyr xaa Pro xaa xaa xaa xaa
1 5

xaa Leu xaa xaa Phe xaa xaa
20

<210> 143
<211> 879
<212> DWA
<213> CBtreococcus taun

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(879)

<400> 143

atg agt ggc tta cgt gca ccc
Mat Ser Gly Leu Arg Ala Pro
1 5

tgg gac tac gcg att tcc aaa
Trp Asp Tyr Ala lle Ser Lys

20

cag tgg gac atc ggg cca gtg
GnfipAwlleGme\m

35

att gaa tcc cct acc cca ctg
lle G u Ser Pro Thr Pro Leu

50 55

aca gtt ttc ttg tgg tat ggt
Thr Val Phe Leu Trp Tyr G y
65 7O

att aga gag cct acg tgg tta

lle,

15

Ser

Leu

any

Phe

23

Phe

xaa

Phe

aac

Asn

gtc
vm

agt
Ser
40

gtg
vm

cgt

aga

11 to 12 i

PF58307.tXt

Leu or th

s any anino acid

s any anino acid

or Thr

or th

anino acid

or Leu

s any anino acid

or Tyr

xaa Leu xaa xaa
10

xaa
25

ttt tta
Phe Leu

10
ttc
Phe

cac

Fls

gtc
vm
25

tcg
Ser

acg tg
Thr

agt acg gcg
Ser aThr

act
Thr

ctc
Leu

agc
Ser

tta
Leu

acc
Thr

agg
Arg
75

aga ttc ata ata
Seite 182
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Tyr
15

aca
Thr
15

agt
Ser

ccc

Pro

tta
Leu

aag
Lys

aat

xaa xaa xaa

aag
Lys

ttt
Phe

900
Ala

gtc
val

aaa

Lys
80

909

48

96

144

192

240

288

CSI RO Exhibit 1005



CSIRO Exhibit 1005289 of 349

He

ttc
Phe

909
Al a

gaa
G u

tac

Tyr
145
caa
G n

tgg
Trp

909
Al a

tta
Leu

tgg
Trp
225
aac
Asn

ttt
Phe

ttt
Phe G

aaa

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met
1

Tr p

Gn

He

Thr
65
He

Phe

Ala

Tyr
145

gt a
Vat

tgg at
Trp

gcc
A! a

tea
Ser
210

tgg
Trp

gt a
Val

ttg
Leu

999
Y

aaa

Lys
290

Ser

ASP

Tr p

G u
50
Val

Ar 9

Leu

Tyr

Thr
130
Gu

Gu

_$D —-:—r CD93

0-4-0QED-‘99) DCUTZCQ

Thr

ggt
G V

ctt
Leu

tcc
Ser

cat
H S
275

cag
G n

144
292
PRT
Oat r eococcus t aur i

144

Gy

Tyr

Asp
35
Ser

Phe

Gu

He

Gn
115
Gn

Phe

Pro

gt 0
Va!
100
aat
Asn G

Ctt
Leu

gt a
Val

ttc
Phe

att
He
180
aac
Asn

Ctt
Leu

cgc
Ar g

caa

G n

aaa

Lys
260
ttc
Phe

cag
G n

Leu

Ala
20
I I e

Pro

Leu

Pro

Va!
100
Asn

Leu

Vat

Thr

ct C
Leu

gga

gct
Al a

gat

ct a
Leu
165

Ala

cac

9C9
AI a
245
at t
He

t ac

Tyr

tga

Arg
5
He

Gy

Thr

Trp

Thr
85
Leu

G y

Al a

ASP

Trp

agt
Ser

tat

Tyr

ct 0
Leu

act
Thr
150
cac a
HS

099

tgg
Trp

gga
G

ct a
Leu
230

Leu

ct g
Leu

tat

Tyr

Al a

Ser

Pro

Pro

Tyr
70

Trp

Ser

Tyr

Leu

Thr
150

Leu

135

aaa

215

acg
Thr

t ac

Tyr

ct c
Leu

tcc
Ser

Pro

Lys

Vat

Leu
55

G y

Leu

Leu

Thr

Tyr
135

Tyr

t ac

Tyr

tta
Leu
120
att
He

att
He

tat

Tyr

gct
Al a

cac
H s
200

gaa
G u

caa

G n

tgc

gt c
Val

aag
Lys
280

Tyr

Leu
120
He

He

PF58307. t Xt

Arg

at g
Mat
105

tgg
Tr p

tac

Tyr

at g
Met

cac
H s

ccg
Pr 0

265
cac
H s

Phe

Val
25
Ser

Thr

Leu

Mat
105

Tr p

Tyr

Mat

Phe
90

tgc
Cys

ggt
G y

att
He

ctt
Leu

cac
HI 3
170

ggt
G y

He

Ctt
Leu

aat
Asn

ttt
Phe

Ct 0
Leu
155

agc
Ser

ggt
G y

at g
Met

aag
Lys

at g
Met
235
ttc
Phe

at g
Met

gca
Al a

H S

Thr

Thr

Leu

75
I l e

Leu

Asn

Phe

Leu
155

He

got
G y

gaa
G u

t ac

Tyr
140

aag
Lys

acg
Thr

gat
ASP

t ac

Tyr

cgt
Ar 9
220
ct t
Leu

tCt
Ser

agc
Ser

gca
Al a

Gy

Gu

Tyr
140

Lys

Seite 183
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125

Val

aat
As n

att
He

got
Al a

acc
Thr
205
tcc
Ser

cag
G n

acg
Thr

ctt
Leu

gct
A1 a
285

Phe

His

gt g
Val
110

aag
Lys

agt
Ser

aac
Asn

tcc
Ser

taC

Tyr
190
tat

Tyr

aac
Asn

ttt
Phe

tat

Tyr

ct c
Leu
270

aag
Lys

Tr p

Asp

Leu

Tyr

Hi 3

Val
110

Lys

Ser

Asn

Asn
95

gcc
Al a

gcc
AI a

aaa

Lys

Leu

ttt
Phe
175
ttc
Phe

tat

Tyr

t ac

Tyr

ttc
Phe

CCC
Pr 0
255

990

ct 0
Leu

Thr
15
Ser

Pro

Leu

Lys

Asn
95
Ala

A] a

Lys

Leu

Lys

Phe

A1 a

Val

Lys
80
At a

G n

Thr

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

879
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G n

Tr p

Al a

Leu

Tr p
225
Asn

Phe

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

Val

Tr p

Al a

Ser
210

Tr p

Val

Leu

G y

Lys
290

<220>
<221>
<222>

<400>

at g
th
1
aac

Asn

939
G u

99C
G y

gt c
Val
65
ttc
Phe

gca

acc

gat
ASP

Ser

Ile

Leu
195
Thr

G y

Leu

Ser

H s
275
Gm

145
831
DNA

Thraust ochyt ri

CDS

(1)..(831)

145

gt c
Val

gga at c
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ctg tat atg tgc gtg ggc atc
Leu Tyr Met Cys Val Gy lle

Val

120
He

He

Tyr

Ala

H s
200

Val

Lys
280

t ac

Tyr

ggt

000
Pro

aaa

PF58307. t Xt

Val
25
Ser

Thr

Leu

Arg

Mat
105

Tr p

Tyr

Met

H S

Pro
185
Val

Mat

Ala

Tyr
265
H s

ggt
G V

agt
Ser
25
Ct C
Leu

act
Thr

ccg
Pr 0

aac
Asn

tat

Tyr

10
Phe Thr Cys

Ser Thr Ala

Ser

Thr

250

He

ch
Ar g

ct g
Leu
90

cag
G n

Leu

Arg
75
He

Leu

Asn

Phe

Leu
155
Ser

Met

Lys

Met
235
Phe

Mat

Ala

gt 0
Val

gcc
Al a
75
ttc
Phe

gct
Al a

Leu
60
Ser

Ser

Ser

Al a

gat
ASP

9t 9
Val

agt
Ser

att
lleG
60

tcg
Ser

tgt
Cys

att
lle

Selte 189
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Al a

H s
45
Phe

Ser

205

Thr

Leu

A1 a
285

190

Phe

Tyr

Leu
270

Lys

aag
Lys

Leu
30
aca
Thr

999
G

cca
Pro

909
Al a

tgg
Trp

15
Ser

Pr 0

Leu

Lys

Asn
95
Ala

Al a

Lys

Leu

Phe
175
Phe

Tyr

Tyr

Phe

Pro
255

Leu

gt C
Val
15

acg
Thr

000
Pro

ctt
Leu

ttt
Phe

ct 0
Leu
95

C99

Phe

Val

48

96

144

192

240

288

336
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tCt
Ser

ct 9
Leu

gt t
Val
145

gt t
Val

cac
H 3

gt 9
Val

agt
Ser

aca
Thr
225
t ac

Tyr

ttg
Leu

gt a
Val

act
Thr

<210>
<211>
<212>

ct c
Leu

gta
Val
130
atc
lle

tat

Tyr

gct
Al a

cat
H 3

age
Ser
210
caa

G n

gac
ASP

ttc
Phe

caa
G n

gag
G u
290

tQQ
Trp G
115
tac

Tyr

at g
Met

cat
H s

cct
Pr 0

gt t
Val
195
cca
Pro

ttc
Phe

at g
Mat

t ac

Tyr

aaa

Lys
275

tga

152
290
PFiT

100

ggC

aag

caa

G n

aaa

Lys

tac

Tyr
260
taca

Tyr

aat gca tac

Phe

165

acg

Ala

t ac

Tyr

aag
Lys
150
tca
Ser

giaau

tat

Tyr

aaa

Lys

ttc
Phe
230

aaa

Lys

ccc
Pro

<213> Physcorri t rel l a pat ens

<400> 152
Met Gu Val
1
G n

Thr

Val

Tr p
65
Leu

Leu

Ser

Leu

Val
145
Val

Hs

G y

Pro

Leu
50
He

G n

Tyr

Leu

Val
130
He

Tyr

Ala

Val

Thr
35

G y

Lys

Al a

Mat

Trp
115

Tyr

Mat

H 3

Pro

Val

Asn
20
Thr

Val

Ala

G u
5
Al a

Lys

Ser

Ar 9

Val
85
Val

Asn

Phe

Leu

Ser
165

Ar 9

Leu

G y

Val

Asp
70
Leu

G V

Al a

Tyr

Lys
150
Ser

Gu

Phe

Leu

Leu

Tyr
55
Leu

Val

lle

Tyr

Mat
135

Arg

ll 9

Ala

aat
Asn
120
tct
Ser

agc
Ser

tcc
Ser

tat

Tyr

tat

Tyr
200

aag
Lys

ttt
Phe

cca
Pro

Leu

tct
Ser
280

Tyr

Pro
40
Leu

Lys

H 3

Al a

Asn
120
Ser

Ser

Ser

Tyr

PF58307. t Xt
105
cct
Pro

aag
Lys

acc
Thr

ct 0
Leu

tgg
Trp
185
tac

Tyr

tac

Tyr

at 9
Mat

tat

Tyr

ct 9
Leu
265

gac
AspG

Ser
25
Leu

Thr

Pro

Asn

Tyr
105
Pro

aaa cat aaa gag
Lys

t ac

Tyr

399
Ar g

att
lle
170
tCt
Ser

ttc
Phe

Ctt
Leu

ct g
Leu

cca
Pro
250
ttt
Phe

gga
Y

10
Phe

Val

I l e

Arg

Leu
90
G n

Lys

Tyr

Arg

l l e
170
Ser

HS

Qt g
Val

caa
G n
155

tgg
Trp

909
Al a

t t 9
Leu

ttt
Phe

aac

Asn
235
caa

ct t
Leu

aag
Lys

Phe

H 3

Val

G n
155

Trp

Ala

Lys G

Val

Ser

lle

Selte 190
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u
125
ttc
Phe

agc
Ser

gct

ct 9
Leu

900
Al a
205

990
G y

gt 9
Val

ct 9
Leu

990
G y

aag
Lys G
285

a

Ala

110

LyS

Leu
30
Thr

Pro

Ala

Trp
110
Mat

Mat

Phe

lle

Asn
190

gcg att
Ala

gat

ct C
Leu

gct
AI a
175
tca
Ser

Ctt
Leu

t ac

Tyr

gct
Al a

aag
Lys
255
ttt
Phe

gct
Al a

Val
15
Thr

Pr 0

Leu

Phe

Leu

Al a
175
Ser

acc
Thr

cac
H S
160
cat
l—fi s

$98Y

cga
Arg

Leu

t ac

Tyr
240
att
l l e

t ac

Tyr

aaa

Lys

Ser

l l e

Leu

Leu
80
Ser

Tyr

l l e

Thr

l-l s
160
l-fi 3

Gy

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

873
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Val Fis

Ser Ser
210

Thr G11
225

Tyr Asp

Leu Phe

Val G n

Thr GlJ
290

vm
195
Pro

Phe

th

Tyr

Lys
275

<210> 153
<211> 957
<212> DWA
<213> Nbrtierella a|

<220>
<221> CDS

<222> (1). . (957)

<400> 153

atg gag
th G u
1

ttt atg
Phe Nht

gat cct
Asp Pro

acg att
Thr lle

50

ttg gcc
Leu Ala
65

gtg ctc
Val Leu

aac ttt

tcg
Ser

gac
ASP

CtC

Leu

Lys

G n

Lys

Tyr
260

Tyr

att
lle

ctt
Leu
20

gag
uLeu G

35

gtc
vm

cgt
Arg G

gct
Ala

Asn Phe G

tgt ctg
Cys Leu

gct tat
Ala Tyr

ttc aag
Phe Lys
145

aag atc
Lys 119

aac cgc
Asn Awg

acc atc
Thr lle

ttc tCt
Phe Ser

210
taC ttc

cat
Ffis

gag
u

tat

Tyr

099
Arg
100

tcg a
Ser

gcc
Ala

ctt
Leu

gag
G u

ato
lle
180

tgg
Trp

9C9
Ala

tcg

245

lle

909
Ala
5

900
Ala

900
Ala

cac
his

ctg
Leu

ttg
Leu
85
ttc

pina

cca
Pro

acc
Thr

909
Ala

acg
Thr

ccg
Pro
70

gtc
Val

gag
uPhe G

agc
Ser

tat

Tyr

atg

150

gtc
Val

ttc
Phe

gtc
Val

aac

Asn

Tyr
200

Lys

Phe

Pro

Leu

Ser
280

etc
Leu

gtg
vm
40

999
C3

atg
th

gtc
vw

aag
Lys

tac

Tyr
120

ctg
Leu

aag
Lys

acc
Thr

cac

PIS

ttt
Phe
200
ttc at
Phe

ttc

PF58307.tXt

Tyr

Tyr

th

Tyr

Leu
265

ASP

cca
Pro

ggt

25

gcc
Ala

ttc
Phe

aac
Asn

ttt
Phe

acg
Thr
105

atg

ttt

Phe

Leu

Leu

Pro
250
Phe

(Hy

tca
Ser
10

gtc
vm

cag
G11

ctg
Leu

009
Pro

gtg
vw
90
ttt
Phe

tgc
Cys

939
uPhe G

aag

a

lle

atc
lle
170
tac

Tyr

gca
Ala

cat
His

cag

Leu

Phe

Asn
235
G n

Leu

Lys

aag
Lys

099
”“9

gcc
Ala

gtc
Val

ttc
Phe
75

990
(By

tcg
Ser

ggt
(By G

aac
Asn

C tgg
Trp
155

atg
th

cac

his

000
Pro

gtg
Val

gtg

Ala

Trp
220
Leu

Trp

Phe

G n

003(Q(Q(0SD1930209:1)205"“ ENDCLO{DO”(0
(DO

gct
Ala
140
etc
Leu

gtc
Val

cac

PIS

aac

Asn G

atc
lle
220

tcg
Selte 191
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Ala
205

Val

Leu

Lys
285

ccg
Pro

gcg
Ala

aag
Lys
45

gtg
Val

gtg
Val

lle

Asn
270

caa

000
Pro
30
tac

Tyr

gag
G u

ctg
Leu

cag atc
G n

ctg
Leu

atc
lle
125

gct
Ala

ttc
Phe

ctc
Leu

agc
Ser

99t

205

atg
th

ttC

cac
Fis
110

ctg
Leu

gat
Asp

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser
190

gaa
G u

tac

Tyr

atc

Leu

Tyr

Ala

Lys
255
Phe

Ala

Arg

Leu

Tyr
240
lle

Tyr

Lys

ctg
Leu

gtc
Val

000
Pro

cct
Pro

atc
lle
80

aag
Lys

ttt
Phe

gag
G u

acc
Thr

tcc
Ser
160
aac
Asn

ttc
Phe

tac

Tyr

tac

Tyr

ttc

48

96

144

192

240

288
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384

432

480

528

576

624

672

720
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Tyr
225
taca

Tyr

tct
Ser

000
Pro

ggt
G y

gcc
Al a
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

tcc
Ser

ttc
Phe

ct 0
Leu
290

aag
Lys

Leu

acg
Thr

tgg
Trp

ttc
Phe
275
ttc
Phe

gcc
Al a

154
318
PR’T
IVbrti erell

154
Met G u Ser

Mat Asp Leu

1
Phe

Asp

Thr

Leu
65
Val

Asn

Al a

Phe
145

Lys

Asn

Thr

Phe

Tyr
225

Tyr

Ser

Pro

G y

Al a
305

Pro

ll e
50
Al a

Leu

Phe

Leu

Tyr
130

Lys

ll e

Arg

ll e

Ser
210
Phe

ll e

Ser

Phe

Leu
290

Lys

Leu
35
Val

Ar 9

Al a

Gu

195

Leu

Thr

Tr p

Phe
275
Phe

Ala

<210> 155
<211> 236

Ser

cgc
Arg

gac
Asp
260
at c
l I e

t ac

Tyr

gac
Asp

He

20
Glu

Hrs

Glu

Tyr

Arg
100
Ser

Ala

Leu

lle
180

Trp

Ala

Ser

Arg

260
l le

Tyr

Asp

Ala

t cg
Ser
245

at g
Mat

acg
Thr

aac
Asn

gct
Al a

a al pi na

Leu
230

cag

295

aag
Lys

Ala Pro Phe
5
Ala

Al a

H 3

Leu

Leu
85
Phe

l l e

Asn

Pro

Phe
165
Ser

Leu

Leu

Al a

Ser
245
Mat

Thr

Asn

Ala

Thr

Al a

Thr

Pro
70
Val

Ser

Tyr

Mat
150
Val

Phe

Val

230

Leu

Tyr
295

Lys

Phe

aca
Thr

at g
Mat

ctt
Leu
280

aga

gag
G u

Leu

Ile

Val
40

Mat

Val

120

PF58307. tXt

Lys

cag
G n

aag
Lys
265

tgg
Tr p

aag
Lys

aag
Lys

Pro

25
Al a

Phe

Asn

Phe

Thr
105
Mat

Phe

Mat

Met

Val
185
Val

ll e

Lys

G n

Lys
265

Tr p

Lys

Lys

Gn

ttc
Phe
250

gt 0
Val

ttc
Phe

aaC
Asn

gca
Al a

Val
235

t gc
Oys

ctt
Leu

t ac

Tyr

gcc
Al a

agg
Arg
315

155

Pro

Val

Val
235

Leu

Tyr

Al a

315

Ser

at g
Mat

990
G y

at g
Met

aag
Lys
300

aag
Lys

140

Val

H s

Asn

l I e
220
Ser

Mat

Mat

Lys
300

Lys

Selte 192
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Phe

at g
Met

Pro

285

Leu

lle

tcg
Ser

000
Pro G
270
acc
Thr

gcc
Al a

cag
G n

Gn

Pro
30

Tyr

Leu

lle

His
110
Leu

Tyr

Lys

Ser
190

Tyr

II a

Ser

Pro
270
Thr

Al a

Gn

Lys

gt 0
Val
255

gga

at g

aag
Lys

taa

15

Tyr

lle

Ser

Leu

Val
255

Mat

Lys

Phe
240

cag

t ac

Tyr

ct 0
Leu

cag
G n

Leu

Val

Pro

Pro

I l e
80

Lys

Phe

Thr

Ser
160
Asn

Phe

Tyr

Tyr

Phe
240
G n

Tyr

Leu

Gn

768

816

864

912

957
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<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>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

PRT

Arti fici at sequence

Variant

(2) (8)
xaa in positi

Variant

(10)..(10)
xaa in posiH

Variant

(13)..(14)
xaa in posiH

Variant

(18) (38)
xaa in positi

Variant

(37) -4(3)
xaa in positi

Variant

(46). .(47)
xaa in positi

Variant

(49) -5(0)
xaa in positi

Variant

(53) (53)
xaa in positi

Variant

(58) (57)
xaa in positi

Variant

(59) -8(2)
xaa in positi

Variant

(64). .(67)
xaa in positi

Variant

(69) -8(9)
xaa in positi

Variant

(71) (72)
xaa in positi

Variant

(74) (82)
xaa in positi

Variant

(83) (86)
xaa in positi

Variant

(88). .(89)
xaa in positi

on2t08is

on 10 is any

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

13

16

37

46

49

53

56

59

64

69

71

74

83

88

t0

t0

t0

t0

to

i s

t0

t0

to

is

t0

t0

t0

to

14 i

36i

47i

50i

any

57i

62 i

67i

any

72 i

82 i

86i

89 i

PF58307.tXt

any am' no acid

am” no acid

3 any

3 any

'5 any

3 any

3 any

am' no

3 any

5 any

3 any

am‘ no

5 any

3 any

5 any

am”

am'

or

am”

am

aci

am'

am

am”

act

am”

am'

or

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

acid

acid

am no acid

aci d

acid

acid

acid

acid

acid

acid

am no acid

3 any am' no acid
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(91)..(92)
xaa in posiH

Variant

(95)..(95)
xaa in positi

Variant

(98)--(99)
xaa in posiH

Variant

(102)..(102)
xaa in posiH

Variant

(105)..(105)
xaa in pcsiti

Variant

(108)..(108)
xaa in posiH

Variant

(111)..(114)
xaa in positi

Variant

(116)..(116)
xaa in posiH

Variant

(121)..(121)
xaa in posiH

Variant

(125)..(126)
xaa in pcsiti

Variant

(128)..(129)
xaa in posiH

Variant

(133)..(137)
xaa in posiH

Variant

(142).‘(142)
xaa in posiH

Variant

(145)..(145)
xaa in posiH

Variant

(148)..(148)
xaa in pcsiti

Variant

(152)..(152)
xaa in posiH

Variant

(156)..(156)
xaa in posiH

on

On

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.tXt

91 to 92 is any anino acid

95 is any anino acid

98 to 99 is any anino acid

102 is any anino acid

105 is any

108 is any

111 to 114

116 is any

121 is any

125 to 126

128 to 129

133 to 137

142 is any

145 is any

148 is any

152 is any

156 is any

anino acid

anino acid

is any anino acid

anino acid

anino acid

is any anino acid

is any anino acid

is any anino acid

anino acid

anino acid

anino acid

anino acid

anino acid
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Variant

(159)..(159)
xaa in posiH

Variant

(162)..(162)
xaa in positi

Variant

(164)..(165)
xaa in posiH

Variant

(167)..(178)
xaa in posiH

Variant

(179)..(184)
xaa in positi

Variant

(186)..(187)
xaa in posiH

Variant

(190)..(190)
xaa in positi

Variant

(193)..(197)
xaa in posiH

Variant

(199)..(200)
xaa in posiH

Variant

(202)..(207)
xaa in positi

Variant

(208)..(213)
xaa in posiH

Variant

(216)..(217)
xaa in posiH

Variant

(219).‘(221)
xaa in posiH

Variant

(223)..(224)
xaa in posiH

Variant

(227)..(229)
xaa in positi

Variant

(231)..(231)
xaa in posiH

Variant

(235)..(235)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

159

162

164

167

179

186

190

193

199

202

208

216

219

223

227

231

235

is any

is any

to 165

to 178

to 184

to 187

is any

to 197

to 200

to 207

to 213

to 217

to 221

to 224

to 229

is any

is any

PF58307.tXt

anino acid

anino acid

is any anino

is any anino

is any or no

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

anino acid
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acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

acid
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PF58307.tXt

xaa Leu
10

xaa

Tyr

xaa xaa

xaa Fls

Gy

xaa

xaa xaa
60

xaa xaa xaa
75

lle xaa xaa

lle Net xaa

Tyr his Fls

Ala

kns

Pro
140

Val xaa
155

xaa xaa
170
xaa

xaa

xaa G n

xaa xaa xaa

Leu xaa xaa
220

xaa Phe
235

any anino acid

any anino acid

<400> 155
Pro xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Leu

1 5
xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa

20 25
xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa

35 40

xaa xaa Leu Ser xaa Tyr th xaa xaa
50 55

xaa xaa xaa Tyr xaa Leu xaa xaa Asn
65 70

xaa xaa xaa xaa xaa xaa Ala xaa xaa
85

Lys xaa xaa GIJ Phe xaa Asp Thr xaa
100 105

xaa xaa G n xaa Ser Phe Leu Fis xaa
115 120

xaa lle Trp Trp xaa xaa xaa xaa xaa
130 135

xaa Ser Ala xaa Leu Asn Ser xaa Va
145 150

Tyr xaa Leu xaa xaa Leu xaa xaa xaa
165

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Thr
180 185

xaa xaa xaa xaa xaa G n xaa xaa Tyr
195 200

xaa xaa xaa xaa xaa Tyr Pro xaa xaa
210 215

Tyr th xaa xaa xaa Leu xaa Leu Phe
225 230

<210> 156
<211> 59
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is Phe orl
<220>
<221> Variant

<222> (8). (8)
<223> xaa in position 8 is Ile, Leu
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(13)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (14) .(14)
<223> xaa in position 14 is Lys 0r
<220>
<221> Variant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in position 16 is Ile, Le
<220>
<221> Variant

le

or vm

10 to 13 is any anino acid

Arg

u or vm
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xaa

xaa

Asn
45

xaa

xaa

Phe

Leu

xaa
125

th

xaa

th

xaa
205
xaa

xaa

xaa
30

xaa

xaa

xaa

Tyr

Lys
110
xaa

xaa

Tyr

xaa

xaa
190
xaa

Leu

vm
15

xaa

xaa

Ala

xaa

xaa
95

xaa

lle

Ala

xaa

xaa
175
G n

xaa

xaa

xaa

xaa

Leu

xaa

xaa
80

Ser

xaa

xaa

Tyr

Tyr
160
xaa

Phe

xaa

xaa
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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>

(21)..(21)
xaa in positi

Variant

(25)..(25)
xaa in positi

Variant

(26)..(26)
xaa in positi

Variant

(28)..(29)
xaa in positi

Variant

(32)..(32)
xaa in positi

Variant

(33)..(33)
xaa in positi

Variant

(34)..(34)
xaa in positi

Variant

(35)..(35)
xaa in positi

Variant

(36)..(37)
xaa in positi

Variant

(40)..(40)
xaa in positi

Variant

(42)..(42)
xaa in positi

Variant

(45)..(45)
xaa in positi

Variant

(47)..(47)
xaa in positi

Variant

(48)..(48)
xaa in positi

Variant

(52)..(52)
xaa in positi

Variant

(53)..(53)
xaa in positi

Variant

(56)--(56)
xaa in positi

Variant

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

21

25

26

28

32

33

34

35

36

40 '

42'

45'

47

48'

52'

53'

56'

is

iS

is

to

is

is

iS

is

to

PF58307.tXt

lie or Val

Ala or Ser

Ser or Thr

29 is any anino acid

any anino acid

Ala, Ile or Leu

Ile or Val

Ala or Thr

37 is any anino acid

G y or Asn

Asp 0r GlJ

Phe or Trp

Ala or Thr

Ala or lle

any anino acid

Ile or Val

any anino acid
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<222>

<223> xaa in position 57 is
<220>
<221>
<222>

<223> xaa in position 59 is

<400>
Phe xaa

1
Ser

xaa xaa

Leu Asn
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>

<400>
Ser

1

Tyr

Phe

xaa Tyr

(57)..(57)

Variant

(59).. (59)

156

Asp Thr xaa
5

His xaa
20

xaa

Leu

xaa
35

Ser

xaa

xaa xaa

157
22
PRT
Nflificiw

Variant

(2)-_-(2)
xaa In positi

Variant

(5)--(5)
xaa in posiH

Variant

(5)--(5)
xaa in posiH

ant

_-(7)
in positi

VaH

(7).xaa

Variant

(8)-_-(10) __
xaa In posrt

Variant

(11)..(11)
xaa in posiH

Variant

(13)..(16)
xaa in posiH

Variant

(18)..(18)
xaa in posiH

Variant

(20).. (20)
xaa in positi

Variant

(21)..(21)
xaa in posiH

157

5

xaa th

Tyr

Ala Pro

Fls Val

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

th xaa xaa xaa xaa

PF58307.tXt

Leu 0r

Ala, G

xaa Leu

Fis his xaa
25

xaa Ciy
40

xaa xaa
55

sequence

Leu or

Ala, Cys

any anin

Ciu or

8 to 10 is any anino acid

11 is G n or

13 to 16 is any anino acid

18 is any am

20 is Phe or

21 is Ciy or

xaa Leu xaa xaa Asn

th

y or Thr

xaa
10

xaa

xaa Ala Tyr

Tyr xaa

th

or Ser

0 acid

Gy

Ser

no acid

Trp

Asn

1O
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30
xaa Ser

45

xaa xaa xaa xaa Grixaa
15

lle xaa xaa lie Trp xaa

xaa xaa

xaa xaa xaa Ala xaa xaa xaa xaa
15
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<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>

<400>

20

158
16
PRT

Art i f i ci at sequence

Vari ant

(2)-_-(2)
xaa In positi

Vari ant

(3)--(3)
xaa in positi

Vari ant

(6)--(8)
xaa in positi

Vari ant

(9)--(9)
xaa in positi

Vari ant

(11)..(11)
xaa in positi

Variant

(13)..(13)
xaa in positi

Variant

(14)..(14)
xaa in posi ti

Variant

(15).. (15)
xaa in positi

Vari ant

(16).. (16)

on

on

on

on

on

on

on

on

11

13

14

15

is Leu or

PF58307.tXt

th

is any ani no acid

to 8 is any amno acid

is any or

is any

is Ala

is any

is Trp

xaa in position 16 is 01s

158
G n xaa xaa Gin Phe xaa xaa xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

5

159
24
PRT

Art i f i ci at sequence

Vari ant

(3)--(4)

or

or

no am' no acid

no am” no acid

Ser

am‘ no acid

or

or

xaa Vai

Tyr

ASP

10

xaa in position 3 to 4 is any arnno acid

Vari ant

(5)..(5)
xaa in position 5 is He or

Vari ant

(6)..(7)

Leu

xaa in position 6 to 7 is any anino acid
Seite 199
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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>

Tyr Pro xaa xaa xaa xaa xaa
1 5

Variant

(8)-_-(8) __
xaa In posrti

Variant

(10)..(11)
xaa in positi

Variant

(14)..(14)
xaa in positi

Variant

(15).. (15)
xaa in positi

Variant

(16).. (16)
xaa in positi

Variant

(18)..(18)
xaa in positi

Variant

(21)..(22)
xaa in positi

Variant

(24)..(24)
xaa in positi

159

on 8 is

on 10 to

on 14 is

on 15 is

on 16 is

on 18 is

on 21 to

on 24 is

Leu xaa Leu Phe xaa xaa Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ile xaa xaa Phe Tyr
51

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

20

160
8
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(2)

PF58307.tXt

lie or Leu

11 is any anino acid

any anino acid

Ser or Thr

Leu or th

any anino acid

22 is any anino acid

Phe or Tyr

xaa Leu xaa xaa Tyr th xaa xaa xaa
10 15

xaa

xaa in position 2 is Trp or Tyr

Variant

(3).;(3>
xaa In position 3 is lie or Leu

Variant

(6)-;(6)
xaa In position 6 is Phe or Va

160

161
755
DWA

xaa Ser Lys

cauliflower nosaic virus

161
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cctgcaggtc
agtctcagaa
cctcggattc
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
tgtctactcc
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctctatataa

162
211
DWA
CauH

<400> 162

agtccgcaaa
taatgtgtga
ttgagcatat
atttctaatt

<210>
<211>
<212>
<213>

<210>
<211>
<212>
<213>

163
819
DNA

<220>
<221>
<222>

CD8

(1)..

<400> 163

atg gac gcc
Nat Asp Ala
1

gat
Asp

tCt
Ser

tgg
Trp

ctc
Leu

tgc
cys
35

gtc
vm

tgg
Trp

ttc
Phe
50
ccc
Pro

tac

Tyr

tac

Tyr
gcc
Ala

acc
Thr

gtc
vm

ctt
Leu
115
att
Ile

aat
Asn

acc
Thr
130
cat
Fls vm

aat
Asn

gtc
vm

Thalassiosira

gta

aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagc
aaaaatatca

gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat

flower

aatcaccagt
gtagttccca

agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacc
aagtggattg
aagatacagt
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctctgccga
aagacgttcc
gggatgacgc
ttcatttgga

nosaic virus

ctctctctac

gataagggaa

PF58307.tXt

acttgtctac
ttttcaacaa

ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgataac
ctcagaagac
cggattccat
ctcctacaaa

cagtggtccc
aaccacgtct
acaatcccac

gagga

aaat Ct at Ct

ttagggttct
aagaaaccct tagtatgtat ttgtatttgt
cctaaaacca aaatccagtg a

(819)

tac aac

Tyr Asn
5

gat ccc
Asp Pro
20

gac ttc
Asp Phe

ctc
Leu

atc
lle

atc
Ile

000
Pro

act
Thr
85
cct
Pro

atg
th

atg
th
100
Ctt
Leu

tgg
Trp

att
lle

ttc
Phe

cat
Fis

tac

Tyr

tac

Tyr
165

ttg
Leu

pseudonana

t gca atg
a Ala Not

gga aag
Lys

agc
Ser

900
Ala
40

900
Ala

tcc
Ser
55
ttc
Phe

ctc
Leu

gag gcg
G u Ala

cat
Fis

aat
Asn

ttt
Phe

tat

Tyr
120

ggg
Leu Ciy
135
acc
Thr Thr

g cggt a
G Asp

acc at C

gat aag atc
Lys
10

cgt
Arg

ttc
Phe
25
atc
Ile

acc atc
Thr

gtc
Val

atg
th G n

tac

Tyr

aac
Asn

gtc
vm
75

ttg
Leu

ttt
Phe
90
aat
Asn

gga

ttc
Phe
105
att
lle

gtg
vm

tcc
Ser

aag
Lys

aag tgg
Lys

aag
Lys

ttt
Phe

cta
Leu
155
ctt
Leu

lle

atc ttc
lle Phe

170

caa

Trp

tccaaaaata

agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
atggtggagc
caaagggcaa
tgcccagcta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttcgc

ctctctattt

tatagggttt
aaaat act t C

ggt gcc
G y Ala

gat
ASP

aga

900
Ala

tcc
Ser
60
too
Ser

tac

Tyr
gcc
Ala

aat
Asn

gat
ASP

tgg
Trp
125
caa

G n

tat

Tyr

gtg
vm

cgt
Arg
140
ttc
Phe

atc
Ile

acc
Thr

Seite 201

307of349

tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctgc
aagaagacgt
acgacacact
ttgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacccac

tggattgatg
aagacccttc

ttctccagaa
cgctcatgtg
tatoaataaa

gga

Val

tgg
Trp

ttc
Phe

aat
Asn
160
aat
Asn

175

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
755

60
120
180
211

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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gga
G y

acc
Thr

agt
Ser

gct
Ala
225

ttc
Phe

aaa

Lys

Leu
210
acc
Thr

acg att
Thr

cag
G n

tag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
th
1

ASP

Trp

Ala

145

Thr

Ser

Ala
225
Thr

Asp

Trp

Leu

Phe
50
Pro

Ala

Thr

Asn

Thr
130
PIS

Asn

Phe

Lys

Leu
210
Thr

lle

atc
lle

gat

195

acg

164
272
PRT
Thalassiosira

164
Ala

Ser

Cys
35
vm

Tyr

vm

G n Phe Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

165
837
DwA

Phaeodactylun1trlcornutum

cac
kns
180
tcc
Ser

gcg
Ala

ctt
Leu

tac

Tyr

gtg
Val
260

Tyr

Asp
20

Asp

lle

Pro

th

th
100
Leu

Phe

Leu

kns
180
Ser

Ala

Leu

Val
260

acg
Thr

aag
Lys

ttt
Phe

gtc
Val

ttt
Phe
245
caa

Asn
5
Pro

Phe

Leu

lle

Thr
85
Pro

Trp

lle

Fis

Tyr
165
Thr

Lys

Phe

Val

Phe
245
G n

tac

Tyr
gtg
Val

acg
Thr G y

aag
Lys
200

cag
G n Leu

ttc
Phe
230

gtg
Val

ggg
G

Ctt
Leu

tca
Ser

tac atg
Tyr th

pseudonana

th

Lys

Ala
40
Ala

Phe

Tyr

Thr Lys
200
Leu

Gy

G n

Phe
230
Val

Ser

Leu
215
kis

Ser Leu

Tyr hbt

PF58307.tXt

acg
Thr
185

agt
Ser

Phe
25
lle

Val

Tyr

Phe
105
lle

Lys

lle

lle

Thr
185
Ser

G n

Leu

Ala
265

tat tac ttc

Tyr Tyr Phe

ctt cct ata
Leu Pro

ttc
Phe

atc
lle
220

gtg
Val

act
Thr

gat
ASP

aag
Lys
235

ttg
Leu

ttc
Phe

agt
Ser
250
ccc
Pro

aaa

Lys
aag
Lys

lle

Ala

lle

G n

Val
75
Leu

Val

Phe
90
Asn

Ser Lys Val

Lys

Phe

Phe
170

Tyr

Trp
140
Phe

Thr

Leu
155
Leu

Tyr Phe

Leu Pro lle

Phe Thr lle
220

Lys Val
235

Ser Leu
250
Pro

Phe

Lys Lys

Selle 202

3080f349

lle T
205

Phe

aag
Lys

Ala

125

lle

lle

Trp
205
th

Ser

Phe

Lys

Leu

Leu

Lys
270

ttt
Phe
255

agt
Ser

Pro

Phe

Ser

Leu

Leu
175
th

Lys

Ser

Phe
255
Ser

cat
Ffls

tcg
Ser

cag
G n

atc
lle
240

gct
Ala

gct
Ala

lle

Trp

lle

th

Leu
80

Val

Trp

Phe

Asn
160
Asn

HiS

576

624

672

720

768

816

819
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<220>
<221>
<222>

<400>

at g
th
1
ctt
Leu

cat
H s

gcc
Al a

atg
th
65

gtt
Val

ct a
Leu

ttt
Phe

aaa

Lys

tgg
Trp
145
ct c
Leu

ct c
Leu

t ac

Tyr

000

Pr 0

ate
He
225

gct
Ala

ct 0
Leu

aag
Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Nht
1

atg
th

990
G y

acc
Thr

gt 0
Val
50

gga
G y

tca
Ser

get
A! a

gaa
G u

att
Ile
130

cgt
Arg

ttc
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

att
He
210

acg
Thr

ccc

Pro

ttt
Phe

aag
Lys

Mat

CDS

(1)..(837)

165

gta cct tca
Val

gac
ASP

gag
G u
35

909
Al a

gt 0
Val

cag
G n

tat

Tyr

aag
Lys
115

tgg
Trp

caa

G n

t ac

Tyr

atc
He

att
He
195

tgg
Trp

at g
Mat

cat
H s

att
He

aag
Lys
275

166
278
PRT

Phaeodact yl um t ri cor nut um

166

Pro

tct
Ser
20

gga
G V

t ac

Tyr

000
Pro

att
He

cgt
Arg
100

ccg
Pro

gat
Asp

ctt
Leu

tgg
Trp

gt c
Val
180

tgc

tgg
Trp

at g
Mat

ago
Ser

Leu
260

aag
Lys

Ser
5
att
Ile

tgg
Trp G

ct 0
Leu

gca
AI a

at g
Mat
85
aac
AsnG

cct
Pro

ttt
Phe T

tcc
Ser

Leu
165

Leu

at 9
Mat

aaa

Lys

acg
Thr

C99
Ar g
245
ttc
Phe

aca
Thr

agt
Ser

ct g
Leu

gag
u

ct g
Leu

at t
l l e
70
ct t
Leu

QQC

atc
He

tgg
rp

ttc
Phe
150
aat
Asn

aac

Asn

cac
H s

tct
Ser

cag
G n
230

gt 9
Val

gcc
Al a

get
Al a

tat

Tyr

agc
Ser

gca

acc

215

Vat

cag
G n

taa

Val Pro Ser Ser Tyr
5

gac
ASP

tgg
Trp

act
Thr
40

gt 0
Val

cct
Pro

gct
Al a

aca
Thr

aag
Lys
120
acc
Thr

cac

H 3

cat
H s

ttc
Phe

aag
Lys
200

ttg
Leu

PF58307. t Xt

g tat
Tyr
10

gac

ttt
Phe

Vat

ccg
Pro

atg

90

tgg
Trp

ct 0
Leu

ttt
Phe

t ac

Tyr

aac
Asn
170
cac

His

cca

atc
He

cct
Pro

tct
Ser

gga

ct 0
Leu
75

gt 0
Val

gat
ASP

gct
Al a

tct
Ser
60

aag
Lys

acc at t
Thr

cct
Pro

tgg
Trp

att
He

cat
H s
155
ttt
Phe

acc
Thr

gag
uPro G

agc

t ac

Tyr
250

gt C
Val

Asp Gu Tyr
10

at 9
Mat

ttg
Leu
235

ttg
Leu

agc
Ser

He

He

tgc
CV3

ct 0
Leu

gt t
Vat
140
cac

PIS

gat
AspG

gt c
Vat

acc
Thr

cag
G n
220
t ac

Tyr

gt t
Vat

tca
Ser

Val

Set t e 203

309 of 349

at g
Met

cac
H s

got
A1 a
45

gt 0
Val

tat

Tyr
30
ttt
Phe

CtC att
Leu

ttt

gaa
G u

aac
Asn

ttt
Phe
125
etc
Leu G

acc
Thr

ggt
Y

at g
Mat

990
G y
205

ct 9
Leu

aag
Lys

gt C
Val

gcc
AI a

gat

110
tac

Tyr

999

acc
Thr

gat

tac

Tyr
190
aaa

Lys

gt g
Val

990
G

tac att

Tyr

t ac

Tyr

Mat

270

Val Asn
15

Phe

A] a
240

t cg
Ser

ccg
Pro

Asp

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

837
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Leu Gy Asp Ser lie
20

HS Thr Gu GyTrp

Ala Val Ala Tyr Leu

Met Gy Val Pro Ala
65
Val Ser Gn lle Mat

85

Leu Ala Tyr Arg Asn
100

Phe G u LyS Pro Pro
115

LyS lle Trp Asp Phe

Trp Arg G n Leu Ser
145

Leu Phe Tyr Trp Leu
165

Leu Thr Ile Val Leu
180

Tyr Phe Ile CyS th
195

Pro lle Trp Trp Lys
210

lle Thr th th Thr
225

NaPmlisSm Mg
245

Leu Phe Ile Leu Phe
260

LyS Lys LyS Lys Thr

<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>

275

167
272
PRT

Leu

Leu

lle
70
Leu

lle

Trp

Phe
150
Asn

Asn

PIS

Ser

230
Val

Ala

Ala

Ser

Phe

Phe

135

Ser
215
Ala

vm

G n

Awtificial sequence

Variant

(2)-_-(2)
xaa in positi

Variant

(4)-_-(10) __
xaa in posrti

Variant

(12).. (13)
xaa in positi

Variant

(15).. (16)
xaa in positi

Variant

(18)..(18)
xaa in positi

Variant

(22)..(23)
xaa in positi

Variant

(24)..(24)

Trp

Thr
40
vm

Pro

Ala

Thr

LyS
120
Thr

PIS

PIS

Phe

LyS
200
Leu

Ile

Thr

Phe

PF58307.txt

Ala Asp Pro Asp
25

Asp

Phe

Tyr

Tyr

Phe
105
Leu

lle

Val

Val

lle
185
Val

Thr

th

Ser

Phe
265

Phe Ser

val (3y

Pro Leu
75

th Thr
90

Trp Pro

Leu Trp

Phe lle

Tyr PIS
155

Asn Phe
170
PIS Thr

Pro GtJ

Ser h®t

lle Leu
235

Tyr Leu
250
Val Ser

on 2 is any anino acid

Ala

Ser
60

Lys

lle

cys

Leu

vm
140
PIS

ASP

vm

Thr

G n
220

Tyr

vm

Ser

on 4 to 10 iS any anino acid

on 12 to 13 is any

on 15 to 16 iS any

on 18 is any anino acid

on 22 to 23 iS any

anino acid

anino acid

anino acid

Seite 204
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PIS

Ala
45
Leu

Phe

Lys

Tyr

Tyr

Tyr
30
Phe

lle

vm

270

Arg

Ser

th

Tyr

Ser
95

Trp

vm

Lys

lle

lle
175
Thr

Ser

G n

Leu
255

Lys

Phe
160
Phe

Leu

Phe

240
Ser

Pro
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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

Variant

(26)..(28)
xaa in positi

Variant

(30)..(30)
xaa in positi

Variant

(32)..(34)
xaa in positi

Variant

(37)..(38)
xaa in positi

Variant

(40)..(41)
xaa in positi

Variant

(44)..(45)
xaa in positi

Variant

(47)..(48)
xaa in positi

Variant

(51)..(52)
xaa in positi

Variant

(55)--(56)
xaa in positi

Variant

(58)..(60)
xaa in positi

Variant

(61)..(61)
xaa in positi

Variant

(64)..(64)
xaa in positi

Variant

(69)..(69)
xaa in positi

Variant

(72)..(72)
xaa in positi

Variant

(79)..(79)
xaa in positi

Variant

(86)..(86)
xaa in positi

Variant

(89)..(90)

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

24

26

3O

32

37

4O

44

47

51

55

58

61

64'

69'

72'

79'

86'

is

to

is

t0

t0

t0

t0

t0

t0

t0

to

any

28 i

any

34 i

38 i

41i

45i

48 i

52i

56i

60i

any

any

any

any

any

any

PF58307.txt
or no anino acid

5 any

anino

5 any

5 any

3 any

3 any

5 any

5 any

3 any

3 any

or no

anino

anino

anino

anino

anino

am

aci

am

am

am

am

am

am

am

am

am

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

Seite 205
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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

Variant

(99)..(100)
xaa in positi

Variant

(104)..(109)
xaa in positi

Variant

(112).. (112)
xaa in positi

Variant

(114)..(114)
xaa in positi

Variant

(121)..(121)
xaa in positi

Variant

(124)..(124)
xaa in positi

Variant

(162)..(162)
xaa in positi

Variant

(164)..(165)
xaa in positi

Variant

(174)..(174)
xaa in positi

Variant

(195)..(197)
xaa in positi

Variant

(212)..(213)
xaa in positi

Variant

(216)..(216)
xaa in positi

Variant

(219)..(220)
xaa in positi

Variant

(223)_.(223)
xaa in positi

Variant

(226)..(231)
xaa in positi

Variant

(234)..(238)
xaa in positi

Variant

(240)..(243)

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

on

On

on

on

on

PF58307.tXt

89 to 90 is any anino acid

99 to 100 is any anino acid

104 to 109 is

112 is any am

114 is any am

121 is any am

124 is any am

162 is any am

164 to 165 is

174 is any am

195 to 197 is

212 to 213 is

216 is any am

219 to 220 is

223 is any am

226 to 231 is

234 to 238 is

any anino

no acid

no acid

no acid

no acid

no acid

any anino

no acid

any anino

any anino

no acid

any anino

no acid

any anino

any anino

Seite 206
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acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid
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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>

<400>

Asp xaa Tyr xaa xaa
1

xaa in positi

Variant

(245)..(245)
xaa in positi

Variant

(247)..(248)
xaa in positi

Variant

(253)..(253)
xaa in positi

Variant

(261)..(261)
xaa in positi

Variant

(264)..(265)
xaa in positi

Variant

(271)..(271)
xaa in positi

167

Trp xaa Asp Pro Asp
20

xaa xaa Asp Phe xaa
35

Phe Val xaa xaa (3y
50

Asp Pro Tyr Pro xaa

Cys Ala Tyr th Thr
85

Tyr Thr xaa xaa Pro
100

Ala xaa Leu Leu Trp
115

Asp Thr Ile Phe Ile
130

Leu Fis Val Tyr Fis

Ala xaa Val xaa xaa
165

Gy Phe Ile HIS Thr
180

Thr Lys xaa xaa xaa
195

Ser Leu Thr xaa xaa
210

Ala xaa xaa xaa xaa
225

xaa xaa xaa Tyr xaa
245

G n Phe Phe Val xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

260

168
59
PRT

on

on

on

on

on

on

on

240 to

245 is

247 to

253 is

261 is

264 to

243

any

248

any

any

265

PF58307.txt

is any anino acid

am

iS

am

am

is

271 is any am

xaa xaa

xaa xaa

xaa Ala

Ser xaa
55

Lys Phe
70

xaa G u

Leu Phe

Val Leu

H s Thr
150

Val Nht

Thr (By

G n Leu

xaa xaa
230
Val xaa

Ser Tyr

Awtificial sequence

xaa

xaa

xaa
40

xaa

xaa

Ala

xaa

Arg
25

xaa

th

Tyr

xaa

xaa
105
xaa

Lys

lle

lle

Thr
185
Ser

G n

Leu

xaa
265

no acid

any anino acid

no acid

no acid

any anino acid

no acid

xaa (By
10

xaa xaa

lle Ala

xaa xaa

Asn vm
75

xaa Leu
90

xaa xaa

Ser Lys

Lys Trp

Phe Leu
155

Phe Leu
170

Tyr Tyr

Leu Pro

Phe xaa

xaa xaa
235

Ser Leu
250

Pro Lys

xaa

xaa

xaa

xaa
60

Ser

Ala

xaa

xaa

140
Phe

Thr

Phe

lle

xaa
220
xaa

Phe

Lys

Seite 207
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xaa

xaa
45

xaa

G11

Tyr

xaa

Trp
125
G n

Tyr

lle

lle

Trp
205
th

xaa

xaa

Lys

lle

xaa
30

Tyr

Pro

lle

Arg

Pro
110

Leu

Trp

xaa

190

Trp

met

xaa

Leu

Lys
270

xaa
15

Trp

xaa

Ala

xaa

Asn
95

Pro

Phe

Ser

Leu

Leu
175
th

Lys

xaa

Arg

Phe
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

Leu
80

xaa

Trp

Phe

Asn
160
Asn

Fis

Ser

G n

xaa
240
Ala

Ala
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PF58307.tXt

<220>
<221> Variant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (29)..(29)
<223> xaa in position 29 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (30)..(34)
<223> xaa in position 30 to 34 is any or no anin
<220>
<221> Variant

<222> (39)..(39)
<223> xaa in position 39 is Leu or Val

<400> 168

G y Lys Lys Trp Arg G n Leu Ser Phe Leu H s Vai
1 5 10

Thr lie Phe Leu Phe Tyr Trp Leu Asn Ala xaa Val
20 25

xaa xaa Phe Leu Thr lie xaa Leu Asn (Hy Phe lie
35 40

Tyr Thr Tyr Tyr Phe lle cys hbt his Thr Lys
50 55

<210> 169
<211> 60
<212> PRT

<213> Awtificiai sequence

<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 is Phe or hbt
<220>
<221> Variant

<222> (14) .(14)
<223> xaa in position 14 '3 lie or Val
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 '3 any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 '5 any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (20)..(20)
<223> xaa in position 20 '3 any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (28) .(28)
<223> xaa in position 28 's Phe or Val
<220>
<221> Variant

<222> (29)..(29)
<223> xaa in position 29 '3 any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (33)..(33)
<223> xaa in position 33 's Asp or his
<220>
<221> Variant

Seite 208
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0 acid

his his Thr
15

xaa xaa xaa xaa
30

his Thr Val th
45

Tyr
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<222> (34)..(34)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (35) .(35)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (36)..(36)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (37) .(37)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (38)..(38)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (41)..(41)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (43)..(43)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (50)..(50)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (53) .(53)

34

35'

36

37'

38'

41

43

50

is Phe

is Phe

is lie

is any

is lie

<223> xaa in position 53 is Ile

<400> 169

Tyr Asn Val Ser can lie xaa Leu
1 5

xaa xaa Leu xaa Ala Tyr
20

Awg Asn

xaa xaa xaa xaa xaa xaa Pro Pro
35 40

Tyr xaa Ser Lys xaa Trp Asp Phe
50

<210> 170
<211> 39
<212> PRT

55

<213> Awtificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (15) .(15)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (18) .(18)
<223> xaa in position
<220>

11

12

15

18

is Ala

is Phe

is Leu

is any

PF58307.tXt

or

or

or

or

or

or

am

or

or

cys

G V
25

xaa

Trp

or

or

or

or

Trp

Asn

Val

Asn

Lys

Val

no acid

Val

Val

Ala Tyr th Thr
10

Tyr Thr xaa xaa Pro cys Asn

Ala xaa Leu Leu Trp Leu Phe

Asp Thr lie
60

Ser

th

Val

no anino acid

Seite 209
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45

xaa (Eu Ala

30

15
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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>

Variant

(20)..(20)
xaa in position 20 is

Variant

(22)..(22)
xaa in position 22 is

Variant

(23)..(23)
xaa in position 23 is

Variant

(26)..(27)
xaa in position 26 to

Variant

(28)..(28)
xaa in position 28 is

Variant

(29)..(29)
xaa in position 29 is

Variant

(30)..(30)
xaa in position 30 is

Variant

(31)..(31)
xaa in position 31 is

Variant

(34)..(34)
xaa in position 34 is

Variant

(35).. (35)
xaa in position 35 is

Variant

(36)--(36)
xaa in position 36 is

Variant

(37)..(38)
xaa in position 37 to

170

Leu Pro Ile Trp Trp Lys Ser
51

Phe xaa Ile xaa

cys xaa xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

20

35

171
831
DNA

Traustochytriunisp

cos

(1)..(831)

171

not xaa xaa

xaa xaa Arg

PF58307.tXt

any anino acid

any anino acid

any or no anino acid

27 is any anino acid

Ile or Leu

Leu or Val

Phe or Tyr

his or Lys

Ala or Asp

any anino acid

Pro or Val

38 is any anino acid

Ser Leu Thr xaa xaa G n Leu xaa G n
10 15

G n Ala xaa xaa xaa xaa xaa xaa Cly
25 30

atg gac gtc gtc gag cag caa tgg cgc cgc ttc gtg gac gcc gtg gac
Mat Asp Val Val GU Gn Gn Trp Arg Arg Phe Val Asp Ala Val Asp

Seite 210
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PF58307.txt
1 5 10 15

aac gga atc gtg gag ttc atg gag cat gag aag ccc aac aag ctg aac
AsnGylleVal GuPhelVlat uHsGuLys ProAsn Lys LeuAsn

20 25 30

gag ggc aag ctc ttc acc tog acc gag gag atg atg gcg ctt atc gtc
Gu Gy Lys Leu Phe Thr Ser Thr Gu Gu Mat Mat Ala Leu lle Val

35 40 45

ggc tac ctg gcg ttc gtg gtc ctc ggg tcc gcc ttc atg aag gcc ttt
Gy Tyr Leu Ala Phe Val Val Leu Gy Ser Ala Phe Mat Lys Ala Phe

50 55 60

gtc gat aag cct ttc gag ctc aag ttc ctc aag ctc gtg
Val Asp Lys Pro Phe Gu Leu Lys Phe Leu Lys Leu Val
65 7O 75 80

O

In: (DO
0) n) O m ,_.. O

ttc ctc acc gt ctg tcc atg tac atg gcc acc ag tgc gcg cgc cag
Phe Leu Thr y Leu Ser Mat Tyr Mat Ala Thr u Cys Ala Arg Gn

85 90 95

gca tac ctc ggc ggc tac aag ctc ttt ggc aac ccg atg gag aag ggc
Ala Tyr Leu Gy Gy Tyr Lys Leu Phe Gy Asn Pro Mat Gu Lys Gy

100 105 110

acc gag tcg cac gcc ccg ggc atg gcc aac atc atc tac atc ttc tac
Thr uSerHrsAlaProGyMatAlaAsnllelleTyrllePheTyr

115 120 125

gtg agc aag ttc ctc gaa ttc ctc gac acc gtc ttc atg atc ctc ggc
Val Ser Lys Phe Leu Gu Phe Leu Asp Thr Val Phe Mat lle Leu Gy

130 135 140

aag aag tgg aag cag ctc agc ttt ctc cac gtc tac cac cac gcg age
5

Lys Lys Trp Lys G n Leu Ser Phe Leu Hrs Val Tyr Hrs Hi Ala Ser
145 150 155 160

atc agc ttc atc tgg ggc atc atc gcc ch ttc gcg ccc ggt ggc gac
lle Ser Phe lle Trp Gy He He Ala Arg Phe Ala Pro Gy Gy Asp

165 170 175

gcc tac ttc tct acc atc ctc aac agc agC gtg cat gtc gtg CtC tac
Ala Tyr Phe Ser Thr lle Leu Asn Ser Ser Val Hs Val Val Leu Tyr

180 185 190

ggc tac tac gcc tcg acc acc ctc ggc taC acc ttc atg cgc ccg ctg
Gy Tyr Tyr Ala Ser Thr Thr Leu Gy Tyr Thr Phe Mat Arg Pro Leu

195 200 205

cgc ccg tac att acc acc att cag th acg cag ttc atg gcc atg gtc
Arg ProTyrlleThr ThrlleGn LeuThr Gn PhelVBtAlalVbt Val

210 215 220

gtc cag tcc gtc tat gac tac tac aac ccc tgc gac tac ccg cag ccc
Val G n Ser Val Tyr Asp Tyr Tyr Asn Pro Cys Asp Tyr Pro Gn Pro
225 230 235 240

etc gtc aag ctg ctc ttc tgg tac atg ctc acc atg ctc ggc ctc ttc
Leu Val Lys Leu Leu Phe Trp Tyr Mat Leu Thr Mat Leu Gy Leu Phe

245 250 255

ggc aac ttc ttc gtg cag cag tac ctc aag ccc aag gcg ccc aag aag
Gy Asn Phe Phe Val G n G n Tyr Leu Lys Pro Lys Ala Pro Lys Lys

260 265 270

cag aag acc atc taa
G n Lys Thr lle

275

<210> 172
<211> 276
<212> PRT
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agg

tgc

aca
Thr
55
ccc
Pr 0

aac

Asn

cgt
AI'9

Val

280

PF58307. txt

Phe Thr Cys Ala

Ser Thr Ala

Val
25
Ser

Thr

Leu

Ar9

Mat
105

Tr p

Tyr

Mat

H 3

Pro
185
Val

Met

Ala

Tyr
265
H s

G V
25

gat
Asp

9t 9
Val

tcc
Ser

gt 0
Val

gct
Al a
105

Ser

Thr

Phe
90

250

He

ttt
Phe
10

gt 0
Val

agc
Ser

ttt
Phe

aag
Lys G

tgc
Cys
90
atc
lle

Leu

Arg
75
l l e

Leu

Asn

Phe

Leu
155
Ser

Mat

Lys

Mat
235
Phe

Met

Ala

9t 9
Val

9t 9
Val

ccg
Pro

0120

Leu
60
Ser

lle

220

Ser

Ser

Al a

tcg
Ser

ttg
Leu

acg
Thr

999
YLeu G

939
u

75
ttc
Phe

ct 0
Leu

60
ccc
Pro

gca
Al a

aac
AsnA

Seite 217
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H: s
45
Phe

Ser

205

Thr

Leu

Al a
285

aag
Lys

acg
Thr

009
Pr 0
45

190

270

acg
Thr

gaa
G u
30
atc
lle

CtC att
Leu

900 att
Ala

ct 0
Leu

a99
r 9

Ser

Pro

Leu

Lys

Asn
95
Ala

Al a

Lys

Leu

Phe
175
Phe

Tyr

Phe

Pr 0
255

Leu

Val
15
tct
Ser

gt t
Val

Phe

Al a

Val

Lys
80
Al a

Gn

240

Leu

Gn

ttC
Phe

909
Al a

ctt
Leu

gtc atc
Val

Leu

ct 9
Leu
95
tel
Ser

aac
Asn
80
t ac

Tyr

ct 9
Leu

48

96

144

192

240

288

336
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tgg
Trp

t ac

Tyr

at g
th
145
cac
H S

cct
Pro

gtg
Val

gag
G u

ct 9
Leu
225
att
Ile

t ac

Tyr

aaa

Lys

gca
Al a

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

cag
G n

aag
Lys

t ac

Tyr

t ac

Tyr

gaa
G u
290

180
290
PFn’

Marchanti a pol yrmrpha

180
Mat Gu Ala
1
G u

ll e

G V

Lys
65
Leu

Mat

Trp

Tyr

Met
145
HsH

Pro

Val

Thr

Thr

Leu

Lys
35
Ser

Leu

Val

Val

Asn
115
Phe

Leu

Al a

G y

Met

gcg
Al a

t ac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

gaa
G u
180
tac

Tyr

cgc
Arg

ttc
Phe

aac

Asn

etc
He
260
tca
Ser

Tyr

G n
20

G V

Ser

Asp

lle

G y
100
Ala

Tyr

Lys

Ser

G u
180

Tyr

t ac

Tyr

at 9
Met

cgc
Arg

atc
Ile
165

gct
Ala

ct c
Leu

cgc
Arg

cag
G n

tog
Ser
245

tcg
Ser

909
Al a

G u
5

Arg

Leu

Tyr

Leu

Phe
85
I I e

Tyr

Mat

Arg

I I e
165
Ala

Leu

aat
Asn

tca
Ser

aac

Asn
150
tcc
Ser

tat

Tyr

t ac

Tyr

aag
Lys

tt t
Phe
230
cct
Pro

ct t
Leu

ccc

Pro

Mat

Leu

Pro

Leu

Lys
70
H 3

Val

Asn

Ser

Asn
150
Ser

Tyr

Tyr

ccc
Pro

aag
Lys
135

acg
Thr

ttc
Phe

ttc
Phe

tac

Tyr

tac

Tyr
215

gtc
Val

tac

Tyr

tta
Leu

gca
Al a

Val

Arg

Cys

Thr
55
Pro

Asn

Arg

Pro

Lys
135
Thr

Phe

Phe

Tyr

aaa

Lys
120

PF58307. tXt

gtt caa atg

tac at

Tyr

cgc

atc
IleT

tct
Ser

ctt
Leu
200
ct a
Leu

ctt
Leu

cca

Pr o

909
Al a

aaa

Lys
280

120

He

Ser

Leu

aac

caa

G n

ct a
Leu
265
cct
Pro

Val

Ala
105

He

Gn

Trp

Ala
185
Leu

Val

gag
G u

Phe
10
Val

Ser

Phe

Lys

90
I l e

Val

G u

l l e

Tr p
170
Al a

Gn

ttt
Phe

act
Thr
155
at c
I I e

ttg
Leu

gca
Al a

gga
G y

all
He
235

ttg at
Leu

gga
G

aag at
Lys

Val

Val

Pro

Leu

75
Phe

Leu

G n

Phe

Thr
155
I l e

Leu

Met

at g
Met
140

gt g
Val

Met

Mat
140
Val

ll e

Asn

Ala Ala Thr

Seite 218
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Pro

Ser

Leu

cac

acg

(5<9)
"‘0

cca-tcoH52ch‘l
l—l—F (DI-l-

CLQ"<£DO"<$D
,_..

Q's» "O

270

agc
Ser

ct g
Leu

ct 0
Leu

gtc att
Val

gt 9
Va!

cat
Hi 3
175

gt a
Val

aag
Lys

aca
Thr

t ac

Tyr

Leu
255

Val

aaa

Lys

Val
15
Ser

Val

Val

Leu

Leu
95
Ser

Leu

Val

Val

Hi 3
175
Val

Lys

t ac

160

gct
Al a

cat
Hi 3

aac
Asn

cag
G n

gat

240
ttc
Phe

cac
HI 3

aag
Lys

Phe

A1 a

Leu

I l e

Asn
80

Tyr

Leu

Leu

11 9

Tyr
160
A! a

HI 3

Asn

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

873
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195

Gu Lys Ala Arg Arg Lys
210

Leu Gn Mat Phe Gn Phe
225 230

He Lys Asn Asn Ser Pro
245

Tyr Tyr Met lle Ser Leu
260

Lys Tyr Val Ser Ala Pro
275

Ala Gu
290

<210> 181
<211> 873
<212> DWA

Tyr
215
Val

Tyr

Leu

Ala

<213> Physcorri t r ell a pat ens

<220>
<221> CDS

<222> (1) .(873)

<400> 181

atg gag gtc gtg gag aga
Mat Gu Val Val Gu Arg
1 5

cag ggc gtg aat gca ttg
Gn Gy Val Asn Ala Leu

20

acg ccc act acc aaa ggc
Thr Pro Thr Thr Lys Gy

35

gtc ctc ggt gtt tct gta
Val Leu Gy Val Ser Val

50

tgg ata aag gcc agg gat
Trp lle Lys Ala Arg Asp
65 70

etc caa gct ttg gtg ctt
Leu G n Ala Leu Val Leu

85

ctg tat atg tgc gtg ggc
Leu Tyr Mat Cys Val Gy

100

tct ctc tgg ggc aat gca
Ser Leu Trp Gy Asn Ala

115

ctg gta tac ttg ttc tac
Leu Val Tyr Leu Phe Tyr

130

gtt atc atg ata ctg aag
Val lle Mat lle Leu Lys
145 150

gtt tat cat cat tct tca
Val Tyr Hs Hrs Ser Ser

165

cac gct cct ggc ggt gaa
Hs Ala Pro Gy Gy Gu

gtg cat gtt ctc atg tat
Val Hs Val Leu Mat Tyr

195

agt agc cca aag tta aaa
Ser Ser Pro Lys Leu Lys

210

aca caa ttc caa atg ttc
Thr Gn Phe Gln Met Phe

ttc
Phe

ctg
Leu G

ttg
Leu

tac

Tyr
55

ct 9
Leu

gt 9
Val

atc
lle

t ac

Tyr

at g
Mat
135

cgc
Arg

att
lle

gca
Al a

gcg
Al a

aat
Asn
215

cag
G n

200
Leu

Leu

Pr 0

Al a

Lys
280

t ac

Tyr

ggt

ccc

Pr 0
40

Leu

aaa

Lys

cac
H s

gct
Al a

aat
Asn
120
tct
Ser

agc
Ser

tcc
Ser

tat

Tyr

t at

Tyr
200

aag
Lys

ttt
Phe

PF58307. t Xt

Trp

Asn

Gn

Leu
265
Pro

ggt

agt
Ser
25
ct 0
Leu

act
Thr

ccg
Pr 0

aac
Asn

tat

Tyr
105
cct
Pro

aag
Lys

acc
Thr

ct 0
Leu

tgg
Trp
185
tac

Tyr

tac

Tyr

at g
Met

Tr p

Mat

Phe
250
Phe

Ala

Gy

l l e
235
Leu

G y

Lys

caa
G n
155

tgg
Trp

gcg
Al a

ttg
Leu

ttt
Phe T

aac
Asn

Lys
220
G n

ll e

Asn

lle

Seite 219
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205

Tyr

Ala

G n

Phe

Lys
285

Ala

gcc
A1 a
205

ggc
G

gt 9
Val

Leu Thr G n

Tyr

ll e

Tyr
270
Ser

aag
Lys

Leu
30
aca
Thr

999
G V

cca

Pr 0

gcg
Al a

110

Tyr

Leu
255
Val

Lys

gt 0
Val
15

acg
Thr

ccc

Pro

Ctt
Leu

ttt
Phe

ct 0
Leu
95

099

gcg a
Ala

gat

ct 0
Leu

gct
Ala
175
tca
Ser

clt
Leu

t ac

Tyr

gct
Al a

ASP
240
Phe

l-l s

Lys

acc

cac
l-l s
160
cat
l-l s

gga
G

cga
Arg

Leu

t ac

Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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225
tac

Tyr

ttg
Leu

gta
vm

act
Thr

gac atg
Asp th

ttc tac

Phe Tyr

caa aaa

G n Lys
275

gag tga
G u
290

<210> 182
<211> 290
<212> PRT
<213>

<400> 182
th
1
G n

Thr

Va

Trp
65
Leu

Leu

Ser

Leu

val
145
val

PIS

val

Ser

Thr
225

Tyr

Leu

val

Thr

G u vm

G y vm

Pro Thr
35

Leu (]y
50

lle Lys

G n Ala

Tyr kht

Leu Trp
115

Val Tyr
130
lle th

Tyr PIS

Ala Pro

H s val
195

Ser Pro
210
G n Phe

Asp th

Phe Tyr

G n Lys
275

GIJ
290

<210> 183
<211> 957
<212> DWA
<213>

<220>
<221> CDS
<222>

aaa

Lys

tac

Tyr
260

acg
Thr
245

230
aat
Asn

atg atc
kht

tacac

Tyr

Val

Asn
20
Thr

Val

Ala

260

Tyr

(1)..(957)

lle

GlJ
5
Ala

Lys

Ser

Arg

val
85
val

Asn

Phe

Leu

Ser
165

th

Leu

Nat

Thr
245
th

lle

lle

aaa

Lys

Arg

Leu

Gy

val

Asp
7O
Leu

Gy

Ala

Tyr

Lys
150
Ser

G u

Tyr

Lys

Phe
230
Asn

lle

Lys

hbrtierella alpina

QCQ
Ala

tog
Ser

ccc
Pro

Physconitrella patens

Phe

Leu

Leu

Tyr
55
Leu

val

lle

Tyr

Nat
135

lle

Ala

Ala

Asn
215
G11

Ala

Ser

Pro

cca
Pro

Leu

tct
Ser
280

Tyr

Pro
40
Leu

Lys

his

Ala

Asn
120
Ser

Ser

Ser

Tyr

Tyr
200

Lys

Phe

Pro

Leu

Ser
280

PF58307.tXt

tat

Tyr

ctg
Leu
265

gac
ASP

Ser
25
Leu

Thr

Pro

Asn

Tyr
105
Pro

Lys

Thr

Leu

Trp
185

Tyr

Tyr

Nht

Tyr

Leu
265

cca
Pro
250
ttt
Phe

998
G y

10
Phe

vm

lle

Arg

Leu
90
G n

Lys

Tyr

Arg

lle
170
Ser

Phe

Leu

Leu

Pro
250
Phe

235
caa

G n

ctt
Leu

aag
Lys

Phe

PIS

val

G n
155

Trp

Ala

Leu

Phe

Asn
235
G n

Leu

val

Ser

220

Phe

G n

Selle 220

3260f349

ctg atc
Leu l

990

aag
Lys
285

125
Phe

Ser

Ala

Leu

Ala
205

val

Leu

Lys
285

aat
Asn
270

gga
CE

Lys

Leu
30
Thr

Pro

110

aag
Lys
255
ttt
Phe

gct
Ala

Val
15
Thr

Pro

Leu

Phe

Leu
95

Arg

Ala

Leu

Ala
175
Ser

Leu

Tyr

Ala

Lys
255
Phe

Ala

aaa

Ser

lle

Leu

Leu
80
Ser

lle

Thr

Ffis
160
Fls

Arg

Leu

Tyr
240
lle

Lys

768

816

864

873
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<400> 183

atg
th
1
ttt
Phe

gat
ASP

acg
Thr

ttg
Leu
65

Phe
145

aag a
Lys

aac
Asn

acc
Thr

ttc
Phe

t ac

Tyr
225

gag tcg
Gu Ser

at g gac
Mat Asp

cct ctc
Pro Leu

35

att gtc
He Val
50

gcc cgt
A} a Arg

ctc gct
Leu Al a

ttt gag
Phe Gu

ctg gtc
Leu Val

115

tat cag

tac a C

Tyr

tCt
Ser

ccc

Pro

ggt
G y

gcc
Ala
305

tcc tgg
Ser Trp

ttc ttc
Phe Phe

ctc ttc
Leu Phe
290

aag gcc
Lys Ala

<210> 184
<211> 318
<212> PRT
<213>

<400> 184

att
lle

Ctt
Leu
20

gag
G u

cat
HI 3

€33

tat

Tyr

099
Arg
100

tcga
Ser

gcc
Al a

ctt
Leu

gag
G u

He
180

tgg
Trp

gcg
Al a

tcg
Ser

cgc
Ar g

gac
Asp
260
at c
1 l e

t ac

Tyr

gac
Asp

909
Al a

900
A] a

gcc
AI a

cac

245

acg
Thr

aac
Asn

gct
Al a

cca
Pro

acc
Thr

9C9
Al a

acg
Thr

ccg
Pro
70

gt 0
Val

gag
G u

agc
Ser

tat

Tyr

atg

150

gt 0
Val

ttc
Phe

gt 0
Val

aac
Asn

Leu G
230

cag

IVbrtiereHa alpina

acc

215

990

atg

gcc
Al a

ct g
Leu

t ac

Tyr
295

aag
Lys

ct 0
Leu

gt 9
Val
40

999
G y

at 9
Met

9 gtc
Val

aag
Lys

tac

Tyr
120

ct g
Leu

aag
Lys

acc
Thr

cac
H s

ttt
Phe
200

PF58307. t Xt

CCE tca aag
Pro

aac

ttt
Phe

acg
Thr
105

at g

ttt

Ser
10

gt 0
Val

cag
G n

ct 9
Leu

ccg
Pro

gt 9
Val
90
ttt
Phe

Phe G

atga

at g
Met

Val
185

Val

ttc at
Phe

ttc
Phe

aca
Thr

at g
Mat

Ctt
Leu
280

aga

gag
G u

aag
Lys

cag
G n

aag
Lys
265

tgg
Trp

aag
Lys

aag
Lys

gca
Ala

cat
H: s

cag
G n

ttc
Phe
250

gt c
Val

ttc
Phe

aac
Asn

gca
Ala

Lys

099
Ar g

gcc
Al a

gt 0
Val

ttc
Phe
75

990
G y

tcg
Ser

ccc
Pro

188289%2%5‘31 NOCC90”C
MO

140

Vat

cac
H s

aac
AsnG

at c
I | e
220

tcg
Ser

at g

990
G

at g

aag
Lys
300

aag
Lys

Set I e 221
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009
Pr 0

909
A1 a

aag
Lys
45

gt 9
Val

gt 9
Val

caa

G n

000

Pr 0
30
t ac

Tyr

gag
G u

ct 9
Leu

cag at c
Gn

ct g
Leu

atc
H e
125

gct
Ala

ttc
Phe

ago

205

cac
H s
110

ct g
Leu

gat

t ac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser
190

gaa
G u

t ac

Tyr

atc
lle

tcg
Ser

CCC

Pro G
270
acc

p Thr

gcc
Al a

cag
G n

175

He

gcc
AI a

99C

aag
Lys

gtc
Va!
255

gga

atg

aag
Lys

taa

ct 9
Leu

gt 0
Val

ccc
Pro

cct
Pro

at c
I l e
80

aag
Lys

ttt
Phe

gag
G u

acc
Thr

tcc
Ser
160
aac
Asn

ttc
Phe

t ac

Tyr

t ac

Tyr

ttc
Phe
240

cag
G n

t ac

Tyr

ct c
Leu

cag
G n

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

957
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14 to 15 is any am'no acid

17 to 23 is any am'no acid

PF58307.tXt
Pro

G y
25
Al a

Phe

Asn

Phe

Thr
105
th

Phe

th

th

Val
185
Val

ll e

Lys

G n

Lys
265

Tr p

Lys

Lys

Ser
10
Val

G n

Leu

Pro

Val
90
Ph e

Lys

Arg

A] a

Val

315

25 is any am‘ no acid

26 to 28 is any or

Met Gu Ser lle Ala Pro Phe Leu
1 5

Phe Mat Asp Leu Ala Thr Ala lie
20

Asp Pro Leu Gu Ala Ala Leu Val
35 40

Thr lle Val His his Thr Arg G y
50 55

Leu Ala Arg G u Leu Pro Leu th
65 70

Val Leu Ala Tyr Leu Val Thr val
85

Asn Phe G u Arg Phe G u Val Lys
100

Cys Leu Val Ser lle Ser Ala Tyr
115 120

Ala Tyr G n Ala Asn Tyr G y Leu
130 135

Phe Lys G y Leu Pro th Ala Lys
145 150

Lys lle th Ciu Phe Val Asp Thr
165

Asn Arg G n lle Ser Phe Leu his
180

Thr lie Trp Trp Leu val Thr Phe
195 200

Phe Ser Ala Ala Leu Asn Ser Phe
210 215

Tyr Phe Leu Ser Ala Leu G y Phe
225 230

Tyr lle Thr Arg Ser G n th Thr
245

Ser Ser Trp Asp th Tyr Ala th
260

Pro Phe Phe lle Thr Ala Leu Leu
275 280

G y Leu Phe Tyr Asn Phe Tyr Arg
290 295

Ala Lys Ala Asp Ala Ala Lys G u
305 310

<210> 185
<211> 251
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(11)
<223> xaa in position 2 to 11
<220>
<221> Variant

<222> (14)..(15)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(23)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (25)._(25)
<223> xaa in position
<220>
<221> Variant

<222> (26)..(28)
<223> xaa in position
<220>

th

Ala

G u

Ala
60
his

net

Leu

Gy

Ala
140
Leu

Va

his

Asn

lle
220
Ser

th

th

Lys
300

Lys

is any anino acid

Pro

Ala

Lys
45
Val

Val

285

Leu

G11

Pro
30

Tyr

Leu

lle

H s
110
Leu

Tyr

Lys

Ser
190

Tyr

lle

Ser

Pro
270
Thr

Ala

G11

no anino acid

Seite 222
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15

Tyr

lle

Ser

Leu

th
95
Asn

Tyr

Phe

vm
255

th

Lys

Leu

val

Pro

Pro

lie
80

Lys

Phe

Thr
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(30). .(31)
xaa in posiH

Variant

(32) (34)
xaa in posiH

Variant

(36) .(37)
xaa in posiH

Variant

(39) (44)
xaa in posiH

Variant

(47). .(51)
xaa in posiH

Variant

(54). .(54)
xaa in posiH

Variant

(57L .(63)
xaa in posiH

Variant

(65) .(68)
xaa in posiH

Variant

(70L .(70)
xaa in posiH

Variant

(72L .(72)
xaa in posiH

Variant

(75L .(82)
xaa in posiH

Variant

(83L .(86)
xaa in posiH

Variant

(88) 491)
xaa in posiH

Variant

(93L 493)
xaa in posiH

Variant

(96) (96)
xaa in posiH

Variant

(99L 4100)
xaa in posiH

Variant

(103). .(103)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

30

32

36

39

47

54

57

65

70

72

75

83

88

93

96

99

t0

t0

t0

t0

to

is

to

to

is

is

t0

t0

to

is

is

to

PF58307.tXt

31 is any anino acid

34 is any

37 is any

44 is any

51 is any

any anino

63 is any

68 is any

any anino

any anino

82 is any

86 is any

91 is any

any anino

any anino

or

am

am

am

no anino acid

no acid

no acid

no acid

acid

am

am

no acid

no acid

acid

acid

am

or

am

no acid

no anino acid

no acid

acid

acid

100 is any anino acid

on 103 is any anino acid
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(106)..(107)
xaa in posiH

Variant

(109)..(109)
xaa in positi

Variant

(111)..(115)
xaa in posiH

Variant

(117)..(119)
xaa in posiH

Variant

(126)..(126)
xaa in positi

Variant

(129)..(130)
xaa in posiH

Variant

(133)..(134)
xaa in positi

Variant

(136)..(138)
xaa in posiH

Variant

(143)..(143)
xaa in posiH

Variant

(148)..(149)
xaa in positi

Variant

(153)..(154)
xaa in posiH

Variant

(157)..(158)
xaa in posiH

Variant

(160).‘(160)
xaa in posiH

Variant

(163)..(179)
xaa in posiH

Variant

(180)..(185)
xaa in positi

Variant

(187)..(188)
xaa in posiH

Variant

(190)..(191)
xaa in posiH

on

On

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

106

109

111

117

126

129

133

136

143

148

153

157

160

163

180

187

190

to

is

t0

to

is

to

to

to

is

t0

t0

to

is

t0

t0

t0

to

107

any

115

119

any

130

134

138

any

149

154

158

any

179

185

188

191

PF58307.tXt

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino
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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>

<400>

Variant

(194)..(198)
xaa in posiH

Variant

(200)..(201)
xaa in positi

Variant

(203)..(208)
xaa in posiH

Variant

(209)..(209)
xaa in posiH

Variant

(212)..(217)
xaa in positi

Variant

(219)..(220)
xaa in posiH

Variant

(223)..(225)
xaa in positi

Variant

(227)..(227)
xaa in posiH

Variant

(233)..(246)
xaa in posiH

Variant

(247)..(250)
xaa in positi

185
Ser xaa xaa xaa xaa

1 5
xaa xaa xaa xaa xaa

20
xaa xaa Pro xaa xaa

35
xaa xaa xaa Leu Ser

50

xaa xaa xaa xaa Tyr
65

xaa xaa xaa xaa xaa
85

Ser Lys xaa xaa GIJ

xaa xaa

xaa xaa

100
Grixaa

-—Ax -4m mrflm Trp xaa
130

Tyr Phe Ser xaa xaa
145

Tyr Tyr xaa xaa xaa
165

xaa xaa xaa xaa xaa
180

Phe xaa xaa xaa xaa
195

xaa Tyr Pro xaa xaa

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.tXt

194 to 198 is any anino acid

200 to

203 to

209 is

212 to

219 to

223 to

227 iS

233 to

201

208

any

217

220

225

any

246

is

iS

or

is

iS

is

am

is

247 to 250 is

xaa xaa xaa xaa

xaa xaa

Leu xaa

xaa Tyr
55

xaa Leu
70

xaa th

Phe xaa

xaa xaa

xaa lle
135

Leu Asn
150
xaa xaa

xaa xaa

xaa G11

xaa xaa

Lys

xaa
40

th

xaa

xaa

Leu
120
xaa

Ser

xaa

xaa

xaa
200
xaa

xaa
25

xaa

xaa

Gy

xaa

Thr
105
H s

xaa

xaa

xaa

xaa
185
xaa

xaa

any anino

any anino

acid

acid

no anino acid

any anino

any anino

any anino

no acid

any anino

any or no

acid

acid

acid

acid

anino

xaa xaa Tyr Leu
10

xaa xaa xaa Lys

xaa xaa xaalfls
45

xaa xaa xaa xaa
60

Asn xaa xaa xaa
75

xaa xaa Tyr xaa
90

xaa xaa th xaa

Val Tyr Fls Ffis
125

xaa Ala Pro Gly
140

xaa Fls val xaa
155

xaa xaa xaa xaa
170
Thr xaa xaa G n

Tyr xaa xaa xaa
205

Leu xaa xaa Tyr
Seite 225
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xaa xaa
15

xaa xaa
3O

Asn xaa

xaa xaa

xaa xaa

Phe Tyr
95

Leu xaa
110
xaa Ser

(Hy xaa

xaa Tyr

xaa xaa
175

xaa xaa
190
xaa xaa

th xaa

vm

xaa

xaa

Ala

xaa
80

xaa

xaa

lle

Ala

xaa
160
xaa

G n

xaa

xaa
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PF58307.tXt
210 215 220

xaa Leu xaa Leu Phe Ciy Asn Phe xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa
225 230 235 240

xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Lys
245 250

<210> 186
<211> 60
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (3)..(4)
<223> xaa in position 3 to 4 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 is Leu, th or Val
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (11). (11)
<223> xaa in position 11 is Phe or ile
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is lie, Leu or Va
<220>
<221> Variant

<222> (15)..(18)
<223> xaa in position 15 to 18 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is Lys 0r Awg
<220>
<221> Variant

<222> (21). (21)
<223> xaa in position 21 is lie, Leu or Va
<220>
<221> Variant

<222> (22)..(22)
<223> xaa in position 22 is Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (23). (23)
<223> xaa in position 23 is Phe or Val
<220>
<221> Variant

<222> (26)..(26)
<223> xaa in position 26 is lie or Val
<220>
<221> Variant

<222> (30)..(30)
<223> xaa in position 30 is Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (31)..(31)
<223> xaa in position 31
<220>
<221> Variant

<222> (33)..(34)
<223> xaa in position 33 to 34 is any anino acid
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<220>
<221> Variant

<222> (37)..(37)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (38)..(38)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (39)..(39)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (40)..(40)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (41). (42)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (45). (45)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (47). (47)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (50)..(50)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (52)..(52)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (53)..(53)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (57). (57)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (58) .(58)
<223> xaa in positi

<400> 186

Ser Lys xaa xaa Gu Phe
1 5

xaa xaa xaa (in xaa xaa
20

xaa xaa Ile Trp xaa xaa
35

Tyr xaa Ser xaa xaa Leu
50

<210> 187
<211> 23
<212> PRT

on 37 is

on 38 is

on 39 is

on 40 is

on 41 to

on 45 is

on 47 is

on 50 is

on 52 is

on 53 is

on 57 is

on 58 is

xaa

xaa

xaa

Asn
55

<213> Awtificiai sequence

<220>
<221> Variant

<222> (3). (3)

PF58307.tXt

any anino acid

Ala, lie or Leu

lie or Val

Ala or Thr

42 is any anino acid

(fly or Asn

Asp or G u

Phe or Trp

Ala or Thr

Ala or lle

any anino acid

lie or Val

Asp Thr xaa xaa th xaa Leu xaa xaa
10 15

Leu Fis xaa Tyr Fis Ffis xaa xaa lie
25 30

xaa xaa xaa Ala Pro xaa (Hy xaa Ala
40 45

Ser xaa xaa Fls Val
60
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on 3

0n 4

on 6

on 7

DUB

on 9

on 10

on 11

on 12

0n14

on 19

on 20

on 21

xaa xaa Net xaa xaa
5

PF58307.tXt
'5 Leu or th

's Phe or Tyr

‘5 Ala or (ys

'5 any anino acid

'5 (3 u or (Hy

'5 any anino acid

is Ala, lie or vm

is any anino acid

is Ala or GI1

to 17 is any anino acid

is any anino acid

is Leu or Val

is Phe or Trp

10

r xaa xaa xaa Gy Asn

<223> xaa in position 3 to 4 is any anino acid

<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (4)..(4)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (7). (7)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (8)..(8)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (14)..(17)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (20)..(20)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (21). (21)
<223> xaa in positi

<400> 187
Leu Ser

1

xaa Ty
20

<210> 188
<211> 24
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (3)..(4)

<220>
<221> Variant
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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>

<400>

(5)..(5)
xaa in positi

Variant

(6)-_-(7)
xaa in positi

Variant

(8)--(8)
xaa in positi

Variant

(10).. (11)
xaa in positi

Variant

(14). ( 14)
xaa in positi

Variant

(15)..(15)
xaa in positi

Variant

(16)..(16)
xaa in positi

Variant

(18).. (18)
xaa in positi

Variant

(21)..(22)
xaa in positi

Variant

(24).. (24)
xaa in positi

188

on

on

On

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.tXt

5 is lie or Leu

6 to 7 is any anino acid

8 is lie or Leu

10 to 11 is any anino acid

14 is any anino acid

15 is Ser or Thr

16 is Leu or th

18 is any anino acid

21 to 22 is any anino acid

24 is Phe or Tyr

Tyr Pro xaa xaa xaa xaa xaa xaa Leu xaa xaa Tyr
1 5 10

Leu xaa Leu Phe xaa xaa Phe xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

on

on

on

2 is lie or Leu

4 to 5 is any anino acid

7 is Leu or th

20

189
20
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(2) ..
xaa in posrti

Variant

(4).;(5) .-
xaa In posrti

Variant

(7)-;(7) _.
xaa In pOSItI

Variant

(8)-_-(8) .-
xaa in posrti on

8 is any anino acid
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PF58307.txt
<221> Variant

<222> (11)..(14)
<223> xaa in position 11 to 14 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (15)..(15)
<223> xaa in position 15 is (3y, lie or Va
<220>
<221> Variant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Ala or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (18) .(18)
<223> xaa in position 18 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is Trp or Tyr
<220>
<221> Variant

<222> (20)..(20)
<223> xaa in position 20 is Ala or Asp

<400> 189

Tyr xaa Thr xaa xaa G n xaa xaa G n Phe xaa xaa xaa xaa xaa G n
1 5 10 15

xaa xaa xaa xaa
20

<210> 190
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2). (5)
<223> xaa in position 2 to 5 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<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 anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (11)..(12)
<223> xaa in position 11 to 12 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Phe or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (14)._(14)
<223> xaa in position 14 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (15)..(15)
<223> xaa in position 15 is lie or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in position 16 is any anino acid
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<400>

Lys xaa xaa xaa xaa xaa Pro xaa xaa Leu xaa xaa xaa xaa xaa xaa
51

190

Fls Asn

<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>

<400>

Ser xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Tyr
51

191
18
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(2)
xaa in positi

Variant

(3)-_-(3)
xaa in positi

Variant

(4)-;(4)
xaa In positi

Variant

(5).;(5)
xaa in positi

Variant

(6)-_-(5)
xaa In positi

Variant

(7)-;(8)
xaa in positi

Variant

(9)-;(9)
xaa in positi

Variant

(10)..(11)
xaa in positi

Variant

(14)..(15)
xaa in positi

Variant

(17)..(17)
xaa in positi

Variant

(18)..(18)
xaa in positi

191

xaa xaa

on 2 is Pro or

on 3 is any am

on 4 is Ciu or

PF58307.tXt

10

Thr

no acid

Pro

on 5 is Ile, Leu, th or Va

on 6 is Leu, th or Vhl

on 7 to 8 is any anino acid

on 9 is lie, Leu or Va

on 10 to 11 is any anino acid

on 14 to 15 is any anino acid

on 17 is any anino acid

on 18 is Gy or Leu

10
Leu xaa xaa val

<210> 192
<211> 10
<212> PRT
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PF58307.tXt

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Ala, G y or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (3) .(3)
<223> xaa in position 3 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (4). (4)
<223> xaa in position 4 is lle, Leu or th
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is lle, Leu or vm
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is Trp or Tyr
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 is lle, Leu or vm
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is Phe, th or vm

<400> 192

Net xaa xaa xaa xaa xaa xaa Phe Tyr xaa
1 5 10

<210> 193
<211> 1086
<212> DWA

<213> Phytophthora infestans

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1086)

<400> 193

atg gcg acg aag gag gcg tat gtg ttc ccc act ctg acg
th Ala Thr Lys Ciu Ala Tyr val Phe Pro Thr Leu Thr
1 5 10

cgg tcg cta cct aaa gac tgt ttc gag gct tcg gtg cct
Arg Ser Leu Pro Lys Asp Cys Phe G u Ala Ser val Pro

20 25

tac tac acc gtg cgt tgt ctg gtg atc gcg gtg gct cta
Tyr Tyr Thr Val Awg (ys Leu Val lle Ala Val Ala Leu

35 40 45

ctc aac tac gct cgc gct ctg ccc gag gtc gag agc ttc
Leu Asn Tyr Ala Arg Ala Leu Pro G u Val G u Ser Phe

50 55 60

gac gcc gca ctc tgc acg ggc tac atc ttg ctg cag ggc
Asp Ala Ala Leu Cys Thr G y Tyr lle Leu Leu G n G y
65 7O 75

tgg ggc ttc ttc acg gtg ggc cac gat gcc ggc cac ggc
Trp Gy Phe Phe Thr Val Gy Hs Asp Ala Gy Hs Gy

85 90

cgc tac cac ctg ctt aac ttc gtg gtg ggc act ttc atg
Arg Tyr Fis Leu Leu Asn Phe Val Val Ciy Thr Phe th

100 105

atc ctc acg ccc ttc gag tcg tgg aag ctc acg cac cgt
lle Leu Thr Pro Phe G u Ser Trp Lys Leu Thr Fls Arg
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gag
G u

ctg
Leu
30
acc
Thr

tgg
Trp

atc
lle

gcc
Phe

aag
Lys

ctc
Leu

ggt
G

ctg
Leu

ttc
Phe
80

tcg
Ser

ctc
Leu

Ffis

48

96

144

192

240

288
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aag
Lys

aag
Lys
145

gca
Ala

aac

Asn

gtg
Val

tat

Tyr

99a
G
225
cac

H s

t ac

Tyr

lle

ttc
Phe

cac
H s
305

aag
Lys

gac
ASP

gag
G u

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

aac
Asn
130

goo
Al a

9C9
A1 a

cac

H s

gt a
Val

ct 9
Leu
210
cct
Pro

cac

H s

gt 0
Val

gac

cct
Pr 0
290

cag
G n

gct
Al a

cag
G n

909
Al a

115
ac
Thr

gac
ASP

t99
Trp

ttc
Phe

at c
| l e
195

agc
Ser

gt t
Val

aat
Asn

aag
Lys G

aac
Asn
275
ate at
He

got
Al a

ttc
Phe

gag
G u

909
Al a
355

194
361
PR’l’

Phyt opht hor a i

194
Met Ala Thr
1

Arg

Tyr

Ser

Tyr

Asn
50
Al a

G y

Tyr

Leu

Leu

Thr
35

Tyr

Al a

Phe

H s

Thr

9 99C
G

gac
Asp

ct 0
Leu

aac

Asn
180
tct
Ser

ct 0
Leu

ttt
Phe

gat
Asp

99C

260

Phe

Phe

9C9
Al a
340

gcc
Al a

Lys

Pro
20
Val

Ala

Leu

Phe

Leu
100
Pro

aac
Asn

cac

Hi 3

gcc
Al a
165

ccg
Pro

Ctt
Leu

cag
G n

gt 9
Val

gag
G u
245
aac

ago
Ser

ccg
Pro

cct
Pro

C99

325

aag
Lys

aag
Lys

Gu

Phe

“N —:—r (Dr-r-

ccg
Pr 0
150
tat

Tyr

ttc
Phe

ct 0
Leu

ct 9
Leu

ttc
Phe
230

gag
G u

ct c
Leu

H s

cac

gag
G u
310

Val

ct c
Leu

acc
Thr

nf est ans

Al a

Asp

Cys

Al a

Thr
70
Val

Asn

Gu

aag
Lys

Tyr

120

cgt

tct
Ser

gt c
Val

cct
Pro

cac
H s
200
ctt
Leu

agc
Ser

cca

Pro

tcc
Ser

at c
H e
280
aaa

Lys

9t 9
Val

cgt

acg
Thr

tcc
Ser
360

Val

Phe

Val
40
Pr 0

Tyr

H 3

Val

Trp

PF58307. t Xt

gac

185

Phe

aag
Lys

at g
Met

tgg
Trp

gt g
Val
265

99C

ct 0
Leu

cgc

ct c
Leu

Ct a
Leu
345

acg
Thr

Phe

gag
G u

aac

Asn

ggC
Gy
170
He
Phe

ttC
Phe

acg
Thr

ct g
Leu

tac

Tyr
250

gac
ASp

acg
Thr

aag
Lys

aag
Lys

t ac

Tyr
330

aag
Lys

taa

Pro
10
Al a

Al a

Val

Leu

Al a
90

G y

Leu

gt 0
Val

ct 9
Leu
155
ttc
Phe

9t g
Val

9t g
Val

at g
Mat

gt 0
Val
235

gcc
Al a

cga
Ar g

cac
H s

aaa

Lys

agc
Ser
315

gca
Al a

gaa
G u

Thr

Ser

Val

G u

Leu
75

G y

Thr

Thr

ttc
Phe
140
att
He

cct
Pro

cgt
Arg

gcc
Al a

gca
Al a
220
att
He

gac
ASP

tog
Ser

cag
G n

gcc
Al a
300

gac
Asp

aac
Asn

gcc
Al a

Leu

Val

Al a

Ser
60
G n

H s

Phe

Hs

Set t e 233

339 of 349

125
tac

Tyr

ct 9
Leu

cct
Pro

cag
G n

69aY
205
at c
He

acc
Thr

tog
Ser

t ac

Tyr

atc
He
285
act
Thr

gag
G u

t ac

Tyr

aag
Lys

ccg
Pr 0

909
Al a

cgt

9t g
Val
190
ct 0
Leu

t ac

Tyr

acc
Thr

gag
G u

99C
G
270
cac
HI s

909
Al a

cca
Pro

99C
G

909
Al a
350

Leu
30
Thr

Trp

He

Ala

His
110
l-ns

caa

G n

CtC
Leu G

aag
Lys
175
tca
Ser

tcc
Ser

t ac

Tyr

ttC
Phe

tgg
Trp
255

909
Al a

cac
HI 5

gcc
Al a

att
He

Val
335

gcg
Al a

l l e
15
Ser

Phe

Al a

Val

Phe
95
Ser

l-ns

cgc

999

160

gt 0
Val

gct
Al a

atc
He

t at

Tyr

ct a
Leu
240

acg
Thr

ct 0
Leu

ctt
Leu

ttc
Phe

at c
l l e
320

9t g
Val

acc
Thr

Lys

Leu

Leu

Phe
80
Ser

Leu

HIS

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1086
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145

lle

Phe

PIS
305

LyS

Asp

GlJ

115
Asn Thr
130

Ala Trp

PIS Phe

Val Ile
195

Leu Ser
210
Pro vm

PIS Asn

Val LyS

Asp Asn
275

Pro Ile
290
G n Ala

Ala Phe

G n G u

Ala Ala
355

<210> 195
<211> 1077
<212> DNA
<213>

<220>
<221> CDS
<222>

<400> 195

atg
th
1

aag
LyS

ctc
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu
65
ttc
Phe T

tcg
Ser

gcg
Ala

act gag
Thr GIJ

cac tcg
PIS Ser

tac tac

Tyr Tyr
35

etc tac

Leu Tyr
50

cac gcg
PIS Ala

tgg QQC
rp Ciy

cgc tac
Aug Tyr

att ttg
Ile Leu

115

aag aac
LyS Asn

Gy

Asp

Leu

Asn
180
Ser

Leu

Phe

Asp

260
Leu

lle

Phe

Phe

Ala
340
Ala

gat
Asp

atc
lle
20

acg
Thr

gcg
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

cac
PIS
100

acg
Thr

acg
Thr

Asn

Ala
165
Pro

Leu

G n

vm

245
Asn

Ser

Pro

Pro

325

Lys

Lys

Saprolegnia di

(1)..(1077)

aag
LyS
5

ccg
Pro

900
Ala

gcg
Ala

gtt
vm

ttc
Phe
85

ago
Ser

ccg
Pro

990
G V

lle

Pro
150

Tyr

Phe

Leu

Leu

Phe
230

Leu

PIS

PIS

310
vm

Leu

Thr

295

Phe

Lys

clina

aag
LyS

gcg
Ala

gcg
Ala

gcc

120

Ser

vm

Pro

PIS
200
Leu

Ser

Pro

Ser

Ile
280

Lys

vm

Thr

Ser
360

gtc
vm

tgc

atc
Ile
40

acg
Thr

acc
Thr

990
G

ttt
Phe

agc
Ser
120

gat

PF58307.tXt

345

Phe

ccg
Pro

taca

Tyr

H S

atc
Ile
105

tgg
Trp

aag
LyS

GlJ

Asn

Gy
170
Phe

Phe

Thr

Leu

Tyr
250

Asp

Thr

LyS

LyS

Tyr
330

LyS

gac

vm

Leu
155
Phe

vm

vm

th

vm
235
Ala

PIS

Lys

Ser
315
Ala

ccg
Pro

(0ga
G

Phe
140
lle

Pro

Arg

Ala

Ala
220
lle

ASP

Ser

G n

Ala
300

Asp

Asn

Ala

acg
Thr

aac
Asn

tcg
Ser

gcc
Ala
60

gtg
Val

990
G y

125

Tyr

Leu

Pro

G n

Gy
205
lle

Thr

Ser

Tyr

Ile
285
Thr

Tyr

Lys

ctc
Leu

ctc
Leu

gcc
Ala
45

gat

cag
G n

cac
PIS

tgc atc
CW3

acg
Thr

atc

Selle 234

340 of 349

lle

cac
PIS
125
ttt

u lle Phe

Pro

Ala

Arg

350

acg
Thr

990

tcg
Ser

aac
Asn

QQC

tcg
Ser

atg

110

cgc

taC

Tyr

G n

Leu

Lys
175
Ser

Ser

Tyr

Phe

Trp
255
Ala

H S

Ala

lle

vm
335
Ala

gag
G u
15
etc
Leu

gcg
Ala

vm

gtc
vm

gcc
Ala
95
cac
H S

cac
H S

ccg
Pro

Arg

160
vm

Ala

lle

Tyr

Leu
240
Thr

Leu

Leu

Phe

Ile
320
vm

Thr

ctc
Leu

tcg
Ser

gcg
Ala

lle

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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(QSD(D—lO205"“CDC-PEG {DO”(0“<OU‘ICQCD
(Q
20 SDCQ

,_.. SD ,_..

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

Lys

Leu

Leu

Leu
65
Phe

Ser

Al a

Hs

130

agc

Val

Val

Phe
290

gcg
Al a

acg
Thr

000
Pro

aag
Lys

Thr

H 3

Tyr

Leu
50
H s

Trp

lle

Lys
130

cac

Ile
195
etc
Leu

ccg
Pr 0

cac

358

Sapr 0!

196
G u

Ser

Tyr
35

Tyr

Ala

Tyr

Leu
115
Asn

aag
Lys

tQQ
Trp

ttt
Phe
180

gtg
Val

aca
Thr

ct 0
Leu

aac
Asn

aag
Lys
260
aac
Asn

gcg
Al a

ttc
Phe

ac
Thr
340

aag
Lys

egni

Asp

He
20
Thr

Ala

Leu

Phe

HI 5
100
Thr

Thr

gac

ttt
Phe
165

gac

tcg
Ser

t ac

Tyr

ttt
Phe

gac

245

990

Phe
325

g 909
Ala

tcg
Ser

adi

Lys
5
Pro

Al a

Al a

Val

Phe
85
Ser

Pro

Gy

ct 0
Leu
150

gt 0
Val

ccg
Pr 0

ct c
Leu

tcg
Ser

gt 0
Val
230

gaa
G u

aac

Asn

agc
Ser

ccg
Pro

ccg
Pro
310

aag
Lys

cag a
Gn

gac

135

cag
G n

t ac

Tyr

tgg
Trp

990

etc
Leu
215
ttt
Phe

909
Al a

ct 0
Leu

cac

cac
H s
295
CEC

acg

cac

280

Val

ll e
40
Thr

Thr

Phe

Ser
120

PF58307. t Xt

gt 9
Val

aag
Lys

ccg
Pro
185

tgg
Trp

ttt
Phe

tcg
Ser

ccg
Pr 0

ago
Ser
265
at t
lle G

aag
Lys

gt g
Val

cac
H s

acg
Thr
345

Phe
25
Phe

Pro

Tyr

HS

119
105

Trp

ch
Ar g

gt C
Val
170
ct C
Leu

gcc
Al a

gcc
Al a

He
Phe

tgg
Tr p
250

gt 0
Val

990

ct 0
Leu

ch
Ar g

Ct C
Leu
330
ct 0
Leu

Phe

caa

G n
155

999
G y

ct 0
Leu

gcc
Al a

gt 0
Val

ct 0
Leu
235
t ac

Tyr

gac
ASP

acg
Thr

aac
Asn

agg
Arg
315
ttt
Phe

aaa

Lys G

Val

G u

140

NJ!)
Trp

tat

Tyr

ct t
Leu

ttc
Phe

at g
Met
220

gtc at
Val

Thr

Ser

Thr

lle
140

Set t e 235

341 of 349

gt 0
Val

gcc
A1 a

cag

285

gcc
Al a

gac

aac
Asn

tcg
Ser

Leu

Leu

Ala
45

Gn

Hrs

lle

HS
125
Phe

t ac

Tyr

ccg
Pro

cgc

190

gcc
Al a

ct 0
Leu

acg
Thr

tcg
Ser

t ac

Tyr
270

gt C
Val

acc
Thr

gag
G u

t ac

Tyr

gcc
Al a
350

110

Tyr

acg

cgc

15
Leo

AI a

Val

Val

AI a
95
H s

H 3

Pro

ct 0
Leu
160

acg
Thr

tcg
Ser

t ac

Tyr

t ac

Tyr

ttc
Phe
240

tgg
Trp

909
Al a

cac
H s

cac
H s

at 0
ll e
320

gct
Al a

gcc
Al a

Leu

Ser

Al a

Leu

ll e
80
Phe

Ser

H 3

His

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1077
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Arg Ser Val Lys Asp

Gy Gy Ala Trp Phe
165

Met Ser Hs Phe Asp
180

AlaVal He Val Ser
195

Al a Tyr Leu Thr Tyr
210

Tyr Al a Pro Leu Phe

Leu H3 H3 Asn Asp

Thr Tyr Val Lys Gy
260

Phe Val Asp Asn Leu

Leu Phe Pro He He
290

Phe Ala Ala Ala Tyr

lle Thr Ala Phe Phe
325

Val Pro Gu Thr Ala
340

Ala Lys Ala Lys Ser

<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>

197
359
PRT

Leu
150
Val

Pro

Leu

Ser

Val
230

Asn

Ser

Pro

Pr 0
310

Lys

Gn

G n

Tyr

Trp

Leu
215
Phe

Al a

Leu

Fis

H s
295
H s

Thr

Ile

Artificial sequence

Variant

(2) - _- (5) . .
xaa l n posr tl

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(14)..(14)
xaa in positi

Variant

(16).. (16)
xaa in positi

Variant

(18)..(19)
xaa in positi

Variant

(23) . . (26)
xaa in posi ti

Variant

(33) - - (33)
xaa in positi

Variant

(35): . (38)
xaa l n positi

on

on

on

on

on

on

on

on

200

Thr

Ser

Fis
280

Tyr

Leu

Ala

Phe

2 to 5 is

12 is any

14 is any

16 is any

18 to 19 i

23 to 26i

33 is any

35 to 38 i

PF58307.tXt

Val Arg Gn Trp
155

Lys Val Gy Tyr
170

Pro Leu Leu Leu
185

Trp Al a Al a Phe

Phe Ala Val Mat

Ser Phe Leu Val
235

Pro Trp Tyr Gy
250

Ser Val Asp Arg
265

He G y Thr H s

Lys Leu Asn Gu

Val Arg Arg Asn
315

Hs Leu Phe Val
330

Thr Leu Lys G u
345

any arri no acid

am' no aci d

am‘ no aci d

am‘ no aci d

3 any am" no acid

3 any am” no acid

am‘ no aci d

3 any am' no acid

Sei t e 236

342 of 349

Val

Ala

Arg

Phe
205

G y

lle

Asp

Ser

G n
285
Al a

Asp

Asn

Ser

Tyr

Pro

270
Val

Thr

Tyr

Al a
350

Thr

Arg
175
Al a

Ala

Leu
160
Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
240

Trp

Al a

kis

HI 3

ll e
320
Ala

Ala
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(40)..(40)
xaa in posiH

Variant

(42)..(45)
xaa in positi

Variant

(47)..(48)
xaa in posiH

Variant

(51)..(52)
xaa in posiH

Variant

(54)..(60)
xaa in positi

Variant

(62)..(62)
xaa in posiH

Variant

(64)..(65)
xaa in positi

Variant

(67)--(68)
xaa in posiH

Variant

(71)..(72)
xaa in posiH

Variant

(75)..(76)
xaa in positi

Variant

(87)..(87)
xaa in posiH

Variant

(90)..(90)
xaa in posiH

Variant

(97)--(98)
xaa in posiH

Variant

(101)..(102)
xaa in posiH

Variant

(104)..(105)
xaa in positi

Variant

(109)..(109)
xaa in posiH

Variant

(118).. (119)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

40

42

47

51

54

62

64

67

71

75

87

90

97

101 to 102 is any anino acid

104 to 105 is any anino acid

PF58307.tXt

is any anino acid

to 45 is any

to 48 is any

to 52 is any

to 60 is any

is any anino

to 65 is any

to 68 is any

to 72 is any

to 76 is any

is any anino

is any anino

to 98 is any

am

am

am

am

8.01

am

am

am

am

no

no

no

no

no

no

no

no

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

109 is any anino acid

118 to 119 is any anino acid

Seite 237
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(133)..(133)
xaa in posiH

Variant

(136)..(136)
xaa in positi

Variant

(140)..(140)
xaa in posiH

Variant

(142)..(144)
xaa in posiH

Variant

(146)..(149)
xaa in positi

Variant

(151)..(155)
xaa in posiH

Variant

(158)..(158)
xaa in positi

Variant

(161)..(162)
xaa in posiH

Variant

(165)..(166)
xaa in posiH

Variant

(168)..(169)
xaa in positi

Variant

(172)..(174)
xaa in posiH

Variant

(177)..(177)
xaa in posiH

Variant

(179).‘(180)
xaa in posiH

Variant

(183)..(184)
xaa in posiH

Variant

(186)..(187)
xaa in positi

Variant

(191)..(192)
xaa in posiH

Variant

(195)..(195)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

133

136

140

142

146

151

158

161

165

168

172

177

179

183

186

191

195

is any

is any

is any

to 144

to 149

to 155

is any

to 162

to 166

to 169

to 174

is any

to 180

to 184

to 187

to 192

is any

PF58307.tXt

anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

Seite 238
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acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid
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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>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

Variant

(196)..(197)
xaa in pcsiH

Variant

(199)..(199)
xaa in positi

Variant

(202)..(202)
xaa in pcsiH

Variant

(204)..(205)
xaa in posiH

Variant

(206)..(207)
xaa in positi

Variant

(210)..(212)
xaa in pcsiH

Variant

(215)..(217)
xaa in positi

Variant

(219)..(220)
xaa in pcsiH

Variant

(224)..(224)
xaa in posiH

Variant

(226)..(226)
xaa in positi

Variant

(230)..(230)
xaa in pcsiH

Variant

(232)..(232)
xaa in posiH

Variant

(245).‘(245)
xaa in posiH

Variant

(250)..(250)
xaa in posiH

Variant

(271)..(272)
xaa in positi

Variant

(278)..(278)
xaa in pcsiH

Variant

(284)..(284)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

196

199

202

204

206

210

215

219

224

226

230

232

245

250

271

278

284

to 197

is any

is any

to 205

to 207

to 212

to 217

to 220

is any

is any

is any

is any

is any

is any

to 272

is any

is any

PF58307.tXt

is any or no

anino acid

anino acid

is

is

iS

is

18

am

am

am

am

am

am

is

am

any

any

any

any

any

no

no

no

no

no

no

anino

01’ no

aninc

anino

anino

acid

acid

acid

acid

acid

acid

anino acid

acid

anino acid

acid

acid

acid

any anino acid

no acid

anino acid
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<221> Variant

<222> (297). (298)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (301)..(302)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (304). (305)
<223> xaa in positi
<220>
<221> variant

<222> (307). (307)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (309). (309)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (313)..(314)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (320). (320)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (324)..(327)
<223> xaa in positi
<220>
<221> variant

<222> (329). (330)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (334)..(334)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (336)..(338)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (340). (341)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (347). (348)
<223> xaa in positi
<220>
<221> variant

<222> (349)..(352)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Variant

<222> (357)..(357)
<223> xaa in positi

<400> 197

Lys xaa
1 5

Pro xaa xaa Cys
20

xaa Avg xaa xaa
35

Ala Arg xaa xaa

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307.tXt

297 to 298 is any anino acid

301 to 302 is any anino acid

304 to 305 is any anino acid

307 is any anino acid

309 is any anino acid

313 to 314 is any anino acid

320 is any anino acid

324 to 327 is any anino acid

329 to 330 is any anino acid

334 is any anino acid

336 to 338 is any anino acid

340 to 341 is any anino acid

347 to 348 is any anino acid

349 to 352 is any or no anino

357 is any anino acid

xaa xaa xaa Phe Pro

Phe G u xaa

xaa xaa Ala

Pro xaa xaa

Thr

xaa

xaa
40

xaa

Thr
10

Leu

xaa
25

Ala

xaa
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xaa Leu Ser

G u xaa Lys

Leu

xaa xaa xaa xaa
45

xaa xaa xaa Leu

acid

xaa

Tyr
30

Leu

xaa

Ser xaa
15

Tyr Thr

xaa xaa

Ala xaa
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50 55

xaa Cys xaa xaa Tyr lle xaa xaa
65 70

Phe Thr Val Gy His Asp xaa Gy
85

xaa xaa Asn Phe xaa xaa Ciy xaa
100

Pro Phe GIJ Ser Trp xaa xaa Thr
115 120

Gy Asn Ile Asp xaa Asp Gu xaa
130 135

Asp xaa xaa xaa xaa Avg xaa xaa
145 150

xaa xaa Tyr Leu xaa xaa Cty xaa
165

xaa Pro xaa xaa Pro Leu xaa xaa
180

Ser Leu xaa xaa xaa Ala xaa Phe
195 200

Leu xaa xaa xaa Leu Ciy xaa xaa
210 215

Pro xaa Phe Val Phe xaa Ser xaa
225 230

tls Asn Asp G u xaa Thr Pro Trp
245

val Lys (Hy Asn Leu Ser Ser vm
260

Asp Asn Leu Ser his xaa lie (3y
275 280

Pro He He Pro His Tyr Lys Leu
290 295

xaa Ala xaa Pro xaa Leu val Arg
305 310
Ala Phe Phe xaa xaa xaa xaa Leu

325
xaa xaa Ala xaa xaa Phe Thr Leu

340

Ala Ala Ala Lys xaa Lys Ser
355

<210> 198
<211> 60
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is Ala
<220>
<221> Variant

<222> (15)._(15)
<223> xaa in position 15 is Ala
<220>
<221> Variant

<222> (36)..(36)
<223> xaa in position 36 is Phe
<220>
<221> Variant

<222> (37)..(37)
<223> xaa in position 37 is He
<220>
<221> Variant

<222> (43). (43)
<223> xaa in position 43 is any
<220>
<221> Variant

PF58307.txt
60

xaa xaa
75

Ala Phe

Ser

FiS

xaa
9O

xaa not Fls
105

H s Arg Fls

Phe Pro xaa
140

xaa xaa xaa Leu
155

Pro Arg
170
xaa

xaa xaa

xaa Ser

Ala
185
Phe xaa xaa

xaa wet xaa xaa
220
Thr

Ser

Val lle
235

Leu

Tyr xaa
250

Arg Ser

G n

Ala

Tyr
265
Thr Ffls xaa

Thr
300

xaa xaa

xaa xaa
315

xaa xaa Asn
330

Tyr

Lys
345

xaa xaa

or G11

or (3y

or Leu

or Val

anino acid
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Phe

Ser

xaa

His
125

Trp

lle
110

Lys

xaa

xaa

xaa

Va
190
xaa

Tyr

Phe

Trp

Ala
270
H s

xaa

lle

xaa

xaa
350

Tyr
95

Leu

Asn

xaa

Ala

his
175
xaa

xaa

Tyr

Leu

Thr
255
xaa

Leu

Phe

lle

vm
335
xaa

Phe
80

Ffis

Thr

Thr

xaa

Trp
160
Phe

xaa

Tyr

xaa

Ffis
240

Tyr

xaa

Phe

xaa

xaa
320
xaa

xaa
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<222> (49)..(49)
<223> xaa in position 49 is lie or Val

<400> 198

Thr Thr Phe Leu Fis Fls Asn Asp G u xaa Thr Pro Trp Tyr xaa Asp
1 5 10 15

Ser G u Trp Thr Tyr Val Lys G y Asn Leu Ser Ser Val Asp Arg Ser
20 25 30

Tyr G y Ala xaa xaa Asp Asn Leu Ser His xaa lIe G y Thr H s G n

<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>

50

PF58307.tXt

35 4O

xaa Fis Fis Leu Phe Pro lle Ile Pro Ffis Tyr Lys
55 60

199
60
PRT

Awtificial sequence

Variant

(6).;(6) __ _
xaa In posrtlon 6 IS Ala or Cys

Variant

<9)-.-<9> .. .
xaa In posrtion 9 IS (3y or Ser

Variant

(16)..(16)
xaa in position 16 is any anino acid

Variant

(17)..( 17)
xaa in position 17 is Leu or val

Variant

(20)..(21)
xaa in position 20 to 21 is lie or vm

Variant

(23)..(23)
xaa in position 23 is cys or Thr

Variant

(24)..(24)
xaa in position 24 is Phe or lle

Variant

(28)..(28)
xaa in position 28 is Ala or Leu

Variant

(37).. (37)
xaa in position 37 is Lys or Awg

Variant

(38)..(38)
xaa in position 38 is Leu or Val

Variant

(52)..(52)
xaa in position 52 is Lys or Awg

Variant

(55)..(55)
xaa in position 55 is lie or val<223>

<220>
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PF58307.txt
<221> Variant

<222> (59). . (59)
<223> xaa in position 59 is any am' no acid

<400> 199

Thr Val Gy Hus Asp xaa Gy Hs xaa Ala Phe Ser Arg Tyr I-fis xaa
1 5 1O 15

xaa Asn Phe xaa xaa Gy xaa xaa Met HiS Ser xaa He Leu Thr Pro
20 25 30

Phe Gu Ser Trp xaa xaa Thr Hs Arg His H3 H3 Lys Asn Thr Gy
35 40 45

Asn He Asp xaa Asp Gu xaa Phe Tyr Pro xaa Arg
50 55 60
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