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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Identifizierung von Nukleinsduresequenzen und Nukleinsau-
re-Konstrukten und damit in Verbindung stehende Verfahren, sowie die Verwendung dieser Sequenzen und
Konstrukte, um genetisch modifizierte Pflanzen zum Zwecke der Veranderung der Fettsdurezusammenset-
zung von pflanzlichen Olen, Wachsen und verwandten Verbindungen herzustellen.

DEFINITIONEN

[0002] Gegenstand dieser Erfindung ist eine Klasse von Enzymen, die eine Hydroxylgruppe in mehrere ver-
schiedene Fettsauren einbringen, was zur Herstellung von mehreren verschiedenen Arten von hydroxylierten
Fettsauren fiihrt. Diese Enzyme katalysieren insbesondere die Hydroxylierung von Olsaure zu 12-Hydroxyél-
saure sowie die Hydroxylierung von Icosensaure zu 14-Hydroxyicosensaure. Andere Fettsauren, wie Palmito-
leinsdure oder Erucasaure kdnnen ebenfalls Substrate sein. Da es nicht mdglich ist, sich auf dieses Enzym
durch Hinweis auf ein einzelnes Substrat oder Produkt zu beziehen, wird im Rahmen dieser Anmeldung auf
dieses Enzym als kappa-Hydroxylasen Bezug genommen, um klarzustellen, dass das Enzym das Hydroxyl
drei Kohlenstoffatome distal (d.h. entfernt vom Carboxylkohlenstoff der Acylkette) von einer Doppelbindung
einbringt, die in der Nahe des Zentrums der Acylkette lokalisiert ist.

[0003] Die folgenden Fettsauren sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung: Rizinolsdure, 12-Hydro-
xy-cis-9-octadecensdure (120H-18:1°2%); Lesquerolsaure, 14-Hydroxy-cis-11-icosensdure (140H-20:1°A");
Densipolséaure, 12-Hydroxy-cis-9,15-octadecadiensdure  (120H-18:292"%):  Auricolsdure, 14-Hydro-
xy-cis-11,17-icosadiensaure, (140H-20:2°2"17).  Hydroxyerucasaure, 16-Hydroxy-cis-13-docosensaure
(160H-22:1°41%): Hydroxypalmitoleinsdure, 12-Hydroxy-cis-9-hexadecensiure (120H-16:1°2%); Icosensaure
(20:1°92") Es wird angemerkt, dass Icosensaure in einigen Landern Eicosensaure genannt wird.

HINTERGRUND

[0004] Ausflhrliche Analysen der Fettsaurezusammensetzung von Samendlen von verschiedenen Spezies
héherer Pflanzen haben dazu gefiihrt, dass mindestens 33 strukturell verschiedene monohydroxylierte Pflan-
zenfettsauren und 12 verschiedene polyhydroxylierte Pflanzenfettsduren identifiziert wurden, die von einer
oder von mehreren Pflanzen-Spezies akkumuliert werden (Uberblick in van de Loo et al., 1993). Rizinols&ure,
der hauptsachliche Bestandteil des Samendls der Rizinuspflanze Rizinus communis (L.), ist von kommerzieller
Bedeutung. Es wurde eine Gen dieser Spezies kloniert, das fiir eine Fettsaure-Hydroxylase kodiert; dieses
Gen wurde dazu verwendet, Rizinolsaure in transgenen Pflanzen einer anderen Spezies zu produzieren. Der
wissenschaftliche Beweis, der die Behauptung stitzt, wurde 1995 verdffentlicht. Gegenstand dieser Erfindung
ist die Verwendung des Rizinus-Hydroxylase-Gens, um damit auch andere hydroxylierte Fettsduren wie Les-
querolsaure, Densipolsaure, Hydroxypalmitoleinsaure, Hydroxyerucasaure und Auricolsaure in transgenen
Pflanzen zu produzieren. Darliber hinaus ist die Identifizierung eines Gens, das fur eine homologe Hydroxylase
aus Lesquerella fendleri kodiert, sowie die Verwendung dieses Gens zur Herstellung dieser hydroxylierten
Fettsauren in transgenen Pflanzen ebenfalls Gegenstand dieser Erfindung.

[0005] Rizinus ist eine kleinere Olsamenpflanze. Ungefahr 50 % des Samengewichtes besteht aus Ol (Tria-
cylglycerol), in dem 85 bis 90 % der gesamten Fettsduren aus der hydroxylierten Fettsdure Rizinolsaure be-
stehen. Ol, das aus Rizinus-Samen gepresst oder extrahiert wurde, hat zahlreiche industrielle Anwendungen,
die auf den Eigenschaften basieren, welche von der hydroxylierten Fettsaure herriihren. Die wichtigsten Ver-
wendungen sind die Herstellung von Farben und Lacken, Nylon-artigen synthetischen Polymeren, Harzen,
Schmiermitteln und Kosmetika (Atsmon, 1989). Neben dem Ol enthalt der Rizinus-Samen das extrem toxische
Protein Rizin, allergene Proteine sowie das Alkaloid Rizinin. Diese Bestandteile schlieRen die Verwendung von
unbehandeltem Samen-Mehl (nach Olextraktion) als Viehfutter aus, was normalerweise eine wichtigen 6kono-
mischen Aspekt der Olsamenverwendung darstellt. Dariiber hinaus hat Rizinus wegen der wechselhaften Be-
schaffenheit der Rizinuspflanzen und den fehlenden Aufwendungen bei der Ziichtung nur wenige agronomisch
vorteilhafte Eigenschaften. Aus der Gesamtschau dieser Griinde wird Rizinus in den Vereinigten Staaten nicht
mehr angebaut; die Entwicklung einer alternativen, heimischen Bezugsquelle flir hydroxylierte Fettsduren ware
daher attraktiv. Die Herstellung von Rizinolsdure, dem wichtigen Bestandteil des Rizinusdls, in einer etablierten
Olsamenpflanze durch genetische Veranderung wiirde ein besonders wirksames Mittel zur Erzeugung einer
heimischen Bezugsquelle darstellen.
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[0006] Da es keine praktische Bezugsquelle fir Lesquerolsdure, Densipolsdure und Auricolsaure aus Pflan-
zen gibt, die an moderne landwirtschaftliche Verfahren angepasst sind, werden diese Fettsduren derzeit von
der Industrie nicht im groften MalRstab verwendet. Die Fettsauren wiirden jedoch ahnlich wie Rizinolsaure ver-
wendet werden, wenn sie in grolReren Mengen hergestellt werden kdnnten und zu Kosten, die denjenigen der
anderen aus Pflanzen erhaltenen Fettsauren dhneln (Smith, 1985). Pflanzen-Spezies, wie bestimmte Spezies
der Gattung Lesquerella, die einen hohen Anteil dieser Fettsauren akkumulieren, sind nicht domestiziert wor-
den und werden gegenwartig nicht als praktische Bezugsquelle fiir Fettsauren in Betracht gezogen (Hirsinger,
1989). Diese Erfindung stellt einen nutzlichen Schritt zur eventuellen Herstellung dieser und anderer hydroxy-
lierter Fettsauren in transgenen Pflanzen von landwirtschaftlicher Bedeutung dar.

[0007] Die taxonomischen Beziehungen zwischen Pflanzen mit &hnlichen oder identischen Arten von unge-
wohnlichen Fettsauren sind untersucht worden (van de Loo et al., 1993). In einigen Fallen treten bestimmte
Fettsauren vorwiegend oder ausschlielich in verwandten Taxa auf. In anderen Fallen scheint es keine direkte
Verbindung zwischen taxonomischer Verwandtschaft und dem Auftreten von ungewdhnlichen Fettsduren zu
geben. In diesem Zusammenhang wurde kirzlich Rizinolsaure in 12 Gattungen aus 10 Familien identifiziert
(zusammengefasst in van de Loo et al., 1993). Es scheint daher, dass die Fahigkeit zur Synthese hydroxylierter
Fettsduren wahrend der Radiation der Angiospermen mehrere Male unabhangig aufgetreten ist. Dies deutete
fur uns darauf hin, dass die Enzyme, welche Hydroxyl-Gruppen in Fettsduren einbringen, durch geringflgige
Modifikationen eines verwandten Enzyms entstanden sind. Wie vorliegend tatsachlich gezeigt wird, ist die Se-
quenzahnlichkeit zwischen A12-Fettsdure-Desaturasen und der kappa-Hydroxylase aus Rizinus so hoch, dass
es auf Basis der Hinweise in der schriftlichen Literatur nicht mdglich ist, eindeutig zu bestimmen, ob ein be-
stimmtes Enzym eine Desaturase oder eine Hydroxylase ist. Dementsprechend zeigt die Patentanmeldung
(WO 94/11516), die behauptet, die Isolierung und Verwendung von A12-Fettsdure-Desaturasen zu lehren,
nicht, wie man zwischen einer Hydroxylase und einer Desaturase unterscheiden kann. Da es fir die genetische
Manipulation von Pflanzenélen wichtig ist, diese Aktivitaten unterscheiden zu kdnnen, ist die Brauchbarkeit die-
ser Anmeldung auf diejenigen Beispiele beschrankt, in denen ein direkter experimenteller Beweis (z.B. eine
veranderte Fettsdurezusammensetzung in transgenen Pflanzen) geliefert wird, der die Zuweisung zu einer
Funktion stutzt. Ein Verfahren zur Unterscheidung zwischen Fettsdure-Desaturasen und Fettsdure-Hydroxyla-
sen auf Basis der Aminosauresequenz des Enzyms ist ebenfalls Gegenstand dieser Erfindung.

[0008] Ein Merkmal hydroxylierter oder anderer ungewdéhnlicher Fettsauren ist, dass sie im Allgemeinen auf
Samen-Triacylglycerole beschrankt sind, die weitgehend von den polaren Lipiden durch unbekannte Mecha-
nismen ausgeschlossen werden (Battey und Ohlrogge, 1989; Prasad et al., 1987). Dies ist sehr verbluffend,
da Diacylglycerol sowohl ein Vorlaufer fur Triacylglycerol als auch fir polare Lipide ist. Von Rizinus-Mikroso-
men wurden einige Hinweise darauf erhalten, dass der Pool der Rizinoleoylenthaltenden polaren Lipiden durch
eine Praferenz der Diacylglycerol-Acyltransferase fur Rizinoleat-enthaltende Diacylglycerole minimiert ist (Ba-
foret al., 1991). Analysen von vegetativen Geweben haben zu einigen Berichten ber ungewdhnliche Fettsau-
ren geflihrt, die sich von denen unterscheiden, die in der Cuticula (cuticle) auftreten. Die Cuticula enthalt ver-
schiedene hydroxylierte Fettsduren, die miteinander verestert sind, wobei ein Polyester mit hohem Molekular-
gewicht gebildet wird, der strukturellen Aufgaben dient. Es gibt eine kleine Anzahl von anderen Ausnahmen,
in denen ungewohnliche Fettsduren in nicht-Samengeweben vorgefunden werden.

[0009] Die Biosynthese von Rizinolséure aus Olséure im sich entwickelnden Endosperm von Rizinus (Ricinus
communis) wurde durch eine Vielzahl von Verfahren untersucht. Morris, (1967) zeigte in Doppel-Markierungs-
studien, dass die Hydroxylierung unmittelbar durch Hydroxylsubstitution und nicht tiber einen ungesattigtes In-
termediat, ein Keto-Intermediat oder ein Epoxy-Intermediat verlauft. Die Hydroxylierung unter Verwendung von
Oleyl-CoA als Vorlaufer kann in ungereinigten Praparationen oder Mikrosomen gezeigt werden, wobei jedoch
die Aktivitat in Mikrosomen nicht stabil und veranderlich ist, und die Isolierung von Mikrosomen einen betracht-
lichen und zuweilen sogar vollstandigen Verlust der Aktivitat mit sich bringt (Galliard und Stumpf, 1966; Moreau
und Stumpf, 1981). Olséure kann Oleyl-CoA als Vorlaufer ersetzen, jedoch nur in Gegenwart von CoA, Mg?*
und ATP (Galliard und Stumpf, 1966), was darauf verweist, dass die Aktivierung zu einem Acyl-CoA notwendig
ist. Es konnte jedoch keine Radioaktivitat in Rizinoleoyl-CoA (Moreau und Stumpf, 1981) nachgewiesen wer-
den. Diese und andere kurzlich gemachten Beobachtungen (Bafor et al., 1991) sind als Beleg interpretiert wor-
den, dass das Substrat fiir die Rizinus-Oleat-Hydroxylase Ols&ure ist, die mit Phosphatidylcholin oder einem
anderen Phospholipid verestert ist.

[0010] Die Hydroxylase ist empfindlich gegentiber Cyanid und Azid, und eine Dialyse gegen Metall-Chelato-
ren verringert die Aktivitat, welche durch Zugabe von FeSO, wieder hergestellt werden kann, was darauf ver-
weist, dass Eisen an der Enzymaktivitat beteiligt ist (Galliard und Stumpf, 1966). Die Synthese von Rizinolsau-
re erfordert molekularen Sauerstoff (Galliard und Stumpf, 1966; Moreau und Stumpf 1981) und NAD(P)H, um

3/55



DE 69534 849 T2 2006.12.21

Cytochrom b5 zu reduzieren, von dem man annimmt, dass es sich um den intermediaren Elektronendonor der
Hydroxylasereaktion handelt (Smith et al., 1992). Kohlenstoffmonoxid inhibiert die Hydroxylierung nicht, was
darauf verweist, dass Cytochrom P450 nicht beteiligt ist (Galliard und Stumpf, 1966; Moreau und Stumpf,
1981). Daten einer Untersuchung zur Substratspezifitdt der Hydroxylase zeigen, dass alle Substratparameter
(d.h. Kettenlange und Doppelbindungsposition in Bezug auf die beiden Enden) wichtig sind; Abweichungen
hinsichtlich dieser Parametern verursachen eine relativ zur Olsdure verringerte Aktivitat (Howling et al., 1972).
Die Position, an der das Hydroxyl eingebracht wurde, wurde jedoch durch den Teil mit der Doppelbindung be-
stimmt, und liegt immer 3 Kohlenstoffatome distal. Das Acyl-Hydroxylase-Enzym aus Rizinus kann somit ab-
hangig von der Verfugbarkeit von Substanzen eine Familie von verschiedenen hydroxylierten Fettsauren pro-
duzieren. Das Enzym wird daher der Einfachheit halber im Rahmen der vorliegenden Anmeldung als kap-
pa-Hydroxylase bezeichnet (und nicht als Oleat-Hydroxylase), um auf die breite Substratspezifitat zu verwei-
sen.

[0011] Die kappa-Hydroxylase aus Rizinus weist zahlreiche oberflachliche Ahnlichkeiten mit den mikrosoma-
len Fettsaure-Desaturasen auf (Browse und Somerville, 1991). Pflanzen verfigen ber eine mikrosomale Ole-
at-Desaturase, die an der Position A12 aktiv ist. Das Substrat dieses Enzyms (Schmidt et al., 1993) und das
Substrat der Hydroxylase (Bafor et al., 1991) scheint eine Fettsdure zu sein, die mit der sn-2-Position von
Phosphatidylcholin verestert ist. Wenn Oleat das Substrat ist, tritt die Modifikation an derselben Position (A12)
in der Kohlenstoffkette auf und erfordert dieselben Cofaktoren, namlich Elektronen von NADH tber Cytochrom
b; und molekularen Sauerstoff. Keines der Enzyme wird durch Kohlenstoffmonoxid, dem charakteristischen In-
hibitor der Cytochrom P450-Enzyme, inhibiert (Moreau und Stumpf, 1981).

[0012] Es scheint keine verdffentlichten biochemischen Studien tber die Eigenschaften des Hydroxylase-En-
zyms (der Hydroxylase-Enzyme) in Lesquerella zu geben.

[0013] WO-A-93/11245 und WO-A-94/11516 offenbaren eine Reihe von Nukleinsdurefragmenten, die fir
Fettsaure-Desaturasen oder fur mit Fettsdure-Desaturasen verwandte Enzyme kodieren, zur Herstellung von
transgenen Pflanzen, die in der Lage sind, Ole mit veranderten Mengen an ungeséttigten Fettsduren zu pro-
duzieren.

Konzeptionelle Basis der Erfindung

[0014] Ein cDNA-Klon aus Rizinus kann fir die Herstellung von Rizinolsaure in transgenen Pflanzen verwen-
det werden. Wie oben erwahnt, haben biologische Untersuchungen anderer vorgeschlagen, dass die Rizi-
nus-Hydroxylase keine strikte Spezifitat fiir Olsdure aufweisen kénnte, sondern auch die Hydroxylierung ande-
rer Fettsduren, wie Icosensaure (20:192'") katalysieren kénnte (Howling et al., 1972). Basierend auf diesen
Studien wiirde man erwarten, dass die Expression der Rizinus-Hydroxylase in transgenen Pflanzen von Spe-
zies wie Brassica napus und Arabidopsis thaliana, die Fettsduren wie lcosensaure (20:1°4™) und Erucaséure
(13-Docosensaure; 22:1°%2'%) akkumulieren, aufgrund der Aktivitat der Hydroxylase gegentiber diesen Fettsiu-
ren zur Akkumulierung einiger der hydroxylierten Derivate dieser Fettsauren fihrt. Wir haben nunmehr einen
weiteren direkten Beleg fir eine solche Behauptung erhalten, wobei der Beleg auf der Produktion von Rizinol-,
Lesquerol-, Densipol-, und Auricol-Fettsaure in transgenen Arabidopsis-Pflanzen basiert und vorliegend als
Beispiel 1 eingefiigt wurde.

[0015] Der Rizinus-Hydroxylase-Klon und die Rizinus-Hydroxylase-Sequenzen, die von diesem erhalten wer-
den, kénnten dazu verwendet werden, andere Hydroxylase-Klone von Pflanzen-Spezies wie Lesquerella fend-
leri zu erhalten, von denen bekannt ist, dass sie hydroxylierte Fettsduren in Samendlen akkumulieren. Wir ha-
ben ein Beispiel fir eine solche Verwendung zur Isolierung eines neuen Hydroxylase-Gens von Lesquerella
fendleri bereitgestellt.

[0016] Im Hinblick auf den hohen Grad an Sequenzahnlichkeit zwischen A12-Fettsdure-Denaturasen und der
Rizinus-Hydroxylase (van de Loo et al., 1995) muss die Gultigkeit von Anspriichen fir die Verwendung von
Desaturase- oder Hydroxylase-Genen oder davon abgeleiteten Sequenzen zur Identifizierung von Genen mit
identischer Funktion aus anderen Arten mit Skepsis betrachtet werden. In dieser Anmeldung wird ein Verfah-
ren gelehrt, durch das Hydroxylase-Gene von Desaturasen unterschieden werden kédnnen, und es werden Ver-
fahren beschrieben, durch die A12-Denaturasen durch Modifikation des Gens, welches fur die Desaturasen
kodiert, zu Hydroxylasen umgewandelt werden kénnen. Eine mechanistische Basis fur die ahnlichen Reakti-
onsmechanismen von Desaturasen und Hydroxylasen wurde in einer friiheren Patentanmeldung dargestellt.
Die vorliegenden Belege verweisen darauf, dass die Fettsaure-Desaturasen einen ahnlichen Reaktionsmecha-
nismus wie das bakterielle Enzym Methan-Monooxygenase aufweisen, das eine Reaktion katalysiert, bei der
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es zu einem Transfer eines Sauerstoffatoms (CH, -~ CH,OH) kommt (van de Loo et al., 1993). Der Cofaktor
des Hydroxylase-Bestandteils der Methan-Monooxygenase wird als p-Oxo-verbriicktes Di-Eisencluster (FeO-
Fe) bezeichnet. Die zwei Eisenatome des FeOFe-Clusters sind durch Stickstoff- oder Sauerstoffatome gebun-
den (liganded), die von Proteinen stammen, und sie sind Uber das kovalent-verbriickende Sauerstoffatom
streng Redoxgekoppelt. Das FeOFe-Cluster akzeptiert zwei Elektronen, die es zum Di-Eisen (diferrous)-Zu-
stand reduzieren, bevor die Bindung von Sauerstoff erfolgt. Bei der Bindung von Sauerstoff ist es wahrschein-
lich, dass auch eine heterolytische Spaltung erfolgt, die zu einer hochvalenten Oxo-Eisen-reaktiven Spezies
fuhrt, welche durch Resonanz-Umlagerung stabilisiert wird, die in dem streng gekoppelten FeOFe-Cluster
moglich sind. Der stabilisierte hochvalente Oxo-Eisen-Zustand der Methan-Monooxygenase ist in der Lage,
Protonen von Methan zu extrahieren, gefolgt von einem Sauerstofftransfer, was zu Methanol fihrt. Es wurde
gezeigt, dass der FeOFe-Cofaktor unmittelbar fiir die Fettsauremodifikation bei Pflanzen relevant ist, indem
gezeigt wurde, dass die Stearoyl-ACP-Desaturase aus Rizinus diese Art von Cofaktor enthalt (Fox et al.,
1993).

[0017] AufBasis der obigen Uberlegungen haben wir angenommen, dass die Rizinus-Oleat-Hydroxylase eine
strukturell modifizierte Fettsdure-Desaturase ist, wobei dies auf drei Argumenten basiert. Das erste Argument
betrifft die taxonomische Verteilung von Pflanzen, die Rizinolsaure enthalten. Rizinolsaure wird in 12 Gattun-
gen von 10 Familien héherer Pflanzen gefunden (zusammengefasst in van de Loo et al., 1993). Daher werden
Pflanzen, in denen Rizinolsaure auftritt, im gesamten Reich der Pflanzen gefunden, wobei jedoch nahe Ver-
wandte dieser Pflanzen die ungewdhnliche Fettsaure nicht enthalten. Dieses Muster verweist darauf, dass die
Fahigkeit Rizinolsdure zu synthetisieren, mehrere Male unabhangig entstanden ist (und verloren wurde) und
somit eine recht kirzlich stattgefundene Verzweigung darstellt. Mit anderen Worten ist die Fahigkeit Rizinol-
saure zu synthetisieren schnell entstanden, was darauf hindeutet, dass eine verhaltnismafig geringflgige ge-
netische Anderung in der Struktur des Ausgangsenzyms notwendig war, um dies zu erreichen.

[0018] Das zweite Argument ist, dass zahlreiche biochemische Eigenschaften der kappa-Hydroxylase aus Ri-
zinus denen von mikrosomalen Desaturasen ahneln, wie oben dargestellt wird (z.B. wirken beide bevorzugt
auf Fettsauren, die mit der sn-2-Position von Phosphatidylcholin verestert sind, beide verwenden Cytochrom
b5 als intermediaren Elektronendonor, beide werden durch Cyanid gehemmt, beide bendtigen molekularen
Sauerstoff als Substrat, von beiden wird angenommen, dass sie im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert
sind).

[0019] Das dritte Argument stammt aus der obigen Diskussion bezliglich der Oxygenase-Cofaktoren, in der
vorgeschlagen wird, dass die Membran-gebundenen Fettsdure-Desaturasen aus Pflanzen einen p-Oxo-ver-
brickten Cofaktor vom Di-Eisen-Cluster-Typ aufweisen, und dass solche Cofaktoren in der Lage sind, sowohl
die Fettsadure-Desaturierungen als auch die Fettsdure-Hydroxylierungen abhangig von den Elektronen- und
Struktur-Eigenschaften des Aktivitatszentrums des Proteins zu katalysieren.

[0020] In der Zusammenschau dieser drei Argumente wurde angenommen, dass die kappa-Hydroxylase aus
dem Endosperm von Rizinus homolog zu der mikrosomalen Oleat-A12-Desaturase ist, die in allen Pflanzen
gefunden wird. Der Beleg, der diese Hypothese unterstitzt, ist offenbart worden.

[0021] Mehrere Gene, die fur mikrosomale A12-Desaturasen aus verschiedenen Spezies kodieren, sind kuirz-
lich kloniert worden (Okuley at al., 1994), und wesentliche Informationen beztglich der Struktur dieser Enzyme
sind nunmehr bekannt. Somit wird in der folgenden Erfindung gezeigt, wie die strukturellen Informationen be-
zuglich der Fettsaure-Desaturasen zu verwenden sind, um kappa-Hydroxylase-Gene gemal der Erfindung zu
isolieren. Dieses Beispiel zeigt das Verfahren, durch das jedes Gen fir eine Kohlenstoffmonoxid-insensitive
pflanzliche Fettsaure-Hydroxylase durch den Fachmann identifiziert werden kann.

KURZE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
[0022] Zusammenfassend gesagt stellt die vorliegende Erfindung ein isoliertes Nukleinsaurefragment bereit,
das eine Nukleinsduresequenz umfasst, welche fir eine Fettsdure-Hydroxylase mit einer Aminosaure-ldentitat

von 60 % oder mehr in Bezug auf die in SEQ ID NO: 4 dargestellte Aminosauresequenz kodiert.

[0023] Die Aminosauresequenz-ldentitat ist vorzugsweise 90 % oder mehr in Bezug auf die SEQ ID NO: 4
dargestellte Aminosauresequenz.

[0024] Eine solche Aminosaure-ldentitat kann 100 % betragen.
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[0025] Die Erfindung umfasst ein isoliertes Nukleinsaurefragment, das fir ein Polypeptid kodiert, welches
Fettsaure-Hydroxylase-Aktivitat aufweist und eine Nukleinsauresequenz-ldentitat von 90 % oder mehr (wahl-
weise 100 %) in Bezug auf die in SEQ ID NO: 1, 2 oder 3 dargestellte Nukleotidsequenz aufweist.

[0026] Bei dem isolierten Nukleinsdurefragment kann es sich um ein solches handeln, das aus einer Ol-pro-
duzierenden Pflanzen-Spezies isoliert ist.

[0027] Die Erfindung umfasst ein chimares Gen, das in der Lage ist, veranderte Mengen Rizinolsaure in einer
transformierten Pflanzenzelle zu bewirken, wobei das chiméare Gen ein wie oben beschriebenes erfindungsge-
maRes Nukleinsdurefragment umfasst, wobei das Fragment in funktionsfahiger Weise mit geeigneten regula-
torischen Sequenzen verknupft ist.

[0028] Die Erfindung umfasst ein chimares Gen, das in der Lage ist, veranderte Mengen Lesquerolsaure in
einer transformierten Pflanzenzelle zu bewirken, wobei das chimare Gen ein wie oben beschriebenes erfin-
dungsgemales Nukleinsaurefragment umfasst, wobei das Fragment in funktionsfahiger Weise mit geeigneten
regulatorischen Sequenzen verknupft ist.

[0029] Die Erfindung umfasst ein chimares Gen, das in der Lage ist, veranderte Mengen an Fettsauren in ei-
ner transformierten Pflanzenzelle zu bewirken, wobei das chimare Gen ein wie oben beschriebenes erfin-
dungsgemales Nukleinsaurefragment umfasst, wobei das Fragment in funktionsfahiger Weise mit geeigneten
regulatorischen Sequenzen verknupft ist.

[0030] Die Erfindung umfasst Pflanzen, die irgendeines dieser chimaren Gene umfassen, z.B. Raps, Crambe,
Brassica juncea, Brassica nigra, Sumpfblume, Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Sojabohne,
Erdnuss, Kokosnuss, Olpalme oder Mais.

[0031] Bei dem erfindungsgemalen isolierten Nukleinsaurefragment kann es sich um ein solches handeln,
das von Ricinus communis (L.) (Rizinus) erhaltlich ist.

[0032] Die Erfindung umfasst ein Verfahren zur Herstellung von Samendl, das veranderte Mengen an hydro-
xylierten Fettsduren enthalt, bei dem man:
(a) eine Pflanzenzelle einer Ol-produzierenden Spezies mit einem chiméren Gen transformiert, das eine wie
oben beschriebene erfindungsgemalie isolierte Nukleinsaure enthalt;
(b) ausgehend von den transformierten Pflanzenzellen von Schritt (a) fertile Pflanzen anziichtet;
(c) Nachkommen-Samen von den fertilen Pflanzen von Schritt (b) auf die gewlinschten Mengen hydroxy-
lierter Fettsduren untersucht; und
(d) die Nachkommen-Samen von Schritt (c) weiterverarbeitet, um Samendl zu erhalten, das veranderte
Mengen ungesattigter Fettsduren enthalt.

[0033] Die Nutzpflanze kann ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus Raps, Crambe, Brassica
juncea, Canola, Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Sojabohne, Erdnuss, Kokosnuss, Olpalme
und Mais.

[0034] Die Erfindung umfasst ein Triglyceriddl aus einer Pflanze, die ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Raps, Crambe, Brassica juncea, Canola, Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Soja-
bohne, Erdnuss, Kokosnuss, Olpalme oder Mais, wobei die Fettsaurezusammensetzung des Ols dahingehend
modifiziert wurde, dass sie hydroxylierte Fettsauren enthalt, durch ein Verfahren, bei dem man eine Pflanzen-
zelle, die ein in ihr Genom integriertes DNA-Konstrukt aufweist, welches eine fir eine Hydroxylase kodierende
Sequenz gemal der vorliegenden Erfindung umfasst, unter Bedingungen anziichtet, die die Transkription und
Translation der besagten Pflanzen-Hydroxylase in den Pflanzenzellen erlauben.

[0035] Die Erfindung umfasst ein Verfahren zur Isolierung von Nukleinsaurefragmenten, die fir eine Fettsau-
re-Hydroxylase kodieren, bei dem man:
(a) SEQ ID NO: 4 und andere Fettsdure-Hydroxylase-Sequenzen und Fettsdure-Desaturasen vergleicht;
(b) konservierte Sequenzen von 4 oder mehr Aminosauren, die in Schritt (a) erhalten werden, identifiziert;
(c) auf Basis der in Schritt (b) identifizierten, konservierten Sequenzen degenerierte Oligomere erstellt;
(d) die degenerierten Oligomere von Schritt (c) verwendet, um durch Sequenz-abhangige Methoden Se-
quenzen zu isolieren, die fur Fettsaure-Hydroxylasen kodieren;
(e) ausgehend von der Nukleotidsequenz des Gens die abgeleitete Aminosauresequenz des kodierten
Genprodukts erhalt; und
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(f) durch Analyse von Aminosauresequenz-Unterschieden zwischen Fettsdure-Desaturasen und Fettsau-
re-Hydroxylasen Hydroxylase-Gene von einem Desaturase-Gen unterscheidet.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0036] Die Fig. 1A-D zeigen die Massenspektren von Hydroxyfettsdure-Standards (Fig. 1A, O-TMS-Me-
thyl-Rizinoleat; Fig. 1B, O-TMS-Methyl-Densipoleat; Fig. 1C, O-TMS-Methyl-Lesqueroleat; und Fig. 1D,
O-TMS-Methyl-Auricoleat.

[0037] Fig. 2 zeigt das Fragmentierungsmuster von Trimethylsilylierten Methylestern von Hydroxyfettsauren.

[0038] Fig. 3A zeigt das Gaschromatogramm von Fettsauren, die aus Samen von Wildtyp-Arabidopsis-Pflan-
zen extrahiert wurden. Fig. 3B zeigt das Gaschromatogramm von Fettsauren, die aus Samen von transgenen
Arabidopsis-Pflanzen extrahiert wurden, die das fah12-Hydroxylase-Gen enthielten. Die Zahlen verweisen auf
die folgenden Fettsauren: [1] 16:0; [2] 18:0; [3] 18:1°%; [4] 18:2°54912; [5] 20:0; [6] 20:1°A"; [7] 18:3¢549.1215; 8]
22:1°5A13: m [9] 24:1°9%213; [10] Rizinolsaure [11] Densipolsau re, [12] Lesquerolsaure; [13] Auricolsaure.

[0039] Die Fig. 4A-D zeigen die Massenspektren von neuen Fettsduren, die in Samen von transgenen Pflan-
zen gefunden wurden. Fig. 4A zeigt das Massenspektrum des Peaks 10 aus Fig. 3B. Fig. 4B zeigt das Mas-
senspektrum des Peaks 11 aus Fig. 3B. Fig. 4C zeigt das Massenspektrum von Peak 12 aus Fig. 3B. Fig. 4D
zeigt das Massenspektrum von Peak 14 aus Fig. 3B.

[0040] Fig. 5 zeigt die Nukleotidsequenz von pLesg2 (SEQ ID NO: 1).
[0041] FEiq. 6 zeigt die Nukleotidsequenz von pLesg3 (SEQ ID NO: 2).

[0042] Fig. 7 zeigt einen Northernblot von Gesamt-RNA aus Samen von L. fendleri, die mit pLesg2 oder
pLesqg3 als Sonde untersucht wurden. S verweist darauf, dass die RNA aus Samen stammt; L verweist darauf,
dass die RNA aus Blattern stammt.

[0043] Die Fia. 8A-B zeigen die Nukleotidsequenz eines genomischen Klons, der fur pLesq-HYD (SEQ ID
NO: 3) kodiert sowie die davon abgeleitete Aminosauresequenz des Hydroxylase-Enzyms, das durch dieses
Gen kodiert wird (SEQ ID NO: 4).

[0044] Die Fig. 9A-B zeigen verschiedene Sequenz-Alignments von abgeleiteten Aminosauresequenzen fir
kappa-Hydroxylasen und mikrosomale A12-Desaturasen. Die Abkiirzungen sind die Folgenden: Rcfah12,
fah12, Hydroxylase-Gen aus R. communis (van de Loo et al., 1995); Iffah12, kappa-Hydroxylase-Gen aus L.
fendleri; Atfad2, fad2, Desaturase aus Arabidopsis thaliana (Okuley et al., 1994); Gmfad2-1, fad2 Desaturase
aus Glycine max (GenBank Zugriffsnummer L43920); Gmfad2-2, fad2 Desaturase aus Glycine max (GenBank
Zugriffsnummer L43921); Zmfad2, fad2 Desaturase aus Zea mays (WO 94/11516); Rcfad2, Fragment der fad2
Desaturase aus R. communis (WO 94/11516); Bnfad2, fad2 Desaturase aus Brassica napus (WO 94/11516);
LFFAH12.AMI, SEQ ID NO: 4; FAH12.AMI, SEQ ID NO: 5; ATFAC2.AMI, SEQ ID NO: 6; BNFAD2.AMI, SEQ
ID NO: 7; GMFAD2-1.AMI, SEQ ID NO: 8; GMFAD-2.AMI, SEQ ID NO: 9; ZMFAD2.AMI, SEQ ID NO: 10; und
RCFAD2.AMI, SEQ ID NO: 11.

[0045] Fig. 10 zeigt einen Southernblot von genomischer DNA aus L. fendleri, die mit pLesg-HYD als Sonde
untersucht wurde. E=EcoRI, H=Hindlll, X=Xbal.

[0046] Fig. 11 zeigt eine Kartierung des bindren Ti-Plasmids pSLJ44024.

[0047] Wie oben dargestellt ist, werden gemal einer ersten Ausflihrungsform bestimmte rekombinante
DNA-Konstrukte bereitgestellt, die fur die Transkription oder fir die Transkription und Translation (Expression)
der kappa-Hydroxylasesequenz aus Pflanzen sorgen kénnen. Es sind insbesondere Konstrukte bevorzugt, die
zur Transkription oder zur Transkription und Translation in Pflanzen-Wirtszellen befahigt sind. Solche Kon-
strukte kénnen eine Vielzahl von regulatorischen Regionen umfassen, einschlie3lich transkriptionaler Initiati-
onsregionen, die von Genen erhalten werden, die vorzugsweise im Samengewebe von Pflanzen exprimiert
werden. Gemal eines zweiten Aspekts werden solche Konstrukte in Pflanzenzellen bereitgestellt, insbeson-
dere in Pflanzenzellen, die eine exprimierte Pflanzenkappa-Hydroxylase umfassen.

[0048] Eine solche Pflanzen-kappa-Hydroxylase kann in einer Wirtszelle oder in Nachkommen derselben mit-
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tels der Expression eines Konstrukts in der Zelle produziert werden. Zellen, die eine Pflanzen-kappa-Hydroxy-
lase als Ergebnis der Produktion der fiir die Pflanzen-kappa-Hydroxylase kodierenden Sequenz umfassen,
werden vorliegend ebenfalls vorgeschlagen.

[0049] Gemal einer weiteren Ausfihrungsform werden Verfahren zur Verwendung einer fir eine Pflan-
zen-kappa-Hydroxylase kodierenden DNA-Sequenz zur Modifikation eines Teils der hydroxylierten Fettsauren,
die in einer Zelle gebildet werden, insbesondere einer Pflanzenzelle, bereitgestellt. Pflanzenzellen, die eine
solche modifizierte Zusammensetzung bezliglich der hydroxylierten Fettsauren aufweisen, werden vorliegend
ebenfalls vorgeschlagen.

[0050] Pflanzen-kappa-Hydroxylase-Proteine und damit verwandte Sequenzen, einschlief3lich Aminosaure-
und Nukleinsduresequenzen werden vorgeschlagen. Die vorliegend beispielhaft angefihrte Pflanzen-kap-
pa-Hydroxylase umfasst eine Fettsaure-Hydroxylase aus Lesquerella fendleri. Diese beispielhaft angeflihrte
Fettsaure-Hydroxylase kann verwendet werden, um andere erfindungsgemafe Pflanzen-Fettsaure-Hydroxy-
lasen zu erhalten.

[0051] Gemal eines weiteren Aspektes dieser Erfindung wird eine Nukleinsduresequenz beschrieben, die
die Samen-spezifische Expression einer fir ein assoziiertes Polypeptid kodierenden Sequenz steuert. Die Ver-
wendung dieser Nukleinsauresequenz oder von Fragmenten, die sich davon ableiten, um eine Samenspezifi-
sche Expression einer beliebigen kodierenden Sequenz in héheren Pflanzen zu erhalten, wird vorliegend vor-
geschlagen.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0052] Eine erfindungsgemalie genetisch transformierte Pflanze, die hydroxylierte Fettsauren akkumuliert,
kann durch Expression der doppelstrangigen DNA-Molekiile, die in dieser Anmeldung beschrieben werden, er-
halten werden.

[0053] Eine erfindungsgemafle Pflanzen-Fettsaure-Hydroxylase umfasst eine beliebige Aminosauresequenz
(wie beispielsweise ein Protein, Peptid oder Peptidfragment oder Nukleinsauresequenzen, die fiir solche Po-
lypeptide kodieren), die aus einer Pflanzen-Bezugsquelle erhaltlich ist und die Fahigkeit zeigt, die Herstellung
von Rizinolsaure, Lesquerolsaure, Hydroxyerucasaure (16-Hydroxy-cis-13-docosensaure) oder Hydroxypal-
mitoleinsaure (12-Hydroxy-cis-9-hexadecensaure) aus CoA, ACP oder Lipidgebundenen Monoen-Fettsaure-
substraten unter fir ein Pflanzen-Enzym reaktiven Bedingungen zu katalysieren. Mit "flr ein Enzym reaktive
Bedingungen" ist gemeint, dass samtliche erforderlichen Bedingungen in einer Umgebung verfugbar sind (d.h.
solche Faktoren wie Temperatur, pH, Fehlen von inhibierenden Substanzen), die dem Enzym seine Funktions-
fahigkeit erlauben.

[0054] Die bevorzugte Aktivitat einer Pflanzen-Fettsaure-Hydroxylase gegenuber einem bestimmten Fettsau-
resubstrat wird durch Vergleich der Produktmengen an hydroxylierten Fettsaure, die fir verschiedene Fettsau-
resubstrate erhalten werden, bestimmt. Beispielsweise ist mit "Oleat bevorzugend" gemeint, dass die Hydro-
xylase-Aktivitat der Enzympraparation eine Praferenz fur Oleat-enthaltende Substrate im Vergleich mit ande-
ren Substraten zeigt. Obwohl das genaue Substrat fir die Fettsaure-Hydroxylase aus Rizinus nicht bekannt
ist, wird angenommen, dass es sich um einen einfach ungesattigten Fettsaurerest handelt, der mit einem Phos-
pholipid wie Phosphatidylcholin verestert ist. Es ist jedoch auch moglich, dass die einfach ungesattigten Fett-
sauren mit Phosphatidylethanolamin verestert sind; Phosphatidsaure oder ein neutrales Lipid wie Diacylglyce-
rol oder ein Coenzym A-Thioester kdnnten ebenfalls Substrate sein. Wie oben angemerkt, wurde eine signifi-
kante Aktivitat in radioaktiven Markierungsuntersuchungen beobachtet, in denen andere Fettsauresubstrate
als Oleate verwendet wurden (Howling et al., 1972), was darauf verweist, dass die Substratspezifitat fir eine
Familie von verwandten Fettsaure-Verbindungen existiert. Da die Hydroxylase aus Rizinus die Hydroxy-Grup-
pen 3 Kohlenstoffatome von einer Doppelbindung entfernt einbringt, proximal zum Methyl-Kohlenstoff der Fett-
saure, haben wir dieses Enzym der Einfachheit halber als kappa-Hydroxylase bezeichnet. Wir glauben inter-
essanterweise, dass die Rizinus-kappa-Hydroxylase zur Herstellung von 12-Hydroxy-9-octadecensaure (Rizi-
noleat), 12-Hydroxy-9-hexadecensaure, 14-Hydroxy-11-eicosensaure, 16-Hydroxy-13-docosansaure, 9-Hy-
droxy-6-octadecensaure verwendet werden konnte, indem man sie in Pflanzen-Spezies exprimiert, die die
nicht-hydroxylierten Vorstufen produzieren. Wir streben ferner die Herstellung von zusatzlich modifizierten
Fettsauren, wie 12-Hydroxy-9,15-octadecadiensaure an, die aus der Desaturierung von hydroxylierten Fett-
sauren (z.B. 12-Hydroxy-9-octadecensaure in diesem Beispiel) resultieren.

[0055] Wir nehmen ferner an, dass zuklinftige Fortschritte in der Pflanzengenetik zur Herstellung von Subst-
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ratfettsduren wie Icosensaureester und Palmitoleinsaureester in Pflanzen fiihren werden, die normalerweise
solche Fettsduren nicht akkumulieren. Wir nehmen ferner an, dass die vorliegend beschriebene Erfindung im
Zusammenhang mit solchen kiinftigen Verbesserungen verwendet werden kann, um die erfindungsgemafen
hydroxylierten Fettsauren in beliebigen Pflanzen-Spezies herzustellen, die geeignet sind, die genetische Mo-
difikation zu steuern. Daher ist die Anwendbarkeit dieser Erfindung nach unserer Vorstellung nicht nur auf die-
jenigen Spezies beschrankt, die gegenwartig geeignete Substrate akkumulieren.

[0056] Wie oben erwahnt wird eine erfindungsgemafie Pflanzen-kappa-Hydroxylase eine Aktivitat gegenliber
verschiedenen Fettsduresubstraten zeigen. Wahrend der Biosynthese von Fetten in einer Pflanzenzelle sind
die Fettsauren Ublicherweise kovalent an Acyl-Tragerproteine (ACP), Coenzym A (CoA) oder verschiedene
zellulare Lipide gebunden. Pflanzen-kappa-Hydroxylasen, die eine bevorzugte Aktivitat gegentber Lipid-ge-
bundenen Acylsubstraten aufweisen, sind besonders bevorzugt, weil sie wahrscheinlich eng mit dem normalen
Weg der Synthese von Speicherlipiden in unreifen Embryos assoziiert sind. Eine Aktivitdt gegenuber
Acyl-CoA-Substraten und anderen synthetischen Substraten wird jedoch beispielsweise vorliegend ebenfalls
vorgeschlagen.

[0057] Andere Pflanzen-kappa-Hydroxylasen sind ausgehend von den spezifischen, beispielhaft angeflihrten
Sequenzen, die vorliegend bereitgestellt werden, erhaltlich. Des Weiteren wird es ersichtlich sein, dass man
naturliche und synthetische Pflanzen-kappa-Hydroxylasen, einschlieRlich modifizierter Aminosauresequenzen
und Startmaterialien, fir das synthetische Protein-Modeling ausgehend von den beispielhaft angefilihrten
Pflanzen-kappa-Hydroxylasen und den Pflanzen-kappa-Hydroxylasen, die durch Verwendung solcher bei-
spielhaft angefihrten Sequenzen erhalten werden, erhalten kann. Modifizierte Aminosauresequenzen umfas-
sen Sequenzen die mutiert, trunkiert, vergroRert usw. wurden, wobei solche Sequenzen partiell oder vollstan-
dig synthetisiert sein kdnnen. Sequenzen, die tatsachlich aus Pflanzen-Praparationen gereinigt werden, oder
die mit diesen identisch sind oder fur identische Proteine kodieren, werden unabhangig von dem verwendeten
Verfahren zum Erhalt des Proteins oder der Sequenz gleichermalen als natirlich erhalten angesehen.

[0058] Der Fachmann wird somit problemlos erkennen, dass Antikérperpraparation, Nukleinsdure-Sonden
(DNA oder RNA) u.a. hergestellt und verwendet werden kénnen, um "homologe" oder "verwandte" kappa-Hy-
droxylasen aus einer Vielzahl pflanzlicher Bezugsquellen durchzumustern (Screening) und zu gewinnen. Ub-
licherweise werden Nukleinsdure-Sonden markiert, um die Detektion zu erlauben, vorzugsweise mittels Radi-
oaktivitat, obwohl Enzyme oder andere Verfahren ebenfalls verwendet werden kdénnen. Fur immunologische
Screening-Verfahren werden entweder monoklonale oder polyklonale Antikdrper-Praparationen verwendet.
Polyklonale Antikdrper sind ublicherweise bei der Isolierung von Genen nitzlicher, obwohl sie weniger spezi-
fisch sind. Bei der Detektion wird der Antikdrper unter Verwendung von Radioaktivitat oder mit einem beliebi-
gen aus einer Vielzahl von Systemen aus sekundarem Antikérper/Enzymkonjugat markiert, die kommerziell
verfugbar sind.

[0059] Homologe Sequenzen werden gefunden, wenn Sequenzidentitat vorliegt, und sie kdnnen durch Ver-
gleich der Sequenzinformation (Nukleinsdure oder Aminosaure) oder durch Hybridisierungsreaktionen zwi-
schen einer bekannten kappa-Hydroxylase und einer Kandidaten-Bezugsquelle bestimmt werden. Konserva-
tive Austausche, wie Glu/Asp, Val/lle, Ser/Thr, Arg/Lys und GIn/Asn kénnen ebenfalls bei Bestimmung der Se-
quenzhomologie beriicksichtigt werden. Ublicherweise kann eine langere Nukleinsduresequenz eine geringe
Sequenzidentitat von nur 50 bis 60 %, und starker bevorzugt eine Sequenzidentitat von mindestens etwa 70
%, zwischen der Zielsequenz und der gegebenen Pflanzen-kappa-Hydroxylase von Interesse aufweisen (wo-
bei jegliche Deletionen, die vorhanden sein kdnnen, nicht eingeschlossen sind) und dennoch als verwandt gel-
ten. Aminosauresequenzen werden bei einer Sequenzidentitat von nur 25 % zwischen zwei vollstandig reifen
Proteinen als homolog angesehen (fiir einen allgemeinen Uberblick siehe Doolittle, R.F., OF URFS and ORFS,
University Science Books, CA, 1986).

[0060] Eine genomische oder eine andere geeignete Bibliothek, die ausgehend von einer Kandidatenpflan-
zen-Bezugsquelle von Interesse hergestellt worden ist, kann mit konservierten Sequenzen der Pflanzen-kap-
pa-Hydroxylase als Sonde untersucht werden, um homolog verwandte Sequenzen zu identifizieren. Die Ver-
wendung einer gesamten cDNA oder einer anderen Sequenz ist méglich, wenn kirzere Sonden-Sequenzen
nicht identifiziert wurden. Positive Klone werden anschlie3end durch Restriktionsenzymverdau und/oder Se-
quenzierung analysiert. Wenn eine genomische Bibliothek verwendet wird, kbnnen eine oder mehrere Sequen-
zen identifiziert werden, wobei sowohl die kodierende Region als auch die transkriptionalen regulatorischen
Elemente des kappa-Hydroxylase-Gens aus einer solchen Pflanzen-Bezugsquelle bereitgestellt werden. Son-
den kdnnen auch betrachtlich kirzer sein als die gesamte Sequenz. Beispielsweise kénnen Oligonukleotide
verwendet werden, wobei diese mindestens etwa 10, vorzugsweise mindestens etwa 15, starker bevorzugt
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mindestens 20 Nukleotide lang sein sollten. Wenn Regionen kirzerer Lange fiir den Vergleich verwendet wer-
den, ist ein héherer Grad von Identitat erforderlich als bei langeren Sequenzen. Kiirzere Sonden sind oftmals
insbesondere niitzlich bei einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), insbesondere wenn hochkonservierte Se-
quenzen identifiziert werden kénnen (siehe Gould et al., 1989 fur Beispiele der Verwendung einer PCR zur Iso-
lierung von homologen Genen aus taxonomisch verschiedenen Spezies).

[0061] Wenn langere Nukleinsaurefragmente als Sonden eingesetzt werden (> 100 bp), insbesondere bei
Verwendung von vollstandigen oder groRen cDNA-Sequenzen, wiirde man ein Screening bei geringer Strin-
genz durchflihren (beispielsweise bei 40 bis 50°C unter der Schmelztemperatur der Sonde), um ein Signal von
der Zielprobe zu erhalten, welche eine Abweichung von 20 bis 50 % aufweist, d.h. homologe Sequenzen (Beltz
etal., 1983).

[0062] GemalR einer bevorzugten Ausfihrungsform wird eine Pflanzen-kappa-Hydroxylase gemaf der vorlie-
genden Erfindung insgesamt mindestens 60 % Aminosauresequenz-Ahnlichkeit mit der beispielhaft angefiinhr-
ten Pflanzen-kappa-Hydroxylase aufweisen. Insbesondere werden kappa-Hydroxylasen bevorzugt, die von ei-
ner Aminosaure- oder Nukleinsduresequenz aus Rizinus oder Lesquerella erhaltlich sind. Die Pflanzen-kap-
pa-Hydroxylasen kdénnen eine bevorzugte Aktivitat gegenlber langerkettigen oder kirzerkettigen Fettsaure-
substraten aufweisen. Pflanzen-Fettsaure-Hydroxylasen, die eine Oleat-12-Hydroxylase-Aktivitat und eine Ei-
cosenoat-14-Hydroxylase-Aktivitat aufweisen, werden beide aufgrund eines in vitro-Belegs (Howling et al.,
1972) und aufgrund des vorliegend erbrachten Belegs, dass die Rizinus-kappa-Hydroxylase auf beide Subst-
rate wirkt, als homolog verwandte Proteine angesehen. Die hydroxylierten Fettsduren kdbnnen weiteren enzy-
matischen Modifikationen durch andere Enzyme unterworfen werden, die normalerweise vorhanden sind oder
durch biotechnologische Verfahren eingebracht werden. So wird beispielsweise angenommen, dass 14-Hydro-
xy-11,17-eicosadiensaure, die in einigen Lesquerella-Spezies vorhanden ist (Smith, 1985), durch Desaturie-
rung von 14-Hydroxy-11-eicosensaure hergestellt wird.

[0063] Es kdnnen nicht nur Gen-Klone und Materialien, die sich von diesen ableiten, zur Identifizierung von
homologen Pflanzen-Fettsdure-Hydroxylasen verwendet werden, sondern die resultierenden Sequenzen, die
von diesen erhalten werden, kénnen auch ein weiteres Verfahren zum Erhalt von Pflanzen-Fettsdure-Hydro-
xylasen aus anderen pflanzlichen Bezugsquellen bereitstellen. Die PCR kdénnte eine besonders nutzliche Me-
thode sein, um ausgehend von den vorliegend bereitgestellten Sequenzdaten verwandte Pflanzen-Fettsau-
re-Hydroxylasen zu erhalten. Der Fachmann wird in der Lage sein, Oligonukleotid-Sonden zu erstellen, die auf
Sequenzvergleichen oder Regionen basieren, die eine eine hochkonservierte Sequenz aufweisen. Von beson-
derem Interesse sind Polymerase-Kettenreaktions-Primer, die auf den konservierten Aminosauresequenz-Re-
gionen zwischen der Rizinus-kappa-Hydroxylase und der L. fendleri-Hydroxylase (SEQ ID NO: 4) basieren.
Details zum Erstellen von Sonden sowie zu Verfahren fir eine PCR-Reaktion unter Verwendung dieser Son-
den werden in den Beispielen naher beschrieben.

[0064] Es sollte ferner angemerkt werden, dass die Fettsdure-Hydroxylasen von einer Vielzahl von Bezugs-
quellen dazu verwendet werden kdnnen, Fettsdure-Hydroxylierungs-Ereignisse in einer groRen Vielzahl von
Pflanzen und in vivo-Applikationen zu untersuchen. Da alle Pflanzen Fettsauren Gber einen gemeinsamen me-
tabolischen Weg synthetisieren, kann die Untersuchung und/oder Anwendung einer Pflanzen-Fettsaure-Hy-
droxylase mit einem heterologen Pflanzen-Wirt problemlos in einer Vielzahl von Spezies erreicht werden.

[0065] Sobald die Nukleinsduresequenz erhalten wurde, ist die Transkription oder die Transkription und
Translation (Expression) der Pflanzen-Fettsaure-Hydroxylasen in einer Wirtszelle angestrebt, um eine einfa-
che Bezugsquelle fur das Enzym herzustellen und/oder die Zusammensetzung der Fettsauren zu modifizieren,
die in dieser in Form von freien Fettsauren, Estern (insbesondere mit Glycerol-Lipiden verestert oder als Be-
standteile von Wachs-Estern), Estoliden oder Ethern vorgefunden werden. Andere nutzliche Anwendungen
kénnen gefunden werden, wenn die Wirtszelle eine Pflanzen-Wirtszelle ist, in vitro und in vivo.

[0066] Beispielsweise kann durch Erhéhen der Menge an kappa-Hydroxylase, die der Pflanze zuganglich ist,
ein erhohter Prozentsatz von Rizinoleat oder Lesqueroleat (14-Hydroxy-11-eicosensaure) bereitgestellt wer-
den.

Kappa-Hydroxylase
[0067] Die vorliegende Erfindung zeigt einen Mechanismus der Biosynthese von Rizinolsdure in Pflanzen; es

wird namlich gezeigt, dass eine spezifische Pflanzen-kappa-Hydroxylase mit bevorzugter Aktivitat gegeniber
Fettsduresubstraten zumindest in einigen Pflanzen-Spezies an der Akkumulierung von hydroxylierten Fettsau-
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ren beteiligt ist. Die Verwendung der Begriffe Rizinoleat oder Rizinolsaure (oder Lesqueroleat oder Lesquerol-
saure, Densipoleat usw.) soll die freien Sauren, die ACP- und CoA-Ester, die Salze dieser Sauren, die Glyce-
rol-Lipidester (insbesondere die Triacylglycerolester), die Wachs-Ester, die Estoliden und die Etherderivate
dieser Sauren umfassen.

[0068] Die Feststellung, dass Pflanzen-Fettsaure-Hydroxylasen an der in vivo-Produktion von hydroxylierten
Fettsauren aktiv beteiligt sind, verweist auf mehrere Mdglichkeiten hinsichtlich der Bezugsquellen fir das
Pflanzenenzym. Tatsachlich werden hydroxylierte Fettsduren in einigen natiirlichen Pflanzen-Spezies im Uber-
schuss vorgefunden. Beispielsweise kommen drei Hydroxy-Fettsauren, die mit Rizinoleat verwandt sind, in
groRen Mengen in Samendlen verschiedener Lesquerella-Spezies vor. Besonders interessant ist die Les-
querolsaure, ein Homolog zu Rizinoleat von 20 Kohlenstoffatomen mit zwei zusatzlichen Kohlenstoffatomen
am Carboxyl-Ende der Kette (Smith, 1985). Andere natirliche Pflanzen-Bezugsquellen fiir hydroxylierte Fett-
sauren umfassen (sind jedoch nicht beschrankt auf) Samen der Gattung Linum, Samen von Wrightia-Spezies,
Lycopodium-Spezies, Strophanthus-Spezies, Convolvulaces-Spezies, Calendula-Spezies und zahlreichen an-
deren (van der Loo et al., 1993).

[0069] Pflanzen mit signifikantem Vorhandensein von Rizinoleat oder Lesqueroleat oder desaturierten ande-
ren oder modifizierten Derivaten dieser Fettsduren sind bevorzugte Kandidaten, um naturlich abgeleitete kap-
pa-Hydroxylasen zu erhalten. Beispielsweise enthalt Lesquerella densipila eine zweifach ungesattigte Fettsau-
re mit 18 Kohlenstoffatomen mit einer Hydroxyl-Gruppe (van de Loo et al., 1993), von der gemaR der Theorie,
auf der diese Erfindung basiert, angenommen wird, dass sie von einem Enzym produziert wird, das mit der
Rizinus-kappa-Hydroxylase eng verwandt ist. Dartber hinaus kann ein Vergleich zwischen kappa-Hydroxyla-
sen und zwischen Pflanzen-Fettsaure-Hydroxylasen, die Hydroxyl-Gruppen an anderen Positionen als dem
12-Kohlenstoffatom des Oleats oder dem 14-Kohlenstoffatom des Lesqueroleats einbringen, oder Hydro-
xyl-Gruppen bei anderen Substraten als Olséure und lcosenséure einbringen, Einblicke fiir das Protein-Mode-
ling und fur andere Modifikationen zur Erzeugung synthetischer Hydroxylasen geben, wie oben diskutiert wird.
Beispielsweise streben wir an, auf Basis der Informationen, welche aus den strukturellen Vergleichen der
A12-Desaturasen und der kappa-Hydroxylase erhalten werden, genetische Modifikationen in den Struktur-Ge-
nen der A12-Desaturasen vorzunehmen, die diese Desaturasen zu kappa-Hydroxylasen umwandeln. Wir stre-
ben ferner an, Veranderungen in A15-Hydroxylasen vorzunehmen, die diese zu Hydroxylasen umwandeln,
welche eine Substrat-Spezifitat aufweisen, die mit der der Desaturasen vergleichbar ist (z. B. Konversion von
18:24912 zy 150H-18:22%"2, Da der Unterschied zwischen einer Hydroxylase und einer Desaturase die Anord-
nung eines Protons betrifft, denken wir, dass diese Veranderung durch systematische Veranderung der gela-
denen Gruppen im Bereich nahe des aktiven Zentrums des Enzyms bewirkt werden kann.

[0070] Von besonderem Interesse sind Fettsdure-Hydroxylasen, die eine Aktivitat gegenliber anderen Fett-
saure-Substraten als Oleat zeigen oder die Hydroxyl-Gruppe an einer anderen Stelle als dem C12-Kohlenstoff-
atom einbringen. Wie oben beschrieben ist, kdnnen auch andere Pflanzen-Bezugsquellen Bezugsquellen fiur
diese Enzyme bereitstellen, z.B. durch die Verwendung von Proteinreinigung, Nukleinsdure-Sonden, Antikor-
per-Praparationen, Protein-Modeling oder Sequenzvergleichen. Von besonderem Interesse sind die jeweiligen
Aminosaure- und Nukleinsauresequenzen, die solchen Pflanzen-Fettsdure-Hydroxylasen entsprechen. Wie
ebenfalls zuvor beschrieben wurde, kénnen — sobald eine Nukleinsduresequenz fiur eine gegebene Pflan-
zen-Hydroxylase erhalten wird — weitere pflanzliche Sequenzen verglichen und/oder mit Sonden untersucht
werden, um zu dieser Nukleinsduresequenz homolog verwandte DNA-Sequenzen zu erhalten usw.

Verwendungen in Gentechnik-Anwendungen

[0071] Wie im Stand der Technik hinreichend bekannt ist, kann ein fur eine Pflanzen-kappa-Hydroxylase ko-
dierender cDNA-Klon, sobald er erhalten wurde, dazu verwendet werden, die entsprechenden genomischen
Nukleinsduresequenzen zu diesem zu erhalten.

[0072] Die Nukleinsduresequenzen, die fir die Pflanzen-kappa-Hydroxylasen kodieren, kdnnen in verschie-
denen Konstrukten verwendet werden, z.B. als Sonden, um weitere Sequenzen von derselben oder von ande-
ren Spezies zu erhalten. Alternativ dazu kénnen die Sequenzen in Verbindung mit geeigneten regulatorischen
Sequenzen verwendet werden, um die Mengen der jeweiligen Hydroxylase von Interesse in einer Wirtszelle
fur die Produktion von hydroxylierten Fettsduren zu erhéhen, oder zur Untersuchung des Enzyms in vitro oder
in vivo, oder um die Mengen der jeweiligen Hydroxylase von Interesse bei einigen Anwendungen zu verringern
oder zu erhdhen, in denen die Wirtszelle eine Pflanzen-Einheit ist, einschlieBlich Pflanzenzellen, Pflanzentei-
len (einschlieBlich jedoch nicht beschrankt auf Samen, Schnitte oder Gewebe) und Pflanzen.
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[0073] Eine Nukleinsduresequenz, die fiir eine Pflanzen-kappa-Hydroxylase gemaf der vorliegenden Erfin-
dung kodiert, kann eine genomische, eine cDNA- oder eine mRNA-Sequenz umfassen. Mit "kodierend" ist ge-
meint, dass die Sequenz einer bestimmten Aminosauresequenz entspricht, entweder in einer Sense-Orientie-
rung oder in einer Antisense-Orientierung. Mit "rekombinant" ist gemeint, dass die Sequenz eine Modifikation
enthalt, die gentechnisch durch Manipulation mittels Mutagenese, Restriktionsenzyme und Ahnliches erzeugt
wurde. Eine cDNA-Sequenz kann fiir Pra-Prozessierungssequenzen, wie beispielsweise Transit- oder Signal-
peptid-Sequenzen, kodieren oder auch nicht. Transit- oder Signalpeptid-Sequenzen ermdglichen die Bereit-
stellung des Proteins an ein gegebenes Organell und werden oftmals bei Eintritt in das Organell von dem Po-
lypeptid abgespalten, wobei die "reife" Sequenz freigesetzt wird. Die Verwendung der Vorlaufer-DNA-Sequenz
ist bei pflanzlichen Zell-Expressions-Kassetten bevorzugt.

[0074] Ferner kann wie oben erwahnt die vollstandige genomische Sequenz der Pflanzen-kappa-Hydroxyla-
se durch Screening einer genomischen Bibliothek mit einer Sonde, wie beispielsweise einer cDNA-Sonde, und
Isolierung derjenigen Sequenzen, die die Expression in Samen-Gewebe regulieren, erhalten werden. Auf die-
se Weise kdnnen Transkriptions- und Translations-Initiationsregionen, Introns, und/oder Transkript-Terminati-
onsregionen der Pflanzen-kappa-Hydroxylase fir die Verwendung in einer Vielzahl von DNA-Konstrukten er-
halten werden, mit oder ohne kappa-Hydroxylase-Struktur-Gen. Somit kénnen Nukleinsduresequenzen, die
der erfindungsgemafen Pflanzen-kappa-Hydroxylase entsprechen, auch Signalsequenzen bereitstellen, die
fur den direkten Transport in ein Organell nitzlich sind, 5'-stromaufwarts gelegene nicht-kodierende regulato-
rische Regionen (Promotoren) mit niitzlichen Gewebe- und Timing-Eigenschaften, 3'-stromabwarts gelegene
nicht-kodierende regulatorische Regionen, welche als transkriptionale und translationale regulatorische Regi-
onen nutzlich sind, und sie kénnen Einblick in andere Eigenschaften des Gens vermitteln.

[0075] Sobald die gewiinschte Nukleinsduresequenz der Pflanzen-kappa-Hydroxylase erhalten wird, kann
sie auf vielfaltige Weise manipuliert werden. Wenn die Sequenz nicht-kodierende flankierende Regionen um-
faldt, kénnen die flankierenden Regionen einer Resektion, einer Mutagenese usw. unterworfen werden. Somit
kénnen Transitionen, Transversionen, Deletionen und Insertionen bei der natirlich vorkommenden Sequenz
durchgefiihrt werden. Dartiber hinaus kann die gesamte Sequenz oder ein Teil der Sequenz synthetisiert wer-
den. Ein oder mehrere Kodons im Struktur-Gen kénnen modifiziert werden, um eine modifizierte Aminosaure-
sequenz bereitzustellen, oder es kdnnen ein oder mehrere Kodon-Mutationen eingebracht werden, um fiir ge-
eignete Restriktionsschnittstellen zu sorgen, oder aus anderen Griinden, die bei der Konstruktion oder Expres-
sion eine Rolle spielen. Das Struktur-Gen kann ferner durch Verwendung synthetischer Adapter oder durch
Verwendung von Verbindungsmolekilen zur Einbringung einer oder mehrerer geeigneter Restriktionsschnitt-
stellen o0.a. modifiziert werden.

[0076] Die Nukleinsaure- oder Aminosauresequenz, die fur eine Pflanzen-kappa-Hydroxylase gemaf der vor-
liegenden Erfindung kodiert, kann auf vielfaltige Weise mit anderen nicht-nativen (oder "heterologen") Sequen-
zen kombiniert werden. Mit "heterologen" Sequenzen ist jede beliebige Sequenz gemeint, die natlrlicherweise
nicht in Verbindung mit der Pflanzen-kappa-Hydroxylase vorgefunden wird, einschlief3lich z.B. eine Kombina-
tion von Nukleinsduresequenzen aus derselben Pflanze, die naturlicherweise nicht miteinander verbunden vor-
gefunden werden.

[0077] Die DNA-Sequenz, die fir eine Pflanzen-kappa-Hydroxylase gemaR der vorliegenden Erfindung ko-
diert, kann in Verbindung mit allen oder einem Teil der Gen-Sequenzen verwendet werden, die normalerweise
mit der kappa-Hydroxylase assoziiert sind. Eine DNA-Sequenz, die firr eine kappa-Hydroxylase kodiert, wird
in ihren Einzelteilen in ein DNA-Konstrukt kombiniert, das in 5'-3'-Richtung der Transkription eine Transkripti-
ons-Initiations-Kontrollregion umfasst, die in der Lage ist, die Transkription und Translation in einer Wirtszelle
zu foérdern, die DNA-Sequenz, die fur die Pflanzen-kappa-Hydroxylase kodiert, sowie eine die Transkription
oder Translation terminierende Region.

[0078] Potentielle Wirtszellen umfassen prokaryotische und eukaryotische Zellen. Eine Wirtszelle kann — ab-
hangig von der beabsichtigten Verwendung — einzellig sein oder in einem vielzellig differenzierten oder undif-
ferenzierten Organismus vorkommen. Zellen gemaf dieser Erfindung kénnen dadurch unterschieden werden,
dass sie eine Pflanzen-kappa-Hydroxylase aufweisen, die in Bezug auf die Wildtypzelle, in der diese vorliegt,
fremd ist, beispielsweise, indem sie ein rekombinantes Nukleinsdurekonstrukt aufweist, das fir eine Pflan-
zen-kappa-Hydroxylase kodiert.

[0079] Abhangig vom Wirt werden die regulatorischen Regionen variieren, wobei Regionen aus viralen Ge-

nen, aus Plasmid-Genen oder aus chromosomalen Genen oder Ahnlichen eingeschlossen sind. Fiir die Ex-
pression in prokaryotischen oder eukaryotischen Mikroorganismen, insbesondere in einzelligen Wirten, kann
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eine groRe Vielzahl von konstitutiven oder regulierbaren Promotoren eingesetzt werden. Die Expression in ei-
nem Mikroorganismus kann eine einfache Bezugsquelle fur das Pflanzen-Enzym bereitstellen. Unter den be-
schriebenen Transkriptions-Initiations-Regionen sind Regionen aus bakteriellen Wirten und aus Hefe-Wirten,
wie beispielsweise E. coli, B. subtilis, Saccharomyces cerevisiae, wobei Gene wie 3-Galaktosidase, T7-Poly-
merase, Tryptophan E und Ahnliche eingeschlossen sind.

[0080] Die Konstrukte werden meist regulatorische Regionen umfassen, die in Pflanzen funktionstiichtig sind,
was fur die modifizierte Produktion von Pflanzen-kappa-Hydroxylase sorgt und zu einer Modifikation der Fett-
saurezusammensetzung fuhrt. Der offene Leserahmen, der fir die Pflanzen-kappa-Hydroxylase oder ein funk-
tionstuchtiges Fragment derselben kodiert, wird an seinem 5'-Ende mit einer regulatorischen Transkriptions-In-
itiations-Region, wie z.B. der Wildtypsequenz, die natlrlicherweise 5'-stromaufwarts vom kappa-Hydroxyla-
se-Struktur-Gen vorkommt, zusammengefiigt. Zahlreiche andere Transkriptions-Initiations-Regionen sind ver-
fugbar, die fir eine grol3e Vielzahl von konstitutiven oder regulierbaren (z.B. induzierbaren) Funktionen der
Transkription des Struktur-Gens sorgen. Unter den Transkriptions-Initiations-Regionen, die fur Pflanzen ver-
wendet werden, sind solche Regionen, die beispielsweise mit den Struktur-Genen der Nopalin-Synthase und
der Mannopin-Synthase assoziiert sind, oder mit Napin, Sojabohnen-f3-conglycinin, Oleosin, dem 12S-Spei-
cherprotein, den 35S-Promotoren des Blumenkohl-Mosaikvirus und Ahnlichen. Die Transkription/Translati-
on-Initiations-Regionen, die solchen Struktur-Genen entsprechen, werden unmittelbar 5'-stromaufwarts vom
jeweiligen Startkodon gefunden. In Ausfihrungsformen, in denen die Expression des kappa-Hydroxylase-Pro-
teins in einem Pflanzenwirt erwiinscht ist, wird die Verwendung des gesamten oder eines Teils des vollstandi-
gen Pflanzen-kappa-Hydroxylase-Gens angestrebt; es kénnen dementsprechend alle oder ein Teil der
5'-stromaufwarts gelegenen nicht-kodierenden Regionen (Promotor) gemeinsam mit der Sequenz des Struk-
tur-Gens und den 3'-stromabwarts gelegenen nicht-kodierenden Regionen verwendet werden. Wenn ein an-
derer Promotor erwiinscht ist (wie beispielsweise ein Promotor der in Bezug auf den Pflanzen-Wirt von Inter-
esse nativ ist, oder ein modifizierter Promotor, d.h. mit Transkriptions-Initiations-Regionen, die von einer
Gen-Bezugsquelle stammen, und Translations-Initiations-Regionen, die von einer anderen Gen-Bezugsquelle
stammen, einschliel3lich der Sequenz, die fiir die Pflanzen-kappa-Hydroxylase von Interesse kodiert, oder ver-
starkende Promotoren, wie die Double-35S-CaMV-Promotoren, kdnnen die Sequenzen unter Verwendung von
Standardverfahren zusammengefiigt werden.

[0081] Bei Anwendungen, in denen die 5'-stromaufwarts gelegenen nicht-kodierenden Regionen von ande-
ren wahrend der Samenreifung regulierten Genen erhalten werden, sind vorzugsweise solche erwiinscht, die
in Embryo-Gewebe von Pflanzen exprimiert werden, wie die Transkriptions-Initiations-Kontrollregionen des
Napin-Gens aus B. napus oder des 12S-Speicherproteins von Arabidopsis, oder des 3-conglycinins aus Soja-
bohnen (Bray et al., 1987), oder der kappa-Hydroxylase-Promotor aus L. fendleri, der vorliegend beschrieben
wird. Transkriptions-Initiations-Regionen, die vorzugsweise in Samen-Gewebe exprimiert werden, d.h. die in
anderen Pflanzen-Teilen nicht nachgewiesen werden kénnen, werden flir Fettsduremodifikationen als wiin-
schenswert erachtet, um alle stérenden oder nachteiligen Auswirkungen auf das Gen-Produkt zu minimieren.

[0082] Regulatorische Transkript-Terminations-Regionen koénnen ebenfalls in den erfindungsgemalien
DNA-Konstrukten vorgesehen werden. Transkript-Terminations-Regionen kénnen durch die DNA-Sequenz be-
reitgestellt werden, die fir die Pflanzen-kappa-Hydroxylase kodiert, oder es kann eine vorteilhafte Transkripti-
ons-Terminations-Region von einer anderen Gen-Bezugsquelle abgeleitet werden, beispielsweise von der
Transkript-Terminations-Region, die naturlicherweise mit der Transkript-Initiations-Region assoziiert ist. Wenn
die Transkript-Terminations-Region von einer anderen Gen-Bezugsquelle stammt, wird sie mindestens etwa
0,5 kb, vorzugsweise etwa 1 bis 3 kb, der Sequenz 3' vom Struktur-Gen enthalten, von dem die Terminati-
ons-Region abgeleitet ist.

[0083] Pflanzen-Expressions- oder Transkriptions-Konstrukte mit einer Pflanzen-kappa-Hydroxylase als
DNA-Sequenz von Interesse flir die gesteigerte oder verringerte Expression derselben kénnen mit einer gro-
Ren Vielzahl von pflanzlichen Lebensformen verwendet werden, insbesondere mit pflanzlichen Lebensformen,
die bei der Herstellung von pflanzlichen Olen fiir Nahrungszwecke und industrielle Anwendungen beteiligt sind.
Am starksten bevorzugt sind gemaRigte Olsamen-Nutzpflanzen. Pflanzen von Interesse umfassen (sind je-
doch nicht beschrankt auf) Raps (Canola und Sorten mit hohem Erucasaure-Gehalt), Crambe, Brassica
juncea, Brassica nigra, Sumpfblume (meadowfom), Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Soja-
bohne, Erdnuss, Kokosnuss und Olpalmen und Mais. Ein wichtiges Kriterium bei der Auswahl geeigneter
Pflanzen fur die Einbringung einer kappa-Hydroxylase ist das Vorhandensein eines geeigneten Substrats fur
die Hydroxylase in der Wirtspflanze. Daher wird beispielsweise die Produktion von Rizinolsaure am besten in
Pflanzen erreicht, die normalerweise hohe Mengen Olséure in den Samen-Lipiden aufweisen. Die Produktion
von Lesquerolsaure wird am besten in Pflanzen erreicht, die hohe Mengen Icosensaure in den Samen-Lipiden
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aufweisen.

[0084] Abhangig von den Verfahren zur Einbringung der rekombinanten Konstrukte in die Wirtszelle kbnnen
weitere DNA-Sequenzen erforderlich sein. Es ist wichtig, dass die Erfindung bei dikotylen und monokotylen
Spezies gleichermallen angewendet werden kann und problemlos auf neue und/oder verbesserte Transforma-
tions- und Regulationsverfahren anwendbar ist. Das Verfahren der Transformation ist fur die vorliegende Er-
findung nicht entscheidend; verschiedene Verfahren der Transformation von Pflanzen sind gegenwartig ver-
fugbar. Sofern neuere Verfahren zur Transformation von Nutzpflanzen verfugbar sind, kdnnen diese direkt im
vorliegenden Rahmen verwendet werden. Beispielsweise kdnnen zahlreiche Pflanzen-Spezies, die von Natur
aus fir eine Agrobacterium-Infektion empfanglich sind, erfolgreich durch Verfahren der Agrobacterium-vermit-
telten Transformation unter Verwendung von binaren oder dreiteiligen Vektoren transformiert werden. Zusatz-
liche Verfahren von Mikroinjektion, DNA-Partikelbombardment und Elektroporation sind entwikkelt worden, die
die Transformation verschiedener monokotylen und dikotylen Pflanzen-Spezies erlauben.

[0085] Bei der Entwicklung der DNA-Konstrukte werden die verschiedenen Bestandteile des Konstruktes
oder Fragmente desselben in einen geeigneten Klonierungsvektor insertiert, der in der Lage ist, sich in einem
bakteriellen Wirt zu replizieren, z.B. in E. coli. Es existieren zahlreiche Vektoren, die in der Literatur beschrie-
ben wurden. Nach jeder Klonierung kann das Plasmid isoliert und weiteren Manipulationen unterzogen wer-
den, wie beispielsweise Restriktion, Insertion von neuen Fragmenten, Ligation, Deletion, Insertion, Resektion
etc., sodass die Bestandteile der gewiinschten Sequenz zurechtgeschnitten werden. Sobald das Konstrukt
vollstandig ist, kann es gemaR der Art der Wirtszellen-Transformation fur die weitere Manipulation in einen ge-
eigneten Vektor eingebracht werden.

[0086] Normalerweise wird das DNA-Konstrukt ein Struktur-Gen mit den notwendigen regulatorischen Regi-
onen fur die Expression in einem Wirt und die Selektion von transformierten Zellen umfassen. Das Gen kann
fur eine Resistenz gegen ein cytotoxisches Mittel, z.B. ein Antibiotikum, ein Schwermetall, ein Toxin usw. sor-
gen, fur eine Komplementierung, die fur eine Prototrophie in einem auxotrophen Wirt sorgt, fir virale Immunitat
und Ahnliches. Abhangig von der Anzahl der verschiedenen Wirts-Spezies, in die das Expressionskonstrukt
oder Bestandteile desselben eingebracht wird, kdnnen ein oder mehrere Marker verwendet werden, wobei ver-
schiedene Selektionbedingungen bei den verschiedenen Wirten angewendet werden.

[0087] Es wird angemerkt, dass die Degeneration des DNA-Codes dafir sorgt, dass einige Kodon-Substitu-
tionen bei DNA-Sequenzen zulassig sind, ohne irgendeine entsprechende Modifikation bei der Aminosaurese-
quenz zu verursachen.

[0088] Wie oben erwahnt, ist die Art, auf die das DNA-Konstrukt in die Pflanzenzelle eingebracht wird, flur die
vorliegende Erfindung nicht entscheidend. Jedes beliebige Verfahren, das fur eine effiziente Transformation
sorgt, kann verwendet werden. Verschiedene Verfahren der Transformation von Pflanzenzellen umfassen die
Verwendung von Ti- oder Ri-Plasmiden, Mikroinjektion, Elektroporation, Infiltration, Imbibition, DNA-Partikel-
bombardement, Liposomenfusion, DNA-Bombardement oder Ahnliches. In vielen Fallen wird es erwiinscht
sein, dass das Konstrukt auf einer oder auf beiden Seiten der T-DNA eingegrenzt ist; es wird besonders er-
winscht sein, dass die linke und die rechte Grenze vorhanden sind, insbesondere die rechte Grenze. Dies ist
besonders nitzlich, wenn das Konstrukt A. tumefaciens oder A. rhizogenes als Art der Transformation verwen-
det, obgleich die T-DNA-Grenzen auch bei anderen Arten der Transformation Anwendung finden kénnen.

[0089] Wenn Agrobacterium fur die Transformtion der Pflanzenzellen verwendet wird, kann ein Vektor ver-
wendet werden, der zum Zwecke der homologen Kombination mit der T-DNA oder dem Ti- oder Ri-Plasmid,
die in dem Agrobacterium-Wirt vorhanden sind, in den Agrobacterium-Wirt eingebracht wird. Das Ti- oder
Ri-Plasmid, welches die T-DNA fiir die Rekombination umfasst, kann ,bewaffnet" (armed) sein (fahig, die Gal-
len-Bildung hervorzurufen) oder ,unbewaffnet" (disarmed) sein (unfahig, Gallen hervorzurufen), wobei letzte-
res erlaubt ist, solange die vir-Gene in dem transformierten Agrobacterium-Wirt vorhanden sind. Das ,bewaff-
nete" Plasmid kann zu einer Mischung von normalen Pflanzenzellen und Gallen fihren.

[0090] In einigen Fallen, in denen Agrobacterium als Vehikel zur Transformation von Pflanzenzellen verwen-
det wird, wird das von der (den) T-DNA-Grenze(n) eingefasste Expressionskonstrukt in einen Vektor mit brei-
tem Wirtsspektrum insertiert, wobei Vektoren mit breitem Wirtsspektrum in der Literatur beschrieben sind. Oft-
mals wird pRK2 oder Derivate desselben verwendet. Siehe beispielsweise Ditta et al. (1980). Umfasst vom Ex-
pressionskonstrukt und der T-DNA werden ein oder mehrere Marker sein, die die Selektion von transformier-
tem Agrobacterium und transformierten Pflanzenzellen erlauben. Mehrere Marker sind fur die Verwendung in
Pflanzenzellen entwickelt worden, wie z.B. die Resistenz gegen Kanamycin, das Aminoglykosid G418, Hygro-
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mycin und Ahnliche. Abhangig vom jeweiligen Wirt und der Art der Konstruktion werden verschiedene Marker
bevorzugt werden.

[0091] Bei der Transformation von Pflanzenzellen unter Verwendung von Agrobacterium kénnen Explantate
kombiniert und mit dem transformierten Agrobacterium fiir eine ausreichende Transformationsdauer inkubiert
werden. Die Bakterien werden getétet und die Pflanzenzellen werden in einem geeigneten selektiven Medium
kultiviert. Sobald sich der Callus gebildet hat, kann die Sprossbildung durch Verwendung geeigneter Pflanzen-
hormone nach bekannten Verfahren unterstiitzt werden, und die Sprosslinge kdnnen zur Regeneration der
Pflanzen auf Medium zur Wurzelbildung Ubertragen werden. Die Pflanzen kdnnen anschlieRend angezichtet
werden, um Samen zu bilden, und die Samen kdnnen verwendet werden, um repetitive Generationen zu eta-
blieren, und um pflanzliche Ole zu isolieren.

[0092] Die nunmehr allgemein beschriebene Erfindung wird leichter durch Verweis auf die nachfolgenden
Beispiele verstandlich sein, wobei diese lediglich zum Zwecke der lllustration enthalten sind und die vorliegen-
de Erfindung nicht beschranken sollen.

BEISPIELE

[0093] In der nachfolgenden experimentellen Offenbarung werden alle Temperaturen in Grad Celsius (°) an-
gegeben, Gewichte werden in Gramm (g), Milligramm (mg) oder Mikrogramm (ug) angegeben, Konzentratio-
nen werden in molar (M), millimolar (mM) oder mikromolar (uM) angegeben, und alle Volumen werden in Litern
(1), Mikrolitern (ul) oder Millilitern (ml) angegeben, sofern nicht auf anderes verwiesen wird.

BEISPIEL 1 — HERSTELLUNG VON NEUEN HYDROXYLIERTEN FETTSAUREN IN ARABIDOPSIS THALI-
ANA

Ubersicht

[0094] Die kappa-Hydroxylase, die durch das zuvor beschriebene fah12-Gen von Rizinus kodiert wird, wurde
verwendet, um Rizinolsaure, Lesquerolsdure, Densipolsdure und Auricolsdure in transgenen Arabidop-
sis-Pflanzen herzustellen. Dieses Beispiel setzt das in der vorhergehenden Anmeldung gelehrte Beispiel 2 in
die Praxis um.

Herstellung von transgenen Pflanzen

[0095] Eine Vielzahl von Verfahren ist entwickelt worden, um eine DNA-Sequenz von Interesse in das Genom
eines Pflanzen-Wirts zu insertieren, um die Transkription und Translation der Sequenz zur Verursachung einer
phanotypischen Veranderung zu erhalten. Die nachfolgenden Verfahren stellen lediglich eines von mehreren
aquivalenten Mitteln zur Herstellung transgener Pflanzen und zum Bewirken der Expression des Hydroxyla-
se-Gens dar.

[0096] Arabidopsis-Pflanzen wurden durch Agrobacterium-vermittelte Transformation transformiert, wobei
die kappa-Hydroxylase durch das fah12-Gen von Rizinus auf dem binaren Ti-Plasmid pB6 kodiert wurde. Die-
ses Plasmid wurde zuvor verwendet, um Nicotiana tabacum zum Zwecke der Herstellung von Rizinolsdure zu
transformieren.

[0097] Material zum Animpfen des Agrobacterium tumefaciens-Stamms GV3101, der das binare Ti-Plasmid
pB6 enthielt, wurde auf L-Nahrmedium-Platten ausplattiert, die 50 ug/ml Kanamycin enthielten, und fir 2 Tage
bei 30°C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden verwendet, um grof3e Flussigkeitskulturen (L-Nahrmedium mit
50 mg/l Rifampicin, 110 mg/l Gentamycin und 200 mg/l Kanamycin) anzuimpfen, die fur die Transformation von
Arabidopsis-Pflanzen verwendet wurden.

[0098] Die Arabidopsis-Pflanzen wurden mittels der in planta-Transformationsmethode transformiert, wie sie
im Wesentlichen von Bechtold et al., 1993) beschrieben wurde. Zellen von A. tumefaciens GV3101 (pB6) wur-
den durch Zentrifugation aus Flissigkulturen geerntet, anschlieRend bei einer ODg,, = 0,8 in Infiltrationsmedi-
um resuspendiert (Infiltrationsmedium war Murashige und Skoog Makro- und Mikronahrstoffmedium (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), das 10 mg/l 6-Benzylaminopurin und 5 % Glucose enthielt). Gruppen von 12-15
Pflanzen wurden fir 3 bis 4 Wochen bei natirlichem Licht bei einer durchschnittlichen taglichen Temperatur
von ungefahr 25°C in Topfen von 8,89 cm (3,5 Inch), die Erde enthielten, angezichtet. Die intakten Pflanzen
wurden in die bakterielle Suspension eingetaucht und anschlieend in einer Vakuumkammer eingebracht und
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unter ein Vakuum von 600 mm gesetzt, das von einer Laborvakuumpumpe produziert wurde, bis die Gewebe
einheitlich mit Wasser durchtrankt erschienen (ungefahr 10 Minuten). Die Pflanzen wurden bei 25°C fir 4 Wo-
chen bei kontinuierlichem Licht angeziichtet (100 pmol m= s~ Bestrahlung im Bereich von 400 bis 700 nm).
Die Samen, die von allen Pflanzen in einem Topf erhalten wurden, wurden als eigene Gruppe geerntet. Die
Samen wurden durch sequentielle Behandlung fur 2 Minuten mit Ethanol, gefolgt von 10 Minuten mit einer Mi-
schung von Haushaltsbleiche (Chlorox), Wasser und Tween-80 (50 %, 50 %, 0,05 %) sterilisiert und anschlie-
Rend griindlich mit sterilem Wasser gesplilt. Die Samen wurden in 100 ml Petrischalen in einer hohen Dichte
(2000 bis 4000 pro Platte) auf Agar-verfestigtem Medium ausplattiert, das 1/2 x Murashige und Skoog-Salz-
medium enthielt, mit B5-Vitaminen (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) angereichert war und 50 mg/I Kana-
mycin enthielt. Nach Inkubation fiir 48 Stunden bei 4°C zur Stimulation der Keimung wurden die Keimlinge fir
einen Zeitraum von 7 Tagen angezlichtet, bis die Transformanten eindeutig als gesunde griine Keimlinge ge-
gen einen Hintergrund von chlorotischen, Kanamycin-sensitiven Keimlingen identifiziert werden konnten. Die
Transformanten wurden fir 2 Wochen auf Erde tbertragen, bevor Blattgewebe fir die DNA- und Lipid-Analyse
benutzt werden konnte. Mehr als 20 Transformanten wurden erhalten.

[0099] Die DNA wurde aus jungen Blattern von Transformanten extrahiert, um das Vorhandensein eines in-
takten fah12-Gens zu verifizieren. Das Vorhandensein des Transgens in mehreren vermeintlichen transgenen
Linien wurde unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifizierung des Inserts von pB6 verifi-
ziert. Bei den verwendeten Primer handelte es sich um HF2 = GCTCTTTTGTGCGCTCATTC (SEQ ID NO: 12)
und HR1 = CGGTACCAGAAAACGCCTTG (SEQ ID NO: 13), die erstellt wurden, um die Amplifikation eines
700 bp-Fragments zu erlauben. Ungefahr 100 ng genomische DNA wurden zu einer Lésung gegeben, die 25
pmol von jedem Primer enthielt, 1,5 U Tag-Polymerase (Boehringer Mannheim), 200 yM dNTPs, 50 mM KClI,
10 mM Tris-HCI (pH 9), 0,1 % (v/v) Triton X-00, 1,5 mM MgCl,, 3 % (v/v) Formamid, das Endvolumen betrug
50 pl. Die Amplifikationsbedingungen waren: 4 min Denaturierungsschritt bei 94°C, gefolgt von 30 Zyklen bei
92°C fur 1 min, 55°C fir 1 min, 72°C fur 2 min. Ein finaler Extensionsschritt bei 72°C flr 5 min schloss das
Programm ab. Die Transformanten konnten nach Sichtbarmachen eines charakteristischen amplifizierten
Fragments von 1 kb auf einem Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel in positiver Hinsicht identifiziert werden.
Alle transgenen Linien, die getestet wurden, ergaben ein PCR-Produkt einer GroRe, die mit dem erwarteten
Genotyp ubereinstimmte, was bestatigte, dass die Linien in der Tat transgen waren. Alle weiteren Experimente
wurden mit drei reprasentativen transgenen Linien des Wildtyps durchgefiihrt, die als 1-3, 4D, 7-4 bezeichnet
wurden, sowie mit einer Linie der fad2-Mutantenlinie JB12. Die transgene JB12-Linie wurde einbezogen, um
zu testen, ob die erhéhte Akkumulierung von Olsédure in dieser Mutante eine Auswirkung auf die Menge der
Rizinolsaure hat, die in transgenen Pflanzen akkumuliert wird.

Analyse von transgenen Pflanzen

[0100] Blatter und Samen von fah12-transgenen Arabidopsis-Pflanzen wurden unter Verwendung der Gas-
chromatographie auf das Vorhandensein von hydroxylierten Fettsauren analysiert. Die Lipide wurden aus
100-200 mg Blattgewebe oder aus 50 Samen extrahiert. Es wurden Fettsduremethylester (FAMES) herge-
stellt, indem Gewebe in einem 13 x 100 mm Glasbehalter mit Schraubverschluss, der mit einer mit Teflon aus-
gekleideten Kappe versehen war, in 1,5 ml 1,0 M methanolischem HCI (Supelco Co.) eingebracht und fur 2
Stunden auf 80°C erhitzt wurde. Beim Abkuhlen wurde 1 ml Petroleumether zugegeben, und die FAMES wur-
den entfernt, indem die Etherphase abgedampft wurde, welche anschliefend in einem Glasbehalter in einem
Stickstoff-Strom getrocknet wurde. 100 pl N,O-Bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA; Pierce Chemical
Co.) und 200 pl Acetonitril wurden zugegeben, um die Hydroxyl-Gruppen zu derivatisieren. Die Reaktion wurde
bei 70°C fir 15 Minuten ausgefiihrt. Die Produkte wurden in Stickstoff getrocknet, in 100 pl Chloroform gelést
und in ein Gaschromatograph-Behaltnis gegeben. 2 ul jeder Probe wurden auf einer SP2340 Fused-Silica-Ka-
pillarsaule (30 m, 0,75 mm ID, 0,20 mm Film, Supelco) analysiert, wobei ein Hewlett-Packard-Gaschromato-
graph der Serie 5890 |l verwendet wurde. Die Proben wurden nicht aufgeteilt, das Temperaturprogramm betrug
195°C fur 18 min, wurde mit 25°C/min auf 230°C erhoht, bei 230°C fir 5 min gehalten und anschliefend mit
25°C/min auf 195°C abgesenkt, und es wurden Flammenionisations-Detektoren verwendet.

[0101] Die chromatographische Elutionszeit von Methylestern und O-TMS-Derivaten von Rizinolséure, Les-
querolsaure und Auricolsdure wurde durch GC-MS der Lipidproben von Samen von L. fendleri und Vergleich
mit verdffentlichten Chromatogrammen von Fettsauren dieser Spezies etabliert (Carlson et al., 1990). Es wur-
de ein O-TMS-Methyl-Rizinoleat-Standard aus Rizinolsaure hergestellt, die von Sigma Chemicals Co (St. Lou-
is, MO) erhalten wurde. O-TMS-Methyl-Lesqueroleat-Standards und O-TMS-Methyl-Auricolat-Standards wur-
den ausgehend von Triacylglycerolen, die aus Samen von L. fendleri gereinigt worden waren, hergestellt. Das
Massenspektrum von O-TMS-Methyl-Rizinoleat, O-TMS-Methyl-Densipoleat, O-TMS-Methyl-Lesqueroleat
und O-TMS-Methyl-Auricoleat sind jeweils in den Eig. 1A-D gezeigt. Die Struktur der charakteristischen lonen,
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die wahrend der Massenspektrometrie dieser Derivate erzeugt werden, sind in Fig. 2 gezeigt.

[0102] Die aus dem transgenen Gewebe extrahierten Lipide wurden durch Gaschromatographie und Mas-
senspektrometrie auf das Vorhandensein von hydroxylierten Fettsduren untersucht. Zum Zwecke der Referenz
sei darauf verwiesen, dass die durchschnittliche Fettsdurezusammensetzung von Blattern in einer Arabidop-
sis-Wildtyp-Linie und einer fad2-Mutanten-Linien von Miguel und Browse (1992) beschrieben wurden. Gachro-
matogramme von methylierten und silylierten Fettsduren von Samen vom Wildtyp und von einer fah12-trans-
genen Wildtypflanze sind in den Fig. 3A bzw. 3B gezeigt. Die Profile sind sehr ahnlich, mit Ausnahme des Vor-
handenseins von drei kleinen aber getrennten Peaks bei 14,3, 15,9 und 18,9 Minuten. Ein sehr kleiner Peak
bei 20,15 Minuten war ebenfalls zu erkennen. Die Elutionszeit der Peaks bei 14,3 und 18,9 Minuten entsprach
exakt denen der zum Vergleich hergestellten Rizinolsaure- bzw. Lesquerolsaure-Standards. In Lipidextrakten
von Blattern oder Wurzeln des Wildtyps und der fah12-transgenen Wildtyplinien wurden keine signifikanten Un-
terschiede beobachtet (Tabelle 1). Obwohl das fah12-Gen in der ganzen Pflanze exprimiert wird, beobachteten
wir Auswirkungen auf die Fettsdurezusammensetzung lediglich im Samengewebe. Eine dhnliche Beobachtung
wurde bei transgenem fah12-Tabak gemacht.

Fett- |Samen Blatt Wurzel
saure

WT FAH12/WT |FAH12/fad2 |JB12 |WT FAH12/WT [WT FAH12 /WT
16:0 8,5 |8,2 6,4 6,1 16,5 17,5 23,9 24,9
16:3 0 0 0 0 10,1 9,8 0 0
18:0 3,2 |3,5 2,9 3,5 1,3 1,2 2,0 1,9
18:1 15,4 |26,3 43,4 47,8 12,4 3,4 5,4 3,2
18:2 27,0121,4 10,2 7,2 15,1 14,0 32,2 29,4
18:3 22,0|16,6 - 9,7 36,7 36,0 26,7 30,6
20:1 14,0 |14,3 - 13,1 |0 0 0 0
22:1 2,0 |1,0 , 0,5 0 0 0 0
24:1 2,5 1,7 2, 1,6 0 0 0 0
18:1- ;0 0,4 ' 0 0 0 0 0
OH
18:2- |0 0,4 0,3 0 0 0 0 0
OH
20:1- (O 0,2 0,1 0 0 0 0 0
OH
20:2- |0 0,1 0,1 0 0 0 0 0
OH

Tabelle 1: Fettsdurezusammensetzung von Lipiden aus transgenem Arabidopsis und Wildtyp-Arabidopsis. Die
Werte sind Mittelwerte, die aus der Analyse von Proben aus drei unabhangigen transgenen Linien oder drei
unabhangigen Proben von Wildtyp- und fad2-Linien erhalten wurden.

[0103] Um zu bestéatigen, dass die beobachteten neuen Peaks in den transgenen Linien den Derivaten von
Rizinolsaure, Lesquerolsaure, Densipolsaure und Auricolsaure entsprachen, wurde eine Massenspektrometrie
verwendet. Die Fettsaure-Derivate wurden wie oben beschrieben mittels Gaschromatographie aufgetrennt, mit
der Ausnahme, dass ein massenselektiver Hewlett-Packard Detektor der 5971-Serie anstelle des Flammeni-
onisationsdetektor aus dem vorherigen Experiment verwendet wurde. Die Spektren der vier neuen Peaks in
Fig. 3B (Peaknummern 10, 11, 12 und 13) sind jeweils in den Fig. 4A-D gezeigt. Der Vergleich des Spektrums,
das fur die Standards erhalten wurde, mit dem Spektrum, das fur die vier Peaks aus den transgenen Linien
erhalten wurde, bestatigte die Identitat der vier neuen Peaks. Auf Basis der drei charakteristischen Peaks bei
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M/Z 187, 270 und 299 wird Peak 10 unzweifelhaft als O-TMS-Methyl-Rizinoleat identifiziert. Auf Basis der drei
charakteristischen Peaks bei M/Z 185, 270 und 299 wird Peak 11 unzweifelhaft als O-TMS-Methyl-Densipoleat
identifiziert. Auf Basis der drei charakteristischen Peaks bei M/Z 187, 298 und 327 wird Peak 12 unzweifelhaft
als O-TMS-Methyl-Lesqueroleat identifiziert. Auf Basis der drei charakteristischen Peaks bei M/Z 185, 298 und
327 wird Peak 13 unzweifelhaft als O-TMS-Methyl-Auricoleat identifiziert. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig,
dass die fah12-cDNA fiir eine Hydroxylase kodiert, welche sowohl Olséure hydroxyliert, wobei Rizinolséure
entsteht, als auch Icosensaure hydroxyliert, wobei Lesquerolsaure entsteht. Diese Ergebnisse liefern einen
weiteren Beleg dafiir, dass die Hydroxylase in einer heterologen Pflanzen-Spezies auf so exprimiert werden
kann, dass das Enzym katalytisch funktionstlichtig ist. Diese Ergebnisse zeigen ferner, dass die Expression
dieses Hydroxylase-Gens zur Akkumulierung von Rizinolsdure, Lesquerolsaure, Densipolsaure und Auricol-
saure in einer Pflanzen-Spezies flihrt, die normalerweise keine hydroxylierten Fettsauren in extrahierbaren Li-
piden akkumuliert.

[0104] Das Vorhandensein von Lesquerolsaure in den transgenen Pflanzen wurde in der vorhergehenden Pa-
tentanmeldung (Nr. 08/320,982) auf Basis des biochemischen Hinweises, der eine breite Substratspezifitat der
kappa-Hydroxylase verriet, angenommen. Im Gegensatz dazu war die Akkumulierung von Densipol- und Au-
ricolsaure schlechter vorhersagbar. Da Arabidopsis normalerweise keine signifikanten Mengen des nicht-hy-
droxylierten Vorlaufers dieser Fettsduren umfasst, die als Substrate fir die Hydroxylase dienen kénnen,
scheint es, dass ein oder mehrere der drei in Arabidopsis bekannten n-3-Fettsaure-Desaturasen (z.B. fad3,
fad7, fad8; Uberblick in Gibson et al., 1995) in der Lage sind, die hydroxylierten Verbindungen an der n-3-Po-
sition zu desaturieren. Dies bedeutet, dass Densipolsdure durch die Wirkung einer n-3-Desaturase auf Rizinol-
saure produziert wird. Auricolsaure wird durch die Wirkung einer n-3-Desaturase auf Lesquerolsaure produ-
ziert. Die fad3-Desaturase ist mit annahernder Sicherheit daflir verantwortlich, da sie im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert ist. Dies kann zukuinftig getestet werden, indem fah12-enthaltene transgene Pflanzen aus
der fad3-defizienten Mutante von Arabidopsis hergestellt werden (dhnliche Experimente kénnen mit fad7 und
fad8 durchgefiihrt werden). Es ist ferner formell moglich, dass die Enzyme, die normalerweise 18:1%4° zu
20:192"" elongieren 120H-18:19° zu 140H-20:1°2"" glongieren und 120H-18:2°4%15 zy 140QH-20:2°A™17,

[0105] Die Menge der verschiedenen Fettsauren in Lipiden von Samen, Blatt und Wurzel der Kontrolle und
der transgenen Pflanzen ist in Tabelle 1 dargestellt. Obwohl die Menge an hydroxylierten Fettsduren, die in
diesem Beispiel produziert wurden, geringer ist, als es fiir die kommerzielle Produktion von Rizinoleat und an-
deren hydroxylierten Fettsduren aus Pflanzen erwiinscht ist, streben wir zahlreiche Verbesserungen dieser Er-
findung an, die das Niveau der Akkumulierung von hydroxylierten Fettsduren in Pflanzen, welche das
fah12-Hydroxylase-Gen oder verwandte Hydroxylase-Gene exprimieren, erhéhen werden. Verbesserungen
beim Ausmal und bei der Gewebespezifitat der Expression des Hydroxylase-Gens sind angestrebt. Verfahren,
die dies durch Verwendung eines starken, samenspezifischen Promotors, wie dem Napin-Promotor aus B. na-
pus, oder durch Verwendung der nativen Promotoren des fah12-Gens aus Rizinus oder des entsprechenden
Hydroxylase-Gens von L. fendleri, erreichen werden, werden flir den Fachmann offensichtlich sein. Zusatzli-
che angestrebte Verbesserungen betreffen die Modifikation der Enzyme, welche die hydroxylierten Fettsauren
von Phosphatidylcholin abspalten, die Verringerung der Aktivitat von Enzymen, die hydroxylierte Fettsduren
abbauen, sowie das Ersetzen von Acyltransferasen, die hydroxylierte Fettsauren zu den sn-1-, sn-2- und
sn-3-Positionen der Glycerol-Lipide transferieren. Obwohl Gene fiir diese Enzyme in der wissenschaftlichen
Literatur nicht beschrieben worden sind, kann ihre Nutzlichkeit bei der Verbesserung des Ausmalfles der Pro-
duktion von hydroxylierten Fettsduren ohne weiteres basierend auf den Ergebnissen der biochemischen Un-
tersuchungen der Rizinoleat-Synthese abgesehen werden.

[0106] Obgleich Arabidopsis keine 6konomisch wichtige Pflanzen-Spezies ist, ist sie in weitem Umfang bei
Pflanzenbiologen als Modell fir hdhere Pflanzen anerkannt. Daher soll die Aufnahme dieses Beispiels die all-
gemeine Nitzlichkeit der vorliegend beschriebenen Erfindung zeigen, um die Ol-Zusammensetzung in hohe-
ren Pflanzen zu modifizieren. Ein Vorteil der Untersuchung der Expression des neuen Gens in Arabidopsis be-
steht darin, dass betrachtliches Wissen uber den Lipid-Metabolismus in diesem System besteht, und eine
Sammlung von Mutanten verfligbar ist, die dazu verwendet werden kann, nutzliche Informationen in Bezug auf
die Biochemie der Fettsaure-Hydroxylierung in Pflanzen-Spezies zu erlangen. Ein weiterer Vorteile besteht da-
rin, dass alle Informationen, die Uber den Rizinoleat-Metabolismus in Arabidopsis erhalten wurden, leicht auf
eng verwandte Spezies, wie beispielsweise die Nutzpflanzen Brassica napus, Brassica juncea oder Crambe
abyssinica, Ubertragen werden kénnen, um Rizinoleat, Lesqueroleat und andere hydroxylierte Fettsauren fur
die industrielle Verwendung in grolRen Mengen zu produzieren. Die kappa-Hydroxylase ist fur die Produktion
von Rizinoleat oder Lesqueroleat in jeder beliebigen Pflanzen-Spezies nitzlich, welche signifikante Mengen
der Vorlaufer, Olsaure und Icosenséure, akkumuliert. Von besonderem Interesse sind genetisch modifizierte
Varianten, die grole Mengen Olséure akkumulieren. Solche Varianten sind gegenwartig fiir Sonnenblume und

18/55



DE 69534 849 T2 2006.12.21

Canola verfigbar. Die Produktion von Lesquerolsaure und verwandten Hydroxy-Fettsauren kann in Spezies
erreicht werden, die groRe Mengen an Icosensaure und anderen langkettigen Monoensauren akkumulieren.
Solche Pflanzen kénnten in der Zukunft mittels Gentechnik aus Pflanzen hergestellt werden, die solche Vor-
laufer normalerweise nicht produzieren. Wir nehmen daher an, dass die Verwendung von kappa-Hydroxylase
von allgemeiner Nitzlichkeit ist.

BEISPIEL 2: ISOLIERUNG EINES GENOMISCHEN KLONS FUR DIE LESQUERELLA-KAPPA-HYDROXY-
LASE

Uberblick

[0107] Nukleotidsequenzregionen, die sowohl in der Rizinus-kappa-Hydroxylase als auch in der Arabidop-
sis-fad2-A12-Fettsdure-Desaturase konserviert sind, wurden verwendet, um Oligonukleotid-Primer zu erstel-
len. Diese wurden mit genomischer DNA von Lesquerella fendleri verwendet, um Fragmente mehrerer homo-
loger Gene zu amplifizieren. Diese amplifizierten Fragmente wurden anschlieend als Hybridisierungssonden
verwendet, um genomische Klone vollstandiger Lange aus einer genomischen Bibliothek von L. fendleri zu
identifizieren. Hydroxylierte Fettsauren sind flir das Samengewebe von Lesquerella sp. spezifisch und werden
in vegetativen Geweben nicht in einem nennenswerten Umfang gefunden. Eines der zwei Gene, die durch die-
ses Verfahren identifiziert wurden, wurde sowohl in Blattern als auch in sich entwickelnden Samen exprimiert,
und es wird daher angenommen, dass es der A12-Fettsaure-Desaturase entspricht. Das andere Gen wurde in
sich entwickelnden Samen im hohen Ausmal’ exprimiert, es wurde jedoch nicht oder nur in sehr geringem Aus-
mal in Blattern exprimiert; es handelt sich um die kappa-Hydroxylase dieser Spezies. Die Identitat dieses
Gens wird durch Einbringen des Gens in transgene Arabidopsis-Pflanzen und Nachweis, dass dies die Akku-
mulierung von Rizinolsdure, Lesquerolsaure, Densipolsdure und Auricolsaure in den Lipiden des Samens be-
wirkt, nachgewiesen. Der Promotor dieses Gens ist ebenfalls von Nutzen, da er in der Lage ist, die Expression
eines Gens in sich entwickelnden Samen zu einer Zeit zu steuern, zu der Speicherlipide akkumuliert werden.
Dieser Promotor ist somit von grolRem Nutzen fiir zahlreiche Anwendungen bei der Genmanipulation von Sa-
men, insbesondere bei Mitgliedern der Brassicaceen.

[0108] Die verschiedenen Schritte, die an diesem Vorgang beteiligt sind, werden nachfolgend im Detail be-
schrieben. Sofern nicht anders angegeben, werden zur Manipulation von Nukleinsduren, Bakterien und Pha-
gen Routineverfahren angewendet wie sie in Sambrook et al. (1989) beschrieben werden.

Isolierung eines Fragments des kappa-Hydroxylase-Gens aus Lesquerella

[0109] Oligonukleotid-Primer fur die Amplifikation der kappa-Hydroxylase aus L. fendleri wurden erstellt, in-
dem Regionen mit hoher Homologie der abgeleiteten Aminosauresequenz zwischen der Rizinus-kappa-Hydro-
xylase und der Arabidopsis-A12-Desaturase (fad2) ausgewahlt wurden. Da die meisten Aminosauren durch
mehrere unterschiedliche Kodons kodiert werden, wurden diese Oligonukleotide so erstellt, dass sie alle mdg-
lichen Kodons umfassten, die fir die entsprechenden Aminosauren kodieren kénnen. Die Sequenz dieser ge-
mischten Oligonukleotide war:

Oligo 1: TAYWSNCAYMGNMGNCAYCA (SEQ ID NO: 14)

Oligo 2: RTGRTGNGCNACRTGNGTRTC (SEQ ID NO: 15)

(wobei: Y=C+T,W=A+T;S=G+C;N=A+G+C+T,M=A+C;R=A+Glist).

[0110] Diese Oligonukleotide wurde dazu verwendet, ein DNA-Fragment der genomischen DNA von L. fend-
leri durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung der folgenden Bedingungen zu amplifizieren:
Ungefahr 100 ng genomischer DNA wurden zu einer Lésung gegeben, die 25 pmol jedes Primers, 1,5 U
Tag-Polymerase (Boehringer Mannheim), 200 uM dNTPs, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 9), 0,1 % (v/v) Tri-
ton X-100, 1,5 mM MgCl,, 3 % (v/v) Formamid enthielt, wobei ein Endvolumen von 50 pl erhalten wurde. Die
Amplifikationsbedingungen waren: 4 min Denaturierungsschritt bei 94°C, gefolgt von 30 Zyklen bei 92°C fir 1
min, 55°C fir 1 min, 72°C fir 2 min. Ein finaler Extensionsschritt bei 72°C flir 5 min schloss das Programm ab.

[0111] Nach elektrophoretischer Trennung der Produkte der PCR-Reaktion in Agarosegelen wurden
PCR-Produkte von ungefahr 540 bp beobachtet. Zwei dieser Fragmente wurden in pBluescript (Stratagene)
kloniert, wodurch die Plasmide pLesq2 und pLesq3 entstanden. Die Sequenz der Inserts in diesen zwei Plas-
miden wurde durch Kettenabbruchverfahren bestimmt. Die Sequenz des Inserts von pLesq?2 ist als Fig. 5 dar-
gestellt (SEQ ID NO: 1) und die Sequenz des Inserts von pLesq3 ist als Fig. 6 dargestellt (SEQ ID NO: 2). Der
hohe Grad an Sequenzidentitat zwischen den zwei Klonen verweist darauf, dass diese potentielle Kandidaten
waren, entweder eine A12-Desaturase oder eine gamma-Hydroxylase zu sein.
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Northern-Analyse

[0112] In L. fendleri werden hydroxylierte Fettsduren in groRen Mengen in Samendlen gefunden, jedoch nicht
in nennenswerten Mengen in den Blattern. Daher besteht ein wichtiges Kriterium bei der Unterscheidung zwi-
schen einer Fettsaure-Desaturase und einer kappa-Hydroxylase darin, dass man erwartet, dass das kap-
pa-Hydroxylase-Gen in Geweben mit einem hohen Gehalt an hydroxylierten Fettsauren starker exprimiert wird
als in anderen Geweben, wohingegen alle Pflanzengewebe mRNA fiir eine w6-Fettsdure-Desaturase enthal-
ten sollten, da zweifach ungesattigte Fettsduren in den Lipiden aller Gewebe in den meisten oder in allen Pflan-
zen gefunden werden. Daher war es von groftem Interesse zu bestimmen, ob das Gen, welches pLesq2 ent-
spricht, ebenfalls nur in Samen exprimiert wird, oder ob es auch in anderen Geweben exprimiert wird. Dieser
Frage wurde nachgegangen, indem man die Hybridisierung von pLesq2 an RNA, die aus sich entwickelnden
Samen oder von Blattern erhalten wurde, untersuchte.

[0113] Gesamt-RNA wurde aus sich entwickelnden Samen und jungen Blattern von L. fendleri unter Verwen-
dung eines Rneasy-RNA-Extraktions-Kits (Qiagen) gemafl den Anweisungen des Herstellers gereinigt. Die
RNA-Konzentrationen wurden durch UV-Spektrophotometrie bei A = 260 und 280 nm quantifiziert. Um sicher-
zustellen, dass das fur den Northernblot verwendete Gel gleichmaRig beladen wurde, wurden die RNA-Kon-
zentrationen weiter angepasst, nachdem die Fluoreszenz der mit Ethidiumbromid gefarbten und auf einem de-
naturierenden Testgel getrennten RNA-Proben unter UV-Licht aufgenommen worden war.

[0114] Die wie oben beschrieben praparierte Gesamt-DNA aus Blattern und sich entwickelnden Samen wur-
de elektrophoretisch auf einem Agarosegel getrennt, das Formaldehyd enthielt (Iba et al., 1993). Eine gleiche
Menge (10 pg) RNA wurde in beide Spuren geladen, und RNA-Standards (0,16 bis 1,77 kb-Leiter, Gibco-BRL)
wurden in die dritte Spur geladen. Nach der Elektrophorese wurde die RNA vom Gel auf eine Nylonmembran
(Hybond N+, Amersham) tibertragen und durch Einwirken von UV-Licht auf dem Filter fixiert. Eine **P-markier-
te Sonde wurde durch Random-Priming aus der Insert-DNA des Klons pLesq2 hergestellt und Gber Nacht bei
52°C mit der Membran hybridisiert, nachdem diese fir 2 Stunden vorhybridisiert worden war. Die Vorhybridi-
sierungslésung enthielt 5X SSC, 10X Denhardt-Lésung, 0,1 % SDS, 0,1 M KPO, pH 6,8, 100 pg/ml Lachssper-
ma-DNA. Die Hybridisierungslésung hatte dieselbe Basiszusammensetzung, enthielt jedoch kein SDS und
enthielt 10 % Dextransulfat und 30 % Formamid. Der Blot wurde einmal in 2X SSC, 0,5 % SDS bei 65°C und
anschlieend in 1X SSC bei derselben Temperatur gewaschen.

[0115] Ein kurzes Einwirken (30 min) des Blots auf einen Rontgenfilm zeigte, dass die Sonde pLesq2 mit einer
einzelnen Bande hybridisiert, die lediglich in der Spur mit der Samen-RNA vorhanden war (Eig. 7). Der Blot
wurde erneut mit dem Insert des pLesq3-Gens als Sonde untersucht, was zu Banden ahnlicher Intensitat in
den Spuren der Samen und der Blatter fuhrte (Eig. 7).

[0116] Diese Ergebnisse zeigen, dass das Gen, welches dem Klon pLesq2 entspricht, in hohem Mafie und
spezifisch in den Samen von L. fendleri exprimiert wird. In Verbindung mit der Kenntnis der Nukleotidsequenz
und der abgeleiteten Aminosauresequenz ist eine Samen-spezifische Expression des Gens, das dem Insert in
pLesqg2 entspricht, ein Uberzeugender Indikator einer Rolle des Enzyms bei der Synthese von hydroxylierten
Fettsauren in Samendl.

Charakterisierung eines genomischen Klons fir die gamma-Hydroxylase

[0117] Genomische DNA wurde wie von Murray und Thompson (1980) beschrieben aus jungen Blattern von
L. fendleri isoliert. Eine genomische Bibliothek aus einem partiellem Sau3Al-Verdau, die in dem Vektor ADashll
(Stratagene, 11011 North Toorey Pines Road, La Jolla, CA 92037) konstruiert wurde, wurde durch partielles
Verdauen von 500 pg DANN, GréRenselektion der DNA in einem Sucrosegradient (Sambrook et al., 1989) und
Ligieren der DNA (durchschnittliche Grofie 12 kb) mit dem BamHI-verdauten Arm von ADashll hergestellt. Die
gesamte Ligation wurde gemall den Bedingungen des Herstellers gesammelt und auf den E. coli Stamm
XL1-Blue MRA-P2 (Stratagene) ausplattiert. Dies ergab 5 x 10° primare rekombinante Klone. Die Bibliothek
wurde anschlieBend gemaf den Bedingungen des Herstellers amplifiziert. Eine Fraktion der genomischen Bi-
bliothek wurde auf E. coli XL1-Blue ausplattiert, und die resultierenden Plaques (150000) wurden gemaR den
Bedingungen des Herstellers auf geladene Nylonmembranen (Hybond N+, Amersham) Uberfiihrt. Die DNA
wurde mittels UV in einem Stratalinker (Stratagene) mit den Filtern quervernetzt.

[0118] Mehrere Klone, die genomische DNA-Sequenzen trugen, welche der Hydroxylase von L. fendleri ent-

sprachen, wurden isoliert, indem man die Membranen mit dem Insert von pLesg2 als Sonde untersuchte, das
mittels PCR mit internen Primer amplifiziert und mit *>P durch Random-Priming markiert worden war. Die Filter
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wurden flr 2 Stunden bei 65°C in 7 % SDS, 1 mM EDTA, 0,25 M Na,HPO, (pH 7,2), 1 % BSA prahybridisiert
und fiir 16 Stunden in derselben Losung mit der Sonde hybridisiert. Die Filter wurden nacheinander bei 65°C
in Losungen gewaschen, die 2X SSC, 1X SSC, 0,5 X SSC und zusatzlich 0,1 % SDS enthielten. Ein 2,6
kb-Xbal-Fragment, das die vollstandige kodierende Sequenz fiir die gamma-Hydroxylase und ungefahr 1 kb
der 5'-stromaufwarts gelegenen Region enthielt, wurde in die entsprechende Stelle des pBluescript KS subklo-
niert, wobei das Plasmid pLesqg-Hyd entstand, und die Sequenz wurde vollstandig durch das Dideoxy-Ketten-
babbruchs-Verfahren unter Verwendung eines automatischen Sequenziergerates bestimmt. Die Sequenzda-
ten wurden unter Verwendung des Programms DNASIS (Hitachi Company) untersucht.

[0119] Die Sequenz des Inserts von Klon pLesg-Hyd ist in den Fig. 8A-B gezeigt. Die Sequenz enthalt 1855
bp kontinuierliche DNA-Sequenz (SEQ ID NO: 3). Der Klon kodiert eine 5'-nicht-translatierte Region von 401
bp (d.h. Nukleotide, die dem ersten ATG-Kodon voranstehen), einen offenen Leserahmen von 1152 bp sowie
eine 3'-untranslatierte Region von 302 bp. Der offene Leserahmen kodiert ein Protein von 384 Aminosauren
mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 44370 (SEQ ID NO: 4). Der Amino-Terminus weist keine
Merkmale eines typischen Signalpeptids auf (von Heijne, 1985).

[0120] Das genaue Translations-Initiations-Methionin ist experimentell nicht bestimmt worden; man nimmt je-
doch auf Basis der abgeleiteten Aminosauresequenz-Homologie zu der Rizinus-kappa-Hydroxylase (unten an-
gemerkt) an, dass es sich um das Methionin handelt, welches von dem ersten ATG-Kodon bei Nukleotid 402
kodiert wird.

[0121] Der Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz von pLesqg-Hyd mit Sequenzen Membran-gebun-
dener Desaturasen und der Rizinus-Hydroxylase (Fig. 9A-B) zeigt, dass pLesg-Hyd homolog zu diesen Ge-
nen ist. Die Figur zeigt ein Alignment der Hydroxylase von L. fendleri (SEQ ID NO: 4) mit der Hydroxylase von
Rizinus (van de Loo et al., 1995), der Arabidopsis fad2-cDNA, die eine im endoplasmatischen Retikulum loka-
lisierte A12-Desaturase (fad2 genannt) kodiert (Okuley et al., 1994), zwei fad2-Desaturase-Klonen aus der So-
jabohne, einem Brassica napus-fad2-Klon, einem Zea mays-fad2-Klon und der partiellen Sequenz eines
fad2-Klons aus R. communis. Der hohe Grad an Sequenzhomologie verweist darauf, dass die Genprodukte
ahnliche Funktionen aufweisen. So betragt beispielsweise die Gesamthomologie zwischen der Lesquerel-
la-Hydroxylase und der Arabidopsis-fad2-Desaturase 92,2 % Ahnlichkeit und 84,8 % Identitat, und die zwei Se-
quenzen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lange lediglich in einer Aminosaure.

Southern-Hybridisierung

[0122] Die Southernanalyse wurde verwendet, um die Kopienzahl der Gene im Genom von L. fendleri zu be-
stimmen, die dem pLesg-Hyd-Klon entsprachen. Genomische DNA (5 ug) wurde mit EcoRlI, Hindlll und Xbal
verdaut und auf einem 0,9%igen Agarosegel getrennt. Die DNA wurde gemaf dem Protokoll des Herstellers
mittels Alkali-Blot auf eine geladene Nylonmembran (Hybond N+. Amersham) Gbertragen. Der Blot wurde fir
2 Stunden bei 65°C in 7 % SDS, 1 mM EDTA, 0, 25 M Na,HPO, (pH 7,2), 1 % BSA vorhybridisiert und fir 16
Stunden in derselben Losung mit der Sonde hybridisiert, wobei das pLesqg-Hyd-Insert mit internen Primern
PCR-amplifiziert und durch Random-Priming mit **P markiert worden war. Die Filter wurden nacheinander bei
65°C in LOsungen gewaschen, die 2X SSC, 1X SSC, 0,5X SSC und zusatzlich 0,1 % SDS enthielten und an-
schlieRend einem Rontgenfilm ausgesetzt.

[0123] Die Sonde hybridisierte mit einer einzelnen Bande in jedem Verdau der DNA von L. fendleri (Fig. 10),
was darauf verweist, dass das Gen, von dem pLesqg-Hyd transkribiert wird, in einer einzelnen Kopie im Genom
von L. fendleri vorliegt.

Expression von pLesg-Hyd in transgenen Pflanzen

[0124] Es gibt eine grofie Vielzahl von Pflanzen-Promotorsequenzen, die verwendet werden kénnen, um eine
Gewebe-spezifische Expression von klonierten Genen in transgenen Pflanzen zu bewirken. Der Napin-Promo-
tor und die Promotoren des Acylcarrierproteins sind beispielsweise bereits zuvor bei der Modifikation der Zu-
sammensetzung von Samendl durch Expression einer Antisense-Form einer Desaturase verwendet worden
(Knutsen et al., 1992). Von dem Promotor der B-Untereinheit des Sojabohnen-B-Conglycinin ist gezeigt wor-
den, dass er in hohem Male aktiv ist und zu einer Gewebe-spezifischen Expression in transgenen Pflanzen
anderer Spezies als der Sojabohne fuhrt (Bray et al., 1987). Obwohl wir die Verwendung des kappa-Hydroxy-
lase-Promotors aus L. fendleri in den vorleiegenden Beispielen beschrieben haben, kénnen auch andere Pro-
motoren fir die Herstellung einer modifizierter Samendl-Zusammensetzungen verwendet werden, die zu einer
Samen-spezifischer Expression fuhren. Solche Modifikationen der vorliegend beschriebenen Erfindung wer-
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den fir den Fachmann offensichtlich sein.

[0125] Konstrukte fir die Expression der kappa-Hydroxylase von L. fendleri in Pflanzenzellen werden wie
folgt hergestellt: Ein 13 kb-Sall-Fragment, welches das pLesq-Hyg-Gen enthielt, wurde in die Xhol-Schnittstel-
le des binaren Ti-Plasmid-Vektors pSLJ44026 (Jones et al., 1992) (Fig. 11) kloniert, wobei das Plasmid
pTi-Hyd entstand, und durch Elektroporation in den Agrobacterium tumefaciens-Stamm GV3101 transformiert.
Der Stamm GV3101 (Koncz und Schell, 1986) enthalt ein ,unbewaffnetes" (disarmed) Ti-Plasmid. Zellen fur
die Elektroporation wurden wie folgt hergestellt. GV3101 wurde in LB-Medium mit verringertem NaCl (5 g/l) an-
gezichtet. Eine 250 ml-Kultur wurde bis zu einer OD,,, = 0,6 angezlichtet und anschlieend bei 4000 UpM fiir
15 Minuten zentrifugiert (Sorvall GS-A-Rotor). Der Uberstand wurde unverziglich von dem lockeren Pellet ab-
gezogen, und das Pellet wurde vorsichtig in 500 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Die Zellen wurden wie
zuvor zentrifugiert, in 30 ml eiskaltem Wasser resuspendiert, und in ein 30 ml-GefaR transferiert und bei 5000
UpM fir 5 min zentrifugiert (Sorvall SS-34-Rotor). Dies wurde dreimal wiederholt, wobei die Zellen nacheinan-
der in 30 ml eiskaltem Wasser, 30 ml eiskaltem 10%igem Glycerol und schlieBlich in 0,75 ml eiskaltem 10%igen
Glycerol resuspendiert wurden. Die Zellen wurden aliquotiert, in flissigem Stickstoff gefroren und bei —80 °C
gelagert.

[0126] Bei den Elektroporationen wurde ein Biorad-Gene-Pulsar-Instrument unter Verwendung kalter 2
ml-gap-Kivetten, die 40 yl Zellen und 1 yl DNA in Wasser enthielten, bei einer Spannung von 2,5 KV und 200
Ohm Widerstand eingesetzt. Die elektroporierten Zellen wurden mit 1 ml SOC-Medium (Sambrook et al., 1898,
Seite A2) verdliinnt und bei 28°C fur 2—4 Stunden inkubiert, bevor sie auf Kanamycin-enthaltendem Medium
(50 mg/l) ausplattiert wurden.

[0127] Arabidopsis thaliana kann mit den Agrobacterium-Zellen transformiert werden, die das pTi-Hyd entahl-
ten, wie oben in Beispiel 1 beschrieben ist. Das Vorhandensein von hydroxylierten Fettsauren in transgenen
Arabidopsis-Pflanzen kann ebenfalls durch die oben in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren nachgewiesen
werden.

Konstitutive Expression der Hydroxylase aus L. fendleri in transgenen Pflanzen

[0128] Ein 1,5 kb-EcoRI-Fragment von pLesqg-Hyg, das die gesamte kodierende Region der Hydroxylase um-
fasste, wurde aus dem Gel gereinigt, und anschlieRend in die entsprechende Schnittstelle von pBluescript KS
(Stratagene) kloniert. Die Plasmid-DNA von mehreren rekombinanten Klonen wurde anschlief3end mit Pstl ge-
schnitten, das jeweils nur einmal in dem Insert und einmal in der Polylinkersequenz des Vektors schneiden soll-
te. Die Freisetzung eines 920 bp-Fragments mit Pstl zeigte die richtige Orientierung des Inserts fiir weitere Ma-
nipulationen. DNA aus einem solchen Klon wurde weiter mit Sall geschnitten, die 5-Uberhdnge wurden mit
dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aufgefiillt und anschlielend mit Sacl geschnitten. Das In-
sert-Fragment wurde aus dem Gel gereinigt und zwischen die Smal- und Sacl-Schnittstellen von pBI121 (Clon-
tech) hinter den Blumenkohl-Mosaikvirus 35S-Promotor kloniert. Nachdem geprift worden war, dass die Se-
quenz der Verbindung zwischen Insert- und Vektor-DNA passend war, wurde Plasmid-DNA eines rekombinan-
ten Klons verwendet, um A. tumefaciens (GV3101) zu transformieren. Kanamycin-resistente Kolonien wurden
anschlielend wie zuvor beschrieben fir eine in planta-Transformation von A. thaliana verwendet.

[0129] DNA aus Kanamycin-resistenten Keimlingen wurde extrahiert und dazu verwendet, ausgewahlte Frag-
mente der Hydroxylase unter Verwendung von nested-Primern mittels PCR zu amplifizieren. Wenn Fragmente
der erwarteten Grof3e amplifiziert werden konnten, wurden die entsprechenden Pflanzen in einem Gewachs-
haus oder auf Agarplatten angeziichtet, und die Fettsauren wurden von vollstandig ausgebildeten Blattern,
Wurzeln und getrockneten Samen extrahiert. Es wurde anschlieRend eine GC-MS-Analyse wie zuvor be-
schrieben durchgefihrt, um die unterschiedlichen Fettsdure-Arten zu charakterisieren und die Akkumulierung
von Hydroxyfettsauren in transgenen Geweben zu detektieren.

BEISPIEL 3 — ERHALT VON ANDEREN PFLANZEN-FETTSAURE-HYDROXYLASEN

[0130] In einer vorhergehenden Patentanmeldung haben wir Wege beschrieben, auf denen die Rizi-
nus-fah12-Sequenz verwendet werden kann, um andere kappa-Hydroxylasen durch Verfahren wie PCR und
heterologe Hybridisierung zu identifizieren. Aufgrund des hohen Grads an Sequenzahnlichkeit zwischen
A12-Desaturasen und kappa-Hydroxylasen stellt der Stand der Technik jedoch keine Lehre bereit, wie zwi-
schen den beiden Arten von Enzymen ohne funktionalen Test, wie beispielsweise Nachweis der Aktivitat in
transgenen Pflanzen oder in einem anderen geeigneten Wirt (z.B. transgene mikrobielle oder tierische Zellen),
unterschieden werden kann. Die Identifizierung der Hydroxylase aus L. fendleri sorgt fur die Entwicklung von
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Kriterien, mittels derer eine Hydroxylase und eine Desaturase allein auf Basis der abgeleiteten Aminosaurese-
quenz-Information voneinander unterschieden werden kénnen.

[0131] Die Fig. 9A-B zeigen ein Sequenz-Alignment der Hydroxylase-Sequenzen aus Rizinus und L. fendleri
mit der Hydroxylase-Sequenz aus Rizinus und allen 6ffentlich verfiigbaren Sequenzen aller mikrosomaler
A12-Fettsaure-Desaturasen aus Pflanzen. Von den 384 Aminosaureresten in der Rizinus-Hydroxylase-Se-
quenz sind mehr als 95 % identisch mit dem entsprechenden Rest in mindestens einer der Desaturase-Se-
quenzen. Daher ist keiner dieser Reste fur die katalytischen Unterschiede zwischen Hydroxylase und Desatu-
rase verantwortlich. Von den verbleibenden 16 Resten in der Rizinus-Hydroxylase und den 14 Resten in der
Lesquerella-Hydroxylase stellen alle bis auf sechs Falle dar, in denen die Hydroxylase-Sequenz einen konser-
vativen Austausch im Vergleich mit einer oder mehreren der Desaturase-Sequenzen aufweist, oder es gibt eine
grofRe Variabilitat hinsichtlich der Aminosaure in dieser Position in den verschiedenen Desaturasen. Mit kon-
servativ meinen wir, dass die folgenden Aminosauren funktionell aquivalent sind: Ser/Thr, lle/Leu/Val/Met,
Asp/Glu. Diese strukturellen Unterschiede kdnnen somit nicht zu den katalytischen Unterschieden zwischen
Desaturasen und Hydroxylasen beitragen. Dies lasst lediglich sechs Aminosaurereste Ubrig, in denen sowohl
die Rizinus-Hydroxylase als auch die Lesquerella-Hydroxylase von allen bekannten Desaturasen abweichen,
und in denen alle bekannten mikrosomalen A12-Desaturasen einen identischen Aminosaurerest aufweisen.
Diese Reste treten an den Positionen 69, 111, 155, 226, 304 und 331 des Alignments in Fig. 9 auf. Daher un-
terscheiden diese sechs Reste Hydroxylasen von Desaturasen. Basierend auf dieser Analyse behaupten wir,
dass ein beliebiges Enzym mit einer Sequenzidentitat von mehr als 60 % zu einem der Enzyme, die in Fig. 9
aufgefiihrt sind, als Hydroxylase klassifiziert werden kann, wenn es sich von der Sequenz der Desaturasen an
diesen sechs Positionen unterscheidet. Aufgrund leichter Unterschiede beziglich der Anzahl der Reste in ei-
nem bestimmten Protein kann die Nummerierung von Protein zu Protein abweichen; der Sinn des Nummerie-
rungssystems wird jedoch ersichtlich sein, wenn das betreffende Protein mit der Rizinus-Hydroxylase unter
Verwendung des vorliegend gezeigten Nummerierungssystems in einem Alignment gegenibergestellt wird.
Somit zeigen die vorliegend offenbarten strukturellen Kriterien in Zusammenhang mit den Verfahren zur Ver-
wendung des Lesquerella-Hydroxylase-Gens fiir die Isolierung homologer Gene, wie Pflanzen-kappa-Hydro-
xylase-Gene zum Zwecke der genetischen Modifizierung einer Fettsdurezusammensetzung isoliert und iden-
tifiziert werden koénnen.

[0132] Wenn man Uberlegt, welche der sechs Substitutionen allein oder primar fur die Unterschiede beztglich
der katalytischen Aktivitat der erfindungsgemafen Hydroxylasen und der Desaturasen verantwortlich ist, se-
hen wir es als wahrscheinlich an, dass das Ersetzen eines Phe durch ein Tyr in Position 226 wegen der be-
kannten Teilnahme von Tyrosin-Radikalen bei der enzymatischen Katalyse ausschlieBlich fiir diesen Unter-
schied bezuglich der katalytischen Aktivitat verantwortlich sein kénnte. Andere Substitutionen wie Ala durch
Ser in Position 331 kdnnen Auswirkungen beim Modulieren der Gesamtgeschwindigkeit der Reaktion haben.
Auf dieser Basis streben wir die Erzeugung neuer kappa-Hydroxylasen durch ortsspezifische Mutagenese von
A12-Desaturasen an. Wir streben ferner die Umwandlung von A15-Desaturasen und A9-Desaturasen zu Hy-
droxylasen durch eine dhnliche Anwendung der ortsspezifischen Mutagenese an.

ABSCHLIESSENDE BEMERKUNGEN

[0133] Durch die obigen Beispiele wird der Nachweis entscheidener Faktoren bei der Herstellung von neuen
hydroxylierten Fettsduren durch Expression eines kappa-Hydroxylase-Gens aus Rizinus in transgenen Pflan-
zen beschrieben. Dartber hinaus wird eine vollstandige cDNA-Sequenz der kappa-Hydroxylase von Lesque-
rella fendleri bereitgestellt. Eine vollstandige Sequenz der Rizinus-Hydroxylase wird ebenfalls in verschiede-
nen Konstrukten zur Verwendung in Wirtszellen bereitgestellt. Durch diese Erfindung kann man fur eine Viel-
zahl von Anwendungen die Aminosaure- und Nukleinsduresequenzen erhalten, die fir Pflanzen-Fettsaure-Hy-
droxylasen vielfaltigen Ursprungs kodieren.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:
(1) Anmelder: Somerville, Chris; Broun, Pierre

(ii) TITEL DER ERFINDUNG: HERSTELLUNG VON HYDROXYLIERTEN FETTSAUREN IN
GENETISCH MODIFIZIERTEN PFLANZEN

(iid) ANZAHIL DER SEQUENZEN: 15

(iv) KORRESPONDENZADRESSE :
(A) ADRESSAT: CUSHMAN DARBY & CUSHMAN, LLP
(B) STRASSE: 1100 NEW YORK AVENUE, NW
(C) STADT: WASHINGTON
(D) STAAT: DC
(E) LAND: USA
(F) POSTLEITZAHL: 20005-3918

(v) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) ART DES MEDIUMS: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25

(iv) GEGENWARTIGE DATEN ZUR ANMELDUNG:
(A) ANMELDENUMMER: PCT/US95/11855
(B) EINREICHUNGSDATUM: 25. September 1995
(C) KLASSIFIKATION:

(viii) INFORMATIONEN ZU ANWALT/VERTRETER:
(A) NAME: Kokulis, Paul N.
(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 16,773
(C) REFERENZ/AKTENZEICHEN: 1220/213781

(ix) TELEKOMMUNIKATIONSINFORMATION:
(A) TELEFON: 202-861-3000
(B) TELEFAX: 202-822-0944

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 1

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 543 Nukleotide
(B) TYP: Nukleotid
(C) ANZAHL DER STRANGE: einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: cDNA

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 1:

“ATTGGCACC GGCGGCACCA TTCCAACAAT GGATCCCTAG AAAAAGATGA ACGTCTTTCTC oC

CCAZCTAAGA AAGCTGCAGT CANATGSTAT GTCAAATACC TCAACAACCC TCTTGGACCE 120
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ATTCTGGTGT TAACAGTTCA
TCAGGTAGAC CTTATGATGG
GACCOTGAAC GTCTCCAGAT
CTTTACCGTT ACCCTGCTTC
CTTTTGATAG TGAACTTTTT
TTACCTCACT ATGATTCAAC

AGAGACTATG GAATCTTGAA

DE 69534 849 T2 2006.12.21

GTTTATCCTC
TITCGCTICA
ATACATCTCA
ACAAGGATTG
CCTTGTCTTG
CLAGTGOGAA

CAAGCTCTTT

GGGTGCCCTT
CATTTCTTCC
GATGCTGGTA
ACTGCTATGA
GTCACTTTCT
TGGATTAGAG

CACAACATAA

TGTATCTAGC CTTTAATCTA
CTCATGCACC TATCTTTAAG
TTCTAGCTGT CTGTTATGST
TCTGCGTCTA CGGAGTACCG
TGCAGCACAC TCATCCTTCA
GAGCTTTGGT TACGGTAGAC

CAGACACCCA CGTAGCACAC

CAC

(2)
(1)

(ii)

(ix)

(2)
(1)

(ii)

(ix)

LANGE:
TYP:

MOLEKULART :

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 2

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(n)
(B)
()
(D)

ANZAHL DER STRANGE:
TOPOLOGIE:

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ:

TATAGGCACC
CCAAAGCAGA
ATCATGATCT
TCTGGCAGAC
GACCOTGAAC
CTTTACCCTT
CTTCTGATAG
TTCCCTCACT
AGAGACTATC

CACT

GGAGGCACCA
AATCCGCAAT
TAACTCTCCA
CCTACAATGS
GCCTCCAGAT
ACGCTGTTGC
TTAACTTTTT
ATGATTCATC

GAATCTTGAA

LANGE:
TYP:

MOLEKULART :

TTCCAACACA
CAAGTGOTAS
STTCGTCCTC
TTTCGCTTCC
TTACATCTCT
ACAAGGACTA
CCTCGTCTTG
AGAGTGGGAT

CAAGGTGTTC

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 3

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A)
(B)
()
(D)

ANZAHI, DER STRANGE:
TOPOLOGIE:

544 Nukleotide
Nukleotid

einzel

linear

cDNA

SEQ ID NO: 2:

GCATCCCTCC AAAGAGATGA

GGCGAATACC
GGATGGCCCT
CATTTCTTCC
GATGCTGGTA
GCCTCAATGA
ATCACTTACT
TGGCTTAGAG

CATAACATCA

TCAACAALCC
TGTACTTAGC
CCAATGCTCC
TTCTAGCCGT
TCTGTCTAAA
TACAACACAC
GAGCTTTALC

CAGACACCCA

AGTATTTGTC
TCCTGGTCCC
CTTCAACCTT

ATCTACAAC
CTGTTATGCT
CGGALTTCLG
TCACCCTGLG
TACTGTAGAC

CCTTCCACAC

1740 Nukleotide
Nukleotid

einzel

linear

Genom

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 3:

26/55

180
240
300
360
420
L80
540

563

60
120
180
240

300



ATGAAGCTTT ATAAGAAGTT

GACAGTTGAA GCAACAGGAA
TTATTCATCA AATACTAAAT
GCCACCCATT TTGGACCCAC
AGAGAAGCCA AGAGAGAGAG
TTAACGTAAG TTTTTITTGA
ACTGTTCCTT CTTTTGATAT
TAATGGTTAC CCCCTCTTCC
AGAAACCACC ATTCACTGTT
GCTCTATCCC TCGTICTTTC
ACTACGTTGC CACAAATTAC
GGCCTCTCTA TTGGGTATGT
AATGTGGTCA CCATGCATTC
TCCATTCCTT CCTTCTICGTC
CCAACAATGG ATCTCTCGAG
ATCGTATCT TAAATACCTC

TTATCCTCGG GTGGCCTTTG

TCGCTTCACA TTTCTTCCLT
ACATCTCACA TCCTGGTATT
AAGGATTGAC TGCTATGATC
TTGTCTTGCT AACTTTCTTG
AGTGGGAATG GATTAGAGCA
AGGTGTTCCA TAACATAACA
ATTATAACGC AATGGAAGCT
TCGATGGAAC ACCGTGGTAT
AACCGGATAC GGAACGTGGE
CATAGGGCGA GAGAAGTGCA
AGAAGCTATG CTTTCTTTCA

GCCTACGTTAT GTGGTGTCEG

DE 69534 849 T2 2006.12.21

AGTTTTCICT. GGTGACAGAG
CAACAAGGAT GGTTGGTGNT
ACTACATTAC TTGTTGCTGC
GANCCTTCCA TTTAAACCCT
AGAGAGAATG TTCTGAGSAT
CCACTCATAT CTAAAATCTA
TTTCAGCTTC TTGAATTCAA
AAGAAATCAG AAACTGAAGC
AAAGATCTGA AGAAAGCAAT
TCCTACCTTC TCACAGATAT
TTCTCTCTTC TTCCTCAGCS
CAAGGCTGTG TCTTAACCGE
AGTGACTATC AATGGGTAGA
CCTTACTTCT CUTGGAAATA
AMAGATGAAG TCTTTGTCCC
AACAACCCTC

TATCTAGCCT

TTGCGACGCAT

TTAATGTATC
CATGCACCTA TCTTTAAAGA
CTAGCTGTCT GTTATGGTCT
TGCGTCTATG GAGTACCGCT
CAGCACACTC ATCCTTCGTT
CCTTTGGTTA CGGTAGACAG
GACACACATG TGGCTCATCA
ACAGAGGCTA TAAAGCCAAT
GTCGCGCCATET ATAGGGAAGC
AAGAAAGCTG TCTACTATTA
ATTATCAATC TTCATTTCCA
ATAATCTCAG AGTCCATKTA

AAGTTAGTGT TCAAACTGCT

AAATTNTCTC
GATGCTGATG
CTACTTCTCC
CTCTCGTGCT
CATTGTCTTC
GTACATGCAA
GATGGGTGCT
CCTAAAACGT
CCCACAGCAT
CACTTTACGTT
TCTCTCTAL

TATCTGGGTC
TGACACTGTT
CAGTCATCGT
ACCGAAGAAA

TCTGGTGCTTA
AGGTAGACCT
CCGAGAACGC
TTACCGTTAC
TTTGATAGTC
ACCTCATTAT
AGACTATGGA
TCTCTTTGCA
ACTTCGTCAT
AAAGGAGTCT
CAACAATAAG
TOTTTTAGGT
CTTGTCTTCT

TCCTGLTGTG

27/55

AATTCGTAGT
TGGTGATGTG
TATTICCTCC
ATTCACCAGA
TTCATCGTTA
TAGATTAATG
GGTGGAAGAA
GGACCATGTG
TGTTTCAAGC
TCTTGCTTCT
TACCTAGCTT
ATTCGCCATG
GGTTTTATCT
CCTCACCATT
GCTGCAGTCA

ACAGTTCAGT
TATGATGGTT

TCCAGATAT

GCTGCTTCAC

AACTTTTTCC

GATTCAACLCG
ATATTGAACA
ACTATACCGC
TACTACCACT
CTCTATGTAG
TTATGAGGCT
GTCTTGTTTA
GGTGCATTTT

CTGCCCAGTC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
1020

1G80

1500
1560
1620
1680

1740
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AACAACAAGT TTACCTGTTT AAAATACTCG GAACGAATTG ACCACAANAT ATCCAAAACC

GGCTATCCGA ATTCCATATC CGAAAACCGG ATATCCAAAT TTCCAGAGTA CTTAG

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 4
SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
384 Aminosauren
TYP: Aminosédure

(1)

(ix)

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 4:

(R)
(B)
(D)

LANGE:

TOPOLOGIE:

Fet Cly Ala Giy Gly Arg lle

1

Glu

Val

Cyvs

65

Leu

Val L

Phe

Ser
His
145
Pro
Leu
Léu

Ser

Thr
Lys
Pro
39

Phe

Ser

Ser

Phe

130

K.s

Lys

Civ

Tyr

Eis
210

Glu

Thr
Thr
ASp

115

Leu

Ser
Lys
Arg
Leu

195

Phe

Ala
2C

Leu
Ser

Tyr

Tyr

Sly I

100

Tvr

Leu

Asn

Ala

Ile

180

Ala

5

Leu

Lys

Phe

Val

Leu

Val

Asn

eu

Phe

Pro

lys Arg
Lys Ala
Ser Tyr

335

Ala Thr
70

Ala Trp

Trp Val

Trp Val

Pro Tyr
135

Gly Ser
130

val Lys

Val Leu T

Asn Vai

His Ala
213

linear

Vet Val Thr Pro

Gly
lle
40

Leu
ASh
Pro
lle
ASp

12¢

rhe

Leu

Trp

Ser
200

Pro

Pro
25
Pro

Leu

yr

Leu T

Ser
Glu
Tyr
Val
185

Cly

ile

28/55

10

Cys

Gln

Tar

Phe

Ty

S0

His

Thr

Val
170
Gln

Arp

Phe

Cle

His

Asp

Ser |

75

Trp

Glu

Lys
Asp
155
Lys
Phe

Pro

Lvs

Ser

Lys

Cys

lle

60

Val

Cys

Cly

Tyr

140

Glu

Tyr

Ile

Tyr

Asp
220

Ser Lys

Pro Pro
30

Phe Lys

Thr Leu

Leu Pro

Cys Gln

Gly His
110

Pne Ile
125

Ser His

Val Phe

-eu Asn

ceu Gly
190

Asp Gly
205

Arg Glu

Lys Ser
15

Phe Thr
Arg Ser
Val Ser

Gln Pro
80

Cly Cys
93

His Ala
Phe His

Arg Arg

Val Pro
160

Asn Pro
175
Trp Pro

Phe Als

Arg Leu

1800

1835



Gla I

225

Tyr

Gly

Glu

Tyr

ASp

Arg

Val

Gln

Trp

290

Asn

Phe

Lys

val

Thr
370

Tyr

Tyr

Pro

Lys

Ala

Fro

Ala

353

Glu

Ile

Ala

Leu

260

Thr

Arg

Val

Thr

DE 69534 849 T2 2006.12.21

Ser

Ala
2465

Leu

His

Gly

Phe

v

ile
325

Leu

-~

Tyr

Gly

\
Asp Ala Gly Ilc Leu

230

Ser

Ile

Pro

Ala

Arg

Lys

Gln

Val

Ser

Leu

295

Asn

His

Asp

Giu

<

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 5

(1)

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ:

Fet
Glu
Pro
Fhe

Cys

63

Gly

Asn

Leuy

280

Val

Lle

Tyr

Tyr

Ala
360

s Gly

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE:

(B) TYP: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

Gly
Lys
Pro
Clu

Ley

Gly Gly Gly
5
Lys Gly Gly

Phe Thr Leu

35

Arg Ser Phe

Ser Phe Leu

20

Arg Met Ser

Ser

Gly Asp Leu

Val

Phe
70

Ser His

Arg Ser

55

Tyr Ser

SEQ ID NO: 5:

40

Leu Thr
25C

Phe Phe
263
Pro His

Thr Val

Thr Asp

Ala
233
Ala
Leu
Tyr

Asp

Thr

- 3135

Asn Ala
330

Tyr His
345

Lys Glu

Val Tyr

387 Aminosiduen

Thr Va:
i0

hi-14

Phe

Cys

Tyr

Ile

Val Cys Tyr Gly

Met

Val

Asp

Arg

300

His

Glu

Asp

Leu

Tyr
380

Thr

Leu Lys Arg Ala

Lys Arg Ala

Phe Ser Tyr

Ile Ala Thr

29/55

75

lle

Vai
60

Asn

lle

Leu

Ser

Cys

Val
270

Thr

285 .

Asp

Val

Ala

Gly

Tyr

365

Asn

Ser

Pre

Pre

Tyr

Ala

Thr

Thr

350

Val

Asn

Asn

His
30

Pro

Val

255
Thr

Glu

Gly

His

Lys

AST

Thr

His

Asp

Pro

Leu
240
Tyr
Phe
Trp
lle
His
320
Ala
Trp

Pro

Leu

Ser

Lys

Cys

Val

Tyr
80
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Ile Ser Ser Pro Leu Ser Tyr Val Ala Trp Leu Val Tyr Trp Leu FPhe
85 S0 93

Gln Gly Cys Ile Leu Thr Gly Leu Trp Val ile Gly His Glu Cys Gly
100 105 110

His His Ala Phe Ser Glu Tyr Gln Leu Ala Asp Asp Ile Val Gly Leu
115 120 ' 125

Ile val His Ser Ala Leu Leu Val Pro Tyr Phe Ser Trp Lys Tyr Ser
130 135 140

His Arg Arg His His Ser Asn lle Gly Ser Leu Glu Arg Asp Glu Val
145 150 155 160

Phe Val Pro Lys Ser Lys Ser Lys Ile Ser Trp Tyr Ser Lys Tyr Ser
165 170 175

Asn Asn Pro Pro Gly Arg Val Leu Thr Leu Ala Ala Thr Leu Leu Leu
18C 183 190

Gly Trp Pro Leu Tyr Leu Ala Phe Asn Val Ser Glv Arg Pro Tvr Asp
195 200 205

Arg Phe Ala Cys His Tyr Asp Pro Tyr Gly Pro Ile Phe Ser Giu Arg
210 213 220

Glu Arg Leu Gln [le Tyr 1le Ala Asp Leu Giy Ile Phe Ala Thr Thr
223 230 235 240

Phe Val Leu Tyr Gln Ala Thr Met Ala Lys Cly Leu Ala Trp Val ¥et
243 250 235

Arg lie Tyr Gly Val Pro Leu Leu Ile Val Asn Cys Phe Leu Val Met
260 263 270

Ile Thr Tyr Leu Gln His Thr Eis Pro Ala lle Pro Arg Tyr Gly Ser
275 280 285

Ser Glu Trp Asp Trp Leu Arg Gly Ala Met Val Thr Val Asp Arg Asp
290 235 300 ,

Tyr Cly Val Leu Asn Lys Val Phe His Asn [le Ala Asp Thr His Val
305 310 315 320

Ala His His Leu Phe Ala Thr Val Pro His Tyr His Ala Met Glu Ala
325 330 335

Thr Lys Ala Tle Lys Pro Ile Met Gly Glu Tyr Tyr Arg Tyr Asp Gly
340 3458 350

Thr Pro Phe Tyr Lys Ala Leu Trp Arg Glu Ala Lys Glu Cys Leu Phe
355 360 365

val Glu Pro Asp Glu Gly Ala Pro Thr Gla Gly Val Phe Trp Tvr Arg
370 375 380
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(2)

Asn Lys Tyr

385

DE 695 34 849 T2

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 6
SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(1)

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO:

Met
Glu
Val
Ile
Cys
63

Leu
Leu

Ser

Phe

Cly
Tyr
His

Ile
225

(A) LANGE:
(B) TYP: Aminosdure

(D) TOPOLOGIE: linear

Gly ala

Thr Asp

Giy Asp

Pro Arg
50

Phe Tyr

Ser Tyr

Thr Gly

Asp Tyr
115

Leu lLeu
130

Ser Asn

Lys Ser

Arg lle

Leuv Ala
195

Phe Phe
210

Tyr Leu

Gly

Thr

20

weu

Ser

Tyr

Leu

Ile

160

Gln

Vat

Thr

Ala

Met

180

Phe

Pro

Ser

Gly
3
Thr
Lys
Phe
val
Ala
85
Trp
Trp
Pro
Gly
1le
165
Fet
AsSD

Asn

AsSp

Arg

Lys

Lys

Ser

Ala

70

Trp

Va.

Leu

Tyr

Ser

150

Lys

Val

Ala

Ala
230

et

Arg

Ala

Tyr

55

Thr

Pro

Ile

ASp

Phe

135

Leu

Trp

Thr

Ser

Pro
215

Giy

Pro

Val

Asn

Leu

Ala

Asp

120

Ser

Glu

Tyr

Val

Cly
200

Ile

Iie

383 Aminosduen

val

Pro

Ile

Tyr

Tyr

His

105

Thr

Trp

Arg

Gly

Gln

185

Arg

Tyr

Leu

Pro
10

Cys
Pro

Ser

Phe

Val

Lys

2006.12.21

Tar
Glu
His
Asp
Ser
75

Ala
Cys

Gly

Tyr

asp Glu

Lys
170

Phe

Fro

Asn

Ala

31/55

Tyr

Val

Tvr

Asp

Val
235

Ser

Lys

Cys

Ile

60

Leu

Cys

Gly

Leu

Ser

140

Val

Leu

Leu

Asp

Arg
220

Cys

Ser

Pro

Leu

Gln

His

ile

123

His

Phe

AsD

Gly

Gly

205

Giu

Lys
Fro
30

Lys
Ile
Pro
Giy
His
110
Fhe
Arg
Vai
Asn
Trp
190
Pne
Arg

G.y

Lys
13

Fhe
Arg

Ala

Gln

His

Arg

Pro

Pro

175

Pro

Ala

Leu

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Val

Phe

Ser

His

Lys

160

Leu

Leu

Cys

Gln

Tyr
240



Arg

val

Gln

.Trp

Asn

3035

Phe

Lys

Val

Arg

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO:

(1)

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ:

Tyr

Pro

His

Leu

290

Lys

Ser

Pro

Gly
370

Ala Ala
weu Leu
260

Thr His
275

Arg Gly
Val Phe
Thr Met

ile Leu
340

Met Tvr

355

Giv Asp

DE 69534 849 T2 2006.12.21

Ala
245
ile
Pro
Ala
His
Pro
325
Gly

Arg

Lys

Gln Gly Xet Ala

Val

Ser

Leu

Asn

310

His

Asp

Glo

Lys

Asn

Leu

Ala

295

Ile

Tyr

Tyr

Ala

Gly
375

7

Ala
Pro
280

Thr

Asn
Tyr
Lys

360

Val

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A)
(B)
(D)

LANGE:

TOPOLOGIE: linear

Phe
253
His
Val
ASp
Ala
Gln
343

Giu

Tyr

384 Aminosduen
TYP: Aminosdure

Asp

Thr

Met

330

Phe

Cys

Trp

¥et Ile Cys

Val

Asp

Arg

Eis

315

Glu

Asp

Ile

Tyr

Leu
Ser
ASp
300

Val

Ala

Tvr

AsD
380

SEQ ID NO: 7:

Met Gly Ala‘GIy Gly Arg Met Gln
1 3 .

Glu

Val

lle

Thr

Gly

Pro

5

Fhe

Ser

Thr

Asp Asn
20

Glu Leu
33

Arg Ser

Tyr Tyr

Tyr Phe

Gly Val
100

Ile

Lys

Phe

Val

Ala

85

Trp

Lys

Lys

Ser

Ala
70

Trp

Val

Arg

Ala

His

55

Thr

Pro

Ile

Val

lle

40

Thr

Leu

Ala

Val

Pro

25

Pro

Ile

Tyr

Tyr

His
103

Ser
10

Cys

Pro

Pro

Glu

His

Trp ASp

Phe

Pro
75

Trp Ala

90

Glu

32/55

Cys

Pro

Thr

Cys

Ile

60

Leu

Cys

Gly

1le
Ser
285
Tyr

Ala

Thr

y Thr

Val
365

Asn

Ser
Pro
Phe
45

Ile
Leu

Gin

His

Leu Tyr Gly

Thr
270
Glu
Gly

His

Lys

Pro T

350

Glu

Lys

Lys

Pro

30

Lys

Ile

Pro

Gly

Ala
110

255

-

529

Trp

Ille

His

Ala

335

Pro

Leu

Lys
15

Phe

Arg

Ala

AsSn

Cys

95

Ala

Leu

Asp

Leu

Leu

320

Ile

Tyr

Asp

Ser

Thr

Ser

Ser

Pro

80

Val

Phe
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Ser Asp Tyr Gln Trp Leu Asp Asp Thr Val Gly Leu Ile Phe His Ser
115 120 125

Phe Leu Leu Val Pro Tyr Phe Ser Trp Lys Tyr Ser His Arg Arg His
130 135 140

His Ser Asn Thr Gly Ser Leu Glu Arg ASp G

lu Val Phe val Pro Arg
145 150 .53

160

Arg Ser Gln Thr Ser Ser Gly Thr Ala Ser Thr Ser Thr Thr Phe Gly
165 170 175

Arg Thr Val Met Leu Thr Val Gln Phe Thr lLeu Gly Trp Pro Leu Tyr
180 185 15¢

Leu Ala Phe Asn Val Ser Gly Arg Pro Tyr £sp Gly Gly Phe Ala Cys
1935 200 ‘ 205

His Phe His Pro Asn Ala Pro lle Tyr Asn Asp Arg Glu Arg Leu Gln
o230 215 220

<le Tyr Ile Ser Asp Ala Gly Ile Leu Ala Val Cys Tyr Gly Leu Leu
25 230 235 240

Pro Tyr'Ala Ala Val Gln Gly Val Ala Ser Met Val Cys Phe Leu Arg
245 250 255

Val Pro leu Leu Ile Val asn Gly Phe Leu Val Leu Ile Thr Tyr Leu
260 255 270

Gln His Thr His'Pro Ser Leu Pro Kis Tyr Asp Ser Ser Glu Trp Asp
275 280 285

Trp Leu Arg Gly Ala Leu Ala Thr Val Asp Arg Asp Tyr Gly Ile Leu
290 295 300

Asn Gin Gly Phe His Asn lle Thr Asp Thr His Giu Ala His His Leu
3¢5 310 315 320

Phe Ser Thr Met Pro His Tyr Eis Ala Met Glu Ala Thr Lys Ala lie
325 330 335

Lys Fro Lle Leu Gly Glu Tyr Tyr Gin ?he Asp Gly Thr Pro Val Val
340 343 350

Lys Ala Met Trp Arg Glu Ala Lys Glu Cys lle Tyr Val Glu Pro Asp
355 360 365

Arg Gin Gly Glu Lys Lys Gly Val Phe Trp Tyr Asn Asn Lys Leu Xaa
370 375 380

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 8

(1)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 309 Aminosiuen
(B) TYP: Aminosdure

(D) TOPOLOGIE: linear

33/55



(ix) BESCHREIBUNG

Ser
Phe
Phe

Leu

Leu
Asn
Gly
Ser

145

Va:

Leuy
Met
225
Asp

Leu

Pro

Leu

lle

Ser

Thr

Asp

Ser

Asp

Asn

Trp

130

Phe

Ser

Thr

Leu

Asp

Thr

Arg

Phe

DER SEQUENZ:

Leu

Phe

Leu

35

Arg

Val

Trp

Arg

Pro

115

’ro

Ala

Asp

LBUu

1le

195

Arg

His

Val

Tyr
275

Thr

Tyr

[
-——
T

Val

Val

Lys

Asp

169

Leu

Fet

Ser

val

Lys

180

Val

Asp

Val

Lys

250

Lys

Ser
3

Ile

Cys
Gly
ile
85

Glu

Gly

Tyr

Tyr
Ala
2435

Pro

Ala

Phe

Ala

Trp

Gly

Leu

70

Ser

Arg

Arg

Leu

Tyr

150

Leu

! weu

Ile

Leu

Ser

Thr

Pro

w
s b

Thr

His

Val

Ala

Ala

135

His

Phe

Vai

Phe

1le

Eis

Leu

Trp

Tyr

Thr

Ile

40

Leu

Arg

Lys

Val

120

Phe

Pro

Ser

Ley
290

Leu

Leu

Gly

Arg
280

Val

Ala

His

Arg

Val

105

Ser

Asn

Tvr

val

weu

185

Val

Asn

Phe

Clu

265

Glu

Val Tyr
10

Phe His
Trp Val
Phe Ser

Ser Thr
75

His His
S0

Ala Trp
Leu Leu
Val Ser
Arg Val

5
Thr Tyr
170

Leu Cys

Thr lie

Lys Val
235

Ser Thr

-

Yr

Ala Arg

34/55

Asp

Leu

Leu

Lys

60

Leu

Ser

Phe

Val

Gly

140

Arg

Ser

Val

Thr

Phe

Met

Cln

Glu

Leu

Leu

45

Tyr

Leu

Asn

Ser

Thr

125

Arg

Leu

Leu

Tyr

Tyr
205
Kis
Pro

Phe

Cys
285

DE 69534 849 T2 2006.12.21

SEQ ID NO: 8:

Val

Lys
110
Leu
Pro
Leu
Tvr
Gly

19¢

Leu

His Ii

His

Asp A

270

Leu

-

irp
Pro
Gly
95

Tvr
Thr

Tvr

ile

Tvr

Ala
Pro
Leu
Val
Tyr
80

Ser
Leu
lie
ASp

-

Tvr
160

Val

I Pro

Val

“hr
240

r His

Thr

Val



(2)

DE 69534 849 T2 2006.12.21

Glu Pro Asp Glu Gly Thr Ser Glu Lys Gly Val Tyr Trp Tyr Arg Asn

250

Lys Tyr Leu Arg Val

305

295

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 9

(1)

(ix)

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO:

Phe

"lal

Gly

-

Trp
Leu
€5

Ser
17

val

Val

Asp
145

Ala

~eu

Trp

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 302 Aminosauen
(B) TYP: Aminoséure

(D) TOPOLOGIE: linear

Ser

Ala

vet

Val

30

Ile

His

Phe

Leu

Leu

13¢

Pro

Val

Leu
210

Tyr

Thr

Ala

35

Val

Leu

Arg

Val

Tyr

Val

Val

ey

195

Arg

Val

Ala
His
Arg

Pro
100

r Leu

Val

Gly

Tyr

Cvs

180

lie

Cly

val Tyr
5

Tyr Phe

y Tyr Trg

Phe Ser

Ser Ala

th

pan

His E
83
Lys Val
Ala Val
Ser Gly
Pro lle
150
Gly Leu
Val Tyr

Thr Phe

Ala Leu

Asp
His
Ala
Asp
55

Leu
Ser
Ser
Thr
Arg
133
Tyr

Phe

Gly

Leu
Leu
val
40

Tyr
Ley
ASn
Lys
Leu
120

Pro

Ser

Arg

Val

Thr Ile
10
Leu Pro
Gln Gly
Gln Leu
Va. Pro
Thr Gly
S0
Tyr Leu
Thr Leu
Tvr Asp
Val Ile
Leu Ala

170

Pro Leu
185
His Thr

Va. Asp

35/55

Ala
Gly
Cys
Leu
Tyr
Ser
Asn
Gly
Arg
Ser
155
Met
Leu

His

Arg

300

Phe

Pro

[le

Asp

60

Phe

Leu

Asn

Trp

Ala

Val

Vai

Asp
220

Cys

Leu

Leu

&S

Asp

Ser

Glu

Pro

Pro

125

Ala

Ala

Lys

Val

Ser

203

Tyr

Leu

Ser

Thr

lle

Trp

Arg

Pro
110

Leu T

Cys
Gly
Giy
Asn
190

Glu

Gly

Tyr
15

Phe

Val
Leu
175
Gly

Trp

Ile

Tyr

Arg

val

Gly

Tyr

80

Glu

Arg

Leu

Tyr

Leu

160

Als

Phe

Asp

Leu



(2)

Asn Lys
223

Phe Ser
Tyr Arg

Arg Glu

Val Phe
29C

Val

Thr

Phe

Cys

275

Trp

DE 69534 849 T2 2006.12.21

Ala His His

Phe His Ast lle Thr Asp Thr His Val

Met

23¢

Pro His

245

Asp Glu Thr

260

Ile

Tyr

Tyr

Val

Asn Asn

Tyr His Ala bet

250

Pro Phe Val Lys

265

235

Gluy

Ala

Glu Pro Asp Gln Ser

Lys
295

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 10

(1)

(ix)

280

Leu Aia Yet

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 372 Aminosduen
(B) TYP: Aminosaure

(D) TOPOLOGIE: linear

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO:

1

Gln Leu
Glu Lys
His Cvs

50

Asp Leu
65

Pro Alia
ile Ala
Gly Leu

Tyr Ser
130

Glu Val
145

Tyr Val

Ala

Leu

Tyr

Arg

20

Fro

Glu

lle

Pro

Gly

10¢

Leu

Arg

Val

Asn

Ala

Phe

Arg

Ala

Ser

85

Ala

His

Arg

Pro

Asn
165

Thr

Thr

Ser

Ala

70

Pro

Phe

Ser

Lys
150

Pro

Gly
Leu
Val
5%

Ala
Leu
Ser
Ser
His
135

Lys

Val

Gly
Gly
¢
Leu
Leu
Arg
ASp
Leu

120

Ser

Ala
25

Gin

Lys

Leu T

Tyr

Tyr

105

bet

Asn

Glu

Arg

10

Ala

Ile

Ser

Ala

99

Ser

Val

Thr

Ala

vVal
170

36/55

Glu

Jdet

Lys

Fhe

Fhe

75

Ala

Leu

Pro

G.y

Leu

153

Val

Ala

Met

Thr

Ala
300

10:

Met Gly Ala Gly Gly Arg Met Thr Giu Lys Glu Arg
5

Gln

Lys

Ser

60

Ala

Trp

Leu

Tyr

Ser

140

Pro

Thr

Trp

Glu

Arg

Leu

Pro

Asp

Phe

125

Leu

Trp

Ile

Val
Arg
270

Ser

Va:

Lys

Ser

30

Ile

Val

Ala

Lou

Asp

110

Ser

Glu

Tyr

Val

Glu
255
Glu

Lys

Fro

Val

lle

Tyr

95

Val

Arg

Thr

Val
175

Ley
240
Tyr

Ala

Cly

Glu

Val

Pro

His

1le

Trp

Val

Lys

Asp

Pro

160

Gln



Leu

Pro

Asn

Ala

225

Trp

Leu

Tyr

ASp

Thr

305

Fet

Phe

Cys

Asp
210
Val
Val
Val
ASp
aArg
29¢
His
Clu
ASp

Iie

Lys
370

Leu

Pro

195

Arg

Ala

Val

Lev

Ser

273

ASD

Val

Ala

Pro

Tvr

353

Phe

Cly
180
Arg
Giu
Phe
Arg
Ile

260

Ser

yr

Ala

Thr

Thr

340

Val

Xaa

DE 69534 849 T2 2006.12.21

Trp Pro Leu Tyr Leu Ala Thr Asn

Phe
Arg
Cly
val
245
Thr
Glu
Gly
His
Lys
323

Pro

Glu

Ala
Ala
Leu
230
Tyr
Tyr
Tep
Ile
His
31¢
Ala

Val

Pro

Cys His

200
Gin Ile
Tyr Lys
Ala Val
Leu Gin
Asp Trp

280

Leu Asn
293

Leu Fhe
Ile Arg

Ala Lys

Glu Asp
360

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 11
SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(1)

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ:

(n)
(B)

(D)

LANGE:

TYP: Aminosdure
TOPOLOGIE: linear

185

Phe

Phe

Leu

Pro

Leu

Arg

Ser

Pro

Ala

3435

Arg

224 Aminosauen

ASp

Val

Ala

Arg

Val

Thr

Ile

330

Thr

Lys

SEQ ID NO:

Pro

His
Gly
Phe
Mat
313
Lau

Trp

Gly

Tyr
Asp
220
Ala

Ile

Pro

His
30C
Pro
Gly

Arg

Vel

11:

Ala

Cly

205

Ala

Phe

Val

Ser

Leu

285

ASn

His

Asp

Clu

Phe
363

Ser
190
Pro
Gly
Gly
ASn
Leu
270
Iie

Tyr

Tyr

Gly

lle

Val

Val

Ala

253

Pro

Thr

Thr

His

Tyr

335

Gly

Arg
Tyr
Val
Trp
240
Trp
His
Met
Asp
Ala
320
His
Glu

Asn

Trp Val Fet Ala His Asp Cys G.y His His Ala Phe Ser Asp Tyr Gln

i

5

10

15

Leu Leu Asp Asp Val Val Gly Leu Ile Leu His Ser Cys Leu Leu Val

20

23

30

Fro Tyr Ph2 Ser Trp Lys His Ser His Arg Arg His His Ser Asn Thr

35

40
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(2)

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO:

(1)

(ii)

(ix)

Asn

Tyr

Asp

Ala

143

Val

Pro

His

MOLEKULART :

Ser
50
Arg

Ile

Val

Leu

Trp

Ala

Ser

Gly Pro

Ala

130

Lys

Val

Ala

Leu

AST
210

Gly

Cly

Asn

DE 695 34 849 T2

Glu Arg Asp Clu Val Phe Val Pro Lys Llys

Tyr

Vail

Gly

100

Ile

Val

Leu

Ser

Pro

180

Thr

Thr

Ser
Thr
85

Arg
Tyr
Leu
Ala
Phe

163

Eis

Lys
70

Leu
Pro
Asn
Ala
Trp
150
ey
Tyr

Asp

Thr

55

Tyr
Ser
Tyr
Asp
Val
135
Val
Val
Asp
Arg

Gln
215

Leu Asn

Leu

Asp

Arg

120

Thr

Val

Leu

Ser

Asp

20C

Val

12

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
LANGE :
TYP:

(A)
(B)
(C)
(D)

ANZAHL DER STRANGE:

TOPOLOGIE:

Gly
Arg
105
Glu
Phe

Cys

Ile

60

Asn Pro Pro Gly
75

Trp Pro Leu Tyr
90

Phe Ala Cys His

Arg Ile Glu Ile
125

Gly Lev Tyr Gln i

14C

Val Tvr Gly Val
153

Tkr Phe Leu Gln

170

Glu Trp Asp Trp

Gly Ile Leu Asn
205

KHis His Leu Phe
220

20 Nukleotide
Nukleotid
einzel

linear

DNA

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 12:

GCTCTTTTGT GCGCTCATTC

(2)

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 13
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN :
(A) LANGE:
(B) TYP:
(C) ANZAHL DER STRANGE:
(D) TOPOLOGIE:
MOLEKULART :

(ii)

20 Nukleotide
Nukleotid
einzel

linear

DNA

38/55
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Lys

Arg

Leu

Tyr

110

Phe

Pro
His
Leu
190

Lys

Thr

Ser

1le

Ala

95

Asp

Ser

Vet

89

Phe

Pro

Ser

Ile

Leu
160

Thr His

Val

Net

Gly

Phe

Pro

20
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(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 13:

CGGTACCAGA AAACGCCTTG 20

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 14

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN :
(A) LANGE: 20 Nukleotide
(B) TYP: Nukleotid
(C) ANZAHL DER STRANGE: einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: DNA

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 14:

TAYWSNCAYM GNMGNCAYCA 20

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 15

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 21 Nukleotide
(B) TYP: Nukleotid
(C) ANZAHL DER STRANGE: einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: DNA

(ix) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NO: 2:

RTGRTGNGCN ACRTGNGTRT C 21

Patentanspriiche

1. Isoliertes Nukleinsaurefragment, das eine Nukleinsduresequenz umfasst, welche flr eine Fettsdure-Hy-
droxylase mit einer Aminosaure-ldentitdt von 60% oder mehr in Bezug auf die in SEQ ID NO: 4 dargestellte
Aminosauresequenz kodiert.

2. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, bei dem die Aminosaure-Identitat in Bezug auf die in
SEQ ID NO: 4 dargestellte Aminosauresequenz 90% oder mehr ist.

3. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, bei dem die Aminosaure-ldentitat in Bezug auf die in
SEQ ID NO: 4 dargestellte Aminosauresequenz 100% ist.

4. |soliertes Nukleinsaurefragment, das fur ein Polypeptid mit Fettsdure-Hydroxylase-Aktivitat kodiert und
eine Nukleinsduresequenz-ldentitat von 90% oder mehr in Bezug auf die in SEQ ID NO: 1, 2 oder 3 dargestellte
Nukleotidsequenz aufweist.

5. Isolierte Nukleinsdure mit der Nukleotidsequenz von SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 3.

6. Isoliertes Nukleinséurefragment nach Anspruch 1, wobei das Fragment aus einer Ol-produzierenden
Pflanzen-Spezies isoliert ist.

7. Chimares Gen, das in der Lage ist, veranderte Mengen Rizinolsdure in einer transformierten Pflanzen-
zelle zu bewirken, wobei das chimare Gen ein Nukleinsdurefragment nach Anspruch 1 umfasst, wobei das
Fragment in funktionsfahiger Weise mit geeigneten regulatorischen Sequenzen verknupft ist.

8. Chimares Gen, das in der Lage ist, veranderte Mengen Lesquerolsaure in einer transformierten Pflan-

zenzelle zu bewirken, wobei das chiméare Gen ein Nukleinsadurefragment nach Anspruch 1 umfasst, wobei das
Fragment in funktionsfahiger weise mit geeigneten regulatorischen Sequenzen verknupft ist.
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9. Chimares Gen, das in der Lage ist, veranderte Mengen an Fettsauren in einer transformierten Pflanzen-
zelle zu bewirken, wobei das chimare Gen ein Nukleinsdurefragment nach einem der Anspriiche 1 bis 5 um-
fasst, wobei das Fragment in funktionsfahiger Weise mit geeigneten regulatorischen Sequenzen verknulpft ist.

10. Pflanzen, die das chimare Gen nach einem der Anspriiche 7 bis 9 umfassen.

11. Pflanze nach Anspruch 10, wobei es sich um Raps, Crambe, Brassica juncea, Brassica nigra, Sumpf-
blume, Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Sojabohne, ErdnuR, KokosnuB, Olpalme oder Mais
handelt.

12. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, wobei das Fragment von Ricinus communis (L.) (Ri-
zinus) erhaltlich ist.

13. Isoliertes Nukleinsaurefragment nach Anspruch 1, wobei das Fragment von Lesquerella fendleri erhalt-
lich ist.

14. Verfahren zu Herstellung von Samendl, das veranderte Mengen an hydroxylierten Fettsauren enthalt,
bei dem man:
a) eine Pflanzenzelle einer Ol-produzierenden Spezies mit einem chimaren Gen transformiert, das eine isolier-
te Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 5 umfasst;
b) ausgehend von den transformierten Pflanzenzellen von Schritt a) fertile Pflanzen anziichtet;
¢) Nachkommen-Samen von den fertilen Pflanzen von Schritt b) auf die gewlinschten Mengen hydroxylierter
Fettsauren untersucht; und
d) die Nachkommen-Samen von Schritt c) weiterverarbeitet, um Samendl zu erhalten, das veranderte Mengen
an ungesattigten Fettsduren enthalt.

15. Verfahren nach Anspruch 14, bei dem die Nutzpflanze ausgewabhlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Raps, Crambe, Brassica juncea, Canola, Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Sojabohne, Erd-
nuR, KokosnuR, Olpalme und Mais.

16. Triglycerid-Ol von einer transgenen Pflanze, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Raps,
Crambe, Brassica juncea, Canola, Flachs, Sonnenblume, Distel, Baumwolle, Cuphea, Sojabohne, Erdnuf}, Ko-
kosnuR, Olpalme und Mais, wobei die Fettsédure-Zusammensetzung des Ols im Vergleich mit einem Ol, das
von derselben Pflanzen-Spezies in nicht-transformierter Form erhalten wird, eine erhéhte Menge an hydroxy-
lierten Fettsauren enthalt, durch ein Verfahren, bei dem man eine Pflanzenzelle, die ein in ihr Genom integrier-
tes DNA-Konstrukt aufweist, welches eine fiir eine Pflanzen-Hydroxylase kodierende Sequenz nach einem der
Anspriche 1 bis 5 umfasst, unter Bedingungen anziichtet, die die Transkription und Translation der Pflan-
zen-Hydroxylase in den Pflanzenzellen erlauben.

17. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsdurefragmenten, die fir eine Fettsdure-Hydroxylase kodieren, bei
dem man:
a) SEQ ID NO: 4 und andere Fettsaure-Hydroxylase-Sequenzen und Fettsaure-Desaturasen vergleicht;
b) konservierte Sequenzen von 4 oder mehr Aminosauren, die in Schritt a) erhalten werden, identifiziert;
c) auf Basis der in Schritt b) identifizierten, konservierten Sequenzen degenerierte Oligomere erstellt;
d) die degenerierten Oligomere von Schritt ¢) verwendet, um durch Sequenz-abhangige Methoden Sequenzen
zu isolieren, die fir Fettsdure-Hydroxylasen kodieren;
e) ausgehend von der Nukleotidsequenz des Gens die abgeleitete Aminosauresequenz des kodierten Genpro-
dukts erhalt; und
f) durch Analyse von Aminosauresequenz-Unterschieden zwischen Fettsdure-Desaturasen und Fettsaure-Hy-
droxylasen Hydroxylase-Gene von einem Desaturase-Gen unterscheidet.

Es folgen 15 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1A
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+

lon #1. Masse 187 EZH3-{CH2)5-CH-O-Si-(CH3):3:}

lon #2. Masse 299
on asse o

f +

ECH3)3-Si-OjCH-CH2--CH=CH-(CHz)yvC-O-CHi,'

lon #3. Masse 270 (charakteristisches Umlagerungs-lon)

+
[C:)H2~CH=CH-(CH2)7-([3-O~CH3]

?

$-(CHa) 5

lon #4: Masse 185 (desaturiertes Analog von lon #1)

-+
l:CH3'(CH2)2'CH=CH-CH2—CH~O-Si-(CH3)€)

jon #5: Masse 298 (elongiertes Analog von fon #3)

+
E:HZ-CH'—'CH(CHz)g-cl:-O-CHﬂ

]
Si-(CHs)s

lon #6: Masse 327 (elongiertes Analog von lon

T +
ECH3)3-Si-O-CH-CHZ-CH=CH-(CH2)goC-O-CH£]

Figur 2
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Figur 3
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4A Messenspekirum von Peak 10 aus Figur 3B
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4B Messenspektrum von Peak 11 aus Figur 3B
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4C Messenspektrum von Peak 12 aus Figur 3B
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Plasmidname: pSLJ44026

PlasmidgréRe: 25.70 kb

Konstruiert von: Jonathan Jones

Zeitpunkt der Konstruktion: 1992

Kommentare/Verweise: Transgenic Research 1, 285-297 (1992)
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