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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing polyunsaturated fatty acids, particularly long-chain polyunsaturated
fatty acids such as arachidonic acid and/or eicosapentaenoic acid, in a transgenic organism by introducing nucleic acid that code
for polypeptides having A-6 desaturase, A-6 elongase, and/or A-5 desaturase activity into the organism. Advantageously, the A-6
desaturase and the A-5 desaturase are obtained from Mantoniella squamata while the A-6 elongase is obtained from Physcomitrella
patens. Advantageously, a gene coding for a -3 desaturase is also expressed in the organism. In another advantageous embodiment
of said method, other nucleic acid sequences coding for polypeptides of fatty acid and lipid metabolism biosynthesis can be expressed
< in the organism. The nucleic acid sequences coding for a A-8 desaturase, A-12 desaturase, A-15 desaturase, A-4 desaturase, A-9
elongase, and/or A-5 elongase activity are particularly advantageous therefor.
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesittigten Fettsduren,
~f insbesondere langkettigen mehrfach ungesittigten Fettsiduren wie Arachidonséure und/oder Eicosapentaenséure, in einem transgenen
& Organismus, indem Nukleinsduren in den Organismus eingebracht werden, die fiir Polypeptide mit delta-6-Desaturase-, delta-6-Elon-
¥ gase- und/oder delta-5-Desaturase-Aktivitit kodieren. Vorteilhaft stammen die delta-6-Desaturase und die delta-5-Desaturase aus
@0 Mantoniella squamata und die delta-6-Elongase aus Physcomitrella patens. Vorteilhaft wird in dem Organismus weiterhin ein Gen,
& das fiir eine omega-3-Desaturase kodiert, exprimiert. In einer weiteren vorteilhaften Ausfithrungsform des Verfahrens knnen weitere
— Nukleinsduresequenzen, die fiir Polypeptide der Biosynthese des Fettsdure- und Lipidstoffwechsels kodieren, in dem Organismus

exprimiert werden. Besonders vorteilhaft sind hierfiir die Nukleinsduresequenzen, die fiir eine delta-8-Desaturase-, delta-12-Desa-
O turase-, delta-15-Desaturase, delta-4-Desaturase, delta-9-Elongase- und/oder delta-5-Elongase- Aktivitit kodieren.
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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesittigten Fettsduren in transgenen Organismen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesittigten
Fettsduren, insbesondere langkettigen mehrfach ungesittigten Fettsduren wie Arachidonsiure
und/oder Eicosapentaenséure, in einem transgenen Organismus, indem Nukleinsduren in den
Organismus eingebracht werden, die fiir Polypeptide mit A6-Desaturase, A6-Elongase- und/oder
AS5-Desaturase-Aktivitit kodieren. Vorteilhaft stammen die A6-Desaturase und die A5-
Desaturase aus Mantoniella squamata und die A6-Elongase aus Physcomitrella patens.
Vorteilhaft wird in dem Organismus weiterhin ein Gen, das fiir eine w3-Desaturase kodiert,
exprimiert. In einer weiteren vorteilhaften Ausfithrungsform des Verfahrens konnen weitere
Nukleinsduresequenzen, die fiir Polypeptide der Biosynthese des Fettséure- und
Lipidstoffwechsels kodieren, in dem Organismus exprimiert werden. Besonders vorteilhaft sind
hierfiir die Nukleinsduresequenzen, die fiir eine A8-Desaturase-, A12-Desaturase-, Al15-
Desaturase-, A4-Desaturase-, A9-Elongase- und/oder A5-Elongase-Aktivitét kodieren. Die
Erfindung betrifft weiterhin die erfindungsgemifBen Nukleinsduresequenzen, Vektoren enthaltend
die Nukleinsduresequenzen und/oder die Nukleinsdurekonstrukte sowie transgene Organismen
enthaltend die vorgenannten Nukleinsduresequenzen, Nukleinsdurekonstrukte und/oder Vektoren.
Weiterhin betrifft diec Erfindung cin Verfahren zur Herstellung von Olen, Lipiden und/oder
Triacylglyceriden mit einem erhéhten Gehalt an langkettigen mehrfach ungeséttigten Fettsduren.
Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsiuren hergestellt nach dem
erfindungsgemiflen Verfahren und deren Verwendung, insbesondere die Verwendung in Futter-

oder Nahrungsmitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika.

Fettsduren und Triacylglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der Lebensmittel-
industrie, der Tiererndhrung, der Kosmetik und im Pharmabereich. Je nachdem, ob es sich um
freie gesittigte und ungesittigte Fettsduren oder um Triacylglyceride mit einem erhéhten Gehalt
an gesdttigten oder ungesittigten Fettsduren handelt, sind sie fiir die unterschiedlichsten Anwen-

dungen geeignet. Mehrfach ungesittigte Fettsduren wie Linol- und Linolensdure sind fiir Sduge-
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tiere essentiell, da sie nicht von diesen selbst hergestellt werden kénnen. Deshalb sind mehrfach
ungesittigte o3-Fettsduren und w6-Fettsduren ein wichtiger Bestandteil der tierischen und

menschlichen Nahrung.

Mehrfach ungesittigte langkettige w3-Fettsduren wie Eicosapentacnsiure (= EPA,
C20:5%%%111417y o der Docosahexaensiure (= DHA, C22:64471%131619) ¢ing wichtige Kom-
ponenten der menschlichen Erndhrung aufgrund ihrer verschiedenen Rollen in der Gesundheit,
die Aspekte wic die Entwicklung des kindlichen Gehirns, der Funktionalitdt des Auges, der
Synthese von Hormonen und anderer Signalstoffe, sowie die Vorbeugung von Herz-Kreislauf-
Beschwerden, Krebs und Diabetes umfassen. Es besteht aus diesem Grund ein Bedarf an der

Produktion mehrfach ungesittigter langkettiger Fettsduren.

Aufgrund der heute {iblichen Zusammensetzung der menschlichen Nahrung ist ein Zusatz von
mehrfach ungesittigten w3-Fettsduren, die bevorzugt in Fischdlen vorkommen, zur Nahrung
besonders wichtig. So werden beispielsweise mehrfach ungesittigte Fettsduren DHA oder EPA
Babynahrung zur Erh6hung des Ndhrwertes zugesetzt. Der ungesittigten Fettsdure DHA wird
dabei ein positiver Effekt auf die Entwicklung und Aufrechterhaltung von Gehirnfunktionen

zugeschrieben.

Im folgenden werden mehrfach ungesittigte Fettsduren als PUFA, PUFAs, LCPUFA oder
LCPUFAs bezeichnet (poly unsaturated fatty acids, PUFA, mehrfach ungesittigte Fettsduren;
long chain poly unsaturated fatty acids, LCPUFA, langkettige mehrfach ungesittigte Fettsduren).

Hauptsédchlich werden die verschiedenen Fettsduren und Triglyceride aus Mikroorganismen wie

Mortierella oder Schizochytrium oder aus Ol-produzierenden Pflanzen wie Soja oder Raps, Algen
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wie Crypthecodinium oder Phaeodactylum und weiteren gewonnen, wobei sie in der Regel in
Form ihrer Triacylglyceride (= Triglyceride = Triglycerole) anfallen. Sie kénnen aber auch aus
Tieren wie z.B. Fischen gewonnen werden. Die freien Fettsduren werden vorteilhaft durch
Verseifung hergestellt. Sehr langkettige mehrfach ungesittigte Fettsduren wic DHA, EPA,
Arachidonsiure (= ARA, C20:4>%'"y Dihomo-y-linolenséure (C20:3*%'"'*) oder

Docosapentaensiure (DPA, C22:547101316:19

) werden in Olfruchtpflanzen wie Raps, Soja,
Sonnenblume, Firbersaflor nicht synthetisiert. Ubliche natiirliche Quellen fiir diese Fettsiuren
sind Fische wie Hering, Lachs, Sardine, Goldbarsch, Aal, Karpfen, Forelle, Heilbutt, Makrele,

Zander oder Thunfisch oder Algen.

Je nach Anwendungszweck werden Ole mit gesittigten oder ungesittigten Fettsduren bevorzugt.
So werden z.B. in der humanen Erndhrung Lipide mit ungesittigten Fettséuren, insbesondere
mehrfach ungesittigten Fettsduren bevorzugt. Den mehrfach ungesittigten w3-Fettsduren wird
dabei ein positiver Effekt auf den Cholesterinspiegel im Blut und damit auf die Mdglichkeit der
Priavention einer Herzerkrankung zugeschrieben. Durch Zugabe dieser w3-Fettsduren zur
Nahrung kann das Risiko einer Herzerkrankung, eines Schlaganfalls oder von Bluthochdruck
deutlich verringert werden. Auch entziindliche, speziell chronisch entziindliche Prozesse im
Rahmen immunologischer Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis lassen sich durch w3-
Fettsduren positiv beeinflussen. Sie werden deshalb Lebensmitteln, speziell didtetischen

Lebensmitteln zugegeben oder finden in Medikamenten Anwendung.

®3- und w6-Fettsduren sind Vorldufer von Gewebshormonen, den sogenannten Eicosanoiden
wie den Prostaglandinen, die sich von der Dihomo-y-linolenséure, der Arachidonsédure und der
Eicosapentaenséure ableiten, und den Thromboxanen und Leukotrienen, die sich von der

Arachidonsédure und der Eicosapentaenséure ableiten. Eicosanoide (sog. PG,-Serie), dic aus w6-
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Fettsduren gebildet werden, fordern in der Regel Entziindungsreaktionen, wihrend Eicosanoide

(sog. PGs-Serie) aus w3- Fettsduren geringe oder keine entziindungsfordernde Wirkung haben.

Aufgrund ihrer positiven Eigenschaften hat es in der Vergangenheit nicht an Ansétzen gefehlt,
Gene, die an der Synthese von Fettsduren bzw. Triglyceriden beteiligt sind, fiir die Herstellung
von Olen in verschiedenen Organismen mit gedndertem Gehalt an ungesittigten Fettsduren
verfiigbar zu machen. So wird in WO 91/13972 eine A9-Desaturase beschrieben, in

WO 93/11245 eine A15- Desaturase und in WO 94/11516 eine Al12-Desaturase. Weitere
Desaturasen werden beispiclsweise in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582,

WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey et al., J. Biol. Chem., 265, 1990:
20144-20149, Wada et al., Nature 347, 1990: 200-203 oder Huang ct al., Lipids 34, 1999:
649-659 beschrieben. In der Regel erfolgt die Charakterisierung membrangebundener
Desaturasen durch Einbringung in einen geeigneten Organismus, der anschlieend auf
Enzymaktivitit mittels Edukt- und Produktanalyse untersucht wird. A6-Desaturasen werden in
WO 93/06712, US 5,614,393, US 5,614,393, WO 96/21022, WO 00/21557 und WO 99/27111
beschrieben und auch die Anwendung zur Produktion in transgenen Organismen ist beschrieben
wie in WO 98/46763 WO 98/46764, WO 98/46765. Dabei wird auch die Expression ver-
schiedener Desaturasen wie in WO 99/64616 oder WO 98/46776 und die Bildung mehrfach

ungesittigter Fettsduren beschrieben.

Die polyungesittigten Fettsduren konnen entsprechend ihrem Desaturierungsmuster in zwei
groBBe Klassen, die 06- oder w3-Fettsduren cingeteilt werden, die metabolisch und funktionell

unterschiedlich Aktivitdten haben (Fig. 1).
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Als Ausgangsprodukt fiir den 06-Stoffiwechselweg fungiert die Fettsdure Linolsiure (18:2°%'%),

withrend der w3-Weg iiber Linolensiure (18:3%%'*!) ablauft. Linolensdure wird dabei durch die
Aktivitét einer Al15- bzw. @3-Desaturase gebildet (Tocher et al. 1998, Prog. Lipid Res. 37,
73-117; Domergue et al. 2002, Eur. J. Biochem. 269, 4105-4113).

Sdugetiere und damit auch der Mensch verfligen iiber keine entsprechende Desaturascaktivitit
(A12- und w3-Desaturase) und miissen diese Fettsduren (essenticlle Fettsduren) tiber dic Nahrung
aufnchmen. Uber die Abfolge von Desaturase- und Elongase-Reaktionen werden dann aus diesen
Vorstufen die physiologisch wichtigen polyungesittigten Fettsduren ARA, eine w6-Fettsdure, und
die beiden w3-Fettsduren EPA und DHA synthetisiert. Die Applikation von w3-Fettsduren zeigt
dabei die oben beschriebene therapeutische Wirkung bei der Behandlung von Herz-Kreislauf-
krankheiten.

Die Verldngerung von Fettsduren durch Elongasen um 2 bzw. 4 C-Atome ist fiir die Produktion
von C20- bzw. C22-PUFAs von entscheidender Bedeutung. Dieser Prozess verlauft {iber

4 Stufen. Der erste Schritt stellt die Kondensation von Malonyl-CoA an das Fettsdure-Acyl-CoA
durch die Ketoacyl-CoA-Synthase (KCS, im weiteren Text als Elongase bezeichnet). Es folgt
dann ein Reduktionsschritt (Ketoacyl-CoA-Reduktase, KCR), ein Dehydratationsschritt
(Dehydratase) und ein abschlieBender Reduktionsschritt (Enoyl-CoA-Reduktase). Es wurde
postuliert, dass die Aktivitdt der Elongase die Spezifitit und Geschwindigkeit des gesamten

Prozesses beeinflusst.

Die bisher bekannten Verfahren zur Herstellung von ARA und/oder EPA besitzen einige
Nachteile. In der Regel werden beide Fettsduren als ein Gemisch in den Verfahren erhalten. Das

einzige bekannte Verfahren zur Herstellung von Arachidonsédure mit geringen Anteilen an EPA
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ist ein pilzliches, fermentatives Verfahren. Dies ist eine Olquelle, die aus erndhrungsphysio-
logischer Sicht suboptimal ist, da sie Fettsduren enthilt, die in der menschlichen Nahrung sonst
nicht vorkommen. Als weitere Arachidonsdurequelle kommen Eilipide in Frage. Diese enthalten
allerdings hohe Phospholipidanteile wie Cholesterin, die fiir eine breite Verwendung in

Nahrungsmitteln eher nachteilig sind.

Héhere Pflanzen enthalten mehrfach ungesittigte Fettsduren wie Linolsdure (C18:2) und
Linolensdure (C18:3). ARA, EPA und/oder DHA kommen im Samendl héherer Pflanzen gar
nicht oder nur in Spuren vor. Es wire jedoch vorteilhaft, in héheren Pflanzen, bevorzugt in
Olsaaten wie Raps, Lein, Sonnenblume und Soja, LCPUFAs herzustellen, da auf diese Weise
grofle Mengen qualitativ hochwertiger LCPUFAs fiir die Lebensmittelindustrie, die Tier-
erndhrung und fiir pharmazeutische Zwecke kostengiinstig gewonnen werden kdnnen. Hierzu
miissen vorteilhaft iiber gentechnische Methoden Gene kodierend fiir Enzyme der Biosynthese
von LCPUFAs in Olsaaten eingefiihrt und exprimiert werden. Dies sind Gene, die beispielsweise
fiir A6-Desaturasen, A6-Elongasen, A5-Desaturasen oder A4-Desaturasen kodieren. Diese Gene
konnen vorteilhaft aus Mikroorganismen und niederen Pflanzen isoliert werden, die LCPUFAs
herstellen und in Membranen oder Triacylglyceride einbauen. So konnten bereits A6-Desaturase-
Gene aus dem Moos Physcomitrella patens und A6-Elongase-Gene aus P. patens und dem

Nematoden C. elegans isoliert werden.

Erste transgene Pflanzen, die Gene kodierend fiir Enzyme der LCPUFA-Biosynthese enthalten
und exprimieren und LCPUFAs produzieren wurden beispielsweise in DE 102 19 203 erstmals
beschrieben. Diese Pflanzen produzieren allerdings LCPUFAs in Mengen, die fiir eine Auf-

arbeitung noch weiter optimiert werden miissen.
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Um eine Anreicherung der Nahrung und des Futters mit diesen mehrfach ungesittigten Fett-
sduren zu ermdglichen, besteht daher nach wie vor ein grofer Bedarf an einem einfachen,
kostengiinstigen Verfahren zur Herstellung dieser mehrfach ungesittigten Fettsduren speziell

ARA und EPA und spezicll in eukaryontischen Systemen.

Es bestand daher die Aufgabe ein einfaches, kostengiinstiges, wirtschaftliches Verfahren zur
Herstellung von ARA und/oder EPA zu entwickeln, das die vorgenannten Nachteile nicht hat.
AuBerdem sollte ein solches Verfahren die Synthese der Fettsduren preiswert in nahezu
beliebigen Mengen ermdglichen. Neben den Wertprodukten ARA und/oder EPA sollten
moglichst wenige andere PUFAs, vorteilhaft nur entweder o3- oder w6-Fettsduren, vorteilhaft

nur ®3 Fettsduren enthalten sein.

Eine weitere Aufgabe bestand darin weitere Gene bzw. Enzyme, die fiir die Synthese von
LCPUFAs geeignet sind, speziell Gene, die fiir eine A5-Desaturase- oder A6-Desaturascaktivitit

kodieren, fiir die Herstellung von mehrfach ungesittigten Fettsduren zur Verfiigung zu stellen.

Eine weitere Aufgabe dieser Erfindung war die Bereitstellung von Genen bzw. Enzymen, die eine

Verschiebung von den w6-Fettsduren zu den w3-Fettsduren hin erméglichen.

Die Aufgaben der Erfindung wurden u. a. durch das erfindungsgeméifle Verfahren zur Herstellung
von Arachidonsdure oder Eicosapentaensdure in transgenen Organismen geldst, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Gehalt an Arachidonsdure und/oder Eicosapentaenséure in dem transgenen
Organismus mindestens 1 Gew.-% bezogen auf den Gesamtlipidgehalt des transgenen Organis-

mus ausmacht und das Verfahren folgende/n Verfahrensschritt/e umfasst:
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a) Einbringen ciner Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein Polypeptid mit der
Aktivitit einer A-6-Desaturase kodiert, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus einer
Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:1 dargestellten Sequenz, Nukleinsauresequenzen,
die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:2 dargestellten
Aminosduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:1 dargestellten Nuklein-
sauresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminoséureebene mindestens 40% Identitét
mit SEQ ID NO:2 aufweisen und eine A6-Desaturaseaktivitit haben,

und/oder

b) Einbringen ciner Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein Polypeptid mit der
Aktivitét einer A-5-Desaturase kodiert, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus einer Nuklein-
sauresequenz mit der in SEQ ID NO:3 dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich
als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:4 dargestellten Amino-
sduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:3 dargestellten Nukleinséure-
sequenz, die flir Polypeptide kodieren, die auf Aminosdureebene mindestens 40% Identitit mit

SEQ ID NO:4 aufweisen und eine A-5-Desaturaseaktivitét haben.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von ®3-Fettsduren in
transgenen Organismen,

dadurch gekennzeichnet, dass es folgende/n Verfahrensschritt/e umfasst:

a) Einbringen ciner Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein Polypeptid mit der
Aktivitét einer A-6-Desaturase kodiert, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus einer
Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:1 dargestellten Sequenz, Nukleinséuresequenzen,
die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:2 dargestellten

Aminoséduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:1 dargestellten
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Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminoséureebene mindestens 40%
Identitdat mit SEQ ID NO:2 aufweisen und cine A-6-Desaturascaktivitit haben,

und/oder

b) Einbringen ciner Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein Polypeptid mit der
Aktivitét einer A-5-Desaturase kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestechend aus einer
Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:3 dargestellten Sequenz, Nukleinsauresequenzen,
die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:4 dargestellten
Aminoséduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:3 dargestellten
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminosidureebene mindestens 40%

Identitdt mit SEQ ID NO:4 aufweisen und cine A-5-Desaturaseaktivitit haben.

Vorteilhaft werden jeweils die Schritte a) und b) durchgefiihrt. In einer weiteren bevorzugten
Ausfithrungsform wird neben der erfindungsgeméfen A-6-Desaturaseaktivitit und der
erfindungsgemiflen A-5-Desaturaseaktivitit eine A-6-Elongaseaktivitit in den Organismus
eingebracht. Bevorzugt handelt es sich bei dem Organismus um einen Mikroorganismus, eine

Hefe oder eine Pflanze, wobei Nutzpflanzen besonders bevorzugt sind.

Nukleinsduresequenzen, die fiir Polypeptide mit der Aktivitét einer A-6-Elongase kodieren,

und im Rahmen der Erfindung cingesetzt werden konnen, sind bspw. beschrieben in

WO 2007/017419, WO 2006/069710, WO 2006/100241, WO 2005/083053, WO2006/069936,
WO02005/12316, Domergue ct al. (2002) Eur J Biochem 269: 4105-4113; Girke et al. (1998)
Plant J 15: 39-48. Bevorzugt handelt es sich bei der A-6-Elongase um eine A-6-Elongase aus dem
Moos Physcomitrella patens, wic sic beispiclsweise in Zank et al. (2002) Plant J. 31:255-268
beschrieben ist. Besonders bevorzugt weist die A-6-Elongase die in SEQ ID No. 14 angegebene

Aminoséuresequenz auf.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens wird in die Organismen, speziell die
Pflanzen, zusétzlich eine Nukleinsduresequenz, die fiir eine w-3-Desaturase kodiert, eingebracht.
Geeignete Nukleinsduresequenzen, die fiir eine o-3-Desaturase kodieren, sind bspw. beschrieben
in WO 2007/017419, WO 2006/069710, WO 2006/100241, WO 2005/083053, Michaelson et al.
(1998) J Biol Chem 273: 19055-19059; Kacwsuwan et al. (2006) J Biol Chem. 281: 21988-97.

Im {ibrigen kann der Fachmann geeignete Sequenzen der gingigen wissenschaftlichen Literatur

sowie inbesondere den Gendatenbanken entnehmen und im Sinne dieser Erfindung einsetzen.

Vorteilhaft enthalten die im erfindungsgemifen Verfahren hergestellten mehrfach ungeséttigten
Fettsduren ARA und/oder EPA und weitere LCPUFAs der -3- oder w-6-Fettsdurereihe mit
mindestens zwei, vorteilhaft drei, vier, fiinf oder sechs Doppelbindungen. Besonders vorteilhaft
enthalten die Fettsduren vier, fiinf oder sechs Doppelbindungen. Im Verfahren hergestellte
Fettsduren haben vorteilhaft 18, 20 oder 22 C-Atome in der Fettsdurekette, bevorzugt enthalten
die Fettsduren 20 oder 22 Kohlenstoffatome in der Fettsdurekette. Vorteilhaft handelt es sich um
ARA und/oder EPA.

Vorteilhaft werden geséttigte Fettsduren mit den im Verfahren verwendeten Nukleinsduren wenig
oder gar nicht, vorteilhaft gar nicht umgesetzt. Unter wenig ist zu verstehen, dass im Vergleich zu
mehrfach ungesittigten Fettsduren die gesittigten Fettsduren mit weniger als 5 % der Aktivitét,
vorteilhaft weniger als 3 %, besonders vorteilhaft mit weniger als 2 %, ganz besonders bevorzugt
mit weniger als 1, 0,5, 0,25 oder 0,125 % der Aktivitdt umgesetzt werden. Diese neben den im
Verfahren hergestellten Fettsduren ARA und/oder EPA hergestellten Fettsduren kdnnen als
einzelne Fettsduren zusitzlich im Verfahren hergestellt werden oder in einem Fettsduregemisch

vorliegen.
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Unter "m3-Fettsduren" werden im Rahmen der Erfindung solche ungesittigten Fettsduren
verstanden, bei denen die letzte Doppelbindung in der Kohlenstoffkette bei der vom
Carboxylende aus geschen drittletzten Kohlenstoffbindung vorliegt. Beispicle fiir ®3-Fettsduren

A5,8,11,14,17
56, 11,19, )und

sind a-Linolenséure (18:3%%'%'), Eicosapentaenséure (EPA; 20:5
Docosahexaensdure (DHA; 22:62+71%13161%) Weitere 3-Fettsiuren sind dem Fachmann

bekannt.

Bevorzugt werden im erfindungsgemifBen Verfahren iiberwiegend w3-Fettsduren hergestellt, d.h.
das Verhiltnis von hergestellten m3-Fettsduren zu hergestellten m6-Fettsduren betrigt mindestens
5:1, 6:1 oder 7:1, bevorzugt mindestens 8:1, 9:1 oder 10:1, besonders bevorzugt mindestens 12:1,
15:1, 18:1 oder 20:1. Am meisten bevorzugt werden durch das erfindungsgeméBe Verfahren
keine w6-Fettsduren hergestellt. Somit besitzen die erfindungsgeméBen A-6-Desaturasen und A-
5-Desaturasen aus Mantoniella squamata gegeniiber den Desaturasen des Standes der Technik
wie beispielsweise den Desaturasen aus Ostreococcus tauri und Phaeodactylum tricornutum den

Vorteil der ®3-Spezifitit (siche beispielsweise Abbildungen 15 und 16).

Vorteilhaft werden die vorgenannten Nukleinsduresequenzen, die fiir A-6-Desaturasen, A-5-
Desaturasen und/oder A-6-Elongasen und/oder w-Desaturasen kodieren, in Kombination mit
weiteren Genen des Fettsdure- und/oder Lipidstoffwechsels exprimiert, wie z.B. Nuklein-
sauresequenzen, die fiir Polypeptide mit A-8-Desaturase-, A-12-Desaturase-, A-15-Desaturase-,

A-4-Desaturase-, A-9-Elongase- und/oder A-5-Elongaseaktivitit kodieren.

Geeignete Nukleinsduresequenzen, die fiir Polypeptide mit A-5-Elongase-, A-12-Desaturase- oder
A-4-Desaturaseaktivitit kodieren, sind beschrieben in WO 2006/069710, WO 2006/100241,
WO 2005/083053, WO2006/069936, W0O2005/012316, Meyer et al. (2004) J. Lipid Res. 45:
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1899-1909, Meyer ct al. (2003) Biochemistry 42: 9779-88. Dic Aminosduresequenz einer
geeigneten A-5-Elongase ist auch in SEQ ID No. 16 angegeben.

Im {ibrigen kann der Fachmann geeignete Sequenzen der géngigen wissenschaftlichen Literatur
sowie inbesondere den Gendatenbanken entnehmen und im Sinne dieser Erfindung einsetzen.
Dies gilt auch fiir die anderen im Rahmen dieser Erfindung niitzlichen Gene fiir Enzyme, die an

der Fettsdure- und Lipidbiosynthese beteiligt sind.

Vorteilhaft werden die im erfindungsgeméBen Verfahren verwendeten Nukleinsduren in trans-
genen Pflanzen im vegetativen Gewebe (= somatischem Gewebe) exprimiert. Unter vegetativem
Gewebe ist im Sinne dieser Erfindung zu verstehen, dass das Gewebe dadurch gekennzeichnet
ist, das es sich durch mitotische Teilungen vermehrt. Derartiges Gewebe entsteht auch durch
asexuelle Fortpflanzung (= Apomixis) und Vermehrung. Von Vermehrung spricht man dann,
wenn sich die Zahl der Individuen in aufeinander folgenden Generationen erhdht. Diese durch
asexuelle Vermehrung entstandenen Individuen sind mit ihren Eltern weitestgehend identisch.
Beispiele fiir derartige Gewebe sind Blatt, Bliite, Wurzel, Stengel, oberirdische oder unterirdische
Auslaufer (Seitensprosse, Stolonen), Rhizome, Knospen, Knollen wie Wurzelknollen oder
Ausléauferknollen, Zwiebel, Brutkorper, Brutknospen, Bulbillen oder Turione. Derartige Gewebe
konnen auch durch unechte, echte oder durch den Mensch verursachte Viviparie entstehen. Aber
auch Samen, dic durch Agamospermie, wie sie flir Asteraceae, Poaceae oder Rosaceae typisch
sind, entstanden sind, gehdren zu den vegetativen Geweben, in denen vorteilhaft die Expression
stattfindet. Zu einem geringeren Teil oder gar nicht werden die im erfindungsgeméflen Verfahren
verwendeten Nukleinsduren im generativen Gewebe (Keimbahngewebe) exprimiert. Unter
generativem Gewebe ist im Sinne dieser Erfindung zu verstehen, dass das Gewebe sich durch

meiotische Teilung bildet. Beispiele fiir derartige Gewebe sind Gewebe, die durch geschlecht-
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liche Fortpflanzung, d.h. meiotische Zellteilungen entstehen, wie z.B. Samen, die durch
geschlechtliche Prozesse entstanden sind. Unter zu einem geringen Teil ist zu verstehen, dass
im Vergleich zum vegetativen Gewebe die Expression gemessen auf RNA- und/oder Protein-
ebene weniger als 5 %, vorteilhaft weniger als 3 %, besonders vorteilhaft weniger als 2 %, ganz

besonders bevorzugt weniger als 1, 0,5, 0,25 oder 0,125 % betrégt.

Die im Verfahren hergestellten mehrfach ungesittigten Fettsduren sind vorteilhaft in Membran-
lipiden und/oder Triacylglyceriden gebunden, kdnnen aber auch als freie Fettsduren oder aber
gebunden in Form anderer Fettsdureester in den Organismen vorkommen. Dabei kdnnen sie als
"Reinprodukte” oder aber vorteilhaft in Form von Mischungen verschiedener Fettsduren oder
Mischungen unterschiedlicher Phospholipide wie Phosphatidylglycol, Phosphatidylcholin,
Phosphatidylethanolamin und/oder Phosphatidylserin und/oder Triacylglyceride, Mono-
acylglyceride und/oder Diacylglyceride vorliegen. Vorteilhaft liegen diec im Verfahren
hergestellten LCPUFAs ARA und/oder EPA im Phosphatidylcholin und/oder Phosphatidyl-
ethanolamin und/oder in den Triacylglyceriden vor. Die Triacylglyceride konnen aulerdem noch
weitere Fettsduren enthalten wie kurzkettige Fettsduren mit 4 bis 6 C-Atomen, mittelkettige
Fettsduren mit & bis 12 C-Atomen oder langkettigen Fettsduren mit 14 bis 24 C-Atomen,
bevorzugt enthalten sie langkettige Fettsduren, besonders bevorzugt sind die langkettigen

Fettsduren LCPUFASs von C18-, C20- oder C22-Fettsduren.

Im erfindungsgemifBen Verfahren werden vorteilhaft Fettsdureester mit mehrfach ungesittigten
C18-, C20- und/oder C22-Fettsduremolekiilen mit mindestens zwei Doppelbindungen im Fett-

saureester, vorteilhaft mit mindestens drei, vier, fiinf oder sechs Doppelbindungen im Fettsdure-
ester, besonders vorteilhaft von mindestens fiinf oder sechs Doppelbindungen im Fettsdurcester

hergestellt und fiihren vorteilhaft zur Synthese von Linolséure (=LA, C18:2A9,12), y-Linolen-
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sdure (= GLA, C18:3A6,9,12), Stearidonséure (= SDA, C18:4A6.9,12,15), Dihomo-y-Linolen-
sdure (= DGLA, 20:3A8,11,14), ®-3-Eicosatetracnsiure (= ETA, C20:4A5,8,11,14), Arachidon-
sdure (ARA, C20:4A5,8,11,14), Eicosapentacnsdure (EPA, C20:5A5,8,11,14,17), ©-6-
Docosapentaenséure (C22:5A4,7,10,13,16), ®-6-Docosatetracnsaure (C22:4A7,10,13,16),
®-3-Docosapentaensédure (= DPA, C22:5A7,10,13,16,19), Docosahexaenséure (= DHA,
C22:6A4,7,10,13,16,19) oder deren Mischungen, bevorzugt ARA und/oder EPA. Ganz besonders
bevorzugt wird die w-3-Fettsdure EPA hergestellt.

Die Fettsdureester mit mehrfach ungesittigten C18-, C20- und/oder C22-Fettsduremolekiilen
kdnnen aus den Organismen, die fiir die Herstellung der Fettsdureester verwendet wurden, in
Form cines Ols oder Lipids beispiclsweise in Form von Verbindungen wie Sphingolipiden,
Phosphoglyceriden, Lipiden, Glycolipiden wie Glycosphingolipiden, Phospholipiden wie
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin, Phosphatidylglycerol,
Phosphatidylinositol oder Diphosphatidylglycerol, Monoacylglyceride, Diacylglyceride,
Triacylglyceride oder sonstigen Fettsdureestern wie die AcetylCoenzymA-Ester, die die mehr-
fach ungesittigten Fettsduren mit mindestens zwei, drei, vier, flinf oder sechs bevorzugt fiinf
oder sechs Doppelbindungen enthalten, isoliert werden, vorteilhaft werden sie in der Form ihrer
Diacylglyceride, Triacylglyceride und/oder in Form des Phosphatidylcholin isoliert, besonders
bevorzugt in der Form der Triacylglyceride. Neben diesen Estern sind die mehrfach ungesittigten
Fettsduren auch als freie Fettsduren oder gebunden in anderen Verbindungen in den Organismen
vorteilhaft den Pflanzen enthalten. In der Regel liegen die verschiedenen vorgenannten Ver-
bindungen (Fettsdureester und freie Fettsduren) in den Organismen in einer ungefdhren
Verteilung von 80 bis 90 Gew.-% Triglyceride, 2 bis 5 Gew.-% Diglyceride, 5 bis 10 Gew.-%
Monoglyceride, 1 bis 5 Gew.-% freie Fettsduren, 2 bis 8§ Gew.-% Phospholipide vor, wobei

sich die Summe der verschiedenen Verbindungen zu 100 Gew.-% ergénzt.
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Im erfindungsgemifBen Verfahren werden die hergestellten LCPUFAs mit einem Gehalt von
mindestens 1, 2, 3 oder 4 Gew.-%, vorteilhaft von mindestens 5, 6, 7, 8, 9 oder 10 Gew .-%,
bevorzugt von mindestens 11, 12, 13, 14 oder 15 Gew.-%, besonders bevorzugt von mindestens
16,17, 18, 19 oder 20 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt von mindestens 25, 30, 35 oder

40 Gew.-% bezogen auf die gesamten Fettsduren in den transgenen Organismen, vorteilhaft in

einer transgenen Pflanze hergestellt.

Dabei sind die im erfindungsgeméfBen Verfahren hergestellten Fettsduren ARA und/oder EPA
mit cinem Gehalt von mindestens 10 Gew.-% . bevorzugt von mindestens 11, 12, 13, 14 oder

15 Gew.-%, besonders bevorzugt von mindestens 16, 17, 18, 19, oder 20 Gew.-%, ganz
besonders bevorzugt von mindestens 25, 26, 27, 28, 29, 30 oder 31 Gew.-%, am meisten
bevorzugt von mindestens 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,40, 41 , 42, 43, 44 oder 45 Gew.-%
bezogen auf die gesamten Fettsduren in den Triacylglyceriden und/oder Phosphatidylglyceriden
vorteilhaft im Phosphatidylcholin enthalten. Vorteilhaft werden die Fettsduren in gebundener
Form hergestellt. Mit Hilfe der im erfindungsgeméfen Verfahren verwendeten Nukleinsduren
lassen sich diese ungesittigten Fettséduren an snl-, sn2- und/oder sn3-Position der vorteilhaft
hergestellten Triglyceride bringen. Vorteilhaft sind mindestens 11 % der Triacylglyceride doppelt
substituiert, das heil3t an snl- und sn2- oder sn2- und sn3-Position substituiert. Auch dreifach
substituierte Triacylglyceride sind nachweisbar. Da im erfindungsgemiBen Verfahren von den
Ausgangsverbindungen Linolsdure (C18:2) bzw. Linolensdure (C18:3) mehrere Reaktionsschritte
durchlaufen werden, fallen dic Endprodukte des Verfahrens wic beispiclsweise Arachidonséure
(ARA) oder Eicosapentaensédure (EPA) nicht als absolute Reinprodukte an, es sind immer auch
Spuren oder groBBere Mengen der Vorstufen im Endprodukt enthalten. Sind in der Ausgangs-
pflanze beispiclsweise sowohl Linolsdure als auch Linolensdure vorhanden, so liegen die

Endprodukte wie ARA oder EPA als Mischungen vor. Die Vorstufen sollten vorteilhaft nicht
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mchr als 20 Gew.-%, bevorzugt nicht mehr als 15 Gew.-%, besonders bevorzugt nicht als

10 Gew .- %, ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 5 Gew.-%, bezogen auf dic Menge des
jeweilige Endprodukts betragen. Vorteilhaft werden im erfindungsgemifBen Verfahren in ciner
transgenen Pflanze als Endprodukte nur ARA oder EPA gebunden oder als freie Sduren
hergestellt.

Fettsdureester bzw. Fettsduregemische, die nach dem erfindungsgeméfen Verfahren hergestellt
wurden, enthalten vorteilhaft 6 bis 15 % Palmitinsiure, 1 bis 6 % Stearinsdure; 7 - 85 % Olsiure;
0,5 bis 8 % Vaccenséure, 0,1 bis 1 % Arachinsédure, 7 bis 25 % gesittigte Fettsauren, 8 bis 85 %
cinfach ungesittigte Fettsduren und 60 bis 85 % mehrfach ungesittigte Fettsduren, jeweils
bezogen auf 100 % und auf den Gesamtfettsduregehalt der Organismen. Als vorteilhafie mehr-
fach ungesittigte Fettsdure sind in den Fettsdureestern bzw. Fettsduregemischen bevorzugt
mindestens 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 oder 1 % bezogen auf den Gesamtfettsdure-
gehalt an Arachidonsdure enthalten. Weiterhin enthalten die Fettsdureester bzw. Fettsdure-
gemische, die nach dem erfindungsgemafBen Verfahren hergestellt wurden, vorteilhaft Fettsduren
ausgewdhlt aus der Gruppe der Fettsduren Erucasdure (13- Docosaenséure), Sterculinsdure (9,10-
Methylene octadec-9-enonséure), Malvalinsdure (8,9-Methylen Heptadec-8-enonséure),
Chaulmoogrinsaure (Cyclopentendodecanséure), Furan-Fettsaure (9,12-Epoxy-octadeca-9,11-
dienonséure), Vernonsédure (9,10-Epoxyoctadec-12-enonséure), Tarinsdure (6-Octadecynon-
sdure), 6-Nonadecynonsdure, Santalbinsdure (t11-Octadecen-9-ynoic acid), 6,9-Octa-
decenynonsiure, Pyrulinsdure (t10-Heptadecen-8-ynonséure), Crepenyninsédure (9-Octadecen-
12-ynonséaure), 13,14-Dihydrooropheinsdure, Octadecen-13-ene-9,11-diynonséure, Petro-
selensiure (cis-6-Octadecenonsdure), 9¢,12t-Octadecadiensiure, Calendulasdure (8t10t12c-
Octadecatriensdure), Catalpinsdure (9t1 1t13cOctadecatrienséure), Eleosterinsdure (9c11t13t-

Octadecatrienséure), Jacarinsdure (8c10t12¢-Octadecatriensdure), Punicinsdure (9¢11t13c-
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Octadecatriensédure), Parinarinsdure (9¢11t13tl 5c-Octadecatetraensdure), Pinolensdure (all-cis-
5,9,12-Octadecatriensdure), Labaliensdure (5,6-Octadecadienallenséure), Ricinolsdure (12-
Hydroxyélsaure) und/oder Coriolinsdure (13-Hydroxy-9¢,11t-Octadecadienonsdure). Die
vorgenannten Fettsduren kommen in den nach dem erfindungsgeméBen Verfahren hergestellten
Fettsdureestern bzw. Fettsduregemischen in der Regel vorteilhaft nur in Spuren vor, das heif3t sic
kommen bezogen auf die Gesamtfettsduren zu weniger als 30 %, bevorzugt zu weniger als 25 %,
24 %, 23 %, 22 % oder 21 %, besonders bevorzugt zu weniger als 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %,
7%, 6 % oder 5%, ganz besonders bevorzugt zu weniger als 4 %, 3 %, 2 % oder 1 % vor. In einer
weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung kommen diese vorgenannten Fettsduren
bezogen auf die Gesamtfettsduren zu weniger als 0,9%, 0,8 %, 0,7 %, 0,6 % oder 0,5 %,
besonders bevorzugt zu weniger als 0,4 %, 0,3 %, 0,2 %, 0,1 % vor. Vorteilhaft enthalten dic
nach dem erfindungsgeméfen Verfahren hergestellten Fettsdureester bzw. Fettsduregemische
weniger als 0,1 % bezogen auf die Gesamtfettsduren oder keine Buttersédure, kein Cholesterin,
keine Clupanodonsiure (= Docosapentaensiure, C22:5A4,8,12,15,21) sowie keine Nisinsdure

(Tetracosahexaenséure, C23:6A3,8,12,15,18,21).

Durch die erfindungsgemifen Nukleinsduresequenzen bzw. im erfindungsgemiflen Verfahren
verwendeten Nukleinsduresequenzen kann eine Steigerung der Ausbeute an mehrfach
ungesittigten Fettsduren von mindestens 50 %, vorteilhaft von mindestens 80 %, besonders
vorteilhaft von mindestens 100 %, ganz besonders vorteilhaft von mindestens 150 % gegentiber
dem nicht transgenen Ausgangsorganismus, beispielsweise einer Hefe, einer Alge, einem Pilz

oder einer Pflanze wie Arabidopsis oder Lein beim Vergleich in der GC-Analyse erreicht werden.

Auch chemisch reine mehrfach ungesittigte Fettsduren oder Fettsdurezusammensetzungen sind

nach den vorbeschriebenen Verfahren darstellbar. Dazu werden die Fettsauren oder die Fettsaure-
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zusammensetzungen aus dem Organismus wie den Mikroorganismen oder den Pflanzen oder
dem Kulturmedium, in dem oder auf dem die Organismen angezogen wurden, oder aus dem
Organismus und dem Kulturmedium in bekannter Weise beispielsweise iiber Extraktion,
Destillation, Kristallisation, Chromatographic oder Kombinationen dieser Methoden isoliert.
Diese chemisch reinen Fettsduren oder Fettsdurezusammensetzungen sind fiir Anwendungen im
Bereich der Lebensmittelindustrie, der Kosmetikindustrie und besonders der Pharmaindustrie

vorteilhaft.

Als Organismus flir die Herstellung im erfindungsgeméBen Verfahren kommen prinzipiell alle
Organismen wie Mikroorganismen, nicht-humane Tiere oder Pflanzen in Frage. Als Pflanzen
kommen prinzipiell alle Pflanzen in Frage, die in der Lage sind Fettséduren zu synthetisieren wic

alle dicotylen oder monokotylen Pflanzen, Algen oder Moose.

Bei den Pflanzen handelt es sich vorteilhaft um Nutzpflanzen. Unter Nutzpflanzen sind Pflanzen
zu verstehen, die der Nahrungsproduktion fiir Mensch und Tier, der Produktion von Genuss-
mitteln, Fasern und Pharmazeutika dienen wie Getreide z.B. Mais, Reis, Weizen, Gerste, Hirse,
Hafer, Roggen, Buchweizen; wie Knollen z.B. Kartoffel, Maniok, Batate, Yams ctc.; wic
Zuckerpflanzen z.B. Zuckerrohr oder Zuckerriibe; wie Hiilsenfriichte z.B. Bohnen, Erbsen,
Saubohne etc.; wie Ol- und Fettfriichte z.B. Sojabohne, Raps, Sonnenblume, Firberdistel, Lein,
Camelina etc., um nur einige zu nennen. Vorteilhafte Pflanzen sind ausgewahlt aus der Gruppe
der Pflanzenfamilien bestehend aus den Familien der Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae,
Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceac,
Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae,
Cucurbitaceae, Dioscorcaceace, Elacagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae,

Geraniaceae, Gramincae, Grossulariaceae, Juglandaceae, Lauraceae, Leguminosae, Liliaceace,
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Linaccae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae, Oleaceae, Oxalidaceae, Papaveraceae, Poaceae,
Polygonaceae, Prasinophyceae, Punicaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceac,

Solanaceae, Sterculiaceae und Valerianaceae.

Beispiclhaft seien die folgenden Pflanzen genannt ausgewihlt aus der Gruppe: Adelotheciaceae
wie die Gattungen Physcomitrella z.B. dic Gattung und Arten Physcomitrella patens,
Anacardiaceae wie die Gattungen Pistacia, Mangifera, Anacardium z.B. die Gattung und Arten
Pistacia vera [Pistazie], Mangifer indica [Mango] oder Anacardium occidentale [Cashew],
Asteraceae wie die Gattungen Calendula, Carthamus, Centaurea, Cichorium, Cynara, Helianthus,
Lactuca, Locusta, Tagetes, Valeriana z.B. die Gattung und Arten Calendula officinalis [Garten-
Ringelblume], Carthamus tinctorius [Farberdistel, safflower], Centaurea cyanus [Kornblume],
Cichorium intybus [Wegwarte], Cynara scolymus [Artichoke], Helianthus annus [Sonnenblume],
Lactuca sativa, Lactuca crispa, Lactuca esculenta, Lactuca scariola L. ssp. sativa, Lactuca
scariola L. var. integrata, Lactuca scariola L. var. integrifolia, Lactuca sativa subsp. romana,
Locusta communis, Valeriana locusta [Salat], Tagetes lucida, Tagetes erecta oder Tagetes
tenuifolia [Studentenblume], Apiaceae wie die Gattung Daucus z.B. diec Gattung und Art Daucus
carota [Karotte], Betulaceae wie die Gattung Corylus z.B. dic Gattungen und Arten Corylus
avellana oder Corylus colurna [Haselnuss], Boraginaceae wic dic Gattung Borago z.B. die
Gattung und Art Borago officinalis [Borretsch], Brassicaceae wie die Gattungen Brassica,
Camelina, Melanosinapis, Sinapis, Arabidopsis z.B. die Gattungen und Arten Brassica napus,
Brassica rapa ssp. [Raps], Sinapis arvensis, Brassica juncea, Brassica juncea var. juncea, Brassica
juncea var. crispifolia, Brassica juncea var. foliosa, Brassica nigra, Brassica sinapioides,
Camelina sativa, Mclanosinapis communis [Senf], Brassica oleracea [Futterriibe] oder
Arabidopsis thaliana, Bromeliaceac wie diec Gattungen Anana, Bromelia (Ananas) z.B. dic

Gattungen und Arten Anana comosus, Ananas ananas oder Bromelia comosa [ Ananas],
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Caricaccac wie die Gattung Carica wie dic Gattung und Art Carica papaya [Papaya],
Cannabaceae wie die Gattung Cannabis wie die Gattung und Art Cannabis sative [Hanf],
Convolvulaceae wic die Gattungen Ipomea, Convolvulus z.B. die Gattungen und Arten Ipomoca
batatus, Ipomoca pandurata, Convolvulus batatas, Convolvulus tiliaceus, Ipomoca fastigiata,
Ipomoca tiliacea, Ipomoea triloba oder Convolvulus panduratus [SiiBkartoffel, Batate],
Chenopodiaceae wie die Gattung Beta wie die Gattungen und Arten Beta vulgaris, Beta vulgaris
var. altissima, Beta vulgaris var. vulgaris, Beta maritima, Beta vulgaris var. perennis, Beta
vulgaris var. conditiva oder Beta vulgaris var. esculenta [Zuckerriibe], Crypthecodiniaccae wie
die Gattung Crypthecodinium z.B. die Gattung und Art Cryptecodinium cohnii, Cucurbitaceae
wie die Gattung Cucubita z.B. die Gattungen und Arten Cucurbita maxima, Cucurbita mixta,
Cucurbita pepo oder Cucurbita moschata [Kiirbis], Cymbellaceac wie die Gattungen Amphora,
Cymbella, Okedenia, Phacodactylum, Reimeria z.B. dic Gattung und Art Phacodactylum
tricornutum, Ditrichaceac wie die Gattungen Ditrichaceae, Astomiopsis, Ceratodon,
Chrysoblastella, Ditrichum, Distichium, Eccremidium, Lophidion, Philiberticlla, Pleuridium,
Saclania, Trichodon, Skottsbergia z.B. dic Gattungen und Arten Ceratodon antarcticus,
Ceratodon columbiae, Ceratodon heterophyllus, Ceratodon pu[phiJurascens, Ceratodon
purpureus, Ceratodon purpureus ssp. convolutus, Ceratodon purpureus ssp. stenocarpus,
Ceratodon purpureus var. rotundifolius, Ceratodon ratodon, Ceratodon stenocarpus,
Chrysoblastella chilensis, Ditrichum ambiguum, Ditrichum brevisetum, Ditrichum
crispatissimum, Ditrichum difficile, Ditrichum falcifolium, Ditrichum flexicaule, Ditrichum
giganteum, Ditrichum heteromallum, Ditrichum lineare, Ditrichum lineare, Ditrichum
montanum, Ditrichum montanum, Ditrichum pallidum, Ditrichum punctulatum, Ditrichum
pusillum, Ditrichum pusillum var. tortile, Ditrichum rhynchostegium, Ditrichum schimperi,
Ditrichum tortile, Distichium capillaceum, Distichium hagenii, Distichium inclinatum,

Distichium macounii, Eccremidium floridanum, Eccremidium whiteleggei, Lophidion strictus,
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Pleuridium acuminatum, Pleuridium alternifolium, Pleuridium holdridgei, Pleuridium
mexicanum, Pleuridium ravenelii, Pleuridium subulatum, Saelania glaucescens, Trichodon
borealis, Trichodon cylindricus oder Trichodon cylindricus var. oblongus, Elacagnacecac wie dic
Gattung Elacagnus z.B. die Gattung und Art Olea europaca [Olive], Ericaceae wie die Gattung
Kalmia z.B. die Gattungen und Arten Kalmia latifolia, Kalmia angustifolia, Kalmia microphylla,
Kalmia polifolia, Kalmia occidentalis, Cistus chamaerhodendros oder Kalmia lucida
[Berglorbeer], Euphorbiaceac wie die Gattungen Manihot, Janipha, Jatropha, Ricinus z.B. die
Gattungen und Arten Manihot utilissima, Janipha manihot,, Jatropha manihot, Manihot aipil,
Manihot dulcis, Manihot manihot, Manihot melanobasis, Manihot esculenta [Manihot] oder
Ricinus communis [Rizinus], Fabaceae wie die Gattungen Pisum, Albizia, Cathormion, Feuillea,
Inga, Pithecolobium, Acacia, Mimosa, Medicajo, Glycine, Dolichos, Phaseolus, Soja z.B. dic
Gattungen und Arten Pisum sativum, Pisum arvense, Pisum humile [Erbse], Albizia berteriana,
Albizia julibrissin, Albizia lebbeck, Acacia berteriana, Acacia littoralis, Albizia berteriana,
Albizzia berteriana, Cathormion berteriana, Feuillea berteriana, Inga fragrans, Pithecellobium
berterianum, Pithecellobium fragrans, Pithecolobium berterianum, Pseudalbizzia berteriana,
Acacia julibrissin, Acacia nemu, Albizia nemu, Feuilleea julibrissin, Mimosa julibrissin, Mimosa
speciosa, Sericanrda julibrissin, Acacia lebbeck, Acacia macrophylla, Albizia lebbek, Feuilleca
lebbeck, Mimosa lebbeck, Mimosa speciosa [Seidenbaum], Medicago sativa, Medicago falcata,
Medicago varia [Alfalfa] Glycine max Dolichos soja, Glycine gracilis, Glycine hispida,
Phaseolus max, Soja hispida oder Soja max [Sojabohne], Funariaceae wie die Gattungen
Aphanorrhegma, Entosthodon, Funaria, Physcomitrella, Physcomitrium z.B. die Gattungen und
Arten Aphanorrhegma serratum, Entosthodon attenuatus, Entosthodon bolanderi, Entosthodon
bonplandii, Entosthodon californicus, Entosthodon drummondii, Entosthodon jamesonii,
Entosthodon Ieibergii, Entosthodon neoscoticus, Entosthodon rubrisetus, Entosthodon

spathulifolius, Entosthodon tucsoni, Funaria americana, Funaria bolanderi, Funaria calcarea,



10

15

20

25

WO 2008/104559 PCT/EP2008/052358

-22.

Funaria californica, Funaria calvescens, Funaria convoluta, Funaria flavicans, Funaria groutiana,
Funaria hygrometrica, Funaria hygrometrica var. arctica, Funaria hygrometrica var. calvescens,
Funaria hygrometrica var. convoluta, Funaria hygrometrica var. muralis, Funaria hygrometrica
var. utahensis, Funaria microstoma, Funaria microstoma var. obtusifolia, Funaria muhlenbergii,
Funaria orcuttii, Funaria piano-convexa, Funaria polaris, Funaria ravenelii, Funaria rubriscta,
Funaria serrata, F[upsilon]naria sonorae, Funaria sublimbatus, Funaria tucsoni, Physcomitrella
californica, Physcomitrella patens, Physcomitrella readeri, Physcomitrium austréte,
Physcomitrium californicum, Physcomitrium collenchymatum, Physcomitrium coloradense,
Physcomitrium cupuliferum, Physcomitrium drummondii, Physcomitrium eurystomum,
Physcomitrium flexifolium, Physcomitrium hookeri, Physcomitrium hookeri var. serratum,
Physcomitrium immersum, Physcomitrium kellermanii, Physcomitrium megalocarpum,
Physcomitrium pyriforme, Physcomitrium pyriforme var. serratum, Physcomitrium rufipes,
Physcomitrium sandbergii, Physcomitrium subsphaericum, Physcomitrium washingtoniense,
Geraniaceae wie die Gattungen Pelargonium, Cocos, Oleum z.B. die Gattungen und Arten Cocos
nucifera, Pelargonium grossularioides oder Oleum cocois [Kokusnuss], Gramineae wie die
Gattung Saccharum z.B. die Gattung und Art Saccharum officinarum, Juglandaceae wie die
Gattungen Juglans, Wallia z.B. die Gattungen und Arten Juglans regia, Juglans ailanthifolia,
Juglans sieboldiana, Juglans cinerea, Wallia cinerea, Juglans bixbyi, Juglans californica, Juglans
hindsii, Juglans intermedia, Juglans jamaicensis, Juglans major, Juglans microcarpa, Juglans
nigra oder Wallia nigra [Walnuss], Lauraceac Wie die Gattungen Persea, Laurus z.B. dic
Gattungen und Arten Laurus nobilis [Lorbeer], Persea ame[eta]cana, Persea gratissima oder
Persea persea [Avocado], Leguminosac wie dic Gattung Arachis z.B. die Gattung und Art
Arachis hypogaca [Erdnuss], Linaceaec wie die Gattungen Linum, Adenolinum z.B. die Gattungen
und Arten Linum usitatissimum, Linum humile, Linum aust[eta]lacum, Linum bienne, Linum

angustifolium, Linum catharticum, Linum flavum, Linum grandiflorum, Adenolinum
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grandiflorum, Linum lewisii, Linum narbonense, Linum perenne, Linum perenne var. lewisii,
Linum pratense oder Linum trigynum [Lein], Lythraricac wie die Gattung Punica z.B. dic
Gattung und Art Punica granatum [Granatapfel], Malvaceae wie die Gattung Gossypium z.B. dic
Gattungen und Arten Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum, Gossypium barbadense,
Gossypium herbaceum oder Gossypium thurberi [Baumwolle], Marchantiaceac wie die Gattung
Marchantia z.B. die Gattungen und Arten Marchantia berteroana, Marchantia foliacea,
Marchantia macropora, Musaceae wie diec Gattung Musa z.B. die Gattungen und Arten Musa
nana, Musa acuminata, Musa paradisiaca, Musa spp. [Banane], Onagraceae wie diec Gattungen
Camissonia, Oenothera z.B. die Gattungen und Arten Oenothera biennis oder Camissonia
brevipes [Nachtkerze], Palmae wie die Gattung Elacis z.B. die Gattung und Art Elaeis guineensis
[Olpalme], Papaveraceae wie die Gattung Papaver z.B. die Gattungen und Arten Papaver
Orientale, Papaver rhoeas, Papaver dubium [Mohn], Pedaliaceae wie die Gattung Sesamum z.B.
die Gattung und Art Sesamum indicum [Sesam], Piperaceac wie die Gattungen Piper, Artanthe,
Peperomia, Steffensia z.B. die Gattungen und Arten Piper ad[upsilon]ncum, Piper amalago, Piper
angustifolium, Piper auritum, Piper betel, Piper cubeba, Piper longum, Piper nigrum, Piper
retrofractum, Artanthe adunca, Artanthe elongata, Peperomia elongata, Piper clongatum,
Steffensia elongata [Cayennepfeffer], Poaceae wie die Gattungen Hordeum, Seeale, Avena,
Sorghum, Andropogon, Holcus, Panicum, Oryza, Zea (Mais), Triticum z.B. die Gattungen und
Arten Hordeum vulgare, Hordeum jubatum, Hordeum murinum, Hordeum secalinum, Hordeum
distichon Hordeum aegiceras, Hordeum hexastichon, Hordeum hexastichum, Hordeum
irregulare, Hordeum sativum, Hordeum secalinum [Gerste], Secale cereale [Roggen], Avena
sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena fatua var. sativa, Avena hybrida [Hafer], Sorghum
bicolor, Sorghum halepense, Sorghum saccharatum, Sorghum vulgare, Andropogon drummondii,
Holcus bicolor, Holcus sorghum, Sorghum acthiopicum, Sorghum arundinaceum, Sorghum

caffrorum, Sorghum cernuum, Sorghum dochna, Sorghum drummondii, Sorghum durra,
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Sorghum guineense, Sorghum lanceolatum, Sorghum nervosum, Sorghum saccharatum, Sorghum
subglabrescens, Sorghum verticilliflorum, Sorghum vulgare, Holcus halepensis, Sorghum
miliaceum, Panicum militaceum [Hirse], Oryza sativa, Oryza latifolia [Reis], Zea mays [Mais]
Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybernum, Triticum macha,
Triticum sativum oder Triticum vulgare [Weizen], Porphyridiaceae wie die Gattungen
Chroothece, Flintiella, Petrovanclla, Porphyridium, Rhodella, Rhodosorus, Vanhoeffenia z.B. die
Gattung und Art Porphyridium cr[upsilon]entum, Protecaceae wic die Gattung Macadamia z.B.
die Gattung und Art Macadamia intergrifolia [Macadamia], Prasinophyceac wie die Gattungen
Nephroselmis, Prasinococcus, Scherffelia, Tetraselmis, Mantoniella, Ostreococcus z.B. die
Gattungen und Arten Nephroselmis olivacea, Prasinococcus capsulatus, Scherffelia dubia,
Tetraselmis chui, Tetraselmis suecica, Mantoniella squamata, Ostreococcus tauri, Rubiaceae wie
die Gattung Coffea z.B. die Gattungen und Arten Cofea spp., Coffea arabica, Coffca canephora
oder Coffea liberica [Kaffee], Scrophulariaceae wic die Gattung Verbascum z.B. die Gattungen
und Arten Verbascum blattaria, Verbascum chaixii, Verbascum densiflorum, Verbascum lagurus,
Verbascum longifolium, Verbascum lychnitis, Verbascum nigrum, Verbascum olympicum,
Verbascum phlomoides, Verbascum phoenicum, Verbascum pulverulentum oder Verbascum
thapsus [K&nigskerze], Solanaceac wie die Gattungen Capsicum, Nicotiana, Solanum,
Lycopersicon z.B. diec Gattungen und Arten Capsicum annuum, Capsicum annuum var.
glabriusculum, Capsicum frutescens [Pfeffer], Capsicum annuum [Paprika], Nicotiana tabacum,
Nicotiana alata, Nicotiana attenuata, Nicotiana glauca, Nicotiana langsdorifii, Nicotiana
obtusifolia, Nicotiana quadrivalvis, Nicotiana repanda, Nicotiana rustica, Nicotiana sylvestris
[Tabak], Solanum tuberosum [Kartoffel], Solanum melongena [Aubergine], Lycopersicon
esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon py[eta]forme, Solanum integrifolium oder
Solanum lycopersicum [Tomate], Sterculiaceae wie die Gattung Theobroma z.B. die Gattung und

Art Theobroma cacao [Kakao] oder Theaceae wie diec Gattung Camellia z.B. die Gattung und Art
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Camellia sinensis [Tee].

Vorteilhafte Mikroorganismen sind beispiclsweise Pilze ausgewihlt aus der Gruppe der Familien
Chactomiaceac, Choanephoraceae, Cryptococcaceae, Cunninghamellaceae, Demetiaceac,
Moniliaceae, Mortierellaceae, Mucoraceae, Pythiaceae, Sacharomycetaceae, Saprolegniaceac,
Schizosacharomycetaceae, Sodariaceac oder Tuberculariaceae. Beispielhaft seien die folgenden
Mikroorganismen genannt ausgewdhlt aus der Gruppe: Choanephoraceae wie den Gattungen
Blakeslea, Choanephora z.B. die Gattungen und Arten Blakeslea trispora, Choanephora
cueurbitarum, Choanephora infundibulifera var. cueurbitarum, Mortierellaceac wie der Gattung
Mortierella z.B. die Gattungen und Arten Mortierella isabellina, Mortierella polycephala ,
Mortierella ramanniana , Mortierella vinacea, Mortierella zonata, Pythiaceae wie den Gattungen
Phytium, Phytophthora z.B. die Gattungen und Arten Pythium debaryanum, Pythium
intermedium, Pythium irregulare, Pythium megalacanthum, Pythium paroecandrum, Pythium
sylvaticum, Pythium ultimum, Phytophthora cactorum, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora
citricola, Phytophthora citrophthora, Phytophthora cryptogea, Phytophthora drechsleri,
Phytophthora erythroseptica, Phytophthora lateralis, Phytophthora megasperma, Phytophthora
nicotianae, Phytophthora nicotianac var. parasitica, Phytophthora palmivora, Phytophthora
parasitica, Phytophthora syringae, Saccharomycetaceaec wie den Gattungen Hansenula, Pichia,
Saccharomyces, Saccharomycodes, Yarrowia z.B. die Gattungen und Arten Hansenula anomala,
Hansenula californica, Hansenula canadensis, Hansenula capsulata, Hansenula ciferrii, Hansenula
glucozyma, Hansenula henricii, Hansenula holstii, Hansenula minuta, Hansenula nonfermentans,
Hansenula philodendri, Hansenula polymorphe, Hansenula saturnus, Hansenula subpelliculosa,
Hansenula wickerhamii, Hansenula wingei, Pichia alcoholophila, Pichia angusta, Pichia anomala,
Pichia bispora, Pichia burtonii, Pichia canadensis, Pichia capsulata, Pichia carsonii, Pichia

cellobiosa, Pichia ciferrii, Pichia farinosa, Pichia fermentans, Pichia finlandica, Pichia
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glucozyma, Pichia guilliermondii, Pichia haplophila, Pichia henricii, Pichia holstii, Pichia jadinii,
Pichia lindnerii, Pichia membranaefaciens, Pichia methanolica, Pichia minuta var. minuta, Pichia
minuta var. nonfermentans, Pichia norvegensis, Pichia ohmeri, Pichia pastoris, Pichia
philodendri, Pichia pini, Pichia polymorphe, Pichia quercuum, Pichia rhodanensis, Pichia
sargentensis, Pichia stipitis, Pichia strasburgensis, Pichia subpelliculosa, Pichia toletana, Pichia
trehalophila, Pichia vini, Pichia xylosa, Saccharomyces aceti, Saccharomyces bailii,
Saccharomyces bayanus, Saccharomyces bisporus, Saccharomyces capensis, Saccharomyces
carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus,
Saccharomyces chevalieri, Saccharomyces delbrueckii, Saccharomyces diastaticus,
Saccharomyces drosophilarum, Saccharomyces clegans, Saccharomyces cllipsoideus,
Saccharomyces fermentati, Saccharomyces florentinus, Saccharomyces fragilis, Saccharomyces
heterogenicus, Saccharomyces hienipiensis, Saccharomyces inusitatus, Saccharomyces italicus,
Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces krusei, Saccharomyces lactis, Saccharomyces
marxianus, Saccharomyces microellipsoides, Saccharomyces montanus, Saccharomyces
norbensis, Saccharomyces oleaceus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces pretoriensis, Saccharomyces rosei, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces
uvarum, Saccharomycodes ludwigii, Yarrowia lipolytica, Schizosacharomycetaceae such as the
genera Schizosaccharomyces e.g. the species Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus,
Schizosaccharomyces japonicus var. versatilis, Schizosaccharomyces malidevorans,
Schizosaccharomyces octosporus, Schizosaccharomyces pombe var. malidevorans,
Schizosaccharomyces pombe var. pombe, Thraustochytriaceae such as the genera Althomia,
Aplanochytrium, Japonochytrium, Schizochytrium, Thraustochytrium e¢.g. the species
Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium limacinum, Schizochytrium mangrovei,
Schizochytrium minutum, Schizochytrium octosporum, Thraustochytrium aggregatum,

Thraustochytrium amoeboideum, Thraustochytrium antacticum, Thraustochytrium arudimentale,
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Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium benthicola, Thraustochytrium globosum,
Thraustochytrium indicum, Thraustochytrium kerguelense, Thraustochytrium kinnei,
Thraustochytrium motivum, Thraustochytrium multirudimentale, Thraustochytrium
pachydermum, Thraustochytrium proliferum, Thraustochytrium roseum, Thraustochytrium rossii,
Thraustochytrium striatum oder Thraustochytrium visurgense. Weitere vorteilhafte Mikro-
organismen sind beispiclweise Bakterien ausgewdhlt aus der Gruppe der Familien Bacillaceae,

Enterobacteriacae oder Rhizobiaceae.

Beispielhaft seien die folgenden Mikroorganismen genannt ausgewéhlt aus der Gruppe:
Bacillaceae wie die Gattung Bacillus z.B die Gattungen und Arten Bacillus acidocaldarius,
Bacillus acidoterrestris, Bacillus alcalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus amylolyticus,
Bacillus brevis, Bacillus cercus, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus sphaericus
subsp. fusiformis, Bacillus galactophilus, Bacillus globisporus, Bacillus globisporus subsp.
marinus, Bacillus halophilus, Bacillus lentimorbus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,
Bacillus megaterium, Bacillus polymyxa, Bacillus psychrosaccharolyticus, Bacillus pumilus,
Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus subtilis subsp. subtilis oder
Bacillus thuringiensis; Enterobacteriacae wie die Gattungen Citrobacter, Edwardsicila,
Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Salmonella oder Serratia z.B diec Gattungen und
Arten Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Citrobacter freundii, Citrobacter
genomospecics, Citrobacter gillenii, Citrobacter intermedium, Citrobacter koseri, Citrobacter
murliniae, Citrobacter sp., Edwardsiella hoshinae, Edwardsicila ictaluri, Edwardsiclla tarda,
Erwinia alni, Erwinia amylovora, Erwinia ananatis, Erwinia aphidicola, Erwinia billingiae,
Erwinia cacticida, Erwinia cancerogena, Erwinia carnegieana, Erwinia carotovora subsp.
atroseptica, Erwinia carotovora subsp. betavasculorum, Erwinia carotovora subsp. odorifera,

Erwinia carotovora subsp. wasabiae, Erwinia chrysanthemi, Erwinia cypripedii, Erwinia
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dissolvens, Erwinia herbicola, Erwinia mallotivora, Erwinia milletiac, Erwinia nigrifluens,
Erwinia nimipressuralis, Erwinia persicina, Erwinia psidii, Erwinia pyrifoliac, Erwinia quercina,
Erwinia rhapontici, Erwinia rubrifaciens, Erwinia Salicis, Erwinia stewartii, Erwinia tracheiphila,
Erwinia uredovora, Escherichia adecarboxylata, Escherichia anindolica, Escherichia aurescens,
Escherichia blattag, Escherichia coli, Escherichia coli var. communior, Escherichia coli-mutabile,
Escherichia fergusonii, Escherichia hermannii, Escherichia sp., Escherichia vulneris, Klebsiclla
acrogenecs, Klebsiella edwardsii subsp. atlantae, Klebsiclla ornithinolytica, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella planticola, Klebsiclla pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae,
Klebsiclla sp., Klebsiella terrigena, Klebsiella trevisanii, Salmonella abony, Salmonella arizonae,
Salmonella bongori, Salmonella choleraesuis subsp. arizonae, Salmonella choleraesuis subsp.
bongori, Salmonella choleraesuis subsp. cholercasuis, Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae,
Salmonella choleraesuis subsp. houtenae, Salmonella choleraesuis subsp. indica, Salmonella
choleraesuis subsp. salamae, Salmonella daressalaam, Salmonella enterica subsp. houtenae,
Salmonella enterica subsp. salamae, Salmonella enteritidis, Salmonella gallinarum, Salmonella
heidelberg, Salmonella panama, Salmonella senftenberg, Salmonella typhimurium, Serratia
entomophila, Serratia ficaria, Serratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia
marcescens, Serratia marcescens subsp. marcescens, Serratia marinorubra, Serratia odorifera,
Serratia plymouthensis, Serratia plymuthica, Serratia proteamaculans, Serratia proteamaculans
subsp. quinovora, Serratia quinivorans oder Serratia rubidaea; Rhizobiaceae wic die Gattungen
Agrobacterium, Carbophilus, Chelatobacter, Ensifer, Rhizobium, Sinorhizobium z.B. die
Gattungen und Arten Agrobacterium atlanticum, Agrobacterium ferrugineum, Agrobacterium
gelatinovorum, Agrobacterium larrymoorei, Agrobacterium meteori, Agrobacterium radiobacter,
Agrobacterium rhizogenes, Agrobacterium rubi, Agrobacterium stellulatum, Agrobacterium
tumefaciens, Agrobacterium vitis, Carbophilus carboxidus, Chelatobacter heintzii, Ensifer

adhacrens, Ensifer arboris, Ensifer fredii, Ensifer kostiensis, Ensifer kummerowiae, Ensifer
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medicae, Ensifer meliloti, Ensifer saheli, Ensifer terangae, Ensifer xinjiangensis, Rhizobium
ciceri Rhizobium etli, Rhizobium fredii, Rhizobium galegae, Rhizobium gallicum, Rhizobium
giardinii, Rhizobium hainanense, Rhizobium huakuii, Rhizobium huautlense, Rhizobium
indigoferae, Rhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium loessense,
Rhizobium loti, Rhizobium lupini, Rhizobium mediterranecum, Rhizobium meliloti, Rhizobium
mongolense, Rhizobium phaseoli, Rhizobium radiobacter, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium
rubi, Rhizobium sullac, Rhizobium tianshanense, Rhizobium trifolii, Rhizobium tropici,
Rhizobium undicola, Rhizobium vitis, Sinorhizobium adhaerens, Sinorhizobium arboris,
Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium kostiense, Sinorhizobium kummerowiae, Sinorhizobium
medicae, Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium morelense, Sinorhizobium saheli oder

Sinorhizobium xinjiangense.

Weitere vorteilhafte Mikroorganismen fiir das erfindungsgeméfle Verfahren sind beispielsweise
Protisten oder Diatomeen ausgewéhlt aus der Gruppe der Familien Dinophyceae, Turanicllidae
oder Oxytrichidae wie die Gattungen und Arten: Crypthecodinium cohnii, Phacodactylum
tricornutum, Stylonychia mytilus, Stylonychia pustulata, Stylonychia putrina, Stylonychia
notophora, Stylonychia sp., Colpidium campylum oder Colpidium sp.

Vorteilhaft werden im erfindungsgemifen Verfahren transgene Organismen wie Pilze wie
Mortierella oder Traustochytrium, Hefen wie Saccharomyces oder Schizosaccharomyces, Moose
wie Physcomitrella oder Ceratodon, nicht-humane Tiere wie Caenorhabditis, Algen wie
Nephroselmis, Pseudoscourfielda, Prasinococcus, Scherffelia, Tetraselmis, Mantoniella,
Ostreococcus, Crypthecodinium oder Phacodactylum oder Pflanzen wie zweikeimblittrige oder
cinkeimblittrige Pflanzen verwendet. Besonders vorteilhaft werden Organismen im erfindungs-

gemiiBen Verfahren verwendet, die zu den Ol-produzierenden Organismen gehdren, das heift die
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fiir die Herstellung von Olen verwendet werden, wie Pilze wie Mortierella oder Thrausto-
chytrium, Algen wie Nephroselmis, Pseudoscourficlda, Prasinococcus, Scherffelia, Tetraselmis,
Mantoniella, Ostreococcus, Crypthecodinium, Phacodactylum oder Pflanzen, insbesondere
Pflanzen, bevorzugt Olfruchtpflanzen, die groBe Mengen an Lipidverbindungen enthalten, wie
Erdnuss, Raps, Canola, Sonnenblume, Saflor (Carthamus tinctoria), Mohn, Senf, Hanf, Rizinus,
Olive, Sesam, Calendula, Punica, Nachtkerze, Konigskerze, Distel, Wildrosen, Haselnuss,
Mandel, Macadamia, Avocado, Lorbeer, Kiirbis, Lein, Soja, Pistazien, Borretsch, Baume
(Olpalme, Kokosnuss oder Walnuss) oder Feldfriichte, wie Mais, Weizen, Roggen, Hafer,
Triticale, Reis, Gerste, Baumwolle, Maniok, Pfeffer, Tagetes, Solanaceen-Pflanzen, wie
Kartoffel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa oder Buschpflanzen
(Kaffee, Kakao, Tee), Salix-Arten sowie ausdauernde Graser und Futterfeldfriichte. Bevorzugte
erfindungsgeméBe Pflanzen sind Olfruchtpflanzen, wie Erdnuss, Raps, Canola, Sonnenblume,
Saflor, Mohn, Senf, Hanf, Rhizinus, Olive, Calendula, Punica, Nachtkerze, Kiirbis, Lein, Soja,
Borretsch, Biume (Olpalme, Kokosnuss). Besonders bevorzugt sind C 18:2- und/oder C18:3-
Fettsdure-reiche Pflanzen wie Sonnenblume, Farberdistel, Tabak, Konigskerze, Sesam,
Baumwolle, Kiirbis, Mohn, Nachtkerze, Walnuss, Lein, Hanf, Distel oder Farberdistel. Ganz
besonders bevorzugt sind Pflanzen wie Férberdistel, Sonnenblume, Mohn, Nachtkerze, Walnuss,

Lein oder Hanf,

Fiir das erfindungsgemaife beschricbene Verfahren ist es vorteilhaft in die Pflanzen zusétzlich
zu den unter Verfahrensschritt (a) und (b) eingebrachten Nukleinsduren sowie den ggf. einge-
brachten Nukleinsduresequenzen, die fiir die A-6-Elongase und/oder diec w-3-Desaturasen
kodieren, zusétzlich weitere Nukleinsduren einzubringen, die fiir Enzyme des Fettsdure- oder

Lipidstoffwechsels kodieren.
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Im Prinzip konnen alle Gene des Fettséure- oder Lipidstoffwechsels vorteilhaft in Kombination
mit den im erfinderungsgemiflen Verfahren verwendeten Nukleinsduresequenzen, die fiir die
A-6-Desaturase(n), A-5-Desaturase(n), A-6-Elongase(n) und/oder w-3-Desaturase(n) [im Sinne
dieser Anmeldung soll der Plural den Singular und umgekehrt beinhalten] kodieren, verwendet
werden; vorteilhaft werden Gene des Fettsdure oder Lipidstoffwechsels ausgewéhlt aus der
Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-
ACP-Thioesterase(n), Fettsdure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyl-
transferasen, Fettsdure-Synthase(n), Fettsdure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carb-
oxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsdure-Desaturase(n), Fettsdure-Acetylenasen,
Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen, Allenoxid-Synthasen, Hydroperoxid-Lyasen oder
Fettsdure-Elongase(n) in Kombination mit der A-6-Elongase, A-6-Desaturase, A-5-Desaturase
und/oder -3-Desaturase verwendet. Besonders bevorzugt werden Gene ausgewdhlt aus der
Gruppe der A-4-Desaturasen, A-8- Desatuasen, A-9-Desaturasen, A-12-Desaturasen, A-5-
Elongasen oder A-9-Elongasen in Kombination mit den vorgenannten Genen fiir die A-6-
Elongase, A-6-Desaturase, A-5-Desaturase und/oder o-3-Desaturase verwendet, wobei einzelne

Gene oder mehrere Gene in Kombination verwendet werden konnen.

Die im erfindungsgeméfen Verfahren verwendete -3-Desaturase sollte vorteilhaft eine Ver-
schiebung vom o-6-Biosyntheseweg zum »-3-Biosyntheseweg ermdglichen, was vorteilhaft zu
einer Verschiebung von C18:2- zu C18:3-Fettsduren fiihrt. Durch diese Eigenschaften der w-3-
Desaturase ist es vorteilhaft mdglich, das Fettsdurespektrum innerhalb eines Organismus, vor-
teilhaft innerhalb einer Pflanze oder einem Pilz von den w-6-Fettsduren zu den w-3-Fettsduren
hin zu verschicben. Weiterhin ist vorteilhaft, dass die m-3-Desaturase cine breite Palette von
Phospholipiden wie Phosphatidylcholin (= PC), Phosphatidylinositol (= PIS) oder Phosphatidyl-

cthanolamin (= PE) umsetzt. SchlieBlich lassen sich auch Desaturierungsprodukte in den
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Neutrallipiden (= NL), das heif3t in den Triglyceriden finden.

Die erfindungsgeméBen A5-Desaturasen und A6-Desaturasen aus Mantoniella squamata haben
gegeniiber den bekannten A5-Desaturasen und A6-Desaturasen, beispielweise aus Phaeodactylum
tricornutum, den Vorteil, dass sie Fettsduren gebunden an Phospholipide oder CoA-
Fettsdureester, vorteilhaft CoA-Fettsdureester umsetzen konnen. Vorteilhaft setzen die im
erfingungsgeméBen Verfahren verwendeten Desaturasen ihre jeweiligen Substrate in Form der
CoA-Fettsdureester um (siche Beispicle 10 und 11). Dies fiihrt, wenn vorher ein
Elongationsschritt stattgefunden hat, vorteilhaft zu einer erhdhten Produktausbeute. Die
jeweiligen Desaturierungsprodukte werden dadurch in h6heren Mengen synthetisiert, da der
Elongationsschritt in der Regel an den CoA-Fettsdureestern erfolgt, wihrend der
Desaturierungsschritt iiberwiegend an den Phospholipiden oder an den Triglyceriden erfolgt. Eine
Austauschreaktion zwischen den CoA-Fettsdureestern und den Phospholipiden oder
Triglyceriden, die eine weitere moglicherweise limitierende Enzymreaktion erforderlich machen

wirde, ist somit nicht erforderlich.

Durch die enzymatische Aktivitit der im erfindungsgemifBen Verfahren verwendeten Nuklein-
sduren, die fiir Polypeptide mit A-6-Elongase-, A-6-Desaturase-, A-5-Desaturase- und/oder ©-3-
Desaturaseaktivitit kodieren, vorteilhaft in Kombination mit Nukleinsduresequenzen, die fiir
Polypeptide des Fettsdure- oder Lipidstoffwechsels wie weiteren Polypeptiden mit A-4-, A-5-, A-
6-, A-8-, A-12-Desaturase oder A-5-, A-6- oder A-9-Elongascaktivitit kodieren, konnen unter-
schiedlichste mehrfach ungesittigte Fettsduren im erfindungsgeméfBen Verfahren hergestellt
werden. Je nach Auswabhl der fiir das erfindungsgeméfle Verfahren verwendeten Nutzpflanzen
lassen sich Mischungen der verschiedenen mehrfach ungesittigten Fettsduren oder einzelne

mehrfach ungesittigte Fettsduren wie EPA oder ARA in freier oder gebundener Form herstellen.
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Je nachdem welche Fettsdurezusammensetzung in der Ausgangspflanze vorherrscht (C18:2- oder
C18:3-Fettsduren) entstehen so Fettsduren, die sich von C18:2- Fettsduren ableiten, wiec GLA,
DGLA oder ARA oder solche, die sich von C18:3-Fettsduren ableiten, wic SDA, ETA oder EPA.
Liegt in der fiir das Verfahren verwendeten Pflanze als ungesittigte Fettsdure nur Linolséure (=
LA, C1 8:2A9’12) vor, so konnen als Produkte des Verfahrens nur GLA, DGLA und ARA
entstehen, die als freie Fettsduren oder gebunden vorliegen kdnnen. Ist in der im Verfahren
verwendeten Pflanze als ungesittigte Fettsdure nur a-Linolensdure (= ALA, C18:3A9,12,15)
vorhanden, beispielsweise wie in Lein, so konnen als Produkte des Verfahrens nur SDA, ETA
und/oder EPA entstehen, diec wie oben beschrieben als freie Fettsduren oder gebunden vorliegen
konnen. Durch Modifikation der Aktivitdt der im Verfahren verwendeten und an der Synthese
beteiligten Enzyme A-6-Elongase, A-6-Desaturase, A-5-Desaturase und/oder o-3-Desaturase
vorteilhaft in Kombination mit weiteren Genen des Lipid- oder Fettsdurestoffwechsels lassen sich
gezielt in den Pflanzen nur einzelne Produkte herstellten. Vorteilhaft werden nur ARA oder EPA
oder deren Mischungen synthetisiert, abhdngig von der in dem Organismus bzw. in der Pflanze
vorliegenden Fettséure, dic als Ausgangssubstanz flir die Synthese dient. Da es sich um
Biosyntheseketten handelt, liegen die jeweiligen Endprodukte nicht als Reinsubstanzen in den
Organismen vor. Es sind immer auch geringe Mengen der Vorlduferverbindungen im Endprodukt
enthalten. Diese geringen Mengen betragen weniger als 20 Gew.-%, vorteilhaft weniger als 15
Gew .-%, besonders vorteilhaft weniger als 10 Gew.-%, ganz besonders vorteilhaft weniger als 5,

4, 3,2 oder 1 Gew.-% bezogen auf das Endprodukt EPA oder ARA oder deren Mischungen.

Neben der Produktion der Ausgangsfettsduren flir das erfindungsgemifle Verfahren direkt in dem
Organismus, speziell der Pflanze, kdnnen die Fettsduren prinzipiell auch von aulen gefiittert
werden. Aus Kostengriinden ist die Produktion im Organismus, speziell in der Pflanze,

bevorzugt. Bevorzugte Substrate sind Linolséure (C18:2A9,12), y-Linolensdure (C18:3A6,9,12),
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Eicosadiensdure (C20:2A11,14), Dihomo-y-linolenséure (C20:3A8,11,14), Arachidonsiure
(C20:4A5,8,11,14), Docosatetracnséure (C22:4A7,10,13,16) und Docosapentacnsiure
(C22:5A4,7,10,13,15).

Zur Steigerung der Ausbeute im beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Olen und/oder
Triglyceriden mit einem vorteilhaft erhdhten Gehalt an mehrfach ungesittigten Fettsduren ist es
vorteilhaft dic Menge an Ausgangsprodukt fiir die Fettsduresynthese zu steigern, dies kann
beispielsweise durch das Einbringen einer Nukleinsdure in den Organismus, die fiir ein Poly-
peptid mit A-12-Desaturase-Aktivitit kodiert, erreicht werden. Dies ist besonders vorteilhaft bei
Ol-produzierenden Organismen wic der Familie der Brassicaceae wie der Gattung Brassica z.B.
Raps; der Familie der Elacagnaceae wie diec Gattung Elacagnus z.B. dic Gattung und Art Olea
europaea oder der Familie Fabaceae wie der Gattung Glycine z.B. die Gattung und Art Glycine
max, dic einen hohen Olsduregehalt aufweisen. Da diese Organismen nur cinen geringen Gehalt
an Linolsdure aufweisen, ist die Verwendung der genannten A-12-Desaturasen zur Herstellung

des Ausgangsprodukts Linolsdure vorteilhaft.

Im erfindungsgeméfBen Verfahren verwendete Nukleinsduren stammen vorteilhaft aus Pflanzen
wie Algen beispiclsweise Algen der Familie der Prasinophyceae wie aus den Gattungen
Heteromastix, Mammella, Mantoniclla, Micromonas, Nephroselmis, Ostreococcus,
Prasinocladus, Prasinococcus, Pscudoscourficlda, Pycnococcus, Pyramimonas, Scherffelia oder
Tetraselmis wie den Gattungen und Arten Heteromastix longifillis, Mamiella gilva, Mantoniella
squamata, Micromonas pusilla, Nephroselmis olivacea, Nephroselmis pyriformis, Nephroselmis
rotunda, Ostreococcus tauri, Ostreococcus sp. Prasinocladus ascus, Prasinocladus lubricus,
Pycnococcus provasolii, Pyramimonas amylifera, Pyramimonas disomata, Pyramimonas obovata,

Pyramimonas orientalis, Pyramimonas parkeae, Pyramimonas spinifera, Pyramimonas sp.,
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Tetraselmis apiculata, Tetraselmis carteriaformis, Tetraselmis chui, Tetraselmis convolutae,
Tetraselmis desikacharyi, Tetraselmis gracilis, Tetraselmis hazeni, Tetraselmis impellucida,
Tetraselmis inconspicua, Tetraselmis levis, Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina,
Tetraselmis striata, Tetraselmis subcordiformis, Tetraselmis suecica, Tetraselmis tetrabrachia,
Tetraselmis tetrathele, Tetraselmis verrucosa, Tetraselmis verrucosa fo. rubens oder Tetraselmis
sp. oder aus Algen der Familie Euglenaceae wie aus den Gattungen Ascoglena, Astasia,
Colacium, Cyclidiopsis, Euglena, Euglenopsis, Hyalophacus, Khawkinea, Lepocinclis, Phacus,
Strombomonas oder Trachelomonas wie die Gattungen und Art Euglena acus, Euglena
geniculata, Euglena gracilis, Euglena mixocylindracea, Euglena rostrifera, Euglena viridis,
Colacium stentorium, Trachelomonas cylindrica oder Trachelomonas volvocina. Vorteilhaft
stammen die verwendeten Nukleinsduren aus Algen der Gattungen Euglena, Mantoniella oder

Ostreococcus.

Weitere vorteilhafte Pflanzen sind Algen wie Isochrysis oder Crypthecodinium, Algen/
Diatomeen wie Thalassiosira oder Phacodactylum, Moose wie Physcomitrella oder Ceratodon
oder hohere Pflanzen wie Primulaceac wie Aleuritia, Calendula stellata, Osteospermum
spinescens oder Osteospermum hyoseroides, Mikroorganismen wie Pilzen wie Aspergillus,
Thraustochytrium, Phytophthora, Entomophthora, Mucor oder Mortierella, Bakterien wic
Shewanella, Hefe oder Tiere wie Nematoden wie Caenorhabditis, Insekten, Froschen, Seegurken
oder Fischen. Bevorzugt stammen die Nukleinsduresequenzen aus der Klasse der Vertebrata;
Euteleostomi, Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei, Protacanthopterygii,
Salmoniformes; Salmonidae bzw. Oncorhynchus oder Vertebrata, Amphibia, Anura, Pipidae,
Xenopus oder Evertebrata wie Protochordata, Tunicata, Holothuroidea, Cionidae wie
Amaroucium constellatum, Botryllus schldssen, Ciona intestinalis, Molgula citrina, Molgula

manbhattensis, Perophora viridis oder Styela partita. Besonders vorteilhaft stammen die
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Nukleinsduren aus Pilzen, Tieren oder aus Pflanzen wie Algen oder Moosen, bevorzugt aus der
Ordnung der Salmoniformes wie der Familie der Salmonidae wie der Gattung Salmo
beispielsweise aus den Gattungen und Arten Oncorhynchus mykiss, Trutta trutta oder Salmo
trutta fario, aus Algen wie den Gattungen Mantoniella oder Ostreococcus oder aus den
Diatomeen wie den Gattungen Thalassiosira oder Phacodactylum oder aus Algen wie

Crypthecodinium.

Vorteilhaft werden im erfindungsgeméfBlen Verfahren die vorgenannten Nukleinsduresequenzen
oder deren Derivate oder Homologe, die fiir Polypeptide kodieren, die noch die enzymatische
Aktivitdt der durch die Nukleinsduresequenzen kodierten Proteine besitzen, in dem Organismus
exprimiert. Diese Sequenzen werden einzeln oder in Kombination mit den fiir die A-12-
Desaturase, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Desaturase, A-5-Elongase, A-6-Elongase
und/oder w-3-Desaturase kodierenden Nukleinséduresequenzen in Expressionskonstrukte kloniert
und zum Einbringen und zur Expression in Organismen verwendet. Diese Expressionskonstrukte
ermdglichen durch ihre Konstruktion eine vorteilhafte optimale Synthese der im erfindungs-

geméBen Verfahren produzierten mehrfach ungesittigten Fettsduren.

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt des Gewinnens
ciner Zelle oder eines ganzen Organismus, speziell einer ganzen Pflanze, der die im Verfahren
verwendeten Nukleinsduresequenzen, die fiir eine A-6-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Desaturase
und/oder w-3-Desaturase kodieren, enthilt, wobei die Zelle und/oder der Organismus noch
weitere Nukleinsduresequenzen des Lipid- oder Fettsaurestoffwechsels enthalten kann. Diese im
Verfahren bevorzugt verwendeten Nukleinséduresequenzen werden zur Expression vorteilhaft in
mindestens ein Genkonstrukt und/oder einen Vektor wie nachfolgend beschrieben, allein oder in

Kombination mit weiteren Nukleinsduresequenzen, die fiir Proteine des Fettsdure- oder Lipid-
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stoffwechsels kodieren, eingebaut und schlieflich in die Zelle oder den Organismus trans-
formiert. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform umfasst dieses Verfahren ferner den
Schritt des Gewinnens der Ole, Lipide oder freien Fettsiuren aus dem Organismus oder aus der
Kultur. Bei der Kultur kann es sich beispiclsweise um cine Fermentationskultur beispielsweise
im Falle der Kultivierung von Mikroorganismen wic z.B. Mortierella, Thalassiosira, Mantoniella,
Ostreococcus, Saccharomyces oder Thraustochytrium oder um eine Treibhaus- oder Feldkultur
einer Pflanze handeln. Die so hergestellte Zelle oder der so hergestellte Organismus ist vorteilhaft
eine Zelle eines Ol-produzierenden Organismus wie einer Olfruchtpflanze wie beispielsweise
Erdnuss, Raps, Canola, Lein, Hanf, Erdnuss, Soja, Safflower, Hanf, Sonnenblumen oder

Borretsch.

Unter Anzucht ist beispiclsweise die Kultivierung im Falle von Pflanzenzellen, -gewebe oder
-organen auf oder in einem Ndhrmedium oder der ganzen Pflanze auf bzw. in einem Substrat

beispielsweise in Hydrokultur, Blumentopferde oder auf einem Ackerboden zu verstehen.

"Transgen" bzw. "Rekombinant” im Sinne der Erfindung bedeutet beziiglich zum Beispiel einer
Nukleinsduresequenz, einer Expressionskassette (= Genkonstrukt) oder einem Vektor enthaltend
die erfindungsgeméfe Nukleinsduresequenz oder einem Organismus transformiert mit den
erfindungsgemiflen Nukleinsduresequenzen, Expressionskassette oder Vektor alle solche durch
gentechnische Methoden zustandegekommenen Konstruktionen, in denen sich entweder a) die
erfindungsgeméBe Nukleinsduresequenz, oder b) eine mit der erfindungsgemafBen Nuklein-
sauresequenz funktionell verkniipfte genetische Kontrollsequenz, zum Beispiel ein Promotor,
oder ¢) (a) und (b) sich nicht in ihrer natiirlichen, genctischen Umgebung befinden oder durch
gentechnische Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispiclhaft eine

Substitution, Addition, Deletion, Inversion oder Insertion eines oder mehrerer Nukleotidreste sein
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kann. Natiirliche genetische Umgebung meint den natiirlichen genomischen bzw. chromosomalen
Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorliegen in einer genomischen Bibliothek. Im Fall
einer genomischen Bibliothek ist die natiirliche, genetische Umgebung der Nukleinsiduresequenz
bevorzugt zumindest noch teilweise erhalten. Die Umgebung flankiert die Nukleinsduresequenz
zumindest an einer Seite und hat eine Sequenzldnge von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens

500 bp, besonders bevorzugt mindestens 1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 5000 bp.

Eine natiirlich vorkommende Expressionskassette - beispiclsweise die natiirlich vorkommende
Kombination des natiirlichen Promotors der im erfindungsgemiBen Verfahren verwendeten
Nukleinsduresequenz, die fiir Proteine mit entsprechender A-6-Desaturase-, A-6-Elongase-, A-5-
Desaturaseund/oder ®-3- Desaturaseaktivitit kodiert, vorteilhaft in Kombination mit Nuklein-
sduresequenzen, die fiir Proteine mit A-12-Desaturase-, A-4-Desaturase-, A-8-Desaturase-, A-9-
Elongase-, und/oder A-5-Elongaseaktivitit kodieren, wird zu einer transgenen Expressions-
kassette, wenn diese durch nicht-natiirliche, synthetische ("kiinstliche") Verfahren wie
beispiclsweise einer Mutagenisierung gedndert wird. Entsprechende Verfahren sind

beispielsweise beschrieben in US 5,565,350 oder WO 00/15815.

Unter transgenem Organismus bzw. transgener Pflanze im Sinne der Erfindung ist wie
vorgenannt zu verstehen, dass diec im Verfahren verwendeten Nukleinséduren nicht an ihrer
natiirlichen Stelle im Genom eines Organismus sind, dabei konnen die Nukleinsduren homolog
oder heterolog exprimiert werden. Transgen bedeutet aber auch wie genannt, dass die erfindungs-
geméfBen Nukleinsduren an ihrem natiirlichen Platz im Genom eines Organismus sind, dass
jedoch die Sequenz gegeniiber der natiirlichen Sequenz verdndert wurde und/oder dass die
Regulationssequenzen, der natiirlichen Sequenzen verdndert wurden. Bevorzugt ist unter transgen

die Expression der erfindungsgemiBen Nukleinsduren an nicht-natiirlicher Stelle im Genom zu
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verstehen, das heilit eine homologe oder bevorzugt heterologe Expression der Nukleinséduren liegt
vor. Bevorzugte transgene Organismen sind Pilze wie Mortierella oder Phytophtora, Moose wie
Physcomitrella, Algen wie Mantoniella oder Ostreococcus, Diatomeen wie Thalassiosira oder
Crypthecodinium oder Pflanzen wie die Olfruchtpflanzen und Ol-produzierende Pflanzen,
Gemiise-, Salat- oder Zierpflanzen, die vorteilhaft ausgewahlt sind aus der Gruppe der Pflanzen-
familien bestehend aus den Familien der Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae, Apiaceae,
Arecaccac, Asteraceae, Arecaceac, Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Bromeliaceac,
Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae,
Dioscorcaccae, Elacagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae, Grossulahaceac,
Juglandaceae, Lauraceac, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae, Oleaceac,
Oxalidaceae, Papaveraceae, Poaceac, Polygonaceae, Punicaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceac,

Scrophulariaceae, Solanaceae, Sterculiaceae und Valerianaceae.

Als Organismen bzw. Wirtsorganismen fiir die im erfindungsgeméfen Verfahren verwendeten
Nukleinsduren, die Expressionskassette oder den Vektor eignen sich prinzipiell vorteilhaft alle
Organismen, die in der Lage sind Fettsduren, speziell ungesittigte Fettsduren, zu synthetisieren
bzw. die fiir die Expression rekombinanter Gene geeignet sind. Beispielhaft seien Pflanzen wie
Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula oder Kulturpflanzen wie Soja, Erdnuss, Rizinus,
Sonnenblume, Mais, Baumwolle, Flachs, Raps, Kokosnuss, Olpalme, FirberSaflor (Carthamus
tinctorius) oder Kakaobohne, Mikroorganismen wie Pilze beispielsweise die Gattung Mortierella,
Thraustochytrium, Saprolegnia, Phytophtora oder Pythium, Bakterien wie die Gattung
Escherichia oder Shewanella, Hefen wie die Gattung Saccharomyces, Cyanobakterien, Ciliaten,
Algen wie Mantoniella oder Ostreococcus oder Protozoen wie Dinoflagellaten wie Thalassiosira
oder Crypthecodinium genannt. Weitere vorteilhafte Organismen, speziell Pflanzen sind an

anderer Stelle in dieser Anmeldung genannt. Bevorzugt werden Organismen, die natiirlicherweise
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Ole in groBeren Mengen synthetisieren kénnen wie Pilze wie Mortierella alpina, Pythium
insidiosum, Phytophtora infestans oder Pflanzen wie Soja, Raps, Kokosnuss, Olpalme,
Farbersaflor, Flachs, Hanf, Rizinus, Calendula, Erdnuss, Kakaobohne oder Sonnenblume oder
Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, besonders bevorzugt werden Soja, Flachs, Raps,
Férbersaflor, Sonnenblume, Calendula, Morticrella oder Saccharomyces cerevisiae. Prinzipiell
sind als Wirtsorganismen neben den vorgenannten transgenen Organismen auch transgene Tiere,

vorteilhaft nicht-humane Tiere, geeignet wie beispielsweise C. elegans.

Nutzbare Wirtszellen sind weiterhin genannt in: Goeddel, Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Verwendbare
Expressionsstimme z.B. solche, die eine geringere Proteaseaktivitéit aufweisen sind beschrieben
in: Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press,
San Diego, California (1990) 119-128.

Hierzu gehoren Pflanzenzellen und bestimmte Gewebe, Organe und Teile von Pflanzen in all
ihren Erscheinungsformen, wie Antheren, Fasern, Wurzelhaare, Stangel, Embryos, Kalli,
Kotyledonen, Petiolen, Erntematerial, pflanzliches Gewebe, reproduktives Gewebe und
Zellkulturen, das von der eigentlichen transgenen Pflanze abgeleitet ist und/oder dazu verwendet

werden kann, die transgene Pflanze hervorzubringen.

Transgene Pflanzen, die die im erfindungsgemifBen Verfahren synthetisierten mehrfach
ungesittigten Fettsduren enthalten, konnen vorteilhaft direkt vermarktet werden, ohne dass die
synthetisierten Ole, Lipide oder Fettsiuren isoliert werden miissen. Diese Form der Vermarktung

ist besonders vorteilhaft.
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Unter Pflanzen im erfindungsgeméfen Verfahren sind ganze Pflanzen sowie alle Pflanzenteile,
Pflanzenorgane oder Pflanzenteile wie Blatt, Sticl, Samen, Wurzel, Knollen, Antheren, Fasern,
Wurzelhaare, Stiangel, Embryos, Kalli, Kotyledonen, Petiolen, Erntematerial, pflanzliches
Gewebe, reproduktives Gewebe, Zellkulturen, die sich von der transgenen Pflanze ableiten
und/oder dazu verwendet werden konnen, die transgene Pflanze hervorzubringen. Der Samen
umfasst dabei alle Samenteile wie die Samenhiillen, Epidermis und Samenzellen, Endosperm
oder Embyrogewebe. Die im erfindungsgemifBen Verfahren hergestellten Verbindungen kénnen
aber auch aus den Organismen vorteilhaft Pflanzen in Form ihrer Ole, Fett, Lipide und/oder
freien Fettsduren isoliert werden. Durch dieses Verfahren hergestellte mehrfach ungesittigte
Fettsduren lassen sich durch Ernten der Organismen entweder aus der Kultur, in der sie wachsen,
oder vom Feld ernten. Dies kann iiber Pressen oder Extraktion der Pflanzenteile, bevorzugt der
Pflanzensamen erfolgen. Dabei kénnen die Ole, Fette, Lipide und/oder freien Fettsiuren durch
sogenanntes kalt schlagen oder kalt pressen ohne Zufiihrung von Wérme durch Pressen
gewonnen werden. Damit sich die Pflanzenteile, speziell die Samen leichter aufschlieBen lassen,
werden sie vorher zerkleinert, geddmpft oder gerdstet. Die so vorbehandelten Samen kénnen
anschlieBend gepresst werden oder mit Losungsmittel wie warmem Hexan extrahiert werden.
AnschlieBend wird das Losungsmittel wieder entfernt. Im Falle von Mikroorganismen werden
diese nach Ernte beispiclsweise direkt ohne weitere Arbeitsschritte extrahiert oder aber nach
Aufschluss tiber verschiedene dem Fachmann bekannte Methoden extrahiert. Auf diese Weise
kdnnen mehr als 96 % der im Verfahren hergestellten Verbindungen isoliert werden.
AnschlieBend werden die so erhaltenen Produkte weiter bearbeitet, das heilit raffiniert. Dabei
werden zunéchst beispielsweise die Pflanzenschleime und Triibstoffe entfernt. Die sogenannte
Entschleimung kann enzymatisch oder beispicelsweise chemisch/physikalisch durch Zugabe von
Sdure wie Phosphorsdure erfolgen. AnschlieBend werden die freien Fettsduren durch Behandlung

mit ciner Base beispiclsweise Natronlauge entfernt. Das erhaltene Produkt wird zur Entfernung
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der im Produkt verblicbenen Lauge mit Wasser griindlich gewaschen und getrocknet. Um die
noch im Produkt enthaltenen Farbstoffe zu entfernen, werden die Produkte einer Bleichung mit
beispielsweise Bleicherde oder Aktivkohle unterzogen. Zum Schluss wird das Produkt noch

beispiclsweise mit Wasserdampf desodoriert.

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAs C18-, C20-
und/oder C22-Fettsdauremolekiile, vorteilhaft C20-Fettsduremolekiile mit mindestens zwei
Doppelbindungen im Fettsduremolekiil, vorzugsweise drei, vier, fiinf oder sechs Doppel-
bindungen. Diese C18-, C20- oder C22-Fettsduremolekiile lassen sich aus dem Organismus in
Form cines Ols, Lipids oder einer freien Fettsiure isolieren. Geeignete Organismen sind

beispielsweise die vorstehend erwihnten. Bevorzugte Organismen sind transgene Pflanzen.

Einc Ausfiihrungsform der Erfindung sind deshalb Ole, Lipide oder Fettsiuren oder Fraktionen
davon, die durch das oben beschricbene Verfahren hergestellt worden sind, besonders bevorzugt
Ol, Lipid oder eine Fettsiurezusammensetzung, die PUFAs umfassen und von transgenen
Pflanzen herriithren. Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung besteht in der Verwendung
dieser Ole, Lipide oder Fettsiuren oder Fraktionen davon, die durch das oben beschricbene
Verfahren hergstellt worden sind, zur Herstellung von Futtermitteln, Nahrungsmitteln,

Kosmetika, didtetischen Nahrungsergdnzungsmitteln oder Pharmazeutika.

Diese Ole, Lipide oder Fettsiiuren enthalten wie oben beschrieben vorteilhaft 6 bis 15 %
Palmitinsdure, 1 bis 6 % Stearinsiure; 7 bis 85 % Olsdure; 0,5 bis 8 % Vaccensiure, 0,1 bis 1 %
Arachinsdure, 7 bis 25 % gesittigte Fettsduren, 8§ bis 85 % einfach ungesittigte Fettsduren und 60
bis 85 % mehrfach ungesittigte Fettsduren, jeweils bezogen auf 100 % und auf den Gesamtfett-

sduregehalt des Organismus. Als vorteilhafte mehrfach ungesittigte Fettsdure sind in den Fett-



10

15

20

25

WO 2008/104559 PCT/EP2008/052358

-43 -

sdureester bzw. Fettsduregemischen wie Phosphatidylfettsdureester oder Triacylglyceridester
bevorzugt mindestens 1, 2,4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 oder 20 Gew.-% bezogen auf den Gesamt-
fettsduregehalt an Arachidonsdure und/oder mindestens 20, 22, 24 oder 25, vorteilhaft mindestens
26, 28 oder 30, besonders vorteilhaft mindestens 32, 34, 36, 38 oder 40, ganz besonders vorteil-
haft mindestens 42, 44, 45 Gew.-% oder mehr bezogen auf den Gesamtfettsduregehalt an

Eicosapentaenséure enthalten.

Weiterhin enthalten die Fettsdureester bzw. Fettsduregemische, die nach dem erfindungsgeméBen
Verfahren hergestellt wurden, vorteilhaft Fettsduren ausgewahlt aus der Gruppe der Fettsduren
Erucaséure (13-Docosacenséure), Sterculinsédure (9,10-Methylene octadec-9-enonséure),
Malvalinséure (8,9-Methylen Heptadec-8-enonséure), Chaulmoogrinsdure (Cyclopenten-
dodecansidure), Furan-Fettsdure (9,12-Epoxy-octadeca-9,11-dienonséure), Vernonsdure (9,10-
Epoxyoctadec-12-enonséure), Tarinsdure (6-Octadecynonséure),6-Nonadecynonséure,
Santalbinsdure (t11-Octadecen-9-ynoic acid), 6,9- Octadecenynonséure, Pyrulinsaure (t10-
Heptadecen-8-ynonséure), Crepenyninsédure (9-Octadecen-12-ynonséure), 13,14-Dihydro-
oropheinsédure, Octadecen-13-ene-9,11-diynonséure, Petroselenséure (cis-6-Octadecenonséure),
9c¢,12t-Octadecadienséure, Calendulasdure (8t10t12c-Octadecatriensdure), Catalpinséure
(9t11t13c-Octadecatriensdure), Eleosterinsdure (9¢l 1t13t-Octadecatriensédure), Jacarinsdure
(8c10t12¢-Octadecatriensdure), Punicinsdure (9cl 1t13c-Octadecatriensédure), Parinarinsdure
(9c11t13tl 5c-Octadecatetraecnsaure), Pinolenséure (all-cis-5,9,12-Octadecatrienséure),
Labalienséure (5,6-Octadecadienallensdure), Ricinolséure (12-Hydroxydlsdure) und/oder
Coriolinsdure (13-Hydroxy-9c,1 1tOctadecadienonséure). Die vorgenannten Fettsduren kommen
in den nach dem erfindungsgemifen Verfahren hergestellten Fettsdureester bzw. Fettsdure-
gemischen in der Regel vorteilhaft nur in Spuren vor, das heif3t sie kommen bezogen auf die

Gesamtfettsduren zu weniger als 30 %, bevorzugt zu weniger als 25 %, 24 %, 23 %, 22 % oder
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21 %, besonders bevorzugt zu weniger als 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7%, 6 % oder 5%, ganz
besonders bevorzugt zu weniger als 4 %, 3 %, 2 % oder 1 % vor. In ciner weiteren bevorzugten
Form der Erfindung kommen diese vorgenannten Fettsduren bezogen auf die Gesamtfettsduren zu
weniger als 0,9%, 0,8%, 0,7%, 0,6% oder 0,5%, besonders bevorzugt zu weniger als 0,4%, 0,3%,
0,2%, 0,1% vor. Vorteilhaft enthalten die nach dem erfindungsgeméfBen Verfahren hergestellten
Fettsdurcester bzw. Fettsduregemische weniger als 0,1 % bezogen auf die Gesamtfettséduren
und/oder keine Butterbutterséure, kein Cholesterin, keine Clupanodonséure (= Docosa-
pentaensiure, C22:5A4.8,12,15,21) sowie keine Nisinsdure (Tetracosahexaenséure,

C23:6A3,8,12,15,18,21).

Vorteilhaft enthalten die erfindungsgemiBen Ole, Lipide oder Fettsiuren mindestens 0,5%, 1%,
2%, 3%, 4% oder 5%, vorteilhaft mindestens 6%, 7%, 8%, 9% oder 10%, besonders vorteilhaft
mindestens 11%, 12%, 13%, 14% oder 15% ARA oder mindestens 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4% oder
5%, vorteilhaft mindestens 6%, oder 7%, besonders vorteilhaft mindestens 8%, 9% oder 10%
EPA und/oder DHA bezogen auf den Gesamtfettsduregehalt des Produktionsorganismus vorteil-
haft einer Pflanze, besonders vorteilhaft einer Olfruchtpflanze wie Soja, Raps, Kokosnuss,
Olpalme, Firbersafflor, Flachs, Hanf, Rizinus, Calendula, Erdnuss, Kakaobohne, Sonnenblume

oder den oben genannten weiteren einoder zweikeimblittrigen Olfruchtpflanzen.

Eine weitere erfindungsgemiBe Ausflihrungsform ist dic Verwendung der Ole, Lipide, der
Fettsduren und/oder der Fettsdurezusammensetzung hergestellt nach dem erfindungsgeméfen
Verfahren in Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika. Die im erfindungs-
gemiBen Verfahren gewonnenen Ole, Lipide, Fettsiuren oder Fettsiuregemische kénnen in der
dem Fachmann bekannten Weise zur Abmischung mit anderen Olen, Lipiden, Fettsduren oder

Fettsduregemischen tierischen Ursprungs wie z.B. Fischolen verwendet werden. Auch diese so
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hergestellten Ole, Lipide, Fettsduren oder Fettsiuregemische, die aus pflanzlichen und tierischen
Bestandteilen bestehen, kdnnen zur Herstellung von Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika

oder Pharmazeutika verwendet werden.

Unter dem Begriff "O1", "Lipid" oder "Fett" wird ein Fettsiuregemisch verstanden, das unge-
sittigte, gesittigte, vorzugsweise veresterte Fettsiure(n) enthilt. Bevorzugt ist, dass das Ol, Lipid
oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesittigten freien oder vorteilhaft veresterten
Fettsdure(n), insbesondere Linolsédure, y-Linolensdure, Dihomo-y-linolensdure, Arachidonséure,
a-Linolensdure, Stearidonséure, Eicosatetraenséure, Eicosapentaensiure, Docosapentacnsiure
oder Docosahexaensdure hat. Vorzugsweise ist der Anteil an ungesittigten veresterten Fettsduren
ungefihr 30 %, mehr bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, noch mehr bevorzugt ist cin Anteil von
60 %, 70 %, 80 % oder mehr. Zur Bestimmung kann z.B. der Anteil an Fettsiure nach Uber-
fithrung der Fettsduren in die Methylester durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt
werden. Das Ol, Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesiittigte oder ungeséttigte Fettsduren,
z.B. Calendulasiure, Palmitin-, Palmitolein-, Stearin-, Olsiure, ctc. enthalten. Insbesondere kann
je nach Ausgangsorganismus der Anteil der verschiedenen Fettsiuren in dem Ol oder Fett

schwanken.

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesittigten Fettsduren mit vorteilhaft mindestens
zwel, drei, vier oder fiinf, besonders vorteilhaft mit vier oder fiinf Doppelbindungen handelt es
sich wie oben beschriecben vorteilhaft um Fettsdureester beispielsweise um Sphingolipidester,
Phosphoglyceridester, Lipidester, Glycolipidester, Phospholipidester, Monoacylglycerinester,
Diacylglycerinester, Triacylglycerinester oder sonstige Fettsdureester, bevorzugt handelt es sich

um Phospholipidester und/oder Triacylglycerinester.
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Aus den so im erfindungsgeméfBen Verfahren hergestellten Fettsdureestern lassen sich die ent-
haltenen mehrfach ungesittigten Fettsduren mit vorteilhaft mindestens fiinf oder sechs Doppel-
bindungen beispiclsweise liber eine Alkalibechandlung beispielsweise wéssrige KOH oder NaOH
oder saure Hydrolyse vorteilhaft in Gegenwart eines Alkohols wie Methanol oder Ethanol oder
iiber eine enzymatische Abspaltung freisetzen und isolieren {iber beispielsweise Phasentrennung
und anschlieBender Ansduerung iiber z.B. H,SO4. Die Freisetzung der Fettsduren kann auch

direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfolgen.

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsduren konnen nach Einbringung in einen Organismus,
vorteilhaft eine Pflanzenzelle bzw. Pflanze entweder auf einem separaten Plasmid liegen oder
vorteilhaft in das Genom der Wirtszelle integriert sein. Bei Integration in das Genom kann die
Integration zufallsgemif sein oder durch derartige Rekombination erfolgen, dass das native Gen
durch die eingebrachte Kopie ersetzt wird, wodurch die Produktion der gewiinschten Verbindung
durch die Zelle moduliert wird, oder durch Verwendung cines Gens in trans, so dass das Gen mit
ciner funktionellen Expressionseinheit, welche mindestens eine die Expression eines Gens
gewihrleistende Sequenz und mindestens eine die Polyadenylierung eines funktionell trans-
kribierten Gens gewéhrleistende Sequenz enthilt, funktionell verbunden ist. Vorteilhaft werden
die Nukleinsduren iiber Multiexpressionskassetten oder Konstrukte zur multiparallelen
Expression in diec Organismen vorteilhaft zur multiparallelen samenspezifischen Expression

von Genen in die Pflanzen gebracht.

Moose und Algen sind die einzigen bekannten Pflanzensysteme, die erhebliche Mengen an
mchrfach ungesittigten Fettsduren, wie Arachidonsidure (ARA) und/oder Eicosapentaensiure
(EPA) und/oder Docosahexaensdure (DHA) herstellen. Moose enthalten PUFAs in Membran-

lipiden, wahrend Algen, algenverwandte Organismen und einige Pilze auch nennenswerte
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Mengen an PUFAs in der Triacylglycerolfraktion akkumulieren. Daher eignen sich Nukleinsdure-
molekiile, die aus solchen Stimmen isoliert werden, die PUFAs auch in der Triacylglycerol-
fraktion akkumulieren, besonders vorteilhaft fiir das erfindungsgemifle Verfahren und damit zur
Modifikation des Lipid- und PUFA-Produktionssystems in einem Wirt, insbesondere Pflanzen,
wie Olfruchtpflanzen, beispielsweise Raps, Canola, Lein, Hanf, Soja, Sonnenblumen, Borretsch.

Sie sind deshalb vorteilhaft im erfindungsgeméfBen Verfahren verwendbar.

Als Substrate der im erfindungsgeméBen Verfahren verwendeten Nukleinséuren, die fiir
Polypeptide mit A-6-Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-6-Elongase- und/oder w-3-Desaturase-
Aktivitidt kodieren, und/oder den weiteren verwendeten Nukleinsduren wie den Nukleinsduren,
die fiir Polypeptide des Fettsdure- oder Lipidstoffwechsels ausgewéhlt aus der Gruppe Acyl-
CoADechydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-ACP-
Thioesterase(n), Fettsdure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n),
Fettsdure-Synthase(n), Fettsdure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-
Coenzym A-Oxidase(n), Fettsdure-Desaturase(n), Fettsdure-Acetylenase(n), Lipoxygenase(n),
Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid-Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsdure-
Elongase(n) kodieren, eignen sich vorteilhaft C16-, C18- oder C20-Fettsduren. Bevorzugt werden
die im Verfahren als Substrate umgesetzten Fettsduren in Form ihrer Acyl-CoA-Ester und/oder

ihrer Phospholipid-Ester umgesetzt.

Zur Herstellung der erfindungsgemafen langkettigen PUF As miissen die gesittigten, einfach
ungesittigten C16-Fettsduren und/oder mehrfach ungeséttigten C18-Fettsduren zunéchst je nach
Substrat durch die enzymatische Aktivitit einer Desaturase und/oder Elongase zunéchst
desaturiert und/oder elongiert oder nur desaturiert und anschlieend iiber eine Elongase um

mindestens zwei Kohlenstoffatome verliangert werden. Nach einer Elongationsrunde fiihrt diese
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Enzymaktivitit entweder ausgehend von C16-Fettsduren zu C18-Fettsduren oder ausgehend von
C18-Fettsduren zu C20-Fettsduren, und nach zwei Elongationsrunden ausgehend von C16-
Fettsduren zu C20-Fettsduren. Die Aktivitit der im erfindungsgeméfBen Verfahren verwendeten
Desaturasen und Elongasen fiihrt vorzugsweise zu C18- und/oder C20-Fettsduren vorteilhaft mit
mindestens zwei Doppelbindungen im Fettsduremolekiil, vorzugsweise mit drei, vier oder fiinf
Doppelbindungen, besonders bevorzugt zu C20-Fettsduren mit mindestens vier Doppelbindungen
im Fettsduremolekiil. Besonders bevorzugt als Produkte des erfindungsgemifBen Verfahrens sind
Dihomo-y-linolensédure, Arachidonsdure und/oder Eicosapentacnsédure. Die C18-Fettsduren mit
mindestens zwei Doppelbindungen in der Fettsédure kdnnen durch die erfindungsgeméfe
enzymatische Aktivitdt in Form der freien Fettsdure oder in Form der Ester, wic Phospholipide,
Glycolipide, Sphingolipide, Phosphoglyceride, Monoacylglycerin, Diacylglycerin oder

Triacylglycerin, verlangert werden.

Der bevorzugte Biosyntheseort von Fettsiuren, Olen, Lipiden oder Fette in den vorteilhaft
verwendeten Pflanzen ist beispielsweise im allgemeinen der Samen oder Zellschichten des
Samens, so dass eine samenspezifische Expression der im Verfahren verwendeten Nukleinsduren
sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, dass dic Biosynthese von Fettsiuren, Olen oder Lipiden
nicht auf das Samengewebe beschriankt sein muss, sondern auch in allen librigen Teilen der
Pflanze - beispiclsweise in Epidermiszellen oder in den Knollen - gewebespezifisch erfolgen
kann. Vorteilhaft findet die Synthese gemél des erfinderischen Verfahrens im vegetativen

(somatischen) Gewebe statt.

Werden im erfindungsgemiflen Verfahren als Organismen Mikroorganismus wie Hefen wie
Saccharomyces oder Schizosaccharomyces, Pilze wic Mortierella, Aspergillus, Phytophtora,

Entomophthora, Mucor oder Thraustochytrium oder Algen wie Isochrysis, Mantonielia,
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Ostreococcus, Phacodactylum oder Crypthecodinium verwendet, so werden diese Organismen

vorteilhaft fermentativ angezogen.

Durch die Verwendung der erfindungsgeméfBen Nukleinsduren, die fiir cine A-5-Desaturase bzw.
eine A-6-Desaturase kodieren, konnen im Verfahren die hergestellten mehrfach ungesittigten
Fettsduren mindestens um 5 %, bevorzugt mindestens um 10 %, besonders bevorzugt mindestens
um 20 %, ganz besonders bevorzugt um mindestens 50 % gegeniiber dem Wildtyp der

Organismen, die die Nukleinsduren nicht rekombinant enthalten, erhdht werden.

Durch das erfindungsgemifBe Verfahren konnen die hergestellten mehrfach ungesittigten
Fettsduren in den im Verfahren verwendeten Organismen prinzipiell auf zwei Arten erhdht
werden. Es kann vorteilhaft der Pool an freien mehrfach ungeséttigten Fettsduren und/oder der
Anteil der liber das Verfahren hergestellten veresterten mehrfach ungesittigten Fettsduren erhdht
werden. Vorteilhaft wird durch das erfindungsgeméife Verfahren der Pool an veresterten mehr-
fach ungesittigten Fettsduren in den transgenen Organismen erhoht, vorteilhaft in Form der

Phosphatidylester und/oder Triacylester.

Werden im erfindungsgemiflen Verfahren als Organismen Mikroorganismen verwendet, so
werden sie je nach Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw.
gezlichtet. Mikroorganismen werden in der Regel in einem fliissigen Medium, das eine
Kohlenstoffquelle meist in Form von Zuckern, cine Stickstoffquelle meist in Form von
organischen Stickstoffquellen wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulfat, Spuren-
clemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiumsalze und gegebenenfalls Vitamine enthilt, bei
Temperaturen zwischen 0°C und 100°C, bevorzugt zwischen 10°C und 60°C unter Sauerstoff-

begasung angezogen. Dabei kann der pH der Néhrfliissigkeit auf cinem festen Wert gehalten
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werden, das heifit wihrend der Anzucht reguliert werden oder nicht. Die Anzucht kann batch
weise, semi batch weise oder kontinuierlich erfolgen. Nahrstoffe kénnen zu Beginn der
Fermentation vorgelegt oder semikontinuierlich oder kontinuierlich nachgefiittert werden. Die
hergestellten mehrfach ungesittigten Fettsduren kdnnen nach dem Fachmann bekannten
Verfahren wie oben beschrieben aus den Organismen isoliert werden. Beispielsweise iiber
Extraktion, Destillation, Kristallisation, ggf. Salzfdllung und/oder Chromatographie. Die

Organismen konnen dazu vorher noch vorteilhaft aufgeschlossen werden.

Das erfindungsgemifBe Verfahren wird, wenn es sich bei den Wirtsorganismen um Mikroorganis-
men handelt, vorteilhaft bei einer Temperatur zwischen 0°C und 95°C, bevorzugt zwischen 10°C
und 85°C, besonders bevorzugt zwischen 15°C und 75°C, ganz besonders bevorzugt zwischen

15°C und 45°C durchgefiihrt.

Der pH-Wert wird dabei vorteilhaft zwischen pH 4 und 12, bevorzugt zwischen pH 6 und 9,

besonders bevorzugt zwischen pH 7 und 8 gehalten.

Das erfindungsgemife Verfahren kann batchweise, semi-batchweise oder kontinuierlich betrie-
ben werden. Eine Zusammenfassung liber bekannte Kultivierungsmethoden ist im Lehrbuch von
Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einfilhrung in die Bioverfahrens-technik (Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen
(Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) zu finden.

Das zu verwendende Kulturmedium hat in geeigneter Weise den Anspriichen der jeweiligen
Stamme zu geniigen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorganismen sind im

Handbuch "Manual of Methods fiir General Bacteriology" der merican Society flir Bacteriology
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(Washington D.C., USA, 1981) enthalten.

Diese erfindungsgemal einsetzbaren Medien umfassen wie oben beschrieben gewohnlich eine
oder mehrere Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen, anorganische Salze, Vitamine und/oder

Spurenclemente.

Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind Zucker, wic Mono-, Di- oder Polysaccharide. Schr gute
Kohlenstoffquellen sind beispielsweise Glucose, Fructose, Mannose, Galactose, Ribose, Sorbose,
Ribulose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffinose, Stirke oder Cellulose. Man kann Zucker auch
iiber komplexe Verbindungen, wiec Melassen, oder andere Nebenprodukte der Zucker-Raffinie-
rung zu den Medien geben. Es kann auch vorteilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstoff-
quellen zuzugeben. Andere mégliche Kohlenstoffquellen sind Ole und Fette wie z.B. Sojadl,
Sonnenblumendl, Erdnussél und/oder Kokosfett, Fettsduren wic z.B. Palmitinsdure, Stearinséure
und/oder Linolsdure, Alkohole und/oder Polyalkohole wie z. B. Glycerin, Methanol und/oder

Ethanol und/oder organische Séuren wie z.B. Essigsdure und/oder Milchséure.

Stickstoffquellen sind gewdhnlich organische oder anorganische Stickstoffverbindungen oder
Materialien, die diese Verbindungen enthalten. Beispiclhafte Stickstoffquellen umfassen
Ammoniak in fliissiger Form oder Gasform oder Ammoniumsalze, wiec Ammoniumsulfat,
Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat, Arnmoniumcarbonat oder Ammoniumnitrat, Nitrate,
Harnstoff, Aminosauren oder komplexe Stickstoffquellen, wie Maisquellwasser, Sojamehl,
Sojaprotein, Hefeextrakt, Fleischextrakt und andere. Die Stickstoffquellen konnen einzeln oder

als Mischung verwendet werden.

Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein kdnnen, umfassen die
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Chlorid-, Phosphor- oder Sulfatsalze von Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, Molybdén,
Kalium, Mangan, Zink, Kupfer und Eisen.

Als Schwefelquelle fiir die Herstellung von schwefelhaltigen Feinchemikalien, insbesondere von
Methionin, konnen anorganische schwefelhaltige Verbindungen wie beispielsweise Sulfate,
Sulfite, Dithionite, Tetrathionate, Thiosulfate, Sulfide, aber auch organische Schwefelverbin-

dungen, wie Mercaptane und Thiole, verwendet werden.

Als Phosphorquelle konnen Phosphorsdure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogen-
phosphat oder die entsprechenden Natrium-haltigen Salze verwendet werden. Chelatbildner
kénnen zum Medium gegeben werden, um die Metallionen in Lésung zu halten. Besonders
geeignete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole, wie Catechol oder Protocatechuat, oder

organische Sduren, wie Citronenséure.

Die erfindungsgemal zur Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzten Fermentationsmedien
enthalten iblicherweise auch andere Wachstumsfaktoren, wie Vitamine oder Wachstumsforderer,
zu denen beispielsweise Biotin, Riboflavin, Thiamin, Folsdure, Nikotinsdure, Panthotenat und
Pyridoxin gehdren. Wachstumsfaktoren und Salze stammen haufig von komplexen Medienkom-
ponenten, wic Hefeextrakt, Melassen, Maisquellwasser und dergleichen. Dem Kulturmedium
konnen iiberdies geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der
Medienverbindungen hingt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fiir jeden spezifischen
Fall individuell entschieden. Information iiber dic Medienoptimicrung ist erhéltlich aus dem
Lehrbuch "Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach” (Hrsg. P.M. Rhodes, P.F.
Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Wachstumsmedien lassen sich auch

von kommerziellen Anbictern bezichen, wie Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infusion,
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DIFCO) und dergleichen.

Samtliche Medienkomponenten werden entweder durch Hitze (20 min bei 1,5 bar und 121°C)
oder durch Sterilfiltration sterilisiert. Die Komponenten kdnnen entweder zusammen oder
notigenfalls getrennt sterilisiert werden. Sdmtliche Medienkomponenten kénnen zu Beginn der

Anzucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich oder chargenweise hinzugegeben werden.

Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise zwischen 15°C und 45°C, vorzugsweise bei 25°C
bis 40°C und kann wihrend des Experimentes konstant gehalten oder verdndert werden. Der pH-
Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, vorzugsweise um 7,0 liegen. Der pH-Wert fiir
die Anzucht lésst sich wahrend der Anzucht durch Zugabe von basischen Verbindungen wie
Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. Ammoniakwasser oder sauren Verbin-
dungen wie Phosphorsdure oder Schwefelsaure kontrollieren. Zur Kontrolle der Schaument-
wicklung kénnen Antischaummittel wie z. B. Fettsdurepolyglykolester eingesetzt werden. Zur
Aufrechterhaltung der Stabilitidt von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende
Stoffe, wie z. B. Antibiotika, hinzugefligt werden. Um aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten,
werden Sauerstoff oder Sauerstoff-haltige Gasmischungen, wie z.B. Umgebungsluft, in die
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 20°C bis 45°C und
vorzugsweise bei 25°C bis 40°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt, bis sich ¢in Maximum des
gewiinschten Produktes gebildet hat. Dieses Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden

bis 160 Stunden erreicht.

Die so erhaltenen, insbesondere mehrfach ungesittigte Fettsduren enthaltenden, Fermentations-

brithen haben iiblicherweise eine Trockenmasse von 7,5 bis 25 Gew.-%.
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Die Fermentationsbriithe kann anschlieBend weiterverarbeitet werden. Je nach Anforderung kann
die Biomasse ganz oder teilweise durch Separationsmethoden, wie z. B. Zentrifugation,
Filtration, Dekantieren oder einer Kombination dieser Methoden aus der Fermentationsbriihe
entfernt oder vollstindig in ihr belassen werden. Vorteilhaft wird die Biomasse nach Abtrennung

aufgearbeitet.

Die Fermentationsbrithe kann aber auch ohne Zellabtrennung mit bekannten Methoden, wie z. B.
mit Hilfe cines Rotationsverdampfers, Diinnschichtverdampfers, Fallfilmverdampfers, durch
Umkehrosmose, oder durch Nanofiltration, eingedickt bezichungsweise aufkonzentriert werden.
Diese aufkonzentrierte Fermentationsbriihe kann schlie8lich zur Gewinnung der darin enthal-

tenen Fettsduren aufgearbeitet werden.

Die im Verfahren gewonnenen Fettsduren eignen sich auch als Ausgangsmaterial fiir die
chemische Synthese von weiteren Wertprodukten. Sie konnen beispielsweise in Kombination
miteinander oder allein zur Herstellung von Pharmaka, Nahrungsmittel, Tierfutter oder

Kosmetika verwendet werden.

Ein weiterer Erfindungsgegenstand sind isolierte Nukleinsduremolekiile umfassend eine
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide mit A-6-Desaturaseaktivitit kodiert, ausgewéhlt aus
der Gruppe bestehend aus:

a) einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz,

b) Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in
SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosduresequenz ableiten lassen, und

c¢) Derivaten der in SEQ ID NO: | dargestellten Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide mit
mindestens 68 % Identitit auf Aminosdureebene mit SEQ ID NO: 2 kodieren und cine A-6-
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Desaturaseaktivitiat aufweisen.

Die im Rahmen dieser Erfindung aufgefundenen Nukleinsduresequenzen, die fiir ein Polypeptid
mit A-6-Desaturaseaktivitit kodieren, kodieren fiir ein Polypeptid, das sich von bekannten Lipid-
abhingigen Desaturasen durch einen sehr hohen Substratumsatz (35% Desaturierung) aus-
zeichnet. Im Unterscheid zu beispiclsweise der A-6-Desaturase aus Ostreococccus tauri zeigt die
erfindungsgemiBe A-6-Desaturase aus M. squamata cine deutlich hdhere Substratspezifitit. Die

die erfindungsgemifie A-6-Desaturase setzt nur 18:3°7'%" zy 18:44651215

A9,12

um, wohingegen die
A6-Desaturase aus Ostreococccus tauri auch 18:2 als Substrat akzeptiert. Der Vorteil ist, dass
man durch die erfindungsgeméBe A-6-Desaturase aus M. squamata cine gezieltere Produktion

von o3-Fettsduren erreichen kann (siche Figur 1).

Hohe Substratspezifitit der erfindungsgeméBen A-6-Desaturase bedeutet im Rahmen dieser
Erfindung, dass das Substrat 18:3*”'*'® deutlich stirker umgesetzt wird als 18:2°”'?. Bevorzugt
wird 18:3%1215 1 5_fach, 2-fach, 4-fach, 6-fach, 8-fach oder 10-fach, besonders bevorzugt 12-
fach, 15-fach oder 20-fach stirker akzeptiert und umgesetzt als 18:2412,

Ein weiterer Erfindungsgegenstand sind isolierte Nukleinsduremolekiile umfassend eine
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide mit A-5-Desaturaseaktivitit kodiert, ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus:

a) einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 dargestellten Sequenz,

b) Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in

SEQ ID NO: 4 dargestellten Aminosduresequenz ableiten lassen, und
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¢) Derivaten der in SEQ ID NO: 3 dargestellten Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide mit
mindestens 67 % Identitit auf Aminoséureebene mit SEQ ID NO: 4 kodieren und cine A-5-

Desaturaseaktivitiat aufweisen.

Die im Rahmen dieser Erfindung aufgefundene A-5-Desaturase-Aktivitit ist wie die
erfindungsgemiBe A-6-Desaturase Acyl-CoA-abhéngig. Es ist dic erste A-5-Desaturase-Aktivitit,

die in einer Mikroalge gefunden wurde.

Unter "Derivaten” der erfindungsgeméfen Nukleinsduresequenzen werden insbesondere
Nukleinsduresequenzen verstanden, die unter stringenten Bedingungen mit einer
Nukleinsduresequenz gemidfl SEQ ID No. 1 oder SEQ ID No. 3 hybridisieren, sowie Fragmente
der Nukleinsduresequenzen gemill SEQ ID No. 1 oder SEQ ID No. 3.

Ein weiterer Erfindungsgegenstand sind Genkonstrukte, die die erfindungsgeméfBen Nuklein-
sduresequenzen SEQ ID NO: 1 und/oder SEQ ID NO: 3 enthalten, wobei die Nukleinsiure
jeweils funktionsfdhig mit einem oder mehreren Regulationssignalen verbunden ist. Zusétzlich
kdnnen weitere Biosynthesegene des Fettsdure- oder Lipidstoffwechsels ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[=acyl carrier protein]-
Desaturase(n), Acyl-ACP-ThioesteraseCn), Fettsdure-Acyl-Transferase(n), Acyl-
CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsdure-Synthase(n), Fettsdure-Hydroxylase(n),
Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsdure-Desaturase(n),
Fettsdure-Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen, Allenoxid-Synthasen,
Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsdure-Elongase(n) im Genkonstrukt enthalten sein. Vorteilhaft
sind zusitzlich Biosynthesegene des Fettsdure- oder Lipidstoffwechsels ausgewihlt aus der

Gruppe der A-4-Desaturase, A 8-Desaturase, A-9-Desaturase, A-12-Desaturase, A-5-Elongase, A-
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6-Elongase, A-9-Elongase, ®3-Desaturase und/oder A-15-Desaturase enthalten. Bevorzugt ist

zumindest eine A-6-Elongase im Genkonstrukt enthalten.

Vorteilhaft stammen alle im erfindungsgeméfBen Verfahren verwendeten Nukleinsduresequenzen
aus einem eukaryontischen Organismus wie einer Pflanze, einem Mikroorganismus oder einem
Tier. Bevorzugt stammen die Nukleinsduresequenzen aus der Ordnung Salmoniformes, Algen
wie Mantoniella oder Ostreococcus, Pilzen wie der Gattung Phytophtora oder von Diatomeen wic

den Gattungen Thalassiosira oder Crypthecodinium.

Die im Verfahren verwendeten Nukleinséuresequenzen, die fiir Proteine mit A5-Desaturase-, A6-
Desaturase-, A6-Elongase-Aktivitit oder eine andere Enzymaktivititét des Fettsdure- und Lipid-
stoffwechsels kodieren, werden vorteilhaft allein oder bevorzugt in Kombination in einer
Expressionskassette (= Nukleinsdurekonstrukt), die diec Expression der Nukleinsduren in einem
Organismus vorteilhaft einer Pflanze oder einem Mikroorganismus ermdglicht, eingebracht. Es
kann im Nukleinsdurckonstrukt mehr als eine Nukleinséduresequenz einer enzymatischen

Aktivitit wie z.B. einer A5-Desaturase, A6-Desaturase und/oder A6-Elongase enthalten sein.

Zum Einbringen werden die im Verfahren verwendeten Nukleinséduren vorteilhaft einer
Amplifikation und Ligation in bekannter Weise unterworfen. Vorzugsweise geht man in
Anlehnung an das Protokoll der Pfu-DNA-Polymerase oder eines Pfu/Taq-DNA-Polymerase-
gemisches vor. Die Primer werden in Anlehnung an die zu amplifizierende Sequenz gewéhlt.
ZweckmiBigerweise sollten die Primer so gewdhlt werden, dass das Amplifikat die gesamte
kodogene Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon umfasst. Im Anschluss an die Amplifikation
wird das Amplifikat zweckméaBigerweise analysiert. Beispielsweise kann die Analyse nach

gelelektrophoretischer Auftrennung hinsichtlich Qualitét und Quantitét erfolgen. Im Anschluss
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kann das Amplifikat nach einem Standardprotokoll gereinigt werden (z.B. Qiagen). Ein Aliquot
des gereinigten Amplifikats steht dann fiir die nachfolgende Klonierung zur Verfiigung.
Geeignete Klonierungsvektoren sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehdren
insbesondere Vektoren, die in mikrobiellen Systemen replizierbar sind, also vor allem Vektoren,
die eine effiziente Klonierung in Hefen oder Pilze gewéhrleisten, und die stabile Transformation
von Pflanzen ermdglichen. Zu nennen sind insbesondere verschiedene fiir die T-DNA-vermittelte
Transformation geeignete, bindre und co-integrierte Vektorsysteme. Derartige Vektorsysteme
sind in der Regel dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest die fiir die Agrobakterium-
vermittelte Transformation bendtigten vir-Gene sowie die T-DNA begrenzenden Sequenzen
(T-DNA-Border) beinhalten. Vorzugsweise umfassen diese Vektorsysteme auch weitere cis-
regulatorische Regionen wie Promotoren und Terminatoren und/oder Selektionsmarker, mit
denen entsprechend transformierte Organismen identifiziert werden konnen. Wihrend bei co-
integrierten Vektorsystemen vir-Gene und T-DNA-Sequenzen auf demselben Vektor angeordnet
sind, basieren bindre Systeme auf wenigstens zwei Vektoren, von denen einer vir-Gene, aber
keine T-DNA und ein zweiter T-DNA, jedoch kein vir-Gen trigt. Dadurch sind letztere Vektoren
relativ klein, leicht zu manipulieren und sowohl in E. -coli als auch in Agrobacterium zu
replizieren. Zu diesen bindren Vektoren gehdren Vektoren der Serien pBIB-HY G, pPZP, pBecks,
pGreen. Erfindungsgeméil bevorzugt verwendet werden Binl9, pBI101, pBinAR, pGPTV und
pCAMBIA. Eine Ubersicht iiber binire Vektoren und ihre Verwendung gibt Hellens et al.,
Trends in Plant Science (2000) 5: 446-451. Fiir die Vektorpraparation konnen die Vektoren
zunéchst mit Restriktionsendonuklease(n) linearisiert und dann in geeigneter Weise enzymatisch
modifiziert werden. Im Anschluss wird der Vektor gereinigt und ein Aliquot fiir die Klonierung
eingesetzt. Bei der Klonierung wird das enzymatisch geschnittene und erforderlichenfalls
gereinigte Amplifikat mit dhnlich priparierten Vektorfragmenten mit Einsatz von Ligase kloniert.

Dabei kann ein bestimmtes Nukleinsdurekonstrukt bzw. Vektor- oder Plasmidkonstrukt einen
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oder auch mehrere kodogene Genabschnitte aufweisen.

Vorzugsweise sind die kodogenen Genabschnitte in diesen Konstrukten mit regulatorischen
Sequenzen funktional verkniipft. Zu den regulatorischen Sequenzen gehoren insbesondere
pflanzliche Sequenzen wie die oben beschriebenen Promotoren und Terminatoren. Die
Konstrukte lassen sich vorteilhafterweise in Mikroorganismen, insbesondere Escherichia coli und
Agrobacterium tumefaciens, unter selektiven Bedingungen stabil propagieren und erméglichen

einen Transfer von heterologer DNA in Pflanzen oder Mikroorganismen.

Unter der vorteilhaften Verwendung von Klonierungsvektoren kénnen die im Verfahren ver-
wendeten Nukleinsiuren, die erfinderischen Nukleinsduren und Nukleinsdurekonstrukte in
Organismen wie Mikroorganismen oder vorteilhaft Pflanzen eingebracht werden und damit bei
der Pflanzentransformation verwendet werden, wie denjenigen, die veréffentlicht sind in und dort
zitiert sind: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida),
Kapitel 6/7, S. 71-119 (1993); F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in:
Transgenic Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic
Press, 1993, 15-38; B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Bd. 1,
Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143;
Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225)). Dic im Verfahren
verwendeten Nukleinsduren, die erfinderischen Nukleinsduren und Nukleinsdurekonstrukte
und/oder Vektoren lassen sich damit zur gentechnologischen Verinderung eines breiten
Spektrums an Organismen vorteilhaft an Pflanzen verwenden, so dass diese bessere und/oder

effizientere Produzenten von PUFAs werden.
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Durch das Einbringen cines w3-Desaturase-, A6-Desaturase-, A6-Elongase und/oder A5-
Desaturase-Genes in einen Organismus allein oder in Kombination mit anderen Genen kann nicht
nur der Biosynthesefluss zum Endprodukt erhdht, sondern auch die entsprechende Triacyl-
glycerin- und/oder Phosphatidylester-Zusammensetzung erhéht oder de novo geschaffen werden.
Ebenso kann die Anzahl oder Aktivitit anderer Gene, dic am Import von Nahrstoffen, die zur
Biosynthese einer oder mehrerer Fettsiuren, Olen, polaren und/oder neutralen Lipiden nétig sind,
erhdht sein, so dass die Konzentration dieser Vorldufer, Cofaktoren oder Zwischenverbindungen
innerhalb der Zellen oder innerhalb des Speicherkompartiments erhdht ist, wodurch die Fahigkeit
der Zellen zur Produktion von PUFAs, wie im folgenden beschrieben, weiter gesteigert wird.
Durch Optimierung der Aktivitit oder Erhdhung der Anzahl einer oder mehrerer m3-Desaturase-,
A6-Desaturase-, A6-Elongase und/oder A5-Desaturase-Gene, die an der Biosynthese dieser
Verbindungen beteiligt sind, oder durch Zerstdren der Aktivitét einer oder mehrerer Gene, diec am
Abbau dieser Verbindungen beteiligt sind, kann es moglich sein, die Ausbeute, Produktion
und/oder Effizienz der Produktion von Fettsdure- und Lipidmolekiilen aus Organismen und

vorteilhaft aus Pflanzen zu steigern.

Die im erfindungsgeméfen Verfahren verwendeten Nukleinsduremolekiile kodieren flir Proteine
oder Teile von diesen, wobei die Proteine oder das einzelne Protein oder Teile davon eine
Aminosduresequenz enthilt, die ausreichend homolog zu einer Aminosduresequenz ist, die in den
Sequenzen SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4 dargestellt ist, so dass die Proteine oder Teile
davon noch cine A-6-Desaturase- und/oder A-5-Desaturase-Aktivitit aufweisen. Vorzugsweise
haben die Proteine oder Teile davon, die von dem Nukleinsduremolekiil/den
Nukleinsduremolekiilen kodiert wird/werden, noch seine/ihre wesentliche enzymatische Aktivitét

und die Fahigkeit, am Stoffwechsel von zum Aufbau von Zellmembranen oder Lipidkorperchen
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in Organismen vorteilhaft in Pflanzen notwendigen Verbindungen oder am Transport von

Molekiilen iiber diese Membranen teilzunehmen.

Die enzymatische Aktivitit der erfindungsgemifBen A-6-Desaturase und A-5-Desaturase bzw. von
deren Derivaten lasst sich beispielsweise dadurch bestimmen, dass man das zu testende Enzym in
einem geeigneten Wirtsorganismus wie etwa Hefe exprimiert, exogene Substrate (18:3**'%%im
Falle der A-6-Desaturase und 20:3*%'""*im Falle der A-5-Desaturase) zugibt und nach einer
gewissen Inkubationszeit das Fettsiuremuster analysiert. Das Auftreten der Produkte 18:44%%1>13
bzw. 20:4*>*"1* weist auf eine A-6-Desaturase- bzw. A-5-Desaturase-Aktivitit in den
Hefekulturen hin. Details zur experimentellen Durchfiihrung sind den Ausfiihrungsbeispielen der

vorliegenden Anmeldung zu entnehmen.

Eine A-6-Desaturase bzw. A-5-Desaturase im Sinne der vorliegenden Erfindung hat eine
enzymatische Aktivitdt von mindestens 10 %, 15 %, 20 % oder 25 %, bevorzugt 30 %, 35 %, 40
% oder 45 %, besonders bevorzugt 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 % oder 75 %, insbesondere
bevorzugt 80 %, 82 %, 84 %, 86 % oder 88 % und am meisten bevorzugt 90 %, 92 %, 94 %, 96
%, 98 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 150 %, 180 % oder 200 % der enzymatischen Aktivitit
der durch SEQ ID No: 1 bzw. 3 kodierten Enzyme.

Vorteilhaft sind die von den Nukleinsduremolekiilen kodierten Proteine zu mindestens 67 %, 68
% oder 69 % und vorzugsweise mindestens etwa 70 %, 74 %, 78 %, 80 % oder 84 % und stirker
bevorzugt mindestens etwa 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 % oder 90 % und am stirksten
bevorzugt mindestens 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % oder mehr
identisch zu den in SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4 dargestellten Aminosduresequenzen. Im

Sinne der Erfindung ist unter Homologie oder homolog, Identitét oder identisch zu verstehen.
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Die Homologie wurde iiber den gesamten Aminosdure- bzw. Nukleinsduresequenzbereich
berechnet. Fiir das Vergleichen verschiedener Sequenzen stechen dem Fachmann eine Reihe von
Programmen, die auf verschiedenen Algorithmen beruhen zur Verfligung. Dabei liefern die
Algorithmen von Needleman und Wunsch oder Smith und Waterman besonders zuverldssige
Ergebnisse. Fiir die Sequenzvergleiche wurde das Programm PileUp verwendet (J. Mol.
Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins ct al., CABIOS, 5 1989: 151-153) oder dic Programme
Gap und BestFit [Needleman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970) und Smith and
Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)], dic im GCG Software-Packet [Genetics
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)] enthalten sind.
Die oben in Prozent angegebenen Sequenzhomologiewerte wurden mit dem Programm GAP {iber
den gesamten Sequenzbereich mit folgenden Einstellungen ermittelt: Gap Weight: 50, Length
Weight: 3, Average Match: 10.000 und Average Mismatch: 0.000. Diese Einstellungen wurden,

falls nicht anders angegeben, immer als Standardeinstellungen fiir Sequenzvergleiche verwendet.

Unter wesentlicher enzymatischer Aktivitit der im erfindungsgeméfBen Verfahren verwendeten
A-6-Desaturase oder A-5-Desaturase ist zu verstehen, dass sie gegeniiber den durch die Sequenz
mit SEQ ID NO: | oder SEQ ID NO: 3 und deren Derivate kodierten Proteinen/Enzymen im
Vergleich noch mindestens eine enzymatische Aktivitdt von mindestens 10 %, bevorzugt 20 %,
besonders bevorzugt 30 % und ganz besonders 40 % aufweisen und damit am Stoffwechsel von
zum Aufbau von Fettsduren, Fettsdureester wie Diacylglyceride und/oder Triacylglyceride in
cinem Organismus vorteilhaft einer Pflanze oder Pflanzenzelle notwendigen Verbindungen oder
am Transport von Molekiilen iiber Membranen teilnehmen kénnen, wobei C18-, C20- oder C22-
Kohlenstoffketten im Fettsauremolekiil mit Doppelbindungen an mindestens zwei, vorteilhaft

drei, vier, fiinf oder sechs Stellen gemeint sind.
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Vorteilhaft im Verfahren verwendbare Nukleinsduren stammen aus Bakterien, Pilzen,
Diatomeen, Tieren wie Caenorhabditis oder Oncorhynchus oder Pflanzen wie Algen oder
Moosen wie den Gattungen Shewanella, Physcomitrella, Thraustochytrium, Fusarium,
Phytophthora, Ceratodon, Mantoniclla, Ostreococcus, Isochrysis, Aleurita, Muscarioides,
Mortierella, Borago, Phacodactylum, Crypthecodinium, speziell aus den Gattungen und Arten
Oncorhynchus mykiss, Thalassiosira pseudonona, Mantoniella squamata, Ostreococcus sp.,
Ostreococcus tauri, Euglena gracilis, Physcomitrella patens, Phytophtora infestans, Fusarium
graminacum, Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, Isochrysis galbana, Aleurita farinosa,
Thraustochytrium sp., Muscarioides viallii, Mortierella alpina, Borago officinalis, Phacodactylum
tricornutum, Caenorhabditis elegans oder besonders vorteilhaft aus Oncorhynchus mykiss,

Thalassiosira pseudonona oder Crypthecodinium cohnii.

Alternativ konnen im erfindungsgemalen Verfahren Nukleotidsequenzen verwendet werden, die
fiir eine A-6-Desaturase oder A-5-Desaturase kodieren und die an eine Nukleotidsequenz, wie in
SEQ ID NO: I oder SEQ ID NO: 3 dargestellt, vorteilhaft unter stringenten Bedingungen
hybridisieren.

Fiir das erfindungsgemife Verfahren vorteilhafte Nukleinsduremolekiile kénnen auf der Grund-
lage ihrer Homologie zu den hier offenbarten Desaturase-Nukleinséuren unter Verwendung der
Sequenzen oder eines Teils davon als Hybridisierungssonde geméf3 Standard-Hybridisierungs-
techniken unter stringenten Hybridisierungsbedingungen isoliert werden. Dabei konnen
beispiclsweise isolierte Nukleinsduremolekiile verwendet werden, die mindestens 15 Nukleotide
lang sind und unter stringenten Bedingungen mit dem Nukleinsduremolekiilen, die eine
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 umfassen, hybridisieren. Es konnen

auch Nukleinsduren mit mindestens 25, 50, 100, 250 oder mehr Nukleotiden verwendet werden.
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Der Begriff "hybridisiert unter stringenten Bedingungen”, wie hier verwendet, soll Hybridi-
sicrungs- und Waschbedingungen beschreiben, unter denen Nukleotidsequenzen, dic mindestens
60 % homolog zueinander sind, gewdhnlich aneinander hybridisiert bleiben. Die Bedingungen
sind vorzugsweise derart, dass Sequenzen, dic mindestens ctwa 65 %, starker bevorzugt
mindestens etwa 70 % und noch stérker bevorzugt mindestens etwa 75 % oder stirker zueinander
homolog sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben. Diese stringenten Bedingungen sind
dem Fachmann bekannt und lassen sich in Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6., finden. Ein bevorzugtes, nicht cinschrinkendes Beispiel fiir
stringente Hybridisierungsbedingungen sind Hybridisierungen in 6 x Natriumchlorid/Natrium-
citrat (sodium chloride/sodiumcitrate = SSC) bei etwa 45°C, gefolgt von einem oder mehreren
Waschschritten in 0,2 x SSC, 0,1 % SDS bei 50 bis 65°C. Dem Fachmann ist bekannt, dass diese
Hybridisierungsbedingungen sich je nach dem Typ der Nukleinsdure und, wenn beispielsweise
organische Losungsmittel vorliegen, hinsichtlich der Temperatur und der Konzentration des
Puffers unterscheiden. Die Temperatur unterscheidet sich beispielsweise unter "Standard-
Hybridisierungsbedingungen" je nach dem Typ der Nukleinséure zwischen 42°C und 58°C in
wissrigem Puffer mit einer Konzentration von 0,1 bis 5 x SSC (pH 7,2). Falls organisches
Losungsmittel im obengenannten Puffer vorliegt, zum Beispiel 50 % Formamid, ist die
Temperatur unter Standardbedingungen etwa 42°C. Vorzugsweise sind die Hybridisierungs-
bedingungen fiir DNA:DNA-Hybride zum Beispicel 0,1 x SSC und 20°C bis 45°C, vorzugsweise
zwischen 30°C und 45°C. Vorzugsweise sind diec Hybridisiecrungsbedingungen fiir DNA:RNA-
Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC und 30°C bis 55°C, vorzugsweise zwischen 45°C und 55°C. Die
vorstehend genannten Hybridisierungstemperaturen sind beispiclsweise fiir eine Nukleinsédure mit
ctwa 100 bp (= Basenpaare) Lénge und einem G + C-Gehalt von 50 % in Abwesenheit von
Formamid bestimmt. Der Fachmann weiss, wie die erforderlichen Hybridisierungsbedingungen

anhand von Lehrbiichern, wie dem vorstehend erwihnten oder aus den folgenden Lehrbiichern
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Sambrook et al., "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1989; Harnes und
Higgins (Hrsgb.) 1985, "Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach”, IRL Press at
Oxford University Press, Oxford; Brown (Hrsgb.) 1991 , "Essential Molecular Biology: A

Practical Approach", IRL Press at Oxford University Press, Oxford, bestimmt werden kénnen.

Alternativ konnen im erfindungsgemélen Verfahren zusétzlich Nukleotidsequenzen verwendet
werden, dic flir eine o-3-Desaturase, Al12-Desaturase, A9-Elongase, A8-Desaturase oder A-4-
Desaturase kodieren. Die im Verfahren verwendeten Nukleinsduresequenzen werden vorteilhaft
in ciner Expressionskassectte, die die Expression der Nukleinsduren in Organismen wie Mikro-

organismen oder Pflanzen ermdglicht, eingebracht.

Dabei werden die Nukleinsduresequenzen, die fiir eine der genannten Enzymaktivititen,
vorteilhaft eine w-3-Desaturase, A-6-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Elongase, A-12-
Desaturase, A-5-Elongase, A-9-Elongase, A-8-Desaturase oder A-4-Desaturase kodieren, mit
einem oder mehreren Regulationssignalen vorteilhafterweise zur Erhhung der Genexpression
funktionell verkniipft. Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Gene
und der Proteinexpression ermdglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus
bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert und/oder iiberexprimiert wird, oder dass es
sofort exprimiert und/oder {iberexprimiert wird. Beispielsweise handelt es sich bei diesen regula-
torischen Sequenzen um Sequenzen, an die Induktoren oder Repressoren binden und so die
Expression der Nukleinséure regulieren. Zusétzlich zu diesen neuen Regulationssequenzen oder
anstelle dieser Sequenzen kann die natiirliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen
Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls genetisch verdndert worden sein, so

dass die natiirliche Regulation ausgeschaltet und die Expression der Gene erhoht wurde. Die

Expressionskassette (= Expressionskonstrukt = Genkonstrukt) kann aber auch einfacher
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aufgebaut sein, das heiflt es wurden keine zusétzlichen Regulationssignale vor die Nuklein-
sduresequenz oder dessen Derivate inseriert und der natiirliche Promotor mit seiner Regulation
wurde nicht entfernt. Stattdessen wurde die natiirliche Regulationssequenz so mutiert, dass keine
Regulation mehr erfolgt und/oder die Genexpression gesteigert wird. Diese verdnderten
Promotoren kénnen in Form von Teilsequenzen (= Promotor mit Teilen der erfindungsgeméfen
Nukleinsduresequenzen) auch allein vor das natiirliche Gen zur Steigerung der Aktivitit gebracht
werden. Das Genkonstrukt kann auBerdem vorteilhafterweise auch eine oder mehrere sogenannte
"enhancer Sequenzen" funktionell verkniipft mit dem Promotor enthalten, die eine erhdhte
Expression der Nukleinsduresequenz ermoglichen. Auch am 3'-Ende der DNA-Sequenzen
konnen zusétzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden wie weitere regulatorische Elemente
oder Terminatoren. Die w-3-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-6-Elongase-, A-
12-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-9-Elongase-, A-8-Desaturase- oder A-4-Desaturase-Gene
konnen in einer oder mehreren Kopien in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten
sein. Vorteilhaft liegt nur jeweils eine Kopie der Gene in der Expressionskassette vor. Dieses
Genkonstrukt oder die Genkonstrukte konnen zusammen im Wirtsorganismus exprimiert werden.
Dabei kann das Genkonstrukt oder die Genkonstrukte in einem oder mehreren Vektoren inseriert
sein und frei in der Zelle vorliegen oder aber im Genom inseriert sein. Es ist vorteilhaft fiir die
Insertion weiterer Gene im Wirtsgenom, wenn die zu exprimierenden Gene zusammen in ¢inem

Genkonstrukt vorliegen.

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kdnnen dabei wie oben beschriecben vorzugsweise
die Genexpression der eingefiihrten Gene positiv beeinflussen und dadurch erhéhen. So kann eine
Verstirkung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene
erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer” verwendet

werden. Daneben ist aber auch eine Verstirkung der Translation méglich, indem beispielsweise
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die Stabilitat der mRNA verbessert wird.

Eine weitere Ausfihrungsform der Erfindung sind ein oder mehrere Genkonstrukte, die eine oder
mehrere Sequenzen enthalten, die durch SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 oder dessen Derivate
definiert sind und fiir Polypeptide gemifl SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4 kodieren. Die
genannten A6-Desaturase- und A-5-Desaturase-Proteine fiilhren dabei vorteilhaft im Zusammen-
spiel mit weiteren Enzymen der Fettsédure- und Lipidbiosynthese zu einer Desaturierung oder
Elongierung von Fettsduren, wobei das Substrat vorteilhaft ein, zwei, drei, vier, fiinf oder sechs
Doppelbindungen und vorteilhaft 18, 20 oder 22 Kohlenstoffatome im Fettsduremolekiil auf-
weist. Gleiches gilt fiir ihre Homologen, Derivate oder Analoga, die funktionsfahig mit einem
oder mehreren Regulationssignalen, vorteilhafterweise zur Steigerung der Genexpression,

verbunden sind.

Vorteilhafte Regulationssequenzen fiir das neue Verfahren liegen beispiclsweise in Promotoren
vor, wie dem cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-,
SP6-, y-PR- oder y-PL-Promotor und werden vorteilhafterweise in Gram-negativen Bakterien
angewendet. Weitere vorteilhafte Regulations-Sequenzen liegen beispielsweise in den Gram-
positiven Promotoren amy und SP02, in den Hefe- oder Pilzpromotoren ADC1, MFa, AC, P-60,
CYCI, GAPDH, TEF, rp28, ADH oder in den Pflanzenpromotoren CaMV/35S [Franck et al.,
Cell 21 (1980) 285-294], PRP1 [Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, Iib4, usp,
STLS1, B33, nos oder im Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor vor. In diesem Zusammenhang
vorteilhaft sind ebenfalls induzierbare Promotoren, wie die in EP-A-0 388 186 (Benzyl-
sulfonamid-induzierbar), Plant J. 2, 1992:397-404 (Gatz ct al., Tetracyclininduzierbar),

EP-A-0 335 528 (Abzisinsédure-induzierbar) oder WO 93/21334 (Ethanol- oder Cyclohexenol-

induzierbar) beschricbenen Promotoren. Weitere geecignete Pflanzenpromotoren sind der
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Promotor von cytosolischer FBPase oder der ST-LSIPromotor der Kartoffel (Stockhaus et al.,
EMBO J. 8, 1989, 2445), der Phosphoribosylpyrophosphatamidotransferase-Promotor aus
Glycine max (Genbank-Zugangsnr. U§7999) oder der in EP-A-0 249 676 beschriebene
nodienspezifische Promotor. Besonders vorteilhafte Promotoren sind Promotoren, welche die
Expression in Geweben ermdglichen, die an der Fettsdurebiosynthese beteiligt sind. Ganz
besonders vorteilhaft sind samenspezifische Promotoren, wie der ausfithrungsgemifie USP-
Promotor, aber auch andere Promotoren wie der LeB4-, DC3-, Phaseolin- oder Napin-Promotor.
Weitere besonders vorteilhafte Promotoren sind samenspezifische Promotoren, die fiir
monokotyle oder dikotyle Pflanzen verwendet werden kénnen und in US 5,608,152 (Napin-
Promotor aus Raps), WO 98/45461 (Oleosin-Promotor aus Arobidopsis), US 5,504,200
(Phaseolin-Promotor aus Phaseolus vulgaris), WO 91/13980 (Bce4-Promotor aus Brassica), von
Bacumlein et al., Plant J., 2, 2, 1992:233-239 (LeB4-Promotor aus ciner Leguminose)
beschrieben sind, wobei sich diese Promotoren fiir Dikotyledonen eignen. Die folgenden
Promotoren eignen sich beispiclsweise fiir Monokotyledonen: Ipt-2- oder Ipt-1-Promotor aus
Gerste (WO 95/15389 und WO 95/23230), Hordein-Promotor aus Gerste und andere, in

WO 99/16890 beschriecbene geeignete Promotoren.

Es ist im Prinzip moglich, alle natiirlichen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen, wie dic
oben genannten, fiir das neue Verfahren zu verwenden. Es ist ebenfalls mdglich und vorteilhaft,
zusétzlich oder alleine synthetische Promotoren zu verwenden, besonders wenn sie eine Samen-

spezifische Expression vermitteln, wie z.B. beschrieben in WO 99/16890.

Um einen besonders hohen Gehalt an PUFAs vor allem in transgenen Pflanzen zu erzielen,
sollten die PUFA-Biosynthesegene vorteilhaft samenspezifisch in Olsaaten exprimiert werden.

Hierzu konnen Samen-spezifische Promotoren verwendet werden, bzw. solche Promotoren, die
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im Embryo und/oder im Endosperm aktiv sind. Samenspezifische Promotoren konnen prinzipiell
sowohl aus dikotolydonen als auch aus monokotolydonen Pflanzen isoliert werden. Im Folgenden
sind vorteilhafie bevorzugte Promotoren aufgefiihrt: USP (= unknown seed protein) und Vicilin
(Vicia faba) [Baumlein et al., Mol. Gen Genet, 1991 , 225(3)], Napin (Raps) [US 5,608,152],
Acyl-Carrier Protein (Raps) [US 5,315,001 und WO 92/18634], Oleosin (Arabidopsis thaliana)
[WO 98/45461 und WO 93/20216], Phaseolin (Phascolus vulgaris) [US 5,504,200], Bce4

[WO 91/13980], Leguminosen B4 (LegB4-Promotor) [Baumlein et al., Plant J., 2,2, 1992], Lpt2
und Iptl (Gerste) [WO 95/15389 u. W095/23230], Samen-spezifische Promotoren aus Reis,
Mais u. Weizen [WO 99/16890], Amy32b, Amy 6-6 und Aleurain [US 5,677,474], Bce4 (Raps)
[US 5,530,149], Glycinin (Soja) [EP 571 741], Phosphoenol-Pyruvatcarboxylase (Soja)

[JP 06/62870], ADR12-2 (Soja) [WO 98/08962], Isocitratlyase (Raps) [US 5,689,040] oder
[alpha]-Amylase (Gerste) [EP 0 781 849]. Die Pflanzengenexpression ldsst sich auch iiber einen
chemisch induzierbaren Promotor erleichtern (siche eine Ubersicht in Gatz 1997, Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren cignen sich
besonders, wenn gewlinscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische Weise erfolgt.
Beispiele fiir solche Promotoren sind ein Salicylséure-induzierbarer Promotor (WO 95/19443),
cin Tetracyclin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) Plant J. 2, 397-404) und ein Ethanol-

induzierbarer Promotor.

In einer anderen Ausflihrungsform werden vorteilhaft Sequenzen fiir die Expression verwendet,
die eine konstitutive Expression in moglichst vielen Geweben der Pflanze ermoglichen wie der
CaMV35S-, CaMV36S-, CaMV35Smas-, nos-, mas-, ubi-, stpt-, lea- oder Super-Promotor.
Bevorzugt erfolgt die Expression im vegetativen Gewebe wie oben beschrieben. Beispielsweise
handelt es sich bei den regulatorischen Sequenzen um Sequenzen, an die Induktoren oder

Repressoren binden und so die Expression der Nukleinséure regulicren. Zusétzlich zu diesen
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ncuen Regulationssequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die natiirliche Regulation
dieser Sequenzen vor den eigentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls
genetisch verdndert worden sein, so dass die natiirliche Regulation ausgeschaltet und die
Expression der Gene erhoht wurde. Das Genkonstrukt kann auf3erdem vorteilhafterweise auch
cine oder mehrere sogenannte "enhancer-Sequenzen" funktionell verkniipft mit dem Promotor
enthalten, die eine erhohte Expression der Nukleinséuresequenz erméglichen. Auch am 3'-Ende
der DNA-Sequenzen konnen zusétzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden wie weitere
regulatorische Elemente oder Terminatoren. Vorteilhafte Terminatoren sind beispielweise virale
Terminatoren wie der 35S-Terminator oder andere. Die im erfindungsgemiflen Verfahren
vewendeten Enzyme bzw. Nukleinsduren, die diese Enzyme kodieren, konnen in einer oder
mchreren Kopien in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten sein. Vorteilhaft liegt
nur jeweils eine Kopie der Gene in der Expressionskassette vor. Dieses Genkonstrukt oder die
Genkonstrukte konnen gleichzeitig oder nacheinander in die Pflanze eingebracht werden und
zusammen im Wirtsorganismus exprimiert werden. Dabei kann das Genkonstrukt oder die
Genkonstrukte in einem oder mehreren Vektoren inseriert sein und frei in der Zelle vorliegen
oder aber im Genom inseriert sein. Es ist vorteilhaft fiir die Insertion weiterer Gene in die

Pflanze, wenn die zu exprimierenden Gene zusammen in e¢inem Genkonstrukt vorliegen.

Es versteht sich, dass die Nukleinsduresequenzen, die fiir die erfindungsgeméle A6-Desaturase
bzw. A5-Desaturase und ggf. weitere Enzyme des Lipidstoffwechsels kodieren, auch einzeln in
einem Genkonstrukt vorliegen und in eine geeignete Wirtspflanze eingebracht werden konnen.
Diese transformierten Wirtspflanzen konnen anschlieBend miteinander verkreuzt werden, um die

gewlinschte Kombination von Enzymen in den Nachkommen zu erhalten.
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Um eine stabile Integration der Biosynthesegene in die transgene Pflanze liber mehrere Gene-
rationen sicherzustellen, sollte jede der im Verfahren verwendeten Nukleinsduren unter der
Kontrolle eines eigenen, bevorzugt eines unterschiedlichen Promotors exprimiert werden, da sich
wiederholende Sequenzmotive zu Instabilitdt der T-DNA bzw. zu Rekombinationsereignissen
fithren konnen. Die Expressionskassette ist dabei vorteilhaft so aufgebaut, dass einem Promotor
cine geeignete Schnittstelle zur Insertion der zu exprimierenden Nukleinsdure folgt, vorteilhaft in
einem Polylinker. Gegebenenfalls kann ein Terminator hinter dem Polylinker liegen. Diese
Abfolge wiederholt sich mehrfach, bevorzugt drei-, vier oder flinfmal, so dass bis zu fliinf Gene in
cinem Konstrukt zusammengefiihrt werden und so zur Expression in dic transgene Pflanze einge-
bracht werden konnen. Vorteilhaft wiederholt sich die Abfolge bis zu dreimal. Die Nukleinséure-
sequenzen werden zur Expression iiber die geeignete Schnittstelle beispielsweise im Polylinker
hinter den Promotor inseriert. Vorteilhaft hat jede Nukleinsduresequenz ihren eigenen Promotor
und gegebenenfalls ihren eigenen Terminator. Derartige vorteilhafte Konstrukte werden
beispielsweise in DE 10102337, DE 10102338 oder WO 2007/017419 offenbart. Es ist aber auch
mdglich, mehrere Nukleinsduresequenzen hinter einem Promotor und ggf. vor einem Terminator
zu inserieren. Dabei ist die Insertionsstelle bzw. die Abfolge der inserierten Nukleinsduren in der
Expressionskassette nicht von entscheidender Bedeutung, das heilit, cine Nukleinsduresequenz
kann an erster oder letzter Stelle in der Kassette inseriert sein, ohne dass dadurch die Expression
wesentlich beeinflusst wird. Es kdnnen in der Expressionskassette vorteilhaft unterschiedliche
Promotoren wice beispiclsweise der USP-, LegB4- oder DC3- Promotor und unterschiedliche
Terminatoren verwendet werden. Es ist aber auch mdglich nur einen Promotortyp in der Kassette
zu verwenden. Bei konstitutiver Expression kann auch mehrmals der CaMV35S-Promotor

verwendet werden.
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Wie oben beschrieben sollte die Transkription der eingebrachten Gene vorteilhaft durch
geeignete Terminatoren am 3'-Ende der eingebrachten Biosynthesegene (hinter dem Stoppcodon)
abgebrochen werden. Verwendet werden kann hier z.B. der OCS1 Terminator. Wie auch fiir die
Promotoren, so sollten hier fiir jedes Gen unterschiedliche Terminatorsequenzen verwendet

werden.

Das Genkonstrukt kann, wie oben beschrieben, auch weitere Gene umfassen, die in die
Organismen eingebracht werden sollen. Es ist mdglich und vorteilhaft, in die Wirtsorganismen
Regulationsgene, wie Gene flir Induktoren, Repressoren oder Enzyme, welche durch ihre
Enzymaktivitit in die Regulation eines oder mehrerer Gene eines Biosynthesewegs eingreifen,
einzubringen und darin zu exprimieren. Diese Gene konnen heterologen oder homologen
Ursprungs sein. Weiterhin kdnnen vorteilhaft im Nukleinsdurekonstrukt bzw. Genkonstrukt
weitere Biosynthesegene des Fettsdure- oder Lipidstoffwechsels enthalten sein oder aber diese
Gene konnen auf einem weiteren oder mehreren weiteren Nukleinsdurekonstrukten liegen.
Vorteilhaft werden als Biosynthesegene des Fettsdure- oder Lipidstoffwechsels ein Gen
ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-
Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsédure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lyso-
phospholipid-Acyltransferase(n), Fettsdure-Synthase(n), Fettsdure-Hydroxylase(n), Acetyl-
Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsdure-Desaturase(n), Fettsdure-
Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid-Synthase(n),
Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsdure-Elongase(n) oder deren Kombinationen verwendet.
Besonders vorteilhafte Nukleinsduresequenzen sind Biosynthesegene des Fettsdure- oder
Lipidstoffwechsels ausgewdhlt aus der Gruppe der Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase,

A-4-Desaturase, A-5- Desaturase, A-6-Desaturase, A-9-Desaturase, A-12-Desaturase, A-5-
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Elongase und/oder A-6-Elongase.

Dabei konnen die vorgenannten Nukleinséduren bzw. Gene in Kombination mit anderen
Elongasen und Desaturasen in Expressionskassetten, wie den vorgenannten, kloniert werden und

zur Transformation von Pflanzen mit Hilfe von Agrobakterium eingesetzt werden.

Die Expressionskassetten konnen prinzipiell direkt zum Einbringen in die Pflanze verwendet
werden oder aber in einem Vektor eingebracht werden. Wie hier verwendet, betrifft der Begriff
"Vektor" ein Nukleinsduremolekiil, das eine andere Nukleinsdure transportieren kann, an welche
es gebunden ist. Ein Vektortyp ist ein "Plasmid", was fiir eine zirkuldre doppelstrangige DNA-
Schleife steht, in die zusitzlichen DNA-Segmente ligiert werden kdnnen. Ein weiterer Vektortyp
ist ein viraler Vektor, wobei zusétzliche DNA-Segmente in das virale Genom ligiert werden
konnen. Bestimmte Vektoren konnen in einer Wirtszelle, in die sie eingebracht worden sind,
autonom replizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakteriellem Replikationsursprung). Andere
Vektoren werden vorteilhaft beim Einbringen in die Wirtszelle in das Genom einer Wirtszelle
integriert und dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem kénnen bestimmte
Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funktionsfihig verbunden sind, steuern. Diese
Vektoren werden hier als "Expressionsvektoren" bezeichnet. Gewohnlich haben Expressions-
vektoren, die flir DNA-Rekombinationstechniken geeignet sind, die Form von Plasmiden. In der
vorliegenden Beschreibung kdnnen "Plasmid" und "Vektor" austauschbar verwendet werden, da
das Plasmid die am hdufigsten verwendete Vektorform ist. Die Erfindung soll jedoch auch andere
Expressionsvektorformen, wie virale Vektoren, die dhnliche Funktionen ausiiben, umfassen.
Ferner soll der Begriff Vektor auch andere Vektoren, die dem Fachmann bekannt sind, wie

Phagen, Viren, wic SV40, CMV, TMV, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Phagemide,
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Cosmide, lincare oder zirkuldre DNA, umfassen.

Die im Verfahren vorteilhaft verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren umfassen dic im
Verfahren verwendeten Nukleinsduresequenzen oder das beschriebene Genkonstrukt in einer
Form, die sich zur Expression der verwendeten Nukleinséuren in einer Wirtszelle eignen, was
bedeutet, dass die rekombinanten Expressionsvektoren eine oder mehrere Regulationssequenzen,
ausgewdhlt auf der Basis der zur Expression zu verwendenden Wirtszellen, die mit der zu
exprimierenden Nukleinsduresequenz funktionsfihig verbunden ist, umfassen. In einem
rekombinanten Expressionsvektor bedeutet "funktionsfahig verbunden”, dass die Nukleotid-
sequenz von Interesse derart an die Regulationssequenz(en) gebunden ist, dass die Expression
der Nukleotidsequenz mdglich ist und sie ancinander gebunden sind, so dass beide Sequenzen
die vorhergesagte, der Sequenz zugeschricbene Funktion erfiillen (z.B. in einem In-vitro
Transkriptions-/Translationssystem oder in einer Wirtszelle, wenn der Vektor in die Wirtszelle
eingebracht wird). Der Begriff "Regulationssequenz” soll Promotoren, Enhancer und andere
Expressionskontrollelemente (z.B. Polyadenylierungssignale) umfassen. Diese Regulations-
sequenzen sind z.B. beschrieben in Goeddel: Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), oder siche: Gruber und Crosby, in:
Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnolgy, CRC Press, Boca Raton, Florida, Hrsgb.:
Glick und Thompson, Kapitel 7, 89-108, cinschlieBlich der Literaturstellen darin. Regulations-
sequenzen umfassen solche, welche die konstitutive Expression e¢iner Nukleotidsequenz in vielen
Wirtszelltypen steuern, und solche, welche die direkte Expression der Nukleotidsequenz nur in
bestimmten Wirtszellen unter bestimmten Bedingungen steuern. Der Fachmann weil3, dass die
Gestaltung des Expressionsvektors von Faktoren, wie der Auswahl der zu transformierenden

Wirtszelle, dem Ausmal} der Expression des gewiinschten Proteins usw., abhdngen kann.
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Die verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren konnen zur Expression der im Verfahren
verwendeten Nukleinsduresequenzen in prokaryotischen oder eukaryotischen Zellen gestaltet
sein. Dies ist vorteilhaft, da hdufig Zwischenschritte der Vektorkonstruktion der Einfachheit
halber in Mikroorganismen durchgefiihrt werden. Beispielsweise konnen die erfindungsgeméfen
Gene und andere Gene des Fettsaure- und Lipidstoffwechsels in bakteriellen Zellen, Insekten-
zellen (unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren), Hefe- und anderen Pilzzellen
(siche Romanos, M.A., et al. (1992) "Foreign gene expression in yeast: a review", Yeast 8:423-
488; van den Hondel, C.A.M.J.J., et al. (1991) "Heterologous gene expression in filamentous
fungi", in: More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L. L. Lasure, Hrsgb., S. 396-428:
Academic Press: San Diego; und van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, PJ. (1991) "Gene transfer
Systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi,
Peberdy, J. F., et al., Hrsgb., S. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), Algen (Falciatore
ct al., 1999, Marine Biotechnology.1 , 3:239-251), Ciliaten der Typen: Holotrichia, Peritrichia,
Spirotrichia, Suctoria, Tetrahymena, Paramecium, Colpidium, Glaucoma, Platyophrya,
Potomacus, Desaturaseudocohnilembus, Euplotes, Engelmanicila und Stylonychia, insbesondere
der Gattung Stylonychia lemnae, mit Vektoren nach einem Transformationsverfahren, wie
beschrieben in WO 98/01572, sowie bevorzugt in Zellen vielzelliger Pflanzen (siche Schmidt, R.
und Willmitzer, L. (1988) "High efficiency Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation
of Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants” Plant Cell Rep.:583-586; Plant Molecular
Biology and Biotechnology, C Press, Boca Raton, Florida, Kapitel 6/7, S.71-119 (1993); F.F.
White, B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Bd. 1 , Engineering
and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-43; Potrykus, Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225 (und darin zitierte Literaturstellen))
exprimiert werden. Geeignete Wirtszellen werden ferner erdrtert in Goeddel, Gene Expression

Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Der
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rekombinante Expressionsvektor kann alternativ, zum Beispiel unter Verwendung von T7-
Promotor-Regulationssequenzen und T7-Polymerase, in vitro transkribiert und translatiert

werden.

Die Expression von Proteinen in Prokaryoten erfolgt meist mit Vektoren, die konstitutive oder
induzierbare Promotoren enthalten, welche die Expression von Fusions- oder nicht-Fusions-
proteinen steuern. Typische Fusions-Expressionsvektoren sind u.a. pGEX (Pharmacia Biotech
Ine; Smith, D.B., und Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31- 40), pMAL (New England Biolabs,
Beverly, MA) und pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ), bei denen Glutathion-S-Transferase
(GST), Maltose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Zielprotein fusioniert

wird.

Beispiele fiir geeignete induzierbare nicht-Fusions-E. coli-Expressionsvektoren sind u.a. pTrc
(Amann et al. (1988) Gene 69:301-315) und pET 11d (Studier et al., Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Kalifornien (1990) 60-
89). Die Zielgenexpression vom pTrc-Vektor beruht auf der Transkription durch Wirts-RNA-
Polymerase von einem Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor. Die Ziclgenexpression aus dem pET
11d-Vektor beruht auf der Transkription von einem T7-gn10-lac-Fusions-Promotor, die von einer
coexprimierten viralen RNA-Polymerase (T7 gnl ) vermittelt wird. Diese virale Polymerase wird
in den Wirtsstimmen BL21 (DE3) oder HMS174 (DE3) von cinem residenten [lambdal-
Prophagen bereitgestellt, der ein T7 gnl-Gen unter der Transkriptionskontrolle des lacUV 5-
Promotors birgt. Andere in prokaryotischen Organismen geeignete Vektoren sind dem Fachmann
bekannt, diese Vektoren sind beispielsweise in E. coli pLG338, pACYC184, die pBRReihe, wie
pBR322, die pUC-Reihe, wie pUCI18 oder pUC19, dic M113mp-Reihe, pKC30, pRep4, pHSI ,
pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-111113-B1, ygtl 1 or pBdCI, in Streptomyces
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plJ101 , plJ364, plJ702 oder plJ361 , in Bacillus pUB110, pC194 oder pBD214, in Coryne-
bacterium pSA77 oder pAJ667. Bei ciner weiteren Ausfithrungsform ist der Expressionsvektor
cin Hefe-Expressionsvektor. Beispiele fiir Vektoren zur Expression in der Hefe S. cerevisiac
umfassen pYeDesaturased (Baldari et al. (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan und
Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY 88 (Schultz et al. (1987) Gene 54:113-123) sowie
pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von
Vektoren, die sich zur Verwendung in anderen Pilzen, wie den filamentdsen Pilzen, eignen,
umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind in: van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, PJ.
(1991) "Gene transfer Systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied
Molecular Genetics of fungi, J. F. Peberdy et al., Hrsgb., S. 1-28, Cambridge University Press:
Cambridge, oder in: More Gene Manipulations in Fungi [J.W. Bennet & L.L. Lasure, Hrsgb.,

S. 396-428: Academic Press: San Diego]. Weitere geeignete Hefevektoren sind beispiclsweise
pAG-1, YEp6, YEp13 oder pPEMBLYe23.

Alternativ konnen die im erfindungsgeméfen Verfahren verwendeten Nukleinséuresequenzen in
Inscktenzellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren exprimiert werden.
Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von Proteinen in geziichteten Insektenzellen (z.B. S9-
Zellen) verfiigbar sind, umfassen dic pAc-Reihe (Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:
2156-2165) und diec pVL-Reihe (Lucklow und Summers (1989) Virology 170: 31-39).

Die oben genannten Vektoren bieten nur einen kleinen Uberblick iiber mogliche geeignete
Vektoren. Weitere Plasmide sind dem Fachmann bekannt und sind zum Beispiel beschrieben in:
Cloning Vectors (Hrsgb. Pouwels, P. H., et al., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985,
ISBN 0 444 904018). Weitere geeignete Expressionssysteme fiir prokaryotische und
cukaryotische Zellen siche in den Kapiteln 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch, E. F., und
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Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Auch kénnen die im Verfahren verwendeten Gene in einzelligen Pflanzenzellen (wie Algen),
siehe Falciatore et al., 1999, Marine Biotechnology 1 (3):239-251 und darin zitierte Literatur-
angaben, und Pflanzenzellen aus hdheren Pflanzen (z.B. Spermatophyten, wie Feldfriichten)
exprimiert werden. Beispicle fiir Pflanzen-Expressionsvektoren umfassen solche, die eingehend
beschrieben sind in: Becker, D., Kemper, E., Schell, J., und Masterson, R. (1992) "New plant
binary vectors with selectable markers located proximal to the left border", Plant Mol. Biol.
20:1195- 1197; und Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant trans-
formation", Nucl. Acids Res. 12:8711-8721; Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in:
Transgenic Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press,
1993, S. 15-38.

Eine Pflanzen-Expressionskassette enthélt vorzugsweise Regulationssequenzen, welche die Gen-
expression in Pflanzenzellen steuern konnen und funktionsfdhig verbunden sind, so dass jede
Sequenz ihre Funktion, wic Termination der Transkription, erfiillen kann, beispielsweise
Polyadenylierungssignale. Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind diejenigen, die aus
Agrobacterium tumefaciens-T-DNA stammen, wie das als Octopinsynthase bekannte Gen 3

des Ti-Plasmids pTiACH][delta] (Gicelen et al. (1984) EMBO J. 3: 835ff.) oder funktionelle
Aquivalente davon, aber auch alle anderen in Pflanzen funktionell aktiven Terminatoren sind

geeignet.

Da dic Pflanzengenexpression schr oft nicht auf Transkriptionsebene beschrinkt ist, enthélt eine

Pflanzen-Expressionskassette vorzugsweise andere funktionsfahig verbunden Sequenzen, wie
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Translationsenhancer, beispielsweise die Overdrive-Sequenz, welche die 5'-untranslatierte
Leader-Sequenz aus Tabakmosaikvirus, die das Protein/RNA-Verhiltnis erhoht, enthilt (Gallie
ctal. (1987) Nucl. Acids Rescarch 15:8693-8711).

Das inserierte Gen muss wie oben beschrieben funktionsfdhig mit einem geeigneten Promotor
verbunden sein, der die Genexpression auf rechtzeitige, zell- oder gewebespezifische Weise

durchfiihrt. Nutzbare Promotoren sind konstitutive Promotoren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989)
2195-2202), wie diejenigen, die von Pflanzenviren stammen, wie 35S CaMV (Franck et al., Cell
21 (1980) 285-294), 19S CaMV (siche auch US 5,352,605 und WO 84/02913) oder Pflanzen-

promotoren, wie der in US 4,962,028 beschriebene der kleinen Untereinheit der Rubisco.

Andere bevorzugte Sequenzen fiir die Verwendung zur funktionsfdhigen Verbindung in
Pflanzengenexpressions-Kassetten sind Targeting-Sequenzen, die zur Steuerung des
Genproduktes in sein entsprechendes Zellkompartiment notwendig sind (siche eine Ubersicht
in Kermode, Crit. Rev. Plant Sei. 15, 4 (1996) 285-423 und darin zitierte Literaturstellen),
beispiclsweise in die Vakuole, den Zellkern, alle Arten von Plastiden, wie Amyloplasten,
Chloroplasten, Chromoplasten, den extrazellularen Raum, die Mitochondrien, das
Endoplasmatische Retikulum, Olkérper, Peroxisomen und andere Kompartimente von

Pflanzenzellen.

Die Pflanzengenexpression ldsst sich auch wie oben beschrieben iiber einen chemisch induzier-
baren Promotor erleichtern (siche eine Ubersicht in Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol., 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen sich besonders, wenn

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

Promotoren sind ein Salicylséure-induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein Tetracyclin-
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induzierbarer Promotor (Gatz ct al. (1992) Plant J. 2: 397-404) und ein Ethanol-induzierbarer
Promotor. Auch Promotoren, die auf biotische oder abiotische Stressbedingungen reagieren, sind
geeignete Promotoren, beispiclsweise der pathogeninduzierte PRP1 -Gen-Promotor (Ward et al.
(1993) Plant. Mol. Biol. 22: 361-366), der hitzeinduzierbare hsp80- Promotor aus Tomate

(US 5,187,267), der kilteinduzierbare Alpha-Amylase-Promotor aus Kartoffel (WO 96/12814)
oder der durch Wunden induzierbare pinll-Promotor (EP-A-0 375 091).

Es sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, welche die Genexpression in Geweben und
Organen herbeifiihren, in denen die Fettsiure-, Lipid- und Olbiosynthese stattfindet, in Samen-
zellen, wie den Zellen des Endosperms und des sich entwickelnden Embryos. Geeignete
Promotoren sind der Napingen-Promotor aus Raps (US 5,608,152), der USP-Promotor aus Vicia
faba (Bacumlein et al. (1991) Mol Gen Genet, 225 (3): 459-67), der Oleosin-Promotor aus
Arabidopsis (WO 98/45461), der Phaseolin-Promotor aus Phascolus vulgaris (US 5,504,200), der
Bce4-Promotor aus Brassica (WO 91/13980) oder der Legumin-B4-Promotor (LeB4; Bacumlein
ct al. (1992) Plant Journal 2 (2):233-9) sowie Promotoren, welche die samenspezifische
Expression in Monokotyledonen-Pflanzen, wie Mais, Gerste, Weizen, Roggen, Reis usw.
herbeifiithren. Geeignete beachtenswerte Promotoren sind der Ipt2- oder Iptl-Gen-Promotor aus
Gerste (WO 95/15389 und WO 95/23230) oder die in WO 99/16890 beschriebenen (Promotoren
aus dem Gersten-Hordein-Gen, dem Reis-Glutelin-Gen, dem Reis-Oryzin-Gen, dem Reis-
Prolamin-Gen, dem Weizen-Gliadin-Gen, WeizenGlutelin-Gen, dem Mais-Zein-Gen, dem Hafer-

Glutelin-Gen, dem Sorghum-KasirinGen, dem Roggen-Secalin-Gen).

Insbesondere kann die multiparallele Expression der im Verfahren verwendeten Nuklein-
sauresequenzen gewiinscht sein. Die Einflihrung solcher Expressionskassetten kann iiber eine

simultane Transformation mehrerer einzelner Expressionskonstrukte erfolgen oder bevorzugt
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durch Kombination mehrerer Expressionskassetten auf einem Konstrukt. Auch konnen mehrere
Vektoren mit jeweils mehreren Expressionskassetten transformiert und auf die Wirtszelle

iibertragen werden.

Ebenfalls besonders geeignet sind Promotoren, welche die plastidenspezifische Expression
herbeifiihren, da Plastiden das Kompartiment sind, in dem die Vorldufer sowie einige End-
produkte der Lipidbiosynthese synthetisiert werden. Geeignete Promotoren, wie der virale RNA-
Polymerase-Promotor, sind beschricben in WO 95/16783 und WO 97/06250, und der clpP-
Promotor aus Arabidopsis, beschrieben in WO 99/46394.

Vektor-DNA ldsst sich in prokaryotische oder eukaryotische Zellen iiber herkdmmliche
Transformations- oder Transfektionstechniken einbringen. Die Begriffe "Transformation" und
"Transfektion", Konjugation und Transduktion, wie hier verwendet, sollen eine Vielzahl von im
Stand der Technik bekannten Verfahren zum Einbringen fremder Nukleinsdure (z.B. DNA) in
cine Wirtszelle, einschlieBlich Calciumphosphat- oder Calciumchlorid-Coprizipitation, DEAE-
Dextran-vermittelte Transfektion, Lipofektion, natiirliche Kompetenz, chemisch vermittelter
Transfer, Elcktroporation oder Teilchenbeschuss, umfassen. Geeignete Verfahren zur
Transformation oder Transfektion von Wirtszellen, einschlieBlich Pflanzenzellen, lassen sich
finden in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 2. Aufl., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und
anderen Labor-Handbiichern, wiec Methods in Molecular Biology, 1995, Bd. 44, Agrobacterium

protocols, Hrsgb: Gartland und Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey.

Der Begriff "Nukleinsdure(molekiil)", wie hier verwendet, umfasst in einer vorteilhaften

Ausflihrungsform zudem die am 3'- und am 5'-Ende des kodierenden Genbereichs gelegene
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untranslatierte Sequenz: mindestens 500, bevorzugt 200, besonders bevorzugt 100 Nukleotide der
Sequenz stromaufwirts des 5'-Endes des kodierenden Bereichs und mindestens 100, bevorzugt
50, besonders bevorzugt 20 Nukleotide der Sequenz stromabwirts des 3'-Endes des kodierenden
Genbereichs. Ein "isoliertes" Nukleinsduremolekiil wird von anderen Nukleinsduremolekiilen
abgetrennt, die in der natiirlichen Quelle der Nukleinsédure vorliegen. Eine "isolierte"
Nukleinsdure hat vorzugsweise keine Sequenzen, welche die Nukleinsdure in der genomischen
DNA des Organismus, aus dem dic Nukleinsdure stammt, natiirlicherweise flankieren (z.B.
Sequenzen, die sich an den 5'- und 3'-Enden der Nukleinséure befinden). Bei verschiedenen
Ausflihrungsformen kann das isolierte Nukleinsduremolekiil zum Beispiel weniger als etwa 5 kb,
4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb oder 0,1 kb an Nukleotidsequenzen enthalten, die natiirlicherweise
das Nukleinsduremolekiil in der genomischen DNA der Zelle, aus der die Nukleinsdure stammt,

flankieren.

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsduremolekiile, z.B. ein Nukleinsduremolekiil mit einer
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 oder cines Teils davon, kann unter
Verwendung molekularbiologischer Standardtechniken und der hier bereitgestellten Sequenz-
information isoliert werden. Auch kann mit Hilfe von Vergleichsalgorithmen beispiclsweise
cine homologe Sequenz oder homologe, konservierte Sequenzberciche auf DNA- oder Amino-
sdureebene identifiziert werden. Diese konnen als Hybridisierungssonde in Standard-Hybridi-
sierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989) zur Isolicrung weiterer im Verfahren niitzlicher Nukleinsaure-
sequenzen verwendet werden. Uberdies ldsst sich ein Nukleinsiuremolekiil, umfassend eine
vollstindige Sequenz der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 oder cinen Teil davon, durch

Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei Oligonukleotidprimer auf der Basis dieser Sequenz
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oder von Teilen davon verwendet werden (z.B. kann ¢in Nukleinsduremolekiil, umfassend die
vollstidndige Sequenz oder einen Teil davon, durch Polymerasekettenreaktion unter Verwendung
von Oligonukleotidprimern isoliert werden, dic auf der Basis dieser gleichen Sequenz erstellt
worden sind). Zum Beispiel lisst sich mRNA aus Zellen isolieren (z.B. durch das Guanidinium-
thiocyanat-Extraktionsverfahren von Chirgwin et al. (1979) Biochemistry 18:5294-5299) und
cDNA mittels Reverser Transkriptase (z.B. Moloney-MLV-Reverse-Transkriptase, erhéltlich
von Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-ReverseTranskriptase, erhéltlich von Seikagaku
America, Inc., St. Petersburg, FL) herstellen. Synthetische Oligonukleotidprimer zur
Amplifizierung mittels Polymerasekettenrcaktion lassen sich auf der Basis einer der in SEQ ID
NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 gezeigten Sequenzen oder mit Hilfe der in SEQ ID NO: 2 oder SEQ
ID NO: 4 dargestellten Aminosduresequenzen erstellen. Eine erfindungsgeméafe Nukleinsdure
kann unter Verwendung von cDNA oder alternativ von genomischer DNA als Matrize und
geeigneten Oligonukleotidprimern gemif Standard-PCR-Amplifikationstechniken amplifiziert
werden. Die so amplifizierte Nukleinsdure kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und
mittels DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. Oligonukleotide, die einer Desaturase-
Nukleotidsequenz entsprechen, kdnnen durch Standard-Syntheseverfahren, beispiclsweise mit

cinem automatischen DNA-Synthesegerét, hergestellt werden.

Homologe der verwendeten Desaturase-Nukleinsduresequenzen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1
oder SEQ ID NO: 3 bedeutet beispielsweise allelische Varianten mit mindestens 67 %, 68 % oder
69 %, bevorzugt mindestens ctwa 70 %, 74 %, 78 %, 80 % oder 84 %, stirker bevorzugt
mindestens ctwa 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 % oder 90 % und am stirksten bevorzugt
mindestens 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % oder mehr Identitit bzw.
Homologie zu einer in SEQ ID NO: | oder SEQ ID NO: 3 gezeigten Nukleotidsequenzen oder

thren Homologen, Derivaten oder Analoga oder Teilen davon. Weiterhin sind isolierte Nuklein-
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sauremolekiile einer Nukleotidsequenz, die an eine der in SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3
gezeigten Nukleotidsequenzen oder einen Teil davon hybridisieren, z.B. unter stringenten
Bedingungen hybridisiert. Unter einem Teil gemal der Erfindung ist dabei zu verstehen, dass
mindestens 25 Basenpaare (= bp), 50 bp, 75 bp, 100 bp, 125 bp oder 150 bp, bevorzugt
mindestens 175 bp, 200 bp, 225 bp, 250 bp, 275 bp oder 300 bp, besonders bevorzugt 350 bp,
400 bp, 450 bp, 500 bp oder mehr Basenpaare fiir die Hybridisicrung verwendet werden. Es kann
auch vorteilhaft die Gesamtsequenz verwendet werden. Allelische Varianten umfassen
insbesondere funktionelle Varianten, die sich durch Deletion, Insertion oder Substitution von
Nukleotiden aus/in der in SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 dargestellten Sequenz erhalten
lassen, wobei aber die Absicht ist, dass die Enzymaktivitit der davon herrithrenden
synthetisierten Proteine fiir die Insertion eines oder mehrerer Gene vorteilhafterweise beibehalten
wird. Proteine, die noch die enzymatische Aktivitit der A-6-Desaturase oder A-5-Desaturase
besitzen, das heillt deren Aktivitit im wesentlichen nicht reduziert ist, bedeutet Proteine mit
mindestens 10 %, vorzugsweise 20 %, besonders bevorzugt 30 %, ganz besonders bevorzugt

40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % der urspriinglichen Enzymaktivitit, verglichen mit dem durch
SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 kodierten Protein.

Homologen der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 bedeuten beispielsweise auch bakterielle,
Pilz- und Pflanzenhomologen, verkiirzte Sequenzen, einzelstringige DNA oder RNA der
kodierenden und nicht-kodierenden DNA-Sequenz.

Homologen der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 bedeutet auch Derivate, wie beispiclsweise
Promotorvarianten. Die Promotoren stromaufwirts der angegebenen Nukleotidsequenzen kénnen
durch einen oder mehrere Nukleotidaustausche, durch Insertion(en) und/oder Deletion(en)

modifiziert werden, ohne dass jedoch die Funktionalitit oder Aktivitit der Promotoren gestort
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wird. Es ist weiterhin moglich, dass die Aktivitét der Promotoren durch Modifikation ihrer
Sequenz erhoht ist oder dass sie vollstandig durch aktivere Promotoren, sogar aus heterologen

Organismen, ersetzt werden.

Die vorgenannten Nukleinsduren und Proteinmolekiile mit A-6-Desaturase- oder A-5-Desaturase-
Aktivitit, dic am Stoffwechsel von Lipiden und Fettsduren, PUFA-Cofaktoren und Enzymen
oder am Transport lipophiler Verbindungen iiber Membranen beteiligt sind, werden im
erfindungsgemifBen Verfahren zur Modulation der Produktion von PUFAs in transgenen
Organismen vorteilhaft in Pflanzen, wie Mais, Weizen, Roggen, Hafer, Triticale, Reis, Gerste,
Sojabohne, Erdnuss, Baumwolle, Linum-Arten wie Ol- oder Faserlein, Brassica-Arten, wie Raps,
Canola und Riibsen, Pfeffer, Sonnenblume, Borretsch, Nachtkerze und Tagetes, Solanacaen-
Pflanzen, wie Kartoffel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Maniok, Alfalfa,
Buschpflanzen (Kaffee, Kakao, Tee), Salix-Arten, Biume (Olpalme, Kokosnuss) und aus-
dauernden Grisern und Futterfeldfriichten, entweder direkt (z.B. wenn die Uberexpression oder
Optimierung eines Fettsdurebiosynthese-Proteins einen direkten Einfluss auf die Ausbeute,
Produktion und/oder Effizienz der Produktion der Fettsdure aus modifizierten Organismen hat)
verwendet und/oder kdnnen eine indirekt Auswirkung haben, die dennoch zu einer Steigerung der
Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion der PUFASs oder einer Abnahme
unerwiinschter Verbindungen fiihrt (z.B. wenn die Modulation des Stoffwechsels von Lipiden
und Fettsduren, Cofaktoren und Enzymen zu Verdnderungen der Ausbeute, Produktion und/oder
Effizienz der Produktion oder der Zusammensetzung der gewlinschten Verbindungen innerhalb
der Zellen fiithrt, was wiederum die Produktion ciner oder mehrerer Fettsduren beeinflussen

kann).
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Die Kombination verschiedener Vorldufermolekiile und Biosyntheseenzyme flihrt zur
Herstellung verschiedener Fettsduremolekiile, was eine entscheidende Auswirkung auf die

Zusammensetzung der Lipide hat.

Besonders zur Herstellung von PUFAs, beispielsweise Stearidonséure , Eicosapentaensaure,
Arachidonsédure und Docosahexaensiure, eignen sich Brassicaceae, Boraginaceen, Primulaceen,
oder Linaceen. Besonders vorteilhaft eignet sich Lein (Linum usitatissimum) zur Herstellung von
PUFAS mit den erfindungsgeméBen Nukleinsduresequenzen, bevorzugt, wie beschrieben, in

Kombination mit weiteren Desaturasen und Elongasen.

Die Lipidsynthese ldsst sich in zwei Abschnitte unterteilen: die Synthese von Fettsduren und ihre
Bindung an sn-Glycerin-3-Phosphat sowie die Addition oder Modifikation einer polaren Kopf-
gruppe. Ubliche Lipide, die in Membranen verwendet werden, umfassen Phospholipide,
Glycolipide, Sphingolipide und Phosphoglyceride. Die Fettsduresynthese beginnt mit der
Umwandlung von Acetyl-CoA in Malonyl-CoA durch die Acetyl-CoA-Carboxylase oder in
Acetyl-ACP durch die Acetyltransacylase. Nach einer Kondensationsreaktion bilden diese beiden
Produktmolekiile zusammen Acectoacetyl-ACP, das iiber eine Reihe von Kondensations-,
Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen umgewandelt wird, so dass ein geséttigtes
Fettsduremolekiil mit der gewiinschten Kettenlidnge erhalten wird. Die Produktion der
ungeséttigten Fettséduren aus diesen Molekiilen wird durch spezifische Desaturasen katalysiert,
und zwar entweder aerob mittels molekularem Sauerstoff oder anaerob (beziiglich der Fett-
sauresynthese in Mikroorganismen siche F. C. Neidhardt et al. (1996) E. coli und Salmonella.
ASM Press: Washington, D. C1 S. 612-636 und darin enthaltene Literaturstellen; Lengeier et al.
(Hrsgb.) (1999) Biology of Procaryotes. Thieme: Stuttgart, New York, und dic enthaltene
Literaturstellen, sowic Magnuson, K., et al. (1993) Microbiological Reviews 57:522-542 und
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die enthaltenen Literaturstellen). Die so hergestellten an Phospholipide gebundenen Fettsduren
miissen anschlieBend wieder fiir die weiteren Elongationen aus den Phospholipiden in den
FettsdureCoA-Ester-Pool {iberfiihrt werden. Dies ermdglichen Acyl-CoA:Lysophospholipid-
Acyltransferasen. Weiterhin konnen diese Enzyme die elongierten Fettsduren wieder von den
CoA-Estem auf die Phospholipide iibertragen. Diese Reaktionsabfolge kann gegebenenfalls

mehrfach durchlaufen werden.

Vorliufer fiir die PUFA-Biosynthese sind beispiclsweise Olsiure, Linol- und Linolensiure. Diese
C18-Kohlenstoff-Fettsduren miissen auf C20 und C22 verldngert werden, damit Fettsduren vom
Eicosa- und Docosa-Kettentyp, insbesondere ARA und EPA erhalten werden. Mit Hilfe der im
Verfahren verwendeten Desaturasen und/oder Elongase konnen Arachidonsédure, Eicosapentaen-
sdure, Docosapentaensédure oder Docosahexaensdure, vorteilhaft Eicosapentaensiure, Arachidon-
saure und/oder Docosahexaensdure hergestellt werden und anschlieBend fiir verschiedene
Zwecke bei Nahrungsmittel-, Futter-, Kosmetik- oder pharmazeutischen Anwendungen
verwendet werden. Mit den genannten Enzymen konnen C20- und/oder C22-Fettsduren mit
mindestens zwei, vorteilhaft mindestens drei, vier, fiinf oder sechs Doppelbindungen im
Fettsduremolekiil, vorzugsweise C20- oder C22-Fettsduren mit vorteilhaft vier, flinf oder sechs
Doppelbindungen im Fettsduremolekiil hergestellt werden. Die Desaturierung kann vor oder nach
Elongation der entsprechenden Fettsdure erfolgen. Daher fithren die Produkte der Desaturase-
aktivitidten und der moglichen weiteren Desaturierung und Elongation zu bevorzugten PUFAs mit
hdherem Desaturierungsgrad, einschlieBlich einer weiteren Elongation von C20 zu C22-Fett-
sduren, zu Fettsduren wie y-Linolensédure, Dihomo-y-linolensédure, Arachidonséure, Stearidon-
sdure, Eicosatetraensdure oder Eicosapentaensdure. Substrate der im erfindungsgemélen
Verfahren verwendeten Desaturasen und Elongasen sind C16-, C18- oder C20-Fettsduren wic

zum Beispiel Linolséure, y-Linolenséiure, a-Linolensdure, Dihomo-y-linolenséure, Eicosatetra-
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ensdure oder Stearidonsdure. Bevorzugte Substrate sind Linolséure, y-Linolensdure und/oder a-
Linolensdure, Dihomo-y-linolensdure bzw. Arachidonséure, Eicosatetraensdure oder Eicosa-
pentaensdure. Die synthetisierten C20- oder C22- Fettsduren mit mindestens zweli, drei, vier, fiinf
oder sechs Doppelbindungen in der Fettsdure fallen im erfindungsgeméfen Verfahren in Form

der freien Fettsdure oder in Form ihrer Ester beispiclsweise in Form ihrer Glyceride an.

Unter dem Begriff "Glycerid" wird ein mit ein, zwei oder drei Carbonséureresten verestertes
Glycerin verstanden (Mono-, Di- oder Triglycerid). Unter "Glycerid" wird auch ein Gemisch an
verschiedenen Glyceriden verstanden. Das Glycerid oder das Glyceridgemisch kann weitere
Zusitze, z.B. freie Fettsduren, Antioxidantien, Proteine, Kohlenhydrate, Vitamine und/oder

andere Substanzen enthalten.

Unter einem "Glycerid" im Sinne des erfindungsgeméfen Verfahrens werden ferner vom
Glycerin abgeleitete Derivate verstanden. Dazu zdhlen neben den oben beschriebenen Fett-
saureglyceriden auch Glycerophospholipide und Glyceroglycolipide. Bevorzugt seien hier die
Glycerophospholipide wie Lecithin (Phosphatidylcholin), Cardiolipin, Phosphatidylglycerin,
Phosphatidylserin und Alkylacylglycerophospholipide beispielhaft genannt.

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

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

Verbffentlichungen iiber die Pflanzen-Fettsdurebiosynthese, Desaturierung, den Lipid-

stoffwechsel und Membrantransport von fetthaltigen Verbindungen, die Betaoxidation,
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Fettsduremodifikation und Cofaktoren, Triacylglycerin-Speicherung und -Assemblierung
cinschlieBlich der Literaturstellen darin siche in den folgenden Artikeln: Kinney, 1997, Genetic
Engeneering, Hrsgb.: JK Setlow, 19:149-166; Ohlrogge und Browse, 1995, Plant Cell 7:957-970;
Shanklin und Cahoon, 1998, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49:611-641 ; Voelker,
1996, Genetic Engencering, Hrsgb.: JK Setlow, 18:111-13; Gerhardt, 1992, Prog. Lipid R. 31
:397-417; Glihnemann-Schéfer & Kindl, 1995, Biochim. Biophys Acta 1256:181-186; Kunau et
al., 1995, Prog. Lipid Res. 34:267-342; Stymne ct al., 1993, in: Biochemistry and Molecular
Biology of Membrane and Storage Lipids of Plants, Hrsgb.: Murata und Somerville, Rockville,
American Society of Plant Physiologists, 150-158, Murphy & Ross 1998, Plant Journal. 13(1):1-
16.

Die im Verfahren hergestellten PUFAs, umfassen eine Gruppe von Molekiilen, die hohere Tiere
nicht mehr synthetisieren kdnnen und somit aufnechmen miissen oder die hdhere Tiere nicht mehr
ausreichend selbst herstellen konnen und somit zusétzlich aufnchmen miissen, obwohl si¢ leicht
von anderen Organismen, wic Bakterien, synthetisiert werden, beispielsweise konnen Katzen

Arachidonséure nicht mehr synthetisieren.

Unter Phospholipiden im Sinne der Erfindung sind zu verstehen Phosphatidylcholin,
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylglycerin und/oder Phosphatidylinositol
vorteilhafterweise Phosphatidylcholin. Die Begriffe Produktion oder Produktivitit sind im
Fachgebiet bekannt und beinhalten die Konzentration des Fermentationsproduktes, das in einer
bestimmten Zeitspanne und einem bestimmten Fermentationsvolumen gebildet wird (z.B. kg
Produkt pro Stunde pro Liter). Es umfasst auch die Produktivitét innerhalb einer Pflanzenzelle
oder einer Pflanze, das heilit den Gehalt an den gewiinschten im Verfahren hergestellten

Fettsduren bezogen auf den Gehalt an allen Fettsiduren in dieser Zelle oder Pflanze. Der Begriff
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Effizienz der Produktion umfasst die Zeit, dic zur Erziclung einer bestimmten Produktionsmenge
ndtig ist (z.B. wic lange die Zelle zur Aufrichtung ciner bestimmten Durchsatzrate einer
Feinchemikalie bendtigt). Der Begriff Ausbeute oder Produkt/Kohlenstoff-Ausbeute ist im
Fachgebiet bekannt und umfasst die Effizienz der Umwandlung der Kohlenstoffquelle in das
Produkt (d.h. die Feinchemikalie). Dies wird gewohnlich beispielsweise ausgedriickt als kg
Produkt pro kg Kohlenstoffquelle. Durch Erhdhen der Ausbeute oder Produktion der Verbindung
wird diec Menge der gewonnenen Molekiile oder der geeigneten gewonnenen Molekiile dieser
Verbindung in einer bestimmten Kulturmenge iiber einen festgelegten Zeitraum erhoht. Die
Begriffe Biosynthese oder Biosyntheseweg sind im Fachgebiet bekannt und umfassen die
Synthese einer Verbindung, vorzugsweise ciner organischen Verbindung, durch ecine Zelle aus
Zwischenverbindungen, beispiclsweise in einem Mehrschrittund stark regulierten Prozess. Die
Begriffe Abbau oder Abbauweg sind im Fachgebiet bekannt und umfassen die Spaltung ciner
Verbindung, vorzugsweise einer organischen Verbindung, durch eine Zelle in Abbauprodukte
(allgemeiner gesagt, kleinere oder weniger komplexe Molekiile) beispielsweise in einem
Mehrschritt- und stark regulierten Prozess. Der Begriff Stoffwechsel ist im Fachgebiet bekannt
und umfasst die Gesamtheit der biochemischen Reaktionen, die in einem Organismus stattfinden.
Der Stoffwechsel einer bestimmten Verbindung (z.B. der Stoffwechsel einer Fettsdure) umfasst
dann die Gesamtheit der Biosynthese-, Modifikations- und Abbauwege dieser Verbindung in der
Zelle, die diese Verbindung betreffen.

Die Desaturierungseffizenz im Rahmen der Erfindung lésst sich berechnen durch die Formel

(Produkt x 100)/(Edukt + Produkt).

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie (= Identitét) von zwei Aminoséuresequenzen (z.B.

einer der Sequenzen der SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4) oder von zwei Nukleinsiduren (z.B.
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SEQ ID NO: I oder SEQ ID NO: 3) werden die Sequenzen zum Zweck des optimalen Vergleichs
untereinander geschrieben (z.B. konnen Liicken in die Sequenz eines Proteins oder einer
Nukleinsédure eingefiigt werden, um ein optimales Alignment mit dem anderen Protein oder der
anderen Nukleinsdure zu erzeugen). Die Aminosdurereste oder Nukleotide an den entsprechenden
Aminosdurepositionen oder Nukleotidpositionen werden dann verglichen. Wenn eine Position in
einer Sequenz durch den gleichen Aminosdurerest oder das gleiche Nukleotid wie die ent-
sprechende Stelle in der anderen Sequenz belegt wird, dann sind die Molekdile an dieser Position
homolog (d.h. Aminoséure- oder Nukleinsdure-“Homologie®, wie hier verwendet, entspricht
Aminoséure- oder Nukleinsdure-"ldentitét"). Die prozentuale Homologie zwischen den beiden
Sequenzen ist eine Funktion der Anzahl an identischen Positionen, die den Sequenzen gemein-
sam sind (d.h. % Homologic = Anzahl der identischen Positionen/Gesamtanzahl der Positionen

x 100). Die Begriffe Homologie und Identitit sind damit als Synonym anzusehen. Die ver-

wendeten Programme bzw. Algorithmen sind oben beschrieben.

Ein isoliertes Nukleinsduremolekiil, das fiir cine A-6-Desaturase oder A-5-Desaturase kodiert,
die zu einer Proteinsequenz der SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 4 homolog ist, kann durch
Einbringen einer oder mehrerer Nukleotidsubstitutionen, -additionen oder - deletionen in eine
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 erzeugt werden, so dass cine oder
mehrere Aminosauresubstitutionen, -additionen oder -deletionen in das kodierte Protein ein-
gebracht werden. Mutationen konnen in eine der Sequenzen der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID
NO: 3 durch Standardtechniken, wie stellenspezifische Mutagenese und PCR-vermittelte
Mutagenese, cingebracht werden. Vorzugsweise werden konservative Aminoséduresubstitutionen
an einer oder mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen Aminosédureresten hergestellt. Bei
einer "konservativen Aminosauresubstitution" wird der Aminoséurerest gegen einen Amino-

sdurerest mit einer dhnlichen Seitenkette ausgetauscht. Im Fachgebiet sind Familien von
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Aminosdureresten mit dhnlichen Seitenketten definiert worden. Diese Familien umfassen
Aminosduren mit basischen Seitenketten (z.B. Lysin, Arginin, Histidin), sauren Seitenketten
(z.B. Asparaginsdure, Glutaminséure), ungeladenen polaren Seitenketten (z.B. Glycin, Asparagin,
Glutamin, Serin, Threonin, Tyrosin, Cystein), unpolaren Seitenketten, (z.B. Alanin, Valin,
Leucin, Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta-verzweigten Seitenketten
(z.B. Threonin, Valin, Isoleucin) und aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanin,
Tryptophan, Histidin). Ein vorhergesagter nicht-essentieller Aminoséurerest in einer A-6-
Desaturase oder A-5-Desaturase wird somit vorzugsweise durch einen anderen Aminoséurerest
aus der gleichen Seitenkettenfamilie ausgetauscht. Alternativ konnen bei einer anderen
Ausfithrungsform die Mutationen zufallsgemal liber die gesamte oder einen Teil der fiir die A-6-
Desaturase oder A-5-Desaturase kodierenden Sequenz eingebracht werden, z.B. durch
Sattigungsmutagenese, und die resultierenden Mutanten kdnnen nach der hier beschriebenen A-6-
Desaturase oder A-5-Desaturase-Aktivitdt durchmustert werden, um Mutanten zu identifizieren,
die die A-6-Desaturase oder A-5-Desaturase-Aktivitit beibehalten haben. Nach der Mutagenese
einer der Sequenzen SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 kann das kodierte Protein rekombinant
exprimiert werden, und die Aktivitét des Proteins kann z.B. unter Verwendung der hier
beschriebenen Tests bestimmt werden. Danach wird in der Regel die Aktvitdt durch Expression
der entsprechenden cDNA in einem Organismus wie Hefe und anschieBender Fettsdureanalyse

nachgewiesen.

Weitere Erfindungsgegenstinde sind transgene nicht-humane Organismen, die die erfindungs-
gemifen Nukleinséduren gemaB3 SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 enthalten oder ¢in
Genkonstrukt oder ein Vektor, die diese erfindungsgeméfen Nukleinsduresequenzen enthalten.
Vorteilhaft handelt es sich bei dem nicht-humanen Organismus um einen Mikroorganismus, ein

nicht-humanes Tier oder eine Pflanze, besonders bevorzugt um cine Pflanze. Beispiele fiir



10

15

20

WO 2008/104559 PCT/EP2008/052358

-93 .

geeignete Pflanzen wurden bereits genannt.

Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschaulicht, die nicht als
beschriankend aufgefasst werden sollten. Der Inhalt simtlicher in dieser Patentanmeldung
zitierten Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und verdffentlichten Patentanmeldungen ist

hier durch Bezugnahme aufgenommen.

Beispicle

Beispiel 1 : Allgemeine Klonierungsverfahren

Die Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Gelelektrophorese,
Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsduren auf Nitrozellulose- und Nylon-
Membranen, Verkniipfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia coli-Zellen,
Anzucht von Bakterien und die Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden wie bei Sambrook
ct al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0- 8§7969-309-6) beschricben
durchgefiihrt.

Beispiel 2: Sequenzanalyse rekombinanter DNA

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekiile erfolgte mit einem Laserfluoreszenz-DNA-
Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode von Sanger (Sanger et al. (1977) Proc. Natl.
Acad. Sei. USA74, 5463-5467). Fragmente resultierend aus einer Polymerase Kettenreaktion

wurden zur Vermeidung von Polymerasefehlem in zu exprimierenden Konstrukten sequenziert
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und tberpriifi.

Beispiel 3: Lipidextraktion aus Hefen und Samen

Die Auswirkung der genetischen Modifikation in Pflanzen, Pilzen, Algen oder Ciliaten auf die
Produktion einer gewiinschten Verbindung (wie einer Fettsdure) kann bestimmt werden, indem
die modifizierten Mikroorganismen oder dic modifizierte Pflanze unter gecigneten Bedingungen
(wie den vorstehend beschriebenen) geziichtet werden und das Medium und/oder die zelluldren
Komponenten auf die erhohte Produktion des gewiinschten Produktes (d.h. von Lipiden oder
einer Fettsdure) untersucht wird. Diese Analysetechniken sind dem Fachmann bekannt und
umfassen Spektroskopie, Diinnschichtchromatographie, Férbeverfahren verschiedener Art,
enzymatische und mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hoch-
leistungs-Fliissigkeitschromatographie (siche beispielsweise Ullman, Encyclopedia of Industrial
Chemistry, Bd. A2, S. 89-90 und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., ct al. (1987)
"Applications of HPLC in Biochemistry" in: Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapitel I1I: "Product
recovery and purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P.A., et al. (1988) Bio-
separations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and Sons; Kennedy, J. F.,
und Cabral, J. M. S. (1992) Recovery processes for biological Materials, John Wiley and Sons;
Shaeiwitz, J.A., und Henry, J. D. (1988) Biochemical Separations, in: Ullmann's Encyclopedia of
Industrial Chemistry, Bd. B3; Kapitel 11, S. 1-27, VCH: Weinheim; und Dechow, FJ. (1989)
Separation and purification techniques in biotechnology, Noyes Publications). Neben den oben
erwihnten Verfahren werden Pflanzenlipide aus Pflanzenmaterial wie von Cahoon et al. (1999)
Proc. Natl. Acad. Sei. USA 96 (22): 12935-12940, und Browse et al. (1986) Analytic
Biochemistry 152:141-145, beschrieben extrahiert. Die qualitative und quantitative Lipid- oder
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Fettsdurcanalyse ist beschrieben bei Christie, William W., Advances in Lipid Methodology,
Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid Library; 2); Christie, William W., Gas Chromato-
graphy and Lipids. A Practical Guide - Ayr, Scotland: Oily Press, 1989, Repr. 1992, IX, 307

S. (Oily Press Lipid Library; 1); "Progress in Lipid Research, Oxford: Pergamon Press, 1 (1952) -
16 (1977) u.d.T.: Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids CODEN.

Zusitzlich zur Messung des Endproduktes der Fermentation ist es auch moglich, andere
Komponenten der Stoffwechselwege zu analysieren, die zur Produktion der gewiinschten
Verbindung verwendet werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, um die Gesamteffizienz der
Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverfahren umfassen Messungen der
Néhrstoffmengen im Medium (z.B. Zucker, Kohlenwasserstoffe, Stickstoffquellen, Phosphat und
andere lonen), Messungen der Biomassezusammensetzung und des Wachstums, Analyse der
Produktion {iblicher Metabolite von Biosynthesewegen und Messungen von Gasen, die wiahrend
der Fermentation erzeugt werden. Standardverfahren flir diese Messungen sind in Applied
Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes und P. F. Stanbury, Hrsgb., IRL
Press, S. 103-129; 131-163 und 165-192 (ISBN: 0199635773) und darin angegebenen

Literaturstellen beschrieben.

Ein Beispiel ist dic Analyse von Fettsduren (Abkiirzungen: FAME, Fettsduremethylester; GC-
MS, Gas-Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie; TAG, Triacylglycerin; TLC,

Diinnschichtchromatographie).

Der unzweideutige Nachweis flir das Vorliegen von Fettsdureprodukten kann mittels Analyse
rekombinanter Organismen nach Standard-Analyseverfahren erhalten werden: GC, GC-MS oder

TLC, wie verschiedentlich beschrieben von Christic und den Literaturstellen darin (1997, in:
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Advances on Lipid Methodology, Vierte Aufl.: Christie, Oily Press, Dundee, 119-169; 1998,
Gaschromatographie-Massenspektrometrie Verfahren, Lipide 33:343-353). Das zu analysierende
Material kann durch Ultraschallbehandlung, Mahlen in der Glasmiihle, fliissigen Stickstoff und
Mabhlen oder iiber andere anwendbare Verfahren aufgebrochen werden. Das Material muss nach
dem Aufbrechen zentrifugiert werden. Das Sediment wird in Aqua dest. resuspendiert, 10 min bei
100°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und emeut zentrifugiert, gefolgt von Extraktion in 0,5 M
Schwefelsdure in Methanol mit 2 % Dimethoxypropan flir 1 Std. bei 90°C, was zu hydrolysierten
Ol- und Lipidverbindungen fiihrt, die transmethylierte Lipide ergeben. Diese Fettsiuremethyl-
ester werden in Petrolether extrahiert und schlieBlich einer GC-Analyse unter Verwendung einer
Kapillarsdule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 mikrom, 0,32 mm) bei
einem Temperaturgradienten zwischen 170°C und 240°C fiir 20 min und 5 min bei 240°C
unterworfen. Die Identitét der erhaltenen Fettsduremethylester muss unter Verwendung von

Standards, die aus kommerzicllen Quellen erhéltlich sind (d.h. Sigma), definiert werden.

Pflanzenmaterial wird zunédchst mechanisch durch Mérser homogenisiert, um es einer
Extraktion zugénglicher zu machen. Dann wird 10 min auf 100°C erhitzt und nach dem
Abkiihlen auf Eis erneut sedimentiert. Das Zellsediment wird mit 1 M methanolischer
Schwefelsdure und 2 % Dimethoxypropan 1 h bei 90°C hydrolysiert und die Lipide trans-
methyliert. Die resultierenden Fettsduremethylester (FAME) werden in Petrolether extrahiert.
Die extrahierten FAME werden durch Gasfliissigkeitschromatographie mit einer Kapillarsidule
(Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0,32 mm) und ¢inem Temperatur-
gradienten von 170°C auf 240°C in 20 min und 5 min bei 240°C analysiert. Die Identitét der
Fettsduremethylester wird durch Vergleich mit entsprechenden FAME-Standards (Sigma)
bestitigt. Die Identitdt und die Position der Doppelbindung kann durch geeignete chemische
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Derivatisierung der FAME-Gemische z.B. zu 4,4-Dimethoxyoxazolin-Derivaten (Christie (1998)
Chem. Phys. Lipids 94, 35-41) mittels GC-MS weiter analysiert werden.

Beispiel 4: Klonierung von Desaturase-Genen aus Mantoniella squamata

Mantoniella squamata (Manton et Parke), Desikachary, wurde von der Algenkultursammlung
Gottingen (SAG, Deutschland) bezogen. Nicht-axenische Kulturen wurde in Batch-Kulturen
unter Langtaglicht (14 h)-Bedingungen mit 45 pumol Photonen m™ s in 50-200 ml Brackish
Water-Medium (1/2 SWES), ergédnzt mit Bodenextrakt, bei 20 °C angezogen. Die Biomasse

wurde durch Zentrifugieren geerntet und zur Gesamt-RNA-Isolierung verwendet.

Gesamt-RNA wurde aus einer 7 Tage alten M. squamata-Kultur unter Einsatz des RNAcasy Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) extrahiert. Poly A+ RNA wurde aus der Gesamt-RNA mittels
Oligo-dT-Cellulose (Sambrook ct al., 1989, vide supra) isoliert. Reverse Transcription wurde
unter Verwendung des Reverse Transcription Kit von Promega durchgefiihrt und die erhaltene
cDNA wurde in den lambda ZAP-Vector (lambda ZAP Gold, Stratagene) nach den Angaben des
Herstellerprotokolls inseriert. Nach iz vivo mass excision der cDNA-Bibliothek, Plasmid-
gewinnung und Transformation von Escherichia coli wurde Plasmid-DNA auf einem Qiagen
DNA-Aufreinigungsroboter (Qiagen, Hilden, Germany) nach den Herstellerangaben préapariert
und einer Random-Sequenzierung mittels der Kettenabbruch-Methode unter Einsatz des ABI
PRISM Big Dye Termination Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer, Weiterstadt,
Germany) unterzogen. Auswertung und Annotation der EST-Sequenzen zwischen 100 und 500
Basenpaaren ergab eine EST-Datenbank mit nicht-redundanten Sequenzen. In dieser Datenbank

konnten erfolgreich neue Desaturase-Sequenzen aus M. squamata identifiziert werden.
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5 ul von aus M. squamata isolierter Gesamt-RNA wurde transcribiert and und an Adapter-ligierte
doppelstrangige cDNA (ds-cDNA) unter Verwendung des Marathon cDNA amplification kit
(BD Bioscience) nach den Angaben des Herstellers ligiert. Die Adapter-ligierte ds-cDNA wurde
mit sterilem dd H»O verdiinnt (1:250) und als Template fiir 5'- und 3'-RACE PCR-Reaktionen
cingesetzt, um die fehlenden 5'-prime- und 3'-prime-Enden der kodierenden Sequenzen fiir
verschiedene Desaturasen zu erhalten. Fiir die RACE-Reaktionen wurden ein Marathon cDNA-
Adapterprimer 1 (AP1) und ein Gen-spezifischer Primer anhand der EST-Sequenzinformationen
designt. Die in 5'- und 3'-RACE-Reaktionen eingesetzten Primer sahen wie folgt aus: flir MsA6
(Msl, A-6-Desaturase aus M. squamata) als

5-RACE-Primer 5'-CATCCGGGCGGCAGCGTCATCTTCTAC-3'

und als

3'-RACE-Primer 5'-GGAGAAGAGGTGGTGGATGACCTGG-3";

flir MsAS5 (Msll, A-5-Desaturase aus M. squamata) als

5-RACE-Primer 5'-CCGAGTGAGGGGAGTACGTGGCGGG-3'

und als

3'-RACE-Primer 5'-CACTCTCCGGCGGGCTCAACTACC-3".

Ein 50 pl-Standardreaktionsansatz enthielt 1 x Ex Taq DNA Polymerase-Puffer, 1x Ex Taqg DNA
Polymerase (TaKaRa Bio), 0,2 mM von jedem dNTP, 0,5 uM 5'-Primer oder 3'-Primer, 0,5 uM
API und 5 pl der verdiinnten Adapter-ligierten ds-cDNA. Die RACE-PCR-Amplifizierung
wurde wie folgt durchgefiihrt: 30 s bei 94°C; 5 Zyklen von 5 s bei 94 °C, 3 min bei 72 °C; 5
Zyklen von 5 s bei 94 °C, 3 min bei 70 °C; 20 Zyklen von 5 s bei 94 °C, 3 min bei 68 °C. Die
amplifizierten Produkte wurden aus Agarosegelen isoliert, mittels eines Kits (GE Healthcare

Bioscience) gereinigt und anschlieBend in das Plasmid pGEM-T (Promega) kloniert.
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Anhand der durch die RACE-PCR erhaltenen 5'- und/oder 3'-cDNA-Sequenzdaten wurden die
putativen Translationsstartcodons und -stopcodons identifiziert, und diese Sequenzinformationen
wurde verwendet, um full-length cDNA-Klone der putativen Desaturasen aus M. squamata zu

erhalten.

Mittels der verfolgten EST-Sequenzierungsstrategic wurden mehr als 3500 nicht-redundante
Sequenzen generiert. Die Sequenzen der beiden isolierten full length-cDNA-Klone fiir
Desaturasen aus M. squamata sind in SEQ ID NO: 1 und 3 angegeben. Dabei stellt die Msl
cDNA cine A-6-Desaturase dar, gezeigt in SEQ ID NO: 1, die als MsA6 (M. squamata A-6-
Desaturase) annotiert wurde. Die Aminosduresequenz, gezeigt in SEQ ID NO: 2 zeigt einen ORF
von 450 Aminoséduren. Die MsIl cDNA, gezeigt in SEQ ID NO: 3, kodiert fiir eine A-5-
Desaturase, deren Aminosauresequenz, gezeigt in SEQ ID NO: 4, ecinen ORF von 483
Aminoséuren aufweist. Entsprechend wurde der MslI-Klon als MsAS (M. squamata A-5-

Desaturase) annotiert.

Vergleicht man die Sequenzen mit bekannten Desaturasen, ergeben sich durchaus Gemeinsam-
keiten, cinschlieBlich eines N-terminalen HPGG-Motifs (Cytochom b5-Bindungsdoméne), der
drei Histidin-Boxen, die aller Wahrscheinlichkeit nach ¢ine Rolle bei der Koordination des
Diiron-Zentrums des aktiven Zentrums spiclen (Shanklin and Cahoon (1998) Annu. Rev. Plant
Physiol. Plant Mol. Biol. 49, 611-641), und der variableren dritten Histidin-Box mit e¢iner
typischen H- nach Q-Substitution. Diese Eigenschaften sind charakteristisch fuir front-end-

Desaturasen.
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Beispiel 5: Expression der Desaturasen in Hefe

Gen-spezifische Primer wurden zu den 5'- und 3'-Enden der kodierenden Regionen der
entsprechenden Nukleotidsequenzen unter Einfiihrung von Restriktionsschnittstellen fiir die
anschlieBende Klonierung in die verschiedenen Hefeexpressionsvektoren designed. Fiir die erste
Charakterisierung der MsA6 wurde der ORF (open reading frame, offener Leserahmen) von
MsA6 mit den in Tabelle 1 angebenen Primern in pYES2 kloniert. Fiir die weitere Charak-
terisierung wurden die Forward-Primer von MsA6 und MsAS derart designt, dass die
Nukleotidsequenz ACATA vor dem ATG-Startcodon enthalten war (Tabelle 1), um die
Translationsinitiierung in eukaryoten Zellen zu verbessern. Die ORFs von MsA6 und MsAS
wurden mittels PCR mit den beschriebenen Primern (siche Tabelle 1) unter Einsatz des Expand
High Fidelity"™ PCR Systems (Roche Diagnostics), von cDNA als Template und einem
Standard-PCR-Protocol (2 min bei 94 °C, 10 Zyklen von 10 s bei 94 °C, 30 s bei 70 °C, 80 s bei
72 °C, gefolgt von 20 Zyklen von 10 s bei 94 °C und 3 min bei 72 °C, und einem abschlieBenden
Elongationsschritt von 7 min bei 72 °C) modifiziert. Die amplifizierten cDNAs wurden in den
pGEM-T-Vektor (Promega) kloniert, bevor sic wieder herausgeschnitten und in einen
Hefeexpressionsvektor (pYES2, Invitrogen, pESC-LEU oder pESC-TRP, Stratagenc) kloniert
wurden, was in den Vektoren pYES2-MsA6, pESC-LEU-MsA6 und pESC-TRP-MsAS

resultierte.

Fiir Co-Expressionsexperimente wurde die A6-Elongase aus Physcomitrella patens, PSE1 (Zank
et al. (2002) Plant J. 31: 255-268) in den Hefeexpressionsvektor pESC-LEU kloniert, um den
Vektor pESC-LEU-PSE1-MsA6 zu erhalten, bevor der ORF von MsA6 wie oben erldutert

inseriert wurde.
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Zum Zwecke des Vergleichs mit den bekannten Desaturasen aus Phaeodactylum tricornutum,
PtA6 and PtA5, wurden die P. tricornutum cDNA-Klone in Hefeexpressionsvektoren wie oben
fiir die M. squamata-Desaturasen beschrieben kloniert, wodurch pESC-LEU-PSE1-PtA6 und
pESC-TRP-PtAS erhalten wurden. Sdmtliche Primer fiir full length-cDNAs und die
Hefeexpressionskonstrukte sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

S. cerevisiae-Zellen vom Stamm INVScl von Invitrogen (Karlsruhe, Germany) wurden nach der
Methode von Dohmen ct al. (Dohmen et al. (1991) Yeast 7: 691-692) transformiert. Zum Zwecke
der Induktion wurden Expressionskulturen fiir 72 h bei 21 - 23 °C in Gegenwart von 2 % (w/v)
Galactose, ergiinzt mit 350 uM eines geeigneten Fettsduresubstrats und in Gegenwart von 1 %
Igepal CA 630 ('NP 40") von Sigma-Aldrich angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren
bei 1200 g fiir 5 min geerntet und die Pellets zweimal mit sterilem dd H,O gewaschen, bevor sie
fiir weitere Analysen eingesetzt wurden. Der mit dem leeren Vektor bzw. den leeren Vektoren

transformierte Wirtsstamm wurde in simtlichen Experimenten als Negativkontrolle verwendet.
Beispiel 6: Fettsdurcanalyse

Fettsduremethylester (FAMEs) wurden durch Transmethylierung der Hefezellsedimente mit 0,5
M Schwefelsdure in Methanol enthaltend 2 % (v/v) Dimethoxypropan bei 80 °C fiir 1 h erhalten.
FAMESs wurden in Hexan extrahiert und durch Gas-Chromatographie (GC) analysiert. Die GC-
Analyse wurde mit einem Agilent GC 6890-System, gekoppelt mit einem FID-Detektor
ausgestattet mit einer 122-2332 DB-23-Kapillarsédule (30 m x 0,32 mm; 0,5 um Beschichtungs-
dicke; Agilent) durchgefiihrt. Helium wurde als Trigergas (1 ml min™) verwendet. Proben
wurden bei 220 °C injiziert. Der Temperaturgradient war wie folgt: 150 °C fiir 1 min, 150 °C -
200°C bei 15 °C min™', 200 °C - 250 °C bei 2 °C min™', und 250 °C fiir 10 min. Die Daten wurden
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mittels HP ChemStation Rev. A09.03 ausgewertet. FAMEs wurden durch Vergleich mit

geeigneten Referenzsubstanzen von FAMESs identifiziert.

Um die Substrat- und Regiospezifitit der putativen Desaturasen zu bestétigen, waren die full
length-cDNAs von MsA6 und MsAS5 in pYES2, pESC-LEU and pESC-TRP kloniert worden. In
diesen Vektoren stehen die Desaturase-Sequenzen unter Kontrolle des Galaktose-induzierbaren
Promotors GALI bzw. GAL10. Die erhaltenen Plasmide wurden mit MsA6-pYES2, MsA6-
pESC-LEU und MsAS5-pESC-TRP bezeichnet. Die Klone wurden cinzeln im S. cerevisiae-

Stamm INVScl exprimiert. Beide Transformanten wurden in Gegenwart potentieller Fett-
A912 | g.3A912.15

2

sduresubstrate flir A-6- und A-5-Desaturasen inkubiert, ndmlich jeweils 18:2
20:3%5111 ynd 20:448 11417 Bej Fiitterung von a-Linolensdure (1 8:3%%121%) produzierten die
Hefezellen, die den ORF von MsA6 exprimierten, eine neue Fettsdure. Mittels GC-MS-Analyse
(Christie (1998) vide supra) konnte diese neue Fettsdure als Stearidonsdure (18:4°61%1%)
identifziert werden, wodurch gezeigt war, dass die MsA6-cDNA fiir eine A-6-Fettsduredesaturase

kodiert. Die entsprechenden Fiitterungsexperimente sind in Figur 2 gezeigt.

Die Expression von MsA5 unter Fiitterung von Dihomo-y-linolenséure (20:3*%1%) ynd @3-
Arachidonsaure (20:4**''*'") fithrte ebenfalls zu neuen Fettsiureprodukten, die Arachidonsiure
(ARA, 20:4*>%'"1%) bzw. Eicosapentaensiure (EPA, 20:5>%1*!7y entsprachen. Die Struktur
wurde mittels GC-MS-Analyse bestitigt, wodurch gezeigt war, dass MsAS eine A-5-Desaturase

ist. Die entsprechenden Fiitterungsexperimente sind in Figur 3 gezeigt.

Das MsA6-Enzym zeigte eine sehr hohe Spezifitit, nur die gefiitterte a-Linolensdure wurde als
Substrat verwendet und in Stearidonsdure mit 17 % Desaturierungseffizienz (pYES2-MsA6) und

35 % Desaturicrungseffizienz (pESC-LEU-MsA6, welches die Translationsinitiierungssequenz
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ACATA aufweist) umgewandelt (Figur 4A). MsAS scheint dagegen weniger spezifisch zu sein
und setzt sowohl 20:3%'"* als auch 20:4%%1*17 a1 Sybstrat fiir die Desaturierung um. Die

Desaturierungseffizienz von MsA5 mit 20:44%H1%17

20:3°%11%(9 9 bzw. 7 % Umwandlung), wie aus Figur 4B ersichtlich ist.

als Substrat war vergleichbar mit der mit

Beispiel 7: Lipidanalyse

Fiir die Lipidanalysen erfolgte die Expression in 120 ml-Kulturen. Geerntete Zellpellets wurden
in 5 ml Chloroform/Methanol (1:2) homogenisiert und die Lipide auf einem Schiittler fiir 4 h und
anschlieBend fiir 20 h mit 5 ml Chloroform/Methanol (2:1) bei 4 °C extrahiert. Die erhaltenen
organischen Phasen wurden vereint und unter Stickstoff verdampft. Die verbleibenden Lipide
wurden in 1 ml Chloroform geldst. Die Auftrennung der Lipidklassen (neutrale Lipide und
Phospholipide) wurde unter Verwendung ciner Kieselgel-Séaule (Bond Elut SI, 100 mg/ml;
Varian, Darmstadt) erreicht. Die Lipidextrakte wurden auf die Kieselgel-Séaule geladen, die zuvor
mit Chloroform vorequilibriert worden war, und dann in die Lipidklassen durch Elution wic folgt
fraktioniert: neutrale Fette mit Chloroform und Phospholipide mit Methanol/Eisessig (9:1). Die
Isolierung der einzelnen Komponenten aus der Phospholipid-Klasse wurde mittels Diinnschicht-
Chromatographie (thin-layer-chromatography, TLC) mit Methanol/Chloroform/Eissessig
(65:25:8) als Laufmittel und mit geeigneten Standards erreicht.

Ein Vergleich der isolierten Desaturasen mit bekannten Desaturasen lief3 eine Acyl-CoA-
abhingige Fettsduredesaturierung in M. squamata vermuten. Die Verteilung der produzierten
Fettsduren in Lipidklassen kann e¢in Hinweis auf cine Acyl-CoA-spezifische Desaturierung sein.
Aus diesem Grund wurden die Desaturase-exprimierenden Hefezellen mit exogener 18:3%%!%13

oder 20:3*%111* gefiittert und die Fettsiureverteilung in verschiedenen Lipidklassen analysiert.
g g p y
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Im Fall der MsA6-Expression konnte die neu gebildete 18:4°*'>' in der Fraktion der neutralen

Lipide und in sémtlichen Phospholipiden nachgewicsen werden. Dieses Ergebnis ist in Figur 5
gezeigt. Die Anteile in den Phospholipiden variieren von 14 % in Phosphatidylethanolamin (PE)
und Phosphatidylinositol/Phosphatidylserin (PI/PS) bis 22 % der Gesamt-Lipid-assoziierten

A58,11,14
4725 wurde

Stearidonséure in Phophatidylcholin (Figur 5A). Eine &hnliche Verteilung von 20:
nach Expression von MsA5 in den Komponenten der einzelnen Lipidklassen gefunden. Das
Desaturierungsprodukt 20:4*>*"konnte in simtlichen Phospholipiden und in der neutralen
Lipid-Fraktion nachgewiesen werden. Des weiteren wurde in den Fraktionen PC (27 %), PI/PS
(36 %) und necutrale Fette (29 %) eine Anrcicherung von Arachidonséure in gleichen Mengen
beobachtet, wie in Figur 5C gezeigt, wihrend die Anreicherung in der Fraktion PE mit 8 %

geringer war.

Die separate Expression der beiden Desaturasen, MsA6 und MsAS, wie in Figur 5 dargestellt,
zeigt, dass die Desaturierungsprodukte der beiden Desaturasen in der Fraktion PC nicht
sonderlich stark angereichert sind, sondern vielmehr in relativ hohen Anteilen in sémtlichen der
verschiedenen analysierten Lipidspecies nachgewiesen werden konnten. Diese Beobachtung
spricht dafiir, dass MsA6 und MsA5 Acyl-CoA-Thioester eher als Substrate akzeptieren als
Lipid-gebundene Acyl-Gruppen, wie es fiir die Acyl-CoA-spezifische A-6-Desaturase aus

O. tauri beobachtet wurde.

Der Vermutung einer Acyl-CoA-spezifischen Desaturierung durch die isolierten Desaturasen aus
M. squamata wurde in Co-Expressionsexperimenten weiter nachgegangen. Dabei wurden beide
Enzyme MsA6 und MsAS5 zusammen mit der Acyl-CoA-abhéngigen A-6-Elongase aus P. patens,
PSEI (Zank et al. (2002) vide supra) in Hefe exprimiert. Bei Fiitterung von 18:3%%1213 45

exogenes Substrat zeigte sich eine effiziente Biosynthese von Eicosapentaenséure (EPA), siche
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Figur 6B, wobei EPA zu ungefihr 0,7 % der Gesamt-Fettsduren akkumulierte (Figur 7). Die
Akkumulation von EPA war bei Expression von MsA6 und MsAS5 somit etwa 3-fach hoher als
bei Expression der entsprechenden Lipid-abhéngigen Desaturasen aus P. tricornutum (Figur 7),
was auch von Domergue et al., 2002 (Eur. J. Biochem. 269: 4105-4113) berichtet wurde. Die
hoéheren Produktionsraten von EPA bei Co-Expression der Desaturasen aus M. squamata und der
P. patens A-6-Elongase resultierten aus der effizienten A6-Desaturierung des 18:3°%%1-
Substrats (16 % Umwandlung) durch MsA®6, der effizienten Elongation (97 % Umwandlung) des

A6,9,12,15

A 6-Desaturierungsprodukts 18:4 zu der entsprechenden C20-Fettsdure sowie der

effizienten A 5-Desaturierung (20 % Umwandlung).

Bei Verwendung Lipid-abhidngiger Desaturasen in Kombination mit einer CoA-spezifischen
Elongase war die EPA-Akkumulation nicht so signifikant, da die Fettsdureintermediate wegen
des zusétzlichen Transacylierungsschritts, der erforderlich ist, um Intermediate zwischen dem
PC-Pool und dem Acyl-CoA-Pool hin und her zu bewegen, vermutlich den betroffenen Enzymen
weniger effizient dargeboten werden. Das indikative Fettsiureintermediat 18:4%6%1%1°
akkumulierte in h6herem AusmaB als bei Expression der M. squamata-Enzyme beobachtet
werden konnte, was fiir eine weniger effiziente Umwandlung fiir die A-6-Desaturierung (6 %

Umwandlung), die A-6-Elongation (61 % Umwandlung) und in Folge geringere A-5-
Desaturierung (14 % Umwandlung) spricht.

Die Anwesenheit von 20:3*"*"7 ynd 20:4*>'"1*!7 in beiden Profilen ging auf die Elongation

von 18:3%%12"> qurch PSE1 und nachfolgende Desaturierung durch MsA5 zuriick. Diese

Nebenprodukte der A-6-Elongationsreaktion waren unerwartet und akkumulierten nur aus

A9,12,15

dem Grund, dass eine gro3e Menge an 18:3 gefiittert worden war. Die Synthese von

20:4431M1417 76iot das breite Substratspektrum des MsA5-Enzyms.
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Beispiel 8: Klonierung in Pflanzenexpressionsvektoren und Erzeugung transgener Pflanzen und

Fettsdureanalyse der transgenen Pflanzen

Zur Herstellung langkettiger, mehrfach ungesittigter Fettsduren in Pflanzen werden die im
erfindungsgmiBen Verfahren verwendeten Nukleinsduresequenzen, die fiir eine A-6-Desaturase-
und eine A-5-Desaturase-Aktivitit codieren, werden in einer Expressionskassete allein oder
bevortzugt in Kombination mit anderen Nukleinséduresequenzen, die flir eine A-6-Elongase, cine
A-5-Elongase, cine A-4-Desaturase, eine @—-3-Desaturase, cine A-12-Desaturase, eine A-15-
Desaturase, cine bifunktionale A-12- und A-15-Desaturase, cine Lysophospholipid-
Acyltransferase, eine Diacylglycerol-Acyltransferase oder eine Phospholipid-Diacylglycerol-
Acyltransferase codieren, in cine geeignete Pflanze cingebracht und dort exprimiert. Es kann im
Nukleinsdurekonstrukt mehr als eine Nukleinsduresequenz einer enzymatischen Aktivitit wie
z.B. ciner A-6-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Elongase, A-4-Desaturase, 0-3-
Desaturase, A-12-Desaturase, A-15-Desaturase, bifunktionalen A-12- und A-15-Desaturase,
Lysophospholipid-Acyltransferase, Diacylglycerol-Acyltransferase und/oder Phospholipid-
Diacylglycerol-Acyltransferase enthalten sein. Zur Expression der in dieser Erfindung genannten
Nukleinsduresequenzen in Pflanzen wie Brassica-Arten wie Raps, Sonnenblume, Sojabohne,
Linum-Arten wie Ollein, Mais, Roggen, Weizen, Hafer, Crambe, Triticale, Reis, Gertse,
Kartoffel, Ackerbohne-Arten wie Vicia faba, Erbse, Olpalme, Kokosnuss, Erdnuss, Borretsch
werden Promotoren eingesetzt, die in Pflanzenzellen aktiv sind und die Expression der
Nukleinsduresequenz(en) in Pflanzenzellen gewihrleisten. Hierbei handelt es sich bevorzugt um
Promotoren mit konstutiver und/oder samenspezifscher und/oder gewebspezifischer Aktivitit.
Zum Einbringen der Nukleinsduren bzw. Nukleinsdurekonstrukte werden die im Rahmen dieser
Erfindung eingesetzten Nukleinsduren bevorzugt einer Amplifikation und einer Ligation mittels

Polymerasckettenrcaktion (beispiclsweise in Anlehnung an das Protokoll der Pfu-DNA-
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Polymerase oder Taq-Polymerase) bzw. T4-DNA Ligase oder anderer DNA-ligierender Enzyme
unterzogen. Die Primer sollten so gewdhlt werden, dass die Amplifikation des gesamten
codierenden Bereichs der in diesem Verfahren beschriebenen Nukleinsduren erlaubt ist. Die
Nukleinsduren konnen dann in fiir die Expression in Mikroorganismen oder Pflanzenzellen
geeignete Verktorsysteme eingebracht werden. Hierzu gehdren insbesondere Vektoren, die in
mikrobiellen Systemen replizierbar sind und vor allem Vektoren, die eine effiziente Klonierung
in Hefen, Mikroorganismen oder Pilzen gewiéhrleiseten, und die stabile Transformation von
Pflanzen, wie z.B. mittels Agrobakterium vermittelte Transformation. Geeignete
Transformationsmethoden fiir Pflanzen sind dem Fachman bekannt und beruhen auf T-DNA
vermittelte Transformation geeignete bindre und co-integrierte Vektorsysteme. Die
Vektorsysteme umfassen weitere cis-regulatorische Elemente und Selektionsmarker. Die
Transformation der Pflanzen wird in Anlehnung an Standardprotokolle und die Selektion der

Transformanten wird mittels des Selektionsmarkers erlaubt.

Die Fettsdureanalyse der transgenen Pflanzen erfolgt geeigneterweise in Form einer
Fettsdureanalyse der transgenen Samen, z.B. transgenen Raps-Samen (Brassica napus). Dabei
kann folgenden Protokoll einer Einzelsamenanalyse durchgefiihrt werden:

Transgene Einzelsamen werden mit Hilfe einer Nadel aufgebrochen und die Fettsduren durch die
Zugabe von 10 ul TMSH (Macherey-Nagel) derivatisiert. Nach Abdampfen des TMSH werden
die Einzelsamen-Proben in 5 ul Acetonitril aufgenommen. Die Fettsdurebestimmung erfolgt {iber

GC-Analyse (siche Beispiel 6 "Fettsdurcanalyse).
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Beispiel 9: Acyl-CoA-Spezies, Synthese, Extraktion und Analyse

Authentische Standards fiir geséttigte und einfach ungesittigte Acyl-CoA-Ester mit Acyl-
Kettenldngen von C12 bis C18 wurden von Sigma bezogen. Standards fiir mehrfach ungesittigte
Acyl-CoAs (18:30%1215 848691215 5 3881L1E 5 JASILI4IT |11 g 9. SASSILIATY ey
enzymatisch unter Verwendung einer rekombinanten Acyl-CoA-Synthetase aus Pseudomonas sp.
(Sigma) synthetisiert. Das Reaktionsgemisch (200 ul), enthaltend 100 mM Tris-HCI, pH 8,1,

10 mM MgCl;, 5 mM ATP, 5 mM CoASH, 2 mM DTT, 25 uM freie Fettsdure, und 2,5 Einheiten
der Acyl-CoA-Synthetase wurde fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit
50 ul von Eisessig/Ethanol 1:1 (v/v) gestoppt, die gewiinschten wéssrigen Phasen wurden mit
Benzin gewaschen, um restliche freie Fettsduren zu entfernen. Nach der Aufreinigung der Acyl-
CoA-Spezies an ciner Seppak-Saule (Strata C18-E; Phenomenex) unter Verwendung von
Acetonitril als Elutionsmittel wurden die Proben unter Argon getrocknet und in 50 mM Mes, pH

5,0 aufgeldst.

Zur Acyl-CoA-Analyse von Hefezellen wurden 20 ml der Fliissigkulturen bei einer ODggo von

1,5 bis 2,0 geerntet und die Acyl-CoA-Spezies wurden extrahiert wie beschrieben in Domergue ct
al. (2005) Biochem. J. 389(2): 483-490. Die Umwandlung der Acyl-CoA-Ester in ihre Etheno-
Derivate und die Acyl-CoA-Analyse wurden durchgefiihrt wie beschrieben von Larson and

Graham (2001) Plant J. 25(1): 115-125.
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Beispiel 10: Verteilung der MsA6- und MsAS-Desaturierungsprodukte in verschiedenen
Lipidklassen in Hefe

Da die Verteilung der Produktfettsduren in verschiedenen Lipidklassen als ein Indikator fiir die
Desaturierung im Acyl-CoA-Pool dienen kann, wurden Hefekulturen, die MsA6 und MsAS
exprimieren, mit exogenem 18:3°>'>" bzw. 20:3%%* versetzt und die Fettsaureverteilung in
den einzelnen Lipidklassen wurde analysiert. Parallel dazu wurden die gleichen Experimente mit
der Acyl-CoA-abhingigen OtA6- und der Lipid-abhdngigen PtA6- und PtAS-Desaturase
durchgefiihrt. Bei allen getesteten A6-Desaturasen wurde 18:4°%'*15 das durch A6-
Desaturierung des 18:3*%'*!>-Substrats produziert wurde, vorherrschend in der neutralen
Lipidfraktion und in PC detektiert und zu einem geringeren Grad in den anderen analysierten
Phospholipiden (Abb. 8 A). Wie fiir cine Lipid-abhéngige Desaturase erwartet wurde, resultierte

18:44%1215 produkts vor allem in

die Expression von PtA6 in der Akkumulierung des
Phosphatidylcholin (PC), wogegen 18:4%6%1215 bej der Expression der CoA-abhingigen OtA6
zwischen neutralen Lipiden und PC in etwa gleich verteilt war . Die Expression von MsA6

. o , . 769,12,15
resultierte sogar in einer verstiarkten Akkumulation von 18:47"~

in neutralen Lipiden
gegeniiber PC, was zeigt, dass dic MsA6-Desaturierung nicht Lipid-abhéngig ist. Das
18:42621215_ produkt war in allen A6-Desaturase-Expressionskulturen in Phosphatidylinositol mit
Phosphatidylserin (PI/PS), Phosphatidylethanolamin (PE) und Diphosphatidylglycerin (CL) in
ctwa gleich verteilt.

Wenn die A5-Desaturasen hinsichtlich der Verteilung des Desaturierungsprodukts 20:4*>%!1* in
den Lipidklassen getestet wurden, wurde das Produkt in der neutralen Lipidfraktion und in allen

analysierten Phospholipiden nachgewiesen (Abb. 8 B). Wenn MsAS5 exprimiert wurde,
akkumulierte 20:4*>%"* ungefihr gleichmifBig in PC, PI/PS, PE, CL und in der neutralen
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Lipidfraktion wic in Abb. 8 B gezeigt. Im Gegensatz dazu akkumulierte 20:4*>*'"!* das durch
die Expression von PtAS gebildet wurde, vor allem in PC und wurde nur in geringen Mengen in
PI/PS (10%), PE (5%) oder DPG (6%) nachgewiesen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen fiir die
Lipid-spezifischen Desaturasen (wie hier zum Beispicl PtA5), bei denen die
Desaturierungsprodukte vor allem in PC angereichert sind (Domergue et al. (2003) J. Biol.
Chem. 278: 35115-35126), zeigen die Daten, dass Fettsduren, die durch MsA6 und MsAS
produziert werden, nicht vorrangig mit PC assoziieren und in ungefihr gleichen Mengen in allen
analysierten Lipid-Spezies detektiert werden konnen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
MsA6 und MsAS5 Acyl-CoA-Thioester anstelle von Lipid-gebundenen Acylgruppen als Substrate

verwenden.

Bei dem Vergleich der OtA6 mit der neuen MsA®6 stellte sich heraus, dass die letzt genannte
Desaturase hoch spezifisch fir die o-3-Fettsdure 18:3'%'% ist, wihrend OtA6 auch die Fettséure

18:2%%2 umsetzt (Abb. 9).

Beispiel 11: Nachweis der Desaturierungsprodukte von MsA6 und MsAS im Acyl-CoA-Pool

Zur direkten Bestitigung der Acyl-CoA-Abhéngigkeit von MsA6 und MsAS wurden die Acyl-
CoA-Profile fiir die jeweiligen Hefe-Expressionskulturen bestimmt. Kontrollkulturen, die OtA6,
PtA6 oder PtAS exprimieren, wurden parallel dazu getestet. Die dargestellten Daten wurden
crhalten durch das Verfahren, das bei Domergue et al. (2005) Biochem. J. 389(2): 483-490
beschrieben ist. Exogene Substrate (18:3"*'>" fiir A6-Desaturasen oder 20:3%%'1* fiir A5-
Desaturasen) wurden bei einer optischen Dichte von 1,5 bis 2,0 zu den induzierten Hefekulturen
zugegeben. Innerhalb von fiinf Minuten nach Zugabe von exogenem 18:3%%!>1>_Substrat zu den

Kulturen, die MsA6, OtA6 oder PtA6 exprimierten, wurde 18:3%%1213 415 neuer Peak in den
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Gesamtfettsdure-Pools und im Acyl-CoA-Pool der jeweiligen Kulturen detektiert (Abb. 10 A).
Zusitzlich tauchte ein zweiter neuer Peak entsprechend 18:4°%%1%1% dem Produkt der A6-
Desaturierung, gleichzeitig im Acyl-CoA-Pool der Hefe, die MsA6 und OtA6 exprimierte, aber
nicht in dem Acyl-CoA-Pool der Hefe, die PtA6 exprimierte, auf (Abb. 10 A). Das 18:446%1215_
Produkt war zu diesem frithen Zeitpunkt in keiner der Kulturen im Gesamtfettsdure-Pool
detektierbar und 18:4%%'%!° tauchte in den Gesamtfettsiure-Profilen der Kulturen, dic MsA®6,
OtA6 bzw. PtA6 exprimierten, erst zu Zeitpunkten nach einer Stunde nach Zugabe von 18:3%>1%1
auf. Nach einer Stunde tauchten Spuren von 18:4°%*'*'* auch im Acyl-CoA-Pool der Hefe, die
PtA6 exprimierte, auf (Daten nicht gezeigt). Das Auftreten des A6-Desaturase-Produkts im Acyl-
CoA-Pool vor dem Auftreten im Gesamtfettsdure-Pool 1dsst darauf schlieBen, dass MsA6
18:31215 2y 18:4%%%121 ip ¢iner Acyl-CoA-abhiingigen Weise desaturiert, was mit den Daten
fiir OtA6 iibereinstimmt, dic von Domergue et al. (2005) Biochem. J. 389(2): 483-490
verdffentlicht wurden. Umgekehrt weist das verzogerte Auftreten des 18:4°%>1>!°_Produkts im
Acyl-CoA-Pool bei der Expression von PtA6 darauf hin, dass die Desaturierung durch PtA6 an
Fettsduren auftritt, dic an Phospholipide gebunden sind, und nicht an denen, die mit CoA

assoziiert sind.

Veridnderungen in den Gesamtfettsduren und dem Acyl-CoA-Pool bei der Expression der AS-
Desaturasen MsA5 und PtA5 wurden unmittelbar vor der Zugabe von exogenem 20:3"%!1%.
Substrat und dann nach 1,4, 8 und 24 h analysiert, da diese Desaturasen nicht so effizient wie die
A6-Desaturasen waren und die A5-Desaturierungsprodukte nur zu diesen spéteren Zeitpunkten
nachweisbar waren. Innerhalb von 1 h nach Zugabe von exogenem 20:3*'"!*_Substrat zu
Kulturen, die MsAS5 oder PtAS exprimierten, wurde 20:3%%111 415 never Peak in den

Gesamtfettsdure-Pools und in den Acyl-CoA-Pools aller Kulturen nachgewiesen. Nach 4h

erschien ein zweiter neuer Peak, der dem 20:4>%!"1*_Produkt der A5-Desaturierung entspricht,
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im Gesamtfettsdure-Pool der Hefe, die PtA5 exprimierte, aber nicht in dem der Hefe, die MsAS
exprimierte (Abb. 10B). In MsA5-Kulturen war das 20:4">81114 pro dukt bis acht Stunden nach
Substratzugabe nicht nachweisbar, als 20:4*>*'"'* im Acyl-CoA-Pool erschien, aber war im
Gesamtfettsdure-Pool immer noch nicht nachweisbar (Abb. 10 B). Nur zu Zeitpunkten, die iiber
acht Stunden nach Zugabe von 20:3*'"!* hinausgingen, waren Spuren von 20:4*>*151% jm

Gesamtfettsdure-Pool der Hefe, die MsAS exprimierte, nachweisbar (Abb. 10B).
Beispiel 12: Verldngerung der Desaturierungsprodukte von MsA6 und MsAS

Um cinen weiteren Beweis dafiir zu liefern, dass MsA6 und MsAS Acyl-CoA-abhingige
Desaturasen sind, wurden die Desaturasen einzeln mit Acyl-CoA-Elongasen koexprimiert. Der
Hintergrund dieses Experiments ist, dass die Fettsdureverlangerung im Acyl-CoA-Pool stattfindet
(Domergue et al. (2003) J. Biol. Chem. 278: 35115-35126) und dass Fettsduren, dic im Acyl-
CoA-Pool desaturiert wurden, effizienter verldngert werden als solche, die durch Lipid-abhéngige
Enzyme desaturiert wurden und dadurch zusétzliche Acyl-Transferase-Aktivititen erfordern. Die
Effizienz der kombinierten Desaturierungen/Verldngerungen wurde im gleichen Zusammenhang
verglichen mit der, die aus der Expression der bekannten Desaturasen OtA6, PtA6 oder PtAS

resultierte.

Die A6-Desaturasen wurden cinzeln in Hefe mit der A6-Elongase PSE1 aus dem Moos
Physcomitrella patens (Zank et al. (2002) Plant J. 31: 255-268; Abb. 11 A) koexprimiert. Im

Falle von MsA6 und OtA6 war das Desaturierungsprodukt 18:4°%%!%!* kaum nachweisbar und

A8,11,14,17

wurde zu nahezu 100% zum Endprodukt der Elongation, 20:4 , verlingert. Das

Al1,14,17 A9,12,15

zusitzliche Elongationsprodukt, 20:3 , entspricht der zugefiitterten Fettsdure, 18:3 ,

und zeigt, dass A9-desaturierte Fettsduren auch als Substrate fiir PSE1 dienen, wie schon



10

15

20

25

WO 2008/104559 PCT/EP2008/052358

-113-

beschrieben (Zank et al. (2002) Plant J. 31: 255-268). Im Unterschied zur Situation mit MsA6

resultierte die Expression von PtA6 in der Akkumulation des A6-Desaturierungsprodukts

A69,12,15 A69,12,15 A811,14,17
18:4

und ein geringerer Teil (ca. 60%) des 18:4 wurde zu 20:4 verlingert.

Exogen zugegebenes 18:3%%1%1°

wurde besser und mit hoherer Effizienz durch PSE1 elongiert als
das Desaturierungsprodukt von PtA6, was konsistent ist mit der Aktivierung von exogen

zugegebenen Fettsduren zu Acyl-CoA-Formen.

Die A5-Desaturasen MsAS und PtAS wurden in Hefe mit der OtELOS5 A5-Elongase aus O. tauri
koexprimiert (Meyer et al. (2004) J Lipid Res. 45(10):1899-1909). Den Expressionskulturen
wurde 20:4A8’11’14’17, das ®3-Substrat der A5-Desaturasen, zugesetzt, da die O. tauri A5-Elongase
w3-Fettsdure-Substrate gegeniiber w6-Substraten bevorzugt (Meyer et al. (2004) J Lipid Res.
45(10):1899-1909). Wie in Abb. 11 B gezeigt, wurde das Desaturierungsprodukt von MsAS,
20:54>31IIH T (EP A, fast vollstindig zu 22:5°7'*11%1° yerlingert (Verlingerung ca 90%),
wogegen die Lipid-abhingige Desaturase PtAS zu ciner Akkumulierung der Lipid-gebundenen
Desaturierungs-Intermediate (hier 20;54>8 111817 (EPA)) fiihrte (Abb. 11 B) und die

Elongationseffizienz gering war (ca. 24%).

Alle Daten zusammengefasst zeigen, dass sowohl MsA6 als auch MsAS5 Acyl-CoA-abhéngige

Fettsdure-Desaturasen sind.
Beispiel 13: Etablierung der Acyl-CoA-abhéngigen EPA-Biosynthese in Arabidopsis thaliana
Die Etablierung eines Acyl-CoA-abhingigen EPA Biosynthesewegs in Hefe hat gezeigt, daf3 es

mdoglich ist, durch ausschlieBlich Acyl-CoA-spezifische Enzymaktivititen den Engpall des
Substrat-/Produkttransports zwischen CoA und Lipiden zu umgehen und die bei der Lipid-
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abhingigen Desaturierung zusétzlich bendtigten enzymatischen Aktivititen der Acyl-
CoA:Lysophosphatidylcholineacyltransferasen (LPCAT) zu vermeiden. Da Hefe kein Ol-
akkumulierender Organismus ist und das Ausgangssubstrat der Reaktionsfolge nicht endogener
Natur, sondern in hohen Mengen dem Expressionsystem Hefe zugesetzt wird, dienen die bisher
beschriebenen Versuche als Uberpriifung des Gesamtkonzepts fiir den neuen VLCPUFA-

Biosyntheseweg.

Durch die Etablierung des Biosynthesewegs mit Acyl-CoA-abhidngigen Enzymreaktionen in
Arabidopsis sollte getestet werden, ob der beschriebene Engpall der VLCPUFA-Biosynthese
(Abbadi et al. (2004) Plant Cell 16(10): 2734-2748) auch in cinem pflanzlichen Organismus
umgangen werden kann. Dazu wurden Vektoren fiir die transgene Expression der neuen

Desaturaseenzyme erstellt und iiber Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in Arabidopsis-

Pflanzen transformiert.

Fiir die Pflanzentransformation wurden Plasmide auf der Basis des pUC19-Vektors konstruiert.
Fiir die Herstellung der Konstrukte wurde cine Dreifachkassette enthaltend drei samenspezifische
USP-Promotorkopien (Baumlein et al. (1991) Mol. Gen. Gent. 225(3):459-67), drei OCS-
Terminatorkopien (MacDonald et al., (1991) Nucleic Acids Res. 19(20): 5575-5581) und drei
verschiedene Polylinker zwischen jedem Promotor und Terminator zunédchst in den Vektor
pUCI19 (Pharmacia) cingefiihrt, wodurch das Plasmid USP1230OCS erhalten wurde. Die offenen
Leseraster der verschiedenen Desaturasen und Elongasen wurden durch PCR modifiziert, um
geeignete Restriktionsschnittstellen neben den Start- und Stoppkodons zu schaffen, in den
pGEM-T-Vektor kloniert (Promega) und sequenziert, um die Richtigkeit zu bestitigen. Die

verwendeten Primer waren (Restriktionsschnittstellen fett gezeigt):
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MsA®6, forward 5-ATGCGCGGCCGCACATAATGTGTCCTCCCAAGGAAT-3'
reverse 5'- GCATTCTAGACTAGTGAGCGTGCGCCTTC-3'

MsAS, forward 5-ATGCCCATGGACATAATGCCCCCGCGCGAGACCACCAC-3'
reverse 5-GCATACCGGTTCACCCGATGGTTTGAAGGC-3';

PtA6, forward 5" ATGCGCGGCCGCACATAATGGGCAAAGGAGGGGACGC-3'
reverse 5S-GCATTCTAGATTACATGGCGGGTCCATCGCGTA-3';

PtAS, forward 5-ATGCCCATGGACATAATGGCTCCGGATGCGGATAAGC-3'
reverse 5-GCATGCGATCGCTTACGCCCGTCCGGTCAA-3',

PSE1, forward 5'-AGTCGGATCCTATGGAGGTCGTGGAGAGAT-3'

reverse 5'- GACTGCTAGCTCACTCAGTTTTAGCTCCCTT -3'.

Die offenen Leseraster wurden dann unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen, die durch
die PCR gebildet wurden, freigesetzt und anschlieBend in die gleichen Schnittstellen des
Polylinkers des USP1230CS-Plasmids cingefiigt. Die resultiecrende Kassette, enthaltend die drei
Gene jeweils unter der Kontrolle des USP-Promotors, wurde durch Verdau des USP1230CS-
Plasmids mit SHfI oder Sacl freigesetzt und in die entsprechenden Schnittstellen des bindren
Vektors pPCAMBIA3300 kloniert. Der bindre Vektor pPCAMBIA3300 (CAMBIA, Canberra,
Australien) verwendet das bar-Gen zusammen mit dem CaMV-35S-Promotor als
Selektionsmarker in Pflanzen. Die resultierenden biniren Plasmid-Konstrukte (Abb. 12) wurden

in chemisch kompetente Agrobacterium tumefaciens-Zellen transformiert (Stamm EH105).

Pflanzen des Arabidopsis thaliana-Okotyps Columbia (Col-0) wurden durch florales Dipping
(Clough und Bent (1998) Plant J. 16(6):735-43.) transformiert. T2-Samen wurden von ¢inzelnen,
gegen Ammoniumglufosinat resistenten T1-Pflanzen gesammelt und einzeln durch GC

analysiert.
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Zur Lipidanalyse wurden 10 mg Samen in 4 ml Chloroform/Methanol/Eisessig (2:1:0,1 v/v/v)
homogenisiert und flir 24 h bei 4°C inkubiert. Samenreste wurden pelletiert (2 Min., 3000 x g).
Der Uberstand wurde gesammelt und die pelletierten Samenreste wurden mit 2 ml #-Hexan fiir
30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die resultierenden organischen Phasen wurden vereint
und unter Stickstoff getrocknet. Die getrockneten Lipide wurden in 200 ul Chloroform geldst.
Die Trennung der Lipidklassen (TAG und verschiedene Phospholipide) wurde erreicht durch
Diinnschichtchromatographie (DC) mit Methanol/Chloroform/Eisessig (65:25:8) als Laufmittel.
Die Lipide (TAG, PC, PI/PS und PE) wurden nach authentischen Standards (xy) identifiziert, aus
den DC-Platten ausgekratzt und zur nachfolgenden Fettsdureanalyse mit dem Laufmittel

reextrahiert.

Fettsduremethylester (FAMESs) von einzelnen oder gepoolten Arabidopsis-Samen wurden
hergestellt durch Transesterifizierung mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) (Butte ct al.
(1982) Anal. Lett. 15: 841-850). FAMEs von DC-getrennten cinzelnen Lipiden wurden durch
Transmethylierung mit 333 ul Toluol/Methanol (1:2 v/v) und 167 ul 0,5 M NaOCHj3 bei
Raumtemperatur fiir 20 Min. erhalten. FAMEs wurden in 500 ul NaCl, 50 ul HCI (37%) und

2 ml n-Hexan extrahiert, unter Stickstoff getrocknet und durch GC analysiert. Die GC-Analyse
wurde durchgefiihrt mit einem Agilent GC 6890-System, das mit cinem FID-Detektor gekoppelt
ist, der mit einer kapillaren 122-2332 DB-23-Séule ausgestattet ist (30 m x 0,32 mm; 0,5 um
Beschichtungsdicke; Agilent). Als Tragergas wurde Helium verwendet (1 ml Min.™). Die Proben
wurden bei 220°C injiziert. Der Temperaturgradient betrug 150°C fiir 1 Min., 150°C - 200°C bei
15°C Min.”, 200°C - 250°C bei 2°C Min.”, und 250°C fiir 10 Min. Die Daten wurden unter
Verwendung der HP ChemStation Rev. A09.03 verarbeitet. FAMEs wurden nach geeigneten
Standards identifiziert.
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Viele hohere Pflanzen synthetisieren 18:2°”'> und 18:3%”'>'* in ihren Samenélen, aber bauen
keine VLCPUFA mit einer Kettenldnge von mehr als 18 Kohlenstoffatomen oder mehr als drei
Doppelbindungen in TAG cin. Daher besteht ein erhebliches Interesse, die Synthese von omega-
3-Fettsduren in agronomisch interessanten Olsamen-Spezies zu ermdglichen. Um die omega-3-
Fettsaure 20:5°>%!"1*17 (EPA) in Samendlen zu produzieren, ist es notwendig, einen weiteren
Elongations- und zwei Desaturierungsschritte einzubauen. Um die Akkumulierung von w6-
Nebenprodukten der Desaturierung zu vermeiden, sollten die ausgewéhlten Enzyme spezifisch
fiir ®3-Substrate sein. Eine weitere zu vermeidende Beschrinkung ist das limitierende Acyl-
Ketten-Shuttling zwischen PC- und CoA-Pools, das durch Abbadi et al. (2004) Plant Cell 16(10):
2734-2748 beobachtet wurde.

Die Acyl-CoA-abhingigen A6- und A5-Desaturasen aus der Alge M. squamata wurden mit einer
A6-Elongase aus dem Moos P. patens in Arabidopsis-Pflanzen koexprimiert (bezeichnet als
Triple-Ms). Fiir eine entsprechende Kontrolle der Effizienz der Lipid-abhéngigen EPA-
Biosynthese, wurden die A6- und A5-Desaturasen aus der Diatomee P. tricornutum mit der A6-
Elongase aus dem Moos P. patens in Arabidopsis-Pflanzen (bezeichnet als Triple-Pt) nach
Abbadi et al. (2004) Plant Cell 16(10): 2734-2748 koexprimiert. Die Pflanzen-Transformations-
konstrukte kodierten jedes Gen unter der Kontrolle des Samen-spezifischen USP-Promotors
(Baumlein et al. (1991) Mol Gen Genet. 225(3):459-67). Die Fettsdure-Analyse der einzelnen T2-
Samen zeigte verschiedene neue Fettsduren, dic als (D3-18:4A6’9’12’15, (D3-2023A11’14’17, ®3-

20:425 11417 ynd ©3-20:54%8 11417 (fir Triple-Ms, siche Abbildung 13A und B) identiziert
werden konnten und fiir Triple-Pt zusitzlich ©6-18:3%%%"2, ©6-20:3**'"!* und ©6-20:44>511:14
(Abb. 13C). Diese Ergebnisse zeigen, dass in Triple-Ms-Pflanzen der omega-3-Weg und in
Triple-Pt-Pflanzen sowohl der omega-6- als auch der omega-3-Weg erfolgreich rekonstituiert

werden konnten. Unter den neuen Fettsduren, die in den Triple-Ms Arabidopsis-Samen
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produziert wurden, trat ©3-20:4"%11417

am héufigsten auf. Dagegen waren in den Triple-Pt
Arabidopsis-Samen die hiufigsten Fettsduren w6-18:3%"12, ©3-20:3*"""*1" und zumindest das
erste Desaturierungsprodukt im omega-3-Weg, 18:4%%'>15 Die Akkumulation von beiden A6-
desaturierten Fettsduren in den Triple-Pt-Pflanzen stimmt mit den Ergebnissen von Abbadi et al.
(2004) Plant Cell 16(10): 2734-2748 iiberein und bestitigt dic Gegenwart cines Engpasses in der

Lipid-abhidngigen VLCPUFA-Biosynthese.

Im Gegensatz dazu wurde in den Triple-Ms keine Akkumulation des A6-Desaturierungsprodukts

A69,12,15 A69,12,15
18:4

nachgewiesen, denn das gesamte 18:4 wurde durch die A6-Elongase mit sehr

hoher Effizienz (97% Umwandlung) zum entsprechenden ©3-20:4°%11%17

-Produkt verlangert.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der Acyl-CoA- und PC-Pool-Engpass durch die Verwendung von
strikt CoA-abhédngiger Desaturierung erfolgreich umgangen wurde. Die geringen Anteile von @3-
20:5 (EPA) in den Triple-Ms-Pflanzen zeigen, dass die A5-Desaturase-Aktivitdt von MsAS
immer noch die Akkumulation von EPA in diesen Arabidopsis-Samen limitiert. Dieses Ergebnis
stimmt mit den Ergebnissen aus den Hefe-Expressionsstudien iiberein, bei denen die MsAS

ebenfalls nur eine geringe Desaturierungs-Effizienz zeigte.

In einem weiteren Satz von Experimenten wurden zusétzlich zu den oben erwihnten Triple-Ms-
und Triple-Pt-Pflanzen auch Triple-Ot-Arabidopsis-Pflanzen hergestellt, dic dic A6- und AS-
Desaturasen aus Ostreococcus tauri und die A6-Elongase aus dem Moos P. patens exprimieren.
Die Klonierung erfolgte wie oben fiir die Triple-Ms- und Triple-Pt-Vektoren beschrieben unter
Verwendung der folgenden Primer:

0OtA6, forward 5-ATGCGCGGCCGCACATAATGTGCGTGGAGACGGAAAAT-3'

0OtA6, reverse 5'-ATGCTCTAGATTACGCCGTCTTTCCGGAGTGT-3'

OtAS, forward 5-ATGCCCATGGACATAATGTGGACGCCCGCGCGCGA-3'
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OtAS3, reverse 5S-ATGCACCGGTTCATCCGACGGTTTGGAGGG-3'

Die Fettsaureprofile von Einzelsamen der Triple-Ms-, Triple-Ot- und Triple-Pt-Pflanzen zeigten
neue, nicht Arabidopsis-cigene, Fettsduresignale, dic als (D3-18:4A6’9’12’15, ©3-20:43111417 ynd
EPA identifiziert werden konnten (Abb. 14). Zusétzlich waren in den Triple-Ot und Triple-Pt
Pflanzen auch ©6-VLCPUFA identifizierbar, nimlich 06-18:3%%""?, ©6-20:3**!""" und @6-
20:4*>%11 1 den transgenen Triple-Ms Pflanzen konnte demnach der w3-Biosyntheseweg
ctabliert werden, da die A6-Desaturase aus M. squamata spezifisch die ©3-Fettsiure 18:34%1%1
desaturiert und somit keine w6-Fettsduren entstehen. Dagegen konnte in den Triple-Ot und
Triple-Pt Pflanzen sowohl der o3- als auch der w6-Biosyntheseweg etabliert werden, da die A6-

A9,12,15

Desaturasen aus O. tauri und P. tricornutum sowohl die ®3-Fettsaure 18:3 als auch die w6-

24912 315 Substrat verwenden.

Fettsdure 18
Der prozentuale Anteil der endogenen Fettsduren 18:2'* und 18:3*>'>" sowie der neu-
gebildeten ©3- und w6-VLCPUFA am Gesamtfettsduregehalt der transgenen Arabidopsis-Samen
ist in den Abbildungen 15 und 16 dargestellt. Die endogenen Fettsiuren 18:2°>'> und 18:3%%1>1°
dienten als Ausgangssubstrate der neu eingebrachten VLCPUFA-Biosynthese. Dic prozentualen
Anteile der beiden Fettsduren waren in allen drei transgenen Ansétzen gleich hoch (Abb. 15 A
und 16 A). Die am stirksten akkumulierenden neu gebildeten Fettsduren in den Triple-Ms- und
Triple-Ot-Pflanzen waren die Elongationsprodukte der A6-Elongase, ®3-20:4"%'"1*17 bzw . in
den Triple-Ot-Pflanzen ©3-20:4"*"""*17 ynd ©6-20:3*1"1* (Abb. 15 C und Abb. 16 C). In den

A69,12,15
475747 und 06-

Triple-Pt-Pflanzen waren hingegen die A6-desaturierten Fettsduren »3-18
18:3%%%12 am stirksten vertreten (Abb. 15B und Abb. 16B). Die Akkumulation der beiden A6-
desaturierten Fettsduren in den Triple-Pt Pflanzen bestitigte die bereits in Lein-Pflanzen

gemachten Beobachtungen von Abbadi et al. (2004) und belegt, da3 auch in Arabidopsis der
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Transfer von Fettsduren zwischen Acyl-CoA- und Lipid-Pool durch LPCAT-Enzyme einen
Engpal} der Lipid-abhdngigen VLCPUFA-Biosynthese darstellt. Durch nahezu vollstdndige
Elongation von ©3-18:4"%"">" bzw. v6-18:3"*"'? zy den entsprechenden C20-VLCPUFAs in
den Triple-Ms- und Triple-Ot-Pflanzen konnten im Gegensatz zu den Triple-Pt-Pflanzen keine
oder nur geringe Mengen der A6-Desaturase-Produkte detektiert werden (Abb. 15 B und

Abb. 16 B). Diese Ergebnisse demonstrieren, dall das ineffiziente Umestern der Fettséduren
zwischen dem Ort der Desaturierung (PtdCho) und dem Ort der Elongation (CoA) in der Lipid-
abhingigen VLCPUFA-Synthese durch das Einbringen eines ausschlieflich Acyl-CoA-
abhingigen VLCPUFA-Biosyntheseweges (Triple-Ms und Triple-Ot) auch in der pflanzlichen

Fettsduresynthese umgangen werden konnte.
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Erlauterungen der Figuren

Figur 1: @6- und ®3-Fettsdurebiosynthese

Figur 2: Fettsdureprofil von Hefe, welche MsA6 mit der Translationsinitiations-
Sequenz ACATA vor dem ATG Startkodon exprimiert.
MsA6 Aktivitit in Gegenwart von 350 uM 18:3%>'>"° Diese Analysen reflektieren

die Ergebnisse aus drei unabhingigen Expressionsexperimenten.

Figur 3: Fettsdureprofil von Hefe, welche MsAS exprimiert.

A und C) MsA5-Aktivitit in Gegenwart von jeweils 350 uM 20:3%%'"* und
20:4*%1%17 Diese Analysen reflektieren die Ergebnisse aus drei unabhingigen
Expressionsexperimenten.

B und D) Fettsdureprofile von Hefe, transformiert mit dem Leervektor pESC-TRP, in
Gegenwart von jeweils 350 uM 20:3%%'"1% ynd 20:44%111417,

Figur 4: Umwandlungseffizienz von MsA6 und MsAS.
Desaturierungseffizenz von MsA6 (A) und MsAS (B) ist als (Produkt x 100)/(Edukt +
Produkt) angegeben. Jeder Wert ist der Mittelwert £ Standardabweichung aus drei

unabhingigen Experimenten.

Figur 5: Verteilung der Fettsduren, produziert in Hefekulturen, welche MsA6 oder
MSsAS exprimieren, auf Lipidklassen.

Hefekulturen, welche die M. squamata-Desaturasen exprimieren, wurden jeweils mit
exogener 18:3°”'1° oder 20:3%*'"! versorgt und die Verteilung der Fettsduren auf
einzelne Lipidklassen wurde analysiert. A) und B) zeigen die Ergebnisse der MsA6-

Expression in Hefe. C) und D) zeigen die Ergebnisse der MsAS-Expression in Hefe.
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Die produzierte Fettsdure ist in Molprozent der Gesamt-Fettsduren in der jeweiligen
Lipidklasse (A und C) und in Molprozent des Gesamtgehalts an Lipid-assoziierten
produzierten Fettsduren (B und D) angegeben. Phosphatidylcholin (PC);
Phosphatidylserin (PS); Phosphatidylinositol (PI); Phosphatidylethanolamin (PE);
neutrale Lipide (NL).

Figur 6: Die Etablierung eines EPA-Biosynthesewegs in Hefe.

Der Hefestamm INVSc1 wurde entweder mit dem Leervektor transformiert (A) oder
die verschiedenen Co-Expressionskonstrukte wurden mit der Fettsaure 18:34'%1
supplementiert (B und C). FAMEs von Zellpellets wurden mittels GC analysiert.
Diese Analysen reflektieren die Ergebnisse aus drei unabhéngigen

Expressionsexperimenten.

Figur 7: Anreicherung von EPA in Hefe.

Der Hefestamm INVScl, transformiert mit den M. squamata-Desaturasen zusammen
mit der P. patens-A—6-Elongase oder mit den P. tricornutum-Desaturasen zusammen
mit der P. patens-A—6-Elongase, wurde in Gegenwart von 18:3°>'>"* wachsen
gelassen. FAMEs von Zellpellets wurden mittels GC analysiert. Diese Analysen

reflektieren die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Expressionsexperimenten.

Figur 8: Verteilung der Stearidonsidure und Arachidonsédure in verschiedenen
Lipidklassen.

Die Verteilung von Stearidonsdure, dem Produkt der A6-Desaturase, bzw.
Arachidonsédure, dem Produkt der A5-Desaturase, in den verschiedenen Lipidklassen
wurde in Hefekulturen, die MsA6 (A6-Desaturase aus M. squamata), OtA6 (A6-
Desaturase aus O. tauri) oder PtA6 (A6-Desaturase aus P. tricornutum) exprimierten

(A), bzw. in Hefekulturen, die MsAS oder PtAS exprimierten (B), analysiert.



WO 2008/104559 PCT/EP2008/052358

124 -

NL: neutrale Lipide, PC: Phosphatidylcholin, PI/PS: Phosphatidylinositol mit
Phosphatidylserin, CL: Diphosphatidylglycerin

Figur 9: Substratspezifitit von MsA6 und OtA6
Hefekulturen wurden mit MsA6, OtA6 bzw. dem entsprechenden Leervektor pYES2

transformiert und die FAMESs aus den Kulturen mittels GC analysiert.

Figur 10: Acyl-CoA-Abhingigkeit von MsA6 und MsAS
Hefe-Expressionskulturen, die MsA6 exprimierten und Kontrollkulturen, die PtA6
bzw. OtA6 exprimierten, wurden nach 5 bzw. 60 Minuten nach Zugabe von
exogenem 18:3%”'>1°_Substrat hinsichtlich der Gesamtfettsiuren (links) und der
CoA-gebundenen Fettsduren (rechts) durch GC analysiert (A).
Hefe-Expressionskulturen, die MsAS (jeweils links) exprimierten und Kontroll-
kulturen, die PtA5 exprimierten (jeweils rechts), wurden nach 1, 4, 8 bzw. 24
Stunden nach Zugabe von exogenem 20:3°%''*-Substrat hinsichtlich der Gesamt-

fettsduren (links) und der CoA-gebundenen Fettsduren (rechts) durch GC analysiert

B).

Figur 11: Koexpression von A6- und A5- Desaturasen mit Acyl-CoA-Elongasen
Die Desaturasen MsA6, OtA6 und PtA6 wurden jeweils mit der A6-Elongase PSE1

aus dem Moos P. patens in Hefe koexprimiert, die Fettsaure 18:3%%'>"

zugeflttert
und die Fettsdurezusammensetzung durch GC analysiert (A). Als Kontrolle diente
eine Kultur, die mit dem Leervektor pESC-LEU transformiert worden war.

Die Desaturasen MsAS und PtAS wurden jeweils mit der A5-Elongase OtELOS aus
O. tauri in Hefe koexprimiert, die Fettsdure 20:4°%' 1417 zugefiittert und die

Fettsdurezusammensetzung durch GC analysiert (B). Als Kontrolle diente eine
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Kultur, die mit den Leervektoren pESC-TRP und pESC-URA transformiert worden

war.

Figur 12: Bindre pCAMBIA-Vektoren fiir die Transformation von Pflanzen

A) Binédrer Vektor mit Expressionskassetten fiir MsA6, PSE1 und MsAS unter der
Kontrolle des USP-Promotors, dessen Transformation zu Triple-Ms-Pflanzen fiihrte.
B) Binérer Vektor mit Expressionskassetten fiir PtA6, PSE1 und PtAS unter der

Kontrolle des USP-Promotors, dessen Transformation zu Triple-Pt-Pflanzen fiihrte.

LB und RB: linke und rechte T-DNA-Grenzen; USP: USP-Promotor aus Vicia faba;
MsA6 und PtA6: A6-Desaturasen aus M. squamata bzw. P. tricornutum; MsAS und
PtAS: AS-Desaturasen aus M. squamata bzw. P. tricornutum; PSE1: A6-Elongase aus
P. patens; OCS: Terminatorregion des Octopinsynthasegens von 4. tumefaciens;
35S8-Prom: 35S-Promotor von CaMV; 35S-Term.: CaMV-35S-Terminator; bar:

Glufosinatresistenzgen; Kan: Kanamycinresistenzgen

Figur 13: Fettsdureanalyse von Arabidopsis-Samen

Die Menge der Fettsduren 18:2%%1% 18:34%1213 203411 1417 (A)) 118:44021215
20:4881L1417 20 SASBILIAIT By oo 18386912 2038811 14 14 948581114 Oy
wurde in Samen von einzelnen Arabidopsis-Pflanzen, die MsA6, PSE1 und MsAS
(Ms3er-29, Ms3er-2, Ms3er-22) bzw. PtA6, PSE1 und PtAS (Pt3er-16, Ot3er-7,
Pt3er-24) exprimierten, durch GC bestimmt. Zusitzlich wurde der Mittelwert fiir die

jeweilige Fettsdure aus den Werten der einzelnen Samen berechnet (jeweils ganz

rechte Grafik).

Figur 14: Fettsdureanalyse von Triple-Ms-, Triple-Ot- und Triple-Pt-Arabidopsis-

Samen
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Fettsdureprofile von Einzelsamenanalysen der Triple-Ms-, Triple-Ot- und Triple-Pt-
Pflanzen. Dargestellt sind repriasentative GC-Fettsdureprofile von Einzelsamen der
transgenen Triple-Ms- (A), Triple-Ot- (B) und Triple-Pt- (C) Arabidopsis-Pflanzen
aus drei bis acht unabhéngigen Messungen. Die Fettsduren wurden durch Vergleich

mit einem authentischen Standardgemisch verglichen und dartiber identifiziert (D).

Figur 15: @w3-Fettsduregehalt transgener Arabidopsis Pflanzen

Einzelsamenanalyse von jeweils zwei bzw. drei unabhéngigen Triple-Ms (Triple-Ms-
29, Triple-Ms-2, Triple-Ms-22), Triple-Ot (Triple-Ot-2, Triple-Ot-4) und Triple-Pt
(Triple-Pt-16, Triple-Pt-7, Triple-Pt-24) Arabidopsis Linien wurde durchgefiihrt. (A)
Mittelwerte und Einzelwerte der Samenanalysen von m3-18:3%"'%!> (B) dem A6-
Desaturierungsprodukt ©3-18:4°*!'%1> (C) dem Elongationsprodukt der A6-
Elongase, ©3-20:4"*'"*1"ynd (D) dem Endprodukt des ©3-VLCPUFA-
Biosynthsesewegs EPA, ©3-20:5>%111417,

Figur 16: w6-Fettsduregehalt transgener Arabidopsis Pflanzen
Einzelsamenanalyse von zwei oder drei unabhéngigen Triple-Ot und Triple-Pt

Arabidopsis Linien wurde durchgefiihrt. (A) Mittelwerte und Einzelwerte der

A9,12 . A6.,9,12
2 3 ,

Samenanalysen von ©6-18
(C) dem Elongationsprodukt der A6-Elongase, ©6-20:3°*"""* und (D) dem
Endprodukt des ©6-VLCPUFA-Biosynthsesewegs AA, ©6-20:44%1114,

, (B) dem A6-Desaturierungsprodukt w6-18
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von ®3-Fettsduren in transgenen Organismen,
dadurch gekennzeichnet, dass es folgende/n Verfahrensschritt/e umfasst:
a) Einbringen einer Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein
Polypeptid mit der Aktivitit einer A-6-Desaturase kodiert, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:1
dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:2 dargestellten Amino-
sduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:1 dargestellten
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminosédureebene
mindestens 40% Identitdt mit SEQ ID NO:2 aufweisen und eine A-6-
Desaturaseaktivitit haben,
und/oder
b) Einbringen einer Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein
Polypeptid mit der Aktivitét einer A-5-Desaturase kodiert, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:3
dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:4 dargestellten Amino-
sduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:3 dargestellten
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminosédureebene
mindestens 40% Identitit mit SEQ ID NO:4 aufweisen und eine A-5-Desaturase-
aktivitit haben.

2. Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesittigten Fettsauren,
insbesondere von Arachidonsédure, Eicosapentaensiure, Stearidonsdure, gamma-
Linolensdure, Docosapentaensiure und/oder Docosahexaenséure in transgenen

Organismen mit einem Gehalt von mindestens 1 Gew.% dieser Verbindungen
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bezogen auf den Gesamtlipidgehalt des transgenen Organismus, dadurch
gekennzeichnet, dass es folgende/n Verfahrensschritt/e umfasst:

a) Einbringen einer Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein
Polypeptid mit der Aktivitét einer A-6-Desaturase kodiert, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:1
dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:2 dargestellten Amino-
sduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:1 dargestellten
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminosdureebene
mindestens 40% Identitit mit SEQ ID NO:2 aufweisen und eine A-6-
Desaturaseaktivitit haben,

und/oder

b) Einbringen einer Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein
Polypeptid mit der Aktivitét einer A-5-Desaturase kodiert, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:3
dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:4 dargestellten Amino-
sduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:3 dargestellten
Nukleinsduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminoséureebene
mindestens 40% Identitit mit SEQ ID NO:4 aufweisen und eine A-5-Desaturase-

aktivitit haben.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, weiter umfassend das Einbringen einer
Nukleinsduresequenz in den Organismus, die fiir ein Polypeptid mit der Aktivitéit

einer A-6-Elongase kodiert.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Polypeptid mit der Aktivitit einer

A-6-Elongase aus P. patens stammt.
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, weiter umfassend
das Einbringen einer Nukleinsiduresequenz in den Organismus, die flir ein Polypeptid

mit der Aktivitat einer @—3-Desaturase kodiert.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, weiter umfassend
das Einbringen einer Nukleinsiduresequenz in den Organismus, die flir ein Polypeptid
mit der Aktivitét einer A-5-Elongase, einer A-4-Desaturase, einer A-12-Desaturase,
einer A-15-Desaturase, einer bifunktionalen A-12- und A-15-Desaturase, einer
Lysophospholipid-Acyltransferase, einer Diacylglycerol-Acyltransferase und/oder
einer Phospholipid-Diacylglycerol-Acyltransferase kodiert.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich bei
dem Organismus um einen Mikroorganismus, einen Pilz, eine Hefe oder eine Pflanze

handelt.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich bei
dem Organismus um eine Ol-produzierende Pflanze, Gemiise-, Salat- oder

Zierpflanze handelt.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich bei
dem Organismus um eine Nutzpflanze handelt, ausgewéhlt aus der Gruppe der
Pflanzenfamilien bestehend aus den Familien der Aceraceae, Actinidiaceae,
Anacardiaceae, Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae,
Boraginaceae, Brassicaceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceac,
Caprifoliaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreaceae,
Elacagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae, Grossulariaceae,
Juglandaceae, Lauraceae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae,

Oleaceae, Oxalidaceae, Papaveraceae, Poaceae, Polygonaceae, Punicaceace,
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Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Sterculiaceae und

Valerianaceae.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Gehalt
an Arachidonséure, Eicosapentaenséure, Stearidonsiure, gamma-Linolensiure,
Docosapentaensdure und/oder Docosahexaenséure in dem transgenen Organismen
mindestens 4 Gew.% dieser Verbindungen bezogen auf den Gesamtlipidgehalt des

Organismus betragt.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Arachidonsiure, Eicosapentaenséure, Stearidonsiure,
gamma-Linolensiure, Docosapentaensdure und/oder Docosahexaensiure in dem
Organismus vorwiegend als Ester in Phospholipiden oder Triacylglyceriden

gebunden vorliegt.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Arachidonsiure, Eicosapentaenséure, Stearidonsiure,
gamma-Linolensiure, Docosapentaensdure und/oder Docosahexaenséure aus dem

Organismus in Form ihrer Ole, Lipide oder freien Fettsiuren isoliert wird.

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass zusitzliche weitere Biosynthesegene des Fettsdure- oder
Lipidstoffwechsels eingebracht werden, ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-
Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-ACP-
Thioesterase(n), FettsdureAcyl-Transferase(n), Acyl-CoA :Lysophospholipid-
Acyltransferase(n), Fettsdure-Synthase(n), Fettsdure-Hydroxylase(n), Acetyl-
Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsdure-Desaturase(n),

Fettsdure-Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen,
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AllenoxidSynthasen, Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsdure-Elongase(n).

14. O, Lipide oder Fettsiuren oder eine Fraktion davon, hergestellt durch das

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13.

15. Ol-, Lipid- oder Fettsiurezusammensetzung, die langkettige, mehrfach
ungesittigte Fettsduren hergestellt nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1

bis 13 umfasst und von transgenen Pflanzen stammt.

16. Verfahren zur Herstellung von Olen, Lipiden oder Fettsiurezusammen-
setzungen durch Mischen von Ol, Lipiden oder Fettsiuren gemiB Anspruch 14 oder
Ol-, Lipid- oder Fettsiurezusammensetzung nach Anspruch 15 mit tierischen Olen,

Lipiden oder Fettsauren.

17. Verwendung von Ol, Lipiden oder Fettsiuren gemiB Anspruch 14 oder
Ol-, Lipid- oder Fettsiurezusammensetzungen gemifl Anspruch 15 oder Olen,
Lipiden oder Fettsdurezusammensetzungen hergestellt gemifl Anspruch 16 in

Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika.

18. Isoliertes Nukleinsduremolekiil umfassend eine Nukleinsduresequenz, die
fur ein Polypeptid mit der Aktivitdt einer A-6-Desaturase kodiert, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:1
dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:2 dargestellten
Aminosduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:1 dargestellten
Nukleinsiduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminosdureebene
mindestens 68 % Identitdt mit SEQ ID NO:2 aufweisen und eine A-6-

Desaturaseaktivitit haben.
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19. Isoliertes Nukleinsduremolekiil umfassend eine Nukleinsduresequenz, die
fur ein Polypeptid mit der Aktivitit einer A-5-Desaturase kodiert, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO:3
dargestellten Sequenz, Nukleinsduresequenzen, die sich als Ergebnis des
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO:4 dargestellten
Aminosduresequenz ableiten lassen, und Derivaten der in SEQ ID NO:3 dargestellten
Nukleinsiduresequenz, die fiir Polypeptide kodieren, die auf Aminosdureebene
mindestens 67 % Identitdt mit SEQ ID NO:4 aufweisen und eine A-5-

Desaturaseaktivitit haben.

20. Nukleinsduremolekiil nach Anspruch 18 oder 19, wobei die Sequenz von
einer Alge, einem Pilz, einem Mikroorganismus, einer Pflanze oder einem nicht-

humanen Tier stammt.

21. Aminosiuresequenz, die von einer Nukleinsduresequenz nach einem der

Anspriiche 18 bis 20 kodiert wird.

22. Genkonstrukt, enthaltend eine Nukleinsduresequenz nach einem der
Anspriiche 18 bis 20, wobei die Nukleinsduresequenz funktionsfihig mit einem oder

mehreren Regulationssignalen verbunden ist.

23. Vektor, enthaltend eine Nukleinsduresequenz nach einem der Anspriiche

18 bis 20 oder ein Genkonstukt nach Anspruch 22.

24. Transgener nicht-humaner Organismus, enthaltend mindestens eine
Nukleinsduresequenz nach einem der Anspriiche 18 bis 20, ein Genkonstrukt nach

Anspruch 22 oder einen Vektor nach Anspruch 23.
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25. Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 24, wobei der

Organismus eine Pflanze ist.
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E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist ,
Anmeldedatum versifentiicht worden ist *X* Verdifentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Effindung
°L* Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritétsanspruch zweifelhatt er— kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden wys ygrsifentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben st (wie kann nicht als auf erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet
oy BUsgetlnn) werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
O* Verdifentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, Verdffentlichungen dieser Kategorfe in Verbindung gebracht wird und
B veln,tfgf Bet“u:]zung, ;ine Alésstelilung o?er a?derz Mar?gag ntxen be;lehl h diese Verbindung filr einen Fachmann nahsliegend ist
*P* Verdifentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedaf um, aber nacl R : Y i
dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist & Versifentlichung, die Mitglied derselbien Patentfamilie st
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Internationales Aktenzelchen
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C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie*

Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

X

ABBADI A ET AL: "Biosynthesis of
very-long-chain polyunsaturated fatty
acids 1in transgenic oilseeds: Constraints
on their accumulation” -

PLANT CELL, AMERICAN SOCIETY OF PLANT
PHYSIOLOGISTS, ROCKVILLE, MD, US,

Bd. 16, Nr. 10,

1. Oktober 2004 (2004-10-01), Seiten
2734-2748, XP002334261

ISSN: 1040-4651

in der Anmeldung erwdhnt

das ganze Dokument
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Internationales Aktenzeichen

INTERNATIQNALER RECHERCHENBERICHT‘ PCT/EP2008/052358

Feld Nr. | Nucleotid- und/oder Aminoséuresequenz(en) (Fortsetzung von Punkt 1 b) auf Blatt 1)

1. Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminoséuresequenz, die in der internationalen Anmeldung offenbart wurde und fiir die
beanspruchte Erfindung erforderlich Ist, ist die internationale Recherche auf folgender Grundiage durchgefiihrt worden:

a. Artdes Materials

Sequenzprotokoll

EI Tabelle(n) zum Sequenzprbtokoll

b. Form des Materials

in Papierform
X

E in elektronischer Form

c.  Zeitpunkt der Einreichung
in der eingereichten internationalen Anmeldung enthalten
[:I zusammen mit der internationalen Anmeldung in elektronischer Form eingereicht
bei dieser Behdrde nachiraglich fiir die Zwecke der Recherche eingereicht
2: Wurden mehr als eine Version oder Kopie eines Sequenzprotokolls und/oder einer dazugehérigen Tabelle eingereicht,
- : so sind zusétzlich die erforderlichen Erkl&rungen, dass die Information in den nachgereichen oder zusétziichen Kopien

mit der Information in der Anmeldung in der eingereichten Fassung lbereinstimmt bzw. nicht Gber sie hinausgeht,
vorgelegt worden.

3. | Zusétzliche Bemerkungen:

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)) (April 2005)



. ’ . Internationales Aktenzeichen
INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP2008/052358
Feld Nr.Hl  Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

Gemé&n Artike! 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. D Anspriiche Nr. : .
weil sie sich auf Gegenstéinde beziehen, zu deren Recherche diese Behdrde nicht verpflichtet Ist, nAmlich

2., I:l Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre—~
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich .

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhéngige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde ha'lt‘festgestellt, dass diese Intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait:

Y

ss1‘ehe Zusatzblatt

1. Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnts, der
zusitzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung solcher Gebtihren aufgefordert.

i

3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebﬁhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fiir die Gebiihren entrichtet worden sind, némlich auf die
Anspriiche Nr.

4, D Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitlg entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese st in folgenden
Anspriichen erfasst:

Bemerkungen hinsichtlich D Der Anmelder hat die zusitzlichen Recherchengebithren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahit.

D Die zusétzlichen Recherchengebithren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebiihr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

D Die Zahlung der zusétzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (April 2005)




Internationales Aktenzeichen PCT/EP2008 /052358

WEITERE ANGABEN - PCTASAI 210

Die internationale Recherchenbehtrde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdlt,
namlich: ’

1. Anspriiche: 1-17, 20-25 teilweise, 18 komplett

Verfahren zur Herstellung von omega3-Fettsduren unter

Verwendung einer delta-6-Desaturase. Ole, Lipide und

Fettsduren und Zusammensetzungen, Verfahren zu deren .

Herstellung und deren Verwendungen. Nukleins&duremolekiil- (SEQ

ID NO: 1) und Polypeptid (SEQ ID NO: 2), Genkonstrukt,

Vektor, transgener Organismus, welcher delta-6-Desaturase
.enthadlt.

2. Anspriiche: 1-17, 20-25 teilweise, 19 vollstdndig

Entsprechend Erfindung, umfassend eine Delta-6-Desaturase
(SEQ ID NO: 3 and 4).

e




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Verbfientlichungen, die zur selben Patentfamilie gehdren

Intemnationales Aktenzeichen

PCT/EP2008/052358
Im Recherchenbericht Datum der "Mitglied(er) der Datum der -~
angefithrtes Patentdokument Veréffentlichung Patentfamilie Verbffentlichung
WO 2005083093 A 09-09-2005 AU 2005217079 Al 09-09-2005
CA 2559360 Al 09-09-2005
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