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Docket No.: 074017—0013—01—US

(PATENT)

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

In re Patent Application of:
Petra CIRPUS et al.

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

Filed: Concurrently Herewith Art Unit: N/A

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

INFORMATION DISCLOSURE STATEMENT {IDSQ

Commissioner for Patents

PO. Box 1450

Alexandria, VA 22313—1450

Dear Sir:

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

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

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

the references be made of record therein and appear among the “References Cited” on any patent

to issue therefrom.

This Information Disclosure Statement accompanies the new continuation patent

application submitted herewith and corresponds to the Information Disclosure Statements

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

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

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

Serial No. 12/280,090.

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

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

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

Information Disclosure statement shall not be construed to be an admission that any patent,

2 of 1119 CSIRO Exhibit 1009
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Application No.: Not Yet Assigned Docket No.: 074017—0013—01—US

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

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

an independent evaluation of the cited documents.

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

1.98 and the Examiner is respectfully requested to consider the listed references.

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

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

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

Respectfully submitted,

By_/ Hui-21L (Wu /

Hui—Ju Wu, Ph.D.

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

222 Delaware Ave., Ste. 1410

Wilmington, Delaware 19801—1621

(302) 467—4260

(302) 351—6938 (Fax)

Attorney for Applicant
#85,080, 132

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

US. Patent and Trademark Office; US. DEPARTMENT OF COMMERCE
Under the Paperwork Reduction Act of 1995 no persons are required to respond to a collection of information unless it displays a valid OMB control number

UTILITY

PATENT APPLICATION

TRANSMITTAL METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURATED
FATTY ACIDS

(Only for new nonprovisional applications under 37 OFF! 1.53(b)) Express Mail Label N0.—
Commissioner for Patents

APPLICATION ELEMENTS ADDRESS To. m 30x145o
See MPEP chapter 600 concerning utility patent application contents. ' Alexandria VA 22313_1450

FeeT'ansmitta' F°rm ACCOMPANYING APPLICATION PAPERS
(PTO/SB/17 or equivalent)

Applicant asserts small entity status. D -2, See 37 CFR 127 10. AssIgnment Papers
Applicant certifies micro entity status. See 37 CFR 1.29. (cover sheet & document(s))
Applicant must attach form PTO/SB/15A or B or equivalent.

4. Specification [Total pages 90 Name of Assi neeBoth the claims and abstract must start on a new page.
{See MPEP § 608.01(a) for information on the preferred arrangement)

5. D Drawing(s) (35 USC. 113) [Total Sheets

3

6. Inventor’s Oath or Declaration [Total Pages 4 . 37 CFR 3'73“) Statement Power of Attorney(when there Is an assignee)
(including substitute statements under 37 OFF? 1.64 and assignments —
serving as an oath or declaration under 37 OFF? 1.63(e)) . English Translation Document (if applicable)

. X Information DisclosureStatement
a. Newly executed (original or copy) (pTo/SB/OB or PTo_1449)

b. E A copy from a prior application (37 CFR 1.63(d)) D Copies of citations attached
Preliminary Amendment7. X Application Data Sheet * See note below.

See 37 CFR 1.76 (PTO/AlA/14 or equivalent)
CD-ROM or CD-R
in duplicate, large table, or Computer Program (Appendix)

:| Landscape Table on CD
Nucleotide and/or Amino Acid Sequence Submission
(if applicable, items a. — c. are required)

a. :| Computer Readable Form (CRF)

Return Receipt Postcard
(MPEP § 503) (Should be specifically itemized)

Certified Copy of Priority Document(s)
(if foreign priority is claimed)

Nonpublication Request
Under 35 U.S.C. 122(b)(2)(B)(i). Applicant must attach form PTO/SB/35

b. :l Specification Sequence Listing on: or eqUiva'em'

i. D CD-ROM or CD-R (2 copies); or . X Text File of Sequence Listing Submitted via EFSWeb

ii. |:| Paper

c. D Statements verifying identity of above copies

   
*Note: (1) Benefit claims under 37 CFR 1.78 and foreign priority claims under 1.55 must be included in an Application Data Sheet (ADS).

(2) For applications filed under 35 USC. 111, the application must contain an ADS specifying the applicant if the applicant is an
assignee, person to whom the inventor is under an obligation to assign, or person who otherwise shows sufficient proprietary
interest in the matter. See 37 CFR 1.46(b).

19. CORRESPONDENCE ADDRESS

I The address associated with Customer Number: 123223 on El Correspondence address below

.—

.—
-—————

-—————

/Hui-Ju Wu/ m September 6, 2016
N - R 't t' N .

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

 
#85,078,564
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Application Data Sheet

Inventor Information

Inventor Number:

Given Name:

Family Name:

City of Residence:

Country of Residence:

Street of mailing address:

City of mailing address:

Country of mailing address:

Postal or Zip Code of mailing address:

Inventor Number:

Given Name:

Family Name:

City of Residence:

Country of Residence:

Street of mailing address:

City of mailing address:

Country of mailing address:

Postal or Zip Code of mailing address:

Inventor Number:

Given Name:

#85,o78,563 Page # 1

5of1119

1

Petra

CIRPUS

Mannheim

Germany

Landteilstr. 12

Mannheim

Germany

68163

2

Jérg

BAUER

Limburgerhof

Germany

Maxburgstr. 6

Limburgerhof

Germany

67117

Xiao

New 09/06/2016
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Family Name:

City of Residence:

State or Province of Residence:

Country of Residence:

Street of mailing address:

City of mailing address:

State or Province of mailing address:

Country of mailing address:

Postal or Zip Code of mailing address:

lnventor Number:

Given Name:

Family Name:

City of Residence:

State or Province of Residence:

Country of Residence:

Street of mailing address:

City of mailing address:

State or Province of mailing address:

Country of mailing address:

Postal or Zip Code of mailing address:

lnventor Number:

Given Name:

#85,078,563
Page # 2

60f1119

QIU

Saskatoon

SK

Canada

403 Kendardine Road

Saskatoon

SK

Canada

S7N 385

Guohai

WU

Saskatoon

SK

Canada

2103 Kenderdine Road

Saskatoon

SK

Canada

S7N 385

Bifang

New 09/06/2016
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Family Name:

City of Residence:

State or Province of Residence:

Country of Residence:

Street of mailing address:

City of mailing address:

State or Province of mailing address:

Country of mailing address:

Postal or Zip Code of mailing address:

lnventor Number:

Given Name:

Family Name:

City of Residence:

State or Province of Residence:

Country of Residence:

Street of mailing address:

City of mailing address:

Country of mailing address:

Postal or Zip Code of mailing address:

lnventor Number:

Given Name:

Family Name:

#85,078,563
Page # 3

7of1119

CHENG

Saskatoon

SK

Canada

PBI, 110 Gymnasium Road

Saskatoon

SK

Canada

S7N 0W9

6

Martin

TRUKSA

Saskatoon

SK

Canada

14439 47 Avenue NW.

Edmonton

Canada

T6H OBQ

Tom

WETJEN

New 09/06/2016
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City of Residence: Mannheim

Country of Residence: Germany

Street of mailing address: Meerwiesenstrasse 21

City of mailing address: Mannheim

Country of mailing address: Germany

Postal or Zip Code of mailing address: 68163

Correspondence Information

Correspondence Customer Number: 123223

Application Information

Application Type: Regular

Subject Matter: Utility

CD-ROM or CD-R?: None

Sequence submission?: Text File via EFS Web

Computer Readable Form (CRF)?: See Text File via EFS Web

Title: METHOD FOR PRODUCING

POLYUNSATU RATED FATTY

ACIDS

Attorney Docket Number: 074017-0013-01-US

Request for Early Publication?: No

Request for Non-Publication?: No

Small Entity?: No

Petition included?: No

Portions or all of the application associated with No

#85,078,563 Page # 4 New 09/06/2016
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this Application Data Sheet may fall under a

Secrecy Order pursuant to 37 CFR 5.2::

This application (1) claims priority to or the No

benefit of an application filed before March 16,

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

time, a claim to a claimed invention that has an

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

Representative Information

Representative Customer Number:: 123223

Domestic Priority Information

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

This Application Continuation of 12/280,090 08/20/08 12/280,090 National Stage of PCT/EP2007/051675 02/21/07

Foreign Priority Information

Application number:: Filing Date:: Priority Claimed::

European Patent Office 061203097 09/07/06 
Applicant Information

Applicant Number:: 1

Applicant Type:: Assignee

Organization Name:: BASF Plant Science GmbH

Street of mailing address:: Carl-Bosch-Str. 38

#85,078,563 Page # 5 New 09/06/2016

9 of 1119 CSIRO Exhibit 1009
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City of mailing address:: Ludwigshafen

Country of mailing address:: Germany

Postal or Zip Code of mailing address:: 67056

Authorization or Opt-Out of Authorization to Permit Access

When this Application Data Sheet is properly signed and filed with the application, applicant has provided written
authority to permit a participating foreign intellectual property (IP) office access to the instant application-as-filed

(see paragraph A in subsection 1 below) and the European Patent Office (EPO) access to any search results from
the instant application (see paragraph B in subsection 1 below).

Should applicant choose not to provide an authorization identified in subsection 1 below, applicant must opt-out of
the authorization by checking the corresponding box A or B or both in subsection 2 below.

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

1. Authorization to Permit Access by a Foreign Intellectual Property Office(s)

A. Prioriy Document Exchange (PDX) - Unless box A in subsection 2 (opt-out of authorization) is checked, the

undersigned hereby grants the USPTO authority to provide the European Patent Office (EPO), the Japan Patent
Office (JPO), the Korean Intellectual Property Office (KIPO), the State Intellectual Property Office of the People‘s
Republic of China (SIPO), the World Intellectual Property Organization (WIPO), and any other foreign intellectual
property office participating with the USPTO in a bilateral or multilateral priority document exchange agreement in
which a foreign application claiming priority to the instant patent application is filed, access to: (1) the instant patent
application-as-filed and its related bibliographic data, (2) any foreign or domestic application to which priority or
benefit is claimed by the instant application and its related bibliographic data, and (3) the date of filing of this
Authorization. See 37 CFR 1.14(h)(1).

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

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

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

A. Applicant DOES NOT authorize the USPTO to permit a participating foreign IP office access to the
instant application-as-filed. If this box is checked, the USPTO will not be providing a participating foreign IP
office with any documents and information identified in subsection 1A above.

B. Applicant DOES NOT authorize the USPTO to transmit to the EPO any search results from the instant
patent application. If this box is checked, the USPTO will not be providing the EPO with search results from
the instant application.

NOTE: Once the application has published or is otherwise publicly available, the USPTO may provide access to

the application in accordance with 37 CFR 1.14.

  
#85,078,563 Page # 6 New 09/06/2016
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Signature:
NOTE: This Application Data Sheet must be signed in accordance with 37 CFR 1.33(b). However, if this
Application
Data Sheet is submitted with the INITIAL filing of the application fl either box A or B is n_ot checked in
subsection 2 of the “Authorization or Opt-Out of Authorization to Permit Access” section, then this form
must

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

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

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

signature mm Wu/ 2016-09-06

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

  
 

#85,078,563 Page # 7 New 09/06/2016
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Page 1 of 4
0000057672

Declaration, Power ofAttorney and Petition

We (1.), the undersigned i1wentor{s), hereby declarefis) that:

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

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

the specification of which

[ I is attached hereto.

as
[]wasfiledon ‘ .2

Application Serial No.
 

and amended on . . .

[x] was filed as PCT international application

Number ., 

on :-
.__.WM.

and was amended under PCT Article 19

on {if applicable)
 

We (I) hereby state that we (1}have reviewed and understand the contents of the abovezidentified specification,
including the claims, as amended by any ammdmem referred to above.

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

We (I) hereby claim foreign Priority benefits under 35 U.S.C. § 11931) n ((1)01- § 3650)) of any foreign application(s)
for patent or inventor’s ceztificate, or § 36591) of any PCT Intemalional Application which designated at lewd one country
other than the United States, lieted below and have also identifier]. below, by checking the box, any foreign application for
patent or inventor's certificate, or PCT International Application having a filing date before that of the application on
which priority is claimed. Prior Foreign Application(s)

Application No. Country Dayflvlontthear Priority
Claimed

1020060080390 Germany 21 Februaxy 2006 [x] Yes [] No

06120309.? Europe 07 September 2006 [x] Yes { ] No

pduspctrdf
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Page 2 of 4
0000057672

We (I) hereby claim the benefit under Title 35, United States Codes, § 119(e) of any United States provisional
application(s) listed below.

 

{Application Number) > (Filing Date)
 

  

(Application Number) 7 7 ' (Filing Date)

We (1)11ereby claim the benefit under 35 U.S.C. § 120 of any United States application(s), or § 36502) of any PCT
Intemational Application designating the United States, listed below and, insofar as the subject matter of each of the
claims of this application is not disclosed in the pfior United States or PCT International Application in the manner
provided by the first paragraph of 35 U.S.C. § 112, I acknowledge the <31in to disclose information which is material to
patentahility as defined in 37CFR § 1 .56 which became available between the filing date of the prior application and the
national or PCT httemational filing date of this application.

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

   

 

   

[hereby appoint the legistercd Practitionefls) associated with Customer No. 23416 to prosecute this application and to
transact all business in the Patent and Trademark Office connected therewith. Direct all correspondence to Customer Number
23416 .

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

pduspchrdf
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Page 3 of 4
0000057672

Peira Cirpus Residence:
NM OF SOLE OR FIRST INVENTOR Otto—Hahn-S Ir. 767 165 “raid—see

Germany

 

 

 

 

Citizen of Germany

Post Offica Addmss: same as residence

Jfirg Bauer Residence:
NARIE OF SECOND JOINT MENTOR Maxburgsms

67 1 17 Limburgerhof
. Germany

. ‘ _ ..: - ‘ 3 W Citizen of Germany
‘ .. . , {if}? / I; -. , Post Office Address: same as residence

fez-g“ Saéafliipgfl '

 
Xiao Qiu Residence:
NAME OF THERE JOINT WOR 403 Kendardine Road

Saskamon Sk. S715? 385
Canada.
Citizen of Canada

, x? K Post Office Addmss; same: as residence
Signature of Inventor
   

  

 
 

Gruohai Wu Residence:

NAl‘v-[B OF FOURTH JOINT INVENTOR 2103 Kcndardine Road,
’ » Saskatoon Sk. S7N 355

Canada

Citizen of Canada

 
 \f, ‘» Past Office Address: same as residence

Signatuxe of Inventor I r

Dmycfiwomew (figqu— .1 f_

 

   

Bifang Chang Residence:
NAME OF FETI'H JOINT INVENTOR FBI, 110 Gymnasium Road

Saskatoon, Saskatchewan, S7N 0W9
Canada
Citizen of Canada 

 
Post Office Address: same as residence  

pduspcm'df

14 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100915 of 1119

Marthl Truksa

NM OF SIXTH JOINT INVENIOR

   
Signature of Inventor

  

’E‘um Waist:

SAME'QFSEVENTH JOINT Nmmox

Residence:

14339 47 Avenue N. ‘W,

Edmontoxg AB T6H DB9
Canada
Citizen of Canada

Post Office Address: same as residence

Resiécnce:

Meawiesenstrasse 21
68 163 Mannheim

Germany
Citizen of Germany

Page 4 of4
0000057672

 

150f1119

pduschtdf
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PTO/SB/OBb (07-09)
Approved for use through 07/31/2016. OMB 0651-0031

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

U.S. PATENT DOCUMENTS

Examiner Cite Document Number Publication Date Name of Patentee or
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Method for producing polyunsaturated fatfl acids

RELATED APPLICATIONS

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

2008, which is a national stage application (under 35 U.S.C. § 371) of PCT/EP2007/051675,

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

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

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

entirety.

SUBMISSION OF SEQUENCE LISTING

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

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

the text file containing the Sequence Listing is Sequence_Listing_074017_0013_01. The size

of the text file is 730 KB, and the text file was created on September 2, 2016.

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

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

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

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

elongase activity, at least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a

AS-desaturase activity, and at least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide

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

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

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

one or more plant species.

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

which code for a polypeptide having the activity of an co3-desaturase and/or of a

A4-desaturase in the plant.

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

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

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

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

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

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

acid elongase(s) in the plant.

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

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

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

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

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

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

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

codon usage in one or more plant species.

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

produced by the process according to the invention; and to their use.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

To undergo the further elongation steps; the resulting phospholipid-bound fatty acids must be

returned to the fatty acid CoA ester pool. This is made possibly by acyl-CoAzlysophospho-

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

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

sequence can be followed repeatedly.

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

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

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

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

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

and the membrane transport of lipidic compounds, beta-oxidation, the modification of fatty

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

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

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

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

Ed: JK Setlow, 18:111-13, Gerhardt (1992) Prog. Lipid R. 31:397-417, 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, Ed.: Murata und Somerville, Rockville, American Society of Plant

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

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

036 and the 033 fatty acids, which differ with regard to their metabolism and their function,

can be distinguished.

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

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

fatty acids, LCPUFA).

 

The fatty acid linoleic acid (18:2A9’12) acts as starting material for the 036 metabolic pathway,

A9”12’15). Linolenic acid is formed fromwhile the 033 pathway proceeds via linolenic acid (18:3

linoleic acid by the activity of an 033-desaturase (Tocher et al. (1998) Prog. Lipid Res. 37:

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

Mammals, and thus also humans, have no corresponding desaturase activity (A12- and 033-

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

acids (essential fatty acids) via the food. Starting with these precursors, the physiologically
A5,8,11,14

important polyunsaturated fatty acids arachidonic acid (= ARA, 20:4 ), an 036-fatty

3
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” ’ ’ )and docosa—acid and the two 033-fatty acids eicosapentaenoic acid (= EPA, 20:5

hexaenoic acid (DHA, 22:6A4’7’10’13’17’19) are synthesized via a sequence of desaturase and

elongase reactions.

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

production of C20- and sz-PUFAs, respectively. This process proceeds via 4 steps. The first

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

preferred in human nutrition. The polyunsaturated 033-fatty acids are supposed to have a

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

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

these 033-fatty acids to the food (Shimikawa (2001) World Rev. Nutr. Diet. 88: 100-108).

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

inflammatory, processes in association with immunological diseases such as rheumatoid

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

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

foodstuffs, or are employed in medicaments. 036-fatty acids such as arachidonic acid tend to

have a negative effect in connection with these rheumatological diseases.

033- and 036-fatty acids are precursors of tissue hormones, known as eicosanoids, such as the

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

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

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

formed from the 036-fatty acids, generally promote inflammatory reactions, while eicosanoids

(known as the PG3 series) from 033-fatty acids have little or no proinflammatory effect.

4
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Polyunsaturated long-chain 033-fatty acids such as eicosapentaenoic acid (= EPA,

C20z5A5’8’11’14’17) or docosahexaenoic acid (= DHA, C22z6A4’7’10’13’16’19) are important

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

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

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

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

403211-225).

Owing to the present-day composition of human food, an addition of polyunsaturated 033-

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

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

C22z6A4’7’10’13’16’19) or eicosapentaenoic acid (= EPA, C20:5A5’8’11’l4’17) are added to infant

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

polyunsaturated long-chain fatty acids.

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

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

and algae such as Crypthecodinium or Phaeodactylum and others, being obtained, as a rule,

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

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

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

DHA, EPA, arachidonic acid (ARA, C20:4A5’8’11’14), dihomo-y-linolenic acid (DHGL,

C2023A8’11’l4) or docosapentaenoic acid (DPA, C22z5A7’10’13’16’19) are, however, not

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

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

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

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

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

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

content of unsaturated fatty acids. Thus, W0 91/13972 and its US equivalent describe a A9-

desaturase. WO 93/11245 claims a A15-desaturase and WO 94/11516 a A12-desaturase.

Further desaturates are described, for example, in EP-A-0 550 162, W0 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 or Huang et al. (1999)

Lipids 34: 649-659. However, the biochemical characterization of the various desaturases has

5
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been insufficient to date since the enzymes, being membrane-bound proteins, present great

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

for example, y-linolenic acid and stearidonic acid.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Phaeodactylum tricomutum, Porphiridium species, Thraustochytrium species,

Schizochytrium species or Crypthecodinium species, ciliates such as Stylonychia or

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

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

Marina 41: 553-558, K. Totani & K. Oba (1987) Lipids 22: 1060-1062, M. Akimoto et al.

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

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

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

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

polyunsaturated fatty acids is a time-consuming and difficult process. Moreover, only limited

6
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amounts of the desired polyunsaturated fatty acids such as DPA, EPA or ARA can be

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

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

possible.

Higher plants comprise polyunsaturated fatty acids such as linoleic acid (C182) and linolenic

acid (C18z3). ARA, EPA and DHA are found not at all in the seed oil of higher plants, or

only in miniscule amounts (E. Ucciani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Ve’ge’tales [New

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

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

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

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

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

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

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

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

from microorganisms and lower plants which produce LCPUFAs and incorporate them in the

membranes or triacylglycerides. Thus, it has already been possible to isolate A6-desaturase

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

the nematode C. elegans.

Transgenic plants which comprise and express genes encoding LCPUFA biosynthesis

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

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

However, these plants produce LCPUFAs in amounts which require further optimization for

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

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

case based on the total lipid content of the plant.

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

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

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

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

polyunsaturated fatty acids, especially eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid and/or

7
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docosahexaenoic acid can be produced in large quantities and inexpensively in transgenic

plants.

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

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

increased by expressing an optimized AS-elongase sequence in transgenic plants.

The PUFAs produced by the process of the invention comprise a group of molecules which

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

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

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

organisms such as bacteria.

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

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

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

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

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

acid sequence which codes for a polypeptide having a AS-desaturase activity, and at least one

nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a AS-elongase activity,

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

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

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

produce DHA it is additionally necessary to provide at least one nucleic acid sequence which

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

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

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

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

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

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

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

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

which comprise one or more of said nucleic acid sequences.

8
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The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a AS-elongase activity is

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

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

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

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

sequence having been altered thereby.

The genetic code is redundant because it uses 61 codons in order to specify 20 amino acids.

Therefore, most of the 20 proteinogenic amino acids are therefore encoded by a plurality of

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

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

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

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

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

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

thus no longer available for protein synthesis.

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

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

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

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

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

translation possible, and the mRNAs formed therefrom possibly have a greater half-life in the

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

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

nucleic acid sequence is to be expressed differs from the organism from which the nucleic

acid sequence is originally derived.

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

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

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

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

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

codon usage can be found inter alia at the following Internet address:

9

30 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100931 of 1119

10

15

20

25

30

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

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

GeneOptimizer).

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

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

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

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

the codons for a particular amino acid are incorporated into the optimized sequence according

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

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

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

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

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

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

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

soybean and/or flax. The nucleic acid sequence originally derived from Ostreococcus taurz' is

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

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

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

least 50% of the positions to the codon usage in oilseed rape, soybean and/or flax.

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

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

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

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

sequence but which still has substantially the same activity as the wild-type protein.

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

preferably selected from the group consisting of:

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

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

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

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

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

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

SEQ ID NO: 1, under stringent conditions,

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

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

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

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

SEQ ID NO: 1, and

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

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

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

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

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

from 10 to 30 amino acids.

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

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

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

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

preferably selected from the group consisting of:

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

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

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

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

ID NO: 172,

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

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

ID NO: 1, under stringent conditions,

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

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

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

11

32 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100933 of 1119

10

15

20

25

30

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

SEQ ID NO: 171, and

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

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

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

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

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

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

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

preferably selected from the group consisting of:

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

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

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

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

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

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

SEQ ID NO: 51, under stringent conditions,

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

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

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

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

under SEQ ID NO: 51, and

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

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

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

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

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

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

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

A4-desaturase are introduced into the plant.

12
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The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having an co-3-desaturase activity is

preferably selected from the group consisting of:

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

preferably the sequence depicted in SEQ ID NO: 193,

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

194,

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

sequence indicated in SEQ ID NO: 193 or 195 under stringent conditions, and

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

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

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

sequence indicated in SEQ ID NO: 193 or 195.

The co-3-desaturase advantageously used in the process of the invention makes it possible to

shift from the 0-6 biosynthetic pathway to the (0-3 biosynthetic pathway, leading to a shift

from C1332 to C1333 fatty acids. It is further advantageous for the co-3-desaturase to convert a

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

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

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

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

preferably selected from the group consisting of:

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

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

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

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

ID NO: 78,

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

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

SEQ ID NO: 77, under stringent conditions,

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

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

13
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91%, 92%, 93%, 94% or 95% and especially at least 96%, 97%, 98% or 99%, identical to the

sequence indicated in SEQ ID NO: 77, and

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

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

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

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

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

of docosahexaenoic acid.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CoAzlysophospholipid acyltransferases, fatty acid synthase(s), fatty acid hydroxylase(s),

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

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

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

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

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

genes in combination.

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

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

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

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

number of individuals increases in consecutive generations. These individuals arising through

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

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

14
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buds, tubers such as root tubers or stem tubers, bulb, brood bodies, brood buds, bulbuls or

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

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

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

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

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

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

as, for example, seeds arising through sexual processes.

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

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

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

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

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

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

previous processing of the plant material is necessary.

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

constitutive or leaf-specific promoters.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

No. U38846, nucleotides 3862-5325) and the promoter of a proline-rich protein from wheat
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(W0 91/13991) and further promoters which mediate constitutive gene expression. The

promoter of the CaMV 35S transcript is particularly preferred.

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

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

likewise possible to use synthetic promoters in addition or alone.

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

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

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

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

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

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

(1985) EMBO J. 4: 2723-2729).

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

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

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

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

example in a first step isolating the total poly(A)+ RNA from leaf tissue of the desired

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

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

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

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

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

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

specific promoters are additionally available to the skilled worker.

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

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

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

isolated both from dicotyledonous and from monocotyledonous plants. Preferred promoters

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

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

(flax) (W0 02/102970), acyl-carrier protein (oilseed rape) (US 5,315,001 and W0 92/18634),

oleosin (Arabidopsis thaliana) (W0 98/45461 and W0 93/20216), phaseolin (Phaseolus
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vulgaris) (US 5,504,200), Bce4 (W0 91/13980), legume B4 (LegB4 promoter) (Baumlein et

al. (1992) Plant J. 2(2): 233-239), Lpt2 and lpt1 (barley) (WO 95/15389 and WO 95/23230),

seed-specific promoters from rice, corn and wheat (W0 99/16890), Amy32b, Amy 6-6 and

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(W0 95/19443), a tetracyclin-inducible promoter (Gatz et al. (1992) Plant J. 2, 397-404) and

an ethanol-inducible promoter.

18

39 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100940 of 1119

10

15

20

25

30

Promoters which respond to biotic or abiotic stress conditions are also suitable, for example

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

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

alpha-amylase promoter (W0 96/ 12814) or the wound-inducible pinII promoter (EP-A-0 375

091)

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

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

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

polymerase promoter, are described in W0 95/ 16783 and WO 97/06250, and the Arabidopsis

clpP promoter, described in WO 99/46394.

It will be appreciated that the polyunsaturated fatty acids produced according to the invention

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

cultures.

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

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

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

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

mixtures of different phospholipids such as phosphatidylglycerol, phosphatidylcholine,

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

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

process are advantageously present in phosphatidylcholine and/or phosphatidylethanolamine

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

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

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

comprise long-chain fatty acids, particularly preferably C20 or C22 fatty acids.

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

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

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

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

proteins, carbohydrates, vitamins and/or other substances.

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

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

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

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

alkylacylglycerophospholipids.

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

phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine, phosphatidylglycerol

and/or phosphatidylinositol.

The fatty acid esters with polyunsaturated C13-, C20- and/or sz-fatty acid molecules can be

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

sphingolipids, phosphoglycerides, lipids, glycolipids such as glycosphingolipids,

phospholipids such as phosphatidylethanolamine, phosphatidylcholine, phosphatidylserine,

phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol or diphosphatidylglycerol, monoacylglycerides,

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

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

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

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

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

preferably in the form of the triacylglycerides, phosphatidylcholine and/or

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

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

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

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

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

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

amounting to 100% by weight.

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

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

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

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

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

in the process of the invention are moreover present with a content of in each case at least 5%

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

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

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

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

the sn1, sn2 and/or sn3 position of the advantageously produced triacylglycerides.

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

sn1 and sn2 or sn2 and sn3 positions). Triply substituted triacylglycerides are also detectable.

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

(C182) and linolenic acid (C18z3), the final products of the process, such as, for example,

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

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

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

the final products such as ARA or EPA and/or DPA and/or DHA are also present as mixtures.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(9t11t13c-octadecatrienoic acid), eleosteric acid (9c11t13t-octadecatrienoic acid), jacaric acid

(8c10t12c-octadecatrienoic acid), punicic acid (9c11t13c-octadecatrienoic acid), parinaric

acid (9c11t13t15c-octadecatetraenoic acid) pinolenic acid (all-cis-5,9,12-octadecatrienoic

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

and/or coriolic acid (13-hydroxy-9c,11t-octadecadienonic acid). In general, the

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

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

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

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

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

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

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

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

invention advantageously comprise less than 0.1% based on the total fatty acids and/or no
~ ~ ~~ ~ ~ ~ ~ A3812151821

butync ac1d, no cholesterol and no n1s1n1c ac1d (tetracosahexaen01c ac1d, C23:6 ’ ’ ’ ’ ’ ).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

sector.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sterculiaceae and Valerianaceae.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Inga fragrans, Pithecellobium berterianum, Pithecellobium fragrans, Pithecolobium

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

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

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

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

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

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

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

such as the genus Saccharum, e. g. the genus and species Saccharum officinarum,

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

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

Juglans califomica, Juglans hindsii, Juglans intermedia, Juglans jamaicensis, Juglans major,

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sorghum arundinaceum, Sorghum caffrorum, Sorghum cemuum, Sorghum dochna, Sorghum

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

nervosum, Sorghum saccharatum, Sorghum subglabrescens, Sorghum verticilliflorum,

Sorghum vulgare, Holcus halepensis, Sorghum miliaceum, Panicum militaceum (millet),

Oryza sativa, Oryza latifolia (rice), Zea mays (corn), Triticum aestivum, Triticum durum,

Triticum turgidum, Triticum hybemum, Triticum macha, Triticum sativum or Triticum

vulgare (wheat), Porphyridiaceae such as the genera Chroothece, Flintiella, Petrovanella,

Porphyridium, Rhodella, Rhodosorus, Vanhoeffenia, e. g. the genus and species Porphyridium

cruentum, Proteaceae such as the genus Macadamia, e. g. the genus and species Macadamia
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intergrifolia (macadamia), Rubiaceae such as the genus Coffea, e. g. the genera and species

Coffea spp., Coffea arabica, Coffea canephora or Coffea liberica (coffee), Scrophulariaceae

such as the genus Verbascum, e. g. the genera and species Verbascum blattaria, Verbascum

chaixii, Verbascum densiflorum, Verbascum lagurus, Verbascum longifolium, Verbascum

lychnitis, Verbascum nigrum, Verbascum olympicum, Verbascum phlomoides, Verbascum

phoenicum, Verbascum pulverulentum or Verbascum thapsus (mullein), Solanaceae such as

the genera Capsicum, Nicotiana, Solanum, Lycopersicon, e.g. the genera and species

Capsicum annuum, Capsicum annuum var. glabriusculum, Capsicum frutescens (pepper),

Capsicum annuum (paprika), Nicotiana tabacum, Nicotiana alata, Nicotiana attenuata,

Nicotiana glauca, Nicotiana langsdorffii, Nicotiana obtusifolia, Nicotiana quadrivalvis,

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

(potato), Solanum melongena (aubergine), Lycopersicon esculentum, Lycopersicon

lycopersicum, Lycopersicon pyriforme, Solanum integrifolium or Solanum lycopersicum

(tomato), Sterculiaceae such as the genus Theobroma, e. g. the genus and species Theobroma

cacao (cocoa), or Theaceae such as the genus Camellia, e. g. the genus and species Camellia

sinensis (tea).

In an advantageous embodiment of the process, the useful plants used are oil fruit plants

which comprise large amounts of lipid compounds, such as peanut, oilseed rape, canola,

sunflower, safflower (Carthamus tinctoria), poppy, mustard, hemp, castor-oil plant, olive,

sesame, Calendula, Punica, evening primrose, verbascum, thistle, wild roses, hazelnut,

almond, macadamia, avocado, bay, pumpkin/squash, flax, soybean, pistachios, borage, trees

(oil palm, coconut or walnut) or arable crops such as maize, wheat, rye, oats, triticale, rice,

barley, cotton, cassava, pepper, Tagetes, Solanaceae plants such as potato, tobacco, egg plant

and tomato, Vicia species, pea, alfalfa or bushy plants (coffee, cacao, tea), Salix species, and

perennial grasses and fodder crops. Advantageous plants according to the invention are oil

fruit plants such as peanut, oilseed rape, canola, sunflower, safflower, poppy, mustard, hemp,

castor-oil plant, olive, Calendula, Punica, evening primrose, pumpkin/squash, flax, soybean,

borage, trees (oilpalm, coconut). Especially preferred are plants which are high in C18z2-

and/or C18:3-fatty acids, such as sunflower, safflower, tobacco, verbascum, sesame, cotton,

pumpkin/squash, poppy, evening primrose, walnut, flax, hemp or thistle. Very especially

preferred plants are plants such as safflower, sunflower, poppy, evening primrose, walnut,

flax, or hemp.

26

47 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100948 of 1119

10

15

20

25

30

It is also advantageous to express the nucleic acid sequences of the invention in the leaves of

feed or food plants and thus to increase the content of eicosapentaenoic acid,

docosapentaenoic acid and/or docosahexaenoic acid in the leaves. Preferred feed plants are,

for example, trefoil species such as red clover (Trifolium pratense), white clover (Trifolium

repens), alsike clover (Trifolium hybridum), sainfoin (Onobrychis viccifolia), Egyptian

clover (Trifolium alexandrinium) and Persian clover (Trifolium resupinatum). Preferred food

plants are for instance lettuce species such as Lactuca sativa, Lactuca crispa, Lactuca

esculenta, Lactuca scariola L. ssp. sativa, Lactuca scariola L. var. integrata, Lactuca scariola

L. var. integrifolia, Lactuca sativa subsp. romana, Locusta communis and Valeriana locusta.

It is possible through the enzymatic activity of the nucleic acid sequences which are used in

the process of the invention and which code for polypeptides having A6-elongase, A6-

desaturase, AS-desaturase and/or AS-elongase activity, advantageously in combination with

nucleic acid sequences which code for polypeptides having co3-desaturase and/or A4-

desaturase activity, and further nucleic acid sequences which code for polypeptides of fatty

acid or lipid metabolism, such as further polypeptides having A5-, A6-, A8-, A12-desaturase

or A5-, A6- or A9-elongase activity, to produce a wide variety of polyunsaturated fatty acids

in the process of the invention. Depending on the useful plants chosen for use in the process

of the invention, mixtures of the various polyunsaturated fatty acids or individual

polyunsaturated fatty acids such as EPA, DPA or DHA can be produced in free or bound

form. Depending on the prevailing fatty acid composition in the starting plant (C18:2 or

C18:3 fatty acids), the resulting fatty acids are derived from C18:2 fatty acids, such as GLA,

DGLA or ARA or are derived from C18:3 fatty acids, such as EPA, DPA or DHA. If the only

unsaturated fatty acid present in the plant used for the process is linoleic acid (LA,

C18:2A9’12), the only possible products of the process are GLA, DGLA and ARA, which may

be present as free fatty acids or bound. If the only unsaturated fatty acid present in the plant

used in the process is (x-linolenic acid (ALA, C18:3A9’12’15

possible products of the process are SDA, ETA, EPA, DPA and/or DHA, which may be

), for example as in flax, the only

present as described above as free fatty acids or bound. It is possible to produce in a targeted

manner only individual products in the plant by modifying the activity of the enzymes used in

the process and involved in the synthesis A6-elongase, A6-desaturase, AS-desaturase and/or

A6-elongase, advantageously in combination with further genes of lipid or fatty acid

metabolism. Advantageously, only EPA, DPA or DHA or mixtures thereof are synthesized.

Since the fatty acids are synthesized in biosynthesis chains, the respective final products are
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not present as pure substances in the organisms. Small amounts of the precursor compounds

are always also present in the final product. These small amounts are less than 20% by

weight, advantageously less than 15% by weight, particularly advantageously less than 10%

by weight, very particularly advantageously less than 5, 4, 3, 2 or 1% by weight based on the

final products EPA, DPA or DHA or mixtures thereof.

To increase the yield in the process according to the invention for the production of oils

and/or triglycerides with a polyunsaturated fatty acid, content which is advantageously

increased, it is advantageous to increase the amount of starting product for the synthesis of

fatty acids. This can be achieved for example by introducing a nucleic acid which encodes a

polypeptide with A12-desaturase into the organism. This is particularly advantageous in

useful plants, such as oil-producing plants such as plants of the Brassicaceae family, such as

the genus Brassica, for example rape, the Elaeagnaceae family, such as the genus Elaeagnus,

for example the genus and species Olea europaea or the family Fabaceae, such as the genus

Glycine, for example the genus and species Glycine max, which are high in oleic acid. Since

these organisms have an only low linoleic acid content (Mikoklaj czak et al. (1961) Journal of

the American Oil Chemical Society 38: 678 - 681) it is advantageous to use said A12-

desaturases for producing the starting material linolenic acid from oleic acid. It is also

possible in addition for the starting fatty acids to be provided from outside, but this is less

preferred for reasons of cost.

Mosses and algae are the only plant systems known to produce considerable amounts of

polyunsaturated fatty acids such as arachidonic acid (ARA) and/or eicosapentaenoic acid

(EPA) and/or docosahexaenoic acid (DHA). Mosses comprise PUFAs in membrane lipids,

whereas algae, organisms related to algae, and some fungi also accumulate substantial

amounts of PUFAs in the triacylglycerol fraction. Nucleic acid molecules isolated from

strains which accumulate PUFAs also in the triacylglycerol fraction are therefore particularly

advantageous for the process of the invention and thus for modifying the lipid and PUFA

production system in a plant such as a useful plant such as an oil crop plant, for example

oilseed rape, canola, flax, hemp, soybean, sunflower, borage. They can therefore

advantageously be used in the process of the invention.

Nucleic acids used in the process of the invention are advantageously derived from plants

such as algae, for example algae of the family of Prasinophyceae such as from the genera

Heteromastix, Mammella, Mantoniella, Micromonas, Nephroselmis, Ostreococcus,

Prasinocladus, Prasinococcus, Pseudoscourfielda, Pycnoocus, Pyramimonas, Scherffelia or
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Tetraselmis such as the genera and species HeteromastiX longifillis, Mamiella gilva,

Mantoiella squamata, Micromonas pusilla, Nephroselmis olivacea, Nephroselmis pyriformis,

Neproselmis rotunda, Ostreococcus tauri, Ostreococcus sp. Prasinocladus ascus,

Prasinocladus lubricus, Pycnococcus provasolii, Pyramimonas amylifera, Pyramimonas

disomata, Pyramimonas obovata, Pyramimonas orientalis, Pyramimonas parkae,

Pyramimonas spinefera, Pyramimonas sp., Tetraselmis apiculta, Tetraselmis carteriaformis,

Tetraselmis chui, Tetraselmis convolutae, Tetraselmis desikacharyi, Tetraselmis gracilis,

Tetraselmis hazeni, Tetraselmis impellucida, Tetraselmis inconspicua, Tetraselmis levis,

Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina, Tetraselmis striata, Tetraselmis subcordiformis,

Tetraselmis suecica, Tetraselmis tetrabrachia, Tetraselmis tetrathele, Tetraselmis verrucosa,

Tetraselmis verrucosa fo. rubens or Tetraselmis sp. or algae from the family Euglenacease

such as from the genera Ascoglena, Astasia, Colacium, Cyclidiopsis, Euglena, Euglenopsis,

Hyalophacus, Khawkinea, Lepocinclis, Phacus, Strombomonas or Trachelomonas such as the

genera and species Euglena acus, Euglena geniculata, Euglena gracilis, Euglena

mixocylindracea, Euglena rostrifera, Euglena viridis, Colacium stentorium, Trachelomonas

cylindrica or Trachelomonas volvocina.

Further advantageous plants are algae such as Isochrysis or Crypthecodinium, algae/diatoms

such as Thalassiosira or Phaeodactylum, mosses such as Physcomitrella or Ceratodon or

higher plants such as the Primulaceae such as Aleuritia, Calendula stella, Osteospermum

spinescens or Osteospermum hyoseroides, microorganisms such as fungi such as Aspergillus,

Thraustochytrium, Phytophthora, Entomophthora, Mucor or Mortierella, bacteria such as

shewanella, yeasts or animals such as nematodes such as Caenorhabditis, insects, frogs, sea

cucumbers or fishes. The nucleic acid sequences isolated according to the invention are

advantageously derived from an animal from the order of vertebrates. The nucleic acid

sequences are preferably derived from the class of Vertebrata, Euteleostomi, Actinopterygii,

Neopterygii, Teleostei, Euteleostei, Protacanthopterygii, Salmoniformes, Salmonidae or

Oncorhynchus or Vertebrata, Amphibia, Anura, Pipidae, Xenopus or Evertebrata such as

Protochordata, Tunicata, Holothuroidea, Cionidae such as Amaroucium constellatum,

Botryllus schlosseri, Ciona intestinalis, Molgula citrina, Molgula manhattensis, Perophora

viridis or Styela partita. The nucleic acids are particularly advantageously derived from fungi,

animals or from plants such as algae or mosses, preferably from the order of Salmoniformes

such as of the family of Salmonidae such as of the genus Salmo, for example from the genera

and species Oncorhynchus mykiss, Trutta trutta or Salmo trutta fario, from algae such as the
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genera Mantoniella or Ostreococcus or from the diatoms such as the genera Thalassiosira or

Phaeodactylum or from algae such as Crypthecodinium.

In a preferred embodiment, the process further comprises the step of obtaining a cell or a

whole plant which comprises the nucleic acid sequences which are used in the process and

which code for a A6-desaturase, A6-elongase, AS-desaturase and/or AS-elongase and, if

appropriate, nucleic acid sequences which code for an co3-desaturase and/or a A4-desaturase,

it being possible for the cell and/or the useful plant also to comprise further nucleic acid

sequences of lipid or fatty acid metabolism. The nucleic acid sequences preferably used in the

process are for expression advantageously incorporated into at least one gene construct and/or

a vector as described hereinafter, alone or in combination with further nucleic acid sequences

which code for proteins of fatty acid or lipid metabolism, and finally transformed into the cell

or plant. In a further preferred embodiment, this process further comprises the step of

obtaining the oils, lipids or free fatty acids from the useful plants, The cell produced in this

way or the useful plant produced in this way is advantageously a cell of an oil-producing

plant, vegetable plant, lettuce plant, or ornamental plant or the plant itself as stated above.

Growing means for the cultivation in the case of plant cells, tissue or organs on or in a

nutrient medium or of the whole plant on or in a substrate, for example in hydroculture,

flower pot soil or on an arable field.

For the purposes of the invention, "transgenic" or "recombinant" means with regard to, for

example, a nucleic acid sequence, an expression cassette (= gene construct) or a vector

comprising the nucleic acid sequences used in the process according to the invention or a

plant transformed with the nucleic acid sequences, expression cassette or vector used in the

process according to the invention, all those constructions brought about by recombinant

methods in which either

a) the nucleic acid sequence, or

b) a genetic control sequence which is operably linked with the nucleic acid sequence,

for example a promoter, or

C) (a) and (b)

are not located in their natural genetic environment or have been modified by recombinant

methods, it being possible for the modification to be, for example, a substitution, addition,

deletion, inversion or insertion of one or more nucleotide residues. Natural genetic

30

51 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100952 of 1119

10

15

20

25

30

environment means the natural genomic or chromosomal locus in the original organism or the

presence in a genomic library. In the case of a genomic library, the natural genetic

environment of the nucleic acid sequence is preferably retained, at least in part. The

environment flanks the nucleic acid sequence at least on one side and has a sequence length

of at least 50 bp, preferably at least 500 bp, especially preferably at least 1000 bp, very

especially preferably at least 5000 bp. A naturally occurring expression cassette — for

example the naturally occurring combination of the natural promoter of the nucleic acid

sequence used in the process according to the invention with the nucleic acid sequence which

encodes proteins with corresponding A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and A5-

elongase activity, advantageously in combination with nucleic acid sequences which encode

proteins having 033-desaturase and/or A4-desaturase activity — becomes a transgenic

expression cassette when this expression cassette is modified by non-natural, synthetic

("artificial") methods such as, for example, mutagenic treatment. Suitable methods are

described, for example, in US 5,565,350 or WO 00/15815.

A “transgenic plant” for the purposes of the invention is understood as mentined above as

meaning that the nucleic acids used in the process are not at their natural locus in the genome

of the plant. In this case, it is possible for the nucleic acid sequences to be expressed

homologously or heterologously. However, transgenic also means that, while the nucleic

acids according to the invention are at their natural position in the genome of the plant, the

sequence has been modified with regard to the natural sequence, and/or that the regulatory

sequences of the natural sequences have been modified. Transgenic is preferably understood

as meaning the expression of the nucleic acids used in the process according to the invention

at an unnatural locus in the genome, i.e. homologous or, preferably, heterologous expression

of the nucleic acid sequences takes place.

Preferred transgenic organisms are useful plants such as oil-producing plants, vegetable

plants, lettuce plants or ornamental plants which are advantageously selected from the group

of plant families consisting of the families of Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae,

Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae,

Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae,

Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae,

Grossulariaceae, Juglandaceae, Lauraceae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae,

Musaceae, Oleaceae, Oxalidaceae, Papaveraceae, Poaceae, Polygonaceae, Punicaceae,
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Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Sterculiaceae and

Valerianaceae.

Host plants which are suitable for the nucleic acids, the expression cassette or the vector used

in the process according to the invention are, in principle, advantageously all useful plants

which are capable of synthesizing fatty acids, specifically unsaturated fatty acids, and which

are suitable for the expression of recombinant genes. Examples which should be mentioned at

this point are plants such as Arabidopsis, Asteraceae such as Calendula or useful plants such

as soybean, peanut, castor-oil plant, sunflower, maize, cotton, flax, oilseed rape, coconut, oil

palm, safflower (Carthamus tinctorius) or cacao bean. Further advantageous plants are

mentioned at other points in this application.

Microorganisms are generally used as intermediate hosts for the production of transgenic

useful plants. Such utilizable intermediate host cells are detailed in: Goeddel, Gene

Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA

(1990)

Expression strains which can advantageously be used for this purpose are, for example, those

with a lower protease activity. They are described, for example, in: Gottesman, 8., Gene

Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego,

California (1990) 119-128.

Transgenic plants which comprise the polyunsaturated, long-chain fatty acids synthesized in

the process according to the invention can advantageously be marketed directly without there

being any need for the oils, lipids or fatty acids synthesized to be isolated. This form of

marketing is particularly advantageous.

“Plants” for the purposes of the present invention are intact plants and all plant parts, plant

organs or plant parts such as leaf, stem, seeds, root, tubers, anthers, fibers, root hairs, stalks,

embryos, calli, cotelydons, petioles, harvested material, plant tissue, reproductive tissue and

cell cultures which are derived from the actual transgenic plant and/or can be used for

bringing about the transgenic plant. In this context, the seed comprises all parts of the seed

such as the seed coats, epidermal cells, seed cells, endosperm or embryonic tissue.

The compounds produced in the process of the invention can, however, also be isolated from

the plants in the form of their oils, fat, lipids and/or free fatty acids. Polyunsaturated fatty

acids produced by the process of the invention can be obtained by harvesting the plants or

plant cells either from the culture in which they grow or from the field. This can take place by
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pressing or extracting the plant parts, preferably the plant seeds. It is possible in this

connection for the oils, fats, lipids and/or free fatty acids to be obtained by pressing by

so-called cold drawing or cold pressing without input of heat. To make it easier to break open

the plant parts, specifically the seeds, they are previously crushed, steamed or roasted. The

seeds pretreated in this way can then be pressed or extracted with solvent such as warm

hexane. The solvent is then removed again. It is possible in this way to isolate more than 96%

of the compounds produced in the process of the invention. The products obtained in this way

are then processed further, that is to say refined. This entails initially for example the plant

mucilage and suspended matter being removed. So-called desliming can take place

enzymatically or, for example, chemically/physically by adding acid such as phosphoric acid.

The free fatty acids are then removed by treatment with a base, for example sodium

hydroxide solution. The resulting product is thoroughly washed with water to remove the

alkali remaining in the product, and is dried. In order to remove the coloring matters still

present in the product, the products are subjected to a bleaching with, for example, bleaching

earth or activated carbon. Finally, the product is also deodorized for example with steam.

The PUFAs or LCPUFAs produced by this process are preferably C20 and/or C22 fatty acid

molecules having at least four double bonds in the fatty acid molecule, preferably five or six

double bonds. These C20 and/or C22 fatty acid molecules can be isolated from the plant in the

form of an oil, lipid or a free fatty acid. Suitable transgenic plants are for example those

mentioned above.

These oils, lipids or fatty acids of the invention comprise, as described above, advantageously

6 to 15% palmitic acid, 1 to 6% stearic acid, 7 - 85% oleic acid, 0.5 to 8% vaccenic acid, 0.1

to 1% arachic acid, 7 to 25% saturated fatty acids, 8 to 85% monounsaturated fatty acids and

60 to 85% polyunsaturated fatty acids, in each case based on 100% and on the total fatty acid

content of the plants.

Advantageous polyunsaturated, long-chain fatty acids present in the fatty acid esters or fatty

acid mixtures such as phosphatidyl fatty acid esters or triacylglyceride esters are preferably at

least 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 or 20% by weight based on the total fatty acid

content of eicosapentaenoic acid, based on the total fatty acid content, and/or at least 1, 2, 3,

4, 5 or 6% by weight of docosapentaenoic acid, based on the total fatty acid content, and/or at

least 1, 2, 3, preferably at least 4, 5, 6, particularly preferably at least 7 or 8 and most

preferably at least 9 or 10% by weight of docosahexaenoic acid, based on the total fatty acid

content.
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The fatty acid esters or fatty acid mixtures which have been produced by the process of the

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

docosaic acid), sterculic acid (9,10-methylene octadec-9-enonic acid), malvalic acid (8,9-

methylene heptadec-8-enonic acid), chaulmoogrinic acid (cyclopentenedodecanoic acid),

furan fatty acid (9,12-epoxyoctadeca—9,11-dienonoic acid), vernonoic acid (9,10-

epoxyoctadec-12-enonoic acid), tarinic acid (6-octadecynonic acid), 6-nonadecynonic acid,

santalbic acid (t11-octadecen-9-ynoic acid), 6,9-octadecenynonic acid, pyrulic acid (t10-

heptadecen-8-ynonic acid), crepenynic acid (9-octadecen-12-ynonic acid) 13,14-

dihydrooropheic acid, octadecen-13-ene-9,11-diynonic acid, petroselenic acid (cis-6-

octadecenonic acid), 9c,12t-octadecadienoic acid, calendulic acid (8t10t12c-octadecatrienoic

acid, catalpic acid (9t11t13c-octadecatrienoic acid), eleosteric acid (9c11t13t-

octadecatrienoic acid), jacaric acid (8c10t12c-octadecatrienoic acid), punicic acid (9c11t13c-

octadecatrienoic acid), parinaric acid (9c11t13t15c-octadecatetraenoic acid) pinolenic acid

(all-cis-5,9,12-octadecatrienoic acid), laballenic acid (5,6-octadecadienallenic acid),

ricinoleic acid (12-hydroxyoleic acid) and/or coriolic acid (13-hydroxy-9c,11t-

octadecadienonic acid). In general, the aforementioned fatty acids are advantageously present

only in traces in the fatty acid esters or fatty acid mixtures produced by the process of the

invention, meaning that their occurrence, based on the total fatty acid content, is less than

30%, preferably less than 25%, 24%, 23%, 22% or 21%, particularly preferably less than

20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6% or 5%, very particularly preferably less than 4%, 3%, 2%

or 1%. In a further preferred form of the invention the occurrence of these aforementioned

fatty acids, based on the total fatty acids, is less than 0.9%, 0.8%, 0.7%, 0.6% or 0.5%,

particularly preferably less than 0.4%, 0.3%, 0.2%, 0.1%. The fatty acid esters or fatty acid

mixtures produced by the process of the invention advantageously comprise less than 0.1%

based on the total fatty acids and/or no butyric acid, no cholesterol and no nisinic acid

(tetracosahexaenoic acid, C23:6A3’8’12’15’18’21).

A further embodiment according to the invention is the use of the oils, the lipids, the fatty

acids and/or the fatty acid composition, which are produced by the process of the invention,

in feeding stuffs, foodstuffs, cosmetics or pharmaceuticals. The oils, lipids, fatty acids or fatty

acid mixtures obtained in the process according to the invention can be used for admixture

with other oils, lipids, fatty acids or fatty acid mixtures of animal origin, such as, for

example, fish oils, in the manner with which the skilled worker is familiar. These oils, lipids,

fatty acids or fatty acid mixtures which are produced in this way and consist of vegetable and
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animal components can also be used for the preparation of feeding stuffs, foodstuffs,

cosmetics or pharmaceuticals.

The term “oil”, “lipid“ or “fat” is understood as meaning a fatty acid mixture comprising

unsaturated and/or saturated, preferably esterified fatty acid(s). It is preferred that the oil, fat

or lipid is high in polyunsaturated free or advantageously esterified fatty acid(s), in particular

linoleic acid, y-linolenic acid, dihomo-y-linolenic acid, arachidonic acid, (x-linolenic acid,

stearidonic acid, eicosatetraenoic acid, eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid or

docosahexaenoic acid. Preferably, the amount of unsaturated esterified fatty acids is

approximately 30%, with an amount of 50% being especially preferred and an amount of

60%, 70%, 80% or more being most preferred. The amount of the fatty acid can be

determined by gas chromatography after converting the fatty acids into the methyl esters by

transesterification. The oil, lipid or fat can comprise various other saturated or unsaturated

fatty acids, for example calendulic acid, palmitic acid, palmitoleic acid, stearic acid, oleic

acid and the like. In particular, the amount of the various fatty acids can vary, depending on

the starting plant.

As described above, the polyunsaturated fatty acid esters advantageously having three, four,

five or six, particularly advantageously having five or six double bonds and which have been

prepared in the process advantageously take the form of fatty acid esters, for example,

sphingolipid esters, phosphoglyceride esters, lipid esters, glycolipid esters, phospholipid

esters, monoacylglycerol esters, diacylglycerol esters, triacylglycerol esters or other fatty acid

esters, preference being given to phospholipid esters and/or triacylglycerol esters.

Starting with the polyunsaturated fatty acid esters produced thus in the process according to

the invention and advantageously having at least three, four, five or six double bonds, the

polyunsaturated fatty acids which are present can be liberated for example via treatment with

alkali, for example with aqueous KOH or NaOH, or by acid hydrolysis, advantageously in the

presence of an alcohol such as methanol or ethanol, or via enzymatic cleavage, and isolated

via, for example, phase separation and subsequent acidification with, for example, H2804.

However, the fatty acids can also be liberated directly without the above-described

processing steps.

Substrates of the nucleic acid sequences used in the process which encode polypeptides with

A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase activity and optionally

nucleic acid sequences which encode polypetides having 033-desaturase and/or A4-desaturase
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activity, and/or of the further nucleic acids which are used, such as the nucleic acid sequences

which encode polypeptides of the fatty acid or lipid metabolism selected from the group

consisting of acyl-CoA dehydrogenase(s), acyl-ACP [= acyl carrier protein] desaturase(s),

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

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

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

lipoxygenases, triacylglycerol lipases, allenoxide synthases, hydroperoxide lyases or fatty

acid elongase(s) are advantageously C16-, C13- or Czo-fatty acids. Preferably, the fatty acids

converted in the process as substrates are converted in the form of their acyl-CoA esters

and/or in the form of their phospholipid esters.

To produce the long-chain PUFAs according to the invention, the saturated, monounsaturated

C16-fatty acids and/or polyunsaturated Clg-fatty acids must first, depending on the substrate,

be desaturated and/or elongated or only deaturated by the enzymatic activity of a desaturase

and/or elongase and subsequently elongated by at least two carbon atoms by an elongase.

After one elongation cycle, this enzyme activity leads either starting from C16-fatty acids to

Clg-fatty acids or starting from Clg-fatty acids to Czo-fatty acids, and after two elongation

cycles starting from C16-fatty acids leads to Czo-fatty acids. The activity of the desaturases or

elongases used in the process according to the invention preferably leads to C20- and/or C22-

fatty acids, advantageously with at least two or three double bonds in the fatty acid molecule,

preferably with four, five or six double bonds, especially preferably to sz-fatty acids with at

least five double bonds in the fatty acid molecule. Especially preferred products of the

process according to the invention are eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid and/or

docosahexaenoic acid. The Clg-fatty acids with at least two double bonds in the fatty acid can

be elongated by the enzymatic activity according to the invention in the form of the free fatty

acid or in the form of the esters, such as phospholipids, glycolipids, sphingolipids,

phosphoglycerides, monoacylglycerol, diacylglycerol or triacylglycerol.

The preferred biosynthesis site of fatty acids, oils, lipids or fats in the plants which are

advantageously used is, for example, generally the seed or cell layers of the seed, so that

seed-specific expression of the nucleic acids used in the process makes sense. However, it is

obvious that the biosynthesis of fatty acids, oils or lipids need not be limited to the seed

tissue, but may also take place in a tissue specific manner in all of the remaining parts of the

plant, for example in epidermal cells or in the tubers. The synthesis advantageously takes

place according to the inventive process in the vegetative (somatic) tissue.
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Owing to the method according to the invention, the polyunsaturated fatty acids which are

produced can, in principle, be increased in two ways in the plants used in the process.

Advantageously the pool of free polyunsaturated fatty acids and/or the amount of the

esterified polyunsaturated fatty acids produced by the process can be increased.

Advantageously, the pool of esterified polyunsaturated fatty acids in the transgenic plants is

increased by the process according to the invention, advantageously in the form of the

phosphatidyl esters and/or triacyl esters.

The sequences used in the process of the invention are cloned singly into expression

constructs or provided on a joint recombinant nucleic acid molecule and used for introduction

and for expression in organisms. These expression constructs make it possible for the

polyunsaturated fatty acids produced in the process of the invention to be synthesized

optimally.

The nucleic acids used in the process may, after introduction into a plant or plant cell, either

be located on a separate plasmid or advantageously be integrated into the genome of the host

cell. In the case of integration into the genome, the integration may be random or take place

by recombination such that the native gene is replaced by the introduced copy, thus

modulating production of the desired compound by the cell, or through use of a gene in trans,

so that the gene is functionally connected to a functional expression unit which comprises at

least one sequence ensuring the expression of a gene and at least one sequence ensuring the

polyadenylation of a functionally transcribed gene. The nucleic acid sequences are

advantageously introduced into the plants via multiexpression cassettes or constructs for

multiparallel expression, i.e. the nucleic acid sequences are present in a joint expression unit.

The nucleic acid construct may comprise more than one nucleic acid sequence coding for a

polypeptide having the enzymatic activity of a A12-desaturase, A4-desaturase, AS-desaturase,

A6-desaturase, AS-elongase, A6-elongase, and/or co3-desaturase. It is also possible for a

plurality of copies of a nucleic acid sequence coding for a polypeptide having the enzymatic

activity of a A12-desaturase, A4-desaturase, AS-desaturase, A6-desaturase, AS-elongase, A6-

elongase, and/or co3-desaturase to be present.

For the introduction, the nucleic acids used in the process are advantageously amplified and

ligated in the known manner. Preferably, a procedure following the protocol for Pfu DNA

polymerase or a Pfu/Taq DNA polymerase mixture is followed. The primers are selected

depending on the sequence to be amplified. The primers should expediently be chosen in
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such a way that the amplicon comprises the entire codogenic sequence from the start codon to

the stop codon. After the amplification, the amplificon is expediently analyzed. For example,

the analysis can be carried out by gel-electrophoretic separation with respect to quality and

quantity. Thereafter, the amplicon can be purified following a standard protol (for example

Qiagen). An aliquot of the purified amplicon is then available for the subsequent cloning step.

Suitable cloning vectors are generally known to the skilled worker. These include, in

particular, vectors which are capable of replication in microbial systems, that is to say mainly

vectors which ensure efficient cloning in yeasts or fungi and which make possible the stable

transformation of plants. Those which must be mentioned in particular are various binary and

cointegrated vector systems which are suitable for the T-DNA-mediated transformation. Such

vector systems are, as a rule, characterized in that they comprise at least the vir genes

required for the Agrobacterium-mediated transformation and the T-DNA-delimiting

sequences (T-DNA border). These vector systems preferably also comprise further cis-

regulatory regions such as promoters and terminators and/or selection markers, by means of

which suitably transformed organisms can be identified. While in the case of cointegrated

vector systems vir genes and T-DNA sequences are arranged on the same vector, binary

systems are based on at least two vectors, one of which bears vir genes, but no T-DNA, while

a second one bears T-DNA, but no vir genes. Owing to this fact, the last-mentioned vectors

are relatively small, easy to manipulate and capable of replication both in E. coli and in

Agrobacterium. These binary vectors include vectors from the series pBIB-HYG, pPZP,

pBecks, pGreen. In accordance with the invention, pBin19, pBIlOl, pBinAR, pGPTV and

pCAMBIA are used by preference. An overview of the binary vectors and their use is found

in Hellens et al. (2000) Trends in Plant Science 5: 446—451.

In order to prepare the vectors, the vectors can first be linearized with restriction

endonuclease(s) and then modified enzymatically in a suitable manner. Thereafter, the vector

is purified, and an aliquot is employed for the cloning step. In the cloning step, the

enzymatically cleaved and, if appropriate, purified amplificate is cloned with vector

fragments which have been prepared in a similar manner, using ligase. In this context, a

particular nucleic acid construct, or vector or plasmid construct, can have one or more than

one codogenic gene segments. The codogenic gene segments in these constructs are

preferably linked operably with regulatory sequences. The regulatory sequences include, in

particular, plant sequences such as the above-described promoters and terminators. The

constructs can advantageously be stably propagated in microorganisms, in particular
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Escherichia coli and Agrobacterium tumefaciens, under selective conditions and thus make

possible the transfer of heterologous DNA into plants.

The nucleic acid sequences and nucleic acid constructs used in the inventive process can be

introduced into microorganisms and then into plants, advantageously using cloning vectors,

and thus be used in the transformation of plants such as those which are published in and

cited therein: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida),

Chapter 6/7, p. 71-119 (1993), F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants, in:

Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, Ed: Kung and R. Wu, Academic

Press, 1993, 15-38, B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol.

1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu, Academic Press (1993), 128-143,

Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. (1991) 42: 205-225. Thus, the nucleic

acids, nucleic acid constructs and/or vectors used in the process can be used for the

recombinant modification of a broad spectrum of plants so that the latter become better

and/or more efficient LCPUFA producers.

Owing to the introduction of a A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and A5-elongase

gene into a plant, alone or in combination with other genes, it is not only possible to increase

biosynthesis flux towards the end product, but also to increase, or to create de novo the

corresponding triacylglycerol and/or phosphatidylester composition. Likewise, the number or

activity of other genes which are involved in the import of nutrients which are required for

the biosynthesis of one or more fatty acids, oils, polar and/or neutral lipids, can be increased,

so that the concentration of these precursors, cofactors or intermediates within the cells or

within the storage compartment is increased, whereby the ability of the cells to produce

PUFAs, as described below, is enhanced further. By optimizing the activity or increasing the

number of one or more of the A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase

genes which are involved in the biosynthesis of these compounds, or by destroying the

activity of one or more genes which are involved in the degradation of these compounds, it

may be possible to increase the yield, production and/or production efficiency in fatty acid

and lipid molecules from organisms and advantageously from plants.

The nucleic acid molecules used in the process of the invention code for proteins or parts

thereof, whereas the proteins or the individual protein or parts thereof comprises an amino

acid sequence which has sufficient homology to an amino acid sequence which is depicted in

the sequences SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172 or SEQ ID NO: 52 and, if

appropriate, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78, so that the proteins or parts thereof still
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have a A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase activity and, if

appropriate, a A4-desaturase and/or co3-desaturase activity. The proteins or parts thereof

which is/are encoded by the nucleic acid molecule/nucleic acid molecules preferably still

have its/their essential enzymatic activity and the ability to participate in the metabolism of

compounds necessary for constructing cell membranes or lipid bodies in organisms,

advantageously in plants, or in the transport of molecules across these membranes. The

proteins encoded by the nucleic acid molecules are at least about 60% and preferably at least

about 70%, 80% or 90%, and particularly preferably at least about 85%, 86%, 87%, 88%,

89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or more identical to the amino

acid sequences depicted in SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO:

52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78. Homology or homologous means in the context of

the invention identity or identical.

The homology was calculated over the entire amino acid or nucleic acid sequence region. To

compare various sequences, the skilled worker has available a series of programs which are

based on various algorithms. The algorithms of Needleman and Wunsch or Smith and

Waterman give particularly reliable results. The program PileUp (J. Mol. Evolution (1987)

25: 351-360, Higgins et al. (1989) CABIOS 5: 151—153) or the programs Gap and BestFit

(Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453 and Smith and Waterman (1981)

Adv. Appl. Math. 2: 482-489), which are part of the GCG software packet [Genetics

Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)], were used to

carry out the sequence comparisons. The sequence homology data given above in % were

determined over the entire sequence region using the program GAP with the following

settings: Gap Weight: 50, Length Weight: 3, Average Match: 10.000 and Average Mismatch:

0.000. Unless otherwise specified, these settings were always used as standard settings for

sequence comparisons.

Essential enzymatic activity of the co3-desaturase, A6-desaturase, A6-elongase, A5-elongase,

A4-desaturase and/or A5-desaturase used in the process of the invention means that,

compared with the proteins/enzymes encoded by the sequence having SEQ ID NO: 64, SEQ

ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77, they still

have an enzymatic activity of at least 10%, preferably of at least 20%, particularly preferably

of at least 30% and most preferably of at least 40, 50 or 60%, and thus are able to participate

in the metabolism of compounds necessary for synthesizing fatty acids, advantageously fatty
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acid esters such as phosphatidyl esters and/or triacylglyceride esters, in a plant or plant cell,

or in the transport of molecules across membranes.

Nucleic acids which can be advantageously used in the process are derived from bacteria,

fungi, diatoms, animals such as Caemorhabditis or Oncorhynchus or plants such as algae or

mosses such as the genera Shewanella, Physcomitrella, Thraustochytrium, Fusarium,

Phytophthora, Ceratodon, Pytium irregulare, Mantoniella, Ostreococcus, Isochrysis, Aleurita,

muscarioides, Mortierella, Borago, Phaeodactylum, Crypthecodinium, specifically from the

genera and species Pytium irregulare, Oncorhynchus mykiss, Xenopus laevis, Ciona

intestinalis, Thalassiosira pseudonona, Mantoniella squamata, Ostreococcus sp.,

Ostreococcus tauri, Euglena gracilis, Physcomitrella patens, Phytophtora infestans, Fusarium

graminaeum, Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, Isochrysis galbana, Aleurita

farinosa, Thraustochytrium sp., Muscarioides viallii, Mortierella alpina, Borago officinalis,

Phaeodactylum tricomutum, Caenorhabditis elegans or particularly advantageously from

Pytium irregulare, Thraustochytrium sp. and/or Ostreococcus tauri.

It is possible additionally to use in the process of the invention nucleotide sequences which

code for a A12-desaturase, A9-elongase or A8-desaturase. The nucleic acid sequences used in

the process are advantageously introduced in an expression cassette which makes expression

of the nucleic acids in plants possible.

The nucleic acid sequences which code for the A12-desaturase, co3-desaturase, A9-elongase,

A6-desaturase, A8-desaturase, A6-elongase, AS-desaturase, AS-elongase or A4-desaturase are

functionally linked to one or more regulatory signals to increase the gene expression. These

regulatory sequences are intended to make targeted expression of the genes possible. This

may mean for example, depending on the plant, that the gene is expressed and/or

overexpressed only after induction, or that it is expressed and/or overexpressed immediately.

Sequences advantageously used for the expression make constitutive expression possible,

such as CaMV3SS, CaMV36S, CaMV3SSmas, nos, mas, ubi, stpt, lea or Super promoter.

Expression preferably takes place in vegetative tissue as described above. In another

preferred embodiment, the expression takes place in seeds.

These regulatory sequences are for example sequences to which inducers or repressors bind

and thus regulate the expression of the nucleic acid. In addition to the regulatory sequences

which are not linked in their natural locus to the nucleic acid sequences, or instead of these

sequences, the natural regulation of these sequences may still be present before the actual
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structural genes and, if appropriate, have been genetically modified so that natural regulation

is switched off and expression of the genes is increased. The gene construct may additionally

advantageously also comprise one or more so-called “enhancer sequences” functionally

linked to the promoter, which make increased expression of the nucleic acid sequence

possible. Additional advantageous sequences can also be inserted at the 3’ end of the DNA

sequences, such as further regulatory elements or terminators. Advantageous terminators are

for example viral terminators such as the 358 terminator or others. The nucleic acid

sequences used in the process according to the invention may be present in one or more

copies of the expression cassette (= gene construct). Preferably, only one copy of the genes is

present in each expression cassette. This gene construct, or the gene constructs, can be

introduced into the plant simultaneously or successively and expressed together in the host

organism. In this context, the gene construct(s) can be inserted in one or more vectors and be

present in the cell in free form, or else be inserted in the genome. It is advantageous for the

insertion of further genes in the plant when the genes to be expressed are present together in

one gene construct. However, it is also possible to introduce in each case one gene construct

containing a nucleic acid sequence into a plant and to cross the resulting plants with one

another in order to obtain progeny which contains all gene contructs together.

In this context, the regulatory sequences or factors can, as described above, preferably have a

positive effect on the gene expression of the genes introduced, thus enhancing it. Thus, an

enhancement of the regulatory elements, advantageously at the transcriptional level, may take

place by using strong transcription signals such as promoters and/or enhancers. In addition,

however, enhanced translation is also possible, for example by improving the stability of the

mRNA.

To ensure the stable integration of the biosynthesis genes into the transgenic plant over a

plurality of generations, each of the nucleic acids which encode A6-desaturase, A6-elongase,

AS-desaturase or AS-elongase and if appropriate the 033-desaturase or A4-desaturase and

which are used in the process should be expressed under the control of a separate promoter.

This can be identical or different for each of the sequences. In this context, the expression

cassette is advantageously constructed in such a way that a promoter is followed by a suitable

cleavage site for insertion of the nucleic acid to be expressed, which cleavage site is

advantageously in a polylinker. If appropriate, a terminator can be positioned behind the

polylinker. This sequence is repeated several times, preferably three, four, five or six times,

so that up to six genes can be combined in one construct and thus introduced into the

42

63 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100964 of 1119

10

15

20

25

30

transgenic plant in order to be expressed. To express the nucleic acid sequences, the latter are

inserted behind the promoter via the suitable cleavage site, for example in the polylinker.

Advantageously, each nucleic acid sequence has its own promoter and, if appropriate, its own

terminator. However, it is also possible to insert a plurality of nucleic acid sequences behind

a promoter and, if appropriate, before a terminator. Here, the insertion site, or the sequence,

of the inserted nucleic acids in the expression cassette is not of critical importance, that is to

say a nucleic acid sequence can be inserted at the first or last position in the cassette without

the expression being substantially influenced by the position. In an advantageous

embodiment, different promoters such as, for example, the USP, LegB4 or DC3 promoter,

and different terminators can be used in the expression cassette. In a further advantageous

embodiment, identical promoters such as the CaMV3SS promoter can also be used.

As described above, the transcription of the genes which have been introduced should

advantageously be terminated by suitable terminators at the 3’ end of the biosynthesis genes

which have been introduced (behind the stop codon). An example of a sequence which can be

used in this context is the OCS l or the 3SSCaMV terminator. As is the case with the

promoters, different terminator sequences should be used here for each gene.

As described above, the gene construct can also comprise further genes to be introduced into

the organisms. It is possible and advantageous to introduce into the host plants, and to

express therein, regulatory genes such as genes for inductors, repressors or enzymes which,

owing to their enzyme activity, engage in the regulation of one or more genes of a

biosynthesis pathway. These genes can be of heterologous or of homologous origin.

Moreover, further biosynthesis genes of the fatty acid or lipid metabolism can

advantageously be present in the nucleic acid construct, or gene construct or altematively,

these genes can also be present on one further or more further nucleic acid constructs. A

biosynthesis gene of the fatty acid or lipid metabolism which is preferably chosen is one or

more genes selected from the group of acyl-CoA dehydrogenase(s), acyl-ACP [= acyl carrier

protein] desaturase(s), acyl-ACP thioesterase(s), fatty acid acyl- transferase(s), acyl-

CoAzlysophospholipid acyltransferases, fatty acid synthase(s), fatty acid hydroxylase(s),

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

fatty acid acetylenases, lipoxygenases, triacylglycerol lipases, allenoxide synthases,

hydroperoxide lyases or fatty acid elongase(s) or combinations thereof. Especially

advantageous nucleic acid sequences are biosynthesis genes of the fatty acid or lipid
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metabolism selected from the group of the acyl-CoA:lysophospholipid acyltransferase, A8-

desaturase, A9-desaturase, A12-desaturase and/or A9-elongase.

In this context, the abovementioned nucleic acids or genes can be cloned into expression

cassettes, like those mentioned above, in combination with other elongases and desaturases

and used for transforming plants with the aid of Agrobacterium.

The term “vector” used in this description relates to a nucleic acid molecule which is capable

of transporting another nucleic acid to which it is bound. One type of vector is a “plasmid”, a

circular double-stranded DNA loop into which additional DNA segments can be ligated. A

further type of vector is a viral vector, it being possible for additional DNA segments to be

ligated into the viral genome. Certain vectors are capable of autonomous replication in a host

cell into which they have been introduced (for example bacterial vectors with bacterial

replication origin). Other vectors are advantageously integrated into the genome of a host cell

when they are introduced into the host cell, and thus replicate together with the host genome.

Moreover, certain vectors can govern the expression of genes with which they are in operable

linkage. These vectors are referred to in the present context as “expression vectors”. Usually,

expression vectors which are suitable for DNA recombination techniques take the form of

plasmids. In the present description, “plasmid” and “vector” can be used exchangeably since

the plasmid is the form of vector which is most frequently used. However, the invention is

also intended to cover other forms of expression vectors, such as viral vectors, which exert

similar functions. Furthermore, the term vector is also intended to encompass other vectors

with which the skilled worker is familiar, such as phages, viruses such as SV40, CMV, TMV,

transposons, IS elements, phasmids, phagemids, cosmids, linear or circular DNA.

The recombinant expression vectors advantageously used in the process comprise the nucleic

acid sequences or the above-described gene construct used in the process in a form which is

suitable for expressing the nucleic acids used in a host cell, which means that the recombinant

expression vectors comprise one or more regulatory sequences, which are selected on the

basis of the host cells to be used for the expression, which regulatory sequence(s) is/are

linked operably with the nucleic acid sequence to be expressed. In a recombinant expression

vector, “linked operably” means that the nucleotide sequence of interest is bound to the

regulatory sequence(s) in such a way that the expression of the nucleotide sequence is made

possible and they are bound to each other in such a way that both sequences carry out the

predicted function which is ascribed to the sequence (for example in an in-vitro

transcription/translation system, or in a host cell if the vector is introduced into the host cell).
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The term “regulatory sequence” is intended to comprise promoters, enhancers and other

expression control elements (for example polyadenylation signals). These regulatory

sequences are described, for example, in Goeddel: Gene Expression Technology: Methods

in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), or see: Gruber and Crosby, in:

Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, CRC Press, Boca Raton, Florida,

Ed: Glick and Thompson, Chapter 7, 89-108, including the references cited therein.

Regulatory sequences comprise those which govern the constitutive expression of a

nucleotide sequence in many types of host cell and those which govern the direct expression

of the nucleotide sequence only in specific host cells under specific conditions. The skilled

worker knows that the design of the expression vector can depend on factors such as the

choice of host cell to be transformed, the desired degree of expression of the protein and the

like.

The recombinant expression vectors used can be designed for the expression of the nucleic

acid sequences used in the process in such a way that they can be transformed into

prokaryotic intermediate hosts and finally, after introduction into the plants, make expression

of the genes possible therein. This is advantageous because on account of simplicity,

intermediate steps in vector construction are frequently carried out in microorganisms. For

example, the A6-desaturates, A6-elongase, A5-desaturate and/or A5-elongase genes can be

expressed in bacterial cells, insect cells (using baculovirus expression vectors), yeast cells

and other fungal cells (see Romanos,M.A., et al. (1992) Yeast 8:423-488, van den

Hondel, C.A.M.J.J., et al. (1991) “Heterologous gene expression in filamentous fungi”, in:

More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, Editors, pp. 396-428:

Academic Press: San Diego, and van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1992) “Gene

transfer systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular

Genetics of Fungi, Peberdy, J.F., et al., Editors, pp. 1-28, Cambridge University Press:

Cambridge), Algae (Falciatore et al. (1999) Marine Biotechnology.1: (3):239-251), ciliates,

with vectors following a transformation process as described in WO 98/01572, and preferably

in cells of multicellular plants (see Schmidt, R. and Willmitzer, L. (1988) “High efficiency

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Arabidopsis thaliana leaf and

cotyledon explants” Plant Cell Rep.:538-586, Plant Molecular Biology and Biotechnology, C

Press, Boca Raton, Florida, chapter 6/7, pp. 71-119 (1993), F.F. White, B. Jenes et al.,

Techniques for Gene Transfer in: Transgenic Plants, vol. 1, Engineering and Utilization,

Editors.: Kung and R. Wu, Academic Press (1993), 128-43, Potrykus (1991) Annu. Rev.
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Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42: 205-225 (and references cited therein)). Suitable hosts

are what are further discussed in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in

Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). The recombinant expression

vector may alternatively be transcribed and translated in vitro for example using T7 promoter

regulatory sequences and T7 polymerase.

Expression of proteins in prokaryotes usually takes place with vectors which comprise

constitutive or inducible promoters which control the expression of fusion or non-fusion

proteins. Typical fusion expression vectors are inter alia pGEX (Pharmacia Biotech Inc,

Smith, DB, and Johnson, KS. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs,

Beverly, MA) and pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), of which glutathione S-transferase

(GST), maltose E-binding protein and protein A, respectively, are fused to the recombinant

target protein.

Examples of suitable inducible non-fusion E. coli expression vectors are inter alia pTrc

(Amann et al. (1988) Gene 69:301-315) and pET 11d (Studier et al., Gene Expression

Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-

89). Target gene expression by the pTrc vector is based on transcription by host RNA

polymerase from a hybrid trp-lac fusion promoter. Target gene expression from the pET 11d

vector is based on transcription from a T7-gnlO-lac fusion promoter which is mediated by a

coexpressed viral RNA polymerase (T7 gnl). This viral polymerase is provided by the host

strains BL21 (DE3) or HMS174 (DE3) from a resident 9t prophage which harbors a T7 gnl

gene under transcription control of the lacUV 5 promoter.

Other vectors suitable in prokaryotic organisms are known to the skilled worker, these

vectors are for example in E. coli pLG338, pACYC184, the pBR series such as pBR322, the

pUC series such as pUC18 or pUC19, the M113mp series, pKC30, pRep4, pHS1, pHS2,

pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-IIIll3-B1, )tgtll or deCI, in streptomyces

pIJ101, pIJ364, pIJ702 or pIJ361, in bacillus pUB110, pC194 or pBD214, in

corynebacterium pSA77 or pAJ667 .

In a further embodiment, the expression vector is a yeast expression vector. Examples of

vectors for expression in the yeast S. cerevisiae include pYeDesaturasecl (Baldari et al.

(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88

(Schultz et al. (1987) Gene 54:113-123) and pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego,

CA). Vectors and processes for constructing vectors suitable for use in other fungi, such as
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the filamentous fungi, are described in detail in: van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J.

(1991) “Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied

Molecular Genetics of fungi, J.F. Peberdy et al., editors, pp. 1-28, Cambridge University

Press: Cambridge, or in: More Gene Manipulations in Fungi (J.W. Bennet & L.L. Lasure,

Editors, pp. 396-428: Academic Press: San Diego). Further suitable yeast vectors are for

example pAG-1, YEp6, YEp13 or pEMBLYe23.

Alternatively, the nucleic acid sequences used in the process of the invention can be

expressed in insect cells using baculovirus expression vectors. Baculovirus vectors available

for expressing proteins in cultured insect cells (e.g. Sf9 cells) include the pAc series (Smith et

al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) and the pVL series (Lucklow and Summers (1989)

Virology 170:31-39).

The above mentioned vectors provide only a small survey of possible suitable vectors.

Further plasmids are known to the skilled worker and are described for example in: Cloning

Vectors (Editors Pouwels, P.H. et al., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN

0 444 904018). Further suitable expression systems for prokaryotic and eukaryotic cells see

in chapters 16 and 17 of Sambrook, J., Fritsch, E..,F and Maniatis, T., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, 2nd edition, Cold spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

The genes used in the process can also be expressed in single-celled plant cells (such as

algae), see Falciatore et al. (1999) Marine Biotechnology 1 (3):239-251 and references cited

therein, and in plant cells from higher plants (for example spermatophytes such as arable

crops). Examples of plant expression vectors comprise those which are described in detail in:

Becker, D., Kemper, E., Schell, J., and Masterson, R. (1992) Plant Mol. Biol. 20:1195-1197,

and Bevan, M.W. (1984) Nucl. Acids Res. 12:8711-8721, Vectors for Gene Transfer in

Higher Plants, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R.

Wu, Academic Press, 1993, p. 15-38.

A plant expression cassette preferably comprises regulatory sequences which are capable of

governing the expression of genes in plant cells and are linked operably so that each sequence

can fulfil its function, such as transcriptional termination, for example polyadenylation

signals. Preferred polyadenylation signals are those which are derived from Agrobacterium

tumefaciens T-DNA, such as gene 3 of the Ti plasmid pTiACH5 (Gielen et al., (1984) EMBO
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J. 3 835 et seq.), which is known as octopine synthase, or functional equivalents thereof, but

all other terrninators which are functionally active in plants are also suitable.

Since the regulation of plant gene expression is very often not limited to the transcriptional

level, a plant expression cassette preferably comprises other sequences which are linked

operably, such as translation enhancers, for example the overdrive sequence, which enhances

the tobacco mosaic virus 5’ - untranslated leader sequence, which increases the protein/RNA

ratio (Gallie et al. (1987) Nucl. Acids Research 15:8693-8711).

As described above, the plant gene expression must be linked operably with a suitable

promoter which controls gene expression. Advantageously utilizable promoters are

constitutive promoters (Benfey et al., EMBO J. (1989) 8: 2195-2202), such as those which

are derived from plant viruses, such as 35S CaMV (Franck et al. (1980) Cell 21: 285-294),

19S CaMV (see also US 5352605 and WO 84/02913), or plant promoters, such as the

promoter of the Rubisco small subunit, which is described in US 4,962,028.

Other preferred sequences for use for functional connection in plant gene expression cassettes

are targeting sequences which are necessary for guiding the gene product into its appropriate

cellular compartment, for example into the vacuoles, the cell nucleus, all types of plastids

such as amyloplasts, chloroplasts, chromoplasts, the extracellular space, the mitochondria, the

endoplasmic reticulum, oil bodies, peroxisomes and other compartments of plant cells, (see a

review in Kermode (1996) Crit. Rev. Plant Sci. 15(4): 284-423 and literature cited therein).

Vector DNA can be introduced into prokaryotic or eukaryotic cells via traditional

transformation or transfection techniques. The terms “transformation” and “transfection”,

conjugation and transduction as used in the present context are intended to encompass the

multiplicity of prior-art methods for introducing heterologous nucleic acids (for example

DNA) into a host cell, including calcium phosphate or calcium chloride coprecipitation,

DEAE-dextran-mediated transfection, lipofection, natural competence, chemically mediated

transfer, electroporation or particle bombardment. Suitable methods for the transformation or

transfection of host cells, including plant cells, can be found in Sambrook et al. (Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, 211d Ed, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) and other laboratory manuals such as

Methods in Molecular Biology, 1995, Vol. 44, Agrobacterium protocols, Ed: Gartland and

Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey.

The term “nucleic acid (molecule)” as used herein comprises in an advantageous embodiment
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additionally the untranslated sequence located at the 3’ end and at the 5’ end of the coding

gene region: at least 500, preferably 200, particularly preferably 100 nucleotides of the

sequence upstream of the 5’ end of the coding region and at least 100, preferably 50,

particularly preferably 20 nucleotides of the sequence downstream of the 3’ end of the coding

gene region. An “isolated” nucleic acid molecule is separated from other nucleic acid

molecules which are present in the natural source of the nucleic acid. An “isolated” nucleic

acid preferably has no sequences which naturally flank the nucleic acid in the genomic DNA

of the organism from which the nucleic acid is derived (e. g. sequences located at the 5’ and

3’ ends of the nucleic acid). In various embodiments, the isolated A6-desaturase, A6-elongase

or A5-desaturase and, if appropriate, the co3-desaturase or A4-desaturase molecule used in the

process may for example comprise less than about 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb or

0.1 kb of nucleotide sequences which naturally flank the nucleic acid molecule in the

genomic DNA of the cell from which the nucleic acid is derived.

The nucleic acid molecules used in the process can be isolated by using standard techniques

of molecular biology and the sequence information provided herein. It is also possible for

example with the aid of comparative algorithms to identify a homologous sequence or

homologous, conserved sequence regions at the DNA or amino acid level. These can be used

as hybridization probe in standard hybridization techniques (as described for example in

Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) for

isolating further nucleic acid sequences useful in the process. The nucleic acid molecule used

in the process, or parts thereof, can moreover be isolated by polymerase chain reaction, in

which case oligonucleotide primers based on this sequence or on parts thereof are used (e. g. a

nucleic acid molecule comprising the complete sequence or a part thereof can be isolated by

polymerase chain reaction using oligonucleotide primers which have been constructed on the

basis of this identical sequence). For example, mRNA can be isolated from cells (e. g. by the

guanidinium thiocyanate extraction method of Chirgwin et al. (1979) Biochemistry 18:5294-

5299) and cDNA can be prepared with the aid of reverse transcriptase (e. g. Moloney MLV

reverse transcriptase obtainable from Gibco/BRL, Bethesda, MD or AMV reverse

transcriptase, obtainable from Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL). Synthetic oligo-

nucleotide primers for amplification by means of polymerase chain reaction can be

constructed on the basis of one of the sequences shown in SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1,

SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77 or with the aid Ofthe
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amino acid sequences depicted in SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172, SEQ ID

NO: 52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78. A nucleic acid of the invention can be

amplified by standard PCR amplification techniques using cDNA or alternatively genomic

DNA as template and suitable oligonucleotide primers. The nucleic acid amplified in this way

can be cloned into a suitable vector and characterized by DNA sequence analysis.

Oligonucleotides can be prepared by standard synthetic methods, for example using an

automatic DNA synthesizer.

Homologs of the A5-elongase, co3-desaturase, A6-desaturase, A6-elongase, A4-desaturase or

A5-desaturase nucleic acid sequences used, having the sequence SEQ ID NO: 64, SEQ ID

NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77, mean for

example allelic variants having at least about 40, 50 or 60%, preferably at least about 60 or

70%, more preferably at least about 70 or 80%, 90% or 95% and even more preferably at

least 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%

or more identity or homology to one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO: 64,

66, 68 or 70, to one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, ll, 13,

15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39 or 41, to one of the nucleotide sequences

shown in SEQ ID NO: 171, 173, 175, 177, 179, 181 or 183, to one of the nucleotide

sequences shown in SEQ ID NO: 51, 53 or 55, to one of the nucleotide sequences shown in

SEQ ID NO: 193 or 195 or to one of the nucleotide sequences shown in or SEQ ID NO: 77,

79, 81, 83, 85, 87, 89, 91 or 93, especially the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO:

64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77,

or their homologs, derivatives or analogs or parts thereof. Also included are isolated nucleic

acid molecules of a nucleotide sequence which hybridize for example under stringent

conditions to one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ

ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77 or a part thereof. A part

means in this connection according to the invention that at least 25 base pairs (= bp), 50 bp,

75 bp, 100 bp, 125 bp or 150 bp, preferably at least 175 bp, 200 bp, 225 bp, 250 bp, 275 bp or

300 bp, particularly preferably 350 bp, 400 bp, 450 bp, 500 bp or more base pairs are used for

the hybridization. It is also possible advantageously to use the complete sequence. Allelic

variants comprise in particular functional variants which can be obtained by deletion,

insertion or substitution of nucleotides from the sequence depicted in SEQ ID NO: 64, SEQ

ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77, but

where the enzyme activity of the proteins encoded thereby is substantially retained for the
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insertion.

Nucleic acid molecules advantageous for the process of the invention can be isolated on the

basis of their homology to the co3-desaturase, A6-desaturase, A5-desaturase, A5-elongase, A4-

desaturase and/or A6-elongase nucleic acid sequences disclosed herein by using the

sequences or a part thereof as hybridization probe in standard hybridization techniques under

stringent hybridization conditions. It is possible in this connection for example to use isolated

nucleic acid molecules which are at least 15 nucleotides long and hybridize under stringent

conditions with the nucleic acid molecules which comprise a nucleotide sequence of SEQ ID

NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID

NO: 77. It is also possible to use nucleic acid molecules having at least 25, 50, 100, 250 or

more nucleotides.

The term “hybridizes under stringent conditions” as used herein is intended to describe

hybridization and washing conditions under which nucleic acid sequences which are at least

60% mutually homologous normally remain hybridized together. The conditions are

preferably such that sequences which are at least about 65%, preferably at least about 70%

and particularly preferably at least about 75% or more mutually homologous normally remain

hybridized together. These stringent conditions are known to the skilled worker and can be

found in Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY. (1989), 6.3.1-

6.3.6. A preferred, non-restrictive example of stringent hybridization conditions are

hybridizations in 6 X sodium chloride/sodium citrate (= SSC) at about 45°C, followed by one

or more washing steps in 0.2 X SSC, 0.1% SDS at 50 to 65°C. The skilled worker is aware

that these hybridization conditions differ depending on the type of nucleic acid and, for

example organic solvents are present, in relation to the temperature and the concentration of

the buffer. The temperature for example under “standard hybridization conditions” is,

depending on the type of nucleic acid, between 42°C and 58°C in aqueous buffer with a

concentration of 0.1 to 5 x SSC (pH 7.2). If organic solvent, for example 50% formamide, is

present in the abovementioned buffer, the temperature under standard conditions is about

42°C. The hybridization conditions for DNAzDNA hybrids are preferably for example

0.1 x SSC and 20°C to 45°C, preferably 30°C to 45°C. The hybridization conditions for

DNAzRNA hybrids are preferably for example 0.1 x SSC and 30°C to 55°C, preferably 45°C

to 55°C. The aforementioned hybridization temperatures are determined for example for a

nucleic acid with a length of about 100 bp (= base pairs) and a G + C content of 50% in the

absence of formamide. The skilled person knows how the necessary hybridization conditions
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can be determined on the basis of textbooks such as the abovementioned or from the

following textbooks Sambrook et al., “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory,

1989, Hames and Higgins (editors) 1985, “Nucleic Acids Hybridization: A Practical

Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford, Brown (editor) 1991, “Essential

Molecular Biology: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford.

In order to determine the percentage of homology (= identity) of two amino acid sequences

(for example one of the sequences of SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172,

SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78) or of two nucleic acids (for example

SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or

SEQ ID NO: 77), the sequences are written one under the other in order to be able to compare

them optimally (for example, gaps may be introduced into the sequence of a protein or of a

nucleic acid in order to generate optimal alignment with the other protein or the other nucleic

acid). Then, the amino acid radicals or nucleotides at the corresponding amino acid positions

or nucleotide positions are compared. If a position in a sequence is occupied by the same

amino acid radical or the same nucleotide as the corresponding position in another sequence,

then the molecules are homologous at this position (i.e. amino acid or nucleic acid

“homology” as used in the present context corresponds to amino acid or nucleic acid

“identity”). The percentage of homology between the two sequences is a function of the

number of identical positions which the sequences share (i.e. % homology = number of

identical positions/total number of positions x 100). The programs and algorithms used to

determine the homology are described above.

An isolated nucleic acid molecule which codes for an co3-desaturase, A6-desaturase,

A5-desaturase, A5-elongase, A4-desaturase and/or A6-elongase which is used in the process

and which is homologous to a protein sequence of SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID

NO: 172, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78 can be generated by

introducing one or more nucleotide substitutions, additions or deletions into a nucleotide

sequence of SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID

NO: 193 or SEQ ID NO: 77, so that one or more amino acid substitutions, additions or

deletions are introduced into the encoded protein. Mutations may be introduced into one of

the sequences of SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ

ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77 by standard techniques such as site-specific mutagenesis and

PCR-mediated mutagenesis. Conservative amino acid substitutions are preferably produced at

one or more of the predicted nonessential amino acid residues. In a “conservative amino acid
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substitution” the amino acid residue is replaced by an amino acid residue having a similar

side chain. Families of amino acid residues having similar side chains have been defined in

the art. These families include amino acids with basic side chains (e.g. lysine, arginine,

histidine), acidic side chains (e. g. aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side chains

(e.g. glycine, asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine), nonpolar side

chains (e. g. alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionine,

tryptophan), beta-branched side chains (e. g. threonine, valine, isoleucine) and aromatic side

chains (e. g. tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). A predicted nonessential amino

acid residue in an co3-desaturase, A6-desaturase, AS-desaturase, AS-elongase, A4-desaturase

or A6-elongase is thus preferably replaced by another amino acid residue from the same side-

chain family. An alternative possibility in another embodiment is to introduce the mutations

randomly over the whole or a part of the co3-desaturase-, A6-desaturase-, A5-desaturase-, A5-

elongase-, A4-desaturase- or A6-elongase-encoding sequence, e. g. by saturation mutagenesis,

and the resulting mutants can be screened for the co3-desaturase, A6-desaturase, A5-

desaturase, AS-elongase, A4-desaturase or A6-elongase activity described herein in order to

identify mutants which have retained the co3-desaturase, A6-desaturase, AS-desaturase, A5-

elongase,A4-desaturase or A6-elongase activity. The encoded protein can be recombinantly

expressed after the mutagenesis, and the activity of the protein can be determined for

example by using the assays described herein.

The invention is illustrated in greater detail by the examples which follow, which are not to

be construed as limiting. The content of all of the references, patent applications, patents and

published patent applications cited in the present patent application is herewith incorporated

by reference.

The following table shows the sequence identifiers as used in the priority application of

February 21, 2006, with the German application number 1020060080300, and the

corresponding sequence identifiers in this subsequent application. The nucleic acid sequence

identified by SEQ ID NO: 1 of the priority application corresponds for example to the nucleic

acid sequence identified by SEQ ID NO: 64 of the subsequent application.

Table of concordance of sequence identifiers of the priority application and the sequence

identifiers in the subsequent application:
 

SEQ ID NO: Priority application SEQ ID NO: Organism 
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German application number this subsequent

102006008030.0 application

1 64 Ostreococcus tauri

2 65 Ostreococcus tauri

3 1 Phytium irregulare

4 2 Phytium irregulare

5 17 1 Traustochytrium sp.

6 172 Traustochytrium sp.

7 51 Thraustochytrium ssp.

8 52 Thraustochytrium ssp.

9 193 Phytophthora infestans

10 194 Phytophthora infestans

11 77 Traustochytrium sp.

12 78 Traustochytrium sp.

13 109 Ostreococcus tauri

n.a. 1 10 Ostreococcus tauri

14 122 Ostreococcus tauri

n. a. 123 Ostreococcus tauri

15 143 Ostreococcus tauri

16 144 Ostreococcus tauri

17 161 Cauliflower mosaic Virus

18 162 Cauliflower mosaic Virus

19 163 Thalassiosira pseudonana

20 164 Thalassiosira pseudonana

Examples

Example 1: General cloning methods

The cloning methods such as, for example, restriction cleavages, agarose gel electrophoresis,

purification of DNA fragments, transfer of nucleic acids to nitrocellulose and nylon

membranes, linkage of DNA fragments, transformation of Escherichia coli cells, bacterial

cultures and the sequence analysis of recombinant DNA were carried out as described by

Sambrook et a1. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6).

Example 2: Sequence analysis of recombinant DNA
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Recombinant DNA molecules were sequenced with an ABI laser fluorescence DNA

sequencer by the method of Sanger (Sanger et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:

5463-5467). Fragments resulting from a polymerase chain reaction were sequenced and

verified to avoid polymerase errors in constructs to be expressed.

Example 3: Cloning of genes from Ostreococcus tauri

It was possible by searching for conserved regions in an Ostreococcus tauri sequence

database (genomic sequences) in each case a sequence coding for a protein having A5-

elongase activity or A6-elongase activity. These are the following sequences:

—SEQID
OtEL01.1, (A6-Elongase) SEQ ID NO: 143

OtELO2. 1, (A5-Elongase) SEQ ID NO: 109

OtElo2.1 shows greatest similarity to an elongase from Danio rerio (GenBank AAN77156,

 
approx. 26% identity), whereas OtElol.1 shows greatest similarity to the elongase from

Physcomitrella (PSE) (approx. 36% identity) (alignments were carried out with the tBLASTn

algorithm (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410)).

The cloning of the elongases was carried out as follows:

40 ml of an Ostreococcus tauri culture in the stationary phase were spun down and

resuspended in 100 111 of double-distilled water and stored at -20°C. The corresponding

genomic DNAs were amplified by the PCR method. The corresponding primer pairs were

selected so that they harbored the yeast consensus sequence for high-efficiency translation

(Kozak (1986) Cell 44: 283-292) beside the start codon. Amplification of the OtElo DNAs

was carried out in each case with 1 ul of thawed cells, 200 11M dNTPs, 2.5 U Taq polymerase

and 100 pmol of each primer in a total volume of 50 111. The conditions for the PCR were as

follows: first denaturation at 95°C for 5 minutes, followed by 30 cycles at 94°C for

30 seconds, 55°C for 1 minute and 72°C for 2 minutes, and a final elongation step at 72°C for

10 minutes.

Example 4: Optimization of elongase genes from Ostreococcus tauri

Elongases from the organism Ostreococcus tauri were isolated as described in example 3. In
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order to achieve an increase in the content of C22 fatty acids, the sequences SEQ ID NO: 143

(A6-elongase) and SEQ ID NO: 109 (coding for a protein identified by SEQ ID NO: 110)

(A5-elongase) were adapted to the codon usage in oilseed rape, flax and soybean. For this

purpose, the amino acid sequence of the A6-elongase and of the A5-elongase (SEQ ID NO:

144 for the A6-elongase, SEQ ID NO: 65 for the A5-elongase) was back-translated to obtain

degenerate DNA sequences. These DNA sequences were adapted by means of the

GeneOptimizer program (from Geneart, Regensburg) to the codon usage in oilseed rape,

soybean and flax, taking account of the natural frequency of individual codons. The

optimized sequences obtained in this way, which are indicated in SEQ ID NO: 64 (A5-

elongase) and SEQ ID NO: 122 (coding for a protein identified by SEQ ID NO: 123) (A6-

elongase) were synthesized in vitro.

Example 5: Cloning of expression plasmids for heterologous expression in yeasts

To characterize the function of the optimized nucleic acid sequences, the open reading frames

of the respective DNAs were cloned downstream of the galactose-inducible GALl promoter

of pYES2. l/V5-His-TOPO (Invitrogen), resulting in the plasmids pOTEl.2 (comprising the

A6-elongase sequence) and pOTE2.2 (comprising the A5-elongase sequence).

Overview of the elongase sequences cloned into the yeast vector pYES2.1/V5-His-TOPO:

—SEQID
pOTEl.1, (A6-elongase) SEQ ID NO: 143 292

pOTEl.2, (A6-elongase) SEQ ID NO: 122 292, codon-optimized

pOTE2.1, (AS-elongase) SEQ ID NO: 109 300

pOTE2.2, (A5-elongase) SEQ ID NO: 64 300, codon-optimized

 
 

The Saccharomyces cerevisiae strain 334 was transformed by electroporation (1500 V) with

the vectors pOTEl.2 and pOTE2.2 and with the comparative constructs pOTEl.l and

pOTE2.1 which comprise the natural nucleic acid sequence coding for the A6-elongase and

A5-elongase, respectively. A yeast transformed with the empty vector pYES2 was used as

control. The transformed yeasts were selected on complete minimal medium (CMdum) agar

plates with 2% glucose but without uracil. After the selection, three transformants in each

case were selected for further functional expression.

To express the Qt elongases, initially precultures composed of in each case 5 ml of CMdum
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liquid medium with 2% (w/v) raffinose but without uracil were inoculated with the selected

transforrnants and incubated at 30°C, 200 rpm for 2 days. 5 ml of CMdum liquid medium

(without uracil) with 2% raffinose were then inoculated with the precultures to an OD600 of

0.05. Moreover, 0.2 mM y-linolenic acid (GLA) was added in each case to the yeast culture

transformed with pOTEl.l and pOTEl.2. On the basis of the activity of OtELOl.l, an

elongation of the y-linolenic acid to the 20:3 fatty acid is to be expected. Respectively

0.2 mM arachidonic acid and eicosapentaenoic acid were added in each case to the yeast

culture transformed with pOTE2.l and pOTE2.2. Corresponding to the activity of OtELO2. 1,

it is to be expected that the fatty acids ARA and EPA will be elongated respectively to the

22:4 and 22:5 fatty acids. Expression was induced by adding 2% (w/v) galactose. The

cultures were incubated at 20°C for a further 96 h.

Example 6: Expression of OtELO2.2 (as depicted in SEQ ID NO: 64) and OtELOl.2 (as

in SEQ ID NO: 122) in yeasts

Yeasts transformed as in example 5 with the plasmids pYES2, pOTEl.2 and pOTE2.1 were

analyzed in the following way:

The yeast cells from the main cultures were harvested by centrifugation (100 x g, 5 min,

20°C) and washed with 100 mM NaHCO3, pH 8.0, in order to remove remaining medium and

fatty acids. Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared from the yeast cell sediments by

acidic methanolysis. For this purpose, the cell sediments were incubated with 2 ml of l N

methanolic sulfuric acid and 2% (v/v) dimethoxypropane at 80°C for l h. The FAMES were

extracted by extraction twice with petroleum ether (PE). To remove underivatized fatty acids,

the organic phases were washed once each with 2 ml of 100 mM NaHCO3, pH 8.0 and with

2 ml of distilled water. The PE phases were then dried with NazSO4, evaporated under argon

and taken up in 100 pl of PE. The samples were separated on a DB-23 capillary column

(30 m, 0.25 mm, 0.25 um, Agilent) in a Hewlett-Packard 6850 gas chromatograph with flame

ionization detector. The conditions for the GLC analysis were as follows: the oven

temperature was programmed from 50°C to 250°C at a rate of 5°C/min and finally 10 min at

250°C (holding).

The signals were identified by comparing the retention times with appropriate fatty acid

standards (Sigma). The methodology is described for example in Napier and Michaelson

(2001) Lipids 36(8): 761-766, Sayanova et al. (2001) Journal of Experimental Botany

52(360): l58l-l585, Sperling et al. (2001) Arch. Biochem. Biophys. 388(2): 293-298 and
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Michaelson et a1. (1998) FEBS Letters 439(3): 215-218. The results of the analyses are

depicted in table 1.

It was possible to confirm the appropriate activities both for pOTE1.1/pOTE1.2 and for

pOTE2.1/2.2. The optimized sequence (respectively pOTE1.2 and pOTE2.2) showed activity

in both cases. Synthesis of y-linolenic acid could be increased only slightly by pOTE1.2

compared with the wild-type sequence. By contrast, it was possible to observe for pOTE2.2

surprisingly both an increase in the activity and an alteration in the specificity (table 1). In

this connection, the activity for elongation of EPA had virtually doubled, while the

elongation of ARA had more than quadrupled. It was thus possible with the optimization of

the sequence of the A5-elongase from Ostreococcus tauri to increase the yield of the

precursors of DHA 6-fold in yeast with the same amount of substrate.

Example 7: Cloning expression plasmids for the seed-specific expression in plants

The following general conditins described apply to all subsequent experiments unless

described otherwise.

pBin19, pB1101, pBinAR, pGPTV, pCAMBIA or pSUN are preferably used for the

following examples in accordance with the invention. An overview of the binary vectors and

their use can be found in Hellens et al, Trends in Plant Science (2000) 5: 446-451. A pGPTV

derivative as described in DE10205607 was used. This vector differs from pGPTV by an

additionally inserted AscI restriction cleavage site.

Starting point of the cloning procedure was the cloning vector pUC19 (Maniatis et al.). In the

first step, the conlinin promoter fragment was amplified using the following primers:

Cn11 C 5’: gaattcggcgcgccgagctcctcgagcaacggttccggcggtatagagttgggtaattcga (SEQ ID NO:

200)

Cn11 C 3’: cccgggatcgatgccggcagatctccaccattttttggtggtgat (SEQ ID NO: 201)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)
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0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35

The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme EcoRI

and then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI. The cloning vector pUCl9

was incubated in the same manner. Thereafter, the PCR product and the 2668 bp cleaved

vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments

were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen Gel Purification Kit following

the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid

Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-Cnll-C

was verified by sequencing.

In the next step, the OCS terminator (Genbank Accession V00088, De Greve, H., et al.

(1982) J. Mol. Appl. Genet. 1 (6): 499-511) was amplified from the vector pGPVT-USP/OCS

(DE 102 05 607) using the following primers:

OCS_C 5’: aggcctccatggcctgctttaatgagatatgcgagacgcc (SEQ ID NO: 202)

OCS_C 3’: cccgggccggacaatcagtaaattgaacggag (SEQ ID NO: 203)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)
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PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35

The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme StuI and

then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI. The vector pUCl9-Cnl l-C was

incubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI. Thereafter, the PCR

product and the cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen

Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The

resulting plasmid pUCl9-Cnll-C_OCS was verified by sequencing.

In the next step, the Cnll-B promoter was amplified by PCR by means of the following

primers:

Cnll-B 5’: aggcctcaacggttccggcggtatag (SEQ ID NO: 204)

Cnll-B 3’: cccggggttaacgctagcgggcccgatatcggatcccattttttggtggtgattggttct (SEQ ID NO: 205)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:
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Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35

The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme StuI and

then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI. The vector pUC19-Cn11-C was

incubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI. Thereafter, the PCR

product and the cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen

Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The

resulting plasmid pUC19-Cnll-C_Cn1 1B_OCS was verified by sequencing.

In a further step, the OCS terminator for CnllB was inserted. To this end, the PCR was

carried out using the following primers:

OCS2 5’: aggcctcctgctttaatgagatatgcgagac (SEQ ID NO: 206)

OCS2 3’: cccgggcggacaatcagtaaattgaacggag (SEQ ID NO: 207)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C
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Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35

The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme StuI and

then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI. The vector pUCl9-

CnllC_CnllB_OCS was incubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI.

Thereafter, the PCR product and cleaved vector were separated by agarose gel

electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified

by means of the Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions.

Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was

used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-Cnll-C_CnllB_OCS2 was verified by

sequencing.

In the next step, the Cnll-A promoter is amplified by PCR using the following primers:

Cnll-B 5’: aggcctcaacggttccggcggtatagag (SEQ ID NO: 208)

Cnll-B 3’: aggccttctagactgcaggcggccgcccgcattttttggtggtgattggt (SEQ ID NO: 209)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35
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The PCR product was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme StuI. The

vector pUCl9-Cnll-C was incubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme SmaI.

Thereafter, the PCR product and cleaved vector were separated by agarose gel

electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified

by means of the Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions.

Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was

used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-CnllC_CnllB_CnllA_OCSZ was

verified by sequencing.

In a further step, the OCS terminator for CnllA was inserted. To this end, the PCR was

carried out with the following primers:

OCS2 5’: ggcctcctgctttaatgagatatgcga (SEQ ID NO: 210)

OCS2 3’: aagcttggcgcgccgagctcgtcgacggacaatcagtaaattgaacggaga (SEQ ID NO: 211)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35
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The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme StuI and

then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme HindIII. The vector pUCl9-

CnllC_CnllB_CnllA_OCS2 was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme

StuI and for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme HindIII. Thereafter, the PCR product

and cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-

Cnll-C_CnllB_CnllA_OCS3 was verified by sequencing.

In the next step, the plasmid pUCl9-Cnl1C_CnllB_CnllA_OCS3 was used for cloning the

A6-, A5-desaturase and A6-elongase. To this end, the Phytium irregulare A6-desaturase

(W002/26946) was amplified using the following PCR primers:

D6Des(Pir) 5’: agatctatggtggacctcaagcctggagtg (SEQ ID NO: 212)

D6Des(Pir) 3’: ccatggcccgggttacatcgctgggaactcggtgat (SEQ ID NO: 213)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35
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The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme BglII

and then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme NcoI. The vector pUCl9-

CnllC_CnllB_CnllA_OCS3 was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme

BglII and for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme NcoI. Thereafter, the PCR product

and cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir) was verified by sequencing.

In the next step, the plasmid pUCl9-Cnll_d6Des(Pir) was used for cloning the

Thraustochytrium ssp. A5-desaturase (W002/26946). To this end, the Thraustochytrium ssp.

A5-desaturase was amplified using the following PCR primers:

D5Des(Tc) 5’: gggatccatgggcaagggcagcgagggccg (SEQ ID NO: 214)

D5Des(Tc) 3’: ggcgccgacaccaagaagcaggactgagatatc (SEQ ID NO: 215)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35
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The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme BamHI

and then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme EcoRV. The vector pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir) was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme BamHI and

for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme EcoRV. Thereafter, the PCR product and

cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) was verified by sequencing.

In the next step, the plasmid pUCl9-Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) was used for cloning the

Physcomitrella patens A6-elongase (W001/59128), for which purpose the latter was

amplified using the following PCR primers:

D6Elo(Pp) 5’: gcggccgcatggaggtcgtggagagattctacggtg (SEQ ID NO: 216)

D6Elo(Pp) 3’: gcaaaagggagctaaaactgagtgatctaga (SEQ ID NO: 217)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35
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The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme NotI

and then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme XbaI. The vector pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme

NotI and for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme XbaI. Thereafter, the PCR product

and cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by means of the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) was verified by sequencing.

The binary vector for the transformation of plants was prepared starting from pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp). To this end,

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) was incubated for 2 hours at 37°C with the

restriction enzyme AscI. The vector pGPTV was treated in the same manner. Thereafter, the

fragment from pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) and the cleaved pGPTV

vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments

were excised. The DNA was purified by means of Qiagen Gel Purification Kit following the

manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid

Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pGPTV-

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) was verified by sequencing.

A further construct, pGPTV- Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co), was

used. To this end, the amplification was carried out with the following primers, starting from

pUC19-CnllC_OCS:

Cnll_OCS 5’: gtcgatcaacggttccggcggtatagagttg (SEQ ID NO: 218)

Cnll_OCS 3’: gtcgatcggacaatcagtaaattgaacggaga (SEQ ID NO: 219)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP
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1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35

The PCR product was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme SalI. The

vector pUCl9 was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme SalI. Thereafter,

the PCR product and the cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified by means of Qiagen Gel

Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The

resulting plasmid pUC19-Cnll_OCS was verified by sequencing.

In a further step, the Calendula officinalis A12-desaturase gene (W001/85968) was cloned

into pUCl9-Cnll_OCS. To this end, dl2Des(Co) was amplified with the following primers:

D12Des(Co) 5’: agatctatgggtgcaggcggtcgaatgc (SEQ ID NO: 220)

D12Des(Co) 3’: ccatggttaaatcttattacgatacc (SEQ ID NO: 221)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10X buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgClz

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)
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PCR reaction conditions:

Annealing temperature: 1 min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Number of cycles: 35

The PCR product was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme BglII and

thereafter for 2 hours at the same temperature with NcoI. The vector pUCl9-Cnll_OCS was

incubated in the same manner. Thereafter, the PCR fragment and the cleaved vector were

separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised.

The DNA was purified by means of Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s

instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid Ligation Kit from

Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-Cnll_Dl2Des(Co) was

verified by sequencing.

The plasmid pUCl9-Cnll_Dl2Des(Co) and the plasmid

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) were incubated for 2 hours at 37°C with the

restriction enzyme SalI. Thereafter, the vector fragment and the cleaved vector were

separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised.

The DNA was purified by means of Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s

instructions. Thereafter, vector and vector fragment were ligated. The Rapid Ligation Kit

from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_Dl2Des(Co) was verified by sequencing.

The binary vector for the transformation of plants was prepared starting from pUCl9-

Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_Dl2Des(Co). To this end,

pUC19-Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_Dl2Des(Co) was incubated for 2 hours at

37°C with the restriction enzyme AscI. The vector pGPTV was treated in the same manner.

Thereafter, the fragment from pUCl9-Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_Dl2Des(Co)

and the cleaved pGPTV vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified by means of Qiagen Gel

Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The
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resulting plasmid pGPTV- Cnll_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) was

verified by sequencing.

A further example of the use of seed-specific expression constructs is the Napin promoter.

Preparation of these expression constructs in the vectors pGPTV or pSUN is described in

Wu et al. (2005) Nat. Biotech. 23:1013-1017.

A further vector suitable for plant transformation is pSUN2. This vector was used in

combination with the Gateway system (Invitrogen, Karlsruhe) in order to increase the number

of expression cassettes present in the vector to more than four. For this purpose, the Gateway

cassette A was inserted into the vector pSUN2 in accordance with the manufacturer’s

instructions, as described below:

The pSUN2 vector (1 ug) was incubated with the restriction enzyme EcoRV at 37° for 1 h.

The Gateway cassette A (Invitrogen, Karlsruhe) was then ligated into the cut vector using the

Rapid Ligation kit from Roche, Mannheim. The resulting plasmid was transformed into

E. coli DB3.1 cells (Invitrogen). The isolated plasmid pSUN-GW was then verified by

sequencing.

In the second step, the expression cassette was cut out of pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) using AscI and ligated into the

likewise treated vector pSUN-GW. The plasmid obtained in this way pSUN-4G was used for

further gene constructs.

For this purpose, firstly a pENTR clone was modified in accordance with the manufacturer’s

instructions (Invitrogen). The plasmid pENTRlA (Invitrogen) was incubated with the

restriction enzyme EcoRI at 37° for 1 h and then treated with Klenow enzyme and with a

1 uM dNTP mix for 30 min, and subsequently the AscI adapter (5’-ggcgcgcc, phosphorylated

at the 5’ end, double-stranded) was ligated into the pENTRlA vector. Genes were inserted as

described above stepwise into the Cnl cassette in these modified and transferred via AscI into

the pENTR vector, resulting in the pENTR-Cnl vector.

In a further step, the pSUN-8G construct was prepared. For this purpose, 5’ and 3’ primers

for the genes with the SEQ ID NOs: 1, 3, 5 and 7 with the restriction cleavage sites described

above and with the first and in each case last 20 nucleotides of the open reading frame were

produced and amplified with the standard conditions (see above) and ligated into the pENTR-

Cnl vector, which was subsequently subjected to a recombination reaction with the pSUN-4G

vector in accordance with the manufacturer’s instructions.
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The construct pSUN-8G was prepared in this way and was transformed into Brassica juncea

and Brassica napus. The seeds of the transgenic plants were analyzed by gas chromatography.

A further construct which was used for transformation of B. juncea and B. napus was the

construct pSUN-9G. This construct was prepared according to Wu et al. (2005) Nat. Biotech.

23:1013-1017 with the napin promoter. In a modification of Wu et al. 2005, the coding

sequence of OtELO2.2 was inserted in the described manner instead of the gene OmELO.

The resulting construct pSUN-9G was then transformed into B. juncea and B. napus.

Example 8: Lipid extraction from plant material

The effect of the genetic modification in plants on the production of a desired compound

(such as a fatty acid) can be determined by growing the modified plant under suitable

conditions (such as those described above) and analyzing the medium and/or the cellular

components for the elevated production of the desired product (i.e. of the lipids or a fatty

acid). These analytical techniques are known to the skilled worker and comprise

spectroscopy, thin-layer chromatography, various types of staining methods, enzymatic and

microbiological methods and analytical chromatography such as high-performance liquid

chromatography (see, for example, Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry, Vol. A2,

p. 89-90 and p. 443-613, VCH: Weinheim (1985), Fallon A. et al. (1987) “Applications of

HPLC in Biochemistry” in: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,

Vol. 17, Rehm et al. (1993) Biotechnology, Vol. 3, Chapter III: “Product recovery and

purification”, p. 469-714, VCH: Weinheim, Belter, P.A. et al. (1988) Bioseparations:

downstream processing for Biotechnology, John Wiley and Sons, Kennedy, J.F., and Cabral,

J.M.S. (1992) Recovery processes for biological Materials, John Wiley and Sons, Shaeiwitz,

J.A., and Henry, JD. (1988) Biochemical Separations, in: Ullmann’s Encyclopedia of

Industrial Chemistry, Vol. B3, Chapter 11, p. 1-27, VCH: Weinheim, and Dechow, PI.

(1989) Separation and purification techniques in biotechnology, Noyes Publications).

In addition to the abovementioned methods, plant lipids are extracted from plant material as

described by Cahoon et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22):12935-12940 and

Browse et al. (1986) Analytic Biochemistry 152:141-145. The qualitative and quantitative

analysis of lipids or fatty acids is described by Christie, William W., Advances in Lipid

Methodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid Library, 2), Christie, William W.,

Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - Ayr, Scotland: Oily Press, 1989, Repr.

1992, IX, 307 pp. (Oily Press Lipid Library, 1), “Progress in Lipid Research, Oxford:
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Pergamon Press, 1 (1952) - 16 (1977) under the title: Progress in the Chemistry of Fats and

Other Lipids CODEN.

In addition to measuring the end product of the fermentation, it is also possible to analyze

other components of the metabolic pathways which are used for the production of the desired

compound, such as intermediates and by-products, in order to determine the overall

production efficiency of the compound. The analytical methods comprise measuring the

amount of nutrients in the medium (for example sugars, hydrocarbons, nitrogen sources,

phosphate and other ions), measuring the biomass composition and the growth, analyzing the

production of conventional metabolytes of biosynthetic pathways and measuring gases which

are generated during the fermentation. Standard methods for these measurements are

described in Applied Microbial Physiology, A Practical Approach, P.M. Rhodes and PF.

Stanbury, Ed., IRL Press, p. 103-129, 131-163 and 165-192 (ISBN: 0199635773) and

references cited therein.

One example is the analysis of fatty acids (abbreviations: FAME, fatty acid methyl ester, GC-

MS, gas liquid chromatography/mass spectrometry, TAG, triacylglycerol, TLC, thin-layer

chromatography).

The unambiguous detection for the presence of fatty acid products can be obtained by

analyzing recombinant organisms using analytical standard methods: GC, GC-MS or TLC, as

described on several occasions by Christie and the references therein (1997, in: Advances on

Lipid Methodology, Fourth Edition: Christie, Oily Press, Dundee, 119-169, 1998,

Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Verfahren [Gas chromatography/mass

spectrometric methods], Lipide 33:343-353).

The material to be analyzed can be disrupted by sonication, grinding in a glass mill, liquid

nitrogen and grinding or via other applicable methods. After disruption, the material must be

centrifuged. The sediment is resuspended in distilled water, heated for 10 minutes at 100°C,

cooled on ice and recentrifuged, followed by extraction for one hour at 90°C in 0.5 M

sulfuric acid in methanol with 2% dimethoxypropane, which leads to hydrolyzed oil and lipid

compounds, which give transmethylated lipids. These fatty acid methyl esters are extracted in

petroleum ether and finally subjected to a GC analysis using a capillary column (Chrompack,

WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0.32 mm) at a temperature gradient of between

170°C and 240°C for 20 minutes and 5 minutes at 240°C. The identity of the resulting fatty
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acid methyl esters must be defined using standards which are available from commercial

sources (i.e. Sigma).

Plant material is initially homogenized mechanically by comminuting in a pestle and mortar

to make it more amenable to extraction.

This is followed by heating at 100°C for 10 minutes and, after cooling on ice, by

resedimentation. The cell sediment is hydrolyzed for one hour at 90°C with 1 M methanolic

sulfuric acid and 2% dimethoxypropane, and the lipids are transmethylated. The resulting

fatty acid methyl esters (FAMEs) are extracted in petroleum ether. The extracted FAMEs are

analyzed by gas liquid chromatography using a capillary column (Chrompack, WCOT Fused

Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0.32 mm) and a temperature gradient of from 170°C to 240°C

in 20 minutes and 5 minutes at 240°C. The identity of the fatty acid methyl esters is

confirmed by comparison with corresponding FAME standards (Sigma). The identity and

position of the double bond can be analyzed further by suitable chemical derivatization of the

FAME mixtures, for example to give 4,4-dimethoxyazolin derivatives (Christie, 1998) by

means of GC-MS.

Example 9: Use of the optimized A5-elongase (as depicted in SEQ ID NO: 64) from

Ostreococcus tauri for constructs for constitutive expression

Transformation vectors based on pGPTV-35S, a plasmid based on pBIN19-35S (Bevan M.

(1984) Nucl. Acids Res. 18:203), were produced for the transformation of plants. For this

purpose, firstly an expression cassette consisting of the promoter element CaMV35S (SEQ

ID NO: 161) and the 35S terminator (SEQ ID NO: 162, Franck, A. et al. (1980) Cell 21 (1):

285-294) was assembled in a pUC vector. This entailed the promoter being inserted via the

SalI/XbaI restriction cleavage sites and the terminator via the BamHI/SmaI restriction

cleavage sites. In addition, a polylinker with the X1101 cleavage site was attached to the

terminator (‘triple ligation’). The resulting plasmid pUC19-35S was then employed for

cloning PUFA genes. In parallel, the open reading frames of the A6-desaturase (SEQ ID NO:

1), of the A5-desaturase (SEQ ID NO: 51) and A6-elongase (SEQ ID NO: 171) sequences

were inserted via the EcoRV cleavage site into pUC19-35S vectors. The resulting plasmids

pUC-D6, pUC-D5, pUC-E6(Tc) were used to construct the binary vector pGPTV-

35S_D6D5E6(Tc). For this purpose, the vector pGPTV was digested with the enzyme SalI,

the plasmid pUC-D6 was digested with SalI/XhoI, and the correct fragments were ligated.

The resulting plasmid pGPTV-D6 was then digested with SalI, the plasmid pUC-D5 was
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digested with SalI/XhoI, and the correct fragments were ligated. The resulting plasmid

pGPTV-D6-D5 was then digested once more with SalI, the plasmid pUC-E6(Tc) with

SalI/XhoI, and the correct fragments were ligated. These sequential cloning steps resulted in

the binary vector pGPTV-D6D5E6(Tc), which was employed for the transformation.

In a further procedure, the sequence of d6Elo(Tp) (SEQ ID NO: 163) was inserted into the

vector pUCl9-35S instead of the sequence d6Elo(Tc). The resulting plasmid pUC-E6(Tp)

was used to prepare the binary vector pGPTV-35S_D6D5E6(Tp).

In a further procedure, the open reading frame of co3Des (SEQ ID NO: 193) was cloned into

pUC19-35S. The resulting plasmid pUC-co3Pi was transferred via SalI/XhoI into the binary

vectors pGPTV-D6D5E6(Tc) and pGPTV-D6D5E6(Tp). The resulting vectors pGPTV-

D6D5E6(Tc)co3Pi and pGPTV-D6D5E6(Tp)co3Pi were employed for the plant

transformation.

In a further procedure, the open reading frame of the optimized AS-elongase from

Ostreococcus tauri (SEQ ID NO: 64) and the open reading frame of the A4-desaturase from

Thraustochytrium sp. (SEQ ID NO: 77) was cloned into pUC19-35S. The resulting plasmids

pUC-ES and pUC-D4 were then transferred via SalI/XhoI in accordance with the above

statements into the vector pGPTV-D6D5E6(Tp)co3Pi. The resulting vector pGPTV-

D6D5E6(Tp)co3PiE5D4 was employed for the plant transformation.

All the binary vectors were transformed into E. coli DH50t cells (Invitrogen) in accordance

with the manufacturer’s instructions. Positive clones were identified by PCR, and plasmid

DNA was isolated (Qiagen Dneasy).

Example 10: Transformation of the constitutive binary vectors into plants

a) Generation of transgenic Brassica napus and Brassica juncea plants. The protocol for the

transformation of oilseed rape plant was used (modification of Moloney et al. (1992)

Plant Cell Reports 8:238-242)

The binary vector pGPTV-D6D5E6(Tp)033PiE5D4 was transformed in Agrobacterium

tumefaciens C58ClszV2260 (Deblaere et al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788). A

1:50 dilution of an overnight culture of a positively transformed agrobacterial colony in

Murashige-Skoog medium (Murashige and Skoog (1962) Physiol. Plant. 15: 473)

supplemented with 3% sucrose (3MS medium) was used for the transformation of

Orychophragmus violaceus. Petioles or hypocotyls of freshly germinated sterile plants (in
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each case approx. 1 cm2) were incubated with a 1:50 agrobacterial dilution for 5-10 minutes

in a Petri dish. This is followed by 3 days of coincubation in the dark at 25°C on 3MS

medium supplemented with 0.8% Bacto agar. Thereafter, the cultivation was continued with

16 hours light/8 hours dark and a weekly rhythm on MS medium supplemented with 500

mg/l Claforan (cefotaxime-sodium), 50 mg/l kanamycin, 20 uM benzylaminopurine (BAP)

and 1.6 g/l glucose. Growing shoots were transferred to MS medium supplemented with 2%

sucrose, 250 mg/l Claforan and 0.8% Bacto agar. If no roots had developed after three weeks,

2-indolebutyric acid was added to the medium as growth hormone for rooting.

Regenerated shoots were obtained on 2MS medium with kanamycin and Claforan, then, after

rooting, transferred into soil and, after cultivation, grown for two weeks in a controlled-

environment cabinet or in the greenhouse, allowed to flower, mature seeds were harvested

and analyzed for elongase expression such as A6-elongase activity or for A5- or A6-

desaturase activity by means of lipid analyses. In this manner, lines with elevated contents of

polyunsaturated C20- and C22-fatty acids were identified.

b) Generation of transgenic Orychophragmus violaceus plants

The protocol for the transformation of oilseed rape plants was used (modification of Moloney

et al. (1992) Plant Cell Reports 8:23 8-242) as described under a).

To generate transgenic plants, the binary vector pGPTV-D6D5E6(Tp)co3PiE5D4 was

transformed into Agrobacterium tumefaciens C58C1:pGV2260 (Deblaere et al. (1984) Nucl.

Acids. Res. 13: 4777-4788). A 1:50 dilution of an overnight culture of a positively

transformed Agrobacterium colony in Murashige-Skoog medium (Murashige and Skoog

(1962) Physiol. Plant, 15: 473) with 3% sucrose (3MS medium) was used to transform

Orychophragmus violaceus. Petioles or hypocotyls of freshly germinated sterile plants (each

about 1cm2) were incubated with a 1:50 agrobacterial dilution in a Petri dish for 5-10

minutes. This is followed by coincubation on 3MS medium with 0.8% Bacto agar in the dark

at 25°C for 3 days. The cultivation was then continued with 16 hours light/8 hours dark and

in a weekly rhythm on MS medium with 500 mg/l Claforan (cefotaXime sodium), 15 mg/l

kanamycin, 20 uM benzylaminopurine (BAP) and 1.6 g/l glucose. Growing shoots were

transferred to MS medium with 2% sucrose, 250 mg/l Claforan and 0.8% Bacto agar. If no

roots had developed after three weeks, 2-indolebutyric acid was added to the medium as

growth hormone for rooting.
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Regenerated shoots were obtained on 2MS medium with kanamycin and Claforan and, after

rooting, transferred to soil and, after cultivation, grown for two weeks in a controlled

environment cabinet or in a greenhouse, allowed to flower, and mature seeds were harvested

and examined by lipid analyses for elongase expression such as A6-elongase activity or A5-

or A6-desaturase activity. Lines with increased contents of polyunsaturated C20 and C22

fatty acids were identified in this way.

c) Transformation of Arabidopsis thaliana plants

The protocol of Bechthold et al. (1993) CR. Acad. Sci. Ser. 111 Sci. Vie. 316: 1194-1199 was

used.

To generate transgenic plants, the generated binary vector pGPTV-D6D5E6(Tp)co3PiE5D4

was transformed into Agrobacterium tumefaciens C58C1:pMP90 (Deblaere et al. (1984)

Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788) and, in accordance with the protocol of Bechthold et al.

(1993), flowers of Arabidopsis thaliana cv. Columbia 0 were dipped in an agrobacterial

solution with OD600=1.0. The procedure was repeated again two days later. Seeds from

these flowers were then placed on agar plates with 1/2 MS, 2% sucrose and 50 mg/l

kanamycin. Green seedlings were then transferred to soil.

Example 11: Analysis of plant material of transgenic Orychophragmus or Arabidopsis plants

Extraction of leaf material of transgenic Orychophragmus violaceus and Arabidopsis thaliana

plants transformed with pGPTV-D6D5E6(Tp)co3PiE5D4 and the gas chromatography

analysis was carried out as described in example 8. Table 2 shows the results of the analyses.

The various fatty acids are indicated in percent by weight. It was possible to show that long-

chain polyunsaturated fatty acids were synthesized by both different plant species. It was

surprisingly possible with the optimized sequence of the A5-elongase (as depicted in SEQ ID

NO: 64) from Ostreococcus tauri to obtain a distinctly higher yield of DHA than reported for

example by Robert et al. (2005) Functional Plant Biology 32: 473-479 for Arabidopsis

thaliana with 1.5% DHA. It was possible for the first time to achieve a synthesis of long-

chain polyunsaturated fatty acids for Orychophragmus violaceus.

Example 12: Analysis of seeds of transgenic Brassicajuncea lines

Extraction of seeds of transgenic Brassica juncea plants transformed with pSUN-9G, and the

gas chromatography analysis was carried out as described in example 8. Table 6 shows the

results of the analyses. The various fatty acids are indicated in percent area. As in Wu et al.

2005 it was possible to show the synthesis of long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA).
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Surprisingly, the use of the modified elongase sequence OtELO2.2 such as the nucleic acid

sequence described by SEQ ID NO: 64 resulted in a drastic increase in the content of C22

fatty acids. In total, the seed oil contained about 8% by weight % polyunsaturated C22 fatty

acids. Specifically, the content of the fatty acid docosahexaenoic acid (DHA) in the seed oil

was 1.9% by weight %, representing an increase by a factor of 10 compared with Wu et al.

2005.

Example 13: Detailed analysis of the lipid classes and position analysis of leaf material

from O. violaceus

About 1 g of leaf tissue was heated in 4 ml of isopropanol at 95°C for 10 minutes,

homogenized by Polytron and shaken after addition of 1.5 ml of chloroform. The samples

were centrifuged, the supernatant was collected, and the pellet was extracted again with

isopropanolzchloroform 1:1 (v/v). The two extracts were combined, dried and dissolved in

chloroform. The lipid extract was prefractionated on a silica prepsep column (Fisher

Scientific, Nepean, Canada) into neutral lipids, glycolipids and phospholipids, eluting with

chloroformzacetic acid 100:1 (v/v), acetone:acetic acid 100:1 (v/v) and

methanol:chloroform:water 100:50240 (v/v/v), respectively. These fractions were further

fractionated on silica G-25 thin-layer chromatography plates (TLC, Macherey-Nagel, DUren,

Germany). Neutral lipids were developed with hexanezdiethyl ether:acetic acid (70:30:1),

glycolipids with chloroformzmethanolzammonia (65:25:4 v/v/v) and phospholipids with

chloroformzmethanol:ammonia:water (70:30:421 v/v/v/v). The individual lipid classes were

identified after spraying with primulin under UV light, removed by scraping off the plates

and either used for direct transmethylation or extracted by a suitable solvent for further

analysis.

It was possible by the disclosed methods for the various lipid classes (neutral lipids, phospho-

lipids and galactolipids) to be fractionated and analyzed separately. The glycolipids were

additionally examined for the position of the individual fatty acids.

a) Regiospecific analysis of the triacylglycerides (TAG)

Three to five mg of the TLC-purified TAG were dried under nitrogen in a glass tube,

resuspended in aqueous buffer by brief ultrasound treatment (1 M Tris pH 8, 2.2% CaClz

(w/v), 0.05% bile salts (w/v)) and incubated at 40°C for 4 minutes. After addition of 0.1 ml

of a solution of pancreatic lipase (10 mg/ml in water), the samples were vigorously vortexed

for 3 minutes, and the digestion was stopped by adding 1 ml of ethanol and 1.5 ml of 4 M
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HCl. The partly digested TAGs were extracted twice with diethyl ether, washed with water,

dried and dissolved in a small volume of chloroform. Monoacylglycerols (MAG) were

separated from the free fatty acids and undigested TAGs on a TLC plate as described above

for neutral lipids. The point corresponding to the MAGs was analyzed by GC and represented

the sn-2 position of the TAGs. The distribution of the fatty acids to the remaining sn-l and

sn-3 positions was calculated by the following formula: sn-l + sn-3 = (TAG X 3 - MAG)/2.

This position analysis of the triacylglycerides revealed in this case that EPA and DHA are

present in similar concentrations in the sn-2 and sn-l/3 positions, while ARA is to be found

overall only in small amounts in the triacylglycerides, and here mainly in the sn-2 position

(Tab. 3).

b) Stereospecific analysis of phospholipids

Fractionated and extracted phosphatidylglycol (PG), phosphatidylethanolamine (PE) and

phosphatidylcholine (PC) were dried under N2 and resuspended in 0.5 ml of borate buffer

(0.5M, pH 7.5, containing 0.4 mM CaClz). After a brief ultrasound treatment, 5U of

phospholipase A2 from the venom of Naja mossambica (Sigma P-7778) and 2 ml of diethyl

ether were added and the samples were vortexed at room temperature for 2 hours. The ether

phase was dried, the digestion was stopped with 0.3 ml of 1M HCl, and the reaction mixture

was extracted with chloroform:methanol (2:1 v/v). The digested phospholipids were

separated by TLC in chloroform:methanolzammoniazwater (70:30:4z2 v/v/v/v) and points

which corresponded to the liberated free fatty acids and lysophospholipids were removed by

scraping and directly transmethylated.

Positional analysis of the phospholipids showed an accumulation of EPA and DHA in the

sn-2 position of phosphatidylcholine (PC), while DHA was similarly distributed in sn-l and

sn-2 position in phosphatidylethanolamine (PE). Only traces of, or no, ARA was to be found

in both phospholipids (Tab. 4). The concentrations of EPA and DHA in phosphatidylglycerol

were lower than in the other investigated phospholipids, with accumulation in the sn-2

position also to be observed in this lipid class (Tab. 4, PG).

c) Stereospecific analysis of glycolipids

The galactolipids were investigated as a further polar lipid class. Galactolipids are found in

the membranes of plastids and form the main components there.

TLC-purified monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and digalactosyldiacylglycerol
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(DGDG) were dried under nitrogen and dissolved in 0.5 ml of diethyl ether. Then 25 units of

the lipase from Rhizopus arrhizus (Sigma 62305), resuspended in 2ml of borate buffer

(50 mM, pH 7.5 containing 2 mM CaClz), were added, and the samples were vortexed at

room temperature for 2 hours. The ether phase was dried and the digestion was stopped by

adding 0.3 ml of 1M HCl, and the lipids were extracted with 4 ml of chloroform:methanol

(2:1 v/v). After drying, the digested galactolipids were in a small volume of

chloroform:methanol (2:1 v/v) and developed twice on a precoated silica TLC plate, firstly

with chloroform:methanol: ammonia:water (70:30:4:l v/v/v/v) to about two thirds the height

of the plate, followed by complete development in hexane:diethyl ether:acetic acid (70:30: 1).

The points which corresponded to the liberated free fatty acids and the lysogalactolipids were

identified after spraying with primulin, scraped off and transmethylated directly for GC

analysis.

It was possible to find VLCPUFA in these lipids too, with an accumulation of EPA in the

sn-2 position being observed. DHA was to be found only in the digalactodiacylglycerols

(DGDG) and was undetectable in the monogalactodiacylglycerols (MGDG) (Table 5). The

distribution of VLCPUFA in galactolipids, a compartment in which these fatty acids were not

expected, shows the dynamics of the synthesis and the later transformation. VLCPUFA in

polar lipids are of particular nutritional value because they can be absorbed better in the

intestines of mammals than the neutral lipids.
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Table 1: Test of the optimized sequences of pOTEl.l and pOTE2.l in yeast. The conversion

rates were determined in accordance with the substrate conversions. A distinct rise in activity

was achievable with the optimized sequence in plasmid pOTE2.2.

Substrate

Product 
      pOTE1.1 d6Elongase(Ot) 21.1

pOTE1.2

pOTE2.1 d5Elongase(Ot)
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Table 2: Gas chromatographic analysis of leaf material of Orychophragmus Violaceus and

Arabidopsis thaliana. The individual fatty acids are indicated in percent area.
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Table 3: Regiospecific analysis of the triacylglycendes from leaf matenal from transgenic O. violaceus plants.
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Table 4: Stereospecific analysis of the phospholipids from leaf material from transgenic 0. violaceus plants
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Table 5: Stereospecific analysis of the galactolipids from leaf material from transgenic 0. violaceus plants.
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Table 6: Gas chromatographic determination of the fatty acids from seeds of transgenic Brassica juncea plants transformed with the

construct pSUN-9G in percent by weight. WT describes the unmodified wild-type control.

dPruflt
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We Claim:

1. Oils, lipids and/or fatty acids produced by a transgenic Brassica plant, wherein said

oils, lipids and/or fatty acids comprise 60 to 85% by weight of polyunsaturated fatty acids

based on the total fatty acids in the transgenic plant, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 20% by weight of eicosapentaenoic acid (EPA), at least 2% by weight of

docosapentaenoic acid (DPA), and/or at least 4% by weight of docosahexaenoic acid (DHA)

based on the total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides.

2. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein:

a) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 20% by weight of EPA and

at least 24% by weight of EPA is present in the sn-1, sn-2 or sn-3 position,

b) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 2% by weight of DPA and at

least 1.5% by weight of DPA is present in the sn-1, sn-2 or sn-3 position, and/or

c) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 4% by weight of DHA and at

least 3% by weight of DHA is present in the sn-1, sn-2 or sn-3 position.

3. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein:

a) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 20% by weight of EPA and

at least 24% by weight of EPA is present in the sn-2 position,

b) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 2% by weight of DPA and at

least 3% by weight of DPA is present in the sn-2 position, and/or

c) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 4% by weight of DHA and at

least 3% by weight of DHA is present in the sn-2 position.

4. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise:

a) at least 20% by weight of EPA and at least 2% by weight of DPA based on the

total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides,

b) at least 20% by weight of EPA and at least 4% by weight of DHA based on the

total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides, or

c) at least 2% by weight of DPA and at least 4% by weight of DHA based on the

total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides.
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5. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 30% long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) based on the total

fatty acids in the transgenic plant, and wherein the LCPUFAs are C20 and/or C22 fatty acid

molecules having at least four double bonds.

6. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise about 25% by weight of EPA in form of triacylglycerides based on the total

fatty acids in the transgenic plant.

7. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise a total amount of about 30% by weight of EPA and DHA in form of

triacylglycerides based on the total fatty acids in the transgenic plant.

8. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise a total amount of at least 54% by weight of polyunsaturated 033-fatty acids

based on the total fatty acids in the transgenic plant.

9. Oils, lipids and/or fatty acids produced by a transgenic Brassica plant, wherein said

oils, lipids and/or fatty acids comprise a total amount of at least 54% by weight of

polyunsaturated 033 -fatty acids based on the total fatty acids in the transgenic plant.

10. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise 60 to 85% by weight of polyunsaturated fatty acids based on the total fatty

acids in the transgenic plant.

11. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 20% by weight of EPA based on the total fatty acids in the transgenic plant

in form of triacylglycerides.

12. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 2% by weight of DPA based on the total fatty acids in the transgenic plant

in form of triacylglycerides.

13. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 4% by weight of DHA based on the total fatty acids in the transgenic plant

in form of triacylglycerides.

14. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 30% long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) based on the total
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fatty acids in the transgenic plant, and wherein the LCPUFAs are C20 and/or C22 fatty acid

molecules having at least four double bonds.

15. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise about 25% by weight of EPA in form of triacylglycerides based on the total

fatty acids in the transgenic plant.

16. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise a total amount of about 30% by weight of EPA and DHA in form of

triacylglycerides based on the total fatty acids in the transgenic plant.

17. A method for producing oils, lipids and/or fatty acids of claim 1, comprising

expressing in a Brassica plant a nucleic acid encoding a A6-desaturase, a nucleic acid

encoding a A5-desaturase, a nucleic acid encoding a A6-elongase, a nucleic acid encoding a

033-desaturase, a nucleic acid encoding a A5-elongase, and a nucleic acid encoding a A4-

desaturase, wherein said nucleic acid encoding a A5-elongase is codon-optimized by adapting

to the codon usage of Brassica.

18. The method of claim 17, wherein said nucleic acid encoding a A5-elongase comprises

a nucleotide sequence having at least 70% sequence identity to the nucleotide sequence of

SEQ ID NO: 64, and wherein said nucleotide sequence is obtained by adapting at least 30%

of the nucleotide sequence of SEQ ID NO: 109 to the codon usage of Brassica.

19. The method of claim 18, wherein said nucleotide sequence has at least 80%, 85%,

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100%

sequence identity to the nucleotide sequence of SEQ ID NO: 64, or wherein said nucleotide

sequence encodes a polypeptide having at least 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100%

sequence identity to the amino acid sequence of SEQ ID NO: 65.

20. The method of claim 18, wherein said nucleotide sequence is adapted taking into

account the natural frequency of individual codons.

21. The method of claim 18, wherein said nucleotide sequence is obtained by adapting at

least 40% of the nucleotide sequence of SEQ ID NO: 109 to the codon usage of Brassica.

22. The method of claim 17, wherein said nucleic acid encoding a A5-elongase comprises

a translated section coding for a protein having at least 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100%

sequence identity to the amino acid sequence of SEQ ID NO: 65, and wherein the translated
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section compiises a nucleotide sequence obtained by adapting at least 30% or 40% of the

nucleotide sequence of SEQ ID NO: 109 to the codon usage of Brassica.
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Abstract

The invention relates to a method for producing eicosapentanoic acid, docosapentanoic acid

and/or docohexanoic acid in transgenic plants. According to said method, the plant is

provided with at least one nucleic acid sequence coding for a polypetide with a A6 desaturase

activity, at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A6 elongase

activity, at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A5 desaturase

activity, and at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A5 elongase

activity, the nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A5 elongase activity being

modified in relation to the nucleic acid sequence in the organism from which the sequence

originates, such that it is adapted to the codon use in at least one type of plant. For the

production of docosahexanoic acid, at least one nucleic acid sequence coding for a

polypeptide with a A4 desaturase activity is also introduced into the plant.
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The page size in the PDF is too large. The pages should be 8.5 x 11 or A4. If this PDF is submitted, the pages will be resized upon entry into the
Image File Wrapper and may affect subsequent processing

Information:

|nformationDisclosureStateme
Transmittal Letter

nt.pdf 2d937b433de2f41d4930e9c54ebbcd6d721
BerB

Information:

Information Disclosure Statement (IDS)

Form (S808) SBog'pdf 93331 c7998bce5e445eb53198334df97c83
4f9d3
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This is not an USPTO supplied IDS fillable form

Information:

767821

7 Specification.pdf a92flf0541d95583d609dbd59702c3b746c
46bb

Multipart Description/PDF files in .zip description

—mn

———
———

Information:

747403

Sequence Listing (Text File) Sequence_l;st(|)r11g:;:)74017_OOI n0

Fee Worksheet (SBO6) fee—info.pdf

Information:

d191b72e3f69ac11134385b0d700f0fcbe6d
caea

Information:
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This Acknowledgement Receipt evidences receipt on the noted date by the USPTO of the indicated documents,

characterized by the applicant, and including page counts, where applicable. It serves as evidence of receipt similar to a
Post Card, as described in MPEP 503.

New Applications Under 35 U.S.C. 111

If a new application is being filed and the application includes the necessary components for a filing date (see 37 CFR

1.53(b)—(d) and MPEP 506), a Filing Receipt (37 CFR 1.54) will be issued in due course and the date shown on this

Acknowledgement Receipt will establish the filing date of the application.

National Stage of an International Application under 35 U.S.C. 371

If a timely submission to enter the national stage of an international application is compliant with the conditions of 35

U.S.C. 371 and other applicable requirements a Form PCT/DO/EO/903 indicating acceptance of the application as a

national stage submission under 35 U.S.C. 371 will be issued in addition to the Filing Receipt, in due course.

New International Application Filed with the USPTO as a Receiving Office

If a new international application is being filed and the international application includes the necessary components for

an international filing date (see PCT Article 11 and MPEP 1810), a Notification of the International Application Number

and of the International Filing Date (Form PCT/RO/105) will be issued in due course, subject to prescriptions concerning

national security, and the date shown on this Acknowledgement Receipt will establish the international filing date of

the application.
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Sequence Listing was accepted.

If you need help call the Patent Electronic Business Center at (866)

21779197 (toll free).

Reviewer: Dougias, Keisha (ASRC)

Timestamp: [year=2016; month=9; day=9; hr=l6; min=33; sec=49; ms=209; ]
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Validated By CRFValidator v 1,0,5

Application No:

 
Errorcode

W 102

W 102

W 102

W 102

W 102

W 102

W 102

W 102

W 102

W 102

W 213

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

  

N0. of SquDs Defined:

Actual SquD Count:

Error Description

  
nde

nde

nde

nde

nde

nde

nde

nde

nde

nde

Arti

fl or

or

or

or

or

or

or

or

or

n

n

n

n

n

n

n

n

n

n

n

    

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
 

 

fluff

fluff

fluff

fluff

fluff

fluff

fluff

fluff
 

fluff

15255914 Version No:

Input Set:

Output Set:

Started: 2016—09—06 13:01:04.541

Finished: 2016—09—06 13:01:39.665

Elapsed: 0 hr(s) 0 min(s)

Total Warnings: 470

Total Errors: 0

221

221

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

ined organism found in <2i3> ST

icial or Unknown found in <2l3> in

Xaa used, for: SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for: SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for: SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for SEQID(Z3) on 'ne

Xaa used, for SEQID(Z3) on 'ne

124 of 1119

1.0

35 sec(s) 124 ms

3 (10)

D (25)

D (26)

3 (33)

 
D (34)

SEQ ID (43)

ber 3922

ber 3924

ber 3926

ber 3928

ber 3930

ber 3932

ber 3934

ber 3936

ber 3938
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Errorcode

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W M7

W 2i3

W 2i3

W 2i3

W 2i3

W 2i3

W 2i3

W 2i3

W 402

W 402

W 213

W 213

Input Set:

Output Set:

Finished:

Started:

Elapsed:

Total Warnings:

Total Errors:

No. of SquDs Defined:

2016-09-06 13:01:04.541

0 hr(s) 0 min(S)

470

Actual SquD Count:

Error Description

n or Xaa used,

nor

nor

nor

nor

nor

nor

nor

nor

nor

nor

Ar I| 'f'c

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

used,

used,

used,

used,

used,

used,

used,

used,

used,

:or:

:or:

:or:

:or:

for:

for:

 
Xaa used,

This error has occured more than

'a
 

Ar I| 'f'c 'a
 

Ar I| 

Ar II 

Ar II 

Ar II 'f'c 'a
   

Ar II 'f'c

 
'a

   
 

Unde

Unde

Art' f'c 'a
 

 Art'

  
 f'c 'a   

for:

 

0

221

221

or unknown

or unknown

or unknown

or unknown

or unknown

or unknown

or unknown

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

SEQID(Z3) on

   
SEQID(Z3) on

found in <2i

found in <2i

found in <2i

found in <2i

found in <2i

found in <2i   
found in <2i

:ined organism found in <213>

 :ined organism found in <213>

or Unknown found in <21

 or Unknown found in <21

2016-09-06 13:01:39.665

35 sec(s)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

20

3>

3>

3>

3>

3>

3>

3>

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

'ne

ti

numb

numb

numb

numb

numb

numb

numb

numb

numb

numb

 
numb

mes,

'n SSQ
 

'n SSQ
 

 

 

 

   
 

 

   
3>

3>

125 of1119

 

   

124 ms

er 3940

er 3942

er 3944

er 3946

er 3948

er 3950

er 3952

er 3954

er 3956

er 3958

er 3960

will not be displayed

 
ID (44)

ID (45)

ID (46)

ID (47)

ID (48)

ID (49)

ID (50)

(51)

(52)

ID (57)

ID (58)
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Error code

W 213

W 213

W 213

W 213

W 213

W 402

W 402

W 213

W 213

W 213

W 213

W 213

W 402

W 402

W 402

W 402

W 402

W 402

Input Set:

 

 

 

    
 

 

 

 

   
  

 

 
 

 

 

   
 

 

    

 
 

 

 

  
  
 

 

 

 

 

Output Set:

Started: 2016—09—06 13:01:04.541

Finished: 2016—09—06 13 : 01 : 39 . 665

Elapsed: 0 hr(s) 0 min(s) 35 sec(s)

Total Warnings: 470

Total Errors: 0

No. of SquDs Defined: 221

Actual SquD Count: 221

Error Description

Art'f c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

Art'f'c'a or Unknown found in <213> 'n SWQ

This error has occured more than 20 times,

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

Undefined organism found In <213> 'n SWQ ID

  
This error has

    
 

occured more than 20 times,

126 of1119

124 ms

ID

ID

ID

(72)

(73)

ID (74)

ID (75)

ID (76)

will not be displayed

(77)

(78)

(79)

(80)

(93)

(94)

will not be displayed
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<110>

<130>

<140>

<141>

<150>

<151>

<150>

<151>

<150>

<151>

<150>

<151>

<160> 2

<170>

<210> 1

<le> 1

<212> D

<213>

[\3 IV

|—‘O ,V
Ix) [\J l\) V\/

C/\/\/\ [Q [\J

<400> 1

atg gtg
Met Val

atc

Ile

cgc

Arg

aag

Lys Val

atg ctc
Met Leu

50

cac ccg
His Pro

Cirpus,

Bauer, Jorg

Qiu, Xiao

Wu, Guohai

Cheng,

Truksa,

Wetjen, Tom

Petra

Bifang
Martin

 
 ‘QUENC‘ LISTING
 

METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

074017—0013—01—US

US 15/256,914
2016709706

12/280,090
2008—08—20

PCT/EP2007/051675
2007702721

DE 102006008030.0

2006—02—21

EP 06120309.7

2006—09—07

21

PatentIn version 3.5

380

NA

DS

1) . . {1380)

gac aag

Asp Lys

gag

Glu

gcg

Ala

atc

Ile

tac

Tyr Asp
35

acg
Thr

cag
Gln

gcc
Ala

tcc tcg gcg
Ser Ser Ala

Phytium irregulare

cct

Pro

acg

Thr

tcc

Ser

ggc

GlV

ctc

Leu

gtg
Val

gga

Gly

ccc gcg

Pro Ala

aag

Lys

gag
Glu

55

aag ctg

Lys Leu

aag cgc

Lys Arg
10

9C9

Ala

acc

tcg
Ser

gcc
Ala

acg
Thr

th gag
Leu Glu

 

ctg tgg

Trp

gtg
Leu Val

agc
Ser

att

Ile

30

ggc

Gly

atc

Ile
gtg
Val

tgg

cac ccg ggt

Gly
45

ttc

Phe

Pro

gcc

Asp Ala
60

ttc

Phe

gcg
Ala

tac gtc

Tyr Val

127 of1119

aag

Lys
15

cac

His

tcc

Ser

gtc
Val

ggc

Gly

gag

Glu

cac

His

gtg
Val

ttc

Phe

gac

48

96

144

192

240
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65

gtg
Val

gag
Glu

cgc

Arg

9C9

Ala

ctc

Leu

145

gtc
Val

9C9
Ala

aac

Asn

cag
Gln

cac

His

225

atg
Met

tcg
Ser

ccg
Pro

tac

Tyr

gac

Asp
305

gcg

Ala

ttc

Phe

agt
Ser

gac

gac

gag

gcc

Ala

cac

His

tgg

Trp
210

agc
Ser

ccg
Pro

gcg

ttc

Phe

gaa
Glu

cgc

Arg

ctg
Leu

115

tac

Tyr

atg
Met

ggc

gcc
Ala

ctg
Leu

cac

His

ctg
Leu

275

ttc

Phe

ccg
Pro

ccg
Pro

atg
Met

ggc

Gly
355

tgg

Trp

acc

Thr

gcg
Ala

100

cgc

Arg

tac

Tyr

gcg
Ala

gtg
I Val

ggc

aag

Lys

ctg
Leu

ggc

Gly
260

ctg
Leu

acc

Thr

gag

Glu

tac

Tyr

ggc

Gly
340

cac

His

cag
Gln

tcc

Ser

85

cgc

Arg

gt C
Val

gcg

Ala

atc

Ile

att

Ile

165

ttg
Leu

gcg
Ala

245

ccg
Pro

gag
Glu

aag

ttc

Phe

325

cag

Gln

aac

Asn

ctg
Leu

7 0

aag

Lys

cgc

Arg

aag

Ly s

tgg

tgc

Cys
150

atg
Met

cac

{is

 
230

tgg

ttc

Phe

gcg
Ala

ttc

Phe

gcg

Ala

310

tgc

Cys

gcg

Ala

ggc

GlV

cag
Gln

gcc
Ala

gag
Glu

gtc
Va1

aag

135

ttc

Phe

ggg

tct

Ser

ttc

Phe

cgc

Arg

tcg
Ser

295

ggt

Gly

gag
Glu

cgc

Arg

aag

rys
120

 .4811

ttc

Phe

ctc

Leu

cag
Gln

ggc

Gly
200

aac

Asn

ttc

Phe

aag

Lys

atc

Ile

ctg
Leu

280

ttc

Phe

ctg
Leu

atg
Met

tgc

Cys

tcg
Ser

360

acc

Thr

atc

Ile

atc

Ile

105

99C

Gly

gtg
Val

ttc

Phe

ttc

Phe

gtg
Val

185
aac

Asn

Leu

atc

Ile

gag
Glu

atc

Ile

agc
Ser

ggc

Gly
345

Val

acg
Thr

gag

atg
Met

agc
Ser

aac

Asn

tac

Tyr
170

tgc

Cys

gcc

Ala

cac

ggc

tgg

Trp

atc

Ile

gtg
Val

ctg
Leu

330

ttg
Leu

tac

Tyr

acg
Thr

NJ (fl

ggg

Gly

gag
Glu

ggg

Gly

acg

Thr

Ser

155

cag

Gln

gag
Glu

gac

235

gcg

gag
Glu

ttc

Phe

ctc

Leu

ttc

Phe

140

ttc

Phe

Gln

aac

Asn

cag

Gln

gcg
Ala

220

ccg
Pro

cgc

ccg
Pro

atc

Ile

tac

Tyr
125

ggc

Gly

gcc

cgc

Arg

ggc

GlV

205

gtg
Val

gac

aag

Ala Arg Lys

cag
Gln

ctc

Leu

ttc

Phe

cac

His

315

ttt

Phe

ctc

Leu

gag
Glu

cgc

Arg

gcg
Ala

gcg
Ala

gac

Asp
300

tac

gag

Glu

ctg
Leu

cgc

Arg

aac

Asn

ttc

Phe

cag
Gln

285

aag

Lys

atc

Ile

ggc

Gly

gcg

Ala

gaa
Glu

365

atc

Ile

gcg
Ala

gcg
Ala

110

gac

gga

Gly

acg
Thr

190

ttc

Phe

ccg
Pro

atc

Ile

gcg
Ala

cta

Leu

270

tcgn
oer

gtc
Val

tgg

Trp

Val

acc

Thr

cgc

Arg

128 of1119

agc
Ser

95

tcc

Ser

gcc
Ala

9C9

Ala

tac

tgg

Trp
1'75

ctc

Leu

agc
Ser

aac

Asn

gac

Asp

ttc

Phe

255

tac

ttc

Phe

gag
Glu

cag

Gln

gca

Ala

335

gtg
Val

aag

Lys

gcg
Ala

ggc

acc

Thr

240

gag
Glu

ttc

Phe

ttc

Phe

ttc

Phe

ctc

Leu

320

tac

Tyr

ttc

Phe

ccg
Pro

tcg
Ser

288

336

384

480

528

624

672

720

'768

816

864

912

960

1008

1104

1152
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gta
Val

385
cac

His

th

Leu

ggc

Gly

agc
Ser

370

ttc

Phe

ctg
Leu

atc

Ile

ttc

Phe

aag

Lys
450

<210> 2

<211>

<2l2>

<213>

<400> 2

Met

Ile

Lys

Met

His

65

Val

Glu

Arg

Ala

Leu

145

Val

Ala

His

225

Met

Ser

Val

Arg

Val

Leu

50

Pro

Glu

Durg

Leu

130

Ser

Ala

His

Leu

Trp
210

Ser

Pro

Ala

atg
Met

ttc

Phe

aag

Lys

tgg

Trp
435

gaa
Glu

459

PRT

Asp

Glu

Tyr
35

Thr

Ser

Glu

Arg

Leu

115

Tyr

Met

Gly

Ile

195

Trp

Leu

His

ccg
Pro

tcg
Ser

420

gag

Glu

His

20

Asp

Gln

Ala

100

Arg

 

ggc

Gly

atc

Ile

Ile

Ala

Ala

Ser

85

Arg

Val

Ala

Ala

245

Pro

ttc

Phe

390

gtg
Val

t gc

Cys

atc

Ile

aCC

Thr

Phytium irregulare

Pro

Thr

Ser

Arg

Lys

Cys
1 50

Met

His

Leu '

Glu

230

Trp

Phe

375

acc

Thr

ccg
Pro

aag

Lvs

gag
Glu

455

le

Pro

Ala

Glu

Val

Lys
135

Phe

His

215

Gly

Ser

Phe

ggt

Gly

cgc

Arg

gag
Glu

gag

Glu

440

ttc

Phe

Val

Ala

Trp
4O

Asp

Leu

Glu

Arg

Lys
120

Leu

Phe

Leu

Gln

Phe

Lys

Ile

ggc

Gly

cac

ttc

Phe

425

gtc
Val

cca

Pro

Leu

Ile

Ile

lO5

Gly

Val

Phe

Leu

Ile

Glu

265

gtg
Val

gcg
Ala

Arg
10

Ala

Met

Ser

Tyr
170

Cys

Ala

His

Met

250

Asn

aac

Asn

395

ttg
Leu

, atc

Ile

gac

atg
Met

Leu

Trp

His

Gln
F,

Gly

Glu

Thr

Ser

155

Gln

Glu

Trp

His

235

Ala

Gln

380

tac

Tvr

cca

Pro

ccg
Pro

cac

His

taa

Val

Ile

Pro

Ala

60

Phe

Glu

Phe

Leu

Phe

140

Phe

Gln

Asn

Gln

Ala

220

Pro

Ala

cag
Gln

aag

Ly s

ttc

Phe

ctg
Leu

445

Gly
45

Phe

Pro

Ile

Tyr
125

Gly

atc

Ile

gtc
Val

cac

His

430

gcg

Ala

Ile

30

Gly

Ala

Val

Ala

Met

Gly

Pro

Ile

Ala

Leu

270

129 of1119

gac

Asp

aac

Asn

415

gag
Glu

gac

Asp

Lys
15

His

Ser

Val

Gly

Ser

95

Ser

Ala

Ala

Trp
175

Leu

Ser

Asn

Asp

Phe

255

Tyr

cat

His

400

Val

acc

Thr

atc

Ile

Glu

His

Val

Phe

Val

Met

160

Leu

Gly

Met

Leu

Thr

240

Glu

Phe

1200

1248

1296

1344

1380
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Pro

Tyr

Asp
305

Ala

Phe

Val

385

His

Leu

Leu L

Val

290

Gly

Ile

Leu

Ile

Phe

370

Phe

Leu

Ile

Phe

Lys
450

<210> 3

<211>

<412>

Pro

Pro

Met

Gly
355

Trp

Met

435

Glu

1380

DNA

Gly
340

His

Gln

Asp

Pro

Ser

420

Glu

Phe

Phe

325

Gln

Trp

Ile

Ala Arg

Phe Ser

295

Ala Gly
310

Cys Asn

Ala Ser

Gly Met

Gln Val

375

Phe Thr

390

Val Pro

Cys Lvs

Ile Tyr

Thr Glu

455

<213> Rhizopus stolonifer

[J

[\J[\J |—‘O V

/\/\/\ D.)

D.) [\7 [‘0

V

V

<400> 3

atg
Met

1

tcg
Ser

att

Ile

cac

His

agt
Ser

atc

Ile

att

Ile

aat

Asn

tct

Ser

aaa

CD8

(1)..

aca

Thr

agt
Ser

atc

Ile

35

ggt

Gly

gta
Val

tac

Tyr

tct

Ser

aag

{1380)

caa

ttc

Phe

gcc
Ala

100

gaa

gat

Asp

cgt

Arg

aag

Lys

gct
Ala

cat

His

gta
fal

85
caa

Gln

cgt caa

Arg Gln

att cat

Ile His

aag gtg

Lys Val

caa gtt
Gln Val

gcc atg
Ala Met

70

ggc gat

le Asp

ttc gct
Phe Ala

tat ttc

Leu

280

Phe

Leu

Met

Ser

360

Thr

Arg

Glu

Glu

440

Phe

tac

Tyr
40

ttg
Leu

cat

His

gtt
Val

gta
Val

cac

Ser

Gly

Ile

Gly
345

Val

Thr

Gly

Phe

425

Val

Pro

att

Ile

gga

Leu

CCC

Pro

caa

Gln

gaa
Glu

105

tcc

Trp

Ile

Val

Leu

330

Leu

Tyr

Thr

Leu

gtt
Val

act

Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

90

atg
Met

agc

Leu

Phe

His

315

Phe

Leu

Glu

Arg

Asn

395

Leu

Ile

aca

Thr

gaa

Glu

act

Thr

cat

His

cgt

Arg

aaa

hla

Asp
300

Glu

Leu

Asn

380

Pro

Pro

ata

Ile

C

C 
|0

ag

Glu

aa

Glu

tt

Val

60

ct

Ala

Val

cag
Gln

ctc

130 of1119

Gln

285

Lys

Ile

Glu

365

Ile

Gln

aag

Lys

gct
Ala

ttt

Phe

45

ggg

GlV

tac

Tyr

gtc
Val

ttt

Trp

Val

Leu

350

Thr

His

430

Ala

gaa
Glu

atg
Met

30

att

Ile

aaa

gaa
Glu

act

Thr

ng

Arg
110

tat

Phe

Glu

Gln

Ala

335

Val

Asn

415

Glu

tta

Leu

15

aag

Lys

gaa
Glu

gat

Asp

gtc
Val

gaa
Glu

95

gat

Asp

gct

Phe

Phe

Leu

320

Tyr

Phe

Pro

Ser

His

400

Val

Thr

Ile

gag
Glu

ttc

Phe

gca
Ala

ttg
Leu

80

aaa

Lys

caa

Gln

tac

48

96

144

336

384
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seu

aaa 
tat

Tyr
145

act

Thr

gga

Gly

gta
Val

aac

Asn

ccc

Pro

225

gca
Ala

ttc

Phe

atc

Ile

tct

Ser

gaa
Glu

305

tac

Tyr

agt
Ser

cac

His

ttt

Phe

ttg
Leu

385

gtt
Val

gtg

gtt
Val

130

gct
Ala

gtt
Val

cat

His

ttt

Phe

aag

Lys
210

gac

Asp

gct
Ala

ctt

Leu

ctc

Leu

ttc

Phe

290

cgt

359':Lu

tct

Ser

cag
Gln

aat

Asn

ttt

Phe

370

ggt

Gly

ttc

Phe

aaa

Lys
115

ctt

Leu

tat

Tyr

ggt

Gly

cat

His

ctc

Leu

1 95
cac

His

att

Ile

tac

Tyr

gct
Ala

Ala

275

aag

Lys

gtt
Val

tgg

Trp

gct
Ala

ggt

Gly
355

gag
Glu

CCC

Pro

tcg

Glu

tct

Ser

qg‘t

Gly

atc

Ile

caa

Gln

180

gga

Gly

gac

Asp

tat

Tvr

gaa

Glu

260

ttt

Phe

aag

Lys

tgt

Cys

tgt

Cys

acc

Thr

340

att

Ile

tgg

Trp

aac

Asn

ctt

Gly

act

Thr

cqt

Arg

ttt

Phe

165

aca

Thr

aca

Thr

 
agc

Ser

325

aca

Thr

cct

Pro

caa

Gln

ttc

Phe

atg
Met

405

tgt

ttg
Leu

act

Thr

150

tgg

Trp

ttc

Phe

ttt

Phe

cat

His

gcc
Ala

230

tct

Ser

gtc
Val

cgt

Arg

tca

Ser

ggc

Gly

gtt
Val

gtt
Va 1.

atg
Met

390

cct

Pro

cag

Phe

Ala

135

tcc

Ser

caa

Gln

gaa

Glu

cac

His

215

cct

Pro

ctc

Leu

ttg
Leu

ttg
Leu

att

Ile

295

ggt

Gly

gtc
Va1

tac

Tvr

atc

Ile

atc

Ile

375

ggt

Gly

cgt

Arg

aaa

His

120

atc

Ile

act

Thr

cag
Gln

caa

Gln

200

gca
Ala

gtt
Val

tct

Ser

280
aac

Asn

cac

His

tat

Tyr

act

Thr

act

Thr

360

act

Thr

ggt

Gly

cac

His

tat

Ser

tgt

Cys

cgc

Arg
185

gga

Gly

agt
Ser

ttg
Leu

caa

Gln

cac

265

tgg

Trp

aag

Lys

tgg

Trp

cac

His

tta

Leu

345

gaa
Glu

ggt

Gly

ttg
Leu

aac

Asn

gac

ata

Ile

gct
Ala

ggt

Gly
170

act

Thr

ttt

Phe

aca

Thr

ttg
Leu

gaa
Glu

250
caa

Gln

gct
Ala

tcc

Ser

gct
Ala

atg
Met

330

gct
Ala

gaa
Glu

cgc

Arg

aac

Asn

ttg
Leu

410

att

gct
Ala

gtc
Val

155

tgg

Trp

tgg

Trp

aat

Asn

acc

Thr

ctt

Leu

cqt

Arg

ctc

Leu

315

gtt
Val

ctt

Leu

aag

Lys

gat

Asp

tat

Tyr
395

cct

Pro

aac

Leu

9'9":

Gly
140

gtc
Val

ctg
Leu

ddC

ASH

tta

Leu

gtt
Val

220

gat

Asp

aca

Thr

cgt

caa

Gln

caa

Gln

300

tct

Ser

ttg
Leu

gtc
Val

gct
Ala

gtt
Val

380

caa

Gln

aca

Thr

tat

Phe

125

ctc

Leu

gca

Ala

gaa
Glu

tat

Tyr

tct

Ser

285

ctt

Leu

gct
Ala

ttt

Phe

ttt

Phe

gaa
Glu

365

act

Thr

atc

Ile

gt t
Val

cac

tct

Ser

tct

Ser

cac

His

gtt
Val

1 90

tgg

Trp

gga

Gly

tat

Tyr

gta
Val

ttt

Phe

270

ttg
Leu

aac

Asn

ttt

Phe

ttc

Phe

gct
Ala

350

tcg
Ser

gaa
Glu

aag

Lys

gat

131 of1119

Ala

cct

Pro

gct
Ala

tgg

Trp

cag
Gln

gct
Ala

tct

Ser

255

ttc

Phe

agc(-1
oer

ctt

Leu

tgt

Cys

ttg
oeu

335

 seu

atg
Met

tcc

Ser

cat

His

ccc

Pro

415

act

ttg
Leu

att

Ile

160

ttc

Phe

gtc
Val

aag

tct

Ser

240

cga

ttt

Phe

tac

Tyr

ttt

Phe

atc

Ile

320

gtt
Val

aac

Asn

gaa
Glu

CCC

Pro

cat

His

400

atg
Met

gga

432

480

528

576

672

720

768

816

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248
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Val

ttc

Phe

aag

Lys

tta

Leu

ctc

Leu

450

<210> 4

<211>

<212>

<213>

<400> 4

Met

Ser

Ile

Ser

aeu

 lys

Tyr
145

Thr

Ser

Ile

Ile

Ser

Val

130

Val

His

Ser

aag

Lys
435

tct

Ser

459

PRT

Thr

Ser

Ile

35

Gly

Val

Lys
115

Leu

Gly

His

gga

ttg
Leu

Phe

Phe

Ala

100

Glu

Ile

Gln

Cys

aca

Thr

caa

Gln

Ala

His

Val

85

Gln

Gln

tta

.4911

 .48 L1

:1; H LQ

Ile

Lys

Gln

Ala

70

Gly

Phe

Tyr

Leu

Thr

150

Trp

Phe

gaa

Glu

agc
Ser

455

Rhizopus stolonifer

Gln

His

135

Ser

Gln

Glu

Tyr Asp
425

gta tta
Val Leu

440

aaa aag

Lys Lys

Ser Ile

Asp Gly
25

Tyr Asp
40

Leu Leu

His Pro

Val Gln

Val Glu

105

His Ser

120

Ile Cys

Thr Leu

Ile

caa

Gln

tcg
Ser

Glu

Ile

Gly
170

Thr

Asn

aca

Thr

ttt

Phe

Thr

Glu

Thr

His

Ser
._,J

Thr

Ala

Val

155

Trp

Trp

Tyr His Asp Thr Gly

ctg gat

Leu Asp
445

taa

Ile Lvs

Glu Ala

Glu Phe

Val Gly
60

Ala Tyr

Val Val

Gln Leu

Leu Phe

125

Gly Leu
140

Val Ala

Leu Ala

430

att

Ile

Met

30

Ile

Lys

Glu

Thr

Ser

Ser

His

Va

132 of1119

aca tcc

Thr Ser

ieu Glu

15

lys Phe 
Glu Asp

Asp Ala

Val Leu

80

Glu Lys
95

Asp Gln

Ala Tyr

Pro Leu

Ala Ile

160

Asp Phe
175

1344

1380
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office
Addl’ESS. COMMISSIONER FOR PATENTSPO Box 1450 

Alexandria, Virginia 22313-1450wwwuspto .gov

APPLICATION FILING or GRP ART
NUMBER 371(0) DATE UNIT F FFF REC'D ATTY.DOCKET.NO TOT CLAHVIS IND CLAIMS

22 2

 
   

15/256,914 09/06/2016 1629 1760 074017-0013-01-US

CONFIRMATION NO. 4050

123223 FILING RECEIPT
D' k B'ddl &R th LLP WM

22'? Sglalarimefifi‘e, Ste. 1410’ IIIIIIIIIIIIIIIIIIttIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Wilmington, DE 19801-1621

Date Mailed: 09/14/2016

Receipt is acknowledged of this non-provisional patent application. The application will be taken up for examination

in due course. Applicant will be notified as to the results of the examination. Any correspondence concerning the

application must include the following identification information: the US. APPLICATION NUMBER, FILING DATE,

NAME OF APPLICANT, and TITLE OF INVENTION. Fees transmitted by check or draft are subject to collection.

Please verify the accuracy of the data presented on this receipt. If an error is noted on this Filing Receipt, please

submit a written request for a Filing Receipt Correction. Please provide a copy of this Filing Receipt with the

changes noted thereon. If you received a "Notice to File Missing Parts" for this application, please submit

any corrections to this Filing Receipt with your reply to the Notice. When the USPTO processes the reply

to the Notice, the USPTO will generate another Filing Receipt incorporating the requested corrections

lnventor(s)

Petra Cirpus, Mannheim, GERMANY;

Jorg Bauer, Limburgerhof, GERMANY;
Xiao Qiu, Saskatoon, CANADA;

Guohai Wu, Saskatoon, CANADA;

Bifang Cheng, Saskatoon, CANADA;
Martin Truksa, Saskatoon, CANADA;

Tom Wetjen, Mannheim, GERMANY;

Applicant(s)

BASF Plant Science GmbH, Ludwigshafen, GERMANY;

Power of Attorney: The patent practitioners associated with Customer Number 123223

Domestic Priority data as claimed by applicant

This application is a CON of 12/280,090 08/20/2008
which is a 371 of PCT/EP2007/051675 02/21/2007

Foreign Applications (You may be eligible to benefit from the Patent Prosecution Highway program at the

USPTO. Please see http://www.uspto.gov for more information.)

EUROPEAN PATENT OFFICE (EPO) 061203097 09/07/2006
GERMANY 1020060080300 02/21/2006

Permission to Access Application via Priority Document Exchange: Yes

Permission to Access Search Results: Yes
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Applicant may provide or rescind an authorization for access using Form PTO/SB/39 or Form PTO/SB/69 as

appropriate.

Request to Retrieve - This application either claims priority to one or more applications filed in an intellectual

property Office that participates in the Priority Document Exchange (PDX) program or contains a proper Request to

Retrieve Electronic Priority Application(s) (PTO/SB/38 or its equivalent). Consequently, the USPTO will attempt

to electronically retrieve these priority documents.

If Required, Foreign Filing License Granted: 09/13/2016

The country code and number of your priority application, to be used for filing abroad under the Paris Convention,

is US 15/256,914

Projected Publication Date: 12/22/2016

Non-Publication Request: No

Early Publication Request: No
Title

METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

Preliminary Class

514

Statement under 37 CFR 1.55 or 1.78 for AIA (First Inventor to File) Transition Applications: No

PROTECTING YOUR INVENTION OUTSIDE THE UNITED STATES

Since the rights granted by a US. patent extend only throughout the territory of the United States and have no

effect in a foreign country, an inventor who wishes patent protection in another country must apply for a patent

in a specific country or in regional patent offices. Applicants may wish to consider the filing of an international

application under the Patent Cooperation Treaty (PCT). An international (PCT) application generally has the same

effect as a regular national patent application in each PCT-member country. The PCT process simplifies the filing

of patent applications on the same invention in member countries, but does not result in a grant of "an international

patent" and does not eliminate the need of applicants to file additional documents and fees in countries where patent

protection is desired.

Almost every country has its own patent law, and a person desiring a patent in a particular country must make an

application for patent in that country in accordance with its particular laws. Since the laws of many countries differ

in various respects from the patent law of the United States, applicants are advised to seek guidance from specific

foreign countries to ensure that patent rights are not lost prematurely.

Applicants also are advised that in the case of inventions made in the United States, the Director of the USPTO must

issue a license before applicants can apply for a patent in a foreign country. The filing of a US. patent application

serves as a request for a foreign filing license. The application's filing receipt contains further information and

guidance as to the status of applicant's license for foreign filing.

Applicants may wish to consult the USPTO booklet, "General Information Concerning Patents" (specifically, the

section entitled "Treaties and Foreign Patents") for more information on timeframes and deadlines for filing foreign

patent applications. The guide is available either by contacting the USPTO Contact Center at 800-786-9199, or it

can be viewed on the USPTO website at http://www.uspto.gov/web/offices/pac/doc/general/index.html.
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For information on preventing theft of your intellectual property (patents, trademarks and copyrights), you may wish

to consult the US. Government website, http://www.stopfakes.gov. Part of a Department of Commerce initiative,

this website includes self-help "toolkits" giving innovators guidance on how to protect intellectual property in specific

countries such as China, Korea and Mexico. For questions regarding patent enforcement issues, applicants may

call the US. Government hotline at 1-866-999-HALT (1-866-999-4258).

LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER

Title 35, United States Code, Section 184

Title 37, Code of Federal Regulations, 5.11 & 5.15

GRANTED

The applicant has been granted a license under 35 U.S.C. 184, if the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING

LICENSE GRANTED" followed by a date appears on this form. Such licenses are issued in all applications where

the conditions for issuance of a license have been met, regardless of whether or not a license may be required as

set forth in 37 CFR 5.15. The scope and limitations of this license are set forth in 37 CFR 5.15(a) unless an earlier

license has been issued under 37 CFR 5.15(b). The license is subject to revocation upon written notification. The

date indicated is the effective date of the license, unless an earlier license of similar scope has been granted under
37 CFR 5.13 or 5.14.

This license is to be retained by the licensee and may be used at any time on or after the effective date thereof unless

it is revoked. This license is automatically transferred to any related applications(s) filed under 37 CFR 1.53(d). This
license is not retroactive.

The grant of a license does not in any way lessen the responsibility of a licensee for the security of the subject matter

as imposed by any Government contract or the provisions of existing laws relating to espionage and the national

security or the export of technical data. Licensees should apprise themselves of current regulations especially with

respect to certain countries, of other agencies, particularly the Office of Defense Trade Controls, Department of

State (with respect to Arms, Munitions and Implements of War (22 CFR 121-128)); the Bureau of Industry and

Security, Department of Commerce (15 CFR parts 730-774); the Office of Foreign AssetsControl, Department of

Treasury (31 CFR Parts 500+) and the Department of Energy.

NOT GRANTED

No license under 35 U.S.C. 184 has been granted at this time, if the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING

LICENSE GRANTED" DOES NOT appear on this form. Applicant may still petition for a license under 37 CFR 5.12,

if a license is desired before the expiration of 6 months from the filing date of the application. If 6 months has lapsed

from the filing date of this application and the licensee has not received any indication of a secrecy order under 35

U.S.C. 181, the licensee may foreign file the application pursuant to 37 CFR 5.15(b).

 

SelectUSA

The United States represents the largest, most dynamic marketplace in the world and is an unparalleled location for

business investment, innovation, and commercialization of new technologies. The US. offers tremendous resources

and advantages for those who invest and manufacture goods here. Through SelectUSA, our nation works to

promote and facilitate business investment. SelectUSA provides information assistance to the international investor
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community; serves as an ombudsman for existing and potential investors; advocates on behalf of US. cities, states,

and regions competing for global investment; and counsels US. economic development organizations on investment

attraction best practices. To learn more about why the United States is the best country in the world to develop

technology, manufacture products, deliver services, and grow your business, visit http://www.SelectUSA.gov or call
+1 -202-482—6800.
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PATENT APPLICATION FEE DETERMINATION RECORD Application or Docket Number
Substitute for Form PTO-875 15/256,914

APPLICATION AS FILED - PART I OTHER THAN

Column 1 (Column 2) SMALL ENTITY SMALL ENTITY

BASIC FEE
(37 CFR1.16(a) (b) or (0))
SEARCH FEE
(37 CFR1.16(k) (i) or(m))

EXAMINATION) FOEE»(37 CFR1. 16(0

If the specification and drawings exceed 100
APPLICATION SIZE sheets of paper, the application size fee due is
FEE $310 ($155 for small entity) for each additional
(37 CFR1.16(s)) 50 sheets or fraction thereof. See 35 U.S.C.

41 (a)(1)(G) and 37 CFR1.16(s).

MULTIPLE DEPENDENT CLAIM PRESENT (37 CFR1.16(j))

* lfthe difference in column 1 is less than zero, enter ”0” in column 2.

APPLICATION AS AMENDED - PART II

OTHER THAN

(Column 2) (Column 3) SMALL ENTITY
CLAIMS HIGHEST

REMAINING NUMBER ADDITIONAL ADDITIONAL
AFTER PREVIOUSLY FEE($) FEE($)

AMENDMENT PAID FOR
Total

(37 CFFt1.16(i))

Independent(37 CFFt1. 16(h))

Application Size Fee (37 CFR 1.16(s))
AMENDMENTA

FIRST PRESENTATION OF MULTIPLE DEPENDENT CLAIM (37 CFR1.16(j))

TOTAL
ADD'L FEE

(Column 2) (Column 3)
CLAIMS HIGHEST

REMAINING NUMBER ADDITIONAL ADDITIONAL
AFTER PREVIOUSLY FEE($) FEE($)

AMENDMENT PAID FOR
Total

(37 CFFt1. 16(i))
Independent

(37 CFFt1. 16(h))

Application Size Fee (37 CFR1.16(s))
AMENDMENTB

FIRST PRESENTATION OF MULTIPLE DEPENDENT CLAIM (37 CFR1.16(j))

TOTAL
ADD'L FEE ADD'L FEE

* lfthe entry in column 1 is less than the entry in column 2, write ”0” in column 3.
** lfthe ”Highest Number Previously Paid For” IN THIS SPACE is less than 20, enter ”20”.

*** If the ”Highest Number Previously Paid For” IN THIS SPACE is less than 3, enter ”3”.
The "Highest Number Previously Paid For" (Total or Independent) is the highest found in the appropriate box in column 1.
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office
Address. COMMISSIONER FOR PATENTSPO Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450wwwusptogov

APPLICATION NUMBER F ING OR 371 (C) DATE FIRST NAMED APPLICANT ATTY. DOCKET NO./TITLE

 
 
   

15/256,914 09/06/2016 Petra Cirpus 074017-0013-01-US
CONFIRMATION NO. 4050

123223 INFORMAL NOTICE

Drinker Biddle & Reath LLP (WM)

222 Delaware Avenue, Ste. 1410 HIIlIlIlIll111IllllIIULIIIIIHIlllllllllllllllIlIlIlllllllllIlllllllllllllllllllllllllll00000 732
Wilmington, DE 19801-1621 008575

Date Mailed: 09/14/2016

INFORMATIONAL NOTICE TO APPLICANT

Applicant is notified that the above-identified application contains the deficiencies noted below. No period for

reply is set forth in this notice for correction of these deficiencies. However, if a deficiency relates to the inventor's

oath or declaration, the applicant must file an oath or declaration in compliance with 37 CFR 1.63, or a substitute

statement in compliance with 37 CFR 1.64, executed by or with respect to each actual inventor no later than the

expiration of the time period set in the "Notice of Allowability" to avoid abandonment. See 37 CFR 1.53(f).

The item(s) indicated below are also required and should be submitted with any reply to this notice to avoid

further processing delays.

A new inventor's oath or declaration that identifies this application (e.g., by Application Number and filing

date) is required. The inventor's oath or declaration does not comply with 37 CFR 1.63 in that it:

' does not state that the above-identified application was made or authorized to be made by the person

executing the oath or declaration.

Petra Cirpus

Jo'rg Bauer
Xiao Qiu

Guohai Wu

Bifang Cheng
Martin Truksa

Tom Wetjen

Questions about the contents of this notice and the

requirements it sets forth should be directed to the Office

of Data Management, Application Assistance Unit, at

(571) 272-4000 or (571) 272-4200 or 1-888-786-0101.

/kgebremichae1/
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Q
Eu ropaisches Patentamt
GD1

Bescheinigung

Die angehefteten Unterlagen
stimmen mit der ursprflnglich
eingereichten Fassung der
auf dem nachsten Blatt

bezeichneten europaischen
Patentanmeldung uberein.

Patentanmeldung Nr.

European Patent Office
DG1

Certificate

The attached documents are

exact copies of the
European patent application
described on the following
page, as originally filed.

Patent application No.

06120309] / EP06120309

Office européen des brevets
DG1

Attestation

Les documents fixés a cette
attestation so nt conformes a
la version initialement

déposée de la demande de
brevet européen spécificée a
la page suivante.

Demande de brevet n°

The organization code and number of your priority application, to be used for filing abroad underthe Paris
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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 fUr 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 fUr ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase—

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

mit einer A5—El0ngase—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 Nukleins'éuresequenzen,

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

Acyl—ACP-Thioesterase(n), Fettséure—Acyl—Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid—

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

A—Carboxylase(n), Acyl—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 betrifi‘t weiterhin rekombinante Nukleinséuremolekflle, umfassend mindes—

tens eine Nukleinséuresequenz, die fUr ein Polypeptid mit einer AG-Desaturase—Aktivit'ét

kodiert; mindestens eine Nukleinséuresequenz, die fflr ein Polypeptid mit einer A5—

AE20060780 WIL/kos, 06.09.06 [199 Seq]
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Desaturase-Aktivitat kodiert; mindestens eine Nukleinsauresequenz, die fiir ein Polypep-

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

die fiir ein Polypeptid mit einer A5—Elongase—Aktivitét 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

erfindungsgemaflen Verfahren hergestellt wurden, und deren Verwendung.

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

gemaBen Verfahren hergestellt wurden oder die ein erfindungsgemafles rekombinantes

Nukleinsauremolekiil enthalten, und deren Verwendung als Nahrungs— oder Futtermittel.

Die Lipidsynthese lasst sich in zwei Abschnitte unterteilen: die Synthese von Fettséuren

und ihre Bindung an sn—Glycerin-3-Phosphat sowie die Addition oder Modifikation einer

polaren Kopfgruppe. Ubliche Liplde, 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 Acetyl-COA-

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

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

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

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

erhalten wird. Die Produktion der ungesattigten Fettsauren aus diesen Molekiilen wird

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

rem Sauerstoff oder anaerob (beziiglich 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 miissen

anschlielEend fiir die weiteren Elongationen aus den Phospholipiden wieder in den Fett—
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saureCoA—Ester-Pool iiberfiihrt werden. Dies ermoglichen AcyI-CoA:Lysophosphoiipid-

Acyltransferasen. Weiterhin konnen diese Enzyme die elongierten Fettsauren wieder

von den CoA-Estern auf die Phospholipide libertragen. Diese Reaktionsabfoige kann

gegebenenfalls mehrfach durchlaufen werden.

Ferner mtissen Fettsauren anschlielLend an verschiedene Modifikationsorte transportiert

und in das Triacylglycerin—Speicherlipid eingebaut werden. Ein weiterer wichtiger Schritt

bei der Lipidsynthese ist der Transfer von Fettsauren auf die polaren Kopfgruppen, bei—

spielsweise durch Glycerin—Fettsaure—Acyltransferase (siehe Frentzen, 1998, Lipid,

100(4—5):161-166).

Eine Ubersicht Cuber die Pflanzen-Fettsaurebiosynthese, Desaturierung, den Lipid-

stoffwechsel und Membrantransport von fetthaltigen Verbindungen, die Betaoxidation,

Fettsauremodifikation und Cofaktoren, Triacylglycerin-Speicherung und —Assemblierung

geben einschlieiLlich 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; Giihnemann-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—6— und die w—3—Fettsauren, eingeteilt werden, die

metabolisch und funktionell unterschiedliche Aktivitaten haben.

lm Folgenden werden mehrfach ungesattigte 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—S—Stoffwechseiweg fungiert die Fettséure Linoiséure

(18:2139-12), wéhrend der w-3—Weg Uber Linoienséure (18:3A9-12‘15) abléuft. Linoienséiure

wird dabei durch die Aktivitét einer w—3-Desaturase aus Linoiséure gebildet (Tocher et ai.

(1998) Prog. Lipid Res. 37: 73—1 17 ; Domergue et ai. (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 miissen da—

her diese Fettséuren (essentielie Fettséuren) Uber die Nahrung aufnehmen. Uber eine

Abfoige von Desaturase— und Eiongase—Reaktionen werden dann aus diesen Vorstufen

die physiologisch wichtigen mehrfach ungeséttigten Fettséuren Arachidonséure (= ARA,

20:4A5JB'1H4), eine w—6—Fettséure und die beiden w—3—Fettséuren Eicosapentaen— (= EPA,

20151353111417) und Docosahexaenséure (DHA, 22;5A4.7.10.13.17,19) synthetisiert.

Die Veriéngerung von Fettséiuren durch Elongasen urn 2 bzw. 4 C-Atome ist fl'jlr die Pro-

duktion von C20- bzw. C22—PUFAs von entscheidender Bedeutung. Dieser Prozess ver-

iéiuft iiber 4 Stufen. Den ersten Schritt steilt die Kondensation von Maionyl-COA an das

Fettséure-Acyl-COA durch die Ketoacyi—CoA-Synthase (KCS, im weiteren Text als Elon-

gase bezeichnet) dar. Es foigt dann ein Reduktionsschritt (Ketoacyi-CoA-Reduktase,

KCR), ein Dehydratationsschritt (Dehydratase) und ein abschiieiSender Reduktionsschritt

(Enoyi-CoA-Reduktase). Es wurde postuliert, dass die Aktivitét der Elongase

die Spezifitét und Geschwindigkeit des gesamten Prozesses beeinfiusst (Miiiar and

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

FUr Fettséuren und Triacylgiyceride besteht eine Vieizahi von Anwendungen in der Le-

bensmitteiindustrie, der Tierernéhrung, der Kosmetik und im Pharmabereich.

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

cylglyceride mit einem erhbhten Gehait an geséttigten oder ungeséttigten Fettséuren

handeit, sind sie fiir die unterschiediichsten Anwendungen geeignet. So werden 2.8. in

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

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

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

einer Herzerkrankung, eines Schiaganfalis oder von Bluthochdruck deutlich verringert

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

Auch entziindliche, spezieil chronisch entzflndliche, Prozesse im Rahmen immuno-

iogischer Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis lassen sich durch w—B—Fettséuren po—

sitiv beeinfiussen (Calder (2002) Proc. Nutr. Soc. 61: 345-358; Cleland und James

(2000) J. Rheumatol. 27: 2305—2307). Sie werden deshalb Lebensmitteln, speziell diéte—

tischen Lebensmitteln, zugegeben oder finden in Medikamenten Anwendung.

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

her einen negativen Effekt aus.

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

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

der Arachidonséure und der Eicosapentaenséure ableiten, und den Thromboxanen und

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

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

der Regel Entzijndungsreaktionen, w‘aihrend Eicosanoide (sog. PGa—Serie) aus w—3-

Fetts'eiuren geringe oder keine entzflndungsfdrdernde Wirkung haben.

Mehrfach unges'éttigte iangkettige w-B-Fettséuren wie Eicosapentaenséure (= EPA,

020:5A5,8,11,14,17) 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 Signaistoffe, sowie die Vorbeu-

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

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

Aufgrund der heute Clbiichen Zusammensetzung der menschlichen 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 unges'attigte
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Fettsauren wie Docosahexaensaure (= DHA, C22:6A4y7~10‘13-15-19) oder Eisosapentaensau-

re (= EPA, C20:5A5,8,11,14,17) der Babynahrung zur Erhéhung des Nahrwertes zugesetzt.

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

kettiger Fettsau 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 kénnen aber auch aus Tieren wie z.B. Fischen gewonnen wer-

den. Die freien Fetts'auren werden vorteilhaft durch Verseifung der Triacylglyceride her—

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

saure (ARA, C2O:4A5:8)11.14), Dihomo—v—linolenséure (DHGL, C2O:3A8‘11:14) oder Docosa—

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

nenblume, Farbersaflorjedoch nicht synthetisiert. Ubliche natflrliche Quellen fUr diese

Fettsauren sind Fische wie Hering, Lachs, Sardine, Goldbarsch, Aal, Karpfen, Forelle,

Heilbutt, Makrele, Zander oder Thunfisch oder Algen.

Aufgrund der positiven Eigenschaften der mehrfach ungesattigten Fettsauren hat es in

der Vergangenheit nicht an Ansatzen gefehlt, Gene, die an der Synthese dieser Fettsau-

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

nismen mit geandertem Gehalt an ungesattigten Fettsauren verfijlgbar 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 unzureichend erfolgt, da

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

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

al. (1988) Plant Physiol. Biochem., 26: 777—792).
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In der Regel erfolgt die Charakterisierung membrangebundener Desaturasen duroh Ein-

bringung in einen geeigneten Organismus, der anschlieBend auf Enzymaktivit'eit 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 Fettséuren 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 ungeséittigter Fettséiuren wird auch in

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

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

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

bisher beschrieben lediglich geringe Gehalte an ungeséttigten Fettséuren/Lipiden wie

z.B. v—Linolenséure und Stearidonséure erreicht wurden.

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Versuche unternommen, Elongase—Gene

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

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

Synthese von einfach ungeséttigten langkettigen Fettséuren (C22:1) bzw. zur Synthese

von sehr langkettigen Fettséiuren fiir die Wachsbildung in Pflanzen (Czs-Csz). Beschrei-

bungen zur Synthese von Arachidonséure und EPA finden sich beispielsweise in WO

01/59128, WO 00/12720, WO 02/077213 und WO 02/08401. Die Synthese von mehrfach

ungeséttigter C24-Fettséuren ist beispielsweise in Tvrdik et al. (2000) J. Cell Biol. 149:

707—718 oder in WO 02/44320 beschrieben.

Besonders geeignete Mikroorganismen zur Herstellung von 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—

stémmen der entsprechenden Mikroorganismen entwiokelt worden, die eine Relhe wUn—
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schenswerter Verbindungen, einschliefllich PUFAs, produzieren. Die Mutation

und Selektion von Stéimmen mit verbesserter Produktion eines bestimmten Moleki'Jls wie

den mehrfach ungesattigten Fettsauren istjedoch ein zeitraubendes und schwieriges

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

te Mengen der gewijnschten mehrfach ungesattigten Fettsauren wie DPA, EPA oder

ARA hersteilen, die noch dazu in der Regel ais Fetts'auregemische anfailen. Deshaib

werden, wann immer mogiich, gentechnoiogische Verfahren bevorzugt.

Hohere Pflanzen enthaiten mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Linolsaure (018:2) und

Linolensaure (C18:3). ARA, EPA und DHA kommen im Samenol hoherer Pflanzen gar

nicht oder nur in Spuren vor (E. Ucoiani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Végétales.

Technique & Documentation - Lavoisier, 1995. ISBN: 2—7430—0009—0). Es ware jedoch

vorteiihaft, in hoheren Pflanzen, bevorzugt in Oisaaten wie Raps, Lein, Sonnenblume

und Soja, LCPUFAs herzusteilen, da auf diese Weise grofle Mengen quaiitativ hochwer—

tiger LCPUFAs fUr die Lebensmitteiindustrie, die Tierernahrung und fijr pharmazeutisohe

Zwecke kostengijlnstig gewonnen werden konnen. Hierzu werden vorteiihafterweise Uber

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

ren, in Gisaaten eingefiihrt und exprimiert. Dies sind Gene, die beispieisweise fiJr A-G—

Desaturasen, A-G-Elongasen, A-5-Desaturasen oder A-4-Desaturasen kodieren. Diese

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

LCPUFAs hersteilen und in den Membranen oder Triacyiglyceriden 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. eiegans isoliert werden.

Transgene Pflanzen, die fiJr Enzyme der LCPUFA—Biosynthese kodierende Gene enthai-

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

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

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

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

mLissen. So betragt der Gehait von ARA in den in DE—A—1 02 19 203 beschriebenen

Pflanzen iediglich 0,4 bis 2% und der Gehait 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, kostengflnstigen Verfahren zur Hersteilung von mehrfach ungeséttigten, Iangketti-

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 hergesteilt werden kt'mnen.

Es wurde nun Uberraschenderweise herausgefunden, dass durch die Expression einer

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

mehrfach ungeséttigten Fettséuren, insbesondere Eicosapentaenséiure, 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

miJ'ssen 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 erfindungsgeméifle 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 fflr 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 fijr ein Polypeptid mit einer A5—Desaturase-Aktivitét kodiert; und mindestens einer

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

wobei die Nukleinséuresequenz, welche fflr 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. Fijr die Produktion von DHA muss desweiteren

mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche fijr ein Polypeptid mit einer A4—

Desaturase—Aktivitat kodiert, in der Pflanze bereitgestellt werden.

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

MafSnahmen getroffen werden, so dass die Nukleinsauresequenzen kodierend fiir ein

Polypeptid mit einer AB—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 voriiegen. Das "Bereitstellen in der

Pflanze" umfasst somit das Einbringen der Nukieinsauresequenzen in die Pflanze so—

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

leinsauremolekiilen, die die genannten Nukleinsauresequenzen enthalten, als auch

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

Nukleinséuresequenzen enthalten.

Die Nukleinsauresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A5-Eiongase-Aktivitat kodiert,

ist erfindungsgeméfS gegeniiber der Nukieinsauresequenz in dem Organismus, aus dem

die Sequenz stammt, dadurch verandert, dass sie an die Kodonverwendung in einer o-

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

quenz gezielt fiir 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 Aminoséuren zu

spezifizieren. Daher werden die meisten der 20 proteinogenen Aminos'auren von mehre-

ren Tripletts (Kodons) kodiert. Die synonymen Kodons, die eine einzelne Aminosaure

spezifizieren, werden in einem bestimmten Organismus jedoch nicht mit gleicher Haufig-

keit verwendet, sondern es gibt bevorzugte Kodons, die haufig verwendet werden und

Kodons, die seltener verwendet werden. Diese Unterschiede in der Kodonverwendung

werden zuriickgefiihrt auf seiektive evolutionare Drijcke und vor aliem die Effizienz der

Translation. Ein Grund fiJr 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 Verfflgung stehen.

AuBerdem bevorzugen unterschiedliche Organismen unterschiedliche Kodons. Daher

léuft beispielsweise die Expression einer rekombinanten DNA, die aus einer Séugerzelle

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

verwendeter Kodons gegen héufig 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 h'aufiger fiir 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 soil, ein anderer ist als der Organis—

mus, aus dem die Nukleinsauresequenz ursprflnglich stammt.

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

kannt ist, gibt es Tabellen, denen man die Héufigkeit der Verwendung bestimmter Ko-

dons in dem jeweiligen Organismus entnehmen kann. Mit Hilfe dieser Tabellen lassen

sich Proteinsequenzen mit relativ grolBer Genauigkeit in eine DNA—Sequenz zuriick-

Libersetzen, die die im jeweiligen Organismus bevorzugten Kodons fiir die verschiedenen

Aminoséiuren des Proteins enth'eilt. Tabellen zur Kodonverwendung konnen u.a. unter

der folgenden lnternet—Adresse aufgefunden werden:

htipj/‘wmmkazusa(orIgleodoniEuhtmi. Dariiber hinaus bieten mehrere Firmen Software

fiir die Genoptimierung an, wie z.B. die Firma Enteleohon (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 Aminos'aure immer das am haufigsten im ausgewahlten Organismus

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

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

ne bestimmte Aminosaure entsprechend ihrer natflrlichen Haufigkeit in die optimierte
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Sequenz eingebaut werden. Dabei kann die Auswahi, an weicher Position welches Ba-

sen-Triplett verwendet wird, zuf'éiiig stattfinden. Erfindungsgeméfl wurde die DNA-

Sequenz unter Beriicksichtigung der natiJrlichen Héufigkeit einzelner Kodons angepasst,

wobei die Verwendung des am héufigsten im ausgewéihiten Organismus vorkommenden

Kodons ebenfaiis geeignet ist.

Besonders bevorzugt ist eine Nukleinséuresequenz aus Ostreococcus tauri, die fiJr

ein Poiypeptid mit einerA5—Eiongase-Aktivitét kodiert, wie beispieisweise das in Seq ID

No. 110 dargestelite Poiypeptid, zumindest an die Kodonverwendung in Raps, Soja

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

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

quenz. Die fLir 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 fiir ein Poiypeptid mit der Aktivitét einer A5—Eiongase kodieren, dessen

Aminoséuresequenz an einer oder mehreren Positionen gegeniiber der Wiidtyp—Sequenz

veréndert ist, das aber noch im wesentiichen die gleiche Aktivitét aufweist wie das Wiid-

typ—Protein.

Bevorzugt ist die Nukieinséuresequenz, die fiir ein Poiypeptid mit einer A6—Desaturase-

Aktivitéit kodiert, ausgewéhit 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 10 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) Nukleinséuresequenzen, die mit dem kompiementéren Strang der a) oder b) oberhaib

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

Nukieinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

d) Nukieinséuresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhaIb angegebenen NukIeinsi-iu—

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 50 angegebenen Aminoséurepattern aufweisen.

Unter Aminoséurepattern sind kurze Aminoséuresequenzen zu verstehen, die vorzugs—

weise weniger 313 50, besonders bevorzugt weniger 313 40 und insbesondere von 10 bis

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

Fijr die vorIiegende Erfindung wird die Identitét vorzugsweise Uber die Voiiénge der er—

findungsgeméBen NukIeotid- oder Aminoséuresequenzen ermitteIt, beispielsweise fijr

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—Eiongase-

Aktivit'ét kodiert, ausgewéhit aus der Gruppe bestehend aus:

a) NukIeinséiuresequenzen 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 fiir die In Seq ID No. 172, 174,176,178,180,182 o—

der184, insbesondere fiir die in Seq ID No. 172 angegebene Aminoséuresequenz

kodieren,
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c) NukIeinséuresequenzen, die mit dem komplementéren Strang der a) oder b) ober-

haIb angegebenen NukIeInséuresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 1 an-

gegebenen Nukleinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

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

séuresequenzen, Insbesondere zu der in Seq ID No. 171 angegebenen Sequenz zu

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

eines, beispieIsweise 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 fUr ein Polypeptid mit

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

kodonoptimierten Sequenz, bevorzugt um die in der SEQ ID NO: 122 darsteIIte NukIein-

séuresequenz.

Bevorzugt ist die NukIeinséuresequenz, die fCIr ein Ponpeptid mit einer A5-Desaturase-

Aktivitét kodiert, ausgewéhIt aus der Gruppe bestehend aus:

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

Seq ID No. 51 dargesteIIten Sequenz,

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

in Seq ID No. 52 angegebenen Aminoséuresequenz kodieren,

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

berhalb angegebenen NukIeinséuresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 51

angegebenen NukIeinséuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

und

d) NukIeinséuresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhalb 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 Aminoséurepattem aufweisen.

Weitere geeignete NukIeinséuresequenzen kann der Fachmann der Literatur bzw. den

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

In einer weiteren bevorzugten Austhru ngsform des Verfahrens werden zusétzlich eine

oder mehrere Nukleinséuresequenzen, die f‘L'Ir ein Polypeptid mit der Aktivitét einer 1.0-3—

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

Bevorzugt ist die Nukleinséuresequenz, 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 oder195, 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 kompIementéren Strang der in Seq ID No. 193

oder 195 angegebenen NukIeinséuresequenz 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 erfindungsgemérsen Verfahren vorteilhaft verwendete w—3-Desaturase erméglicht

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

Verschiebung von 0132— zu C1a;3—Fettséuren fUhrt. Weiterhin ist vorteilhaft, 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 NeutraIIipiden (= NL), das heiISt in den

Triglyceriden finden.

Bevorzugt ist die Nukleinsauresequenz, die fijr ein Polypeptid mit einer A4—Desaturase-

Aktivitét kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukleinsauresequenzen mit der in Seq ID No. 77, 79,81 ,83,85,87,89,91 Oder 93,

bevorzugt mit der in der Seq ID No. 77 dargestellten Sequenz,

10 b) Nukleinséuresequenzen, die fUr 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 komplementaren Strang der in a) oder b) o—

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

angegebenen Nukleinséiuresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

15 und

d) Nukleinsauresequenzen, 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) NukIeinséuresequenzen, die fiir eine Aminoséuresequenz kodieren, die mindestens

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

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

gebebenen Aminoséiurepattern aufweisen.

25

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

katalysiert die Einfflhrung einer Doppelbindung in die Fetts'aure Docosapentaenséure,

was zur Bildung von Docosahexaensaure fiihrt.

30 Fijr das erfindungsgeméiBe beschriebene Verfahren ist es vorteilhaft, in die Pflanzen zu—

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

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

fl'jr ein Polypeptid mit einer w—3-Desaturase—Aktivitét und/oder einer A4—Desaturase-

Aktivitét kodieren, zusétzlich weitere Nukleinséuren einzubringen, die fUr Enzyme des

Fettséu re— oder LipidstoffiA/echsels kodieren.

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

den im erfindungsgeméBen Verfahren verwendeten Nukleinséuresequenzen venNendet

werden; bevorzugt werden Gene des Fettséure— oder Lipidstofi‘wechsels ausgewéhlt 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), Acetyl—Coenzym A—Carboxylase(n), Acyl—Coenzym A—Oxidase(n), Fett-

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

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

mit der A—B—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.

Vorteilhaft 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 Teilun-

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 folgenden Generationen erhéht. Diese durch asexuelle Vermeh-

rung entstandenen Individuen sind mit ihren EItern weitestgehend identisch. Beispiele fflr

derartige Gewebe sind Blatt, BlUte, Wurzel, Stengel, oberirdische oder unterirdische Aus—

léufer (Seitensprosse, Stolonen), Rhizome, Knospen, Knollen wie Wurzelknollen 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 vorteilhaft die Expression stattfindet. Zu einem geringeren Teil oder gar
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nicht werden die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nukleinsauren im gene-

rativen Gewebe (Keimbahngewebe) exprimiert. Beispiele fflr 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 Tell ist zu verstehen, dass im Vergleich zum vegetativen Gewebe die Expressi-

on gemessen auf RNA— und/oder Proteinebene weniger als 5 %, vorteilhafl weniger als 3

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

oder 0,125 % betragt.

Besonders bevorzugt werden die Nukleinsauresequenzen in den Bl'aittern der transgenen

Pflanzen exprimiert. Dies hat den Vorteil, dass die erfindungsgemall. 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 Nukleinséuresequenzen 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 fiber einen wesentlichen Zeitraum wéhrend der pflanzli—

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

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

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

Transkripts (Franck et al. (1980) Cell 21: 285-294), der 19S 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

158 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009159 of 1119

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 ist der Promotor des CaMV 35S-Transkripts.

Es ist im Prinzip mb'glich, alle nat'L'Jrlich auftretenden konstitutiven Promotoren mit ihren

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

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

wenden.

“Blattspezifische Promotoren" sind Promotoren, die eine hohe Aktivitét 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 31$ 3, 2 oder 1% der Aktivit'ét im Blatt betréigt. Geeignete

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

bisco (Timko et al. (1985) Nature 318: 579—582) und des Chlorophyil 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 molekularbiologisoher 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 gewU nsch-

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

samte po|y(A)+—RNA isoliert und eine cDNA-Bank angelegt. In einem zweiten Schritt

werden mit Hilfe von cDNA—Klonen, die auf po|y(A)+—RNA-Molekfiien aus einem Nicht—

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

tifiziert, deren korrespondierende poly(A)+—RNA—Molekflle lediglich im Blattgewebe ak—

kumulieren. Anschlieflend werden mit Hilfe dieser so identifizierten cDNAs Promotoren

isoliert, die Uber BIatt—spezifische regulatorische Elemente verf'Ligen. Dem Fachmann

stehen dartiber hinaus weitere auf PCR basierende Methoden fUr die Isolierung geeigne-

ter Blatt—spezifischer Promotoren zur Verffigung.
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Seibstverstandlich 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

monokotyiedonen Pflanzen isoliert werden. lm 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), Conlinin (Lein) (WO

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

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

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

ai. (1992) Plant J. 2(2): 233—239), Lpt2 und lpt1(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), lsocitratiyase (Raps) (US 5,689,040) oder a—

Amyiase (Gerste) (EP 781 849).

In einer besonders bevorzugten Ausffihrungsform der vorliegenden Erfindung werden die

verwendeten Nukleinsauresequenzen, insbesondere die fUr eine A—5 Elongase kodie-

rende Nukieinsauresequenz, welche gegenflber der Nukleinsauresequenz 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 lD

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 Ausfflhrungsform

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

im Samenoi mindestens 5 Gew.-%, vorteilhaft 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 Samenolgehalt. 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—Fefiséuren im SamenéI mindestens 8 Gew.-% des Samenél—

gehaIts.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfflhrungsform der vorIiegenden Erfindung

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

se kodierende Nukleinséuresequenz, welche gegenflber 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, bevorzugt die In

SEQ ID NO: 64 beschriebene NukIeinséuresequenz 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 Gehalt an Docosahexaenséure im Samenijl 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

SamenélgehaIts. In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfl'jhrungsform mit der in

SEQ ID NO: 63 beschriebenen NukIeInséuresequenz betrégt der Gehalt an Docosahe-

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

mann dabei bekannt, dass zur HersteIIung von Docosahexaenséure zusétinch eine oder

mehrere NukIeinséuresequenzen, die fl'J'r ein Ponpeptid mit der Aktivitét einer A4—

Desaturase-Aktivitét kodiert, benétigt werden. Vorteilhaft wird eine NukIeInséuresequenz,

die fflr ein Ponpeptid 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 Nukleinséuresequenz, welche gegenflber der NukIeinséuresequenz 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 Docosahexaens'aure 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

022 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-Fettsauren 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 MOI.

Biol. 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen sich besonders, wenn ge—

wtinscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische Weise erfolgt. Beispiele ftir

solche Promotoren sind ein Salicylsaure-induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein

Tetracyclin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) Plant J. 2, 397-404) und ein Etha—

nol-induzierbarer Promotor.

Auch Promotoren, die auf biotisohe oder abiotische Stressbedingungen reagieren, sind

geeignete Promotoren, wie beispieIsweise der pathogeninduzierte PRP1—Gen—Promotor

(Ward et al. (1993) Plant. Mol. Biol. 22: 361—366), der hitzeinduzierbare hsp80—Promotor

aus Tomate (US 5,187,267), der kalteinduzierbare Alpha-Amylase-Promotor aus Kartof-
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fei (WO 96/12814) oder der durch Wunden induzierbare pinli-Promotor (EP-A-0 375

091).

Ebenfalls besonders geeignet sind Promotoren, welche die piastidenspezifische Expres—

sion herbeifiihren, da Plastiden das Kompartiment sind, in dem die Vori'éufer sowie eini-

ge Endprodukte der Lipidbiosynthese synthetisiert werden. Geeignete Promotoren, wie

der virale RNA—Polymerase—Promotor, sind beschrieben in WO 95/16783 und WO

97/06250, und der cipP—Promotor aus Arabidopsis, beschrieben in WO 99/46394.

Es versteht sich, dass die erfindungsgeméifl hergesteilten mehrfach ungeséttigten Fett-

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

auch in pfianziichen Zeiikuituren oder in Kaiiuskuituren.

Die im Verfahren hergesteiiten mehrfach ungeséttigten Fettséiuren sind vorteiihaft in

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

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

kommen. Dabei kénnen sie ais “Reinprodukte“ oder aber vorteiihaft in Form von Mi-

schungen verschiedener Fettséiuren oder Mischungen unterschiedlicher Phospholipide

wie Phosphatidylgiyceroi, Phosphatidyichoiin, Phosphatidyiethanolamin und/oder

Phosphatidylserin und/oder Triacylglyceriden, Monoacylgiyceriden und/oder Diacyi-

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

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

Triacylglyceriden vor. Die Triacylglyceride kt'mnen auBerdem noch weitere Fetts'eiuren

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—Fetts'aiuren.

Unter dem Begriff “Glycerid” wird ein mit ein, zwei oder drei Carbonséureresten ver—

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

Gemisch aus verschiedenen Giyceriden verstanden. Vorteilhaft handeit 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, Kohlenhydrate, Vitamine und/oder

andere Substanzen enthalten.

Unter einem “Giycerid” im Sinne des erfindungsgem'eiflen Verfahrens werden ferner vom

Glycerin abgeieitete Derivate verstanden. Dazu zéhlen neben den oben beschriebenen

Fettséureglyceriden auch Glycerophosphoiipide und Glyceroglycolipide. Bevorzugt seien

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

dyigiycerin, Phosphatidylserin und Aikylacyiglycerophospholipide beispieihaft genannt.

Unter Phosphoiipiden im Sinne der Erfindung sind zu verstehen Phosphatidylchoiin,

Phosphatidyiethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylgiycerin und/oder Phosphati—

dyiinositol.

Die Fettséiureester mit mehrfach ungeséittigten C1s—, Czo- und/oder sz—Fetts'eiure—

moiekiilen kénnen aus den Nutzpfianzen, die fiir die Hersteliung der Fettséureester ver—

Wendet wurden, in Form eines Ols oder Lipids beispielsweise in Form von Verbindungen

wie Sphingoiipiden, Phosphoglyceriden, Lipiden, Giycolipiden wie Giycosphingolipiden,

Phosphoiipiden wie Phosphatidyiethanolamin, Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin,

Phosphatidylgiycerol, Phosphatidylinositoi oder Diphosphatidyigiyceroi, Mono-

acyiglyceriden, Diacyigiyceriden, Triacylglyceriden oder sonstigen Fetts'eiureestern wie

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

zwei, drei oder vier, bevorzugt vier, fl'Jnf oder sechs Doppelbindungen enthalten, isoiiert

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

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

Triacylglyceride, Phosphatidyichoiin und/oder Phosphatidyiethanolamin. Neben diesen

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

bunden in anderen Verbindungen in den Pflanzen enthaiten. in der Regei liegen die ver—

schiedenen vorgenannten Verbindungen (Fettséiureester 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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Im erfindungsgeméflen Verfahren werden die hergestellten LCPUFAS mit einem Gehalt

von mindestens 4 Gew.-%, vorteilhaft von mindestens 5, 6, 7, 8, 9 oder 10 Gew.-%, be-

vorzugt von mindestens 11, 12, 13, 14 oder 15 Gew.-%, besonders bevorzugt von min-

destens 16, 17, 18, 19, oder 20 Gew.—%, ganz besonders bevorzugt von mindestens 25,

30, 35 oder 40 Gew.—% bezogen auf die gesamten Fettséiuren in der transgenen Pflanze

hergestellt. Dabei sind die im erfindungsgeméBen Verfahren hergestellten Fettséiuren

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

von jeweiis 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.-%, bezogen auf die gesamten Fettséuren in der transgenen

Pflanze enthalten.

Vorteilhaft werden die Fettséiuren in gebundener Form hergestellt. Mit Hilfe der im erfin-

dungsgeméflen Verfahren verwendeten Nukleinséuren Iassen sich diese ungeséittigten

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

ride bringen. Vorteilhaft sind mindestens 11% der Triacyigiyceride doppeit (das heiBt an

sn1- und sn2- oder sn2— und snS—Position) substituiert. Auch dreifach substituierte Tria-

cyigiyceride sind nachweisbar. Da im erfindungsgeméiBen Verfahren von den Ausgangs—

verbindungen Linolséure (C18:2) bzw. Linoiens'eiure (C18:3) mehrere Reaktionsschritte

durchiaufen werden, failen die Endprodukte des Verfahrens wie beispielsweise Arachi—

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

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

Sind in der Ausgangspfianze beispieisweise sowohl Linolséure als auch Linoienséure

vorhanden, so iiegen 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 jeweiii—

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

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

gebunden oder als freie S'aiuren hergestelit.
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Fettséureester bzw. Fettséuregemische, die nach dem erfindungsgeméifien Verfahren

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

re; 7 — 85 % Olséure; 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 % 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 Gesamtfettséiuregehait an Arachidonséure ent-

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

erfindungsgeméflen Verfahren hergestellt wurden, vorteilhaft Fetts'aiuren ausgewéhlt aus

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

Methylene octade0-9—enonséure), Maivaiinséiure (8,9-Methyien Heptade0—8—enonséure),

Chaulmoogrinséure (Cyclopenten—dodecans'aure), Furan—Fettséure (9,12—Epoxy—

octadeca-9,11-dienonséure), Vernonséure (9,10-Epoxy00tade0-12—enonséiure), Tarin—

séure (6—00tade0ynonséure),6—Nonadecynonséure, Santalbinséure (t1 1—00tade0en—9—

ynoic acid), 6,9—Octade0enynonséure, Pyruiinséiure (t10-Heptade0en—8—ynonséure), Cre—

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

13—ene—9,11—diynonséiure, Petroselenséure (Cis-6-00tade0enonséiure), 90,12t—

Octadecadienséure, Calenduiaséure (8t10t120-Octade0atrienséure), Catalpinséure

(9t11t130-00tade0atrienséure), Eieosterinséure (9011t13t-Octade0atriens'eiure), Ja0arin—

séure (8010t120—Octade0atrienséure), Punicins'eiure (9011t130-Octade0atrienséure), Pa—

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

Octadecatrienséure), Labaiienséure (5,6—00tade0adienaiienséure), Ricinolséiure (12-

Hydroxyélséure) und/oder Coriolinséure (13—Hydroxy-90,11t-Octade0adienonséure). Die

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

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

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

bevorzugt zu weniger als 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 Fettséiuren bezogen auf die Gesamtfettséiuren 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 erfindungsgeméfsen

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

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

Nisinséure (Tetracosahexaenséure, C23:6A3v8’12v15v18,21).

Durch die im erfindungsgem'aflen 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% gegen'L'Iber 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

Fettséuren 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.

Fl'Jr das erfindungsgeméfle Verfahren sind prinzipiell 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, Yams etc.; wie Zuckerpflanzen, z.B. Zuckerrohr oder ZuckerrU-

be; wie HUlsenfrl'Jchte, z.B. Bohnen, Erbsen, Saubohne etc.; wie Ol— und Fettfrl'Jchte, z.B. Soja-

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

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

FamiIien 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,

Scrophulariaceae, Solanaceae, Sterculiaceae und Valerianaceae.

Beispielhaft seien die folgenden Pflanzen genannt: Anacardiaceae wie die Gattungen

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

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

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

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

Ringelblume), 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 scariola L. var. integrata, Lactuca scariola L. var. integrifolia, Lac—

tuca sativa subsp. romana, Locusta communis, Valeriana locusta (Saiat), Tagetes lucida,

Tagetes erecta oder Tagetes tenuifolia (Studentenblume), Apiaceae wie die Gattung

Daucus z.B. die Gattung und Art Daucus carota (Karotte), Betulaceae wie die Gattung

Corylus z.B. die Gattungen und Arten Corylus avellana oder Corylus colurna (Hasel-

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

(Borretsch), Brassicaceae wie die Gattungen Brassica, Camelina, Melanosinapis, Sina—

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

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

var. crispifolia, Brassica juncea var. foliosa, Brassica nigra, Brassica sinapioides, Came-

Iina sativa, Melanosinapis communis (Senf), Brassica oleracea (Futterrflbe) oder Arabi—

dopsis thaliana, Bromeliaceae wie die Gattungen Anana, Bromelia (Ananas) z.B. die

Gattungen und Arten Anana comosus, Ananas ananas oder Bromelia comosa (Ananas),

Caricaceae wie die Gattung Carica wie die Gattung und Art Carica papaya (Papaya),

Cannabaceae wie die Gattung Cannabis wie die Gattung und Art Cannabis sative (Hanf),

Convolvulaceae wie die Gattungen lpomoea, Convolvulus z.B. die Gattungen und Arten

lpomoea batatus, lpomoea pandurata, Convolvulus batatas, Convolvulus tiliaceus, lpo—

moea fastigiata, lpomoea tiliacea, lpomoea triloba oder Convolvulus panduratus (SUB-

kartoffel, Batate), Chenopodiaceae wie die Gattung Beta wie die Gattu ngen und Arten

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

ta vulgaris var. perennis, Beta vulgaris var. conditiva oder Beta vulgaris var. esculenta
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(Zuckerriibe), 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 z.B. die Gattungen und Arten Laurus nobilis

(Lorbeer), Persea americana, Persea gratissima oder Persea persea (Avocado), Legu-

minosae wie die Gattung Arachis z.B. die Gattung und Art Arachis hypogaea (Erdnuss),

Linaceae wie die Gattungen Linum, Adenolinum z.B. die Gattungen und Arten Linum

usitatissimum, Linum humile, Linum austriacum, Linum bienne, Linum angustifolium, Li—
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num cathartioum, Linum flavum, Linum grandiflorum, Adenoiinum grandifiorum, Linum

iewisii, Linum narbonense, Linum perenne, Linum perenne var. iewisii, Linum pratense

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

Punica granatum (Granatapfel), Maivaceae wie die Gattung Gossypium z.B. die Gattun-

gen und Arten Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum, Gossypium barbadense,

Gossypium herbaceum oder Gossypium thurberi (Baumwoiie), Musaceae wie die Gat-

tung Musa z.B. die Gattungen und Arten Musa nana, Musa acuminata, Musa paradisia—

ca, Musa spp. (Banane), Onagraoeae wie die Gattungen Camissonia, Oenothera z.B. die

Gattungen und Arten Oenothera biennis oder Camissonia brevipes (Nachtkerze), Pai—

mae wie die Gattung Elaeis z.B. die Gattung und Art Elaeis guineensis (inaime), Papa-

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

paver rhoeas, Papaver dubium (Mohn), Pedaiiaoeae 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-

iago, Piper angustifoiium, Piper auritum, Piper betel, Piper oubeba, Piper iongum, Piper

nigrum, Piper retrofractum, Artanthe adunca, Artanthe elongata, Peperomia eiongata,

Piper elongatum, Steffensia elongata (Cayennepfeffer), Poaceae wie die Gattungen Hor—

deum, Secaie, Avena, Sorghum, Andropogon, Holcus, Panioum, Oryza, Zea (Mais),

Tritioum, z.B. die Gattungen und Arten Hordeum vulgare, Hordeum jubatum, Hordeum

murinum, Hordeum secaiinum, Hordeum distichon Hordeum aegiceras, Hordeum he-

xastichon., Hordeum hexastichum, Hordeum irregulare, Hordeum sativum, Hordeum se-

calinum (Gerste), Secaie cereale (Roggen), Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina,

Avena fatua var. sativa, Avena hybrida (Hafer), Sorghum bicoior, Sorghum halepense,

Sorghum saccharatum. Sorghum vulgare, Andropogon drummondii, Holcus bioolor, Hoi-

cus sorghum, Sorghum aethiopicum, Sorghum arundinaceum, Sorghum caffrorum,

Sorghum cernuum, Sorghum dochna, Sorghum drummondii, Sorghum durra, Sorghum

guineense, Sorghum lanceoiatum, Sorghum nervosum, Sorghum saccharatum, Sorghum

subgiabrescens, Sorghum verticiiiiflorum, Sorghum vulgare, Holcus halepensis, Sorghum

miiiaceum, Panicum miiitaceum (Hirse), Oryza sativa, Oryza iatifolia (Reis), Zea mays

(Mais) Tritioum aestivum, Tritioum durum, Tritioum turgidum, Tritioum hybernum, Tritioum

macha, Tritioum sativum oder Tritioum vulgare (Weizen), Porphyridiaceae wie die Gat—

tungen Chroothece, Flintielia, Petrovanella, Porphyridium, Rhodeila, Rhodosorus, Van—
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hoeffenia z.B. die Gattung und Art Porphyridium cruentum, Proteaceae wie die Gattung

Macadamia z.B. die Gattung und Art Macadamia intergrifolia (Macadamia), Rubiaceae

wie die Gattung Coffea z.B. die Gattungen und Arten Cofea spp., Coffea arabica, Coffea

canephora oder Coffea liberica (Kaffee), Scrophulariaceae wie die Gattung Verbascum

5 2.8. 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 pulverulentum oder Verbascum thapsus (K'onigskerze), Sola naceae wie die Gat—

tungen Capsicum, Nicotiana, Solanum, 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

(Kartoffel), Solanum melongena (Aubergine) Lycopersicon esculentum, Lycopersicon

15 lycopersicum., Lycopersicon pyriforme, Solanum integrifolium oder Solanum lycopersi—

cum (Tomate), Sterculiaceae wie die Gattung Theobroma z.B. die Gattung und Art The-

obroma cacao (Kakao) oder Theaceae wie die Gattung Camellia z.B. die Gattung und

Art Camellia sinensis (Tee).

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

pflanzen verwendet, die grolSe 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—

feldfruchte. Vorteilhafte erfindungsgemafle 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 C1823—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 erfindungsgeméfien Nukleinséuresequenzen in den Bléttern

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

an Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder Docosahexaenséure zu stei—

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

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 erfindungsgeméflen Verfahren verwendeten

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

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

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

Desaturase—Aktivitét kodieren, sowie weiteren Nukleinséuresequenzen, die fUr Polypep-

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

8—, A-12—Desaturase— oder A—5-, A—6—oder A-Q-Elongaseaktivitét kodieren, kénnen unter-

schiedlichste mehrfach ungeséttigte Fetts'eiuren im erfindungsgeméllsen Verfahren her-

gestellt werden. Je nach Auswahl der fUr das erfindungsgemélse 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 C18z2—Fettséuren ableiten, wie GLA, DGLA oder ARA oder Fettséiuren,

die sich von C18:3—Fettséiuren ableiten, wie EPA, DPA oder DHA. Liegt in der fUr das

Verfahren verwendeten Pflanze als ungeséttigte Fetts'aiure nur Linols'aiure (= LA,

C18z239s12)v0r, so kénnen als Produkte des Verfahrens nur GLA, DGLA und ARA ent—
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stehen, die als freie Fettsauren oder gebunden vor|iegen kénnen. [st in der im Verfahren

verwendeten Pflanze als ungesattigte Fettsaure nur a-Linolensaure (= ALA,

C1823A9-12'15)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 Fettsauren oder gebunden vor|iegen kénnen. Durch Modifikation der Aktivitat der im

Verfahren verwendeten und an der Synthese beteiiigten Enzyme A—G-Elongase, A—6-

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

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

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

Mischungen synthetisiert. Da die Fettsauren in Biosyntheseketten synthetisiert werden,

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

sind immer auch geringe Mengen der Voriauferverbindungen 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 ungesattigten

Fettsauren ist es vorteilhafl, die Menge an Ausgangsprodukt fiir die Fettsauresynthese

zu steigern. Dies kann beispieisweise durch das Einbringen einer Nukleinsaure, die ftir

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

besonders vorteilhaft in Nutzpflanzen, wie Ol—produzierenden Pfianzen wie Pflanzen der

Familie der Brassicaceae wie der Gattung Brassica z.B. Raps; der Familie der E—

laeagnaceae wie die Gattung Eiaeagnus z.B. die Gattung und Art Olea europaea oder

der Familie Fabaceae wie der Gattung Glycine z.B. die Gattung und Art Glycine max, die

einen hohen Olsauregehalt aufweisen. Da diese Organismen nur einen geringen Gehalt

an Linolsaure aufweisen (Mikoklajczak et al. (1961) Journal of the American Oil Chemi-

cal Society 38: 678 - 681) ist die Verwendung der genannten A-12-Desaturasen

zur Herstellung des Ausgangsprodukts Linolsaure aus Olsaure vorteilhaft. Daneben kén—

nen die Ausgangsfettsauren auch von aul3en zugefiittert werden, was aber aus Kosten—

griinden 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) hersteHen. Moose enthalten PU-

FAs in Membranlipiden, wéihrend 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

erfindungsgemafle 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, MantonieHa squamata, Micromonas pusiHa, 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 levis, Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina, Tetraselmis

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

selmis tetratheie, Tetraselmis verrucosa, Tetraselmis verrucosa f0. 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

volvocina.

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 Primulaceae wie Aleuritia, Calendula stel-

Iata, 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, Salmoniformes; Salmonidae bzw. Oncorhynchus oder Vertebrate, Amphibia, Anura,

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

dae wie Amaroucium 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 Austhrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt des

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

Nukleinséuresequenzen, die fUr eine A-G-Desaturase, A-G—E|ongase, 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 beschrieben, allein oder in Kombination mit weiteren Nukleinséuresequenzen,

die fiir Proteine des Fettséure- oder Lipidstof‘fwechsels kodieren, eingebaut und schiieB—

iich in die Zelie oder Pflanze transformiert. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-

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

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

te Nutzpflanze ist vorteiihaft eine Zeile einer Ol-produzierenden Pflanze, Gemiise-, Saiat—

, oder Zierpflanze oder die Pflanze selbst wie oben ausgefiihrt.

Unter Anzucht ist beispielsweise die Kultivierung im Falle von Pfianzenzeiien, —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 bezijglich zum Beispiel

einer Nukleinséuresequenz, einer Expressionskassette (= Genkonstrukt) oder einem

Vektor enthaltend die im erfindungsgeméfien Verfahren verwendeten Nukleinséurese-

quenzen oder einer mit den im erfindungsgeméflaen Verfahren verwendeten Nukieinséu-

resequenzen, Expressionskassette oder Vektor transformierten Pflanze alle solche durch

gentechnische Methoden zustandegekommenen Konstruktionen, in denen sich entweder

a) die Nukleinséuresequenz, oder

b) eine mit der Nukleinséuresequenz funktionell verknl'jpfte genetische Kontroiise—

quenz, zum Beispiel ein Promotor, oder

c) (a) und (b)

nicht in ihrer nat'L'Iriichen, genetischen Umgebung befinden oder durch gentechnische

Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispielhaft eine Substitution, Addi-

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

Natiirliche genetische Umgebung meint den natflrlichen genomischen bzw. chromoso-

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

iiothek. im Fall einer genomischen Bibiiothek ist die natiiriiche, genetische Umgebung
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der Nukleinséuresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise erhaiten. Die Umgebung

flankiert die Nukleins'eiuresequenz 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 nati] riich vorkommende

Expressionskassette - beispieisweise die natflriich vorkommende Kombination des natflr—

lichen Promotors der im erfindungsgeméifSen Verfahren verwendeten Nukieinséurese—

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

Desaturase—, A-6-Eiongase—, A—5-Desaturase— und A-5—Elongase—Aktivitét kodiert, vor-

teilhaft in Kombination mit Nukleinséuresequenzen, die fUr 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 Mutagenisieru ng 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 Nukieinséuren nicht an ihrer natUriichen Steiie im Genom

der Pfianze sind. Dabei kénnen die Nukleinséuresequenzen homolog oder heterolog

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

séuren an ihrem natflriichen Piatz im Genom der Pfianze sind, dassjedoch die Sequenz

gegenflber der natflriichen Sequenz veréndert wurde und/oder dass die Regulationsse-

quenzen der nat'Lirlichen Sequenzen veréndert wurden. Bevorzugt ist unter transgen die

Expression der im erfindungsgeméiLen Verfahren verwendeten Nukleinséiuren an nicht-

natiiriicher Steiie im Genom zu verstehen, das heifSt eine homoioge oder bevorzugt hete-

rologe Expression der Nukleinséuresequenzen liegt vor.

Bevorzugte transgene Organismen sind Nutzpfianzen wie Oi-produzierende Pfianzen,

GemUse-, Salat— oder Zierpflanzen, die vorteiihaft ausgew'ahit 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, Caprifoiiaceae, Chenopodiaceae,

Convoivuiaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbia—

ceae, Fabaceae, Fagaceae, Grossulariaceae, Jugiandaceae, 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 erfindungsgemafien Verfahren verwendeten Nukleinsauren,

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

zen, die in der Lage sind Fettsauren, speziell ungesattigte 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, FarberSaflor (Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne genannt. Weitere vorteil—

hafte Pflanzen sind an anderer Stelle dieser Anmeldung aufgefiihrt.

Fl',ir 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.

Vorteiihaft verwendbare Expressionsstamme fiir diesen Zweck sind z.B. solche, die ei-

ne geringe Proteaseaktivitat 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, Iangekettigen Fettsauren enthalten, konnen vorteilhaft direkt vermarktet

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

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, Pfianzenorgane oder Pflanzenteile wie Blatt, Stiel, Samen,

Wurzel, Knollen, Antheren, Fasern, Wurzelhaare, St'aingel, 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

Samenhiillen, 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 isoliert werden.

Durch das erfindungsgeméfle Verfahren hergestellte mehrfach ungeséttigte Fettséuren

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

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 Kaitschlagen oder Kaitpressen

ohne Zufijhrung von Wérme durch Pressen gewonnen werden. Damit sich die Pflanzen—

teile, speziell die Samen, leichter aufschlieflen lassen, werden sie vorher zerkieinert,

gedémpft oder geréstet. Die so vorbehandeiten Samen kijnnen anschlieBend gepresst

oder mit Lésungsmittel wie warmem Hexan extrahiert werden. AnschiieiBend 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 beispielsweise die Pfianzenschieime und Trijbstoffe entfernt. Die sogenannte

Entschleimung kann enzymatisch oder beispielsweise chemisch/physikaiisch durch Zu-

gabe von Séure wie Phosphorséure erfolgen. AnschlieBend werden die freien Fettséuren

durch Behandlung mit einer Base beispielsweise Natronlauge entfernt. Das erhaitene

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

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

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

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

doriert.

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAS C20-

und/oder sz—Fettséuremoiekiile mit mindestens vier Doppelbindungen im Fett—

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

Fettséuremolekiile iassen sich aus der Pflanze in Form eines Ois, Lipids oder einer frei—

179 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009180 of 1119

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

40

en Fettséure isoiieren. Geeignete transgene Pflanzen sind beispielsweise die vorstehend

erwéhnten.

Diese erfindungsgeméfien Ole, Lipide oder Fetts'auren enthaiten wie oben beschrieben

vorteiihaft 6 bis 15 % Paimitinséure, 1 bis 6 % Stearinséure; 7 — 85 % Oiséure; 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 Gesamtfettséuregehait der Pfianzen.

Als vorteilhafte 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 20 GeW.-% be—

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

3; 4; 5 oder 6 Gew.-% bezogen auf den Gesamtfettséiuregehait 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 enthaiten.

Weiterhin enthalten die Fettséureester bzw. Fettséuregemische, die nach dem erfin-

dungsgeméisen Verfahren hergestelit wurden, Fettséuren ausgewéhit aus der Gruppe

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

de0—9-enonséure), Maivaiinséure (8,9-Methyien Heptade0—8-enonséure), Chauimoogrin-

séure (Cyciopentendodecanséure), Furan-Fettséure (9,12-Epoxy-00tade0a-9,11—

dienonséure), Vernonséure (9,10—Epoxy00tade0-12-enonséure), Tarinséure (6-Octa—

decynons'eiu re),6-Nonade0ynonséure, Santalbinséure (t11-Octade0en-9—ynoi0 acid),

6,9—Octade0enyn0nséure, Pyruiinséure (t10—Heptadecen-8-yn0nséure), Crepenyninséu-

re (9—Octade0en—1 2—ynonséu re), 13,14-Dihyd rooropheinsé ure, Octadecen—13-ene—9,1 1—

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

Caienduiaséure (8t10t120—Octade0atrienséure), Cataipins'éure (9t11t130—Octa—

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

(8010t120—Octade0atrienséure), Punicinséure (9011t130-Octade0atriens'eiure), Parinarin-

séure (901 1t13t150—00tadecatetraenséure), Pinolenséure (all—0is—5,9,1 2—
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Octadecatrienséure), Labalienséure (5,6—OctadecadienalIenséure), Ricinolséure (12-

Hydroxyélséure) und/oder Coriolinséure (13-Hydroxy-90,11t-Octadecadienonséure). Die

vorgenannten Fettséuren kommen in den nach dem erfindungsgeméflen Verfahren her-

gesteilten Fettséureester bzw. Fettséuregemischen in der Regel 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 % oder1 % 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

0,4%; 0,3%; 0,2%; 0,1% vor. Vorteilhaft enthaiten die nach dem erfindungsgeméfsen

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

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

Nisinséure.

Eine weitere erfindungsgeméfle Ausfiihrungsform ist die VenNendung der Ole, Lipide,

der Fettséuren und/oder der Fettséurezusammensetzung, die nach dem erfindungs-

geméiBen Verfahren hergesteilt werden, in Futtermitteln, Nahrungsmittein, Kosmetika

oder Pharmazeutika. Die im erfindungsgeméiBen Verfahren gewonnenen Oie, 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 hergesteliten Ole, Lipi—

de, Fettséuren oder Fettséuregemische, die aus pfianzlichen und tierischen Bestandtei—

len bestehen, kénnen zur Hersteilung von Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika

oder 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 Anteil an mehrfach ungeséittigten freien

oder vorteilhaft veresterten Fettséurem), insbesondere Linoiséure, v—Linoienséure, Di—

homo-y—iinolenséure, Arachidonséure, u—Linolenséure, Stearidonséiure, Eicosatetraen—

séure, Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure oder Docosahexaenséure hat. Vor-
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zugsweise ist der Anteil an ungeséttigten veresterten Fettséiuren ungeféihr 30 %, beson-

ders bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, am meisten bevorzugt ist ein Anteil von 60 %,

70 %, 80 % oder mehr. Der Anteil an Fettséure kann nach Uberfiihrung der Fettséiuren in

die Methylester durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt werden. Das OI,

Lipid oder Fett kann verschiedene andere geséttigte oder ungeséttigte Fettséuren, z.B.

Calendulaséure, Palmitin—, Palmitoiein-, Stearin—, Olséure etc., enthalten. lnsbesondere

kann je nach Ausgangspflanze der Anteil der verschiedenen Fettséuren in dem Cl oder

Fett schwanke n.

Bel den im Verfahren hergestellten mehrfach ungeséttigte Fettséuren mit vorteilhaft min-

destens drei, vier, fLinf oder sechs, besonders vorteilhaft mit fUnf oder sechs Doppelbin—

dungen, handelt es sich wie oben beschrieben vorteilhaft um Fettséureester beispiels-

weise um Sphingolipidester, Phosphoglyceridester, Lipidester, Glycolipidester, Phospho—

lipidester, Monoacylglycerinester, Diacylglycerinester, Triacylglycerinester oder sonstige

Fettséureester, bevorzugt handelt es sich um Phospholipidester und/oder Triacylglyceri—

nester.

Aus den so im erfindungsgem'eiflen Verfahren hergestellten mehrfach unges'eittigte Fett-

séureestern mit vorteilhaft mindestens drei, vier, fiinf oder sechs Doppelbindungen las-

sen sich die enthaltenen mehrfach ungeséttigten Fettséuren beispielsweise iiber eine

Alkalibehandlung, beispielsweise mit wéBriger 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 Anséuerung mit z.B. H2804. Die Freisetzung der Fettséuren kann

auch direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfolgen.

Als Substrate der im erfindungsgeméfien Verfahren verwendeten Nukleins'éure—

sequenzen, die ftir Polypeptide mit A—6—Desaturase—, A—6—Elongase—, A—5—Desaturase—

und/oder A—5—Elongase—Aktivitéit sowie ggf. Nukleinséuresequenzen, die fflr Polypeptide

mit w—B—Desaturase— und/oder A—4—Desaturase—Aktivitét kodieren, und/oder den weiteren

verwendeten Nukleinséuren wie den Nukleins'eiuresequenzen, die fflr Polypeptide des

Fettséure— oder Lipidstoffwechsels ausgewéhlt aus der Gruppe Acyl—CoA—
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Dehydrogenase(n), Acyl-ACP(= acyl carrier protein)—Desaturase(n), AcyI—ACP—

Thioesterase(n), Fettséure—Acyl—Transferasem), AcyI-CoAzLysophospholipid-

Acyltransferase(n), Fettséure—Synthasem), Fettséure—Hydroxylasem), Acetyl-Coenzym

A—Carboxylase(n), Acyl—Coenzym A—Oxidase(n), Fettséure—Desaturasem), Fettséure—

Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol—Lipase(n), Altenoxid—Synthasem),

Hydroperoxid—Lyase(n) oder Fettséure—Elongasem) kodieren, eignen sich vorteilhaft C16-

, C15— oder Czo—Fettséuren. Bevorzugt werden die im Verfahren als Substrate umgesetz—

ten Fettséuren in Form ihrer AcyI-CoA-Ester und/oder ihrer Phospholipid-Ester umge—

setzt.

Zur Herstellung der erfindungsgeméflen langkettigen PUFAs ml'jssen die geséttigten,

einfach ungeséttigten C1e-Fettséuren und/oder mehrfach ungeséttigten C1s—Fettséuren

zunéchst je nach Substrat durch die enzymatische Aktivit'at einer Desaturase und/oder

Elongase desaturiert und/oder elongiert oder nur desaturiert und anschlieflend fiber eine

Elongase um mindestens zwei Kohlenstoffatome verl'angert werden. Nach einer Elonga—

tionsrunde fflhrt diese Enzymaktivitét entweder ausgehend von C1e-Fettséuren zu C13-

Fetts‘auren oder ausgehend von Cm-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 vorteilhaft mit mindestens zwei oder drei Doppel-

bindungen im Fettséuremolekflt, vorzugsweise mit vier, fflnf oder sechs Doppelbindun-

gen, besonders bevorzugt zu sz-Fetts'auren mit mindestens fU'nf Doppelbindungen im

Fettséuremolekfll. Besonders bevorzugt als Produkte des erfindungsgeméflen Verfah-

rens sind Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder Docosahexaenséure. Die

C1s—Fettséuren mit mindestens zwei Doppetbindungen 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

Fettsauren, Olen oder Lipiden nicht auf das Samengewebe beschrankt sein muss, son-

dern auch in alien Ubrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise in Epidermiszellen oder in

den Knollen — gewebespezifisch erfolgen kann. Vorteilhaft findet die Synthese gemalS

des erfinderischen Verfahrens im vegetativen (somatischen) Gewebe statt.

Durch das erfindungsgemafle 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 Uber das Verfahren hergestellten veresterten mehrfach ungesat—

tigten Fettsauren erhoht werden. Vorteilhaft wird durch das erfindungsgemalLe Verfahren

der Pool an veresterten mehrfach ungesattigten Fettsauren in den transgenen Pflanzen

erhoht, vorteilhaft in Form der Phosphatidylester und/oder Triacylester.

Die im erfindungsgemalSen Verfahren verwendeten Sequenzen werden einzeln in Ex-

pressionskonstrukte kloniert oder auf einem gemeinsamen rekombinanten Nukleinsau—

remolekl'jl bereitgestellt und zum Einbringen und zur Expression in Organismen verwen-

det. Diese Expressionskonstrukte ermoglichen eine optimale Synthese der im erfin—

dungsgemafien Verfahren produzierten mehrfach ungesattigten Fettsauren.

Die im Verfahren venNendeten Nukleinsauren 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

zufallsgemals 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 gewahrleistende Sequenz und mindestens eine die Polyadeny—

lierung eines funktionell transkribierten Gens gewahrleistende Sequenz enthalt, funktio—

nell verbunden ist. Vorteilhaft werden die Nukleinsauresequenzen iiber 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 Nukleinsauresequenz kodierend fiir ein

Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer A-12—Desaturase, A-4-Desaturase, A-5-

Desaturase, A—6—Desaturase, A-5-Elongase, A—6—Elongase und/oder w-3—Desaturase

enthalten sein. Es konnen auch mehrere Kopien einer Nukleinsauresequenz kodierend

ftir ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer A-12-Desaturase, A—4-

Desaturase, A—5-Desaturase, A—G-Desaturase, A—5—Elongase, A—G-Elongase und/oder u)-

3—Desaturase enthalten sein.

Zum Einbringen werden die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren vorteilhaft einer

Amplifikation und Ligation in bekannter Weise unterworfen. Vorzugsweise geht man

in Anlehnung an das Protokoll der Pfu—DNA—Polymerase oder eines Pfu/Taq-DNA—

Polymerasegemisches vor. Die Primer werden in Anlehnung an die zu amplifizierende

Sequenz gewahlt. Zweckmafligerweise sollten die Primer so gewahlt werden, dass das

Amplifikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon umfasst.

lm Anschiuss an die Amplifikation wird das Amplifikat zweckmafligeniveise analysiert.

Beispielsweise kann die Analyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung hinsichtlich

Qualitat und Quantitat erfolgen. lm Anschiuss kann das Amplifikat nach einem Standard-

protokoll gereinigt werden (Z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Amplifikats steht

dann ftir die nachfolgende Klonierung zur Verftigung. Geeignete Klonierungsvektoren

sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehoren insbesondere Vektoren, die in

mikrobiellen Systemen replizierbar sind, also vor allem Vektoren, die eine effiziente Klo—

nierung in Hefen oder Pilze gewahrleisten, und die die stabile Transformation von Pflan-

zen ermoglichen. Zu nennen sind insbesondere verschiedene fiir 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) beinhalten. Vorzugsweise umfassen diese Vektorsysteme

auch weitere cis—regulatorische Regionen wie Promotoren und Terminatoren und/oder

Selektionsmarker, 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 binare 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-

findungsgem'alL bevorzugt verwendet werden Bin19, pBl101, pBinAR, pGPTV und

pCAMBlA. Eine Ubersicht fiber binare Vektoren und ihre Verwendung gibt Hellens et al.

(2000) Trends in Plant Science 5: 446—451. Flir 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'aiparierten 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 vorteiihafterweise in Mikroorganismen, insbeson—

dere Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens, unter selektiven Bedingungen

stabil propagieren und ermoglichen so einen Transfer von heteroioger DNA in Pflanzen.

Unter der vorteiihaften Verwendung von Kionierungsvektoren konnen die im erfindungs-

gemafien Verfahren verwendeten Nukieinsauresequenzen und Nukleinsaurekonstrukte

in Mikroorganismen und danach in Pflanzen eingebracht werden und damit bei der

Pflanzentransformation verwendet werden, wie denjenigen, die veroffentiicht 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 Verénderung 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—6—Desaturase—, A-6—Elongase—, A—5-Desaturase— und A—5-

Eiongase—Genes in eine Pfianze aiiein oder in Kombination mit anderen Genen kann

nicht nur der Biosynthesefiuss zum Endprodukt erhoht, sondern auch die entsprechende

Triacylgiycerin— undloder Phosphatidyiester—Zusammensetzung erhoht 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, poiaren

undloder neutralen Lipiden notig sind, erhoht sein, so dass die Konzentration dieser Vor-

iéufer, Cofaktoren oder Zwisohenverbindungen innerhalb der Zelien oder innerhalb des

Speicherkompartiments erhoht ist, woduroh die Féihigkeit der Zellen zur Produktion von

PU FAs, wie im Folgenden beschrieben, weiter gesteigert wird. Duroh Optimierung der

Aktivitéit oder Erhohung der Anzahl eines oder mehrerer der A—6—Desaturase-, A—6—

EIongase—, A—5—Desaturase— undloder A—5—Eiongase—Gene, die an der Biosynthese die—

ser Verbindungen beteiligt sind, oder durch Zerstoren der Aktivitét einer oder mehrerer

Gene, die am Abbau dieser Verbindungen beteiligt sind, kann es mijgiioh sein, die Aus-

beute, Produktion undloder Effizienz der Produktion von Fettséure- und Lipidmolekfllen

aus Organismen und vorteiihaft aus Pflanzen zu steigern.

Die im erfindungsgem'eirsen Verfahren verwendeten Nukleinséuremoiekiiie kodieren fUr

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 ID NO. 2, SEQ iD NO.

172 oder SEQ iD NO. 52 und ggf. SEQ iD NO. 194 oder SEQ iD NO. 78 dargesteiit ist,

so dass die Proteine oder Teiie davon noch eine A—6-Desaturase—, A—6—EIongase—, A—5—

Desaturase— undloder A-5-EIongase—Aktivitét sowie ggf. eine A—4-Desaturase- undloder

w—3—Desaturase—Aktivitét aufweisen. Vorzugsweise haben die Proteine oder Teiie davon,

die von dem Nukieinséuremoiekiil/den Nukleinséuremoiekiiien kodiert wird/werden, noch

seine/ihre wesentiiche enzymatische Aktivitét und die Féhigkeit, am Stoffwechsei von

zum Aufbau von Zeilmembranen oder Lipidkorperchen in Organismen vorteiihaft in

Pflanzen notwendigen Verbindungen oder am Transport von Molekfllen 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 %, 9O %, 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 Vergleich verschiedener Sequenzen stehen dem Fachmann

eine Reihe von Programmen zur Verfiigung, die auf verschiedenen Algorithmen beru—

hen. Dabei Iiefern die Algorithmen von Needleman und Wunsch oder Smith und Water—

man besonders zuverlassige Ergebnisse. Ftir die Sequenzvergieiche wurde das Pro—

gramm PiIeUp verwendet (J. MOI. Evolution (1987) 25: 351-360; Higgins et al. (1989)

CABIOS 5: 151—153) oder die Programme Gap und BestFit (Needleman and Wunsch

(1970) J. MOI. BioI. 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 Sequenzhomoiogiewerte wurden mit dem Programm GAP [iber 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, faIIs

nicht anders angegeben, immer aIs StandardeinsteIIungen fiJr Sequenzvergieiche ver-

wendet.

Unter wesentIicher enzymatischer Aktivitat der im erfindungsgeméiISen Verfahren ver—

wendeten w-3-Desaturase, A-6—Desaturase, A—6—Elongase, A-5-EIongase, A—4—

Desaturase und/oder A—5-Desaturase ist zu verstehen, dass sie im Vergleich zu den

durch die Sequenz mit der SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID

NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 kodierten Proteinen/Enzymen noch eine

enzymatische Aktivitat von mindestens 10 %, bevorzugt von mindestens 20 %, beson-

ders bevorzugt von mindestens 30 % und am meisten bevorzugt von mindestens 40, 50

oder 60 % aufweisen und damit am Stoffwechsel von zum Aufbau von Fettsauren, vor—
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teilhaft Fetts'éureestern wie Phosphatidyiestern 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 Aigen oder

Moosen wie den Gattungen Shewaneiia, Physcomitreiia, Thraustochytrium, Fusarium,

Phytophthora, Ceratodon, Pytium irreguiare, Mantonieiia, Ostreococcus, isochrysis, A-

leurita, Muscarioides, Mortierelia, Borago, Phaeodactyium, Crypthecodinium, speziell

aus den Gattungen und Arten Pytium irreguiare, Oncorhynchus mykiss, Xenopus iaevis,

Ciona intestinalis, Thaiassiosira pseudonona, Mantoniella squamata, Ostreococcus sp.,

Ostreococcus tauri, Eugiena graciiis, Physcomitreiia patens, Phytophtora infestans, Fu-

sarium graminaeum, Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, lsochrysis gaibana,

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.

Im erfindungsgeméfien Verfahren konnen zusétziich Nukieotidsequenzen verwendet

werden, die fiir eine A—12—Desaturase, A—9-Eiongase oder A-8—Desaturase kodieren. Die

im Verfahren venNendeten Nukleinséuresequenzen werden vorteilhaft in einer Expressi-

onskassette, die die Expression der Nukleinséuren in Pflanzen ermogiicht, eingebracht.

Die Nukieinséuresequenzen, die fiir die A—12—Desaturase, w-3—Desaturase, A—9-

Eiongase, A—6—Desaturase, A—8—Desaturase, A-6—Elongase, A—5-Desaturase, A—5—

Eiongase oder A—4-Desaturase kodieren, werden mit einem oder mehreren Regulations-

signaien zur Erhohung der Genexpression funktioneii veranpft. Diese reguiatorischen

Sequenzen sollen die gezieite Expression der Gene ermoglichen. Dies kann beispieis-

weiseje nach Pflanze bedeuten, dass das Gen erst nach induktion exprimiert und/oder

[iberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder [iberexprimiert wird. Vorteii—

haft werden Sequenzen fUr die Expression verwendet, die eine konstitutive Expression

ermogiichen, wie der CaMV358—, CaMV368-, CaMV358mas-, 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 Ausfiihrungsform erfolgt die Expression im

Samen.

Beispielsweise handeit es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Sequenzen,

an die lnduktoren oder Repressoren binden und so die Expression der Nukleinséure re-

gulieren. Zus'eitzlich 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 Stru kturgenen noch

vorhanden sein und gegebenenfalis genetisch veréndert worden sein, so dass die nattir—

iiche Regulation ausgeschaltet und die Expression der Gene erhoht ist. Das Gen-

konstrukt kann au Berdem vorteilhafterweise auch eine oder mehrere sogenannte “En—

hancer—Sequenzen” funktioneii verknl'jlpft mit dem Promotor enthaiten, die eine erhohte

Expression der Nukleinséuresequenz ermbgiichen. Auch am 3’—Ende der DNA—

Sequenzen konnen zusétziiche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden wie weitere re—

gulatorische Elemente oder Terminatoren. Vorteiihafte Terminatoren sind beispielweise

viraie Terminatoren wie der 35S-Terminator oder andere. Die im erfindungsgeméfien

Verfahren verwendeten Nukieinséuresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien

in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten sein. Vorteilhaft liegt nurjeweiis

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

Zeiie vorliegen oder aber im Genom inseriert sein. Es ist vorteilhaft fiir die Insertion wei—

terer Gene in die Pfianze, wenn die zu exprimierenden Gene zusammen in einem Gen—

konstrukt vorliegen. Es ist aber auch moglich, jeweils ein Genkonstrukt enthaitend eine

Nukleinséiuresequenz in eine Pfianze einzufiihren und die so erhaltenen Pflanzen mit-

einander zu verkreuzen, um Nachkommen zu erhalten, die alie Genkonstrukte gemein—

sam enthaiten.

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 Transkriptionssignale wie Promotoren

und/oder "Enhancer” verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der

Translation moglioh, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird.

Um eine stabile integration der Biosynthesegene in die transgene Pfianze [iber mehrere

Generation sicherzustellen, soilte jede der im Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die

fiir 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 Kontroiie eines eigenen

Promotors exprimiert werden. Dieser kann fUrjede der Sequenzen gieioh oder unter—

schiedlich sein. Die Expressionskassette ist dabei vorteilhaft so aufgebaut, dass einem

Promotor eine geeignete Schnittstelle zur Insertion der zu exprimierenden Nukleinsaure

foigt, die vorteilhaft in einem Polylinker iiegt. Hinter dem Polylinker 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 zusammengeftihrt werden und

so zur Expression in die transgene Pflanze eingebraoht werden konnen.

Die Nukleinsauresequenzen werden zur Expression fiber die geeignete Schnittsteile bei—

spieisweise im Polylinker hinter den Promotor inseriert. Vorteiihaft hat jede Nukleinsau-

resequenz ihren eigenen Promotor und gegebenenfalis ihren eigenen Terminator. Es ist

aber auoh mogiich, mehrere Nukieinsauresequenzen hinter einem Promotor und ggf.

vor einem Terminator zu inserieren. Dabei ist die lnsertionsstelle bzw. die Abfoige der

inserierten Nukleinsauren in der Expressionskassette nicht von entscheidender Bedeu-

tung, das heiBt eine Nukieinsauresequenz kann an erster oder Ietzter Stelie in der Kas—

sette inseriert sein, ohne dass durch die die Position die Expression wesentiich beein—

fiusst wird. Es konnen in der Expressionskassette in einer vorteilhaften Ausfflhrungsform

unterschiedliche Promotoren wie beispielsweise der USP-, LegB4 oder DC3-Promotor

und unterschiedliche Terminatoren verwendet werden. in einer weiteren vorteilhaften

Austhrungsform konnen auch identisohe Promotoren wie der CaMV358-Promotor ver—

wendet werd en.

Wie oben beschrieben sollte die Transkription der eingebrachten Gene vorteilhaft durch

geeignete Terminatoren am 3’-Ende der eingebrachten Biosynthesegene (hinter dem

Stopcodon) abgebroohen werden. Vervvendet werden kann hier z.B. der OCS1— oder der
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3SSCaMV-Terminator. Wie auch fiir die Promotoren, sollten hier fiir 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 lnduktoren, 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 Fetts'aure— oder Lipidstoff—

wechsels enthaiten sein oder aber diese Gene konnen auf einem weiteren oder mehre—

ren weiteren Nukleinsaurekonstrukten liegen. Vorteilhaft werden ais Biosynthesegene

des Fettsaure— oder Lipidstoffwechseis ein oder mehrere Gene ausgewahlt

aus der Gruppe Acyl—CoA—Dehydrogenase(n), AcyI-ACP(= acyi carrier protein)—

Desaturase(n), Acyl—ACP—Thioesterasem), Fettsaure—Acyi—Transferase(n), Acyl—

CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure—Synthasem), Fetts'aiure—

Hydroxyiase(n), Acetyi-Coenzym A-Carboxyiase(n), Aoyi—Coenzym A—Oxidase(n), Fett—

saure—Desaturasem), Fettsaure—Acetylenasem), Lipoxygenase(n), Triacylgiycerol—

Lipase(n), Ailenoxid—Synthase(n), Hydroperoxid—Lyase(n) oder Fettsaure—Eiongasem)

oder Kombinationen davon verwendet. Besonders vorteilhafte Nukleinsauresequenzen

sind Biosynthesegene des Fettsaure— oder Lipidstoffwechseis ausgewahlt aus der Grup—

pe der Acyi-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase, A—8-Desaturase, A—9-Desaturase, A—

12—Desaturase und/oder A-9—Eiongase.

Dabei konnen die vorgenannten Nukieinsauren 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 Besohreibung verwendete Begriff ”Vektor” steht fiir ein Nukleinsaure—

molektil, das eine andere Nukieinsaure transportieren kann, an welche es gebunden ist.

Ein Vektortyp ist ein ”Plasmid”, eine zirkulare doppeistrangige DNA-Schleife, in die zu-

192 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009193 of 1119

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

53

sétziichen DNA-Segmente ligiert werden konnen. Ein weiterer Vektortyp ist ein viraler

Vektor, wobei zus'atzliche DNA—Segmente in das virale Genom ligiert werden konnen.

Bestimmte Vektoren konnen in einer Wirtszeiie, in die sie eingebracht worden sind, au-

tonom replizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakteriellem Repiikationsursprung). Andere

Vektoren werden vorteilhaft beim Einbringen in die Wirtszeile in das Genom einer Wirts-

zeiie integriert und dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem konnen

bestimmte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funktionsfahig verbunden

sind, steuern. Diese Vektoren werden hier als ”Expressionsvektoren” bezeichnet. Ge-

wohnlich haben Expressionsvektoren, die fUr DNA—Rekombinationstechniken geeignet

sind, die Form von Plasmiden. In der vorliegenden Beschreibung konnen ”Plasmid” und

"Vektor” austauschbar verwendet werden, da das Plasmid die am haufigsten venNendete

Vektorform ist. Die Erfindung soil jedoch auch andere Expressionsvektorformen,

wie virale Vektoren, die éhniiche Funktionen ausiiben, umfassen. Ferner soil der Begriff

Vektor auch andere Vektoren, die dem Fachmann bekannt sind, wie Phagen, Viren wie

SV40, CMV, TMV, Transposons, lS—Elemente, Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare

oder zirkuiare DNA, umfassen.

Die im Verfahren vorteiihaft verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren umfassen

die im Verfahren verwendeten Nukleinséuresequenzen oder das oben beschriebene

Genkonstrukt in einer Form, die sioh zur Expression der verwendeten Nukieinsauren in

einer Wirtszeiie eignet, was bedeutet, dass die rekombinanten Expressionsvektoren eine

oder mehrere Regulationsseq uenzen, die auf der Basis der zur Expression zu verwen-

denden Wirtszeilen ausgewahlt ist und die mit der zu exprimierenden Nukieinsaurese-

quenz funktionsfahig verbunden ist, umfasst. In einem rekombinanten Expressionsvektor

bedeutet ”funktionsfahig verbunden”, dass die Nukleotidsequenz von lnteresse derart an

die Regulationssequenz(en) gebunden ist, dass die Expression der Nukleotidsequenz

ermoglicht wird und sie aneinander gebunden sind, so dass beide Sequenzen die vor—

hergesagte, der Sequenz zugeschriebene Funktion erf'Liiien (2.8. in einem ln—vitro—

Transkriptions—lTransiationssystem oder in einer Wirtszelie, wenn der Vektor in die

Wirtszelle eingebracht wird). Der Begriff ”Reguiationssequenz” soII Promotoren, Enhan—

cer und andere Expressionskontrolielemente (z.B. Polyadenyiierungssignale) umfassen.

Diese Regulationssequenzen sind z.B. beschrieben in Goeddei: 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 AusmaB 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 schlielLlich nach Einbringung in die

Pflanzen die Expression der Gene in diesen ermoglichen. Dies ist vorteilhaft, da héiufig

Zwischenschritte der Vektorkonstruktion der Einfachheit halber in Mikroorganismen

durchgefLihrt werden. Beispielsweise konnen die A-6—Desaturase-, A—6-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

GIutathion—S—Transferase (GST), Maltose E—bindendes Protein bzw. Protein A an das

rekombinante Zielprotein fusioniert wird.

Beispiele flLir 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 Wirtsstammen BL21 (DE3) oder

HMS174 (DES) 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,

pKCSO, pRep4, pHS1, pHS2, pPL0236, pMBL24, pLG200, pUR290, plN—Ill1 13-B1, Agt11

or deCl, in Streptomyces le101, le364, p|J702 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 fiir 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 pYES2

(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 Hondei,

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 verwendeten 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) verfiigbar 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 iiber 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 ai. (1999) Marine Biotechnology 1 (3):239—251 und darin zitierte
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Literaturangaben, und Pflanzenzellen aus hoheren Pflanzen (z.B. Spermatophyten, wie

Feldfrijchten) exprimiert werden. Beispiele fl'jr 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 funkti—

onsfahig verbundene Sequenzen, wie Translationsenhancer, beispielsweise die Over-

drive-Sequenz, welche die 5’-untranslatierte Leader—Sequenz aus Tabakmosaikvirus, die

das Protein/RNA—Verhaltnls 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 358 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 Cuber 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, einschlielllich Calciumphosphat- oder Calciumchlo-

rid—Koprazipitation, DEAE—Dextran—vermittelte Transfektion, Lipofektion, natUrli—

che Kompetenz, chemisch vermittelter Transfer, Elektroporation oder Teilchenbeschuss,

umfassen. Geeignete Verfahren zur Transformation oder Transfektion von Wirtszellen,

einschlieBlich Pflanzenzellen, lassen sich finden in 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(molek[]l)”, wie hier venNendet, 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—

abwarts des 3’-Endes des kodierenden Genbereichs. Ein ”isoliertes" Nukleinsauremole—

kill wird von anderen Nukleinséuremolekfllen abgetrennt, die in der natUrlichen Quelle

der Nukleinsaure vorliegen. Eine ”isolierte” Nuklelnsaure hat vorzugsweise keine Se-

quenzen, welche die Nukleinsaure in der genomischen DNA des Organismus, aus dem
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die NukIeinsaure stammt, nattirlicherweise 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—Molekiil zum Beispiel

weniger aIs etwa 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb oder 0,1 kb an Nukleotidsequenzen

enthalten, die natiirlichem/eise das Nukleinsauremolektil in der genomischen DNA der

ZeIIe, aus der die Nukleinsaure stammt, flankieren.

Die im Verfahren ven/vendeten Nukleinsauremolekijle kennen unter Verwendung mole—

kuIarbioIogischer 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-

saureebene identifiziert werden. Diese ko'nnen aIs 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 Isolierung weiterer im Verfahren nijltzlicher

Nukleinsauresequenzen verwendet werden. Uberdies lassen sich die im Verfahren ver-

wendeten Nukleinsauremolekiile 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 Nukleinsauremolekiil umfassend die voIIstandige

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 lasst 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, Inc., St.Petersburg, FL) herstellen.

Synthetische Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion

lassen sich auf der Basis einer der in SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171,

SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 gezeigten Sequenzen oder mit

Hilfe der in SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID

NO. 194 oder SEQ ID NO. 78 dargestellten Aminosauresequenzen ersteIIen. 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-POR-

AmpIifikationstechniken amplifiziert werden. Die so amplifizierte NukIeinséure kann in

einen geeigneten Vektor honiert werden und mitteIs DNA-Sequenzanaiyse charakteri-

siert werden. OIigonukIeotide konnen durch Standard—Syntheseverfahren, beispieisweise

mit einem automatischen DNA—Syntheseger‘ét, hergesteIIt werden.

HomoIoge der verwendeten A—5-EIongase—, w-3—Desaturase-, A—G—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 %, stéirker 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-

moIekiiIe 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 TeiI geméB 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.

FUr das erfindungsgeméfse Verfahren vorteilhafte Nukleinséuremolektile 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 TeiIs davon als Hybridi—

sierungssonde geméfl Standard-Hybridisierungstechniken unter stringenten Hybridisie—

rungsbedingungen isoliert werden. Dabei konnen beispielsweise isolierte Nukleinséure—

molekUIe verwendet werden, die mindestens 15 NukIeotide Iang sind und unter stringen—

ten Bedingungen mit den Nukleinséuremolekljlen, 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 Nukleinséuremolekfile mit min-

destens 25, 50, 100, 250 oder mehr Nukleotiden verwendet werden.

Der Begriff ”hybridisiert unter stringenten Bedingungen”, wie hier verwendet, soII Hybridi-

sierungs- und Waschbedingungen beschreiben, unter denen NukIeotidsequenzen, die

mindestens 60 % homoIog zueinander sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben.

Die Bedingungen sind vorzugsweise derart, dass Sequenzen, die mindestens etwa

65 %, bevorzugt mindestens etwa 70 % und besonders bevorzugt mindestens et—

wa 75 % oder stérker zueinander homoIog sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bIei—

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 Iiegt beispielsweise unter

"Standard—Hybridisierungsbedingungen” je nach dem Typ der Nukleinséure zwischen
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42°C und 58°C in wéssrigem 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 ftir DNAzRNA—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 Lehrb'Lichern, wie dem vor-

stehend erwahnten 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”, IRL Press at Oxford University Press,

Oxford; Brown (Hrsgb.) 1991, ”Essential Molecular Biology: A Practical Approach”, IRL

Press at Oxford University Press, Oxford, bestimmt werden konnen.

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie (= Identitat) von zwei Aminosaure-

sequenzen (z.B. einer der Sequenzen der SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.

172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID NO. 194 oder SEQ ID NO. 78) oder von zwei Nuklein-

sauren (z.B. SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID

NO. 193 oder SEQ ID NO. 77) werden die Sequenzen untereinander geschrieben, um

sie optimal vergleichen zu konnen (z.B. konnen Lticken in die Sequenz eines Proteins

oder einer Nukleins'aure eingeftigt 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 gIeichen Aminosaure—

rest oder das gIeiche Nukleotid wie die entsprechende SteIIe in der anderen Sequenz

beIegt wird, dann sind die Molektile an dieser Position homolog (d.h. Aminosaure— oder

Nukleinsaure—”Homologie", wie hier verwendet, entspricht Aminos'aure- oder Nukleinsau—

re—"Identitat”). 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 isoliertes Nukleinséuremolekfll, das fflr eine im Verfahren verwendete (Jo-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 —deIetionen in das

kodierte Protein eingebracht werden. Mutationen kijnnen in eine der Sequenzen der

SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder

SEQ ID NO. 77 durch Standardtechniken, wie stellenspezifische Mutagenese und PCR-

vermittelte Mutagenese, eingebracht werden. Vorzugsweise werden konservative Ami—

noséuresubstitutionen an einer oder mehreren der vorhergesagten nicht—essentIeIIen

Aminoséureresten hergesteIIt. Bei einer ”konservativen Aminoséuresubstitution” wird der

Aminos'aiurerest gegen einen Aminos'aiurerest mit einer éhnlichen Seitenkette ausge—

tauscht. Im Fachgebiet sind FamiIIen von Aminoséureresten mit éhnlichen Seitenketten

definiert worden. Diese FamIIIen umfassen Aminoséuren 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, PhenyIaIanin, Tryptophan,

Histidin). Ein vorhergesagter nicht—essentIeIIer Aminoséurerest in einer w-3-Desatu rase,

A—G-Desaturase, A-5—Desaturase, A—5-Elongase, A-4—Desaturase oder A-G-Elongase

wird somit vorzugsweise durch einen anderen Aminoséurerest aus der gIeichen Seiten—

kettenfamiIie ausgetauscht. AIternativ konnen bei einer anderen Ausfiihrungsform die

Mutationen zufaIIsgeméB Uber die gesamte oder einen TeII der w—3—Desaturase, A—G—

Desaturase, A—5—Desaturase, A-5-EIongase, A—4—Desaturase oder A-6—Elongase kodie—

renden Sequenz eingebracht werden, z.B. durch Séttigungsmutagenese, und die resul—
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tierenden Mutanten kfi'mnen nach der hier beschriebenen w-3-Desaturase-, A-6—

Desaturase-, A-5—Desaturase—, A—5-Eiongase—, A-4-Desaturase— oder A-6—Elongase-

Aktivitét 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—Eiongase-

Aktivitét 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 soilten. Der Inhalt sémtlicher in dieser Patent-

anmeldung zitierten Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und veréffentiichten

Patentanmeldungen ist hier durch Bezugnahme aufgenommen.

Die folgende Tabeile zeigt die Sequenzkennzahien, wie sie in der Prioritétsanmeldung

vom 21.02.2006 mit dem deutschen Anmeldeaktenzeichen 1020060080300 verwendet

wurden sowie den entsprechenden Sequenzkennzahien in der vorliegenden Nachan-

meidung. Die durch die SEQ ID No: 1 der Prioritétsanmeidung gekennzeichnete Nuk-

Ieinséuresequenz entspricht beispielsweise der durch die SEQ ID NO: 64 der Nachan-

meidung gekennzeichneten Nukleinséuresequenz.

Konkordanztabelie Sequenzkennzahien der Prioritétsanmeidung und der Sequenzkenn-

zahien in der Nachanmeidung:

SEQ ID NO: Prioritétsanmeldung SEQ ID NO:

Deutsches Anmeideaktenzeichen .orliegende

1020060080300 Nachanmeidung .. rganism

1 64 1. streococcus tauri

65 0 streococcus tauri

 

A Phytium irregulare

_—_

  
204 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009205 of 1119

10

15

 
BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

65

hraustochytrium ssp.

_52——
10 194 Phytophthora infestans

13 109 ‘0 streococcus tauri

n.a. 110 O streococcus tauri

 

 

_—:—

19 163 halassiosira pseudonana

O 164 halassiosira pseudonana

Beispiele

 

Beispiei 1: Aligemeine Klonieru ngsverfahren

Die Kionierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaitungen, Agarose—Geieiektrophorese,

Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukieinsauren auf Nitrozelluiose- und

Nylon—Membranen, Verkniipfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia

coIi-Zellen, 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 durchgefflhrt.

Beispiel 2: Sequenzanaiyse rekombinanter DNA

Die Sequenzierung rekombinanter DNA—Moiektile erfolgte mit einem Laserfluoreszenz-

DNA—Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode von Sanger (Sanger et ai. (1977)

205 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009206 of 1119

10

15

20

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

66

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 Uberpriift.

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 fijr ein Protein mit

A—5—Elongaseaktivitat oder A—6—Elongase—Aktivitét identifiziert werden. Es handelt sich

dabei um die folgenden Sequenzen:

 

Gen-Name SEQ ID Aminos‘auren

OtELO1. 1, (d---6Elongase) SEQ ID NO. 143 _

OtELO2. 1, (A—5- SEQ ID NO 109

Elongase)  
OtEI02.1 weist die hochste Ahnlichkeit zu einer Elongase aus Danio rerio auf (GenBank

AAN77156; ca. 26 % ldentit'at), wahrend OtElo1.1 die groflte 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 durchgefijhrt:

40 ml einer Ostreococcus tauri Kultur in der stationaren Phase wurden abzentrifugiert

und in 100 pl Aqua bidest resuspendierl 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 fijr 5 Minuten, gefolgt von 30 Zykien bei 94°C fiir 30 Sekunden,

55°C fijr 1 Minute und 72°C fiir 2 Minuten sowie ein Ietzter Verléngerungsschritt bei 72°C

fiir10 Minuten.

Beispiel 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 C22—Fettséuren zu erreichen, wurden die

Sequenzen Seq ID No. 143 (AG—Elongase) und Seq ID No. 109 (kodierend fUr 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 fUr die A6—EIongase; SEQ ID NO. 65

fl'jr die A5—Elongase) revers transiatiert, wodurch degenerierte DNA-Sequenzen erhalten

wurden. Diese DNA—Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms GeneOptimIzer

(Fa. Geneart, Regensburg) an die Kodonverwendung in Raps, Soja und Lein angepasst,

wobei die natUrIiche Héufigkeit einzeIner Kodons berflcksichtigt wurde. Die so erhaltenen

optimierten Sequenzen, die in SEQ ID NO. 64 (AS-Elongase) 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 heterologen Expression in Hefen

Zur Charakterisierung der Funktion der optimierten NukIeinséuresequenzen wurden die

offenen Leserahmen der jeweiIigen DNAs stromabw'airts des Galactose—induzierbaren

GAL1—Promotors von pYES2.1/V5—His-TOPO (Invitrogen) kloniert, wodurch die PIasmide

pOTE1.2 (enthaltend die A6—Elongase-Sequenz) und pOTE2. 2 (enthaltend die A5-

EIongase—Sequenz) erhalten wurden.

Ubersicht zu den in den Hefe—Vektor pYES2.1/V5-His-TOPO klonierten EIongase-

Sequenzen:

Gen—Name SEQ ID Aminoséuren 
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pOTE1.1, (A—6—Elongase) SEQ ID NO. 143

pOTE1.2, (A-6—Elongase) SEQ ID NO. 122 292, Kodon—optimiert

pOTE2.1, (A-5—Elongase) SEQ ID NO. 109

 

 pOTE2.2, (A-5—Elongase) SEQ ID NO. 64 300, Kodon—optimiert

Der Saccharomyces cerevisiae-Stamm 334 wurde durch Elektroporation (1500 V) mit

den Vektoren pOTE1.2 bzw. pOTE2.2 sowie den Vergleichskonstrukten pOTE1.1 und

pOTE2.1, die die natijrliche, fUr die A6—Elongase bzw. A5—Elongase kodierende Nuklein—

sauresequenz enthaiten, transformiert. Als Kontrolle wurde eine Hefe verwendet, die mit

dem leeren Vektor pYES2 transformiert wurde. Die Selektion der transformierten Hefen

erfolgte auf Komplett-Minimalmedium (CMdum)—Agarplatten mit 2% Glucose, aber ohne

Uracil. Nach der Selektion wurden je drei Transformanten zur weiteren funktionellen Ex-

pression ausgewahlt.

FUr die Expresssion der Ot—Elongasen wurden zunéchst Vorkulturen aus jeweils 5 ml

CMdum-Flijssigmedium mit 2% (w/v) Raffinose aber ohne Uracil mit den ausgewahlten

Transformanten angeimpfi und 2 Tage bei 30°C, 200 rpm inkubiert. 5 ml CMdum—

Flflssigmedium (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-Linolensaure (GLA) zugegeben. Aus-

gehend von der Aktivitat von OtELO1.1 ist eine Elongation der y—Linolensaure zur Fett—

Saure 20:3 zu erwarten. Der Hefekultur, die mit pOTE2.1 und pOTE2.2 transformien

worden war, wurden jeweils 0,2mM Arachidonsaure bzw. Eicosapentaensaure zugege—

ben. Entsprechend der Aktivitat von OtELO2.1 ist eine Elongation der Fettsauren ARA

bzw. EPA zu den Fettsauren 22:4 bzw. 22:5 zu erwarten. Die Expression wurde durch

die Zugabe von 2% (w/v) Galaktose induziert. Die Kulturen wurden fflr weitere 96 h bei

20°C inkubiert.
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Beispiel 6: Expression von OtELO2.2 (wie in SEQ ID NO: 64 dargesteilt) und

OtELO1.2 (wie in SEQ |D NO: 122) in Hefen

Hefen, die wie in Beispiel 5 mit den Piasmiden pYES2, pOTE1.2, undeTE2.1 trans—

formiert wurden, wurden folgendermaBen 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

Fettséuren zu entfernen. Aus den Hefe—Zellsedimenten wurden Fettséuremethylester

(FAMES) durch saure Methanolyse hergestellt. Hierzu wurden die Zellsedimente mit 2 ml

1 N methanoiischer Schwefelséure und 2% (v/v) Dimethoxypropan fCIr 1 h bei 80°C inku—

biert. Die Extraktion der FAMES erfolgte durch zweimalige Extraktion mit Petroiether

(PE). Zur Entfernung nicht derivatisierter Fettséuren wurden die organischen Phasen je

einmal mit 2 mi 100 mM NaHC03, pH 8,0 und mit 2 ml Aqua dest. gewaschen. Anschlie—

Bend wurden die PE—Phasen mit Nast4 getrocknet, unter Argon eingedampft und in

100 pi 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 fiir die GLC-Analyse waren wie foigt:

Die Ofentemperatur wurde von 50°C bis 250°C mit einer Rate von 5°C/min und schiieB-

lich 10 min bei 250°C (Halten) programmiert.

Die identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche der Retentionszeiten mit entspre—

chenden Fettséiurestandards (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 a1. (2001) Arch. Biochem. Biophys.

388(2):293-298 und Michaeison et ai. (1998) FEBS Letters 439(3):215-218. Die Ergeb-

nisse der Analysen sind in Tabelle 1 dargesteilt.

Sowohl fiir pOTE1.1/pOTE1.2 als auch fiir pOTE2.1/2.2 konnten die entsprechenden

Aktivitéten bestétigt werden. In beiden Fallen zeigte die optimierte Sequenz (pOTE1.2

bzw. pOTE2.2) Aktivitét. Dabei konnte die Synthese der v—Linolenséure durch pOTE1.2

gegenUber der Wildtyp—Sequenz nur geringfiigig gesteigert werden. Dagegen konnte fUr
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pOTE2.2 (iberraschenderweise sowohl eine Erhéhung der Aktivitét als auch eine Veran-

derung der Spezifitéit beobachtet werden (Tabelle 1). Dabei hat sich die Aktivitat zur Ver-

iéngerung von EPA nahezu verdoppelt, wéhrend die Verléngerung 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.

Beispiei 7': Klonierung von Expressionspiasmiden zur Samen-spezifischen

Expression in Pfianzen

Die foigenden beschriebenen ailgemeinen Bedingungen gelten fUr alle nachfolgenden

Versuche, wenn nicht anders beschrieben.

Erfindungsgemafs bevorzugt verwendet werden fCIr die foigenden Beispiele Bin19,

pBi101, pBinAR, pGPTV, pCAMBlA oder pSUN. Eine Ubersicht Uber binéire Vektoren

und ihre Verwendung gibt Hellens et ai, 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 zusatziich eingefiigte Ascl—Restriktions—

schnittstelie.

Ausgangspunkt der Klonierung war der Kionierungsvektor pUC19 (Maniatis et al.). im

ersten Schritt wurde das Conlinin-Promotor—Fragment mit foigenden Primern amplifiziert:

Cni1 C 5’: gaattcggcgcgccgagctcctogagcaacggttccggcggtatagagttgggtaattcga

Cni1 C 3’: cccgggatcgatgccggcagatctccaccattttttggtggtgat

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

5,00 pi Template cDNA

5,00 pi 10X Puffer (Advantage—Polymerase) + 25mM MgCl2

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 fijlr 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Klonierungsvektor

pUC19 wurde in gleicher Weise inkubiert. AnschlieBend wurden das PCR-F’rodukt und

der 2668 bp grolLe, 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 Iigiert. 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 fllir 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. AnsohlieBend

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'eilL Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1C_OCS wurde durch Sequen—

zierung ve rifiziert.

lm néichsten 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 (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 3700 mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fflr 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. 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 gem'aB Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt ligiert. 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:

0082 5’: aggcctcctgctttaatgagatatgcgagac

0082 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 fflr 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Vektor

pUC19—CnI1C_Cnl1B_OCS wurde fiir 12 h bei 2500 mit dem Restriktionsenzym Smal

inkubiert. Anschlieflend wurden das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch

Agarose—Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente aus—

geschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemalL

Herstellerangaben. AnsohlieBend wurden Vektor und PCR-Produkt ligiert. Dazu wurde

das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-

Cnl1C_Cnl1B_OCS2 wurde durch Sequenzierung verifiziert.

lm néichsten 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 flL'lr 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inku—

biert. AnschlielLend 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. Anschliefiend wurden Vektor und PCR-Produkt ligiert. Dazu wurde das Ra-

pid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19—

Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS2 wurde durch Sequenzierung verifiziert.

In einem weiteren Schritt wurde der OCS-Terminator fiir Cnl1A eingefiigt. Dazu wurde

die PCR mit folgenden Primer durchgefiihrt:

OCS2 5’: ggcctcctgctttaatgagatatgcga

OCS2 3’: aagcttggcgcgcogagctcgtcgacggacaatcagtaaattgaacggaga

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

Denaturierungstemperatur: 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 Restriktlonsenzym Stul und

dann fUr 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Hindlli inkubiert. Der Vektor

pUC19—Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS2 wurde fUr 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym

Stul und Mr 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Hindlll inkubiert. Anschlieflend

wurden das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose—Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNA erfoIgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemall. 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 Klonle-

rung der A6—, A5-Desaturase und A6-Elongase verwendet. Dazu wurde die A6-

Desaturase aus Phytium irregulare (W002/26946) mit folgenden PCR—Prlmern amplifi-

ziert:

D6Des(Pir) 5’: agatctatggtggacctcaagcotggagtg

D6Des(Pir) 3’: ccatggcccgggttacatcgctgggaactcggtgat

Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pi 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 ftir2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Bglll und

dann fflr 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Ncol inkubiert. Der Vektor

pUC19—CnI1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS3 wurde ftir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym

Bglll und fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Ncol inkubiert. Anschliel’Send 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'alL Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1_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‘: gggatccatgggcaagggcagcgagggccg

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)

5 Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

10 Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR—Produkt wurde zuerst ffir2 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 f'Lir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym BamHl und

15 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 gemafls Herstellerangaben. AnschlieBend wur-

den Vektor und PCR-Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche ver—

20 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 nachsten Schritt zur Klonie—

rung der A6—Elongase aus Physcomitrella patens (WOO1/59128) verwendet, wozu diese

25 mit folgenden PCR—Primern amplifiziert wurde:

D6Elo(Pp) 5‘: gcggccgcatggaggtcgtggagagattctacggtg

D6Elo(Pp) 3‘: gcaaaagggagctaaaactgagtgatctaga

30 Zusammensetzung des PCR—Ansatzes (50 pl):
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5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCl2

5,00 p12mM 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 fijlr 2 h bei 370C mit dem Restriktionsenzym Notl und

dann fiir 2 h bei 3700 mit dem Restriktionsenzym Xbal inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cnl1_d6DeS(Pir)_d5Des(Tc) wurde fijlr 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym

Notl und fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Xbal inkubiert. AnschlieBend wur-

den das PCR—Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnltten. Die Aufreinigung

der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaB Herstellerangaben. Anschlie—

Bend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. 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) fiir 2 h bei 370C mit dem Restriktionsen-

zym Ascl inkubiert. Der Vektor pGPTV wurde in gleicher Weise behandelt. AnschlieBend

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. Anschlieflend wurden Vektor und
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PCR-Produkt iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das ent-

standene Plasmid pGPTV— Cn|1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6E|o(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—Cnl1C_OCS mit folgenden Pri-

mern amplifiziert:

Cni1_OCS 5’: gtcgatcaacggttccggcggtatagagttg

Cn|1_OCS 3’: gtcgatcggacaatcagtaaattgaacggaga

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/pl)

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 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—

schiieEend wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-

Geieiektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA—Fragmente ausgeschnitten.

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemais Hersteller—

angaben. AnschiieBend wurden Vektor und PCR—Produkt Iigiert. Dazu wurde das Rapid
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Ligation Kit von Roche vewvendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1_OCS wurde

durch Sequenzierung verifiziert.

In einem weiteren Schritt wurde das A12—Desaturase-Gen aus Calendula officinalis

(WOO1/85968) in pUC19—Cnl1_OCS kloniert. Dazu wurde d12Des(Co) mit folgenden

Primern amplifiziert:

D12Des(Co) 5’: agatctatgggtgcaggcggtcgaatgc

D12Des(Co) 3’: ccatggttaaatcttattacgatacc

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)

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 370C mit dem Restriktionsenzym Bglll und anschlie—

lSend fijr 2 h bei gleicher Temperatur mit Ncol inkubiert. Der Vektor pUC19-Cnl1_OCS

wurde in gleicher Weise inkubiert. AnschlielSend wurden das PCR—Fragment und der

geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechen-

den DNA—Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen

Gel Purification Kit gemalS Herstellerangaben. AnschlielSend 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 fiJr 2 h bei 37°C mit dem Restrik—

tionsenzym Sail 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

gemall» Herstellerangaben. Anschliellend wurden Vektor und Vektor—Fragment ligiert.

Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid

pUC19—Cnl1_ d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde durch Sequenzie—

rung verifiziert.

Ausgehend von pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde der

binare Vektor fijr die Pflanzentransformation hergestellt. Dazu wurde

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) fUr 2 h bei 37°C mit dem

Restriktionsenzym Ascl inku biert. Der Vektor pGPTV wurde in gleicher Weise behandelt.

Anschlieflend 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 gemaB Herstellerangaben. AnschlieBend 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)_D6Eio(Pp)_D12Des(Co) wurde

durch Sequenzierung verifiziert.

Ein weiteres Beispiei fiJr 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 erhéhen wurde

dieser Vektor in Kombination mit dem Gateway-System (lnvitrogen, Karlsruhe) verwen—

det. Dazu wurde in den Vektor pSU N2 gem'aB Herstellerangaben die Gateway-Kassette

A wie folgendermaBen beschrieben, eingefflgt:

Der pSUN2 Vektor (1 pg) wurde 1 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 pENTR1A (lnvitrogen) wurde 1 h bei 370 mit dem Restriktionsenzym EcoRl

inkubiert, anschlielBend 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—Vekt0r liegiert. in diesen modifizierten wurde wie oben be—

schrieben schrittweise Gene in die Cni-Kassette eingefflgt und fiber Ascl in den pENTR-

Vektor Ubertragen, wodurch der pENTR-Cni-Vektor entstand.

in einem weiteren Schritt wurde das Konstrukt pSUN—BG hergestelit. Dazu wurden 5’-

und 3’—Primer fUr die Gene mit den SEQ ID NOs: 1, 3, 5 und 7 mit den oben beschriebe—

nen Restriktionsschnittstellen sowie den ersten und jeweils ietzten 20 Nukleotiden des

offenen Leserahmens erstellt und mit den Standardbedingungen (siehe oben) amplifiziert

und in den pENTR—Cnl—Vektor ligiert, der anschiieBend 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 Pfianzen wurden durch

Gaschromatographie analysiert.

Ein weiteres Konstrukt, dass fUr die Transformation von B. juncea und B. napus verwen—

det wurde, war das Konstrukt pSUN-9G. Dieses Konstrukt wurde entsprechend zu Wu et

al. (2005) Nat. Biotech. 23:1013—1017 mit dem Napin Promotor dargestellt. In Modifikati—

on zu Wu et al. 2005 wurde ansteile des Genes OmELO die kodierende Sequenz von

OtELO2.2 in der beschriebenen Art eingesetzt. Das erhaltene Konstrukt pSUN—9G wurde

dann in B. juncea bzw. B. napus transformiert.

Beispiel 8: Lipidextraktion aus Pfianzenmaterial

Die Auswirkung der genetischen Modifikation in Pflanzen auf die Produktion einer ge-

wUnschten Verbindung (wie einer Fettsaure) kann bestimmt werden, indem die modifi—

zierte Pflanze unter geeigneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) ge-

zCIchtet wird und das Medium und/oder die zeiluiaren Komponenten auf die erhohte Pro-

duktion des gewCInschten 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 mikrobioiogische Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochieistungs—

FlL'Issigkeitschromatographie (siehe beispieisweise Uilman, Encyclopedia of industrial

Chemistry, Bd. A2, 8. 89-90 und S.443—613,VCH: Weinheim (1985); Fallon A. et ai.

(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: Ulimann’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, lX, 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 verwendet werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, um die Gesamt—

effizienz der Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverfahren umfassen

Messungen der Nahrstoffmengen im Medium (2.8. Zucker, Kohlenwasserstoffe, Stick-

stoffquellen, Phosphat und andere lonen), Messungen der Biomassezusammensetzung

und des Wachstums, Analyse der Produktion tiblicher Metabolite von Biosynthesewegen

und Messungen von Gasen, die wahrend der Fermentation erzeugt werden. Standard-

verfahren fUr diese Messungen sind in Applied Microbial Physiology; A Practical Appro-

ach, P.M. Rhodes und P.F. Stanbury, Hrsgb., lRL Press, S. 103-129; 131-163 und 165-

192 (lSBN: 0199635773) und darin angegebenen Literaturstellen beschrieben.

Ein Beispiel ist die Analyse von Fettsauren (Abktirzungen: FAME, Fettsauremethylester;

GC-MS, Gas-FlUssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie; TAG, Triacylglycerin;

TLC, Dunnschichtchromatographie).

Der unzweldeutige 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-

mUhle, fliJssigen 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 fiJr 1 Std. bei 90°C, was zu hydrolysierten Ol— und Lipidverbindun—

gen ftihrt, die transmethylierte Lipide ergeben. Diese Fettsauremethylester werden in

Petrolether extrahiert und schlielSlich 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 fijr 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 Morsern homogenisiert, um es einer

Extraktion zuganglicher 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

fijr 1h bei 90°C hydrolysiert und die Lipide transmethyliert. Die resultierenden Fettsaure-

methylester (FAME) werden in Petrolether extrahiert. Die extrahierten FAME werden

durch GasflLissigkeitschromatographie mit einer Kapillars'aule (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 Identitat der Fettsauremethyles-

ter wird durch Vergleich mit entsprechenden FAME—Standards (Sigma) bestatigt. Die

identitat und die Position der Doppelbindung kann durch geeignete chemische Derivati—

sierung der FAME—Gemische z.B. zu 4,4—Dimethoxyoxazolin—Derivaten (Christie, 1998)

mittels GC—MS weiter analysiert werden.
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Beispiel 9: Verwendung der optimierten A5—Elongase (wie in SEQ ID NO: 64 dargesteIIt)

aus Ostreococcus tauri fiir Konstrukte zur konstitutiven Expression

Fijr die Transformation von PfIanzen wurden Transformationsvektoren auf Basis von

pGPTV—35S, eines Plasmids basierend auf pBIN19-35S (Bevan M. (1984) Nucl. Acids

Res. 18:203) erzeugt. Dazu wurde zunachst in einem pUC—Vektor eine Expressionskas-

sette bestehend aus dem Promotor—Element CaMV35S (Seq ID No. 161) sowie dem

SSS—Terminator (SEQ ID NO. 162; Franck, A. et al. (1980) Cell 21 (1): 285-294) zusam-

mengesetzt. Dabei wurde der Promotor Uber die Restriktionssohnittstellen SaII/Xbal und

der Terminator fiber die Restriktionsschnittstellen BamHI/Smal eingesetzt. An den Ter-

minator wurde auILerdem ein PonIinker mit der Xhol Schnittstelle angehangt (,triple liga—

tion’). Das entstandene Plasmid pUC19—35S 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 ID NO. 171)

Sequenzen fiber die EcoRV—Schnittstelle in pUC19—358 Vektoren eingefflgt. Die ent—

standenen Plasmide pUC—D6, pUC-D5, pUC-E6(TC) wurden f'L'Ir 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 Iigiert. Das entstandene Plasmid pGPTV-D6 wurde anschIieBend mit SaII, das Plas-

mid pUC-D5 mit SaII/Xhol verdaut und die korrekten Fragmente Iigiert. Das entstandene

Plasmid pGPTV-D6-D5 wurde dann ein weiteres Mal mit SaII verdaut, das Plasmid pUC-

E6(Tc) mit Sail/Xhol und die korrekten Fragmente Iigiert. Aus diesen sequentiellen Klo-

nieru ngsschritten entstand der binéire Vektor pG PTV—D6D5E6(Tc), der fiir die Transfor—

mation eingesetzt wurde.

In einer weiteren Ausftihrung wurde an SteIIe der Sequenz d6EIo(Tc) die Sequenz von

d6EIo(Tp) (SEQ ID NO. 163) in den Vektor pUC19-35S eingesetzt. Das entstandene

Plasmid pUC— E6(Tp) wurde zur HersteIIung des binaren Vektors pGPTV—

358_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 Uber SaII/Xhol in
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die binéiren Vektoren pGPTV-D6D5E6(To) und pGPTV-D6D5E6(Tp) Ubertragen. Die

entstandenen Vektoren pGPTV-D6D5E6(Tc)mBPi und pGPTV-D6D5E6(Tp)m3Pi wurden

fiir die Pflanzentransformation eingesetzt.

In einer weiteren Ausfiihrung 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—35S kioniert. Die ent—

standenen Plasmide pUC-E5 und pUC-D4 wurden dann [iber Sall/Xhol entsprechend

obiger Angaben in den Vektor pGPTV—D6D5E6(Tp)m3Pi Ubertragen. Der entstandene

Vektor pGPTV-D6D5E6(Tp)w3PiE5D4 wurde fILir die PfIanzentransformation eingesetzt.

AIIe binaren Vektoren wurden in E. coli DH5a-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 ProtokoII zur Transformation von Rapspflanzen verwendet (verandert nach

MoIoney et al. (1992) Plant Cell Reports 8:238—242).

Zur Erzeugung transgener PfIanzen wurde der binéire Vektor pGPTV—

D6D5E6(Tp)w3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C1:pGV2260 transformiert

(DebIaere 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) vervvendet.

Petiolen oder Hypokotyledonen frisch gekeimter steriler PfIanzen (zu je ca. 1 cm2) wur—

den in einer Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdtinnung fiir 5—10 Minuten inku—

biert. Es folgt eine 3-tagige Koinkubation in Dunkelheit bei 25°C auf 3MS—Medium mit

0,8 % Bacto—Agar. Die Kultivierung wurde anschlieBend mit 16 Stunden Licht / 8 Stunden

Dunkelheit und in wochentlichem Rhythmus auf MS—Medium mit 500 mg/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 Uberfflhrt. Bildeten sich nach drei Wochen kei—

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 Uberfiihrt und nach Kultivierung fiir zwei Wochen in einer Kli—

makammer oder im Gewachshaus angezogen, zur Bliite gebracht, reife Samen geerntet

und mittels Lipidanalysen auf Elongase—Expression wie A—6—Elongaseaktivitat oder A—5—

oder A-B—Desaturaseaktivitat untersucht. Linien mit erhohten Gehalten an mehrfaoh un—

gesattigten C20— und C22—Fettsauren 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 8:238-242) wie unter a) beschrieben, angewen—

det.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der binare 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—tagige Koinkubation in Dunkelheit bei 25°C auf 3MS—Medium mit

0,8 % Bacto—Agar. Die Kultivierung wurde anschlielBend 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 Uberfflhrt. Bildeten sich nach drei Wochen kei—
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ne Wurzeln, wurde dem Medium als Wachstumshormon 2—indolbuttersaure zum Bewur-

zein zugegeben.

Regenerierte Sprosse wurden auf 2MS—Medium mit Kanamycin und Ciaforan erhaiten,

nach Bewurzelung in Erde iiberfiihrt und nach Kuitivierung fiir zwei Wochen in einer Kli—

makammer oder im Gewachshaus angezogen, zur Bliite gebracht, reife Samen geerntet

und mittels Lipidanalysen auf Elongase—Expression wie A—6—Eiongaseaktivitat oder A—5—

oder A-G—Desaturaseaktivit'at untersucht. Linien mit erhéhten Gehaiten an mehrfach un—

gesattigten C20— und CZ2—Fettsauren wurden so identifiziert.

0) Transformation von Arabidopsis thaliana Pfianzen

Es wurde das Protokoii von Bechthoid et ai. (1993) CR. Acad. Sci. Ser. lil Sci. Vie. 316:

1194—1199 angewendet.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der erzeugte binare Vektor pGPTV—

D6D5E6(Tp)m3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C1:pMP90 transformiert

(Deblaere et ai. (1984) Nuci. Acids. Res. 13: 4777—4788) und gemafl des Protokolls von

Bechthoid et al. (1993) Bliiten von Arabidopsis thaliana cv. Coiumbia 0 in eine Agrobak-

terien—Lbsung mit OD600=1,0 getaucht. Der Vorgang wurde zwei Tage spater nochmais

wiederholt. Samen aus diesen BILiten 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 Pflanzenmateriai transgener Orychophragmus— bzw. Arabi-

dopsis-Pfianzen

Die Extraktion von Biattmateriai transgener Orychophragmus vioiaceus und Arabidopsis

thaliana Pflanzen tranformiert mit pGPTV—D6D5E6(Tp)m3PiE5D4 sowie die gaschroma-

tographische Analyse wurde wie in Beispiei 8 beschrieben durchgefflhrt. Tabelle 2 zeigt

die Ergebnisse der Analysen. Die verschiedenen Fettsauren sind in Gewichtsprozent

angegeben. FUr beide unterschiedliche Pflanzenarten konnte die Synthese von langket—

tigen, mehrfach ungesattigte Fettsauren gezeigt werden. Uberraschenderweise konnte
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mit der optimierten Sequenz der A5—Elongase (wie in SEQ ID NO: 64 dargestellt) aus

Ostreococcus tauri eine deutlich hbhere Ausbeute an DHA erhalten werden wie dies zum

Beispiel von Robert et al. (2005) Functional Plant Biology 32:473-479 fiir Arabidopsis

thaliana mit 1,5% 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 wu rde 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 langkettigen mehrfachungesattigen Fettsauren (PU FA) gezeigt werden. Uberra—

schenderweise resultierte die Verwendung der modifizierten Elongase-Sequenz OtE—

L022 wie in der durch die SEQ ID NO: 64 beschriebenen Nukleins'auresequenz in einer

dramatischen Erhéhung des Gehalts an 022 Fettsauren. lnsgesamt enthielt das Samen—

6i etwa 8% Gew.—% mehrfachungsattigte C22-Fetts'auren. lm speziellen war die Fettsau-

re Docosahexaensaure (DHA) zu 1,9% Gew.—% im Samenél 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—

nol:Chloroform 1:1 (v/v) nochmals extrahiert. Die beiden Extrakte wurden vereinigt, ge—

trocknet und in Chloroform gelést. Der Lipidextrakt wurde an einer Silica PrepSep—Saule

(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, DU—
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ren, Germany) weiter aufgetrennt. Neutrale Lipide wurden mit He-

xan:DiethyletherzEssigs'aure (70:30:1), Glykolipide mit Chloroform:Methanolemmoniak

(65:25:4 v/v/v) und Phospholipide mit Chloroform:Methanol:Ammoniak:Wasser

(70:30:4:1 v/v/v/v) entwickelt. Die einzelnen Lipidklassen wurden nach dem Bespriihen

mit Primulin unter UV—Licht identifiziert, durch Abkratzen von den Platten entfernt, und

entweder fiir die direkte Transmethyiierung verwendet oder durch ein geeignetes Lo-

sungsmittel fiir die weitere Analyse extrahiert.

Entsprechend der beschriebenen Methoden konnten die verschiedenen Lipidklassen

(NeutraI—, Phospho— und Galaktolipide) aufgetrennt und separat analysiert werden. Des—

weiteren wurden die Glycolipide auf die Position der einzelnen Fetts'auren untersucht.

a) Regiospezifische Analyse der Triacylglyceride (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% CaClz (w/v); 0.05% Gallensalze (w/v)) und fUr 4 Minuten bei 40° C inkubiert.

Nach der Zugabe von 0.1 ml einer Losung von Pankreaslipase (10 mg/ml in Wasser)

wurden die Proben fiir 3 Minuten kraftig gevortext und derVerdau durch Zugabe von 1

ml Ethanol und 1,5 ml 4 M HCI abgebroohen. Die teilweise verdauten TAG wurden

zweimal mit Diethylether extrahiert, mit Wasser gewaschen, getrocknet und in einem

kleinen Volumen Chloroform gelost. Monoacylglycerole (MAG) wurden von den freien

Fettsauren und unverdauten TAGs auf einer TLC-Platte getrennt wie oben fiir neutrale

Lipide beschrieben. Der Punkt, der den MAGs entsprach, wurde durch GC analyert und

stellte die sn—2-Position der TAG dar. Die Verteilung der Fettsauren an den verbleiben-

den sn-1- and sn—3-Positionen wurde nach der folgenden Formel berechnet: sn-1 + sn—3

= (TAG x 3 — MAG)/ 2.

Diese Positionsanalyse der Triacylglyceride ergab dabei, dass EPA und DHA in den Po-

sitionen sn—2 und sn—1/3 in ahnlichen Konzentrationen vorhanden sind, wahrend ARA

insgesamt nur in geringen Mengen in den Triacylglyceriden zu finden ist und hier haupt-

séchlich in der Position sn—2 (Tab. 3).
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b) Stereospezifisohe 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 getrocknet, der Verdau mit 0,3 ml 1M

HCI abgebrochen, und das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroform:Methanol (2:1 v/v)

extrahiert. Die verdauten Phospholipide wurden duroh TLC in Chloro—

forszethanol:Ammoniak:Wasser (70:30:4z2 v/v/v/v) getrennt und Punkte, die den frei-

gesetzten freien Fettséuren 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).

0) 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 geldst. 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 fu'r 2
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Stunden bei Raumtemperatur gevortext. Die Etherphase wurde getrocknet und der Ver—

dau durch die Zugabe von 0,3 ml 1M HCI abgebrochen und die Lipide wurden mit 4 ml

Chloroform:Methanol (2:1 v/v) extrahiert. Nach dem Trocknen wurden die verdauten Ga-

laktolipide in einem kleinen Volumen Chloroform:MethanoI (2:1 v/v) und zweimal auf ei—

ner vorgefertigten Silica TLC-Platte entwickelt, zuerst mit Chloro—

form:Methanoi:Ammoniak:Wasser (70:30:4z1 v/v/v/v) bis etwa zwei Drittel

der Plattenhéhe, gefolgt von der vollstandigen Entwicklung in He—

xan:DiethyletherzEssigsaure (7023011). Die Punkte, die den freigesetzten freien Fettsau—

ren und den Lysogalaktolipiden entsprachen, wurden nach dem Bespriihen mit Primulin

identifiziert, abgekratzt und direkt fLir die GC-Analyse transmethyliert.

Auch in diesen Lipiden konnten VLCPUFA gefunden werden, wobei eine Akkumulation

von EPA in der sn—2 Position zu beobachten war. DHA war nur in den Digalakto—

Diacylglycerolen (DGDG) zu finden und konnte nicht in den Monogalakto-

Diacylglycerolen (MGDG) nachgewiesen werden (Tabelle 5). Die Verteilung von

VLCPUFA in Galaktolipiden, einem Kompartiment, in dem diese Fettsauren nicht erwar-

tet wurden, zeigt die Dynamik der Synthese und den spateren Umbau. Ernahrungstech-

nisch sind VLCPUFA in Polarlipiden besonders wertvoll, da diese im Darm von Séugetie-

ren besser aufgenommen werden kbnnen als die Neutrallipide.

Tabelle 1: Test der optimierten Sequenzen von pOTE1.1 und pOTE2.1 in Hefe. Entspre—

Chend der Substratumsetzungen wurden die Konversionsraten bestimmt. Mit der opti—

mierten Sequenz in Plasmid pOTE2.2 konnte ein deutlicher Anstieg der Aktivitat erreicht

werden.

Substrate GLA ARA EPA

Product 20:3 22:4 22:5

d6Elongase(Ot)

(:lfiSEE<3§3§asei§tgfig>§

d5Elongase(Ot)

{mungasseifiigfim
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Tabelle 2: Gaschromatographische Analyse von Biattmateriai von Orychophragmus Vio-

iaceus und Arabidopsis thaiiana. Die einzeinen Fettséuren sind in Fiéchenprozent ange-

geben.

 

Fettséuren 16:0 16:3 18:1 18:2 GLA 18:3 18:4 ARA EPA DPA DHA

“II-MIMEIMEIM
m

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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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaenséure, Docosapentaenséure und/oder

Docosahexaenséure in einer transgenen Pfianze, umfassend das Bereitsteiien in

der Pflanze von mindestens einer Nukleinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid

mit einer AG-Desaturase-Aktivitét kodiert; mindestens einer Nukleinséuresequenz,

welche fiir ein Polypeptid mit einer AG-Eiongase-Aktivitét kodiert; mindestens einer

Nukieinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitét

kodiert; und mindestens einer Nukieinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit

einer A5-Eiongase-Aktivitét und optional fl'J'r eine A4-Desaturase kodiert,

wobei die Nukieinséuresequenz, welche fUr ein Poiypeptid 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 Pfianzenarten angepasst ist.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukleinséuresequenz zumindest an die Ko—

donverwendung in Raps, Soja und/oder Lein angepasst ist.

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 oder 2, wobei die Nukleinséuresequenz

unter BerUcksichtigung der natUriichen Héufigkeit einzelner Kodons angepasst ist,

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, wobei die verénderte Nukieinséure-

sequenz der in Seq D No. 64 angegebenen Nukleinséuresequenz entspricht.

Verfahren nach einem der Ansprijche 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 handelt.
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7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Gehalt an mehrfachungeséttigten C22-

Fettséuren im Samenél 5 Gew.-% oder mehr des Samenélgehalts betrégt.

8. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprUche, wobei zusétzlich eine oder

mehrere Nukleinséuresequenzen kodierend fCIr ein Polypeptid mit der Aktivitét einer

wB-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase in der Pflanze bereitgestellt werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Gehalt an Docosahexaenséure im Samenc‘jl 1

Gew.% oder mehr des Samenb‘lgehalts betrégt.

10. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprUche, wobei die Eicosapen-

taenséu re, Docosapentaenséure 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, weiter 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

D No. 64.

14. Rekombinantes Nuklelnséuremolekfll, umfassend:
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a) eine oder mehrere Kopien von mindestens einem in Pflanzenzellen aktiven Pro-

motor,

b) mindestens eine Nukleinséuresequenz, die fijr 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 fijr 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

e) eine oder mehrere Kopien von mindestens einer Terminatorsequenz.

Rekombinantes Nukleinséuremolekfll nach Anspruch 14, wobei die verénderte Nuk-

Ieinséiuresequenz der in Seq ID No. 64 angegebenen Nukleinséuresequenz ent-

spricht.

Rekombinantes Nukleinséuremolekt’jl nach einem der AnsprUche 14 oder 15, zu-

sétzlich umfassend eine oder mehrere Nukleinséuresequenzen kodierend fUr ein

Polypeptid mit der Aktivitéit einer mB-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase.

Transgene Pflanze enthaltend ein rekombinantes Nukleinséuremolekfll nach einem

der AnsprUche 22 bis 25 oder enthaltend die in Seq ID No. 64 angegebene Nuklein-

sz'a'uresequenz.

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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10

15

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

104

Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungeséttigten Fettséuren

ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaenséure,

Docosapentaenséiure und/oder Docosahexaenséure in transgenen Pflanzen, indem in

der Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinséuresequenz, we|che fl'Jr ein

Polypeptid mit einer A6-Desaturase—Aktivitét kodiert; mindestens eine Nuklein—

séuresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer AG-Elongase-Aktivitét kodiert; mindes-

tens eine Nukleinséuresequenz, we|che f'Lir ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-

Aktivitét kodiert; und mindestens eine Nukleinséuresequenz, welche fUr ein Polypeptid

mit einer A5-Elongase—Aktivité‘1t kodiert,

wobei die Nukleinséuresequenz, welche fl'Jr ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitéit kodiert, 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. FUr die Herstellung von Docosahexaenséure wird

zuséitzlich eine oder mehrere Nukleinséuresequenzen, die fUr ein Polypeptid mit einer

A4-Desaturase-Aktivitét kodiert, in die Pflanze eingebracht.
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ct g
Leu

t ac

Tyr

acg
Thr

ct 0
Leu
155

909
A] a

gat
ASP

tca
Ser

cac

HsG

gag
G u
235

cgc
Arg

ccc

Pro

ttt
Phe

ccc

Pro

tac

Arg

gcc

gcc
A1 a

gag
uAlaG

080

990

220
cat
PIS

at g
Met

att
He

Val

att
He
300
etc

Seite 33

277 of1119

gag
G u
45

990
G y

tgg
Trp

cgt
Ar g

act
Thr

gcc
Ala
125
att
He

gct
A1 a

gac
ASP

ttc
Phe G

tgg
Trp
205

gag
G u

gct
Al a

tQQ
Trp

ct 0
Leu

ct g
Leu
285
tcc
Ser

gcc

gag
G u

gca
A] a
30
ttt
Phe

aag
Lys

gag
G u

gcc
A] a

ttg
Leu
110
ttc
Phe

gt t
Val

909
A] a

ttt
Phe

QQC

att
He
15
cct
Pro

gt 0
Val

gac
AspG

aca
Thr

atc
He
95
ttc
Phe

aag
Lys

gcc
A] a

ct 0
Leu

ttg
Leu
175

gcc
AI a

gac
ASP

ccc
Pro

gag
G u

cgc
Arg
255
ttt
Phe

aac
AsnG

gt c
Val

atg

ct 9
Leu

ttc
Phe

cct
Pro

ggc

ctt
Leu
80

aag
Lys

cag
G n

gt c
Val

aag
Lys

Leu
160
cac

H s

ttc
Phe

aag
Lys

gac

atg

240
t to
Phe

gcc
A] a

ggt

gag
G u

ttC

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960
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Leu

ttc
Phe

gct
Al a

ggt
G y

acc
Thr
370
aac
Asn

cct
Pro

acc
Thr

gag
G u

gcc
Ala
450

<210> 28
<211> 45
<212>
<213>

<400> 28
Mat Ala Ala
1

Ser

att
lle

gt t
Val

at g
th
355

aag
Lys

tgg
Trp

tcg
Ser

ttg

Leu

aag
Lys

tgc
CNSG
340
cct
Pro

cag
G n

ttc
Phe

atg
th

tgc
Leu Cy

993
G
435
tcc
Ser

7
PRT
|Vbrti erell

Asn Ala Gu

Leu

ASP

Thr
65
Al a

Asn

Ser

Ser

Trp
145

G y

H 3

Leu

H 3

ll e
225
Phe

Met He
35
Pro

Val

Phe

s
420
act
Thr

aag
Lys

Ala

Ala
20
He

Phe
180

HI 5

H! 3

Val

Ala

gac
ASP
325

ggt

Pro
405
aaa

Lys

gca
AlaG

atg

aal

Pro

Ser

G n
165
Gn

HS

Pro

Pro
245

Mat

pl na

Ser

lle

Thr
150
Gn

Gn

Ala

Leu
230

Hs

gt 0
Val

ct g
Leu

tcc
Ser

acg
Thr
375

gga

cac
H s

tat

Tyr

gt c
Val

aag
Lys
455

aac

aag

aac

ttt
Phe
440

9C9
Al a

PF58307. t Xt
Thr

at g
Met

gcg
Al a
345

gag
G u

cgt
A! g

aac
Asn

ttt
Phe

gt (3
Val
425

agc
Ser

cag
G n

Thr

185

Leu

Trp

at g
Met
330
at t
l l e

gaa
G u

gat
ASP

tac

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Ar g

taa

170

Ser

Val

Ser

Thr
250

Tyr
315

gt 9
Val

gt 9
Val

gcc
Al a

gt t
Val

cag
G n
395

aag at
Lys

t ac

Tyr

ttg
Leu

Thr

Val

H 3

AI a
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

Leu
155
Ala

Ser

PIS

235

Arg

Leu

t ac

Tyr

ttc
Phe

gt 0
Val

cac
H s
380
att
ll e

cac

H s

aac

gac

Pro

gag
G u

cag
G n

acc
Thr

gag
uAsnG

Phe
140
Ser

H 3

Leu

Tr p

220
H 3

Met

Seite 34

278 of1119

445

Phe

Tr p
205

Ala

Trp

Thr

ttg
Leu

ct 0
Leu
350

at g
Mat

ggt
G y

cac
H s

cct
Pro

act
Thr
430

gt 0
Val

Al a
30
Phe

Lys

Al a

Leu
110
Phe

Val

Al a

Phe

190

Lys

Leu

Ser

Mat

gt g
Val
335
aac
Asn

gat
ASP

ct g
Leu

cac
H s

got
Ala
415

990
G y

tcc
Ser

He
15
Pro

Val

Thr

He
95
Phe

Phe
320
tct
Ser

cac
HI 3

ttc
Phe

ttc
Phe

Leu
400

gt 0
Val

at g

aag
Lys

Leu

Phe

Pro

Leu
80

Lys

G n

Val

Lys

Leu
160
H! s

Phe

Lys

Met
240
Phe

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1374
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th Va

Arg Leu

G n Ala
290

G n Leu
305
Leu Phe

G n Ala

Asn (3y

Phe Thr
370

Ala Asn
385
Phe Pr 0

G u Thr

lle GIJ

Ala Ala
450

<210> 29

Leu

Ser
275
PIS

Ser

Ile

vm

Net
355

Lys

Trp

Ser

Leu

435
Ser

<211> 1380
<212> DNA

<213> Pythiun1irregulare

<220>
<221> CDS

<222> (1) .(1380)

<400> 29

atg gtg
th Va
1

ate cgc
lle Arg G

aag gtc
Lys val

atg ctc
th Leu

50

cac ccg
H 3 Pro
65

th 93C
Val Asp

gag gag
G u GIJ

cgt cgt
Arg Arg

gcg ctc
Ala Leu

130

etc tcg
Leu Ser
145

gtc gcc

acg

gaa

cgc

ctg
Leu
115
tac

Tyr

atg
hbt

990

Asn
260

Trp

Lys

Leu

Lys

340
Pro

G|1

Phe

th

420
Thr

Lys

ctc
Leu

cac

HiS
20

gac
ASP

cag
G|1

tcg
Ser

acc
Thr

9C9
Ala
100

cgc
Arg

tao

Tyr

gcg
Ala

gtg

th

aag
Lys

att

Thr

Leu

Gy

CCt
Pro G

acg
Thr

tcc
Ser

99C

ctc
Leu
70

aag
Lys

cgc

aag
Lys

tgg
Trp

tgc

150

atg

Trp

G|1

295
Fls

Va

Leu

Ser

Thr
375

Fls

Tyr

Val

Lys
455

gga

000

Pro

aag
Lys

gag
G u
55

aag
Lys

gcc
Ala

gag
G u

gtc
Val

aag
Lys
135
ttc
Phe

999

Phe

280

gtg
vw

909
Ala

tgg
Trp
40

gac

ctg
Leu

gag at
GIJ

cgc

aag
Lys
120
etc
Leu

ttc
Phe

CtC

PF58307.txt
Phe Pro IleTyr

265
lle

Arg

Thr

425

aag
Lys

acc
Thr
25

gac

gcc

Phe

ttC

Leu

vm

410

cgc
Arg
10

909
Ala

tcg
Ser

acg
Thr

gag
GlJ

gag
GIJ G
90
aac

Phe

Pro

Tyr
315
vm

vm

Ala

vm

G n
395

Lys

Tyr

Leu

ctg
Leu

tgg at
Trp

cac
PIS

gac
ASP

cag
G n
75

999
Y

939
uAsn G

atg
th

ago
Ser

aac

Asn

tao

999
G y

acg
Thr

agt
Ser
155

cag

vm

lle
300
Leu

Tyr

Phe

gag
G u

Leu

Leu
285
Ser

Ala

Phe

Ser

365
Pro

G n

Thr

445

agc
Ser

th
vm

ggt
G
45
ttc
Phe

tac

Tyr

ccg
Pro

ttc atc
Phe

ctc
Leu

ttc
Phe
140
ttc
Phe

cag
Seite 35

2790f1119

tac

Tyr
125

990
Gy

gcc
Ala

ICC

Ser
270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350
th

H 3

Pro

Thr
430
vm

vm

9C9
Ala

909
Ala
110

gac

atc
Ile

atg
th

993

Phe

Asn

vm

th

vm
335
Asn

Leu

H 3

Ala
415

Ser

aag
Lys G
15
cac

H 8

too
Ser

gtc
vw

990
G

agc
Ser
95
tcc
Ser

gcc
Ala

gcg
Ala

tao

Tyr

tgg

400
vw

th

Lys

160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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Val

909
Al a

aac
Asn

cag
G n

cac
H s
225

at g

tcg
Ser

ccg
Pro

t ac

Tyr

gac

305

909
Al a

ttc
Phe

agt
Ser

gac
ASP

gt a
Val
385
cac

H 3

CIC a
Leu

990
G y

agc
Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Mat
1

cac
H s

ctt
Leu

tgg
Trp
210

agc
Ser

ccg
Pro

909
A! a

ct g
Leu

gt 9
Val
290

993

He

Phe
370

Phe

ttc
Phe T

aag
Lys
450

Val

30
459
PFIF

Pythi um i rregul are

30

(Hy

gac
ASP

atc
He G
195

tgg
Trp

gcc
A] a

ct g
Leu

cac

HsG

ct g
Leu
275
ttc
Phe

ccg
Pr 0

ccg
Pr 0

atg

999
G
355

tgg
Trp

at g
Met

ttc
Phe

aag
Lys

tgg

435

gaa
G u

rpG

Val

ttc
Phe
180

ggc

aag
Lys

aag
Lys

ct g
Leu

ggc

260

ct g
Leu

acc
Thr

gag
G u

t ac

Tyr

990

340
cac
HI 3

cag
G n

gac
Asp

ccg
Pro

tcg
Ser
420

gag
u

ttc
Phe

Phe
325

cag
G n

aac

AsnG

ct 9
Leu

tgg
Trp

ct 0
Leu
405
ct a
Leu

990
G

atc
He

Met

cac
H 3

ct 0
Leu

aag
Lys

gag
G u
230

tgg
Trp

ttc
Phe

909
Al a

ttc
Phe

909
Al a
310

tgc

909
Al a

990

cag
G n

ttc
Phe
390

gt 9
Val

tgc

atc
He

acc
Thr

G y

aac
Asn

gt g
Val

cac
H s
215

QQC
G

tCt
Ser

ttc
Phe

cgc

t cg
Ser
295

ggt

aac
Asn

tcc
Ser

at g
Met

gt 9
Val
375
acc
Thr

ccg
Pro

aag
Lys

t ac

Tyr

gag
G u
455

Asp Leu Lys Pro Gy
5

He Arg Gu HIS Ala Thr

Lys Val Tyr

20

Asp He Ser

Pro

Lys

Leu

cag
G n

990
G
200
aac
Asn

ttc
Phe

aag
Lys

atc
He

ct g
Leu
280
ttc
Phe

ct g
Leu

at g
Met

tgc

tcg
Ser
360
acc
Thr

ggt
G

cgc

gag
G u

gag
G u
440
ttc
Phe

Val

Al a

Tr p

PF58307. txt

Phe Tyr G n G n

gt g
Val
185
aac
Asn

|_O (DI-l- CLO

"m —:—r- ("DO

(Q
DID ECO

gmmgo(DO)(Q "OU‘ICQO

:2:(D8 (DO"<0
"0

(Q—|m(.003(QQ)QC:0n<)""-PQCQg)“: 0"(D“(DU'I‘<O
‘<

cac

H s

ttc
Phe
425

gt 0
Val

cca
Pro

Lys

Thr
25

170

t gc
Cys

gcc
Al a

cac
Hrs

ggc
(Hy

at g
Met
250
aac
Asn

tgg
Trp

atc
He

gt 9
Val

ct g
Leu
330

ttg
Leu

t ac

Tyr

acg
Thr

ttg
Leu

aac

Asn
410

gac a
ASP

gt 9
Val

gcg
At a

Arg
10

gag
G u

tgg
Trp

cac
H s

gac
ASP
235

9C9
Al a

cag
G n

ct c
Leu

ttc
Phe

cac

Hs
315
ttt

aac
Asn

cag
GnG

909
Al a
220

ccg
Pro

cgc
Arg

909
Al a

909
Al a

gac
ASP
300
t ac

Tyr

gag
uPhe G

ct c
Leu

gag
G u

cgc
Ar g

aac

Leu

ct g
Leu

cgc
Arg

aac

Asn
380

Va!

Ser

cgc
Ar g

ggc

205

gt g
Val

gac at

aag
Lys

ttc
Phe

cag
G n
285

aag
Lys

atc
He

99C
G

9C9
A1 a

gaa
G u
365
at c
H e

cag
G n

aag
Lys

ttc
Phe

ct g
Leu
445

Ser

Ala Trp He Val

Ser

Seite 36

270

Val

Val

350
acc
Thr

cgc

atc
He

gt 0
Val

cac
Hi 3
430

909
Al a

Trp

Trp
175
ct 0
Leu

agc
Ser

aac
Asn

gac

tt 0
Phe
255

cag

gca
Al a
335

gt 9
Val

aag
Lys

909
Al a

gac

aac

Asn
415

gag
G u

Leu

990

gt g
Val

ct g
Leu

acc
Thr
240

gag
G u

ttc
Phe

ttc
Phe

ttc
Phe

ct c
Leu
320
tac

Tyr

ttc
Phe

ccg
Pro

tcg
Ser

cat
H s
400

9t g
Val

acc
Thr

gac atc

Lys
15

Gu

He His H3
30

H3 Pro Gy Gy Ser

280 of1119

Val

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1380
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225
th

Ser

Pro

Tyr

305
Al a

Phe

Ser

Val
385
H 3

Leu

G y

Ser

Phe

Lys G
450

<210> 31
<211>

<212> .
<213> IVbrti erella aI pl na

<220>
<221>

35
Thr

Ser

275
Phe

Pro

Pro

1374
DWA

CDS

G n

Ser

Thr

Ala
100

Arg

Tyr

Ala

Val

Phe
180

Lys

Lys

Leu

260
Leu

Thr

Pro

Ser
420

Phe

245

y Pro

Leu

Lys

Phe
325
G n

Asn

Leu

Tr p

Leu
405
Leu

IIe

<222> (1)..(1374)

<400> 31

at g
Mat
1

got
AI a

get

Leu
70

Lys

Lys

Trp

150
Met

Leu

Lys

230

Tr p

Phe Phe

Ser
295

Asn

Ser

Mat

VaI
375
Thr

Pr 0

Lys

Tyr

455

I I e

Leu
280
Phe

Leu

PF58307. t Xt

Phe
170

Ala

HIS

Mat
250

gAsn

Tr p

I I e

Val

Leu
330
Leu

Tyr

Thr

Leu

Asn
410

Val

Ala

155

235

45
Phe

Tyr

Pro

ll 9

Tyr
125

Al a

Ser

Arg

205
VaI

Lys

Phe

285

Phe

Leu
445

Ala

Val

Ala

Ala
110

He

Mat

Thr
190
Phe

Pr 0

I I e

AI a

Leu
270
Ser

Val

Tr p

Val

Leu
350
Thr

IIe

Val

get 000 agt gtg agg acg ttt act cgg gcc gag
Ala Ala Pro Ser

5
Val Arg Thr Phe Thr Arg Ala Glu

10

Val

G y

Ser
95
Ser

AI a

AI a

Tyr

Tr p
175
Leu

Ser

Asn

Phe
255

Tyr

Phe

G n

AI a
335
Val

Lys

Ala

Asn
415

ASP

att
He
15

Val

Mat
160
Leu

VaI

Leu

Thr
240

Phe

Phe

Phe

Leu
320

Tyr

Phe

Pro

Ser

HI 3
400
Val

Thr

IIe

ct g
Leu

aat gcc gag gcc ctg aat gag ggc aag aag gat gcc gag gca cct ttc
Sei t e 37

281 of1119

48

96

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009282 of 1119

aac

399
Aw
145

ggt

cac
PIS

Leu

cac
PIS

att
lle
225
ttc
Phe

atg
th

cgt

cag
G n

cag
Gn
305

cag

Phe
130

99C
G

ct c
Leu

cag
G n

993

aac
Asn
210

gac

tcg
Ser

gt c
Val

ct 0
Leu

gcc
Al a
290

ct g
Leu

ttc
Phe

get
A! a

ggt

acc
Thr
370

at c
| I e
35
ccc
Pro G

gt 0
Val

Phe

gac

ggt
G
115
aac

Asn

cag
G n

ttc
Phe

gt c
Val

993

195
act
Thr

act
Thr

gac

ctt
Leu

tcc
Ser
275
cac

H 3

tot
Ser

att
H e

Val

at g

355

aag
Lys

Ala
20
etc
He

ggt

ttt
Phe

t ac

Tyr

ttt
Phe
100
t ac

Tyr

ct c
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

ttC
Phe
180

gac

cac
HI 5

cac

HI 5

gt c
Vat

aac

Asn
260

tgg
Trp

aag
Lys

Ctt
Leu

aag
Lys

t gc

340
cct
Pro

cag a
Gn

cac

Pro

cct
Pro
245

cag
G n

tgc

ccc

Pro

gcc
Al a

gac

325

aac
Asn

agt
Ser

act
Thr
70

gga
G

gcc
Al a

gat

atc
He

acc
Thr
150

cag
G n

gac

cag
G n

gcc
Al a

ct g
Leu
230

gac

acc
Thr

ct 0
Leu

tCt
Ser

at g
Met
310
ccc

Pro

aac
Asn

He

“'93 —r—r- CDO

aag

Val

cag
G n

993
G
295
cac
HST

gt 0
Val

ctg
Leu

tcc
Ser

acg
Thr
375

Val

Phe

280

gcc
Al a

tgg
I'D

aac

Asn

Leu

aag
Lys
360

ggt
G

PF58307. txt

Lys Asp Al aLys
25
tat

Tyr

ct 0
Leu

ccc
Pr 0

gat
AspG

cgc
Ar 9
105

aag
Lys

ct g
Leu

aac

gat gt 0 cgc
ASP

acg
Thr

gag
G u

gag
u

90

aag
Lys

gca
Al a

t cg
Ser

939
uAsnG

tgg
Trp

tgg
TrpG
185

tcg
Ser

aac
Asn

tgg
Trp

ct g
Leu

tac

Tyr
265
atc
He

cgt
Ar g

acc
Thr

at g
Met

gcg
Al a
345

gag
G u

cgt

ttg
Leu
170

993

t cc
Ser

gt c
Vat

agt
Ser

acc
Thr
250
t tt
Phe

ct 0
Leu

gt g
Val

tgg
Trp

atg

330
att
He

gaa
G u

gat

Seite 38

Val

cac
H s

gct
Al a
75

ago
Ser

ct g
Leu

t ac

Tyr

acg
Thr

ct c
Leu
155

969
Al a

gat
ASP

tca
Ser

cac

HsG

gag
G u
235

cgc
Ar g

ccc

Pro

ttt
Phe

ccc

Pro

t ac

Tyr
315

gt g
Val

gt g
Val

gcc
Al a

Val

Arg

gtt
Val
60

get
Al a

gac
ASP

cgt
Arg

t ac

Tyr

ttc
Phe
140

tcg
Ser

cac

H 3

ct t
Leu

tgg
Trp

99C

220
cat
HS

at g
Met

att
He

gt t
Val

att
ll e
300
ct 0
Leu

tac

Tyr

ttc
Phe

gt 0
Val

cac
H s
380

282 of1119

yG

Ala

gac

ttc
Phe G

tgg
Trp
205

939
U

got
AI a

tgg
Trp

ct c
Leu

ct g
Leu
285
t cc
Ser

gcc
A1 a

ttt
Phe

tcg
Ser

gac

365
Oct
Pro G

Ala
30
ttt
Phe

aag
Lys

gag
G u

gcc

Pro

gt 0
Val

gac

aca
Thr

atc
He
95
ttc
Phe

aag
Lys

gcc
AI a

ct 0
Leu

Leu
175

gcc
Al a

gac

ccc
Pro

gag
G u

cgc
Arg
255
ttt
Phe

aac
AsnG

gt 0
Val

at g
Met

gt g
Val
335
aac
Asn

gat

ct g
Leu

Phe

cct
Pr 0

ggc
G

ctt
Leu
80

aag
Lys

cag
G n

gt 0
Val

aag
Lys

Leu
160
cac

HIS

ttc
Phe

aag
Lys

gac

at g
Met
240
ttc
Phe

gcc
A1 a

ggt

gag
G u

ttc
Phe
320

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009283 of 1119

nHmzcD'H'GJ (DOU'ISDO
(Q
QED CC

“‘93 --:—o- (DO

(Q
20 {DO

aac

Asn

cct
Pro

aoc
Thr

gag
G u

gcc
Ala
450

<210> 32
<211> 45
<212>
<213>

<400> 32
th Ala Ala Ala
1

tgg
Trp

tcg
Ser

ttc
Phe

atg
th

tgo
Leu Cy

gga
G
435
tcc
Ser

7
PRT
Nbrtierell

Asn Ala G u

Leu

Asp

Thr
65
Ala

Asn

Ser

lle
225
Phe

th

G11

G n
305
Leu

G n

Asn

th

Fis
50

Asp

Asn

Phe

Ile
35
Pro

vm

Phe

275

Ser

Ile

vm

th
355

s
420
act
Thr

aag
Lys

Ala
20
lle

G v

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Thr

Trp

Phe
180

Asp

Ffis

Ffls

vm

Asn
260

Trp

Lys

Leu

Lys

340
Pro

acg
Thr

cct
Pro
405
aaa

Lys

gca

ggt gga ttg
G y
390

cgc
Arg

aag
Lys

gag
uAla G

atg
th

a alpina

Pro

Ser

G|1
165
G|1

Fis

Pro

Pro
245
G|1

Pro

Ala

325

Gy

Va

ggt
G y

Ser

lle

Thr
150
G n

G11

Ala

Leu
230

Thr

Leu

Ser

th
310
Pro

Asn

lle

Gy

cac
Fis

tat

Tyr

gtc
Val

aag
Lys
455

vm

295

vm

Leu

Ser

Leu

aac
Asn

ggt
G y

ttt
Phe
440

QCQ
Ala

280

Leu

Lys
360

PF58307.tXt
aac tac

Asn Tyr

ttt tca
Phe Ser

410

gtc oga
Val Arg
425

ago cgt
Ser Arg

cag taa
G n

Thr Phe

170

185
Ser Ser

Asn Va

Trp Ser

Leu Thr
250

Tyr Phe
265
lle Leu

Arg Val

Thr Trp

th hbt
330

Ala lle

GlJ(3u

cag att
G n lle
395

aag atc
Lys lle

tac cac

Tyr Fls

ttg aac

gag
GIJ

cag
G n

acc
Thr

gag
uLeu Asn G

Thr Arg

Val Arg

H 3 Val

Ala Ala
75

Ser Asp

Leu Arg

Tyr Tyr

Thr Phe
140

Leu Ser
155
Ala Fls

Asp Leu

Ser Trp

220

Val Phe

Ala Val

Seite 39

283of1119

445

205

Leu

Leu
285
Ser

Ala

Phe

Ser

365

cac

H s

cct
Pro

act
Thr
430

gtc
vm

Ala
30
Phe

270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350
th

H S

gct
Ala
415

990

tcc
Ser

lle
15
Pro

Va

Thr

lle
95
Phe

Va
335
Asn

ASP

Leu
400

gtc
Val

atg

aag
Lys

Leu

Phe

Pro

Leu
80

Lys

G n

Val

Lys

Leu
160
His

Phe

1200

1248

1296

1344

1374

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009284 of 1119

Phe

Ala
385
Phe

GlJ

lle

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr
370
Asn

Pro

Thr

G u

Ala
450

<220>
<221>

33
1374
DwA
kbrtierella isabellina

Lys

Trp

Ser

Leu

(3y
435
Ser

CD8

G n lle lle Thr (3y

Phe

th

Thr

Pro
405

(By
390

Arg

Cys Lys Lys
420
Thr Ala G u

Lys hbt (3y

<222> (1)..(1374)

<400>

atg
Nat
1
aat
Asn

ttg
Leu

gat
ASP

act
Thr
65

gcc
Ala

aac
Asn

tCt
Ser

tca
Ser

tgg
Trp
145

ggt
(Hy

cac

tls

ttg
Leu G

gct
Ala

gcc
Ala

atg
th

cat
PIS
50

gac
ASP

aac

Asn

gat
ASP

ctg
Leu

ttc
Phe
130

990
(Hy

ctc
Leu

cag
G|1

gga

aac
Asn
210

gac

33

gct
Ala

gag
G u

atc
lle
35
ccc

Pro

gtc
vm

ttt
Phe

gac
ASP

ggt
(3y
115
aac
Asn

cag
G n

ttc
Phe T

gtc
vm

ggt
(Hy
195
act
Thr

act
Thr

gct
Ala

gcc ctg aat gag
Asn GAla

20
atc
lle

ggt
G y

ttt
Phe

tat

Tyr

ttt
Phe
100
tac

Tyr

ctc
Leu

acc
Thr

tgg
rp

ttc
Phe
180

gtc
vm

cac
Ffis

cac
Ffis

ccc
Pro
5

Leu

gac

cag
G11

tgc
Cys

cac
his

cct
Pro

agt
Ser

aac
Asn

agt
Ser

act
Thr
70

230

375

G y Leu

Fis Asn

Tyr (3y

Val Phe
440

Lys Ala
455

gtg
Val

U

aag
Lys

_(Q‘<O(QED
gtt
vm
55
ttc cac
Phe PIS

_SD-P-(Q(Qm—~o§~om2c
(Dr—o-

gat att
Asp lle

PF58307.tXt

Avg

Asn

Phe

Val
425
Ser

G n

acg
Thr

aag
Lys
25
tat

Tyr

ctc
Leu

CCC

Pro G

gat

cgc

105

aag
Lys

ctg
Leu

aac

Asn

tgg
Trp

tgg
Trp
185

tcg
Ser

aac
Asn

Q tgg
Trp

Asp vm

Tyr G n
395

Ser Lys
410

Arg Tyr

Arg Leu

ttt act
Phe Thr
10

aag gat
Lys Asp

gat gtc
Asp vm

acg cac
Thr FIS

gag QCt
u Ala

75

gag agc
GIJ Ser
90

aag ctg
Lys Leu

gca tac
Ala Tyr

tcg acg
Ser Thr

gta ctc
Val Leu

155

ttg gcg
Leu Ala
170

ggt gat

tcc tca
Ser Ser

gtc cac
Val Fls

agt gag
G uSer
235

Seite 40

Fls
380
lle

lle

Fls

Asn

cac

ggc

220
cat
Fls

284of1119

gcc
Ala
125
att
lle

gct
Ala

gac

ttc
Phe

tgg
Trp
205

gag
G u

gct
Ala

H 3

Pro

Thr
430
vm

C gag
G u

gca
Ala
30
ttt
Phe

aag
Lys

gag
G u

gcc

110

Leu

H 3

Ala
415

Ser

att
lle
15
cct
Pro

gtc
vw

gac

aca
Thr

atc
lle
95
ttC
Phe

aag
Lys

gcc
Ala

ctc
Leu

Leu
175

gcc
Ala

gac

ccc
Pro

gag
GlJ

Phe

Leu
400
vm

th

Lys

ctg
Leu

ttc
Phe

cct
Pro

99C

ctt
Leu
80
aaa

Lys

cag
G n

gtc
vm

aag
Lys

Leu
160
cac
Ffis

ttc
Phe

aag
Lys

gac

atg
th
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009285 of 1119

ttc
Phe

atg
th

cgt

cag
G n

cag
G n
305

Leu

cag

aac

tcg
Ser

gt c
Val

ct c
Leu

gcc
Ala
290

ct g
Leu

ttc
Phe

gct
Ala

ggt
G y

acc
Thr
370
aat
Asn

cct
Pro

acc
Thr

gag
G u

gcc
A1 a
450

<210> 34
<211> 45
<212>
<213>

<400> 34
Met Ala Ala
1

gac

ctt
Leu

tcc
Ser
275
cac
PIS

tct
Ser

att
Ite

Val

at g
Met
355

aag
Lys

tgg
Trp

tcg
Ser

Leu

gga

435
tcc
Ser

7
PFTI'
lVbrti erell

Asn Ala Gu

Leu

Asp

Thr
65
A] a

Asn

Ser

Ser

Trp

th He
35
Pro

Val

Phe

gt c
Val

aac
Asn
260

tgg
Trp

aag
Lys

ctt
Leu

aag
Lys

tgc

340
cct
Pro

cag a
Gn

ttc
Phe

at g
Met

t go

420
act
Thr

aag
Lys

Ala

Ala
20
I l a

(fly

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Thr

Pro
405
aaa

Lys

gca
A] a

at g
Met

a isabel

Pro

Tyr

0/3

Ser

G y

Asp

He

Thr

CEC

tat

Tyr

gt c
Val

aag
Lys
455

Ser

Tr p
135
Leu

Phe

280

gcc

aac

120

PF58307. t Xt

ct g
Leu

tac

Tyr
265
atc
He

cgt
Ar g

acc
Thr

at g
Mat

9C9
A] a
345

gag
G u

cgt
Ar 9

aac
Asn

ttt
Phe

gt C
Val
425

agc
Ser

cag

Thr

acc
Thr
250
t tt
Phe

ct c
Leu

gt g
Val

tgg
Trp

at g
Mat
330
at t
I I e

gaa
G u

gat
ASP

t ac

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Ar g

taa

Ser

Val

Seite 41

cgc
Arg

ccc
Pro

ctt
Leu

tcc
Ser

tac

Tyr
315

Qt g
Val

Qt g
Val

gcc
A] a

gtt
Val

cag
G n
395

aag at
Lys

t ac

Tyr

ttg
Leu

Thr

ASP

Val

H s

CEC

aac

Asn

Val
60

285

gac

365
cct
Pr 0

€58

cag
G n

acc
Thr

gag
G u
445

Ala Ala Trp
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

Leu

Asp

Arg

Tyr

Phe
140
Ser

285 of1119

Ar g

Thr

Ala
25

He

Ala

tcg
Ser

tcg
Ser
270
cct
Pr 0

Leu

acc
Thr

Leu

ct 0
Leu
350

at g
Mat

ggt

cac
Hi 3

cct
Pro

act
Thr
430

gt c
Val

A] a
30
Phe

Lys

A] a

Leu
110
Phe

Val

Ala

cgc
g

255
Ht
Phe

aac

Asn

gt c
Val

atg

gt g
Va!
335
aac

Asn

gat

ct g
Leu

cac
Hi 3

gct
Ala
415

ggC
G

tcc
Ser

He
15
Pro

Val

Thr

l I e
95
Phe

Lys

Ala

Leu

(Q(Q(Q""QMQC203"“ NO(DO

CCQ‘<""

Phe

400

gt c
Val

at g
Mat

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

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009286 of 1119

145

Fls

Leu

PIS

lle
225
Phe

Phe

Ala
385
Phe

G u

lle

Ala

Leu

G n

Asn
210

Ser

Va

Leu

290
Leu

Phe

Ala

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
GlJ
65
caa
G n

gtg
Va

gac
ASP

gtc
Va

ttc
Phe
50

gca
Ala

tog
Ser

Phe

vm

195
Thr

Thr

Leu

Ser
275

Ser

Ile

vm

th
355

Lys

Trp

Ser

Leu

Gy
435
Ser

63
DWA
Cbratodon

CDs

(1)..(1563)

tcc
Ser

gtt
vm

ctg
Leu
35

aag
Lys

caa
G11

gtt
vm

Trp

Phe
180
vm

His

His

vm

Asn
260

Lys

Leu

Lys

340
Pro

G n

Phe

th

Cys
420
Thr

Lys

cag
G n G

gag
G u
20

gga
G y

agg
Arg

aaa

Lys

909
Ala

G n
165
G11

Pfis

Pro

Pro
245
G n

cys

Pro

Ala

ASP
325

Gy

vm

lle

Thr

Pro
405

Lys

Ala

th

230

Thr

Leu

Gy

295

vm

Leu

Ser

Thr
375

Fis

Tyr

Va

Lys
455

purpureus

990
y

5
oac
Ffis

acg
Thr

otc
Leu

gaa
GIJ

oag

ggc
G y

ttg
Leu

act
Thr

acg
Thr

tcg
Ser
70
000

ggt
G y

gca
Ala

ttg
Leu

act
Thr
55

gtt
Va

atc
G n Pro lle
85

etc
Leu

acg
Thr

990

4o

aag
Lys

909
Ala

399

PF58307.tXt

Trp

Trp
185
Ser

Asn

Trp

Leu

Tyr
265
lle

Arg

Thr

Leu
170

Gy

Ser

vw

Ser

Thr
250
Phe

Leu

vm

410

cag
G n G
10
000
Pro

tgg
Trp

oao
Ffls

999
G y

agg
Arg
90

155
Ala Fls

Asp Leu

Ser Trp

lis (By
220

G u Fls

Awg th

Pro lle

Leu val

300

Val Tyr

val Phe

Ala val

val Fls

G n lle
395

Lys lle

Tyr Fis

Leu Asn

ggt tcc
y Ser

ctc gtc
Leu val

agt ct t
Ser Leu

agt tog
Ser Ser

60

cca gtt
Pro val
75

tgg gtg
Trp vm

Seite 42

2860f1119

Phe

Trp
205

Ala

Trp

Leu

Leu
285
Ser

Ala

Phe

Ser

365
Pro

G n

Thr

445

att
lle

agt
Ser

tcc
Ser
45

gac

gag
G u

cag
G n

Phe

190

Lys

Leu

Ser

Ser
270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350
th

H 3

Pro

Thr
430
Val

255
Phe

Asn

vm

th

vw
335
Asn

Leu

H 3

Ala
415

Ser

gaa

Phe

Leu
400
val

th

Lys

aac

Asn

cta
Leu

ttc
Phe

gtg
val

tCt
Ser
80

aag
Lys

48

96

144

192

240

288

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009287 of 1119

gcc

Trp

gtt
Val

tgc
Q/s

gag
G u
130

gcc
Ala

ctt
Leu

gag
Gu

cag
G n

aat
Asn
210
tCt
Ser

caa

G n

gag
G u

Val

290

Phe

Phe

act
Thr

tgg
Trp
115

cag
G n

aca
Thr

cag
G n

ct g
Leu

Ctt
Leu
195

gt t
Val

t ac

Tyr

cag
G n

aca
Thr

ctg
Leu G
275

l l e
435
acc
Thr

tac

Tyr
100
att
lle

cac

HI 3

gat
Asp

aat
Asn

ct g
Leu
180
ttc
Phe

tCC a
Ser

ng
Ar g

tgc
Q/s

cgc
Arg T
260

gga

gga

420

gca
Al a

gga
G V

Phe

ccg
Pro

act
Thr

agc
Ser
325

Val

ttc
Phe

gga
G

ct g
Leu

at g
Met
405

at g

tcg
Ser

ggt

acg

390

gag
G u

act
Thr

ct c
Leu

aag
Lys

aaa

Lys G

ggc

135
tCt
Ser

t ac

Tyr

tcc
Ser

gcc
Al a
215

ct g
Leu

Leu

aat
Asn

gt 0
Val

gaa
G u
295
ccc
Pr 0

acc
Thr

Leu

ct 0
Leu

at g
Met
375
ccc
Pr 0

ggt
G

gt g
Val

cgc

aac

Asn

gat

gag
u

120

acg
y Thr

act
Thr

999
G

aga

aaa

Lys
200
aca
Thr

tta
Leu

tCt
Ser

gac

tcg
Ser
280

tgc

atc
He

atg

acg
Thr

agg

360

gct
Al a

gga

ttc
Phe

t ac

Tyr

gac

440

aga

PF58307. t Xt

gt a
Val
105

aag
Lys

gt t
Val

ttc
Phe

aac

Asn

gag
G u
185
tcc
Ser

agc
Ser

tca
Ser

gct tcg cac
Ala Ser Hs

gtg tat gat
Val Tyr Asp

atc aac acc
lle Asn Thr

140

cac gca tcc
His Ala Ser

155

ctt gtt agg
Leu Val Arg
170

ttg aga gcc
Leu Arg Ala

tac tac ctt

Tyr Tyr Leu

att gcg ata
Al a ll e

220

gcc agt ttg
Ala Ser Leu

235

gat ttt cta
Asp Phe Leu

gtt ggc tat
Val Gy Tyr

tgg aag acc
Trp Lys Thr

caa aag tac
G n Lys Tyr

300

gct tgg agt
Al a Trp Ser

cga gtt ctt
Arg Val Leu

900 099 gcg
Al a

gag ttg acc
Gu Leu Thr

cac tac att

Hrs Tyr lIeT
380

aaa cca gtt
Lys Pro Val

ctg gga tac
Leu Gy Tyr
410

acg tca aag
Thr Ser Lys

aaa gca ggg
Lys Ala Gy

att gagcat
lle Gu Hs

Seite 43

287 of1119

gat
ASP

gt g
Val
125
t ac

Tyr

acc
Thr

gag
G u

ctt
Leu

ttc
Phe
205
atc
He

at g
Met

cac
HI 3

gt 9
Val

aag
LyS
285
aca
Thr

aaa

Lys

cag
G n

agt
Ser

ctt
Leu
365

tgg
r P

gt a
Val

gt a
Val

gac

gt g
Val
445
cat
HIS

at g
Met
110

agc
Ser

Phe
190

aag
Lys

agt
Ser

99C

cat
Hi 3

gt 0
Val
270
cac
Hi 3

ccg
Pr 0

gat

t ac

Tyr

tgg
Tr p
350

ggc

ttt
Phe

tgg
Trp

ttt
Phe

ttc
Phe
430
ttt
Phe

ct a
Leu

ccc

Pro

acc
Thr

gga

tgg
Trp

ccg
Pro
175

cag
G n

ttc
Phe

cga
Arg

aag
Lys
160
act
Thr

aga

Val
400
ct 0
Leu

aat
Asn

gat

cca

Pro

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009288 of 1119

450

atg
th

000
Pro

acg
Thr
465

ttg
Leu

993
tca
Ser

tgc
Cys

act
Thr

aag
Lys

tac

Tyr

cac

Fis
cag
G n
515

36
520
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 36
th va:
1

lle Asp Val

Ser

Asn Val Leu
35

Lys

G n

vm

Ala

G u
65
G n

Phe
5O
Ala

Pro Thr

Asp

Ala

ASP
145
lle

Leu

195
vm

210
Ser

G n

Tyr

G n

Thr

val

Fis
290

Leu
275
Ala

Ile

vm

Phe

Thr

Phe

Ser Ala
355

Leu
370

399
Arg

aag
Lys

099
Arg
500

cag
G n

Cbratodon

G n

G u H
20

G V

Arg

Lys

Ala

Tyr
100
lle

His

Asp

Leu
180
Phe

Ser

Arg

Arg
260

Ala

Asp

Leu
340
Ala

Arg

455
ctt
Leu

cac aac
his Asn

470

cat gga
Fis Ciy
485

gtt ttg
Val Leu

ctg
Leu

aaa

Lys

Ctt got 909
Leu Ala Ala

purpureus

G y G y

5 Leu Ala

Thr Leu

Thr

Ser
70
Pro

Thr
55
Val

Ile

Leu Lys

lle lle Lys

Pro
135

Val Phe Ser
150

Phe Tyr
165

Lys

Ile

Tyr

Ser

Ala
215
Leu

Ser

val

val
230

Trp
245

Trp

Phe

Lys

Ile

Ala

Leu

Asn

val

Leu

Ser

Pro Asn
295

Thr Pro

Ser
325
val

Leu
310

Lys Thr

Leu Leu

Phe Thr Leu

Thr th
375

aat
Asn

gtc
val

aca
Thr

agt
Ser
520

280

Ile

Thr

PF58307.tXt

aaa

Lys

tac

Tyr

Ctt
Leu
505

tga

val
265

Trp

lle

Leu

Phe
345
Pro

Leu

att tCt
lle Ser

475

gac
Asp

gaa
G u
490

aag
Lys

gac
ASP

10
Pro Leu

Ser

Ser

Trp

Ffis

Pro
75

Trp

Ser

Arg

Ala

Val Tyr

Ile Asn

Ffls Ala
155

Leu val
170
Leu

Tyr Tyr

Ala

Ser
235
Phe

(Hy

lle

Ala

ASP
250
val

Trp

G n

Ala

Lys

Lys

Trp
315
val

Arg

Arg
330
Ala

G u Leu

Ffls Tyr

460
cct
Pro

gtg
val

gtt
val

Ser

Val

Leu

Ser
60
val

val

Fls

Thr
140
Ser

Ala

Leu

lle
220
Leu

Leu

Tyr

Thr

Tyr
300
Ser

Leu

Ala

Thr

lle
380

Seite 44

2880f1119

cac
HiS

agc
Ser

gcc
Ala

285

Ser

Leu
365

Trp

Phe
190

Lys

Ser

Ffls

val
270
Fis

Pro

Tyr

Trp
350

Phe

939
G u

get
Ala
495

gct
Ala

15
Phe

Thr

Ser

lle

Lys
95
Pro

Thr

Trp

Pro
175
Leu

Thr

Leu

Leu

G n
255

Asn

Ile

Leu

G n
335
Leu

Asn

act
Thr
480

tcg
Ser

gct
Ala

Leu

Phe

val

Ser
80

Lys

G n

Phe

160

320
Fns

Phe

Lys

Ser

1440

1488

1536

1563

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009289 of 1119

Val
385
Val

Ser

Al a

Tr p

Thr
465
Leu

(Hy

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

At a

Ser

PIS

G n

Phe
450
hbt

Cys

Thr

H s

<220>
<221>
<222>

<400>

at g
th
1

aag
Lys

ttg
Leu

aca
Thr

ct 9
Leu
65

gcc
Ala

t ac

Tyr

aag
Lys

ct 9
Leu
50

gcc
A1 a

aaa

Lys

999
(By

gca
Al a

att
He
130
tac

Tyr

tcc
Ser

gct
A! a

gt 9
Val

37
1452
DNA

Cerat odon purpureus

Phe

G u

Asn

Ile
435
Thr

Pro

Lys

Tyr

GnGl
515

CDS

(1)..(1452)

37
ct c
Leu

agc
Ser

cac
H S
35

aga
Arg

gat
ASP

gag
G u

acg
Thr

aca
Thr
115

993
Gy

aga
Arg

aag
Lys

909
Al a

ct 9
Leu
195

gtt
Vat

gt g
Val
20

gcc
Al a

cag
G n

gtt
Vat

aag
Lys

gt a
Va!
100
ttc
Phe

gac
Asp

gat
ASP

gcc

agc
Ser
180
tca
Ser

Leu

Mat
405
Mat

Ser

PBS

H s
485
Va!

Leu

acc
Thr
5
t ac

Tyr

aaa

Lys

aga
Ar g

gct
Al a

gt 9
Val
85
att
I I 9

cat
Hs

ctt
Leu

at g
Mat

tggtt
Ala Trp

165
att
Ile

gcc
Al a

Leu
390
Ser

Thr

Leu

Asn
470

Leu

Ala

gac

acc
Thr

aag
Lys

tcg
Ser

tct
Ser
70
tat

Tyr

agc
Ser

cca

Pro

gct
Al a

aga
Ar g

c
Phe

909
Al a

agt
Ser

ttt
Phe

cat
H 3

Val

gt 9
Val
55
cac
H s

gat

acc
Thr

cct
Pro

agg

135

gcc
Al a

ct g
Leu

act
Thr

ttg
Leu

520

agc

cag

gcc

120

gaa
GuG

gag
G u

ctt
Leu

at 9
Mat
200

PF58307. txt

Lys Pro ValTrp

Leu

Asn
425
H e

G n

Lys

Tyr

Leu
505

aac

Leu
410
Thr

Lys

He

He

490

Lys

ttt
Phe
10

get
Ala

C33

GnG

aaa

Lys

cct
Pro

cgt
Ar g

999
Gy

tgg
Trp

ccc
Pro

Val

act
Thr
170
t ac

Tyr

CtC

y Leu

Seite 45

395

Gy

Ser

Al a

ctg
Leu G

gga

ggt

aag
Lys

993
G
75
ttt
Phe

099
Ar 9

aag
Lys

Ctt
Leu

aga

155

ct g
Leu

gac

ttc
Phe

Tyr

Lys

(3y

H s
460
Pro

Val

Va!

990

aac

289 of1119

Val

Val

Asp

Val
445
H s

H 3

Ser

Ala

125

gaa
G u

ggg
G

aat
Asn

agt
Ser

caa
G n
205

Tr p

Phe

Phe
430
Phe

Leu

Val

Met

Asp
510

g aca
Thr

999

909
Al a

act
Thr

tgg
Trp

gac

aca
Thr
110
aat
Asn

Leu

ctt
Leu

gca
Al a

tac

Tyr
190

cag
G n

Met

Val
415
Val

Asn

Phe

AI a
495
Al a

Cys

Val
400
Leu

Asn

Pro

Thr
480
Ser

Ala

agc
Ser

act
Thr

cag
G n

tct
Ser

at c
I 1 e
80
cct
Pro

gtt
Val

t ac

Tyr

aaa

Lys

aag
Lys
160
ct 0
Leu

gct
Al a

gga
Gy

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009290 of 1119

tgg
Trp

9C9
Ala
225

agt
Ser

aat

Ctt
Leu
210
aac

AsnG

ct c
Leu

aag
Lys

ct a
Leu
305
aca
Thr

aca
Thr

ttg
Leu

gt g
Val

aag
Lys G
385
acc
Thr

gga
G y

cac
H s

cac
HsG

gt t
Val
465
cac
H s

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

acc
Thr

ct 0
Leu

aac
Asn

9910
y

450

gt g
Val

get
A! a

38
483
PET
Cer at odon

38

gcc
Al a

toe
Ser

tca
Ser

tgc

atc
Ile
275
att
Ile

Phe

aag
Lys

cac
H 3

cat gat ttc
HiS

ttc
Phe

tgg
Trp

gac
Asp
260
att
l [9

ttg
Leu

at g
Net

cct
Pro

ttt
Phe
340

gt 0
Val

ttg
Leu

tac

Tyr

aac

Asn

acc
Thr
420
000
Pro

gag
G u

909
Ala

taa

Met Al a Leu Val
1

Lys Tyr Ser Val
20

Leu Lys Hs Ala

Thr
35

Lou Arg Gn

ASP

ttt
Phe G

tgg
Trp
245

gaa
G u

gcc
AI a

cga
Arg

gcc
Al a

gat
Asp
325
cac

H s

got
AI a

ttg
Leu

aat
Asn

acc
Thr
405

cag
G n

aag
Lys

t ac

Tyr

ct 0
Leu

Phe

99C
y

230

agg
Ar g

cag
G n

tgg
Trp

gt 9
Val

099
Arg
310

ttg
Leu

tac

Tyr

aag
Lys

ttg
Leu G

gaa
G u
390

aag
Lys

at
ll

atc
lle

gat
ASP

aag
Lys
470

t
e G

ctt
Leu
215
tat

Tyr

acg
Thr

tac

Tyr

agc
Ser

ctt
Leu
295
tac

Tyr

agc
Ser

gcc
AlaT

cct
Pro

gga

375

t cg
Ser

cga

gag
u

gca
Al a

aat
Asn
455

cat
H 3

Leu

aag
Lys

aca
Thr

aag
Lys
280
caa

acg

gaa att
Gu

purpureus

Thr Asp Phe
5

Tyr Thr Hs

Lys Lys Val

Arg Ser Val

Leu

Ser

Ser
40
G n

PF58307. t Xt
caa

G n

ttc
Phe G

cac

H s

cct
Pro
265

cag
G n

99C
y

aac

Asn
250
ct a
Leu

gaa att
Gu

tat

Tyr

tgg
Trp

acc
Thr

ttC
Phe
345

909
Al a

gt 9
Val

gac

tgg
Tr p

cac

425

cag
G n

Ser

gct

Asn

Tyr
25
Al a

He

cag
G n

act
Thr

aag
Lys
330

agt
Ser

tgg
Trp

ttt
Phe

ttC
Phe

ttc
Phe
410

ctg
Leu

gt C
Val

gt C
Val

gat

Phe
10
Al a

G n

Lys
Seite 46

gt c
Val

acg

Leu

G y

G y

Lys

ttt gag
uPhe G

220

t gc
QIS

cat
H s

gaa
G u

G y

Asn

Lys

gt 9
Val

cat
H: s

gac
ASP

acc
Thr
285

Thr

Tyr

Thr
45

aac

Asn

Ctt
Leu G

act
Thr

att
lle
270

Val

430

Thr

Gy
30
Ala

Pro Gy Thr

290 of1119

cgt

99C

gct
Al a
255

gat

gag
G u

ct g
Leu

ct C
Leu

aag
Lys
335
cat
H s

83

aat
AsnG

Val

act
Thr
415
000
Pro

aag
Lys

gt C
Val

099
Arg

Trp
15
Pro

G y

Tyr

acc
Thr

ttt
Phe
240

ccg
Pro

act
Thr

agc
Ser

cct
Pro

ttc
Phe
320

9951
G

att
lle

Ctt
Leu

gga

att
lle
400

ggg
G

agg
Ar g

aag
Lys

909
Al a

Ctt
Leu
480

Ser

Thr

G n

Ser

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1452

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009291 of 1119

50

Leu Ala Asp

Val Lys G u

Phe Ala Thr

Tyr Ile 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

Hs Asn Tyr

Hi 3 G y Leu
450

Val Val Lys
465
Hs Ala Hs

<21 O> 39
<211> 1374
<212> DNA

<213> Nbrti erella a| pi na

<220>
<221> CD8

Val

Lys

Val
100
Phe

Asp

Ala

Ser
180
Ser

HI 3

Phe

Tr p

260
l I 9

Leu

Mat

Pro

Phe
340
Val

Leu

Tyr

Asn

Thr
420
Pro

Ala

Ala

Val
85
He

H S

Leu

Asn

Thr
405
G n

Lys

Tyr

Leu

<222> (1). .(1374)

<400> 39

atg get get

Ser
70

Tyr

Ser

Pro

Al a

150
Phe

Al a

Ser

Phe

230

G n

Tr p

Val

310
Leu

Tyr

Lys

Leu

390

Lys

1 l 9

He

Lys
470

55

Hs Asp

Asp Ile

Thr Tyr

Pro Ala

135
Ala Gu

Leu Leu

Thr Ile

Leu Met

Leu His
215

y Tyr Leu

Thr Lys

Tyr Thr

Ser Lys
280

Leu G n
295

Tyr Ser

Ser Thr

Al a Trp

Pro Leu
360

G y Phe

Ser Lys

Gu Hs

Ala Pro
440

Asn Val

Gu Ile

PF58307. t Xt

Arg Pro Gy

Ser

Phe
105
Al a

Gu

Pro
265

Tyr

Tr p

Thr

Phe
345
Al a

Val

425

170

Leu

Gn

Asn
250
Leu

I 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
A1 a

Ser

190

Leu

Thr

l I 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

l l e
400

Arg

Lys

A1 a

Leu
480

gct ccc 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

Seite 47

291 of1119

Leu
48

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009292 of 1119

cag

aac

Asn

ttc

gcc
Ala

atg
th

cat
H s
50

gac

aac
Asn

gat

ctt
Leu

ttc
Phe
130

990
G V

ct g
Leu

cag
G n

gga
G y

aac
Asn
210

gac
ASP

tcg
Ser

gt c
Val

ct c
Leu

gcc
Al a
290

ct g
Leu

gag
G u

at c
| 1 e
35
ccc
Pr 0

gt 0
Val

ttt
Phe

gac
ASP

ggt
G V
115
aac
Asn

cag
G n

ttc
Phe

gt 0
Val

ggt
G V
195
act
Thr

acc
Thr

gat
ASP

ct g
Leu

tcc
Ser
275
cac

H S

tcg
Ser

ttc atc
Phe

9C9
A! a

ggt
G y

acg

He

gt 9
Val

at g
Met
355

aag

gct
AlaL
20
atc
Ile

gt

ttt
Phe

t ac

Tyr

ttt
Phe
100
tac

Tyr

ct 0
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

ttc
Phe
180

gt 0
Val

cac
H! s

cac

H! s

gt (3
Val

aac

Asn
260

tgg
Tr p

aag
Lys

ctt
Leu

aag
Lys

t gc
WS
340
cct
Pro

cag

ctg

cac

Pro

cca
Pro
245

cag
G n

t gc
O/s

ccc

Pro

909
Al a

gat
Asp
325

gga
G y

aat
Asn

aac

Asn

agt
Ser

act
Thr
70

ggt
G

gcc
Al a

gat

atc
lle

acc
Thr
150

cag
G n

gac

cag
G n

gcc
Al a

ct g
Leu
230

gat

acc
Thr

ct c
Leu

tcg
Ser

at g
Mat
310
ccc

Pro

aac
Asn

gtg atc
Val

atc atc

gag
G u

aag

cag

99C

295
cac
H s

gt 0
Val

Leu

tcg
Ser

acg

_$D-I>(Q(Q—~o§~an _(.0"<0

280

9C9
Al a

tQQ
Trp

aac

As n

Leu

aag
Lys
360

ggt

PF58307. t Xt

aag
Lys
25
t ac

Tyr

ct 0
Leu

CCC

ProG

gac
AspG

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

acc
Thr

at g
Met

9C9
Al a
345

gag
G u

cgt

10

aag
Lys

gat
ASP

acg
Thr

gag
u

gag
u

90

aag
Lys

gca
Ala

t cg
Ser

gt g
Val

ttg
Leu
170

ggt
G y

t cc
Ser

gt 0
Val

agt
Ser

acc
Thr
250
t to
Phe

ct c
Leu

gt 9
Val

tgg
Trp

ct g
Leu
330
at C
I I e

gag
G u

gat
ASP

gt 0
Val

cac
H s

got
Al a
75

age
Ser

ct g
Leu

t ac

Tyr

acg
Thr

ct 0
Leu
155

gct
Al a

gat
ASP

tcg
Ser

cac
HSG

gag
G u
235

cgc
Ar 9

ccc

Pro

ttt
Phe

ccc

Pro

tac

Tyr
315

gt 9
Val

gt g
Val

909
Al a

gcc
Al a

cgc
ArgG

gt t
Val
60

got
AlaT

gac
ASP

cgt
Arg

t ac

Tyr

gt 0
Va!
140

tcg
Ser

cac
H s

ctt
Leu

tgg
Trp

990

220
cat
H s

at g
Met

att
Ile

gt 9
Va!

at c
I I e
300
ct c
Leu

t ac

Tyr

ttc
Phe

gt c
Val

gat gtc cac
Sei t e 48

292 of1119

yG

gag
G u

gag
u

45

39"Y

tgg

cgc
Ar g

acc
Thr

gcc
Ala
125
att
H e

gct
A1 a

gac

ttc
Phe G

tgg
Trp
205

gag
U

909
A1 a

tQQ
Trp

ct c
Leu

ct g
Leu
285

tcg
Ser

gcc
A1 a

ttt
Phe

tcg
Ser

gat

365

ccg

rpG

gca
Al a
30
ttc
Phe

aag
Lys

gag
u

gat

ttg
Leu
110

acc

350

Mat

ggt

15
ccc
Pro

gt C
Val

gac

act
Thr

atc
He
95
ttc
Phe

aag
Lys

gcc
AI a

ctt
Leu

Leu
175

gcc
Ala

gac

ccc
Pro

gag
G u

cgt
Arg
255
ttt
Phe

aac
Asn

gt c
Val

at g
Met

gt 9
Va]
335
aac
Asn

gat
ASP

cta

ttc
Phe

cct
Pro

€193
Ctt
Leu
80

aag

cag

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

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009293 of 1119

Phe

gcc
Al a
385
ttc
Phe

gag
G u

a
1 —u—r- (DO

90
Al nan-l-

Thr
370
aac
Asn

cot
Pro

acc
Thr

gag
G u

gcc
Ala
450

<210> 40
<211> 457
<212>
<213>

<400> 4O
Met Ala Ala Ala
1

Lys

tgg
Trp

tog
Ser

ct g
Leu

gga
G
435
tcc
Ser

PR’I’
lVbrti ereH

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

Met

Phe

| I e
35
Pr 0

Val

Phe

Leu

Ser
275
H 3

Ser

H e

Val

Gn

ttc
Phe

at g
th

t go

420
act
Thr

aag
Lys

Ala
20
I l e

G V

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Thr

Tr p

Phe
180
Va!

HI 3

HI 3

Val

Asn
260

Tr p

Lys

Leu

Lys

340

He

acg
Thr

CCt
Pro
405
aaa

Lys

gca

He

ggt

390

cgc

aag
Lys

gag
uAIaG

at g
Met

165

Pro

Pro
245
G n

Pro

Ala

ggt
G y

150

230

Thr

Leu

Ser

Met
310
Pro

Asn

Thr
375

99a

cac
H s

t ac

Tyr

gt 0
Val

aag
Lys
455

135

295

Val

Leu

Gy

Leu

aac
Asn

aat
Asn

ttt
Ph e
440

909
Al a

Phe

Ser
280
Al a

Tr p

Asn

Leu

PF58307. tXt

Arg

aac
Asn

ttt
Phe

gt C
Val
425

ago
Ser

cag
G n

Thr

185

Leu

Tyr
265
H e

Arg

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

Seite 49

Val

Gag
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

140

Leu

220

293 of1119

445

205

A1 a

Tr p

Leu

Leu
285
Ser

A1 a

Phe

Ser

cac
Hi 5

cct
Pr o

800
Thr
430

gt C
Val

Al a
30
Phe

270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350

Leu

cac
Hi s

got
Ala
415

ggt

tcc
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

Ala
385
Phe

G u

lle

Ala

G y

Thr
370
Asn

Pro

Thr

G u

Ala
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
Ala

aat
Asn

tcc
Ser

tcg
Ser

tgg
Trp
145

ggt
G y

cac

PIS

ttg
Leu

cac

H s

att

gct
Al a

gcc
Al a

atg
th

cat
H s
50

gac
Asp

aac

Asn

gat
ASP

ctt
Leu

ttc
Phe
130

ggc
G y

ct c
Leu

cag
G n

998
G y

aac

Asn
210

gac

Mat
355

Lys

Tr p

Ser

Leu

G y
435
Ser

1374
DNA
lVbrti erella al

cos

(1)..(1374)

gct
Al a

gag
G u

at c
| l e
35
ccc
Pr 0

gt c
Val

ttt
Phe

gac
Asp

990
G y
11
aa

5
c

Asn

cag
G n

ttC
Phe T

gt 0
Val

ggt
G y
195
act
Thr

act

Pro

G n

Phe

Mat

Cys
420
Thr

Lys

gct
Al a

gcc
Ala
20
att
l l 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
Val

cac

HI 5

cac

Val

l l e

Thr

Pro
405

Lys

Al a

Mat

ccc
Pro

cac

CCt

pi na

agt
Ser

aat

aac

ctg

Ser

Thr
375

H 3

Tyr

Val

Lys
455

gt g
Val

gag
G u

aag
Lys

gt g
Val

Phe

Lys
360

Leu

Asn

Asn

Phe
440
Al a

_m-l>(Q(Qn:—~o5~on25 —(.Q“<0(DO
(DI—P

Phe

Phe
200
ccc

Pr 0

acc

PF58307. txt
G u G u Al a Val

Arg

Asn

Phe

Val
425
Ser

Gn

acg
Thr

aag
Lys
25
t ac

Tyr

ct 0
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
A1 a

t cg
Ser

9t g
Val

Leu
170

ggt

t cc
Ser

gt 0
Val

agt

Val

G n
395

Lys

Tyr

Leu

act
Thr

gat

gt 0
Val

cac
H s

gct
Al a
75

ago
Ser

ct g
Leu

t ac

Tyr

act
Thr

CtC
Leu
155

909
Al a

gat

tcc
Ser

cac

H s

gag

HS
380
He

He

Hs

Asn

tcg
Ser

cac
H s

ctt
Leu

tgg
Trp

ggc
G y
220
cat

Seite 50
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ASP
365
Pr 0

Gu

Gn

Thr

G u
445

ga
G u
45

990
G y

tgg
Trp G

cgt
Arg

acc
Thr

gcc
Ala
125
att
lle

gct
Al a

gac
ASP

ttc
Phe

t 99
Tr p
205

gag
G u

gct

Mat

l—ns

Pro

Thr
430
Val

gag
G u

gca
Al a
30

gttt
Phe

aag
Lys

gag
u

gcc
Al a

ttg
Leu
110
ttc
Phe

gt t
Val

9C9
A1 a

ttt
Phe

990
G y
190

aag
Lys

gat
ASP

ctg

ASp

Leu

H 3

Ala
415

Ser

-m —.—1- CD"
ccc
Pro

gt c
Val

gac

act
Thr

atc
He
95
ttc
Phe

aag
Lys

gcc
A1 a

ct 0
Leu

Leu
175

gcc
Ala

gac

000

Pro

939

Phe

Phe

Leu
400
Val

Met

Lys

Leu

ttt
Phe

cct
Pro

ggc

ctt
Leu
80

aag
Lys

cag
G n

gt c
Val

aag
Lys

Leu
160
cac
H: s

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

cag

cag
G n
305

ctg
Leu

cag

aac

ASP

tog
Ser

gtc
Va

ctg
Leu

gcc
Ala
290

ctg
Leu

ttc
Phe

gct
Ala

990
G y

acc
Thr
370
aac
Asn

cct
Pro

act
Thr

gag
G u

gcc
Ala
450

<210> 42
(211) 45
<212>
<213>

<400> 42
th Ala Ala
1
Asn Ala GIJ

Leu

Asp

Thr
65
Ala

Asn

Ser

Ser

th

Fis
50

Asp

Asn

ASP

Leu

Phe

Thr

gat
ASP

ctc
Leu

tcc
Ser
275
cac
Fis

tCt
Ser

att
Ile

gtt
vm

atg
th
355

aag
Lys

tgg
Trp

tcg
Ser

ttg
Leu

993
G y
435
tCC
Ser

7
PRT
Nbrtierel

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
G|1

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

cct gac
Pro Asp
245

cag ace
(in Thr

tgc ctc
Cys Leu

000 tct
Pro Ser

gct atg
Ala th

gat ccc
Asp Pro
325

ggc aac
(3y Asn

gtg at
Val H

a alpina

Pro Ser

Leu Asn

Asp Asn

(3y Ser

Asp Thr
70

Ala Ala

Tyr Asp

Cys lle

Val

aag
Lys
455

PF58307.tXt

Trp

ctg
Leu

taC

Tyr
265
att
lle

cgt
ArQ

acc
Thr

atg
th

909
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
lle
330
att
Ile

gaa
G u

gat
ASP

tac

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Arg

taa

Phe

Ala

Ser

Seite 51

G u
235

cgt
Atrg

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

Fls

Ala
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

Fls

atg
t

cac

380
att

Ala

tgg
Trp

ctc
Leu

ctg
Leu
285

tcg
Ser

gcc
Ala

ttt
Phe

tcg
Ser

gal
ASP
365
cct
Pro

gag
ulle G

atc
Ile

cat
Fls

aac

Asn

Val
60
Ala

ASP

Arg

Tyr

Phe

2950f1119

cag
G n

acc
Thr

gag
G u
445

Leu

tcg
Ser

tcg
Ser
270
000
Pro

Leu

acc
Thr

Leu

ctc
Leu
350

atg
th

ggt

cac
H S

cct
Pro

act
Thr
430

gtc
Va

G u

Ala
30
Phe

Lys

G u

Ala

Leu
110
Phe

Va

cgc

255
ttt
Phe

aac
Asn

gtc
vm

atg

gtg
vm
335
aac

Asn

gac

ctg
Leu

cac
Ffis

gct
Ala
415

ggt
G

tcc
Ser

lle
15
Pro

vm

Thr

lle
95
Phe

Lys

Ala

th
240
ttc
Phe

gcc
Ala

ggt

gag
G u

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

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1374
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Gn Thr Ser Thr
135

150
Gn
165
Gn

Cys

Hs

TrpPhe

Val Phe
180

y Vat
195
Thr His

210

225
Phe

th

Gn

Ser

Vat

Leu

Ala

Thr HIS Pro

Gn

Asp

Gn

Ala

Leu
230

Va! Pro
245

Asn
260

Trp

Leu

Ser
275

Hs Lys
290

G n
305
Leu

G n

Asn

Phe

Leu

Phe

At a

Thr

Ser Leu

He

Val

th
355

Lys

Lys

340
Pro

Gn
370

Al a
385
Phe

He

Ala

Asn

Pro

Thr

G u

A! a

Phe

Mat

Tr p

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

Vari ant

(11)..(11)
xaa in position

Variant

(16)..(16)
xaa in position

Variant

(17)..(17)
xaa in position

Variant

(19) . .(20)
xaa in position

Asp

Thr

Leu

Mat Gy

375

Va!

Lys
455

sequence

PF58307. txt
140
Ser

Hs

Al a Asn Val Leu
155
Al a

Asp

Ser

Leu
170

G y

Ser

Val

Ser

Thr
250
Phe

Tr p

Phe

Phe
200
Pr 0

Tr p Leu
185
Ser

Asn

Trp

Gy
220
Hs

th

Thr Trp

Leu

Phe

Ser
280
Ala

Tyr Ile
265
He Met Val

ile
300
Leu

Arg

Trp Thr

Asn Tyr

Phe

Val

Leu

Lys
360

Leu
395

Asn
410

Phe
440
Al a

Leu

5to 10 is any am'no acid

11 is

16is

17is

19 to

any or no am' no acid

any am no acid

no am” no acidany or

20 is any am' no acid
Seite 52
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Ala

Leu

Leu
285
Ser

A! a

Phe

Ser

AI a

Phe

190

p Lys

Leu

Ser

Ser
270
Pr 0

Leu

Thr

Leu

Leu
350

prt

MS

Pro

Thr
430
Val

Val
335
Asn

Leu

H 3

Ala
415

Ser

Leu
160
H s

Phe

Phe

Leu
400
Val

Met

Lys
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

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 positi

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 positi

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 positi

Variant

(103)..(104)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

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

aci

aci

aci

am

am

am

am

aci

am

or

am

aci

am

d

d

d

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 positi

Variant

(153).V(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 positi

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 positi

Variant

(201)_.(207)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

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 any anino acid

is any or no anino acid

is any anino acid

anino acid

anino acid

anino acid

anino acid

is any anino acid

is any anino acid

or no anino acid

is any anino acid

is any anino acid

anino acid

anino acid

is any anino acid

is any anino acid

is 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 positi

Variant

(257).V(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 positi

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 positi

Variant

(330)..(336)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

214

216

218

220

239

252

257

260

264

267

271

285

298

300

307

327

330

is

is

is

t0

t0

t0

t0

to

is

t0

t0

to

is

t0

t0

t0

to

any

any

any

238

250

255

258

261

any

269

284

296

any

305

326

328

336

PF58307.tXt

anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

is any or no

aninois any

aninois any

aninois any

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 positi

Variant

(365).V(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 positi

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 positi

Variant

(418)_.(419)
xaa in posiH

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

to

is

10

to

10

to

is

10

to

10

is

to

10

to

10

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
Seite 56
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acid

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
<220>
<221> variant

<222> (438). (438)
<223> xaa in position 438 is any
<220>
<221> Variant

<222> (441)..(443)
<223> xaa in position 441 to 443'

<400> 43

Lys
1

xaa

xaa

Gy

xaa
65

xaa

xaa

xaa

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 Ile 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 Aug 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

is any anino acid

anino acid

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 Fls

xaa xaa xaa

xaa Trp xaa
220

xaa xaa xaa
235

xaa G n xaa
250

Trp xaa xaa

xaa xaa xaa

xaa GLJxaa
300

xaa xaa xaa
315

xaa xaa xaa
330
xaa xaa Fls

xaa xaa Phe

xaa xaa xaa
380

Asn Tyr G n
395
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Pro

ASP

xaa
45

xaa

xaa

xaa
205
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
285
xaa

xaa

xaa

Asn

xaa
365
xaa

lle

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

xaa

xaa

xaa

xaa
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
335
th

xaa

xaa

H s

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
80

xaa

xaa

xaa

G n

xaa
160
xaa

Ffls

xaa

xaa
240
Phe

xaa

xaa

xaa

xaa
320
xaa

xaa

G n

xaa

Ffis
400
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Leu Phe Pro xaa xaa Pro Awg tis

Val xaa xaa Leu cys Lys xaa xaa

xaa xaa xaa G 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>

405

420

435

44
31
PRT

Awtificiai sequence

Variant

(2)-_-(3) __
xaa In pOSItI

Variant

(6)-,-(6) _.
xaa in pOSIti

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)

Thr xaa Gu Val
440

Asn

xaa

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

GlJ

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,

Nat 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 Fis
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, (fly 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, Gy,

<400>

Gy 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 Hs 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 Gly

is Ser or Thr

is Ala, Ser

Arg

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 posrh

Variant

(7).;(7) ..
xaa in posrh

Variant

(8).;(8) _.
xaa In posrh

Variant

(10)..(10)
xaa in posiH

Variant

(12)..(13)
xaa in positi

Variant

(14)..(14)
xaa in posiH

Variant

(16).. (16)
xaa in positi

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 positi

on 28 is any am no acid

Seite 60
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<223> xaa in position 29 is any or

<221> Variant

<222> (29) .(29)

<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 (Hy Asp
20 25 30

<210> 47
<211> 26
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 ' Phe, Leu or vm
<220>
<221> Variant

<222> (3). (3)
<223> xaa in position 3 ' any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (4)..(4)
<223> xaa in position 4 ' Ala, (Hy or Ser
<220>
<221> variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 ' Gin or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 ' Ala, Cys or Pro
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 ' Ser, Thr or vm
<220>
<221> Variant

<222> (8)..(8)
<223> xaa in position 8 ' 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 Ile 0r 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
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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

10

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>

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>

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

5
xaa Pro xaa Leu Leu xaa Trp xaa

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

Pro Asp lie Asp Thr

49
17
PRT

Awtificial sequence

Variant

(2)-_-(3) _.
xaa in pOSItI

Variant

(4)-_-(4) .-
Xaa In pOSItI

Variant

(7)-_-(8) _.
xaa in posrtl

Variant

(9)-_-(9) _.
xaa In posrti

Variant

(11)..(11)
xaa in positi

Variant

(12).. (12)
xaa in positi

Variant

(15)..(15)
xaa in positi<223> 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>

H s xaa xaa xaa xaa xaa xaa G y xaa xaa G u Va
1

49

50
20
PRT

Phe xaa xaa xaa Leu xaa xaa Ala Arg xaa Ser

PF58307.tXt

10

Awtificial sequence

Variant

(2)-_-(2)
xaa in positi

Variant

(3)-_-(3)
xaa in positi

Variant

(4)-;(4)
xaa in positi

Variant

(5)-_-(7)
xaa in positi

Variant

(9)-_-(10) ..
xaa in posrti

Variant

(13)..(13)
xaa in positi

Variant

(14)..(15)
xaa in positi

Variant

(17).. (17)
xaa in positi

Variant

(18).. (19)
xaa in positi

Variant

(20)..(20)
xaa in positi

50

xaa xaa xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

2 is Asp, G u or Thr

3 is Ala or Thr

4 is Asp, Gy, Ser or Thr

5 to 7 is any anino acid

9 to 10 is any anino acid

13 is Phe, Leu or val

14 to 15 is any anino acid

17 is Ala, Asp, Gy, Asn or Ser

18 to 19 is any anino acid

20 is Ala, G n or Ser

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 c
Leu

cgc

tcc
Ser
145
att
Ile

tcg
Ser

t ac

Tyr

agc
Ser

aac

Asn
225

aag
Lys

ttt
Phe

ct g
Leu

tgg
Tr p

ggc
G
305
ct 0
Leu

ct g
Leu

ggc
G y

gcg
Al a

gac
ASP

acc
Thr
50
cat
H 3

ct g
Leu

C99
Arg

gt c
Val

gt c
Vat
130

aag
Lys

9C9
A1 a

ttc
Phe

990
G y

aag
Lys
210

acg
Thr

ccg
Pro

gcg
Al a

cac
H s

at c
I l e
290
tac

Tyr

990
G y

ccg
Pro

aag

acg

Val
195
cac
H 3

ct g
Leu

993
G

ccc

Pr 0

ccg
Pro
275
ttc
Phe

tcg
Ser

tgc att

Qt g
Val

acc
Thr
340

agc
Ser

gac

aac
Asn

gag
G u

too
Ser

t cc
Ser
85

gcc
pAla

999
G

atc
Ile

ccc
Pro

cgc
Ar g
165

gt c
Val

tgc

gcc
Al a

ct g
Leu

ct g
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

ccc
Pro
215

gcc
Al a

gcg
Al a

ct g
Leu

ct g
Leu

att
He
295

cgc

aaa

Lys

cac
H s
40

gt 9
Val

gcc
Al a

gag
G u

cgc

gac

120
ct c
Leu

ct c
Leu

tgg
Trp

ct 0
Leu

agc
Ser
200
aac
As n

ttt
Phe

ct c
Leu

ct c
Leu

cgc

280

990

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

tgg
Trp

atc
He G
265
acc
Thr

tgg
Trp

ggg
G

cag
G n

cag
G n
345

9C9
Al a

ctg
Leu G

atg

170

gac

cac

HI 3

ct 0
Leu

gag
G u

ct g
Leu
250

990

aag
Lys

ttC
Phe

at g
Met

ttc
Phe
330

ct g
Leu

909
A1 a

ct g
Leu

ggt
G y

acg
Thr

tac

Tyr
75
ttc
Phe

909
Al a

99C

155
cac

HS

099

t ac

Tyr

gag
G u

cgc

235

cgc

Ctt
Leu G

099

tcg
Ser

tac

Tyr
315

gcc
A1 a

cac
H s

cag

gcc

cog
Pro

tcg
Ser
140

gt g
Vat

gag
G u

at g
Mat

tgg
Trp

cac
H s
220

gt c
Val

gt g
Val

990

cac
H 3

ct 0
Leu
300

ct g
Leu

gt 0
Val

tgg
Trp
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acg

270

gag
G u

990

acg

cac

175
HO
Phe

cag
G n

gat

aag
Lys

t ac

Tyr
255
ct 0
Leu

ttC
Phe

gct
Al a

MC
Phe G

acg
Thr
335

gtao
Tyr

gcc
AI a

ct g
Leu

ttc
Phe

gag
G u

ccg
Pro
80

cag
G n

gag
G u

t ac

Tyr

atg

99C
G
160

999
G

ttc
Phe

cac

HI 3

ct 0
Leu

gt 0
Val
240
ct 0
Leu

t ac

Tyr

gt 0
Val

ct c
Leu

990

320
cac
HI s

909
A1 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 all age acc aag tcc tgg ctc gtc acg tgg 1104
Ala Asp Fis Thr Val Asn lle 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 u kls Fis Leu Phe Pro Thr

370 375 380

gcg cog cag ttc cgc ttc aag gaa atc agt cct cgc gtc gag gcc 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 ccg 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

900 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

MatGyLysGySerGuGyArgSerAlaAlaArgGuMatThr Ala
1 5 10 15

GuAlaAsnGyAspLysArgLysThrlleLeulIeGuGyValLeu
20 25 30

Tyr Asp Ala Thr Asn Phe Lys Fis Pro Ciy Ciy Ser lle lle Asn Phe
35 40 45

Leu Thr Glu Gly Glu 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

AlaArgArgAspAlaMatThrArgAspTyrAlaAlaPheArgGuGu

LeuVal AlaGu Gly Tyr PheAsp ProSerlle Pro His MetlleTyr
115 120 125

Arg Val Val Gu lle Val Ala Leu Phe Ala Leu Ser Phe Trp Leu Mat
130 135 140

Ser Lys Ala Ser Pro Thr Ser Leu Val Leu Ciy Val Val th Asn (By
145 150 155 160

lleAlaGnGyArngsGyTrpValMatHsGuMatGyl—isGy
165 170 175

Ser Phe Thr Gy Val lle Trp Leu Asp Asp Arg Mat Cys Gu Phe Phe

TyrGy Val Gly Cys Gy Met Ser Gy His Tyr TrpLys Asn Gn l-fis
195 200 205

Ser Lys Hs HIS Ala Ala Pro Asn Arg Leu Gu Hs Asp Val Asp Leu
210 215 220

Asn Thr Leu Pro Leu Val Al a Phe Asn Gu Arg Val Val Arg Lys Val
225 230 235 240

Lys Pro Gy Ser Leu Leu Ala Leu Trp Leu Arg Val G n Ala Tyr Leu
245 250 255

Phe Al a Pro Val Ser Cys Leu Leu lle Gy Leu Gy Trp Thr Leu Tyr

Leu Hs Pro Arg Tyr Mat Leu Arg Thr Lys Arg Hs Met Gu Phe Val
275 280 285

Trplle Phe Ala Arg Tyr lle Gy Trp Phe Ser Leu Mat Gy 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

LeuGlyCyslleTyrllePheLeanPheAlaVal Serl-isThr l-fis
325 330 335

Leu Pro Val Thr Asn Pro Gu Asp Gn Leu HsTrp Leu GuTyr Ala
Seite 65
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Ala

Tr p

Al a
385
Phe

Val

Ala

ASP

th
370
Pro

Lys

Ser

ASP

<210> 53
<211> 13
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 53

at g
th
1

gcg
Al a

909
Al a

tac

Tyr

ccg
Pro
65

gcg
Al a

aaa

Lys

gac

gag
G u

ttc
Phe
145

get
A] a

gcc
Al a

990

ggt
G

cac

PIS

tgc
Q/s

ttc
Phe

gag
G u

gt 0
Val
50

gga
G y

acg
Thr

gcc
Al a

gac
ASP

aga
Arg
130

H s
355
Ser

G n

Arg

Thr

Thr
435

71
DNA
(3t r eococcus t auri

CEB

(1). .(1371)

gt g
Val

gac
ASP

gag
uAlaG

tac

Tyr

tgc
OysG

att
He
195

gcc
AlaG

acg
Thr

340
Thr

Asn

Phe

HI 3

Thr
420

Lys

gag
G u

ct 0
Leu

gt 0
Val

ggt
Y

180

tgg
Trp

ggt
Y

cct
Pro

Val

Leu

Ar 9

Asn
405
Phe

Lys

acg
Thr
5

9339u

gag
G u

gag
GuG

gt t
Val

ttc
Phe
85

909
Al a

at g
Mat

ttc
Phe

gcg
Al a

gt 0
Val
165

tgg
Trp

tgg
Trp

agc
Ser

caa

G n

Asn

Asn

Phe
390
Leu

Al a

Gn

gaa
G u

cgc

ccg
Pro

ggg

att
l l e
70

aag
Lys G

ct 0
Leu

ct 0
Leu

ttc
Phe

gcg
Al a
150
tcc
Ser

gt g
Val

gac

99C
G

aag
Lys

Ile

Phe
375

Lys

Pro

Asn

aat
Asn

‘z’ffi

gcg
Al a

gt g
Val
55
ttc
Phe

gag
U

cog
Pro

caa
G n

aag
Lys
135

at g
Met

tog
Ser

cag
G n

aag
Lys

gac

215

gtt
Val

Ser
360
G n

Tyr

Leu

aac

Asn

099
Ar g

909
Al a
40

gag
G u

tat

Tyr

ttt
Phe

tct
Ser

gat

120
ccc
Pr 0

cgt
Ar g

PF58307. t Xt
345
Thr

He

He

Tyr

Tyr
425

gat

909
Al a
25

ct g
Leu

tac

Tyr

gcg
Al a

cat

cga

105
ttc
Phe

tct
Ser

gct
Al 8

ct 0
Leu

gag
G u
185
atc
lle

tgg
Trp

cac

H s

Lys Ser Tr p

Gu H3 H3

Ser

ASP
410
Ser

Val
170

ggC
G

cag
G n

aac
Asn

gac

Seite 66

Pro
395
Leu

Val

gca
Al a

aag
Lys

gt g
Val

tca
Ser
75

099

gcc
Al a

aag
Lys

gcg
Al a

ggg
G
155
t ac

Tyr

gga
G

gcc
Al a

tcg
Ser

at g
Mat

380

ccc

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

310 of1119

Leu
365
Leu

Val

Tyr

H: 3

ac
Th r

gt g
Val

t to
Phe
45

gat

acc
Thr

aga
Ar g

acg
Thr

099
Ar g
125

gt g
Val

tac

Tyr

tgc

agc
Ser

aca
Thr
205
cac
H: 3

ct g
Leu

350
Val

Phe

Thr

Ser
430

ggtg
Val

aag
Lys
30

909
Al a

ttt
Phe

ggg
G

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

AI a

Ser
415
Val

Tr p

Thr

Leu
400
A1 a

Gy

gag atc
Gu
15

ct g
Leu

agg
Ar g

aag
Lys

gcg
AI a

gcg
Al 21
95

aag
Lys

gaa
G u

tat

Tyr

at g
Mat

ttc
Phe
175

ct g
Leu

ggg

aag
Lys

acc
Thr

160

ggC

acg
Thr

ttC
Phe

cat
l-fl s

acc
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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225
ccc
Pro

QQC
G

th
Va

tcc
Ser

gcc
Ala
305
acc

9C9
Ala

ttt
Phe

acg

aag

caa

G n
450

<210> 54
<211> 45
<212>
<213>

<400> 54

th Cys Val G u
1

Ala Phe Asp

Ala

Tyr

Pro
65
Ala

Lys

Asp

GlJ

G u

Va
50

(By

Thr

th
vm

agc
Ser

tcc
Ser
275

gct
Ala

cac
PIS

atg

tat

Tyr

000
Pro
355

9 ate
Ile

ctc
Leu

cgc

aac
Asn

9 etc
Leu G
435
cac

H s

6
PRT
CBtreococcus taur

QCQ
Ala

aag
Lys
260

€193

Leu

gtc a
vm

cag

ctg
Leu
340

909
Ala

gac
Asp

aac
Asn

cag
G n

ctc
Leu
420

gga

tcc
Ser

G y
20
th

lle

Thr

ttc
Phe
245

aag

325
ttt
Phe

gac

atc
Ile

tgc

CCC

230
ttc
Phe

tgg
Trp

th
Val

ggt
G

cgc

310
tac

Tyr

gca
Ala

gag
GlJ

gat

caa
G n
390

gag
uPro G

405
aac
Asn

aac
Asn

gga
(Hy

Phe

tac

Tyr

ctc
Leu

aag
Lys

Val

aag
Lys

gac

acg
Thr
455

Asn

Ala

Val
55
Phe

Pro

G n

Lys
135

acc
Thr

cgc

ctt
Leu
280

aag
Lys

9 tgg
Trp

tta
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu
360

agt
Ser

atc
Ile

tCt
Ser

gtc
vm

aac
Asn
440

909
Ala

Asn

Ala
40

Tyr

Phe

Ser

120
Pro

PF58307.tXt

9C9
Ala

ctt
Leu
265
ttc
Phe

tac

Tyr

acg
Thr

ttt
Phe

tcc
Ser
345
tcc
Ser

caa
G n G

cac
H s

cgc
Arg

atg
th
425

gtg
Va

taa

Ala
25
Leu

Tyr

Ala

Fis

105
Phe

Ser

235

th gaa
Val G u
250

cag 909
G n Ala

tgg atg
Trp hbt

gaa gag
G u

atc aag
lle Lys

315

ttg 909
Ala

acg tcg
Thr Ser

tgg gtt
Trp vm

ggt tgg
y Trp

cac ctc
Ffis Leu

395

cgc ttc
Arg Phe
410
acc tac

Thr Tyr

ggt aag
(3 y Lys

(3y lle

G u Ala

Ala Lys

Asp vm

Leu Ser
75

Pro Ala

Ala Lys

Pro Ala

Seite 67

gac
ASP

tgg
Trp

ttt
Phe

Pro

Asn

Thr

Thr
60
Asn

Ser

Lys

Trp

Fis
140

311 of1119

aat
Asn

acc
Thr

ttc
Phe
285

th
Va

th
vm

agc
Ser

acg
Thr

tac

Tyr
365
aac
Asn T

cog
Pro

gcc
Ala

ggt
(Hy

tac

Tyr
445

Thr

Va

Phe
45

Thr

Arg

Thr

Arg
125
vm

cgt
Arg

ttc
Phe
270
etc
Leu

tgg
Trp

acc
Thr

tgg
Trp

cac
H s
350

gcc
Ala

tgg
rp

agc
Ser

ttt
Phe

909
Ala
430
tac

Tyr

Va

Lys
30
Ala

Phe

Lys

Ala
110

Lys

Ala

CCC

vm

15
Leu

Lys

Ala

Ala

240

cgt

ccc

Pro

000
Pro

cac
H s

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1371
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305

Val vm

H s Thr
370

G y Tyr
385
G n Phe

Lys Trp

Ala Thr

G y Gin
450

<210> 55
<211> 12

275

Pro
355
Ile

Leu

Asn

Leu
435
his

54
<212> DNA

<213> Lelshnania naj

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1254)

<400> 55

atg gcc
Not Ala

gat ggc
Asp (3y

att ctg
lle Leu

cag ttc
G n Phe

50

ccg aat
Pro Asn

aag cga
Lys Awg

ctc
Leu

gtc
vw

aaa

Leu

vm

180

Trp

Pro

Ala

Lys
260

Leu

vm

G n

Leu
340
Ala

Asn

G11

Leu
420

Ser

gac
ASP

Ctt
Leu
20
tac

Tyr

ttg
Leu

ccg
Pro

gag
G u

vm
165

Trp

Trp

Ser

G n

Phe
245

Tyr

Leu

Gy

aat
Asn
5
tac

Tyr

tac

Tyr

aag
Lys

909
Ala

aag
Lys

230
Phe

Leu

Lys

Ol’

gtc
vm

gac
ASP

CtC
Leu G

ctg
Leu

ccg
Pro
70
etc
Leu

th

Ser

G n

Lys

ASP
215
vm

Asn

Leu

Leu

295
Thr

Fis

Fls

Pro
375
vm

vm

Lys

Thr
455

000
Pro
55
cca
Pro

tcg
Ser

Tyr

vm

PIS

Arg
200
th

Arg

Thr

Arg

Leu
280

Lys

Trp

Leu

Phe

Leu
360
Ser

Ile

Ser

vm

Asn
440
Ala

ccg
Pro

acc
Thr

agc
Ser
40

agg

cag
G n

099
Arg

PF58307.txt

Ala Leu Gy Thr

Leu

Phe

Ser
345
Ser

G n

H 8

Net
425
vm

cac

vm
170

(Hy

G11

Asn

ASP

vm
250
G n

Trp

G u

lle

Leu
330
Thr

Trp

HlS

Arg
410
Thr

ttc
Phe

155

Tyr Ala

(3y Fis

Ala Phe

Ser MEI

th Asp
235

G u Asp

Ala Trp

th Phe

G u Leu
300

Lys Ala
315
Ala Thr

Ser Fis

Val Awg

Trp Val
380

Leu Phe
395
Phe Val

Tyr Ala

Lys Fls

ccg aac

Tyr

Cys

Ser

Thr
205
H 3

Leu

Asn

Thr

Phe
285
Val

Val

Ser

Thr

Tyr
365
Asn

Pro

Ala

Tyr
445

gag
uPro Asn G

cgg cat
Arg Fis

gcc acc
Ala Thr

aag tat
Lys Tyr

60

gtc aac
Val Asn
75

aag QCQ
Lys Ala

Seite 68

3120f1119

ccg
Pro

gag
G u
45
etc
Leu

gtg
vm

ctg
Leu

Leu

Phe

350

Phe

Ala
430

Tyr

th

Phe G
175
Leu

Lys

Thr

Pro
255
lle

H s

th

vm
335
Leu

vm

Leu

th

Ala
415

Trp

vm

ctg a
Leu
15

ggC

g tac
Tyr

099

gag
GlJ

gat

240

Pro

Pro

Leu

Phe
320

Pro
400

Lys

Lys

HiS

caa

cag

909
Ala

48

96

144

192

240

288
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96 mo

1’8

(DOCOCO,_..
EFF

cag
G n

gaa
G u
385
aaa

Lys

aac
Asn

<210> 56

gt a
Vet

ttt
Phe

cgt

130

939
G u

aca
Thr

Ctt
Leu

cat

ct g
Leu
210
aac
Asn

000
Pro

gt 0
Val

ct g
Leu

t cg
Ser
290

gcc
A! a

at g
Met

t ac

Tyr

t ac

Tyr

ttc
Phe
370
aac

AsnG

acc
Thr

taa

Val

cgc

tgc

275
ttc
Phe T

gcc
Al a

ctt
Leu

acc
Thr

ct t
Leu
355

cgc

99C

ttc
Phe

<211> 417
<212> PRT

gag
G u
100

gag
G u

ccg
Pro

cga
Arg

att
He

gat

180

gct
Al a

ct 0
Leu

85

990
G

agcat
Ser

acc
Thr

cac
HI 3
260

cgc
Ar g

t99
rp

tac at

Tyr

ccg
Pro

atg

340
aac
Asn

ttc
Phe

ct o
Leu

aag
Lys

Val

aag
Lys

aac

Asn
405

Ctt

ccg

gcc
Al a

cgc

230

C88

390

ttt
Phe

ct g
Leu

t99
Trp
135

t99
Trp

Leu

agc
Ser

cag

ttc
Phe
215

cgc

ctt
Leu

cgc

9t 9
Val

295

aac
Asn

at g
Met
120
000
Pr 0

t99
Trp

gac

909
Al a

aag
Lys
200
aac
Asn

t99
Trp

gt 0
Val

act
Thr

gt 0
Val
280

99C
G

aac

Asn

cac
H s

ccg
Pr 0

gaa
G u
360

909
Al a

tcg
Ser

gac

PF58307. t Xt

gcc
Al a
105
cac

H s

gt 0
Val

265

99C

99C
G

ttc
Phe

9C9
Al a

tcg
Ser
345
cac
H S

ccg
Pr 0

cgt

9t 9
Val

90

ago
Ser

gcc
At a

909
Al a

cac

t99
Trp

atc
He

ct g
Leu

939
uHrsG

aaa

Lys
170

tgg
Trp

099
Ar g

ate at
He

t cc
Ser

ct C
Leu
250

Seite 69

155
ata
He

tgg
Trp

235

315

Phe

ttc
Phe

ct c
Leu

9t 9
Val

t ac

Tyr
395

939
G u

ccg
Pro

ggt
G y

9t9
Val
140

Val

Phe

C99

380

at g
Mat

cag

989
G u

cac
H: s
285
tcc
Ser

cac

H: s

gag
G u

acg
Thr

cct
Pr 0
365
aaa

Lys

989
G u

ttC at
Phe

313 of1119

acc

Val

95

gt C
Val

at g
IVet

at”y

t ac

Tyr

ct 0
Leu
175
cat

Ctt

t ac

Tyr

ct 0
Leu

9t 9
Val

agc
Ser
160
t ac

Tyr

aac

939
uLeu G

99C

ct 0
Leu

ttc
Phe
255
tct
Ser

ct g
Leu

gcc
AI a

cac

H s

9C9
AI a
335
H C

p Phe

at g
Mat

ttt
Phe

ct 0
Leu

gct
AIaG
415

aag
Lys

ttc
Phe
240
ct a
Leu

gcc
A1 a

cag
G n

ttc
Phe

ct g
Leu
320

gcc
A1 a

atg

cca
Pro

989
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

Mat Al a Leu Asp
1

ASP

lle

Gn

Pro
65

Lys

145
Val

Gy

Leu

210

Pr 0

Val

Leu

Ser
290
Ala

th

Tyr

Tyr

Phe
370
Asn

Thr

<210> 57
<211> 4O
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Val

Lys
35
H s

Arg

Leu

G u

Ser
115
Leu

1
PRT
Aflificim

Leu
20

Tyr

Leu

Pro

l l e

180
Ala

Leu

Ser

Thr

H! s
260

Arg

Trp

Pro

th
340
Asn

Phe

Leu

Lys

Vari ant

(2)--(2)
xaa in position 2 is any am'no acid

Asn
5

Tyr

Tyr

Lys

Al a

Lys
85

G y

Leu

lle

Pro
165

Thr

Val

I I e

245
Al a

Tr p

G n

Ile

325
Asn

Tyr

Val

Lys

Asn
405

Val

ASP

Leu

Leu

Pro
70
Leu

Leu

1 l e

Leu

150

Tr p

Mat

Pro

Al a

230
Ser

Mat

lle

Phe
310

Val

G n

G n

Tyr
390
Leu

Arg Pro

()3 Thr

Gy Ser
40

Pro Arg
55
Pro Gn

Ser Arg

Phe Asn

Leu Met
120

Trp Pro
135

y Trp Trp

Leu Asp

Ser Al a

G n Lys
200

Phe Asn

Arg Trp

Leu Val

Arg Thr

Val Val
280

Leu G y
295
He Asn

G u Hs

Thr Pro

Val Gu
360

Leu Al a
375

Asp Ser

Gy Asp

sequence

PF58307. t Xt

lle

185

345

Pro

Val

Ala Ile

Ala Leu

HISG

Lys
170

Tr p Tr p

ArgHs

Ile lle

Ser Leu
235

Leu Tyr
250

Arg Tyr

Val l l e

Val Leu

Al a Leu
315

HIS Phe
330

Trp Phe

HI 3 Leu

Arg Val

Pro Tyr
395

Ala Gu
410

Seite 7O

Asn

H s

Thr

Tyr
60
Asn

AI a

Pro

Val
140

220
G n

Tr p

Thr

Phe
300
Asn

Val

Val

Phe

380
Mat

Phe

314 of1119

Gu

Pro

HI 3
285
Ser

HiS

Thr

Pr 0
365

Lys

[[9

Val

Thr

Leu

Ser

Val

175

Leu

Leu

Phe
255
Ser

Leu

Al a

Hi 3

AI a
335
Phe

Met

Phe

Leu

Ala
415

Ile

Ser

Gn

Leu

Gn
80
A] a

Leu

Val

Ser
160

Tyr

Asn

Lys

Phe
240
Leu

Al 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 pcsiti

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 pcsiti

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 pcsiti

Variant

(93)..(94)
xaa in posiH

on 5 is any anino acid

on 8 is any anino acid

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

PF58307.tXt

10 is any anino

12

17

27

33

4O

46

48

5O

54

58

7O

79

91

93

is

to

to

t0

to

is

iS

to

t0

t0

t0

to

is

to

any

261

29 i

371

44‘:

any

any

511

561

69 i

771

89 i

any

anino

3 any

s any

3 any

3 any

anino

anino

s any

3 any

3 any

s any

3 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
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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 positi

Variant

(131).V(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 positi

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 positi

Variant

(174)_.(176)
xaa in posiH

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 any anino

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino

anino acid

anino acid

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino
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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 positi

Variant

(200).V(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 positi

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 positi

Variant

(248)_.(258)
xaa in posiH

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

178

182

187

189

195

198

200

202

206

223

227

231

234

238

241

243

248

PF58307.tXt

to 180 is any anino acid

is

is

to

iS

is

iS

is

t0

t0

to

is

t0

to

is

t0

to

any

any

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 acid

no acid

no acid

no acid

no acid

any anino acid

any anino acid

any anino acid

no acid

any anino acid

any anino acid

no acid

any anino acid

any anino 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
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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

Fls

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 positi

Variant

(395).V(396)
xaa in posiH

Variant

(399)..(400)
xaa in posiH

57

G y Val xaa
5

xaa xaa xaa
2O

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

Fls

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

(3y Fhs xaa

xaa xaa xaa
165

xaa xaa Fis
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 359

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 Fls xaa
40

xaa xaa xaa
55

xaa xaa
7O

xaa

xaa

xaa xaa

Awg xaa xaa

xaa xaa xaa
120

xaa xaa

Ser
150
xaa

xaa
135
xaa Thr

xaa

xaa Lys Fis

xaa Thr xaa
200

xaa xaa xaa
215

Phe xaa
230
Leu

Pro

Fls xaa

xaa xaa xaa

PF58307.tXt

is any anino

is any anino

is any anino

anino acid

is any anino

is any anino

is any anino

is any anino

Thr xaa
1O

xaa xaa
25

xaa

xaa

xaa xaa

xaa xaa

xaa xaa xaa
75

xaa xaa
90

xaa xaa
105
xaa xaa xaa

xaa Arg

Phe xaa

xaa

xaa

xaa
60

xaa

Phe

xaa

xaa

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

Fis

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 xaa

250
xaa xaa
265
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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

Fns

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 Val 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

Fis
310
Ala

Trp

xaa

xaa

xaa
390

xaa

xaa
295
Leu

xaa

xaa

xaa

xaa
375
xaa

fiwtificiai 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

th

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 V2!

or no

or no

anino

anino

or Arg

or 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

s any anino acid

Leu or vm

anino acid

or G y

anino acid

or G y

5 any anino acid

anino acid

or Ser

anino acid

or Ser

or Thr

or G n

or Awg
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PF58307.tXt

<223> xaa in position 53 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (54)..(54)
<223> xaa in position 54 is Ciu or Awg
<220>
<221> Variant

<222> (57)..(57)
<223> xaa in position 57 is Net or Val

<400> 58

Gy Trp xaa xaa Hs Giu xaa Gy Hs xaa Ser xaa Thr Gly xaa He
1 5 10 15

xaa Trp xaa Asp xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Ciy xaa (Hy xaa
20 25 30

xaa xaa Ser xaa xaa xaa Trp xaa xaa xaa Fls xaa Lys Ffis Ffis Ala
35 4O 45

xaa Pro xaa xaa xaa xaa Fts Asp xaa Asp Leu
50 55

<210> 59
<211> 50
(212) PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Asn or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (4). (4)
<223> xaa in position 4 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (7)..(8)
<223> xaa in position 7 to 8 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (11)..(12)
<223> xaa in position 11 to 12 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (14)_.(14)
<223> xaa in position 14 is Ile or Val
<220>
<221> Variant

<222> (15)..(15)
<223> xaa in position 15 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (21) .(21)
<223> xaa in position 21 is Ser or Thr
<220>
<221> Variant

<222> (22)..(22)
<223> xaa in position 22 is any anino acid
<220>
<221> Variant
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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 Awg
<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 Ciy 0r 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 vm
<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 th 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> Awtificiai 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 vm
<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 Awg
<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 Cty Vai 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> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is any anino acid
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xaa Fis
15

xaa xaa

xaa xaa

Gy Gy
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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 posrh

Variant

(11)..(11)
xaa in posiH

Variant

(12)..(12)
xaa in positi

Variant

(13)..(13)
xaa in posiH

Variant

(14)..(14)
xaa in positi

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 positi

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 positi

Variant

(35)--(35)
xaa in posiH

PF58307.tXt

on 4 is Ala or Leu

on 8 to 10 is any anino acid

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

11

12

13

14

15

16

17

19

2D

25

28

31

32

33

35

is

is

is

is

iS

is

to

is

t0

t0

to

is

is

is

iS

Ala,

Ala

G u

Ala,

23 i

261

29 i

any

Phe

any

Ala

lle or vm

0r val

0r Awg

Lys or Awg

Asn or val

or Awg

'3 any anino acid

(]y or Ser

s any anino acid

3 any or no anino acid

3 any or no anino acid

anino acid

Trp or Tyr

anino acid

(3y 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 positi

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 positi

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 positi

Variant

(60)--(60)
xaa in posiH

on

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

on

on

on

Or]

on

38'

39'

40'

42'

43'

45'

47'

48'

49'

52'

53'

54

56'

57'

58'

59'

60'

Ser

any

lie

Ala,

any

any

Phe

Phe

Pro

Leu

Lys

any

Lys

PF58307.tXt

or Thr

or Ser

anino acid

or ya!

G y or Leu

anino acid

anino acid

or Leu

or Tyr

0r Val

or Ser

‘3 any anino acid

or th

0r Arg

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
Pwtificiai

Variant

(2-) -(5)
xaa in positi

Variant

(13-) -(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)- -1( 4)
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 posiH

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

Leu 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 Val

any anino acid

Asn or Pro

any anino acid

17 is Asp or G u

any anino acid

Ala or Leu

no anino acid
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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 Clu 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, Nht 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 lie 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 Glu or Gln
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is Ala or Thr
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PF58307.txt
<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 Fns 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> CEtreococcus tauH

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(903)

<400> 64

atg tct gct tct gga gct ttg ttg cct gct att gct ttc gct gct tac
th Ser Ala Ser Ciy Ala Leu Leu Pro Ala lle Ala Phe Ala Ala Tyr
1 5 10 15
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399

cct
Pr 0

Phe

130

Val

acc

aga
Arg
210

gt g
Val

cct
Pro

gt g
Val

gga
G y

t Ct
Ser
290

<210> 65
<211> 30
<212>
<213>

<400> 65
Met
1
Ala

Ser

Tyr

gct
Al a

aac
Asn
35

gca
Al a

ttg
Leu

t ac

Tyr

gct
Al a

cot
Pro
115
cat
H S

gct
Al a

get
Al a

aac

Asn

cac
H s
195

tgc
Q/s

atc
He

gt t
Val

ct 0
Leu

gat
ASP
275

gt g
Val

0
PET
Oat r eococcus t aurl

acc

at g
Met

aac

Asn

aga
Arg G
100

tgg
Trp

tac

Tyr

399
Ar g

ttg
Leu

gat
Asp
180
etc
He

cct
Pro

gt g
Val

act
Thr

ttC
Phe G
260

gga
G y

aga
Ar g

t ac

Tyr

gat

gct
AI a

get
Al a

get
AI a
85

gag
u

agc
Ser

aac
Asn

aaa

Lys

Leu
165

tgc at

gt g
Val

tgg
Trp

ttc
Phe

Leu
245

993

got
Al a

aga

gct
AI a

get
AI a

aag

230

Pro

aac
Asn

tct
Ser

acc
Thr

tat

Tyr

aga
ArgG

acc
Thr
55

399
ArgG

caa

G n

tCt
Ser

agg
Ar g

aag
Lys
135
acc
Thr

tgg
Trp

gat
ASP

tac

Tyr

aga
Arg
215
cat
H s

tgg
Trp

ttc
Phe

tCt
Ser

agg
Ar 9
295

Ala Ser Gy Ala Leu
5

Ala Thr
20

He Asp Asn Val
35

Leu Pro Ala He

Tyr Ala Tyr

Asp Ala Arg

Ala Thr Thr

gct
Al a

939
u

40

at g
Mat

939
u

acc
Thr

gga
G y

aag
Lys
120
t ac

Tyr

aag
Lys

gct
Al a

get
Al a

too
Ser
200
tat

Tyr

gct
Al a

gca
Al a

t ac

Tyr

gt t
Val
280
tcc
Ser

Leu

Ala

Gu
40
Met

PF58307. t Xt
ttc
Phe
25

tgg
Trp

tac

Tyr

gct
Al a

get
Al a

ttg
Leu G
105
tcc
Ser

ct c
Leu

cag
G n

tgg
Trp

tat

Tyr
185
tac

Tyr

etc
He

gt t
Val

caa
G n

Ct C
Leu
265

aag
Lys

399
Ar 9

Pr 0

Phe
25

Tr p

Tyr

gag
G u

att
lle G

ct c
Leu

ttt
Phe

ttc
Phe
90

gga

ttC
Phe

gag
G u

ct c
Leu

tgg
Trp
170
HO
Phe G

t ac

Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

at g

250

aag
Lys

cct
Pro

aag a
Lys

Ala
10

He

Leu

Seite 86

tgg
Trp

aac

caa

G n

aag
Lys

Leu

tct
Ser
155
Ctt
Leu

gga

ct 0
Leu

cag
G n

gt g
Val
235

Phe

lle

Trp

tct
Ser

got
AI a

”C
Phe
60
cct
Pro

gt t
Val

cct
Pro

220

Val

gag
G u

gat

300

Al a

Ser

cat
HI 3

ttg
Leu
45

tgc
Cys

285

Phe

HI 5

Gy Ala Leu

Leu Phe

330 of1119

45

got
AI a
30
tct
Ser

ctt
Leu

gga
G y

gt g
Val

tgg
Trp G
110

ttg
Leu

act
Thr

aac

270
act
Thr

Ala

aac

Asn

ttg
Leu

gt g
Val

ttc
Phe

Ala
15

993

gga

Val

Phe

t ac

Tyr
160

at 9
Met

tct
Ser

gga
G

caa

G n

cac
HI 3
240

at g

tct
Ser

gca
Al a

Tyr

Ala Asn Gy
30
Ser

Leu

Leu

Val

Arg

Gy

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

903
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50

Pro Awg
65
Leu Ala

th Phe

Thr th

Trp Leu
130

th Val
145
PIS Fis

Ala Thr

Phe lle

lle Awg
210

Phe Val

Cys Pro

Leu val

Avg (3y

Pro Ser
290

<210> 66
<211> 83

Leu

275
vm

4
<212> DNA

<213> Pavlova sp

<220>
<221> CDS

<222> (1). . (834)

<400> 66

atg atg
th th
1

ago ttc
Ser Phe G

tgg act
Trp Thr

ttt ggg
Phe Ciy

aag gac
Lys Asp
65

tgg tgc
Trp Cys

ctc atc
Leu lle

ttc gtc
Phe Val

acc cta
Thr Leu

ttg
Leu

cag
n

ac

115

tgg
Trp

th

Asn

100

Phe
260

pGy

Arg

gcc
Ala

cag
G n
20

Ctg
Leu

aca
Thr

atg
th

gtg
vm

aat
Asn
100

g tgg
Trp

atg
th

Ala

Ala
85

Ser

Asn

Lys

Leu
165

vm

Trp

Phe

Leu
245

Ala

Arg

gca
Ala
5

gac
Asp

Lys
70

Tyr

lle

Asn

Lys
_.L 01 O
lle

lle

th

Lys

Ala
230
Pro

Asn

Ser

Thr

:9.mg CD”‘<O
CCC at
Pro

aag
Lys

ttc
Phe

gcc
Ala
85

aag
Lys

gtg
vm

gtg
vm

tac

Tyr

act
Thr
70
ttt
Phe

gtg
Val

cac
H s

ctg
Leu

tat

Tyr

gac

gtg
Val

ttc

200

vm
280
Ser

ctt
Leu

aac
Asn

atg

40

gag
uPhe G

55
tac

Tyr

ctc
Leu

gac

tac

Tyr

cgc

aat
Asn

ctg

PF58307.tXt

Ala Phe Asp

Ala

Leu
105
Ser

Leu

G n

Trp

Tyr
185

Tyr

lle

Va

G n

Leu
265

Lys

cta
Leu

000
Pro
25
tct
Ser

aac
Asn A

ctc
Leu

gag
uLeu G

Ctt
Leu G

aac
Asn
120

aag
LyS

ggg

105
aac
Asn

aag
Lys

Phe
90

Gy

Phe

GIJ

Leu

Trp
170
Phe

Tyr

Thr

Phe

th
250

Lys

Pro

Lys

gtg
vm
10
aac
Asn G

gtg
vm

ng
rg

taC

Tyr

gtg
vm
90
ccc
Pro

aag
Lys

acg
Thr

75
Asn

G n

Lys

Leu

Ser
155
Leu

Gy

Leu

G n

vm
235
Phe

Ala

Ala

lle

ctc
Leu

ggg

gtc
vm

aag
Lys

cag
Gr1
75

099

aac
Asn

tac

Tyr

cag
G n

60
Pro

Val

Pro

lle

Leu
140
Phe

Val

220

tcg
Ser

gcc
Ala

tat

Tyr

ccc
Pro
60

205

Ser

Thr
285

gcc
Ala

270

ago

gtg atc atc
Val

cgt

tcc
Ser

gtg
Va

cag
G n

Seite 87
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gag
GIJ
125

gtc
vm

HFOAEmQ@o<D”—4aaoccuocam<<3
Ser

175

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

cgc
Arg
15
acc
Thr

ggt
G y

g ggg
Gy

aac
Asn

atg
th
95
etc
Leu

ctc
Leu

ttc
Phe

Nht
80

Ser

vm

Phe

Tyr
160
th

Ser

G n

Fts
240
th

Ser

Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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909
Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
th
1
Ser

Trp

Phe

Lys
65

Trp

Leu

Phe

Thr

PIS
145

Lys

lle

Trp

Phe

Tyr
225
Leu

Lys

130

vm

tca
Ser

tgc
cys
210

ccg
Pro

gtg
Va

gcc
Ala

gtc
Va

th

Phe

Thr

Gy
50

ASP

cys

lle

Va

Leu
130
Val

Leu

lle

Ser

210
Pro

Va

Ala

67
277
PRT

Pavlova Sp

67

tat cat

Tyr His

ggc aat
(3y Asn G

cac gtg
H 3 Val

180

tgc ccc
Cys Pro T

atc tgc

tgg cga
Trp Arg

ctc ttc
Leu Phe

aag gag
Lys GIJ

260

aag gcg
Lys Ala G
275

Leu Ala

G n G n
20

(]y Leu
35
Leu Thr

Tyr th

Val Val

(Hy Asn
100

Thr Trp

Trp th

Tyr His

(3 y Asn

H 3 Val
180

cys Pro

Trp Arg

Leu Phe

Lys G u

cac

165

aca

245

909
Ala

gag
u

Ala

Pro

Lys

Phe

Ala
85

Lys

vm

vm

FiS

165
th

Trp

Leu

lle

Thr
245
Ala

gtg
vm
150

ggt
G

atg
th

aag
Lys

gcc
Ala

tgc

230

cgc

aaa

Lys

taa

lle

lle

Tyr

Thr
70
Phe

Val

Leu

Val
150

135
ctt
Leu

gac

tat

Tyr

cgc

cac
PIS
215

Leu

ttc
Phe

aag
Lys

Tyr

Val

Phe

Lys

ctg
Leu

gca
Ala

tcc
Ser

tac

Tyr
200
tcc
Ser

gtg
vm

tac

Tyr

ctc
Leu

Leu

Asn

th
40

Asn

Leu

Leu

Asn
120

Lys

Leu

Ala

Ser

Tyr
200
Ser

vm

Tyr

Leu

PF58307.tXt

atg
th

tat

Tyr

tac

Tyr
185
etc
Leu

aca
Thr

gag
GlJ

cgc
PWQ

gca
Ala
265

Leu

Pro
25
Ser

Asn

Leu

105

tgg
Trp

ttt
Phe G
170
tac

Tyr

acg
Thr

tgg
Trp

gtg
vm

cag
G|1
250

cag
Gi1

vm
10
Asn

vm

Arg

vm
90

y Pro

Lys

Thr

Trp

Phe
170

Tyr

Thr

Trp

vm

G|1
250
G|1

Seite 88

gcc
Ala
155

ggc
Y

acc
Thr

cag
G n

909
Ala

tgg
Trp
235

gcc
Ala

gag
GlJ

Leu

vm

155

Thr

G n

Ala

Trp
235
Ala

G u

140

tgg
Trp

ggt
G y

atg
th

gca
2 m

gca
Ala
220

gtg
Val

tat

Tyr

gca
Ala

Ser

Ala

Tyr

Pro
60
val

Ser

val

G n
140

Trp

th

Ala

Ala
220
Va

Tyr

Ala

3320f1119

ttc
Phe

ctc
Leu

909
Ala

cag
G n
205

gta
vm

atg
th

gcc
Ala

tca
Ser

Ala

Tyr

Leu
45
th

lle

Ala

Phe

125
vm

Phe

Leu

Ala

G n
205
Va

th

Ala

Ser

gtt
vm

atg
th

ctc
Leu
190
etc
Leu

acg
Thr

gtg
val

aag
Lys G

cag
G n
270

Ala

Ser
30
Ser

Thr

lle

110
Leu

Ser

Va

th

Leu
190
Leu

Thr

Val

Lys

G n

gtc
vm

aac

Asn
175

ctg
Leu

gtg
vm

ggt
G

tcc
Ser

gag
u

255

gcc
Ala

vm

Ser

GlJ
255
Ala

gtc
vm
160

tcg
Ser

$93

cag
G n

gcc
Ala

atg

240

909
Ala

aag
Lys

Ala

th
240
Ala

Lys

480

528

576

624

672

720

768

816

834
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Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

Va

<220>
<221>
<222>

<400>

225

999
G

tgc
CV3

tac

Tyr

ttc
Phe

68
1077
DWA
Thalassiosira

260

Lys Ala GlJ
275

cos

(1)..(1o77)

68

tea tea ccg
Ser

acc
Thr

900
Ala
35
too
Ser

cog
Pro

atg
th

9t9
vm

aat
Asn
115

ttg
Leu

tat

Tyr

gac
ASP

gca
Ala

9919
G y
195

gcc
Ala

caa

G n

acg
Thr

cag
G n

939
G u
275

Ser

acc
Thr
20
ttc
Phe

tac

Tyr

tca
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
100

aga
Arg

cat
His

ttg
Leu

cag
G11

t99
Trp
180

gca
Ala

Ctt
Leu

gct
Ala

ggt
G y

cct
Pro
260

atg
th

Pro
5

gcc
Ala

cca

Pro

aaa

Lys

cta
Leu

tca
Ser
85
etc
Leu

gac
ASP

agt
Ser

939
GlJ

gtc
vm
165

t99
Trp

ctc
Leu

gcc
Ala

caa

G11

tat

Tyr
245

agt
Ser

gtt
vm

pseudonana

ccg tca caa
Pro

900

gcc

tta
Leu

agt
Ser

Ser

ctc
Leu

gcc
Ala

coa
Pro
55
tac

Tyr

cta
Leu

999
G

cog
Pro

agc
Ser
135
ttt
Phe

tt
Leu

Gr1

ctc
Leu

acc
Thr
40
etc
Leu G

vw

acg
Thr

t99
Trp

ttt
Phe
120

tcg
Ser

gat

ctc
Leu

ctc
Leu

tcc
Ser
200

aag

acg

ttt
Phe
280

PF58307.tXt
265

tcc
Ser

ctc
Leu
25

gcc
Ala

99t

acg
Thr

gaa
GlJ

acg
Thr
105
att
lle

acg

Phe

265

vm

aaa

Lys
10
etc
Leu

aca
Thr

010
Leu

gac
ASP

tca
Ser
90

9t9
vm

gga
G y

909
Ala

tat

Tyr

atc
lle
170
ttc
Phe

atc
lle

agt
Ser

aca
Thr

cat
#13
250
tat

Tyr

ctc
Leu

aca
Thr

acc
Thr

ccc

Pro

acc
Thr

aac

agt

235

acg
Thr

ttc
Phe

ttt
Phe

aca
Thr

ctc
Leu

99C

gta
Val
60
tac

Tyr

9t9
Val

909
Ala

aga

tcc
Ser

Seite 89

333of1119

aca

Phe

lle

atc
lle
285

270

etc
Leu

aca

acc

gcc

acg

99a
G
190

atg
th

aaa

LyS

vm

gga
G y

99a

270
ttt
Phe

acc

175

gac att

tat

Tyr

cga
Arg

tat

Tyr

gcg
Ala
255

9t9
vm

tat

Tyr

acg

240

gat

cag
G n

aaa

Lys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864
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cga
Arg

aat
Asn
305
ata
lle

gga
G y

cgt
Arg

tcc
Ser
290

gal
ASP

tog
Ser

aag
Lys

gtt
Va

tat

Tyr

gat
ASP

gag
G u

ttg
Leu

act
Thr
355

tcg
Ser

999
G V

ggt
Gy

gtg
vm
340

ggt
G Y

aag
Lys

aat
Asn

9C9
Ala
325

gct
Ala

gcc
Ala

aag
Lys

aat

aac

Asn
295

gag
uAsn G

310

aag
Lys

ac
Thr

atg

gag
G u

9 9C9
Ala

tag

Lys

PF58307.tXt

aag tca gga gga
Ser

caa

G n

gtg
Va

aag
Lys
345

Gy

tgt
Cys

ggg
G
330

gct
Ala

Gy

cac
PIS
315
cat

y PIS

gta
vm

aag
Lys
300

aag
Lys

gca
Ala

aag
Lys

gal

gct
Ala

9C9
Ala

agg
Arg

agc
Ser

atg
th

aag
Lys

aag
Lys G
350

aag
Lys

aag
Lys

gat

335

gga

aag
Lys

gat

320

got
p Ala

act
Thr

912

960

1008

1056

1077

<210>
<211> 358
<212> PRT
<213> Thalassiosira

69

pseudonana

<400> 69

Nat Cys Ser Ser
1

Arg

Fls

Nat

Ser
65

Tyr

Ala

Va

145

Tyr

Phe

Fis
50
Lou

ASP

G n

hat

Ala
130

Lys

net

Trp

Phe

Tyr
210
Thr

Cys

Thr

Phe

Ser
290

Ser

Lys

Va

Thr

Ala
35
Ser

Pro

th

355

Thr
20
Phe

Tyr

Ser

Lys

Leu
100

Arg

Ffis

Leu

G n

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

Val

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

Leu

Gy

Pro

Ser
135
Phe

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
Not

Tyr

Ser

val

Phe
155

Tyr

Ser

his

Ser
235
Thr

Phe

Phe

Gy

PIS
315
his

vm

Thr

Leu

Val
60

Tyr

Va

Ala

Trp
140
N91

PIS

Pro

Val

Pro
220
val

Lys

cys

Ser

Lys
300

Lys

Ala

Lys

334of1119

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

Fns

Leu

190

Leu
15

Trp

Ala

Leu

255
vm

240

320
Ala

Thr
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<210> 70
<211> 90
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 70

ago gcc tccatg
th
1

gcg
Ala

ccg
Pr 0

acc

145

Phe
225

t gc

ct c
Leu

cgc

000
Pro

Ser

t ac

Tyr

gac
ASP

ccg
Pro
50

agg
Arg

909
Ala

ttc
Phe

3
DNA
Oat r eococcus t aur 1

cos

(1)..(903)

Ala

gcg
Ala

aac
As n
35

gcg at
Ala

ttg
Leu

t ac

Tyr

909
Ala

ccg
Pr 0
115
cac
Fis

909
Ala

gcc
Ala

g aac
Asn

cac
H s
195

tgc
Oys

att
lle

gt 0
Val

ct c
Leu

gac
ASP
275

th
Val

Ser

acg
Thr
20

gt 0
Val

Asn

cga
Arg
100

tgg
Trp

t ac

Tyr

cgc
Ar g

ct g
Leu

gat

180
atc
lle

ccg
Pro T

gt 0
Val

acc
Thr

ttC
Phe G
260

ggC

cga
Arg

'10<l-F(Q”'01(Q3?»Q'mQco

COCO(D(D(009301202020 CCQGHQNCONCO'OO

aag

gcg
Al a
230
cct
Pr 0

aac
Asn

agt
Ser

acg
Thr

ct g
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

295

ct g
Leu

gcc
Al a

gag
G u
40

at g

gag
G u

acg
Thr

ggg
G

aaa

Lys
120
tat

Tyr

aag
Lys

909
Al a

gcc
Al a

tcg
Ser
200

PF58307. tXt

ccc
Pr 0

ttt
Phe
25

tgg a
Trp

tac

Tyr

gcg
Al a

gcg
Al a

ctg
Leu G
105

tcg
Ser

Leu

cag
G n

tgg
TrpT

tac

Tyr
185
tat

Tyr

tac at

Tyr

gcc
Al a

gcg
Al a

t ac

Tyr

Qt g
Val
280
tct
Ser

gt g
Val

caa

G n

Ct C
Leu
265
aaa

Lys

cga
Ar g

gcg at 0
Ala
10

gag

Phe

170

Phe

t at

Tyr

acc
Thr

ttC
Phe

at g

250

aag
Lys

cca
Pro

aaa

Lys

Seite 91

ago

155

Leu

990

ct 0
Leu

cag
G n

gt 9
Val
235
ttc
Phe

909
Al a

gcc
Al a

att
lle

gcg
Al a

Phe

Val

909
Al a

at g
Met

gct
Al a
220

ct g
Leu

gt 0
Val

t ac

Tyr

gag
G u

gac
ASP
300

335 of1119

tcc
Ser

cac
Hi 3

aag

acc

285
taa

gcc
Al a

gcg
Al a
30

tcg
Ser

ct g
Leu

ggg
G

gt g
Val

110

cag

acg
Thr

aac
As n
270

acg
Thr

aag

aac

Asn
255

aag
Lys

cgc
Arg

t ac

Tyr

990

agg
Ar 9

gga

at g
Met
80

ggg
G

t ca
Ser

gt 9
Val

ttc
Phe

tat

Tyr
160

at 9
Met

tcg
Ser

990
G

caa

G n

cac
H s
240

at g

t cg
Ser

909
Al a

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

903
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
th Se
1

Ala Ty

lle As

Leu Pr

Pro Aw
65
Leu N

met Ph

Thr Nb

Trp Le
13

th Va
145
Fls H

Ala Th

Phe H

lie Aw
21

Phe Va

Cys Pr

Leu va

Arg G

Pro Se
29

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

71
300
PRT
CBtreococcus taur

71

r Ala Ser Ciy Ala
5

r Ala Thr
20

p Asn Val
35

0 Ala lie

9 Leu th

a Tyr Asn

e Ala Arg

t Pro Trp
115

u Fis Tyr
0

l Ala Arg

3 Ala Leu

r Asn As

e PIS
195

g Cys Pro
0
l Ile Val

0 Val Thr

1 Leu Phe
260

yAspGy
275

r Val Arg
0

72
339
PRT
Pwtificial

Variant

(3)..(29)
xaa in position

Variant

(30)..(43)
xaa in position

Variant

(45)..(50)
xaa in position

Variant

(53)..(73)
xaa in position

Tyr

ASP

Ala

Ala

Ala
85
GlJ

Ser

Asn

Lys

Leu
165

Cys

vm

Ala

Ala

Thr

Lys
70

Tyr

lie

ASP

Asn

Lys
150
lie

lle

th

Lys

Ala
230
Pro

Asn

Ser

Thr

sequence

PF58307.tXt

Leu Pro

Ala Phe
25

G u Trp

th Tyr

G u Ala

(3y Leu
105

Lys Ser

Tyr Leu

Lys G n

Ala Trp

Ala Tyr
185

Ser Tyr
200

Tyr lle

Ala vw

Ala G n

Tyr Leu
265

Val Lys
280

Ser Avg

30 to 43 is any or

GIJ Leu

Leu Ser
155

Trp Leu

Tyr Leu

Thr G n

Phe Val
235

th Phe

Lys Ala

Pro Ala

Lyslle

Seite 92

Ala

Ser

Ala

Phe
60
Pro

Va

Pro

ile

Leu
140
Phe

Va

220

3 to 29 is any anino acid

45 to 50 is any anino acid

53 to 73 is any anino acid

3360f1119

Ser

Ffis

205

Ser

Thr
285

Ala

Ala
30
Ser

Leu

vm

Trp
110
Leu

Thr

H 3

FES

190
Ala

th

G11

Thr

Asn
270
Thr

no anino acid

Ala

175

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

Phe

Tyr
160
th

Ser

G n

Ffls
240
th

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 positi

Variant

(128).V(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 positi

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 positi

Variant

(159)..(159)
xaa in posiH

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 positi

Variant

(196).V(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 positi

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 positi

Variant

(284)_.(291)
xaa in posiH

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

t0

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

is any anino

is any or no

is any anino

is any anino

is any anino

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
PIS

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

PIS

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 position 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

G11

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

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

xaa
240
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
320
xaa
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PF58307.txt

<223> xaa in position 4 is Ala or (3y
<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 is any or no anino acid
<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 Arg or Ser
<220>
<221> Variant

<222> (34) . . (34)
<223> xaa in position 34 is lle or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (39)..(39)
<223> xaa in position 39 is Leu or th
<220>
<221> Variant

<222> (40) .(40)
<223> xaa in position 40 is Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (43). (43)
<223> xaa in position 43 is Cys, Thr or Vd
<220>
<221> Variant

<222> (44). (44)
<223> xaa in position 44 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (45)..(45)
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PF58307.tXt

<223> xaa in position 45 is Cys or Val

<400> 73

Tyr Phe Ciy xaa xaa xaa Asn Ser xaa lie Fls xaa Val xaa th Tyr
1 5 10

Ser Tyr Tyr xaa xaa xaa xaa Leu xaa xaa xaa Cys Pro T38 Lys Arg20 25

Tyr xaa Thr Gin Ala G n xaa xaa G n Phe xaa xaa xaa
35 4O 45

<210> 74
<211> 43
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Variant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Leu or vm
<220>
<221> Variant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is Cys or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is Asp or Asn
<220>
<221> Variant

<222> (9)..(10)
<223> xaa in position 9 to 10 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (13)..(14)
<223> xaa in position 13 to 14 is any or no anino acid
<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 Phe or Trp
<220>
<221> Variant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 is Ala or Leu
<220>
<221> Variant

<222> (23)..(23)
<223> xaa in position 23 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> (28)..(28)
<223> xaa in position 28 is Leu or Val
<220>
<221> Variant

<222> (33)..(33)
<223> xaa in position 33 is 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 lie 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 His
20 25 30

xaa Tyr Fis His xaa xaa xaa xaa Trp Ala Trp
35 4O

<210> 75
<211> 37
<212> PRT

<213> Artificial 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 (3y, 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). .(20)
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 X33 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, Cly or Ser

any anino acid

G u or (By

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
HsAmlysHko

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 (in (Hy

85

ggc ctc tcg tcg gcc
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
kpNaTm

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 val

anino acid

Leu or val

anino acid

or Val

lle or Leu

lle or Leu

xaa xaa Tyr
10

ccg ttc
Pro Phe
10

gcg atc
Ala

"m —l-F (DO

,_.. (Q
(DO

ccg38339 (DO

ctg
LeuSE —c

aag
Lys

aag
Lys
90

tgg
Trp

gaa
GlJ

(DO9;»Eco CCQ(DO
acg aac

Asn
105

Pro G y G

no anino acid

Asn xaa xaa Grixaa

ggc

gag
G u
60

cgc at
Arg

aag
Lys

agc
Ser
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CQQ
Arg

gac

g
Va

cac

tis
30
att
lle

tac

Tyr

ggc
G y

acg
Thr

ttt

15

tac

Asp Phe Tyr
110

gcg
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

305

gtg
Val

gcc
Al a

gcg
Ala

gtg
Val

aag
Lys G
385
aac
Asn

gtg
Val

acc
Thr

99C
G

cac

PIS

a atg

c cgc

130
ttc
Phe

gcc at c
Ala

acg
Thr

tgg
Trp

990

210

g aac
Asn

atg
th

acg
Thr

cac

H s

atc
He
290
ctc
Leu

gcg
Ala

aac

370

990

aac
Asn

gt c
Vat

tcg
Ser

99C
G
450

gag
G u

Val
195

at g
Mat

gag
G u

990
G

agc
Ser

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 o

909
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 g
Val
435
ct c
Leu

acg
Thr

at g
Met

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
Lys
245

cag

325

cac

Tyr

gt 0
Val

gag
G u

ct g
Leu
150

gcc
Al a

cac

H 3

Val

gag
G u

gag
G u
230

ct g
Leu

at g
Mat

cac a

Hs

gt c
Val

gac

310
atc
He

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

acg

295

gcc
Al a

at g
Met

cag
G n

tgc

990

375

ccg
Pro

gt g
Val

ctc
Leu

gt c
Val

att

gct
Al a
120

tgg
Trp

tgg
Trp

tcg
Ser

990

999
G y
200

cag
G n

aac
As n

gac

ct g
Leu

t ac

Tyr
280

cag
G n

gag
G u

aag
Lys

ggc

ggc
G
360

gt 0
Val

aag
Lys

gag
G u

gac

99C

440

gag
UIle G

atc
Ile

cag
G n

PF58307. t Xt

acg

gcg
Al a

gac

425

ct 0
Leu

aag
Lys

t gc
Cys

990
G y
170
cac

His

acg
Thr

gt 0
Val

ct g
Leu

gag
G u
250

ccg
Pro

ccc

Pro

gt 0
Val

099
Ar g

ct 0
Leu
330

tgg
Trp

gt g
Val

t ac

Tyr

at g
Mat

gag
G u
410

tgg
Trp

tgg
Trp

cac
H! s

gt c
Val

aag
Lys

9C9
AI a

acg
Thr
155

gt c
Val

ggc
G y

ct 0
Leu

ct 9
Leu

caa
G n
235

agc
Ser

tgg
Trp

”C at
Phe

ggt
G y

tac

Tyr
315

acg
Thr

cac
H 3

ct 0
Leu

gct
Al a

cac
HsG
395

gcg
Al a

gcc
Al a

ttc
Phe

ct g
Leu

gt t
Val

gag
G u

ttc
Phe
140

ct g
Leu

ttt
Phe

gcc
Al a

gac
ASP

99C
G y
220

aag
Lys

gcc

tgg
Trp

ttc
Phe
460

cag
G n

Seite 101

345 of1119

cgc
g

125

ct g
Leu

gac

gcc
AI a

ttt
Phe

at g
Mat
205
cac

HI S

gt g
Val

ccg
Pr 0

cag
G n

ttt
Phe G
285

gt g
Val

agc
Ser

ct 0
Leu

ct 0
Leu

acc
Thr
365

aag
Lys

gt g
Val

aag
Lys

gt c
Val

aat
Asn
445
ccc

Pro G

tcc
Ser

990

ct g
Leu

ccc

Pr 0

gcc
Al a

gcc
Al a
190
atc
Ile G

cat
Hi 3

age
Ser

gac

aag
Lys
270

990

ct c
Leu

cca

Pr 0

t ac

Tyr

aag
Lys
350

at g
Mat

gac

acg
Thr

tCt
Ser

cag
G n
430
cac
Hi S

999

acc
Thr

aag
Lys

ct c
Leu

tcg
Ser

ttt
Phe
175

cag
G n

990

ccg
Pro

99C
G

gt 0
Val
255

cgc
Ar g

ttc
Phe

cgc
Ar g

atg

at g
Mat
335

ct g
Leu P

ttC a
Phe

gcg
AI a

ccc
Pro

99C

415

tgc

ttt
Phe

ct c
Leu

tgc

gcc
A1 a

gt c
Val

ttc
Phe
160

gt g
Val

tcg
Ser

gcc
A] a

t ac

Tyr

aag
Lys
240
t t t
Phe

aag

Val

400

gcc
A1 a

cag
G n

tcc
Ser

agc
Ser

gcc
Al 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

€58

<210>
<211>
<212>

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

78
519
PRT

(Q
QCQ

”(Q‘<O$2”.

01—!” _.|.'!(.Q UTCCQ

gtc
Val

CtC
Leu G
500

oag
G n

470
tac

Tyr

cac

PIS

gct
Ala

cag
G n

ctc
Leu

gcc
Ala

<213> Traustochytriun1sp.

<400>
th
1
PIS

225

Thr

305
Val

Ala

Ala

Val

Lys
385
Asn

Thr
78

vm Gy

Asn Lys Pro

Val

130
Phe

Ala

Thr

Trp

210
Asn

Not

Thr

PIS

lle
290
Leu

Ala

Leu

lle

Asn
370

Asn

Thr
35
Ala

vm

355
his

Thr

Thr

20

Lys

Gy

Ser

Phe

340
Fns

lle

Not

Arg

Tyr
5

Asp

Phe

Lys

Ser

Ala
165
G11

Lys

Trp

Lys
245
th

G11

Val

lle

Trp
325

Tyr

Phe

lle

Ala

Lys

ASP

Asp

Ala

G u

Ala
70

yGy

Ser

Val

150

Thr

Pro
390
G u

GlJ

Ala

Ser

Ala
55
Val

Ala

Tyr

Val

135

295

cac
PIS

cgt

tga

520

Trp

vw
40
Thr

Leu

Asn

Ala
120

Trp

Trp

Ser

Y
200

PF58307.tXt

gag
G u

cag
G n
505

Ala

Pro
345
G u

Ser

Thr

Ala

475

oct tog
Pro Ser
490

etc ggc
Leu Ciy

Pro Phe
10
Ala lle

Pro (3y

Leu Tyr

Lys Tyr
75

Lys G u
90

Trp Asn

Leu Lys

Lys Ala

Cys Thr
155

(fly vm

Thr Leu

Val Leu

Leu G n
235

GIJ Ser

Pro Trp

Pro Phe

Val (3y

Arg Tyr
315

Leu Thr
330

Trp his

Val Leu

Tyr Ala

th Fls
395

(Eu Ala

ctc
Leu

aat
Asn

Ser

Phe
140
Leu

Phe

lle

Val
300
Ala

Val

Gy

Ala

Ser
380

Gy

Ser

Seite 102

3460f1119

tgg
Trp

gag

acc
Thr

gag
UG u G

lle

Arg

Arg
125
Leu

Ala

Phe

Not
205
Fns

Val

Pro

G n

Phe
285
Val

Ser

Leu

Leu

Thr
365

Lys

Val

Lys

510

Val

PIS
30

p lle

Tyr

Lys
350
th

ASP

Thr

Ser

909
Ala
495
aco
Thr

Arg
15
vm

lle

th
335
Leu

Phe

Ala

Pro

Gy

480
tac

Tyr

cac

Fns

Ala

Leu

Val

Leu
80
Ser

Arg

Ala

Val

Phe
160
Val

Ser

Ala

Lys
240
Phe

Trp

th

Lys

Tyr
320
Val

Phe

lle

Val

th
400
Ala

1488

1536

1560
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Val

Thr

G y

PIS
465
G u

Tr p

Gu

Lys

Ser

<210> 79
<211> 15
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 79

acg
Thr

aac
Asn

acg

990
G
210

60
DNA

Thr aust ochyt r 1

CD8

(1)..(1560)

gt c
Val

aag
Lys

acc
Thr
35

gca
AlaG

gt 0
Val

990
G y

tcg
Ser

cgc
Ar g
115

993
G

tgg
Trp

atc
Ile

tgc

gt 0
Val
195

at g
th

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

990
G

agc
Ser

ct g
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

Va!

He

Gn

Leu

Ala

um sp

9
Val

939
G u

Val

acc
Thr

ct g
Leu

aac
Asn

t ac

Tyr

gct
Al a
120

tgg
Trp

tgg
Trp

tcg
Ser

990
G

999
G
200

cag
G n

PF58307. t Xt

Asp
425
Ser

Hs

Asp

Gu

G n
505

atc
He

at 9
Mat

ct 9
Leu

aac
Asn
185

tgg
Trp

cac
H s

410

Trp Ala Ala

Trp Phe Trp

HI 3

Val

Pro
490
Leu

ccg
Pro
10

gcg at
Ala

ccg
Pro

ct g
Leu

aag
Lys

aag
Lys
90

gtgg
Trp

ct 0
Leu

aag
Lys

t gc
Cys

ggc
G y
170
cac

HISG

acg
Thr

gcc
At a

Leu

Val
475
Ser

Gy

gaa
G u

aac

Asn

aag
Lys G

909
Al a

acg
Thr
155

gt 0
Val

990
y

ct 0
Leu

ct 9
Leu

Phe
460
G n

Leu

Asn

ct 0
Leu
140

ct 9
Leu

ttt
Phe

gcc
Al a

gac
ASP

990
G y
220

Seite 103

347 of1119

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
HI 5

Gn
430
His

G v

Thr

Thr

510

gt (3
Val

cac
His
30
att
lle

t ac

Tyr

99C

acg
Thr

ttt
Phe
110

990
(31

ct 9
Leu

000
Pr 0

gcc

415

Phe

Leu

Al a
495
Thr

cgc

15

9t 9
Val

atc
lle

cat
H s

aag
Lys

ct C
Leu
95
tac

Tyr

aag
Lys

ct 0
Leu

tcg
Ser

ttt
Phe
175

cag
G n

ggC

ccg
Pro

G n

Ser

Ser

A1 a
480

Tyr

HIS

9C9
gAla

t ac

Tyr

ct g
Leu

9t 9
Val

ct g
Leu
80

tcg
Ser

399
Ar g

gcc
A1 a

gt 0
Val

t to
Phe
160

9t 9
Val

t cg
Ser

gcc
A1 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

099

305

th
vm

gcc
Ala

909 a
Ala

gtg
vm

aag
Lys G
385
aac
Asn

gtg
vm

acc
Thr

ggc

cac

aac

Asn

atg
th

acg
Thr

cac
Fls

atc
lle
290
etc
Leu

909
Ala

aac

370

990

aac
Asn

gtc
Va

tog
Ser

ggt
(By
450

gag
uFls G

465

gag
G u

tgg
Trp

gag
G u

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

<210> 80
<211> 51
<212>

<213> Thraustochytr

<400> 80
th
1

Thr

ctg at
Leu

gac
ASP

tac

Tyr

cgt
Arg
275
aac

Asn

ttc
Phe

cgt
Arg

ccg
Pro

909
Ala
355
cac
PIS

acg
Thr

acg
Thr

aag
Lys

909
Ala
435
etc
Leu

acg
Thr

990
(By

atg
th

tgg
Trp
515

9
PRT

acc
Thr

ccg
Pro
260
ttc
Phe

aag
Lys

cag a
G11

ttc
Phe

tgc

340
cac

Fns

gtc a
vm

atg
th

cgc
Arg

tca
Ser
420
aac

aac
Asn

tac

Tyr

gtc
vm

CtC

gag
GlJ

aag
Lys
245

cag

cac

ccg
Pro
485

gag
uLeu G

500

cag
G11

cgc
Arg

Val Gy Tyr
5

H s Asn Lys Pro Asp
20

gag ga
G u G
230

ctg go
Leu N

atg

cac att
H S lle

gtc acg
Val Thr

gac gcc

310

atc atg
lle th

atg cag
th G11

acg tgc
Thr cys

9383 $393 9
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

unlsp

Asp (3y

Asp Ala

aac

Asn

gac

ctg
Leu

tac

Tyr
280

cag
G n

gag
GIJ

aag
Lys

99C
G

99C

360
to

vm

aag
Lys

gag
GIJ

gac

990
G
440

gag
GlJ

cag
G n

cac
Fis G

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

909
Ala

ccg
Pro
345

gag
GlJ

tcg
Ser

250

ccg
Pro

ccc
Pro

gtc
vm

CQQ
Arg

ctc
Leu
330

tgg
Trp

gtg
vm

tac

Tyr

g atg
th

gag
GlJ
410

tgg
Trp

tgg
Trp

cac
Ffls

gtc
vm

cct
Pro
490
etc
Leu G

caa

G n
235

agc
Ser

tgg
Trp

ttc
Phe

ggt
(3y

tac

Tyr
315

acg
Thr

cac
PIS

ctc
Leu

gct
Ala

cac

PIS G
395

909
Ala

gcc
Ala

ttc
Phe T

ctg
Leu

gtt
vm
475

tcg
Ser

990

aag
Lys

gat
ASP

cac

PIS

atc
lle

th
vm
300

909
Ala

th
vm

99C
G

gca
Ala

tcc
Ser
380

990

too
Ser

gcc
Ala

tgg
VP

ttc
Phe
460

cag
G n

ctc
Leu

aat

th
vm

ccg
Pro

cag
G n

ttt
Phe G
285

th
vm

agc
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
365

aag
Lys

th
vm

aag
Lys

gtc
vm

aac

445
CCC
Pro G

tcc
Ser

tgg
Trp

gag
uAsn G

lle Pro Phe G u G n
10

Cys Ala lle Fls (By
25

Seite 104
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agc
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

ggg

acc
Thr

acc
Thr

gag
G u
510

vm

Fis
30

QQC

gtc
vm
255

cgc
Arg

ttc
Phe

cgc
Arg

atg
th

atg
th
335

ctg
Leu

aag
Lys
240
ttt
Phe

aag

ttC att
Phe

gcg
Ala

ccc

Pro

990
(Hy
415

tgc
Cys

ttt
Phe

ctc
Leu

tgc
Cys

gcg
Ala
495
aco
Thr

Arg
15
vm

400

gcc
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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Asp Va

13

Gy Ph

Gy Al

Gy Th

Arg Tr

21
Thr As
225

Lys M3

Ser Th

Tyr H

Thr ll
29

Arg Le
305
Val Al

Al a Le

AI a ll

Val As
37

Trp Ly

Gu Se

<210>
<211>
<212>
<213>

I Thr
35

a Ala

0

e Trp

a He

r Oys

p Val

0
n Leu

t Asp

r Tyr

s Arg

e Asn
0
u Phe

a Arg

u Pro

eAla

0

435

uThr

rGy

sMet

r Trp
515

81
1653
[NA

Lys

Thr

l I e

Thr

Pro
260
Phe

Lys

G n

Phe

340
HI 3

Val

Mat

Ar g

Ser
420
Asn

Asn

Val

Leu
500
G n

Phe

245

Val

I I e

Tr p
325

Tyr

Phe

I I e

Al a

Lys
405
Val

Tr p

H 3

Tyr

Pro
485

Arg

ThaI assi osl ra

Val

150

Val

ASP

1 l e

Mat

Thr

Pro
390

Pro

Ser

G n

H s
470

Tyr

H 3

AI a

Ser

Al a
55
Val

Ala

295

Val
40
Thr

Leu

Asn

Tyr

Al a
120

Trp

Trp

pseudonana

PF58307. t Xt
Hs

Val

Arg

Gu

Thr
105

Arg

lle

Mat

Pr 0
345

Pro Gy Gy

Leu Tyr G u
60

Lys Tyr Arg
75

Lys G u Lys
90

Trp Asn Ser

Leu Lys G u

Lys AI a Leu
140

Cys Thr Leu
155

Gy Val Phe

H! s G y Al a

Thr Leu Asp

AI a Leu G y

Leu G n Lys
235

G u Ser Asp

Pro Trp H 3

Pro Phe lle

Val Gy Val
300

Arg Tyr Al a
315

Leu Thr Val
330

Val Leu Al a

Tyr AI a Ser

Mat Hs Gy
395

410

Trp Ala Ala

Trp Phe Trp

Hrs Leu Phe
460

Val Val Gn
475

Pro Ser Leu
490

Leu Gy Asn

Selte105

349 of1119

ASP
45
Thr

lle

Arg

Arg
125
Leu

Al a

Phe

Mat
205
H 3

Val

Pr 0

G n

Phe
285
Val

Ser

Leu

Leu

Thr
365

Lys

Val

Lys

Val

Asn
445
Pro

Ser

Trp

lle

350

430

510

He

335

495

Leu

Val

Leu
80
Ser

Arg

Al a

Val

Phe
160
Val

Ser

AI a

Tyr

Lys
240
Phe

Tr p

Mat

Lys

Tyr
320
Val

Phe

l I e

Val

Mat
400
Al a

G n

Ser

Ser

Al a
480

Tyr

l-fis

CSI RO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009350 of 1119

<220>
<221>
<222>

<400> 81

at 9
Mat
1

tcg
Ser

ct 0
Leu

act
Thr

ct a
Leu
65
ct 0
Leu

t ac

Tyr

gga
G y

gat
ASP

gag
G u
145

gct
Ala

act
Thr

gga
G y

gga
G y

999
G y
225

cag
G n

gag
G u

gat
ASP

at g
Met

tac

Tyr
305

cag
G n

990
G y

aag
Lys

gcc
At a

ccc
Pr 0
50

gt 0
Val

atc
Ile

cat
PIS

gt 9
Val

tCt
Ser
130

gag
G u

ttg
Leu

acg
Thr

at 9
Mat

aat
Asn
210

tgg
Trp

cac

H s

gag
G u

cag
G n

cat
H s
290

get
A! a

gat

cos

(1)..(1653)

aac
AsnG

000
Pro

ggC
Y

cag
G n
20
cac
HI 3

acc
Thr

gac
Asp

ct 0
Leu

cgt
Arg G
100

gag
G u

ttt
Phe

cac
HI 3

000
Pro

gaa
G u

aac
Asn
5

cag
G n

aac
Asn

gac
ASP

att
Ile

gct
AI a
85

993

Val
325

ct 0
Leu

caa
G n

acg
Thr

cca
Pro

acc

Phe

230
cat
H s

gag
G u

cca

Pro

aca
Thr

ttt
Phe
310

900
Al a

cca
Pro

gca
Al a

get
Ala
215
att
He

cat
H s

399
Ar 9

gac
ASP

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

t ac

Tyr

ttc
Phe
200

cag
G n

ggt
G y

cca

Pr 0

999
GyG

gt 3
Val
280
tca
Ser

ttg
Leu

tcc gg
Ser

PF58307. t Xt

tcc
Ser

cat
H s
25
tca
Ser

tcc
Ser

909
Al 3

gac

tCt
Ser
105

C99

aag
Lys

993

UN
FD

ggt

185
etc
He

aac

Asn

900
Al a

tat

Tyr

gag
u

265
HO
Phe

tgg
Trp

at g
Met

a

Gy

acc
Thr
10

090
Arg

gca
AlaT

aac
Asn

t cc
Ser

gcc
A! a
90

gca
Al a

acc
Thr

tgg
rp

aac

090

etc att
Leu

gat
ASP

399
Ar g

t cg
Ser

tac

Tyr
170
att
He

ggc
G y

aag
Lys

agt
Ser

acg
Thr
250

gat
Asp

t cc
Ser

t at

Tyr

aca
Thr

cga
Ar 9
330

909
Al a
235
aat
Asn

gt t
Val

tcc
Ser

cat
H s

ctt
Leu
315
tta
Leu

gt 9
Val

gct
Al a

ttc
Phe

aaa

Lys
300

gcc
Al a

tat

Tyr

Seite 106

350 of1119

ct 0
Leu

tcc
Ser

gcc
A1 a
45
caa
G n

cca

Pro G

ct 9
Leu

aag
Lys

tac

125

gt 9
Val

t ac

Tyr

aaa

Lys

cat
HI 5

aag
Lys

aag
Lys
30

gt C
Val

His

999

ttt
Phe

ct 9
Leu
110

agt
Ser

gag
G u

tgg
Trp

aag
Lys

tat

Tyr
190
caa
G n

aag
Lys

tgg
Trp

gat

gaa
G u
270
ct 0
Leu

0

:m
a

,_..Q a
I<co9)

“SD
,_..

Phe

335

aga

caa

320

900
A1 a

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008
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aat gta
Asn Va

aag gtc
Lys val

gga gta
G y ya:

370

gga gag
G y G u
385

gtg agt
Val Ser

gag aag
G u Lys

gaa aag
G u Lys

aag aag
Lys Lys

450

gca gca
Ala Ala
465

ttc tgg
Phe Trp

ttg ttc
Leu Phe

gtg gag
Val G u

aat ttg
Asn Leu

530

ggt aaa
G y Lys
545

<210> 82

cgt

att
Ile
355

ctg
Leu

Leu

tat

Tyr

aag
Lys

act
Thr
435

993
G

gtc
vm

aat
Asn

000

Pro

agt
Ser
515
ttt
Phe

gcc
Ala

<211> 550
<212> PRT
<213> Thalassiosira

<400> 82

th G y
1

Ser Lys

Leu Ala

Thr Pro
50

Leu ya:
65
Leu lle

Tyr Fis

G y Val

Asp Ser
130

Asn

Pro

G n
35
Ala

Leu

Leu

tat

340

acg
Thr

agg
Arg

Leu

993

att
lle
420

cgc
Arg

gag
G u

caa

G|1

cac
Fns

ago
Ser
500

acg
Thr

vm

aag
Lys

(Hy

G|1
20
His

Thr

Phe

(Qr-r2090 NF!(Dr-r
95 (Al-F

Asn
5
G|1

Asn

Leu

993

375

acg atg
Thr th

aag gat

aag cca
Lys Pro

939 gca

gag tag
GlJ
550

tgg
Trp

atg
th
360

y Leu

ttt
Phe

Leu

acg
Thr

Leu
440

gta
vm

tcc
Ser

9493
aca
Thr

tac

Tyr
520

aag
Lys

pseudonana

Leu Pro

G n Fis

Thr Pro

Pro Ser

Thr Asp
7O

Ser G y

Ala

G u

Lys
40
H s

Phe

Lys

Thr

Phe
120
Leu

PF58307.tXt

cca
Pro

gtg
vm

ctc
Leu

aac

Asn
505

gga
G

atg

gtc
vm

gga
G y

gtt
vm

gtg
vm

ggt
(By
410

gta
vm

ago
Ser

tco
Ser

aat
Asn T

tct
Ser
490
tao

Tyr

gtt
vm

att
lle

Thr
10

Arg

Ala

Asn

Ser

Ala
90
Leu

Asn

Arg

Ser

atg
th

tta
Leu

att

399
4W9

cca
Pro

999
lle G y

aat
Asn
395

Ala

Thr

Trp

Asn

75
Ser

lle

Ser

Arg

380
cac
H s

909
Al a

gga
G y

agc
Ser

cca
Pro
460
tCt
Ser

cag
G n

cat

tat

Tyr

cat
Fls
540

G n

lle

cys

Lys
60
Fls

vm

G n

Phe

vm
140

a

PIS

ttt
Phe

atc
lle
365
cat
Ffls

gtc
vm

agt
Ser

gat

aat
Asn
445

Phe

Leu

Ser

Ala
45
G n

Pro

Leu

Lys

Tyr
125
vm

Lys G u Ile
Seite 107

351of1119

aag

Lys

Lys
30
vm

H s

Phe

Leu
110
Ser

Trp

495

Thr

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1653
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