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DESCRIPCION

Fad4, Fad5, Fad5-2 y Fad6, miembros de la familia de desaturasas de dcidos grasos y usos de los mismos.
Antecedentes de la invencion

Los 4cidos grasos son dcidos carboxilicos con grupos laterales hidrocarbonados de cadena larga y juegan un papel
fundamental en muchos procesos bioldgicos. Los dcidos grasos raramente se encuentran libres en la naturaleza, pero,
ademds, se presentan en forma esterificada como componente principal de lipidos. Los lipidos/dcidos grasos son
fuentes de energia (por ejemplo, b-oxidacién) y son parte integral de membranas celulares que son indispensables para
el procesamiento de informacién bioquimica o bioldgica.

Los 4cidos grasos se pueden dividir en dos grupos: los dcidos grasos saturados y los dcidos grasos insaturados
que contienen uno o mas dobles enlaces de carbono en configuracién cis. Los dcidos grasos insaturados se producen
por medio de desaturasas terminales que pertenecen a la clase de enzimas de hierro no hemo. Cada una de estas
enzimas hace parte de un sistema de transporte de electrones que contiene otras dos proteinas, a saber citocromo bs
y NADH-citocromo bs reductasa. Especificamente, tales enzimas catalizan la formacién de enlaces dobles entre los
atomos de carbono de una molécula de dcido graso. Los humanos y otros mamiferos tienen un espectro limitado de
esas desaturasas que son requeridas para la formacién de enlaces dobles particulares en dcidos grasos insaturados. Por
lo tanto, los humanos tienen que ingerir algunos dcidos grasos a través de su dieta. Tales dcidos grasos esenciales son,
por ejemplo, dcido linoléico (C18:2); dcido linolénico (C18:3); dcido araquiddnico (C20:4). En contraste, los insectos
y las plantas son capaces de sintetizar una variedad mucho mayor de dcidos grasos insaturados y sus derivados.

Los dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (los LCPUFA) tales como el dcido docosahexandico (DHA,
22:6 (4,7, 10, 13, 16, 19)) son componentes esenciales de las membranas celulares de diferentes tejidos y organelos
en mamiferos (células nerviosas, de retina, de cerebro e inmunes).Por ejemplo, mds del 30% de los 4cidos grasos en
los fosfolipidos del cerebro son 22:6 (n-3) y 20:4 (n-6). (Crawford, M. A., y colaboradores (1997) Am. J-Clin. Nutr.
66:1032S-1041S). En la retina, DHA representa mas del 60% de los dcidos grasos totales en el segmento externo de la
barra, la parte fotosensible de la célula fotorreceptora (Giusto, N. M., y colaboradores (2000) Prog. Lipid Res. 39: 315-
391). Estudios clinicos han mostrado que DHA es esencial para el crecimiento y desarrollo del cerebro de los bebes, y
para el mantenimiento de la funcién normal del cerebro en adultos (Martinetz, M. (1992) J. Pediatr. 120: S129-S138).
DHA también tiene efectos significativos sobre la funcién fotorreceptora involucrada en el proceso de transduccién de
la sefial, activacion de la rodopsina, y el desarrollo de conos y bastones (Giusto, N. M., y colaboradores (2000) Prog.
Lipid Res. 39: 315-391). Ademds, también se encontraron algunos efectos positivos del DHA sobre enfermedades
tales como hipertension, artritis, aterosclerosis, depresion, trombosis y cdnceres (Horrocks, L. A.y Yeo, Y. K. (1999)
Pharmacol. Res. 40: 211-215). Por lo tanto, el suministro apropiado en la dieta del 4cido graso es importante para los
humanos para permanecer saludables. Es particularmente importante para los bebes, nifios pequefios y adultos mayores
la ingesta adecuada de estos dcidos grasos a partir de la dieta ya que no pueden ser eficientemente sintetizados en sus
organismos y deben ser suministrados con la alimentacién (Spector, A. A. (1999) Lipids 34: S1-S3).

El DHA es un 4cido graso de la serie n-3 de acuerdo con la ubicacién del dltimo doble enlace en el extremo del
metilo. Se sintetiza a través de etapas alternantes de desaturacion y alargamiento. Comenzando con 18:3 (9, 12, 15),
la biosintesis del DHA involucra desaturacidon A6 hasta 18:4 (6, 9, 12, 15), seguido por alargamiento hasta 20:4 (8, 11,
14, 17) y desaturacion AS hasta 20:5 (5, 8, 11, 14, 17). Mas alld de este punto, existen algunas controversias acerca
de la biosintesis. El punto de vista convencional es de que 20:5 (5,8,11,14,17) se alarga hasta 22:5 (7, 10, 13, 16, 19)
y luego se convierte hasta 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19) por medio de la desaturacién final A4 (Horrobin, D. F. (1992)
Prog. Lipid Res. 31: 163-194). Sin embargo, Sprecher y colaboradores recientemente sugirieron una ruta alternativa
para la biosintesis del DHA, que es independiente de la desaturasa A4, que involucra dos alargamientos consecutivos,
una desaturacién A6 y un acortamiento de dos carbonos a través S-oxidacion limitada en peroxisomas (Sprecher, H.,
y colaboradores (1995) J. Lipid Res. 36: 2471-2477; Sprecher, H., y colaboradores (1999) Lipids 34: S153-S156).

La produccioén del DHA es importante debido a su efecto benéfico sobre la salud humana. Actualmente las fuentes
principales del DHA son aceites de pescado y de algas. El aceite de pescado es una fuente principal y tradicional para
esta dcido graso, sin embargo, usualmente estd oxidado al momento de su venta. Ademads, el suministro del aceite es
altamente variable y su fuente estd en peligro con la disminucién de las poblaciones de peces mientras que la fuente
de algas es costosa debido al bajo rendimiento y a los altos costos de extraccion.

EPA y AA son ambos 4cidos grasos esenciales AS. Ellos forman una clase tnica de constituyentes alimenticios
y de pienso para humanos y animales. EPA pertenece a la serie n-3 con cinco dobles enlaces en la cadena acilo, se
encuentra en el alimento de mar y es abundante en pescado azul el Atldntico Norte. AA pertenece a la serie n-6 con
cuatro dobles enlaces. La carencia de un doble enlace en la posicién w-3 confiere sobre AA propiedades diferentes
a aquella encontradas en EPA. Los eicosanoides producidos a partir de AA tienen fuertes propiedades inflamatorias
y de agregacion plaquetaria, mientras que aquellos derivados de EPA tienen propiedades antiinflamatorias y de anti
agregacion plaquetaria. Los AA se pueden obtener a partir de algunos alimentos tales como carne, pescado, y huevos,
pero la concentracion es baja.

El dcido gama-linolénico (GLA) es otro dcido graso esencial encontrado en los mamiferos. El GLA es el interme-
diario metabdlico para los 4cidos grasos n-6 de cadena muy larga y para diferentes moléculas activas. En mamiferos,
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la formacién de dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga estd limitada en velocidad por la desaturacién A6. Mu-
chas condiciones fisioldgicas y patoldgicas tales como el envejecimiento, el estrés, la diabetes, el eczema, y algunas
infecciones se ha demostrado que deprimen la etapa de desaturacién A6. Ademads, el GLA es facilmente catabolizado
a partir de la oxidacién y rdpida divisién celular asociada con ciertos trastornos, por ejemplo, cdncer o inflamacién.
Por lo tanto, la suplementacion de la dieta con GLA puede reducir los riesgos de estos trastornos. Los estudios clinicos
han mostrado que la suplementacion de la dieta con GLA es efectiva en el tratamiento de algunas condiciones patold-
gicas tales como eczema atdpico, sindrome premenstrual, diabetes, hipercolesterolemia, y trastornos inflamatorios y
cardiovasculares.

Las fuentes predominantes de GLA son aceites de plantas tales como onagra (Oenothera bienins) borraja (Borago
officinalis L.), grosella negra (Ribes nigrum), y a partir de microorganismos tales como Mortierella sp., Mucor sp., y
Cyanobacteria. Sin embargo, estas fuentes de GLA no son ideales para suplementacién de la dieta debido a grandes
fluctuaciones en la disponibilidad y en los costos asociados con procesos de extraccion.

Resumen de la invencion

La biosintesis de dcidos grasos es una actividad principal de las plantas y de los microorganismos. Sin embargo,
los humanos tienen una capacidad limitada para sintetizar dcidos grasos esenciales, por ejemplo 4cidos grasos po-
liinsaturados de cadena larga (los LCPUFA). La biotecnologfa ha sido considerada con mucho una forma eficiente
para manipular el proceso de produccion de dcidos grasos en plantas y microorganismos. Es rentable y renovable con
pocos efectos secundarios. En consecuencia, se ha producido un tremendo esfuerzo industrial dirigido a la produccién
de diferentes compuestos incluyendo especialmente dcidos grasos y polipéptidos farmacéuticos a través de la manipu-
lacién de células de plantas, animales y microorganismos. Por lo tanto, la biotecnologia es una ruta atractiva para la
produccion de dcidos grasos insaturados especialmente los LCPUFA, en una forma segura y rentable para acumular el
maximo valor terapéutico a partir de estos dcidos grasos.

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de una familia de moléculas de acido
nucleico que codifican nuevas desaturasas. En particular, los presentes inventores han identificado la Fad 4 (A4 des-
aturasa) y Fad 5 (A5 desaturasa), que estdn involucradas en la biosintesis de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga DHA (4cido docosahexandico, 22:6, n-3) y DPA (4cido docosapentandico, 22:5, n-6); més especificamente, Fad
4 desaturada 22:5 (n-3) y 22:4 (n-6) resultando en DHA y DPA; Fad5 desaturada 20:4 (n-3) y 20:3 (n-6) resultando en
EPA y AA.

En un primer aspecto, la presente invencion estd dirigida a una molécula aislada de 4cido nucleico seleccionada a
partir del grupo que consiste de:

(a) una molécula de dcido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1, o en
la SEQ ID NO: 3, o un complemento de la misma;

(b) una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoéacidos ex-
puesta en la SEQ ID NO: 2, o en 1la SEQ ID NO: 4, o un complemento de la misma; y

En un segundo aspecto, la presente invencién estd dirigida a una molécula aislada de acido nucleico seleccionada
del grupo que consiste de:

(a) una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que
es aproximadamente al menos 50% idéntica a la secuencia entera de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4, en
donde el polipéptido tiene una actividad de A4 (en el caso de la SEQ ID NO: 2) o AS desaturasa (en el caso de
la SEQ ID NO: 4), o un complemento de las mismas;

(b) una molécula de dcido nucleico que hibrida bajo condiciones rigurosas hasta un complemento de una molécula
de 4acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, en donde la molécula
de 4cido nucleico codifica un polipéptido que tiene una actividad de A4 (en el caso de la SEQ ID NO: 1) o A5
desaturasa (en el caso de la SEQ ID NO: 3), o un complemento de las mismas; y

En un tercer aspecto, la presente invencion estd dirigida a un polipéptido aislado seleccionado del grupo que
consiste de:

(a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que es al menos 50% idéntica a la secuencia
entera de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4 y que tiene una actividad de A4 desaturasa en el caso de la SEQ
ID NO: 2 y que tiene una actividad de A5 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 4;

(b) un polipéptido que es codificado por una molécula de 4cido nucleico que hibrida bajo condiciones rigurosas
hasta un complemento de una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos de la
SEQ ID NO: 1 6 3 y que tiene una actividad de A4 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 1 y que tiene una
actividad de A5 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 3; y
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(c) un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4 que tiene una actividad de
A4 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de A5 desaturasa en el caso de la SEQ
ID NO: 4.

En una modalidad, la invencién presenta una molécula aislada de dcido nucleico que incluye la secuencia de
nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o en la SEQ ID NO: 3. En otra modalidad, la invencién presenta una
molécula aislada de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcidos expuesta en
la SEQ ID NO: 2 6 4.

En atin otras modalidades, la invencién proporciona moléculas aisladas de dcido nucleico que incluyen secuencias
de nucledtidos que son sustancialmente idénticas (por ejemplo, 70% idénticas) a la secuencia de nucleétidos expuesta
como la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3. Aqui se describen moléculas aisladas de dcido nucleico que incluyen al
menos 30 nucleétidos contiguos de la secuencia de nucledtidos expuesta como la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
3. En otra modalidad, la invencién presenta moléculas aisladas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que
incluye una secuencia de aminodcidos que es sustancialmente idéntica (por ejemplo, 50% idéntica) a la secuencia de
aminodcidos expuesta como la SEQ ID NO: 2 6 4. También se describen moléculas de 4cido nucleico que codifican
variantes alélicas del polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos expuesta como la SEQ ID NO: 2 6 4. También
se describen moléculas de 4cido nucleico que codifican fragmentos, por ejemplo, fragmentos bioldgicamente activos,
de los polipéptidos de longitud completa de la presenta invencion (por ejemplo, fragmentos que incluyen al menos 10
residuos de aminodcidos contiguos de la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2 6 4). En atn otras modalida-
des, la invencidn presenta moléculas de dcido nucleico que son complementarias a, o que hibridan bajo condiciones
rigurosas con las moléculas aisladas de acido nucleico descritas aqui.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona vectores que incluyen las moléculas aisladas de dcido nucleico
descritas aqui (por ejemplo, moléculas de dcido nucleico que codifican desaturasa). También se presentan células
huésped que incluyen a tales vectores (por ejemplo, células huésped que incluyen vectores adecuados para producir
moléculas de 4cido nucleico y polipéptidos de desaturasa).

Como se describi6 anteriormente, la invencién presenta polipéptidos aislados de desaturasa. Los ejemplos de mo-
dalidades presentan un polipéptido que incluye la secuencia de aminodcidos expuesta como la SEQ ID NO: 2 6 4, un
polipéptido que incluye una secuencia de aminodcidos al menos 50% idéntica a la secuencia de amino4cidos expuesta
como la SEQ ID NO: 2 6 4, un polipéptido codificado por una molécula de dcido nucleico que incluye una secuencia
de nucleétidos al menos 70% idéntica a la secuencia de nucledtidos expuesta como la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
3. También se describen fragmentos de los polipéptidos de longitud completa descritos aqui (por ejemplo, fragmentos
que incluyen al menos 10 residuos de aminoécidos contiguos de la secuencia expuesta como la SEQ ID NO: 2 6 4) asi
como variantes alélicas del polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos expuesta como la SEQ ID NO: 2 6 4.

En una modalidad, un polipéptido desaturasa tiene una actividad de desaturasa. En otra modalidad, un polipéptido
desaturasa tiene un motivo N-terminal para enlazamiento de hemo, por ejemplo un dominio tipo b5 de citocromo
encontrado en desaturasas front-end. En otra modalidad, un polipéptido desaturasa tiene al menos dos, preferible-
mente aproximadamente tres, motivos conservados de histidina encontrados en todas las desaturasas microsomales y,
opcionalmente, tiene una actividad de desaturasa. En una modalidad preferida, el polipéptido desaturasa tiene aproxi-
madamente tres motivos de histidina.

Las construcciones que contienen los genes para la desaturasa pueden ser utilizadas en cualquier sistema de expre-
sién incluidas plantas, animales, y microorganismos para la produccién de células capaces de producir los LCPUFA
tales como DHA, EPA, AA, SDA, y GLA. Los ejemplos de plantas utilizadas para expresion de las desaturasas de la
presente invencion incluyen, entre otras, plantas y semillas de plantas de cultivos de semillas oleaginosas, por ejemplo,
lino (Linum sp.), colza (Brassica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol (Helianthus sp.), algodon (Gosssypium sp.),
maiz (Zea mays), oliva (Olea sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theobroma cacoa), y mani (Arachis sp.).

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona métodos nuevos y mejorados para producir dcidos
grasos insaturados, por ejemplo, los LCPUFA; y otros compuestos clave de la ruta biosintética de dcidos grasos
insaturados utilizando células, por ejemplo, células de plantas, células animales, y/o células microbianas en las cuales
se ha manipulado la ruta biosintética de 4cidos grasos insaturados de tal manera que se produzcan los LCPUFA u otros
compuestos deseados de acidos grasos insaturados.

Las metodologias nuevas y mejoradas de la presente invencion incluyen métodos para la produccién de dcidos
grasos insaturados (por ejemplo, DHA) en células que tienen al menos una desaturasa de dcido graso de la ruta biosin-
tética de 4cidos grasos insaturados manipulada de tal manera que se produzcan dcidos grasos insaturados (por ejemplo,
producidos a un nivel mayor). Por ejemplo, la invencién presenta métodos para producir un dcido graso insaturado
(por ejemplo, DHA) en células que contienen al menos una molécula aislada de 4cido nucleico para desaturasa, por
ejemplo Fad4 y/o Fad5, como se describié anteriormente, de tal manera que se produzca un 4cido graso insaturado,
por ejemplo LCPUFA, por ejemplo, DHA. Tales métodos pueden incluir ademads la etapa de recuperar el LCPUFA.

En otra modalidad, la presente invencidn proporciona métodos para producir dcidos grasos insaturados, por ejem-
plo, los LCPUFA, por ejemplo, DHA, que comprenden poner en contacto una composicién que contiene al menos una
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molécula objetivo de desaturasa, como se define aqui, con al menos un polipéptido desaturasa aislado, por ejemplo,
Fad4 y/o Fad5, como se describié anteriormente, bajo condiciones tales que se produzca un dcido graso insaturado,
por ejemplo LCPUFA, por ejemplo DHA. Tales métodos pueden incluir ademads la etapa de recuperar el LCPUFA.

Los 4cidos nucleico, proteinas, y vectores descritos anteriormente son particularmente ttiles en las metodologias
de la presente invencion. En particular, la invencidn presenta métodos para mejorar la produccién de dcido graso
insaturado (por ejemplo, la produccién de DHA) que incluye el cultivo de una planta, animal, y/o microorganismo
recombinante que comprende un 4cido nucleico para desaturasa, por ejemplo, Fad4 y Fad5, bajo condiciones tales que
se mejore la produccion de acido graso.

En otra modalidad, la presente invencidn presenta métodos para producir una célula de una planta o microbiana
capaz de producir 4cidos grasos insaturados. Tales métodos incluyen la introduccién en dicha célula, por ejemplo, una
célula de una planta, de una molécula aislada de 4cido nucleico como se describié anteriormente que codifica una
proteina que tiene una actividad para catalizar la formacién de un doble enlace en una cadena de acilo graso.

En otra modalidad, la presente invencién presenta métodos para modular la produccién de dcidos grasos que com-
prenden el cultivo de una célula que contiene una molécula aislada de dcido nucleico como se describid anteriormente
que codifica un polipéptido que tiene actividad par catalizar la formacién de un doble enlace, de tal manera que se
presente la modulacién de la produccién de dcido graso.

En otra modalidad, la presente invencion incluye composiciones que comprenden a los 4cidos grasos insaturados,
acidos nucleico o polipéptidos descritos aqui. Las composiciones de la presente invencién pueden incluir también a
las células capaces de producir tales dcidos grasos, como se describi6 anteriormente, y, opcionalmente, un portador
farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, se utilizan las composiciones de la presente invencion como suplemento para la dieta, por ejem-
plo, en pienso para animales o como un neutracéutico. Las composiciones de la presente invencion pueden permitir
un método de tratamiento de un paciente que tenga un trastorno. Los trastornos abarcados por tales métodos incluyen,
por ejemplo, estrés, diabetes, cancer, trastornos inflamatorios, y trastornos cardiovasculares.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de ADN y de proteina de Fad4 de Thraustochytrium sp.; (A) la secuencia de
ADNCc del marco de lectura abierto (SEQ ID NO: 1); y (B) la secuencia traducida de proteina (SEQ ID NO: 2).

La Figura 2 muestra la secuencia de AND y de proteina de FadS de Thraustochytrium sp.; (A) la secuencia de
ADNCc del marco de lectura abierto (SEQ ID NO: 3); y (B) la secuencia traducida de proteina (SEQ ID NO: 4).

La Figura 3 muestra una comparacién de las secuencias de proteina de Fad4 y FadS de Thraustochytrium sp. (SEQ
ID NO: 2 y 4, respectivamente). La barra vertical indica la identidad del aminoécido. Los motivos conservados tales
como los motivos ricos en bistidina y el enlace hemo del citocromo b5 estan resaltados. Las dos flechas indican las
posiciones de los enlaces de los dos iniciadores degenerados.

La Figura 4 es un andlisis por cromatografia de gases (GC) de metil ésteres de 4cido graso (los FAME) de la cepa
de levadura Invsc2 que expresa Fad4 con sustrato exdgeno 22:5 (n-3).

La Figura 5 es un andlisis por cromatografia de gases/espectroscopia de masas (MS) de los FAME del pico nuevo
en la Figura 4; (A) el producto Fad4; (B) el DHA (22:6, n-3) estandar.

La Figura 6 es un andlisis por GC de los FAME de la cepa de levadura Invsc2 que expresa Fad4 con sustrato
exégeno 22:4 (n-6).

La Figura 7 es un andlisis por GC/MS de los FAME del pico nuevo en la Figura 9; (A) el producto Fad4; (B) el
DPA (22:5, n-6) estandar.

La Figura 8 es un andlisis por GC de los FAME de la cepa de levadura Invsc2 que expresa Fad5 con sustrato
exdgeno 20:3 (n-6).

La Figura 9 es un andlisis por GC/MS de los FAME del pico nuevo en la Figura 11; (A) el producto Fad5; (B) el
AA (20: 4-5, 8, 11, 14) estandar.

La Figura 10 es un anélisis por GC de los FAME de hojas de Brassica juncea que expresa Fad4 bajo el control del
promotor 35S con sustrato suministrado en forma endégena 22:5 (n-3).

La Figura 11 es una tabla que muestra el perfil de cidos grasos de Thraustochytrium sp.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de nuevos miembros de la familia de
desaturasas de 4cido graso, denominadas aqui indistintamente como ‘“desaturasas” o 4cido nucleico “desaturasa” y
moléculas de proteina (por ejemplo, Fad4 y Fad5). Estas nuevas moléculas son miembros de la familia de desaturasas
de 4cido graso y se expresan en organismos que producen los LCPUFA, por ejemplo Thraustochytrium, Pythium
irregulare, Schizichytrium, y Crythecodinium.

Como se lo utiliza aqui, el término “4cidos grasos” es reconocido en el arte e incluye 4cido carboxilico con base
en hidrocarburos de cadena larga. Los dcidos grasos son componentes de muchos lipidos incluidos glicéridos. Los
dcidos grasos mds comunes de ocurrencia natural son dcidos monocarboxilicos que tienen un nimero par de 4tomos
de carbono (16 6 18) y que pueden ser saturados o insaturados. Los dcidos grasos “insaturados” contienen enlaces
dobles cis entre los dtomos de carbono. Los dcidos grasos insaturados abarcados por la presente invencién incluyen,
por ejemplo, DHA, GLA, y SDA. Los 4cidos grasos “poliinsaturados” contienen mds de un doble enlace y los dobles
enlaces estdn dispuestos en un sistema interrumpido de metileno (-CH=CH-CH,-CH=CH-).

Los 4cidos grasos se describen aqui por medio de un sistema de numeracion en el cual el nimero antes de los dos
puntos indica el nimero de d&tomos de carbono en el dcido graso, mientras que el nimero después de los dos puntos
es el nimero de dobles enlaces que estdn presentes. En el caso de dcidos grasos insaturados, este es seguido por un
nimero entre paréntesis que indica la posicién de los dobles enlaces. Cada nimero entre paréntesis es el dtomo de
carbono con el nimero mds bajo de los dos conectados por el doble enlace. Por ejemplo, se puede describir el dcido
oleico como 18:1 (9) y se puede describir el 4cido linoléico como 18:2 (9, 12) indicando 18 carbonos, un doble enlace
en el carbono 9, dos dobles enlaces en los carbonos 9 y 12, respectivamente.

Las etapas de control en la produccién de 4cidos grasos insaturados, es decir, la ruta biosintética del acido graso
insaturado, son catalizadas por desaturasas de dcido graso asociadas a la membrana, por ejemplo, Fad4 o Fad5. Espe-
cificamente, tales enzimas catalizan la formacion de dobles enlaces entre los atomos de carbono de una molécula de
dcido graso. Como se lo utiliza aqui, el término “ruta biosintética del 4cido graso insaturado” se refiere a una serie de
reacciones quimicas que conducen a la sintesis de un 4cido graso insaturado ya sea in vivo o in vitro. Tal ruta incluye
una serie de etapas de desaturacion y alargamiento que generan dcidos grasos insaturados y por tltimo, 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga. Tales 4cidos grasos insaturados pueden incluir, GLA 18:3 (6, 9, 12), SDA 18:4 (6, 9,
12, 15), AA 20:4 (5, 8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), y DPA 22:5 (4, 7, 10, 13, 16), y DHA 22:6 (4, 7, 10, 13,
16, 19).

Las desaturasas pueden contener un motive de enlazamiento de hemo y/o aproximadamente tres motivos conser-
vados de histidina, aunque pueden estar presentes dominios adicionales. Los miembros de la familia de desaturasas
de 4cido graso convierten 4cidos grasos saturados en acidos grasos insaturados, por ejemplo, 4cidos grasos poliinsatu-
rados de cadena larga (los LCPUFA), que son componentes de membranas celulares de diferentes tejidos y organelos
en mamiferos (células nerviosas, de retina, de cerebro e inmunes). Los ejemplos de LCPUFA incluyen, entre otros,
acido docosahexandico (DHA, 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19)). Estudios clinicos han mostrado que DHA es esencial para
el crecimiento y desarrollo del cerebro en bebés, y para el mantenimiento de la funcién normal del cerebro en adul-
tos (Martinetz, M. (1992) J. Pediatr. 120: S129-S138). DHA también tiene efectos sobre la funcién fotorreceptora
involucrada en el proceso de transduccién de la sefial, activacion de la rodopsina, y el desarrollo de conos y basto-
nes (Giusto, N. M., y colaboradores (2000) Prog. Lipid Res. 39: 315-391). Ademas, se encontraron también efectos
positivos del DHA en el tratamiento de enfermedades tales como hipertension, artritis, aterosclerosis, depresion, trom-
bosis y canceres (Horrocks, L. A. y Yeo, Y. K. (1999) Pharmacol. Res. 40: 211-215). En consecuencia, se pueden
utilizar las moléculas de desaturasa para producir los LCPUFA fitiles en el tratamiento de trastornos caracterizados
por crecimiento, proliferacién, o diferenciacion regulados en forma aberrante. Tales trastornos incluyen cancer, por
ejemplo, carcinoma, sarcoma, o leucemia; angiogénesis tumoral y metdstasis; displasia esquelética; trastornos hepati-
cos; sindromes mielodisplésicos; y trastornos hematopoyéticos y/o mieloproliferativos. Otros trastornos relacionados
con angiogénesis y que son, por lo tanto, trastornos asociados con desaturasa incluyen telangiectasia hemorrégica he-
reditaria tipo 1, fibrodisplasia osificante progresiva, fibrosis pulmonar idiopdtica, y sindrome de Klippel-Trenaunay-
Weber.

El término “familia” cuando se refiere a las moléculas de acido nucleico y proteina de la presente invencién debe
entenderse como dos 0 mas moléculas de proteina o dcido nucleico que tienen un dominio estructural comin o motivo
y tienen suficiente homologia de secuencia de aminoacidos o nucleétidos como se define aqui. Tales miembros de la
familia pueden ser de ocurrencia natural o no natural y pueden ser ya sea de la misma o de una especie diferente.
Por ejemplo, una familia puede contener una primera proteina de origen humano asi como otras proteinas distintas de
origen humano o alternativamente, puede contener homoélogos de origen no humano, por ejemplo, proteinas de rata o
de ratén. Los miembros de una familia pueden también tener caracteristicas funcionales comunes.

Por ejemplo, la familia de proteinas desaturasa de la presente invencidn incluye un motivo de enlazamiento hemo
del citocromo b5. Como se utiliza aqui, el término “motivo de enlazamiento hemo” es una extensién N-terminal del
dominio del tipo del citocromo b5 encontrado en desaturasas del front-end.

En otra modalidad, los miembros de la familia de las desaturasas de proteinas incluyen “motivos de histidina” en
la proteina, preferiblemente, aproximadamente tres o cuatro motivos de histidina. Como se lo utiliza aqui, el término
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“motivo de histidina” incluye un dominio de proteina que tiene aproximadamente al menos dos residuos del aminoa-
cido histidina, preferiblemente aproximadamente tres o cuatro residuos del amino4cido histidina, y tipicamente se lo
encuentra en todas las desaturasas microsomales como el tercer motivo conservador de histidina.

Los ejemplos de motivos de enlazamiento hemo del citocromo b5 y los motivos de histidina incluyen los residuos
aminodcidos 41-44, 182-186, 216-223, y 453-462 de la SEQ ID NO: 2, y los residuos aminodacidos 40- 43, 171-175,
207-213, y 375-384 de la SEQ ID NO: 4 como se muestra en la Figura 3.

Las proteinas desaturasas aisladas de la presente invencion tienen una secuencia de aminodcidos suficientemente
homoéloga a la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 2 6 4 o son codificadas por una secuencia de nucleétidos
suficientemente homdloga a la SEQ ID NO: 1 6 3. Las proteinas de la invencién son aquellas definidas en la reivin-
dicacion 10. Como se lo utiliza aqui, el término “suficientemente homéloga” se refiere a una primera secuencia de
nucledtidos o aminodcidos que contiene un niimero minimo o suficiente de residuos aminoacidos o nucleétidos idénti-
cos o equivalentes (por ejemplo, un residuo aminodcido que tiene una cadena lateral similar) a una segunda secuencia
de nucledtidos o aminodcidos de tal manera que la primera y la segunda secuencias de aminodcidos o nucleétidos
comparten dominios estructurales comunes o motivos y/o una actividad funcional comiin. Por ejemplo, secuencias de
aminodcidos o nucleétidos que comparten dominios estructurales comunes que tienen al menos 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 715%, 80%, 85%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologia o identidad a través de las secuencias
de aminodcidos de los dominios y contienen al menos uno y preferiblemente dos dominios estructurales o motivos, son
definidos aqui como suficientemente homoélogos. Ademas, secuencias de aminodcidos o nucledtidos que comparten
al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologia o
identidad y comparten una actividad funcional comin son definidas aqui como suficientemente homdlogas.

En una modalidad preferida, una proteina desaturasa incluye al menos uno o mds de los siguientes dominios
0 motivos: un motivo de enlazamiento hemo y/o un motivo de histidina y tiene una secuencia de aminoacidos de
aproximadamente al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas homologa o idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4. En atn otra modalidad preferida,
una proteina desaturasa incluye al menos uno o mds de los siguientes dominios: un motivo de enlazamiento hemo y/o
un motivo de histidina, y es codificado por una molécula de 4cido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos
que hibrida bajo condiciones de hibridacién rigurosas hasta un complemento de una molécula de 4cido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 6 3. En otra modalidad preferida, una proteina desaturasa
incluye al menos un motive de enlazamiento hemo y/o al menos aproximadamente tres motivos de histidina, y tiene
una actividad de desaturasa.

Como se lo utiliza indistintamente aqui, una “actividad de desaturasa”, “actividad biol6gica de una desaturasa” o
“actividad funcional de una desaturasa” incluye una actividad ejercida o mediada por una proteina desaturasa, molécula
de polipéptido o dcido nucleico sobre una célula sensible a la desaturasa o sobre un sustrato de desaturasa, como se
determina in vivo o in vitro, de acuerdo a técnicas estindar. En una modalidad, una actividad de desaturasa es una
actividad directa tal como una asociacién con una molécula objetivo de desaturasa. Como se lo utiliza aqui, una
“molécula objetivo ” o “pareja de enlazamiento” es una molécula por ejemplo, una molécula involucrada en la sintesis
de dcidos grasos insaturados, por ejemplo, un 4cido graso intermedio, con el cual se enlaza o interactia una proteina
desaturasa de una manera tal que se logra una funcién mediada por desaturasa. Una actividad desaturasa directa
también incluye la formacién de un doble enlace entre los d4tomos de carbono de una molécula de dcido graso para
formar una molécula insaturada de 4cido graso.

La secuencia de nucleétidos de la A4 desaturasa aislada de Thraustochytrium sp., Fad4, el ADNc y la secuencia
predicha de aminodcidos codificada por el ADNc de Fad4 son mostrados en la Figura 1 y en las SEQ ID NOs: 1y
2, respectivamente. El gen para Fad4 de Thraustochytrium sp. (el marco de lectura abierto), que tiene una longitud
aproximada de 1560 nucleétidos, codifica una proteina que tiene un peso molecular de aproximadamente 59,1 kD y
que tiene aproximadamente 519 residuos aminodcidos de longitud.

La secuencia de nucledtidos de la A5 desaturasa de Thraustochytrium sp., Fad5, el ADNc y la secuencia predicha
de aminoécidos codificada por el ADNc de Fad5 son mostrados en la Figura 2 y en las SEQ ID NOs: 3 y 4, respecti-
vamente. El gen para Fad5 de Thraustochytrium sp., que tiene una longitud aproximada de 1320 nucleétidos, codifica
una proteina que tiene un peso molecular de aproximadamente 49,8 kD y que tiene aproximadamente 439 residuos
aminodcidos de longitud.

Se describen diferentes aspectos de la invencién con mds detalle en las siguientes subsecciones:

L. Moléculas Aisladas de Acido Nucleico

Un aspecto de la invencidn se relaciona con moléculas aisladas de dcido nucleico que codifican proteinas desatu-
rasa. Se describen aqui fragmentos de 4cido nucleico suficientes para uso como sondas de hibridacién para identificar
moléculas de dcido nucleico que codifican desaturasa (por ejemplo, ARNm desaturasa) y fragmentos para uso como
iniciadores PCR para la amplificacién o mutacién de moléculas de dcido nucleico para desaturasa. Como se lo utiliza
aqui, el término “molécula de dcido nucleico” estd destinado a incluir moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN
genémico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y andlogos del ADN o ARN generado utilizando anélogos
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de nucleétido. La molécula de dcido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es ADN
bicatenario.

El término “molécula aislada de 4cido nucleico” incluye moléculas de 4cido nucleico que estdn separadas de las
otras moléculas de dcido nucleico que estan presentes en la fuente natural del 4cido nucleico. Por ejemplo, con relacion
al ADN gendmico, el término “aislado” incluye moléculas de 4cido nucleico que estdn separadas del cromosoma con
el cual estd naturalmente asociado el ADN gendmico. Preferiblemente, un 4cido nucleico “aislado” estd libre de
secuencias que naturalmente flanquean al acido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’
del 4cido nucleico) en el ADN genémico del organismo a partir del cual se deriva el 4cido nucleico. Por ejemplo,
en diferentes modalidades, la molécula aislada de 4cido nucleico de la desaturasa puede contener aproximadamente
menos de 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 6 0,1 kb de secuencias de nucleétidos que naturalmente flanquean la
molécula de acido nucleico en ADN gendmico de la célula a partir de la cual se deriva el dcido nucleico. Ademads,
una molécula “aislada” de dcido nucleico, tal como una molécula de ADNc, puede estar sustancialmente libre de otro
material celular, o medio de cultivo cuando es producido por medio de técnicas recombinantes, o sustancialmente libre
de precursores quimicos o de otros compuestos quimicos cuando se lo sintetiza quimicamente.

Una molécula de 4cido nucleico de la presente invencidn, por ejemplo, una molécula de 4cido nucleico que tiene
la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, puede ser aislada utilizando técnicas estdndar de biologia
molecular y la informacién de la secuencia suministrada aqui. Utilizando toda o una porcién de la secuencia de dcido
nucleico de la SEQ ID NO: 1 6 3, como sondas de hibridacion, se pueden aislar moléculas de acido nucleico de
desaturasa utilizando técnicas estdndar de hibridacién y clonacién (por ejemplo, como se describe en Sambrook, J. y
colaboradores. Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2™ ed, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Ademads, una molécula de 4cido nucleico que abarca todo o una porcién de la SEQ ID NO: 1 6 3, puede ser
aislada por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores oligonucleétidos sintéticos
disefiados con base en la secuencia de 1la SEQ ID NO: 1 6 3.

Se puede amplificar un dcido nucleico de la invencién utilizando ADNc, ARNm o alternativamente, ADN gendmi-
co, como molde e iniciadores oligonucleétidos apropiados de acuerdo a técnicas estdndar de amplificacién por medio
de PCR. El 4cido nucleico asi amplificado puede ser clonado en un vector apropiado y caracterizado por medio de
andlisis de secuencias de ADN. Ademds, se pueden preparar oligonucleétidos correspondientes a secuencias de nu-
cleétido de desaturasa por medio de técnicas estdndar de sintesis, por ejemplo, utilizando un sintetizador automatico
de DHA.

En otra modalidad, la molécula de dcido nucleico consiste de la secuencia de nucledtidos expuesta como la SEQ
ID NO: 16 3.

En ain otra modalidad, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién incluye una molécula de 4cido
nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 6 3. Una molécula de
dcido nucleico que sea complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 6 3 es una que sea
suficientemente complementaria a la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 6 3, de tal manera que
puede hibridar a la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 6 3, formando asi un diplex estable.

En atin otra modalidad, una molécula aislada de 4cido nucleico de la presente invencidn incluye una secuencia de
nucleétidos que es al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas
idéntica a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 6 3.

Las moléculas de 4cido nucleico que incluyen tinicamente una porcién de la secuencia de dcido nucleico de la SEQ
ID NO: 1 6 3, por ejemplo, un fragmento, pueden ser utilizadas como sonda o iniciador. La secuencia de nucle6tidos
determinada a partir de la clonacidn del gen para la desaturasa permite la generacion de sondas e iniciadores disefiados
para ser utilizados en la identificacién y/o clonacién de otros miembros de la familia de la desaturasa, asi como
homoélogos de desaturasa de otras especies. La sonda/iniciador (por ejemplo, oligonucleétido) incluye tipicamente
un oligonucleétido sustancialmente purificado. El oligonucleédtido tipicamente comprende una regién de secuencia
de nucleétidos que hibrida bajo condiciones rigurosas al menos aproximadamente hasta 12 6 15, preferiblemente
aproximadamente 20 6 25, mds preferiblemente aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 6 75 nucleétidos
consecutivos de una secuencia sentido de la SEQ ID NO: 1 6 3, de una secuencia antisentido de la SEQ ID NO: 1 6 3
o de una variante alélica de ocurrencia natural o mutante de la SEQ ID NO: 1 6 3.

Los ejemplos de sondas o iniciadores son de al menos (o no mds de) 12 6 15, 20 6 25, 30, 35 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75 o mas nucleétidos de longitud y/o incluyen nucledtidos consecutivos de una molécula aislada de dcido nucleico
descrita aqui. También se describen sondas o iniciadores que comprenden nucledtidos contiguos o consecutivos de una
molécula aislada de acido nucleico descrita aqui, pero para la diferencia de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 bases dentro
de la secuencia de la sonda o el iniciador. Se pueden utilizar sondas con base en las secuencias de nucleétidos de la
desaturasa para detectar (por ejemplo, detectar especificamente) transcriptos o secuencias gendémicas que codifican
las mismas proteinas o proteinas homologas. La sonda puede incluir ademds un grupo marcador unido a la misma,
por ejemplo, el grupo marcador puede ser radioisétopo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor de una
enzima. También se describe un conjunto de iniciadores, por ejemplo, de iniciadores adecuados para uso en una PCR,
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que pueden ser utilizados para amplificar una regién seleccionada de una secuencia de desaturasa, por ejemplo, un
dominio, regidn, sitio u otra secuencia descrita aqui. Los iniciadores deben tener al menos 5, 10 6 50 pares de bases de
longitud y menos de 100, o menos de 200, pares de bases de longitud. Los iniciadores deben ser idénticos, o diferentes
pero no superiores a 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9 6 10 bases cuando se los compara con una secuencia descrita aqui o con la
secuencia de una variante de ocurrencia natural. Tales sondas pueden ser utilizadas como parte de un kit para analisis
de diagnostico para identificar células o tejido que expresa en forma incorrecta una proteina desaturasa, por ejemplo
por medio de la medicién del nivel de 4cido nucleico que codifica una desaturasa en una muestra de células de un
individuo, por ejemplo, detectando los niveles ARNm para la desaturasa o determinando si un gen genémico para la
desaturasa ha sido mutado o suprimido.

Se puede preparar un fragmento de dcido nucleico que codifica una “porcion biolégicamente activa de una proteina
desaturasa” por medio del aislamiento de una porcién de la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, que
codifica un polipéptido que tiene actividad bioldgica de desaturasa (las actividades bioldgicas de las proteinas desa-
turasa estan descritas aqui), que expresa la porcién codificada de la proteina desaturasa (por ejemplo, por medio de
expresion recombinante in vitro) y evaluando la actividad de la porcién codificada de la proteina desaturasa. En una
modalidad de ejemplo, la molécula de acido nucleico tiene al menos 50-100, 100-250, 250-500, 500-700, 750-1000,
1000-1250, 1250-1500, 1500-1750, 1750-2000, 2000-2250, 2250-2500, 2500-2750, 2750-3000, 3250-3500, 3500-
3750 o mas nucledtidos de longitud y codifica una proteina que tiene actividad de desaturasa, (como se describe aqui).

La invencion abarca ademas moléculas de dcido nucleico que difieren de la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 1 6 3, debido a degeneracién del cédigo genético y codifican por lo tanto las mismas proteinas desaturasa
que aquellas codificadas por la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 6 3. En otra modalidad,
una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencion tiene una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
que tiene una secuencia de aminodcidos que difiere en al menos 1, pero no mds de 5, 10, 20, 50 6 100 residuos
aminodcidos de la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 6 4. En atin otra modalidad, 1a molécula
de 4cido nucleico codifica la secuencia de aminodcidos de desaturasa humana. Si se requiere una alineacion para esta
comparacion, las secuencias deben ser alineadas para homologia maxima.

Las variantes de acido nucleico pueden ser de ocurrencia natural, por ejemplo variantes alélicas (mismo lugar),
homodlogos (diferente lugar), y ort6logos (diferente organismo) o pueden ser de ocurrencia no natural. Las variantes de
ocurrencia no natural se pueden elaborar por medio de técnicas de mutagénesis, incluidas aquellas aplicadas a polinu-
cleédtidos, células, u organismos. Las variantes pueden contener sustituciones, supresiones, inversiones e inserciones
de nucledtidos. La variacién puede presentarse ya sea en una o en ambas regiones de codificacién o no codificado-
ra. Las variaciones pueden producir tanto sustituciones conservadoras como no conservadoras de aminodcidos (en
comparacién con el producto codificado).

Las variantes alélicas resultan, por ejemplo, de polimorfismos de la secuencia de ADN dentro de una poblacién,
(por ejemplo, la poblacién humana) que conduce a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas desatu-
rasa. Tal polimorfismo genético en los genes para la desaturasa puede existir entre individuos dentro de una poblacién
debido a una variacién alélica natural.

Como se los utiliza aqui los términos “genes” y “gen recombinante” se refieren a moléculas de 4cido nucleico que
incluyen un marco de lectura abierto que codifica una proteina desaturasa, por ejemplo, proteina desaturasa de semilla
oleaginosa, y pueden incluir ademds secuencias reguladoras no codificadoras, e intrones.

Se describen aqui moléculas aisladas de 4cido nucleico que codifican una variante alélica de ocurrencia natural de
un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4, en donde la molécula de 4cido
nucleico hibrida hasta un complemento de una molécula de 4cido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 1 6 3, por
ejemplo, bajo condiciones rigurosas de hibridacion.

Las variantes alélicas de la desaturasa, por ejemplo, Fad4 o Fad5 incluyen tanto proteinas desaturasa funcionales
como no funcionales. Las variantes alélicas funcionales son variantes de la secuencia de aminodcidos de ocurrencia
natural de la proteina desaturasa que mantienen la habilidad, por ejemplo, para (i) interactuar con un sustrato de
desaturasa o molécula objetivo (por ejemplo, un dcido graso, por ejemplo, DRA); y/o (ii) formar un doble enlace entre
atomos de carbono en un sustrato de desaturasa o molécula objetivo. Los dcidos grasos producidos por las moléculas
de 4cido nucleico y de proteina de la presente invencidn son también ttiles para el tratamiento de trastornos tales como
el envejecimiento, el estrés, la diabetes, el cancer, trastornos inflamatorios (por ejemplo, artritis, eczema), y trastornos
cardiovasculares. Las variantes alélicas funcionales contendrdn tipicamente tinicamente un sustitucién conservadora
de uno o més aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4, o una sustitucion, supresion o insercién de residuos no criticos en
regiones no criticas de la proteina.

Las variantes alélicas no funcionales son variantes de la secuencia de aminoacidos de ocurrencia natural de la
proteina desaturasa, por ejemplo, Fad4 o FadS, que no tienen la habilidad, por ejemplo, (i) interactuar con un sustrato
de desaturasa o molécula objetivo (por ejemplo, un dcido graso intermediario, tal como 18:4 (6, 9, 12, 15)); y/o (ii)
formar un doble enlace entre &tomos de carbono en un sustrato de desaturasa o molécula objetivo. Las variantes alélicas
no funcionales contendran tipicamente una sustitucién no conservadora, una supresion, o insercion, o truncamiento
prematuro de la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4, o una sustitucién, insercién, o supresion en
residuos criticos o en regiones criticas de la proteina.
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La presente invencién provee ademds ortélogos (por ejemplo, ort6logos humanos de las proteinas desaturasa).
Los ortélogos de las proteinas desaturasa de Thraustochytrium sp. son proteinas que se aislan de otros organismos
y poseen los mismos mecanismos de enlazamiento del sustrato de desaturasa o molécula objetivo, mecanismos de
formacion de dobles enlaces, mecanismos moduladores del crecimiento y desarrollo del cerebro en bebés, mecanis-
mos de mantenimiento de la funcidén normal del cerebro en adultos, la habilidad para afectar la funcién fotorreceptora
involucrada en el proceso de transduccién de la seiial, la habilidad para afectar la activaciéon de la rodopsina, meca-
nismos de desarrollo de conos y/o bastones, y/o mecanismos de modulacién de crecimiento y/o proliferacién celular
de las proteinas desaturasa no humanas. Los ortélogos de las proteinas desaturasa de Thraustochytrium sp. Pueden ser
facilmente identificados por contener una secuencia de aminodcidos que es sustancialmente homoéloga a la SEQ ID
NO:264.

Se describen aqui moléculas de 4cido nucleico que codifican otros miembros de la familia de las desaturasas que
tienen una secuencia de nucleétidos que difiere de las secuencias de la desaturasa de la SEQ ID NO: 1 6 3. Por ejemplo,
se pueden identificar otros ADNc de desaturasa con base en la secuencia de nucledtidos de Fad4 o Fad5. Se describen
aqui moléculas de dcido nucleico que codifican proteinas desaturasa de diferentes especies que tienen una secuencia
de nucledtidos que difiere de las secuencias de la desaturasa de la SEQ ID NO: 1 6 3. Por ejemplo, se puede identificar
el ADNCc de la desaturasa de Schizichytrium o Crythecodinium con base en la secuencia de nucleétidos de una Fad4 o
Fads5.

Las moléculas de dcido nucleico correspondientes a las variantes alélicas naturales y homoélogos de los ADNc de
desaturasa de la invencidn se pueden aislar con base en s homologia con los 4cidos nucleicos de la desaturasa descritos
aqui utilizando los ADNCc divulgados aqui, o una porcién de los mismos, como sonda de hibridacién de acuerdo con
técnicas estandar de hibridacién bajo condiciones estrictas de hibridacion.

Se pueden identificar los ort6logos, homdlogos y las variantes alélicas utilizando métodos conocidos en el arte (por
ejemplo, por medio de hibridacién con una molécula aislada de 4cido nucleico de la presente invencion, por ejemplo,
bajo condiciones estrictas de hibridacion). Se describe aqui una molécula aislada de 4cido nucleico que tiene al menos
15, 20, 25, 30 o mds nucleédtidos de longitud y que hibrida bajo condiciones estrictas con la molécula de dcido nucleico
que contiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3. También se describe un dcido nucleico que tiene
al menos 50-100, 100-250, 250-500, 500-700, 750-1000, 1000-1250, 1250-1500, 1500-1750, 1750-2000, 2000-2250,
2250-2500, 2500-2750, 2750-3000, 3250-3500, 3500-3750 o mds nucledtidos de longitud.

Como se lo utiliza aqui, el término “hibrida bajo condiciones estrictas” pretende describir condiciones de hibri-
dacién y lavado bajo las cuales las secuencias de nucleétido que son significativamente idénticas u homoélogas entre
si permanecen hibridadas entre si. Preferiblemente, las condiciones son tales que las secuencias que son aproxima-
damente al menos 70%, mas preferiblemente aproximadamente 80%, incluso mas preferiblemente aproximadamente
a menos 85% 6 90% idénticas entre si permanecen hibridadas entre si. Tales condiciones estrictas son conocidas por
aquellos capacitados en el arte y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y colabora-
dores, eds., John Wiley & Sons, Inc. (1995), secciones 2, 4, y 6. Se pueden encontrar condiciones estrictas adicionales
en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook y colaboradores, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY (1989), capitulos 7, 9, y 11. Un ejemplo preferido no limitante de condiciones estrictas de hibridacién
incluye hibridacién en 4X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC), aproximadamente a 65-70°C (o alternativamente
hibridacién en 4X SSC mds 50% de formamida aproximadamente a 42-50°C) seguido por uno o mds lavados en 1X
SSC, aproximadamente a 65-70°C. Un ejemplo preferido, no limitante de condiciones de hibridacién altamente es-
trictas incluye hibridacién en 1X SSC, aproximadamente a 65-70°C (o alternativamente hibridacién en 1X SSC mds
50% de formamida aproximadamente a 42-50°C) seguido por uno o mds lavados en 0,3X SSC, aproximadamente a
65-70°C. Un ejemplo preferido no limitante de condiciones de hibridacién poco estrictas incluyen hibridacién en 4X
SSC, aproximadamente a 50-60°C (o alternativamente hibridacién en 6X SSC mds 50% de formamida aproximada-
mente a 40-45°C) seguido por uno o més lavados en 2X SSC, aproximadamente a 50-60°C. Los rangos intermedios
de los valores anteriormente mencionados, por ejemplo, a 65-70°C o a 42-50°C también son abarcados por la presente
invencién. Se puede sustituir SSPE (1xSSPE es NaCl 0,15 M, NaH,PO, 10 mM, y EDTA 1,25 mM, pH 7.,4) por
SSC (1X SSC es NaCl 0,15M vy citrato de sodio 15 mM) en los reguladores de hibridacién y lavado; los lavados se
llevan a cabo durante 15 minutos cada vez después de completar la hibridacién. La temperatura de hibridacién para
los hibridos que se anticip6 eran menores a 50 pares de bases de longitud debe ser 5-10°C menor que la temperatura
de fusién (T,,) del hibrido, donde T,, de acuerdo a las ecuaciones siguientes. Para hibridos de menos de 18 pares de
bases de longitud, T,, (°C) = 2(# de A + T bases) + 4(# de G + C bases). Para hibridos entre 18 y 49 pares de bases
de longitud, T,, (°C) = 81,5 + 16,6 (log;o[Na*]) + 0,41 (% de G + C)-(600/N), donde N es el nimero de bases en el
hibrido, y [Na*] es la concentracién de iones sodio en el regulador de hibridacién ([Na*] para 1X SSC = 0,165 M).
La persona capacitada en el arte se dard cuenta también que pueden afiadirse reactivos adicionales para hibridacién
y/o reguladores de lavado para disminuir la hibridacién no especifica de moléculas de 4cido nucleico con membranas,
por ejemplo, membranas de nitrocelulosa o nylon, incluyendo pero sin limitarse a agentes de bloqueo (por ejemplo,
BSA o esperma de salmén o de arenque portador de ADN ), detergentes (por ejemplo, SDS), agentes de quelacién
(por ejemplo, EDTA), Ficoll, PVP y similares. Cuando se utilizan membranas de nylon en particular, un ejemplo
preferido adicional no limitante de condiciones estrictas de hibridacién es la hibridaciéon en NaH,PO, 0,25-0,5 M,
7% de SDS aproximadamente a 65°C, seguido por uno o mas lavados con NaH,PO, 0,02 M, 1% de SDS a 65°C
(ver por ejemplo, Church y Gilbert (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995), o alternativamente 0,2X SSC,
1% de SDS.
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Preferiblemente, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién que hibrida bajo condiciones estrictas con
la secuencia de la SEQ ID NO: 1, 3, corresponde a una molécula de 4cido nucleico de ocurrencia natural. Como se
lo utiliza aqui, una molécula de 4cido nucleico “de ocurrencia natural” se refiere a una molécula de ARN o ADN que
tiene una secuencia de nucledtidos que se presenta en la naturaleza (por ejemplo, que codifica una proteina natural).

Ademds de las variantes alélicas de ocurrencia natural de las secuencias de desaturasa que pueden existir en la
poblacién, la persona capacitada se dard cuenta ademds que pueden introducirse cambios por medio de mutacién
en las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID NO: 1 6 3, conduciendo por lo tanto a cambios en la secuencia de
aminodcidos de las proteinas desaturasa codificadas, sin alterar la habilidad funcional de las proteinas desaturasa.
Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de nucleétidos que conducen a sustituciones de aminoacidos en residuos
aminodcidos “no esenciales” en la secuencia de la SEQ ID NO: 1 6 3. Un residuo aminoacido “no esencial” es un
residuo que puede ser alterado a partir de la secuencia de tipo silvestre de Fad4 o Fad5 (por ejemplo, la secuencia
de la SEQ ID NO: 2) sin alterar la actividad biolégica, mientras que se requiere un residuo aminodcido “esencial”
para la actividad biolégica. Por ejemplo, los residuos aminoacidos que se conservan entre las proteinas desaturasa de
la presente invencidn, por ejemplo, aquellos presentes en un motivo de enlazamiento hemo o un motivo de histidina,
se predice que son particularmente no sensibles a alteracién. Ademads, los residuos aminodcidos adicionales que se
conservan entre las proteinas desaturasa de la presente invencion y otros miembros de la familia de desaturasas de
dcido graso probablemente no son sensibles a alteracion.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién se relaciona con moléculas de 4cido nucleico que codifican proteinas
desaturasa que contienen cambios en los residuos aminodcidos que no son esenciales para la actividad. Tales proteinas
desaturasa difieren en la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2 6 4, reteniendo aun la actividad biol6gica. En
una modalidad, la molécula aislada de 4cido nucleico incluye una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina,
en donde la proteina incluye una secuencia de aminoécidos que es al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 76%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 99% o mdis homologa con la SEQ ID NO: 2 6 4, por ejemplo, con la longitud
completa de la SEQ ID NO: 2 6 4.

Se puede crear una molécula aislada de 4cido nucleico que codifica una proteina desaturasa homdloga a la pro-
teina de la SEQ ID NO: 2 6 4, por medio de la introduccién de una o mds sustituciones, adiciones o supresiones de
nucledétidos dentro de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, de tal manera que se introduzcan una
0 mas sustituciones, adiciones o supresiones de aminodcidos dentro de la proteina codificada. Se pueden introducir
mutaciones en la SEQ ID NO: 1 6 3, por medio de técnicas estdndar, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagé-
nesis mediada por PCR. Preferiblemente se hacen sustituciones conservadoras de aminodcidos en uno o mds residuos
predichos de aminodcidos no esenciales. Una “sustitucién conservadora de aminodcidos” es una en la cual el residuo
aminodcido es remplazado con un residuo aminodcido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos
aminodcidos que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en el arte. Estas familias incluyen aminoéacidos
con cadenas laterales bdsicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, dcido
aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cade-
nas laterales aromadticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). De este modo, un residuo predicho
de aminoécido no esencial en una proteina desaturasa es preferiblemente remplazado con otro residuo aminodcido de
la misma familia de cadena lateral. Alternativamente, se puede introducir mutaciones aleatorias a lo largo de toda o
parte de una secuencia de codificacion de desaturasa, tal como por medio de mutagénesis por saturacion, y se pueden
seleccionar los mutantes resultantes por la actividad bioldgica de la desaturasa para identificar mutantes que retengan
actividad. Después de la mutagénesis de la SEQ ID NO: 1 6 3, se puede expresar la proteina codificada en forma
recombinante y se puede determinar la actividad de la proteina.

Se puede analizar una proteina desaturasa mutante por la habilidad para (i) interactuar con un sustrato de desaturasa
o una molécula objetivo (por ejemplo, un dcido graso intermedio); y/o (ii) formar un doble enlace entre dtomos de
carbono en un sustrato de desaturasa o una molécula objetivo.

II. Proteinas Desaturasa Aisladas

Un aspecto de la invencidn se relaciona con proteinas desaturasa recombinantes o asiladas y polipéptidos, y con
porciones biolégicamente activas de los mismos. En una modalidad, se pueden aislar proteinas desaturasa nativas de
fuentes de células o tejidos por medio de un esquema apropiado de purificacién utilizando técnicas estdndar para
purificacion de proteinas. En otra modalidad, se producen proteinas desaturasa por medio de técnicas de ADN recom-
binante. En forma alternativa a la expresién recombinante, se puede sintetizar quimicamente una proteina desaturasa
o polipéptido utilizando técnicas estdndar para sintesis de péptidos.

Una protefna “aislada” o “purificada” o una porcién biolégicamente activa de la misma estd sustancialmente libre
de material celular o de otras proteinas recombinantes de la fuente de células o tejidos a partir de la cual se deriva
la proteina desaturasa, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se la
sintetiza quimicamente. La expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina
desaturasa en las cuales se separa la proteina de componentes celulares de las células a partir de las cuales se aisla
o se la produce en forma recombinante. En una modalidad, la expresion “sustancialmente libre de material celular”
incluye preparaciones de proteina desaturasa que tienen aproximadamente menos de 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, o
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30% (en peso seco) de proteina no desaturasa (también denominada aqui como una “proteina contaminante’), mas pre-
feriblemente aproximadamente menos del 20% de proteina no desaturasa, ain mds preferiblemente menos del 10% de
proteina no desaturasa, y lo mds preferible aproximadamente menos del 5% de proteina no desaturasa. Cuando la pro-
tefna desaturasa o una porcién biolégicamente activa de la misma es producida en forma recombinante, estd también
preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, que el medio de cultivo representa aproximada-
mente menos del 20%, mas preferiblemente aproximadamente menos del 10%, y lo mas preferible aproximadamente
menos del 5% del volumen de la preparacion de proteina.

La expresion “sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros compuestos quimicos” incluye preparacio-
nes de proteina desaturasa en las cuales la proteina esta separada de los precursores quimicos o de otros compuestos
quimicos que estdn involucrados en la sintesis de la proteina. En una modalidad, la expresion “sustancialmente libre de
precursores quimicos o de otros compuestos quimicos” incluye preparaciones de proteina desaturasa que tiene apro-
ximadamente menos del 30% (en peso seco) de precursores quimicos o de compuestos quimicos sin desaturasa, mas
preferiblemente aproximadamente menos del 20% de precursores quimicos o de compuestos quimicos sin desaturasa,
atn mds preferiblemente aproximadamente menos del 10% de precursores quimicos o de compuestos quimicos sin
desaturasa, y lo mds preferible aproximadamente menos del 5% de precursores quimicos o de compuestos quimicos
sin desaturasa. Debe entenderse que las proteinas de esta invencién pueden estar también en una forma que sea di-
ferente de sus correspondientes proteinas de ocurrencia natural y/o que estdn atn asociadas al menos con algunos
componentes celulares. Por ejemplo, la proteina puede estar asociada con una membrana celular.

Como se lo utiliza aqui, una “porcién bioldgicamente activa” de una proteina desaturasa incluye un fragmento
de una proteina de desaturasa que participa en una interaccién entre una molécula desaturasa y una molécula sin
desaturasa (por ejemplo, un sustrato de desaturasa tal como un 4cido graso). Las porciones bioldgicamente activas de
una proteina desaturasa incluyen péptidos que contienen secuencias de aminodcidos suficientemente homdélogas con
o derivadas de las secuencias de aminoacidos de desaturasa, por ejemplo, las secuencias de aminoacidos mostradas
en la SEQ ID NO: 2 6 4 que incluyen suficientes residuos aminodcidos para exhibir al menos una actividad de una
proteina desaturasa. Tipicamente, porciones biolégicamente activas incluyen un dominio o motivo con al menos una
actividad de la proteina desaturasa; la habilidad para (i) interactuar con un sustrato de desaturasa o una molécula
objetivo (por ejemplo, un acido graso intermedio); y/o (ii) formar un doble enlace entre dtomos de carbono en un
sustrato de desaturasa o una molécula objetivo. Una porcidn biolégicamente activa de una proteina desaturasa puede
ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200 0 mds aminoécidos de longitud.

Una porcién biolégicamente activa de una proteina desaturasa incluye un motivo de enlazamiento hemo y/o al
menos un motivo de histidina, preferiblemente aproximadamente tres motivos de histidina. Ademas, se pueden prepa-
rar otras porciones biolégicamente activas, en las cuales estdn suprimidas otras regiones de la proteina, por medio de
técnicas recombinantes y evaluar una o mds de las actividades funcionales de una proteina desaturasa nativa.

En una modalidad preferida, una proteina desaturasa tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID
NO: 2 6 4. En otras modalidades, la proteina desaturasa es sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 2 6 4 y retiene la
actividad funcional de la proteina de la SEQ ID NO: 2 6 4, incluso difiere en la secuencia de aminodcidos debido a una
variacién alélica natural o mutagénesis, como se describe en detalle en la subseccién I anterior. En otra modalidad, la
proteina desaturasa es una proteina que incluye una secuencia de aminodcidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la SEQ ID NO: 2 6 4.

En otra modalidad, la invencién presenta una proteina desaturasa que es codificada por una molécula de dcido
nucleico que consiste de una secuencia de nucleétidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, o un complemento
de la misma. Esta invencion presenta ademds una proteina desaturasa que es codificada por una molécula de acido
nucleico que consiste de una secuencia de nucleétidos que hibrida bajo condiciones estrictas de hibridacién con un
complemento de una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3,
0 un complemento de la misma.

Para determinar en porcentaje de identidad de dos secuencias de aminodcidos o de dos secuencias de dcido nuclei-
co, se alinean las secuencias para lograr una comparacién optima (por ejemplo, se pueden introducir huecos en uno
o0 ambos de una primera y una segunda secuencia de 4cido nucleico o de aminoécidos para alineacidon optima y se
pueden ignorar secuencias no homélogas para propdsitos de comparacion). La longitud de una secuencia de referencia
alineada para propdsitos de comparacion es al menos del 30%, preferiblemente al menos del 40%, mds preferible-
mente al menos del 50%, incluso mas preferiblemente al menos del 60% e incluso mds preferiblemente al menos del
70%, 80% o 90% de la longitud de la secuencia de referencia (por ejemplo, cuando se alinea una segunda secuencia
con la secuencia de aminodcidos de Fad4 de la SEQ ID NO: 2 que tiene 519 residuos aminodcidos, se alinean al
menos 156, preferiblemente al menos 208, m4s preferiblemente al menos 260, incluso més preferiblemente al menos
311, e incluso mas preferiblemente al menos 363, 415 6 467 residuos aminodcidos; cuando se alinea una segunda
secuencia con la secuencia de aminoécidos de Fad5 de la SEQ ID NO: 4 que tiene 439 residuos aminodcidos, se
alinean al menos 132, preferiblemente al menos 176, mds preferiblemente al menos 220, incluso mas preferiblemente
al menos 263, e incluso mas preferiblemente al menos 307, 351, 6 395 residuos aminodcidos). Se comparan luego
los residuos aminodcidos o los nucledtidos en las correspondientes posiciones de los aminodcidos o posiciones de los
nucleétidos. Cuando una posicién en la primera secuencia es ocupada por el mismo residuo aminoécido o nucleétido
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que la correspondiente posicion en la segunda secuencia entonces, las moléculas son idénticas en esa posicién (como
se utiliza aqui, una “identidad” de aminodcido o de dcido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacido o de
dcido nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que necesitan
ser introducidos para una alineacién optima de las dos secuencias.

La comparacion de las secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se pueden
lograr utilizando un algoritmo matematico. En una modalidad preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias
de aminodcidos se determina utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) que
ha sido incorporado dentro del programa GAP en el paquete de software de GCG (disponible en http://www.gcg.com),
utilizando ya sea una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8,6, 6 4 y un
peso longitud de hueco de 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. En atn otra modalidad preferida, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de nucledtidos se determina utilizando el programa GAWP en el paquete de software de GCG (disponible
en at http://www.gc.com), utilizando una matriz CMP de NWSgapdna y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70, u 80 y
un peso de longitud de hueco 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. Un ejemplo preferido no limitante de pardmetros para ser utilizados
junto con el programa GAP incluye una matriz de puntuaciéon Blosum 62 con una penalizacién por hueco de 12, una
penalizacién extendida de hueco de 4, y una penalizacién por hueco en marco de lectura de 5.

En otra modalidad, se determina el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminodcidos o nucleétidos
utilizando el algoritmo de Meyers y Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11-17 (1988)) que ha sido incorporado en el
programa ALIGN (version 2.0 o versién 2.0U), utilizando una tabla de residuos de peso de PAM120, una penalizacién
por longitud de hueco de 12 y una penalizacién de hueco de 4.

Se pueden utilizar adicionalmente las secuencias de dcido nucleico y de proteina de la presente invencién como una
“secuencias pregunta” para llevar a cabo una biisqueda contra bases de datos publicas, por ejemplo, para identificar
otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Se puede llevan a cabo tales biisquedas utilizando los pro-
gramas NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul y colaboradores (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Se pueden
llevar a cabo las biisquedas de nucle6tidos en BLAST con el programa NBLAST, puntaje = 100, longitud de palabra
= 12 para obtener secuencias de nucleétidos homoélogas a las moléculas de dcido nucleico para desaturasa de la inven-
cién. Las biisquedas de proteina en BLAST se pueden llevar a cabo con el programa XBLAST, puntaje = 50, longitud
de palabra = 3 para obtener una secuencia de aminodcidos homdloga a las moléculas de proteina de desaturasa de la
invencion. Para obtener alineaciones con huecos para propdsitos de comparacién se puede utilizar, Gapped BLAST
como se describe en Altschul y colaboradores (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402. Cuando se utilizan los
programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los pardmetros por defecto de los programas respectivos (por
ejemplo, XBLAST y NBLAST). Ver http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

III. Métodos para Producir Acidos Grasos Insaturados

La presente invencién proporciona métodos nuevos y mejorados para la produccion de acidos grasos insaturados,
por ejemplo, los LCPUFA, tales como, DHA (4cido docosahexandico, 22:6 (n-6)), DPA (4cido docosapentandico, 22:5
(n-6)), AA (acido Araquidénico, 20:4 (n-6)) y EPA (4cido eicosapentandico, 20:5 (n-3)).

A. Células Recombinantes y Métodos para el Cultivo de las Células

La presente invencién presenta ademds vectores recombinantes que incluyen secuencias de dcido nucleico que
codifican los productos génicos como se describe aqui, preferiblemente los productos génicos Fad4 y Fad5. El térmi-
no vector recombinante incluye un vector (por ejemplo, plasmido) que ha sido alterado o modificado por ingenieria
genética para que contenga secuencias mayores, menores o diferentes de dcido nucleico que aquellas incluidas en
el vector nativo o plasmido. En una modalidad, un vector recombinante incluye la secuencia de 4cido nucleico que
codifica al menos una enzima desaturasa de dcido graso operativamente enlazada a secuencias reguladoras. La frase
“operativamente enlazada a secuencia(s) reguladora(s)” significa que la secuencia de nucleétidos de interés estd en-
lazada a la secuencia(s) reguladora(s) en una forma que permite la expresion (por ejemplo una expresion mejorada,
incrementada, basal constitutiva, atenuada, disminuida o reprimida) de la secuencia de nucledtidos, preferiblemente
la expresién de un producto génico codificado por la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, cuando se introduce el
vector recombinante en una célula). Se describen con mayor detalle aqui ejemplos de vectores, asi como, por ejemplo,
en Frascotti y colaboradores, Patente Estadounidense No. 5.721.137.

El término “secuencia reguladora” incluye secuencias de dcido nucleico que afectan (por ejemplo, modulan o regu-
lan) la expresion de otras secuencias (no reguladoras) de 4cido nucleico. En una modalidad, se incluye una secuencia
reguladora en un vector recombinante en una posicién y/o orientacion idéntica o similar con relacién a un gen parti-
cular de interés como se observa para la secuencia reguladora y el gen de interés como aparece en la naturaleza, por
ejemplo, en una posicién y/o orientacién nativa. Por ejemplo, se puede incluir un gen de interés (por ejemplo un gen
para Fad4 o Fad5) en un vector recombinante operativamente enlazado a una secuencia reguladora que acompaiia o es
adyacente al gen en el organismo natural (por ejemplo, operativamente enlazado a una secuencia reguladora “nativa”
de Fad4 o Fad5) (por ejemplo, el promotor “nativo” de Fad4 o FadS). Alternativamente, se puede incluir un gen de
interés (por ejemplo un gen para Fad4 o Fad5) en un vector recombinante operativamente enlazado a una secuencia
reguladora que acompaifia o es adyacente a otro gen (por ejemplo uno diferente) en el organismo natural. Por ejemplo,
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se puede incluir un gen para Fad4 o Fad5 en un vector operativamente enlazado a secuencias no reguladoras de Fad4
o FadS5. Alternativamente, se puede incluir un gen de interés (por ejemplo un gen para Fad4 o Fad5) en un vector ope-
rativamente enlazado a una secuencia reguladora de otro organismo. Por ejemplo, las secuencias reguladoras de otros
microbios (por ejemplo otras secuencias reguladoras bacterianas, secuencias reguladoras de bacteriéfagos y similares)
pueden estar operativamente enlazadas a un gen particular de interés.

Las secuencias reguladoras preferidas incluyen promotores, reforzadores, sefiales de terminacién y otros elementos
de control de la expresion (por ejemplo, sitios de enlazamiento para proteinas reguladoras transcripcionales y/o de tra-
ducciodn, por ejemplo en el ARNm transcrito). Tales secuencias reguladoras estdn descritas, por ejemplo, en Sambrook,
J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Gold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. Las secuencias reguladoras incluyen a aquellas
que dirigen la expresién constitutiva de una secuencia de nucleétidos en una célula (por ejemplo, promotores constitu-
tivos y promotores constitutivos fuertes), aquellos que dirigen la expresion inducible de una secuencia de nucleétidos
en una célula (por ejemplo, promotores inducibles, por ejemplo, promotores inducibles de xilosa) y aquellos que ate-
ndan o reprimen la expresion de una secuencia de nucleétidos en una célula (por ejemplo, sefiales de atenuacién o
secuencias represoras). También se encuentra dentro del alcance de la presente invencién la regulacion de la expresion
de un gen de interés por medio de la remocidn o supresion de secuencias reguladoras. Por ejemplo, se pueden remover
las secuencias involucradas en la regulacidn negativa de la transcripcién de tal manera que se refuerce la expresion de
un gen de interés.

En una modalidad, un vector recombinante de la presente invencion incluye secuencias de 4cido nucleico que
codifican al menos un producto génico (por ejemplo, Fad4 o FadS) operativamente enlazado a un promotor o secuencia
promotora.

En atin otra modalidad, un vector recombinante de la presente invencién incluye una secuencia terminadora o se-
cuencias terminadoras (por ejemplo, secuencias terminadoras de la transcripcion). El término “secuencias terminado-
ras” incluye secuencias reguladoras que sirven para terminar la transcripcién de ARNm. Las secuencias terminadoras
(o terminadoras de la transcripcién en tdndem) pueden servir ademads para estabilizar ARNm (por ejemplo, por medio
de la adicién de estructura al ARNm), por ejemplo, contra nucleasas.

En adn otra modalidad, un vector recombinante de la presente invencion incluye secuencias de resistencia a los
antibidticos. El término “secuencias de resistencia a los antibidticos” incluye secuencias que promueven o que con-
fieren resistencia a los antibi6ticos sobre el organismo huésped. En una modalidad, las secuencias de resistencia a los
antibidticos se seleccionan del grupo que consiste de secuencias car (resistencia al cloranfenicol) fef (resistencia a la
tetraciclina), secuencias erm (resistencia a la eritromicina), secuencias neo (resistencia a la neomicina) y secuencias
spec (resistencia a la espectinomicina). Los vectores recombinantes de la presente invencioén pueden incluir ademas
secuencias homdlogas de recombinacién (por ejemplo, secuencias disefiadas para permitir la recombinacién del gen
de interés dentro del cromosoma del organismo huésped). Por ejemplo se pueden utilizar secuencias amyE como
objetivos de homologia para recombinacién dentro del cromosoma huésped.

El término “célula manipulada” incluye una célula que ha sido modificada genéticamente (por ejemplo, modificada
por ingenieria genética) o modificada para que la célula tenga al menos una desaturasa de 4cido graso, por ejemplo,
Fad4 y/o Fad$, de tal manera que se produzca un dcido graso insaturado. La modificacién o manipulacién por ingenie-
ria genética de tales microorganismos puede hacerse de acuerdo con cualquier metodologia descrita aqui incluyendo,
pero sin limitarse a, desregulacién de una ruta biosintética y/o sobreexpresion de al menos una enzima biosintética.
Una enzima “manipulada” (por ejemplo una enzima biosintética “manipulada”) incluye una enzima, cuya expresién
o produccidn ha sido alterada o modificada de tal manera que se altere o modifique al menos un precursor secuencia
arriba o secuencia abajo, sustrato o producto de la enzima, por ejemplo, comparada con una enzima correspondiente
de ocurrencia natural o de tipo silvestre.

El término “sobreexpresado(a)” o “sobreexpresion” incluye la expresion de un producto génico (por ejemplo, una
desaturasa de acido graso) en un nivel superior que la que aquel expresado antes de la manipulacion de la célula o
en una célula comparable que no haya sido manipulada. En una modalidad, se puede manipular genéticamente la
célula (por ejemplo, modificarla por ingenieria genética) para sobreexpresar un nivel de producto génico superior a
aquel expresado antes de la manipulacién de la célula o en una célula comparable que no ha sido manipulada. La
manipulacién genética puede incluir, pero no se limita a, la alteracién o modificacién de secuencias reguladoras o de
los sitios asociados con la expresion de un gen particular (por ejemplo, por medio de la adicién de promotores fuertes,
promotores inducibles o promotores miltiples o por medio de la remocién de secuencias reguladoras de tal manera que
la expresion sea constitutiva), modificando la ubicacién en el cromosoma de un gen particular, alterando las secuencias
de 4cido nucleico adyacentes a un gen particular tal como un sitio de enlazamiento de ribosoma o terminador de la
transcripcién, incrementando el nimero de copias de un gen particular, modificando proteinas (por ejemplo, proteinas
reguladoras, supresores, reforzadores, activadores transcripcionales y similares) involucrados en la transcripcion de
un gen particular y/o en la traduccién de un producto génico particular, o cualquier otro medio convencional para
desregular la expresion de una rutina génica particular en el arte (incluyendo, pero sin limitarse a el uso de moléculas
de 4cido nucleico antisentido, por ejemplo, para bloquear la expresion de proteinas represoras).

En otra modalidad se puede manipular fisica o ambientalmente la célula para sobreexpresar un nivel de producto
génico superior a aquel expresado antes de la manipulacién de la célula o en una célula comparable que no haya sido
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manipulada. Por ejemplo, se puede tratar una célula con, o cultivarla en presencia de un agente conocido o que se
sospeche que incremente la transcripcién de un gen particular y/o la traduccién de un producto génico particular de tal
manera que se refuerce o incremente la transcripcién y/o la traduccién. Alternativamente, se puede cultivar una célula
a una temperatura seleccionada para incrementar la transcripcién de un gen particular y/o la traduccién de un producto
génico particular de tal manera que se refuerce o incremente la transcripcién y/o la traduccion.

El término “desregulado(a)” o “desregulacién” incluye la alteracién o modificacién de al menos un gen en una
célula que codifica una enzima en una ruta biosintética, de tal manera que se altere o modifique el nivel o la actividad
de la enzima biosintética en la célula. Preferiblemente, se altera o modifica un gen que codifica una enzima en una ruta
biosintética de tal manera que se refuerce o incremente el producto génico. La frase “ruta desregulada” puede incluir
también una ruta biosintética en la cual se altera o modifica mds de un gen que codifique una enzima en una ruta
biosintética para que se altere o modifique el nivel o la actividad de mas de una enzima biosintética. La habilidad para
“desregular” una ruta (por ejemplo, para desregular simultineamente mds de un gen en una ruta biosintética dada) en
una célula surge del fenémeno particular de células en las cuales se codifique mds de una enzima (por ejemplo, dos
o tres enzimas biosintéticas) por parte de los genes que se presentan adyacentes entre si sobre una pieza contigua de
material genético llamada un “operdén”.

El término “operén” incluye una unidad coordinada de expresién génica que contiene un promotor y posiblemente
un elemento regulador asociado con uno o mds, preferiblemente al menos dos, genes estructurales (por ejemplo,
genes que codifican enzimas, por ejemplo, enzimas biosintéticas). La expresion de los genes estructurales puede ser
regulada en forma coordinada, por ejemplo, por medio de proteinas reguladoras que se enlazan al elemento regulador
o por medio de antiterminacion de la transcripcion. Se puede transcribir los genes estructurales para producir un
solo ARNm que codifica todas las proteinas estructurales. Debido a la regulacién coordinada de los genes incluidos
en un operdn, la alteracién o modificaciéon del promotor unico y/o del elemento coordinador puede resultar en una
alteracién o modificacién de cada producto génico codificado por el operén. La alteraciéon o modificacién del elemento
regulador puede incluir, pero no se limita a la remocién del promotor endégeno y/o del(de los) elemento(s) regulador
(es), la adicién de promotores fuertes, promotores inducibles o promotores multiples o la remocién de secuencias
reguladoras de tal manera que se modifique la expresion de los productos génicos, modificando la ubicacién en el
cromosoma del operdn, alterando secuencias de 4cido nucleico adyacentes al operén o dentro del operén tal como
un sitio de enlazamiento del ribosoma, incrementando el nimero de copias del operén, modificando proteinas (por
ejemplo, proteinas reguladoras, supresores, reforzadores, activadores transcripcionales y similares) involucrados en la
transcripcion del operdn y/o en 1 traduccién de los productos génicos del operdn, o cualquier otro medio convencional
rutinario en el arte para desregulacién de la expresion de los genes (incluyendo, pero sin limitarse al uso de moléculas
de 4cido nucleico antisentido, por ejemplo, para bloquear la expresion de proteina represora). La desregulacién puede
involucrar también la alteracion de la region de codificacion de uno o mas genes para producir, por ejemplo, una
enzima que sea resistente a la retroalimentacion o que tenga una mayor o menor actividad especifica.

Una célula “recombinante” particularmente preferida de la presente invencién ha sido modificada genéticamente
para sobreexpresar un gen derivado de una planta o un producto génico o un gen derivado a través de un microorga-
nismo o producto génico. El término “derivado de una planta”, “derivado a través de un microorganismo”, o “derivado
de”, por ejemplo, incluye un gen que se encuentra naturalmente en un microorganismo o una planta, por ejemplo, una
planta de semillas oleaginosas, o un producto génico (por ejemplo, Fad4 o Fad5) o que es codificado por un gen de
una planta o un gen de un microorganismo (por ejemplo, codificado por la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3.

Las metodologias de la presente invencién presentan células recombinantes que sobreexpresan al menos una de-
saturasa de 4cido graso. En una modalidad, se ha modificado genéticamente una célula recombinante de la presente
invencién para sobreexpresar una desaturasa de dcido graso de Thrauschytrium sp. (por ejemplo, ha sido modificada
genéticamente para sobreexpresar al menos un A4 o A5 desaturasa de Thrauschytrium sp. (el producto génico Fad4 o
Fad5) (por ejemplo, una desaturasa de 4cido graso que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 4 o
codificada por la secuencia de dcido nucleico de la SEQ ID NO: 1 6 3).

En otra modalidad, la invencién presenta una célula (por ejemplo una célula microbiana) que ha sido transformada
con un vector que comprende una secuencia de acido nucleico para la desaturasa de 4cido graso (por ejemplo, una
secuencia de dcido nucleico para desaturasa de dcido graso como la expuesta en la SEQ ID NO: 1 6 3).

Otro aspecto de la presente invencion presenta un método para modular la produccién de dcido grasos que com-
prende el cultivo de células transformadas por medio de las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencion (por
ejemplo, una desaturasa) para que ocurra modulacién de la produccién de dcido graso (por ejemplo, se refuerza la
produccion de 4cidos grasos insaturados). El método para cultivar células transformadas por medio de las moléculas
de 4cido nucleico de la presente invencién (por ejemplo, Fad4 y Fad5) para modular la produccién de dcidos grasos
s denominado aqui como “biotransformacién”. El proceso de biotransformacién puede utilizar células recombinan-
tes y/o las desaturasas descritas aqui. El término “proceso de biotransformacién”, también denominado aqui como
“proceso de bioconversién”, incluye procesos bioldgicos que resultan en la produccién (por ejemplo, transformacién
o conversion) de cualquier compuesto (por ejemplo, sustrato, intermediario, o producto) que estd: secuencia arriba
de una desaturasa de 4cido graso con respecto a un compuesto (por ejemplo, sustrato, intermediario, o producto) que
estd secuencia debajo de una desaturasa de 4cido graso, en particular, un dcido graso insaturado. En una modalidad,
la invencién presenta un proceso de biotransformacion para la produccién de un acido graso insaturado que compren-
de poner en contacto una célula que sobreexpresa al menos una desaturasa de acido graso con al menos un sustrato
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apropiado bajo condiciones tales que se produzca un 4cido graso insaturado y, opcionalmente, recuperar el acido gra-
so. En la presente modalidad, la invencion se relaciona con un proceso de biotransformacién para la produccién de
dcidos grasos insaturados que comprende poner en contacto una célula que sobreexpresa Fad4 o Fad5 con un sustrato
apropiado (por ejemplo, un 4cido graso intermedio) bajo condiciones de tal manera que se produzca un 4cido graso
insaturado (por ejemplo, DHA) y, opcionalmente, recuperar el dcido graso insaturado. Las condiciones bajo las cua-
les se produce un 4cido graso insaturado pueden incluir cualquiera de las condiciones que resultan en la produccién
deseada de un 4cido graso insaturado.

La(s) célula(s) y/o enzimas utilizadas en las reacciones de biotransformacion estdn en una forma que les permite
llevar a cabo su pretendida funcién (por ejemplo, la produccién de dcidos grasos deseados). Las células pueden ser
células enteras, o pueden ser tnicamente aquellas porciones de las células necesarias para obtener el resultado final
deseado. Se pueden suspender las células (por ejemplo, en una solucién apropiada tal como soluciones o medios
amortiguados), lavadas (por ejemplo, lavados sin medios de cultivo de la célula), secadas con acetona, inmovilizadas
(por ejemplo, con gel de poliacrilamida o k-carragenina o sobre soportes sintéticos, por ejemplo, cuentas, matrices y
similares), fijadas, entrelazadas o permeabilizadas (por ejemplo, tienen membranas permeabilizadas y/o paredes de tal
manera que los compuestos, por ejemplo, sustratos, intermediarios o productos puedan pasar mas facilmente a través
de dicha membrana o pared). El tipo de célula puede ser cualquier célula que pueda ser utilizada en los métodos de la
invencidn, por ejemplo, células vegetales, de animales o microbianas.

Un aspecto importante de la presente invencidn involucra el crecimiento de la planta recombinante o el cultivo de
los microorganismos recombinantes descritos aqui, de tal manera que se produzca un compuesto deseado (por ejem-
plo, un 4cido graso insaturado deseado). El término “cultivar” incluye mantener y/o desarrollar un microorganismo
vivo de la presente invencion (por ejemplo, el mantenimiento y/o el desarrollo de un cultivo o cepa). En una modali-
dad, se cultiva un microorganismo de la invencién en medio liquido. En otra modalidad, se cultiva un microorganismo
de la invencién en medio sélido o en medio semisélido. En una modalidad preferida, se cultiva un microorganismo
de la invencién en medio (por ejemplo, un medio liquido estéril) que contiene nutrientes esenciales o benéficos para
el mantenimiento y/o el desarrollo del microorganismo (por ejemplo, fuentes de carbono o sustrato de carbono, por
ejemplo, carbohidratos complejos tales como harina de habichuela o de granos, almidones, azicares, alcoholes de
azucar, hidrocarburos, aceites, grasas, acidos grasos, dcidos orgdnicos y alcoholes; fuentes de nitrégeno, por ejem-
plo, proteinas vegetales, peptonas, péptidos y aminodcidos derivados de granos, habichuelas y tubérculos, proteinas,
péptidos y aminoécidos derivados de fuentes animales tales como carne, leche y subproductos animales tales como
peptonas, extractos de carne e hidrolizados de caseina; fuentes de nitrégeno inorgdnico tales como urea, sulfato de
amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes de fésforo, por ejemplo, dcido fosférico,
sales de sodio y potasio del mismo; elementos traza, por ejemplo, sales de magnesio, hierro, manganeso, calcio, cobre,
cinc, boro, molibdeno, y/o cobalto; asi como factores de crecimiento tales como aminodcidos, vitaminas, promotores
de crecimiento y similares).

Preferiblemente, se cultivan microorganismos de la presente invencién bajo pH controlado. El término “pH contro-
lado” incluye cualquier pH que resulta en la produccién del producto deseado (por ejemplo, un dcido graso insaturado).
En una modalidad, se cultivan los microorganismos en un pH de aproximadamente 7. En otra modalidad, se cultivan
los microorganismos en un pH entre 6,0 y 8,5. Se puede mantener el pH deseado por medio de cualquier cantidad de
métodos conocidos por aquellos capacitados en el arte.

Preferiblemente también, se cultivan los microorganismos de la presente invencién bajo aireacién controlada. El
término “aireacion controlada” incluye aireacion suficiente (por ejemplo, oxigeno) para resultar en la produccién del
producto deseado (por ejemplo, un dcido graso insaturado). En una modalidad, se controla la aireacién por medio de la
regulacién de los niveles de oxigeno en el cultivo, por ejemplo, por medio de la regulacién de la cantidad de oxigeno
disuelto en el medio de cultivo. Preferiblemente, se controla la aireacién del cultivo por medio de la agitacién del mis-
mo. Se puede suministrar agitacién por medio de un equipo mecénico de agitacién con hélice o similar, revolviendo o
agitando en recipiente de crecimiento (por ejemplo, un fermentador) o por medio de diferentes equipos de bombeo. La
aireacion puede ser controlada adicionalmente por medio del paso de aire estéril o de oxigeno a través del medio (por
ejemplo, a través de la mezcla de fermentacion). Preferiblemente también, se cultivan microorganismos de la presente
invencién sin formacion excesiva de espuma (por ejemplo, por medio de la adicion de agentes antiespumantes).

Ademads, se pueden cultivar plantas o microorganismos de la presente invencién bajo temperaturas controladas.
El término “temperatura controlada” incluye cualquier temperatura que resulte en la produccion del producto desea-
do (por ejemplo un 4cido graso insaturado). En una modalidad, las temperaturas controladas incluyen temperaturas
entre 15°C y 95°C. En otra modalidad, las temperaturas controladas incluyen temperaturas entre 15°C y 70°C. Las
temperaturas preferidas estan entre 20°C y 55°C, mas preferiblemente entre 30°C y 45°C o entre 30°C y 50°C.

Se pueden cultivar microorganismos (por ejemplo, mantenerlos y/o desarrollarlos) en medio liquido y preferible-
mente cultivarlos, ya sea en forma continua o intermitente, por medio de métodos convencionales de cultivo tales como
cultivo en posicién vertical, cultivo en tubos de ensayo, cultivo con agitacion (por ejemplo, cultivo con agitacion rota-
toria, cultivo en matraz con agitacion, etc.), cultivo en centrifugadora con aireacion, o fermentacién. En una modalidad
preferida, se cultivan los microorganismos en matraces con agitacion. En una modalidad mas preferida, se cultivan los
microorganismos en un fermentador (por ejemplo, un proceso de fermentacidn). Los procesos de fermentacién de
la presente invencién incluyen pero no se limitan a métodos de fermentacién continuos y por lotes, o por lotes con
alimentacion adicional. La frase “proceso por lotes” o “fermentacién por lotes” se refiere a un sistema cerrado en el
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cual la composicién del medio, los nutrientes, los aditivos para suplementacion y similares se ajustan al comienzo de
la fermentacién y no estdn sometidos a alteracion durante la fermentacidn, sin embargo, pueden hacerse intentos para
controlar factores tales como el pH y la concentracién de oxigeno para evitar una acidulacién excesiva del medio y/o la
muerte de los microorganismos. La frase “proceso por lotes con alimentacién adicional” o fermentacién “por lotes con
alimentacion adicional” se refiere a una fermentacion por lotes con la diferencia de que se afiaden uno o mas sustratos
o suplementos (por ejemplo, afiadidos en suplementos o en forma continua) a medida que avanza la fermentacién. La
frase “proceso continuo” o “fermentacion continua” se refiere a un sistema en el cual se afiade continuamente un me-
dio definido de fermentacién a un fermentador y se remueve simultineamente una cantidad igual de medio utilizado
o “acondicionado”, preferiblemente para recuperar el producto deseado (por ejemplo, un dcido graso insaturado). Se
han desarrollado una variedad de tales procesos y son bien conocidos en el arte.

La frase “cultivo bajo condiciones tales que se produce un compuesto deseado (por ejemplo, un 4cido graso insa-
turado, por ejemplo, DHA)” incluye el mantenimiento y/o el cultivo de plantas o microorganismos bajo condiciones
(por ejemplo, de temperatura, presién, pH, duracidn, etc.) apropiadas o suficientes para obtener la produccién del
compuesto deseado o para obtener los rendimientos deseados del compuesto particular que estd siendo producido.
Por ejemplo, se continda un cultivo durante un tiempo suficiente para producir la cantidad deseada de un acido graso
insaturado (por ejemplo, DHA). Preferiblemente, se continda el cultivo durante un tiempo suficiente para alcanzar
sustancialmente una produccién maxima del 4cido graso insaturado. En una modalidad, se continda el cultivo aproxi-
madamente durante 12 a 24 horas. En otra modalidad, se continda el cultivo aproximadamente durante 24 a 36 horas,
36 a 48 horas, 48 a 72 horas, 72 a 96 horas, 96 a 120 horas, 120 a 144 horas o mds de 144 horas. En otra modalidad, se
continda el cultivo durante un tiempo suficiente para alcanzar rendimientos en la produccién de acidos grasos insatura-
dos, por ejemplo, se cultivan células de tal manera que se produzcan aproximadamente al menos 15 a 20 g/L de dcidos
grasos insaturados, que se produzcan aproximadamente al menos 20 a 25 g/L. de 4cidos grasos insaturados, que se
produzcan aproximadamente al menos 25 a 30 g/L. de dcidos grasos insaturados, que se produzcan aproximadamente
al menos 30 a 35 g/L de 4cidos grasos insaturados, que se produzcan aproximadamente al menos 35 a 40 g/L de 4cidos
grasos insaturados (por ejemplo, aproximadamente al menos 37 g/L de 4cidos grasos insaturados) o que se produzcan
aproximadamente al menos 40 a 50 g/L de 4cidos grasos insaturados. En atin otra modalidad, se cultivan los microor-
ganismos bajo condiciones tales que se produzca un rendimiento preferido de dcidos grasos insaturados, por ejemplo,
un rendimiento dentro de un rango como el expuesto anteriormente, aproximadamente en 24 horas, aproximadamente
en 36 horas, aproximadamente en 48 horas, aproximadamente en 72 hora, o aproximadamente en 96 horas.

En la produccién de dcidos grasos insaturados, puede ser deseable adicionalmente cultivar las células de la presente
invencién en presencia de sustratos biosintéticos suplementarios de 4dcido graso. El término ‘“‘sustrato biosintético
suplementario de 4cido graso” incluye un agente o compuesto que, cuando es puesto en contacto con una célula
o es incluido en el medio de cultivo de una célula, sirve para mejorar o incrementar la biosintesis de dcido graso
insaturado. Se pueden afiadir sustratos biosintéticos suplementarios de acido graso en la forma de una solucién o
suspension concentrada (por ejemplo, en un solvente adecuando tal como agua o regulador) o en la forma de un sélido
(por ejemplo en la forma de un polvo). Ademads, se pueden afiadir sustratos biosintéticos suplementarios de dcido graso
de la presente invencién como una alicuota tinica en forma continua o intermitente durante un periodo de tiempo dado.

La mitologia de la presente invencién puede incluir ademds una etapa de recuperacion de un compuesto deseado
(por ejemplo, un 4cido graso insaturado). El término “recuperacién” de un compuesto deseado incluye la extraccion,
recoleccion, aislamiento o purificaciéon del compuesto a partir del medio de cultivo. La recuperacion del compuesto se
puede llevar a cabo de acuerdo a cualquier metodologia convencional de aislamiento o purificacién conocida en el arte
incluyendo, pero sin limitarse a, tratamiento con una resina convencional (por ejemplo, una resina aniénica o catiénica
de intercambio, una resina no iénica de adsorcién, etc.), tratamiento con un adsorbente convencional (por ejemplo,
carbdn activado, dcido silicico, gel de silice, celulosa, alimina, etc.), alteracién del pH, extraccion con solventes (por
ejemplo, con un solvente convencional tal como un alcohol, acetato de etilo, hexano y similares), didlisis, filtracion,
concentracion, cristalizacion, recristalizacion, ajuste de pH, liofilizacién y similares. Por ejemplo, se puede recuperar
un compuesto a partir del medio de cultivo removiendo primero los microorganismos del cultivo. Se pasa luego el
medio a través o sobre una resina de intercambio catiénico para remover los cationes no deseados y luego a través o
sobre una resina de intercambio aniénico para remover los aniones inorganicos no deseados y los dcidos orgdnicos que
tienen una acidez mayor que los 4cidos grasos no saturados de interés (por ejemplo, DHA).

Preferiblemente, se “extrae”, “aisla” o “purifica” un compuesto deseado de tal manera que la preparacién resultan-
te esté sustancialmente libre de otros componentes (por ejemplo, libre de componentes del medio y/o subproductos
de la fermentacién). La expresion “sustancialmente libre de otros componentes” incluye preparaciones del compuesto
deseado en las cuales se separa el compuesto (por ejemplo, purificado o parcialmente purificado) de los componentes
del medio o de los subproductos de la fermentacién del cultivo a partir del cual es producido. En una modalidad,
la preparacion tiene aproximadamente mas del 80% (en peso seco) del compuesto deseado (por ejemplo, aproxima-
damente menos del 20% de otros componentes del medio o subproductos de la fermentacién), mas preferiblemente
aproximadamente mds del 90% del compuesto deseado (por ejemplo, aproximadamente menos del 10% de otros com-
ponentes del medio o subproductos de la fermentacion), ain mds preferiblemente aproximadamente mas del 95% del
compuesto deseado (por ejemplo, aproximadamente menos del 5% de otros componentes del medio o subproductos
de la fermentacion), y lo mds preferible aproximadamente mas del 98-99% del compuesto deseado (por ejemplo,
aproximadamente menos del 1-2% de otros componentes del medio o subproductos de la fermentacién). Cuando el
compuesto deseado es un dcido graso insaturado que ha sido derivatizado hasta una sal, el compuesto estd preferible-
mente libre ademads (por ejemplo sustancialmente libre) de contaminantes quimicos asociados con la formacién de la
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sal. Cuando el compuesto deseado es un dcido graso insaturado que ha sido derivatizado hasta un alcohol, el compues-
to estd preferiblemente libre ademads (por ejemplo, sustancialmente libre) de contaminantes quimicos asociados con la
formacioén del alcohol.

En una modalidad alternativa, el dcido graso insaturado deseado no es purificado a partir de la planta o el micro-
organismo, por ejemplo, cuando la planta o el microorganismo no es biolégicamente peligroso (por ejemplo, seguro).
Por ejemplo, se pueden utilizar la planta entera o el cultivo (o el sobrenadante del cultivo) como fuente del producto
(por ejemplo, un producto crudo). En una modalidad, se utiliza la planta o del cultivo (o el sobrenadante del cultivo)
sin modificacion. En otra modalidad, se concentra la planta o el cultivo (o el sobrenadante del cultivo). En atin otra
modalidad, se pulveriza, seca, o liofiliza la planta o el cultivo (o el sobrenadante del cultivo).

B. Metodologias para la Produccion con Alto Rendimiento

Una modalidad particularmente preferida de la presente invencién es un método de produccién con alto rendi-
miento para la produccién de dcidos grasos insaturados, por ejemplo, DHA, que comprende el cultivo de una planta
0 microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce el dcido graso insaturado con un rendimiento
significativamente alto. La frase “método de produccion con alto rendimiento”, por ejemplo, un método de produccién
con alto rendimiento para la produccién de un compuesto deseado (por ejemplo, para la produccién de un dcido graso
insaturado) incluye un método que resulta en la produccién del compuesto deseado en un nivel elevado o que estd
por encima de lo usual para métodos de produccién comparables. Preferiblemente, un método de produccién con alto
rendimiento resulta en la produccién del compuesto deseado con un rendimiento significativamente alto. La frase “ren-
dimiento significativamente alto” incluye un nivel de produccién o de rendimiento que es significativamente elevado
o que estd por encima de lo usual para métodos de produccién comparables, por ejemplo, que se eleva hasta un nivel
suficiente para la produccién comercial del producto deseado (por ejemplo, la produccién del producto con un costo
comercialmente razonable). En una modalidad, la invencién presenta un método de produccién con alto rendimiento
para la produccién de 4cidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulado
bajo condiciones tales que se produce un dcido graso insaturado en un nivel superior a 2 g/L. En otra modalidad, la
invencion presenta un método de produccion con alto rendimiento para la produccién de 4cidos grasos insaturados que
incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulado bajo condiciones tales que se produce un 4cido graso
insaturado en un nivel superior a 10 g/L. En otra modalidad, la invencién presenta un método de produccién con alto
rendimiento para la produccién de 4cidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo
manipulado bajo condiciones tales que se produce un dcido graso insaturado en un nivel superior a 20 g/L. En atin otra
modalidad, la invencién presenta un método de produccién con alto rendimiento para la produccién de 4cidos grasos
insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulado bajo condiciones tales que se produce
un 4cido graso insaturado en un nivel superior a 30 g/L.. En atin otra modalidad, la invencién presenta un método de
produccion con alto rendimiento para la produccién de 4cidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta
o microorganismo manipulado bajo condiciones tales que se produce un 4cido graso insaturado en un nivel superior a
40 g/L.

La invencién presenta ademds un método de produccién con alto rendimiento para la produccién de un compuesto
deseado (por ejemplo, para la produccién de un 4cido graso insaturado) que involucra el cultivo de una planta o
microorganismo manipulado bajo condiciones tales que se produce un nivel suficientemente elevado de compuesto
dentro de un periodo de tiempo comercialmente deseable. En un ejemplo de modalidad, la invencién presenta un
método de produccién con alto rendimiento para la produccion de 4cidos grasos insaturados que incluye el cultivo
de una planta o microorganismo manipulado bajo condiciones tales que se produce un dcido graso insaturado en un
nivel superior a 15-20 g/L en 36 horas. En otra modalidad, la invencién presenta un método de produccién con alto
rendimiento para la produccién de dcidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo
manipulado bajo condiciones tales que se produce un 4cido graso insaturado en un nivel superior a 25-30 g/L en 48
horas. En otra modalidad, la invencién presenta un método de produccién con alto rendimiento para la produccién
de 4cidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulado bajo condiciones
tales que se produce un acido graso insaturado en un nivel superior a 35-40 g/L en 72 horas, por ejemplo, superior
a 37 g/L en 72 horas. En otra modalidad, la invencién presenta un método de produccion con alto rendimiento para
la produccién de dcidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulado bajo
condiciones tales que se produce un dcido graso insaturado en un nivel superior a 30-40 g/L en 60 horas; por ejemplo,
superior a 30, 35 6 40 g/L en 60 horas. Los valores y los rangos incluidos y/o intermedios dentro de los rangos
expuestos aqui también se pretende que se encuentren dentro del alcance de la presente invencién. Por ejemplo, se
pretende que queden incluidos niveles de produccion de 4cido graso insaturado de al menos 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38 y 39 g/L en 60 horas dentro del rango de 30-40 g/L en 60 horas. En otro ejemplo, se pretende que queden incluidos
rangos de 30-35 g/L o 35-40 g/L dentro del rango de 30-40 g/L en 60 horas. Ademas, la persona entrenada en el arte
se dard cuenta que el cultivo de un microorganismo manipulado para lograr un nivel de produccién, por ejemplo, de
“30-40 g/L en 60 horas” incluye el cultivo del microorganismo durante periodos adicionales de tiempo (por ejemplo,
periodos de tiempo mayores a 60 horas), resultando opcionalmente en rendimientos atin mayores de un 4cido graso
insaturado que esta siendo producido.

IV. Composiciones

Se pueden utilizar las moléculas de dcido nucleico para desaturasa y las proteinas desaturasa de la invencion para
producir dcidos grasos insaturados que pueden ser incorporados en composiciones. Las composiciones incluyen, por
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ejemplo, composiciones para uso como alimento para animales, composiciones para uso como nutracéuticos (por
ejemplo, suplementos para la dieta), y composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion.

Tales composiciones farmacéuticas tipicamente incluyen un 4cido graso insaturado y un portador farmacéutica-
mente aceptable. Como se la utiliza aqui, la expresién “portador farmacéuticamente aceptable” pretende incluir a
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacteriales y antifingicos, agen-
tes isotonicos y para retraso de la absorcién, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de
tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en el arte. Salvo porque cualquier
medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las
composiciones. Se pueden incorporar también compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Se formula una composicién farmacéutica para ser compatible con su ruta pretendida de administracién. Los
ejemplos de rutas de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica, sub-
cutdnea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (t6pica), transmucosa, y rectal. Las soluciones o suspensiones
utilizadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutdnea pueden incluir los siguientes componentes: un dilu-
yente estéril tal como agua para inyeccidn, solucién salina, aceites fijos, polietilén glicoles, glicerina, propilén glicol u
otros solventes sintéticos; agentes antibacteriales tales como alcohol bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales
como 4cido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes de quelacién tales como 4cido etilendiaminotetraacético; amor-
tiguadores tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para ajustar la tonicidad tales como cloruro de sodio o
dextrosa. Se puede ajustar el pH con acidos o bases, tales como dcido clorhidrico o hidréxido de sodio. Se puede
colocar la preparacion parenteral en ampolletas, jeringas desechables o viales de vidrio o plastico para multiples dosis.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso como inyectables incluyen soluciones acuosas estériles
(cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extempordnea de soluciones o
dispersiones estériles inyectables. Para administracién intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucién salina
fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL ™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina amortiguada con sulfato
(PBS). En todos los casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida en una medida en que pueda ser utiliza-
da facilmente para ser inyectada. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe ser
preservada contra la accién contaminante de microorganismos tales como bacterias hongos. El portador puede ser un
solvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilén glicol,
y polietilén glicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener una fluidez adecuada,
por ejemplo, por medio del uso de un recubrimiento tal como lecitina, por medio del mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de una dispersién y por medio del uso de tensoactivos. Se puede lograr la prevencién
de la accién de los microorganismos por medio de diferentes agentes antibacteriales y antifingicos, por ejemplo, pa-
rabenos, clorbutanol, fenol, 4cido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos serd preferible incluir agentes
isoténicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicién. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede ser provocada incluyendo en la composicion un agente
que retrase la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. Se pueden preparar soluciones inyec-
tables estériles por medio de la incorporacién del compuesto activo (por ejemplo, un LCPUFA, o un fragmento del
mismo, producido por las moléculas de acido nucleico y proteina de la presente invencién) en la cantidad requerida en
un solvente apropiado con uno o con una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, seglin se requiera,
seguido por esterilizacion por filtracién. Generalmente, se preparan dispersiones por medio de la incorporacién del
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién bdsico y los otros ingredientes reque-
ridos a partir de aquellos denominados mas arriba. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones
estériles inyectables, los métodos preferidos de preparacion son secado al vacio y liofilizacién que producen un polvo
del ingrediente activo mds cualquier ingrediente adicional deseado a partir de la solucién previamente filtrada en forma
estéril del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un portador comestible. Pueden ser colo-
cadas en cdpsulas de gelatina o comprimidas en tabletas. Para los propdsitos de administracidon terapéutica oral se
puede incorporar el compuesto activo con excipientes y utilizarlo en la forma de tabletas, trociscos, o cdpsulas. Se
pueden preparar también composiciones orales utilizando un fluido portador para uso como un enjuague bucal, en
donde el compuesto en el portador fluido se aplica oralmente y se hacen buches y se expectora o se traga. Se pueden
incluir agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes como parte de la composicion.
Las tabletas, pildoras, cdpsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un ex-
cipiente tal como almidén o lactosa, un agente desintegrante tal como 4cido alginico Primogel, o almidén de maiz; un
lubricante tal como estearato de magnesio o Esteroatos; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente saborizante tal como menta, salicilato de metilo, o saborizante
de naranja.

Para administracion por inhalacidn, se suministran los compuestos en la forma de un aerosol a partir de un contene-
dor o dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono
0, un nebulizador.

La administracién sistémica puede ser también por medio transmucosa o transdérmico. Para administracion trans-
mucosa o transdérmica, se utilizan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera que va a ser permeada.
Tales penetrantes son generalmente conocidos en el arte, e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosa,
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detergentes, sales biliares, y derivados de dcido fusidico. La administracién transmucosa se puede lograr a través del
uso de atomizadores nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, se formulan los compuestos activos en
ungiientos, balsamos, geles o cremas como generalmente se conoce en el arte.

Se pueden preparar también los compuestos en la forma de supositorios (por ejemplo, con bases convencionales
para supositorios tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para suministro rectal.

Se pueden preparar los compuestos activos con portadores que protejan al compuesto contra la eliminacién rapi-
da por parte del organismo, tales como una formulacién de liberacién controlada, incluidos implantes y sistemas de
suministro microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biocompatibles biodegradables, tales como etilén vinil
acetato, polianhidridos, acido poliglicélico, coldgeno, poliortoésteres, y dcido polilactico. Los métodos para la pre-
paracién de tales formulaciones serdn evidentes para aquellos capacitados en el arte. Se pueden obtener también los
materiales comercialmente con Alza Corporation y Nova Phramaceutical, Inc. Se pueden utilizar también suspensio-
nes liposomales (incluidos liposomas destinados a células infectadas con anticuerpos monoclonales como antigenos
virales) como portadores farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden preparar de acuerdo a métodos conocidos
por aquellos capacitados en el arte, por ejemplo, como se describe en la Patente Estadounidense No. 4.522.811.

Es especialmente conveniente la formulaciéon de composiciones morales o parenterales en forma de dosis unitarias
para una facil administracién y uniformidad de las dosis. Una forma unitaria de dosificacién como se la utiliza aqui
se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para el individuo que va a ser tratado, con-
teniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico
deseado junto con el portador farmacéutico requerido. Las especificaciones para las formas unitarias de dosificacién
estan dictadas por, y dependen directamente de las caracteristicas tnicas del compuesto activo y del efecto terapéutico
particular que se pretende lograr, y de las limitaciones inherentes en el arte para la elaboracién de tales compuestos
activos para el tratamiento de individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se puede determinar por medio de procedimientos far-
macéuticos estdndar en cultivos de células o en animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la
dosis letal para 50% de la poblacién) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacion). La
proporcién de la dosis entre los efector téxico y terapéutico es el indice terapéutico y se puede expresar como la re-
lacién LD50/EDS0. Se prefieren los compuestos que exhiben indices terapéuticos grandes. Aunque se pueden utilizar
compuestos que exhiben efectos tdxicos secundarios, se debe tener cuidado para disefar un sistema de suministro que
dirija tales compuestos al sitio de tejido afectado con el propdsito de minimizar el dafio potencial a las células no
infectadas y, por lo tanto, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos con cultivos celulares y estudios con animales se pueden utilizar en
la formulacién de un rango de dosis para uso en humanos. La dosis de tales compuestos cae preferiblemente en el
rango de las concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar
dentro de este rango dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la ruta de administracién utilizada. Para
cualquier compuesto utilizado en el método de la invencidn, se puede estimar inicialmente la dosis terapéuticamente
efectiva a partir de ensayos con cultivos celulares. Se puede formular una dosis en modelos animales para lograr un
rango de concentracién circulante en plasma que incluya la IC50 (es decir, la concentracién del compuesto de prueba
que logra una inhibicién maxima de la mitad de los sintomas) como la determinada en el cultivo celular. Se puede
utilizar tal informacién para determinar en forma mds precisa las dosis ttiles en humanos. Se pueden medir los niveles
en plasma, por ejemplo, por medio de cromatografia liquida de alto rendimiento.

Como se define aqui, una cantidad terapéuticamente efectiva de proteina o de polipéptido (es decir una dosis
efectiva) estd en un rango aproximadamente desde 0,001 hasta 30 mg/kg de peso corporal, preferiblemente aproxi-
madamente desde 0,01 hasta 25 mg/kg de peso corporal, mds preferiblemente aproximadamente desde 0,1 hasta 20
mg/kg de peso corporal y atin mas preferiblemente aproximadamente desde 1 hasta 10 mg/kg desde 2 hasta 9 mg/kg,
desde 3 hasta 8 mg/kg, desde 4 hasta 7 mg/kg, o desde 5 hasta 6 mg/kg de peso corporal. La persona capacitada se dara
cuenta que ciertos factores pueden influir sobre la dosis requerida para tratar efectivamente a un individuo, incluyendo,
pero sin limitarse a la severidad de la enfermedad o del trastorno, a tratamientos previos, a la salud general y/o la edad
del individuo, y a otras enfermedades presentes. Ademads, el tratamiento de un individuo con una cantidad terapéutica-
mente efectiva de una proteina, polipéptido, o antibiético puede incluir un Unico tratamiento o, preferiblemente, puede
incluir una serie de tratamientos.

En un ejemplo preferido se trata a un individuo con un LCPUFA en el rango aproximadamente entre 0,1 hasta
20 mg/kg de peso corporal, una ves por semana aproximadamente entre 1 a 10 semanas, preferiblemente entre 2 a
8 semanas, mds preferiblemente aproximadamente 3 a 7 semanas, e incluso mds preferiblemente aproximadamente
durante 4, 5 6 6 semanas. Se apreciara también que la dosis efectiva de anticuerpo, proteina, o polipéptido utilizada
para el tratamiento, puede incrementarse o disminuirse durante el transcurso de un tratamiento particular. Los cambios
en las dosis pueden resultar y hacerse evidentes a partir de los resultados de ensayos de diagndstico como los descritos
aqui.

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un contenedor, empaque, o dispensador junto con las ins-
trucciones para su administracion.
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Esta invencidn se ilustra adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos que no deben ser considerados como
limitantes.

Ejemplos

Materiales: Se adquiri6é Thraustochytrium sp. ATCC 21685 a partir de la American Type Culture Collection (12301
Parklawn Drive, Rockville, Maryland, 20852, EUA) y se lo cultivé en un medio (Weete, J. D., y colaboradores (1997)
Lipids 32: 839-845) a 24°C durante 7 dias. Después de eso se recolecto la biomasa por centrifugacion y se la utilizé
para el aislamiento del ARN.

Ejemplo 1
Construccion y seleccion de una genoteca de ADNc

Se aisl6 el ARN total a partir de los materiales anteriores de acuerdo con Qiu y Erickson (Qiu, X. y Eriekson, L.
(1994) Plant Mol. Biol. Repr. 12: 209-214). Se construypo la genoteca de ADNCc a partir del ARN total. Se sintetiz6
la primera hebra de ADNc por medio de de la transcriptasa inversa superscript II de Gibco-BRL. Se sintetizé la
segunda hebra de ADNc por medio de la ADN polimerasa de Stratagene. Después del fraccionamiento de tamafio,
se ligaron los incertor d¢ ADNc mayores a 1 kb dentro del vector A Uni-Zap XR (Stratagene). Se empacaron luego
los ADN recombinantes con extracto de empaquetamiento Gigapack III Gold (Stratagene) y se sembré sobre placas
NZY. La genoteca resultante representé mds de 5 x 10° clones independientes. Se llevé a cabo la seleccion de la
genoteca ADNc de acuerdo con métodos estandar (Sambrook, J, Fritseh, E. F., Maniatis, T. (1989) Molecular cloning-
A laboratory manual. (Cold Spring Harbor, New York, EUA)).

Ejemplo 2
RT-PCR

Se sintetiz6 el ADNc monocatenario por medio de la transcriptasa inversa superscript II (Gibco-BRL) a partir del
ARN total y se lo utiliz6 luego como molde para la reaccién PCR con dos iniciadores degenerados (El iniciador hacia
adelante: GCXCA/GAXGAXCAC/TCCXGGXGG vy el iniciador inverso: ATXTG/TXGGA/GAAXAG/AG/ATGG/
ATG). La amplificacién por medio de PCR consistié de 35 ciclos con 1 min a 94°C, 1,5 min a 55°C y 2 min a 72°C
seguido por una etapa de amplificacién a 72°C durante 10 min. Se aislaron los productos amplificados de 800 pb a
1000 pb a partir del gel de agarosa y se purificé por medio de un kit (purificacion a través del gel Qiaex II, Qiagen),
y posteriormente se cloné en el reactor de clonacién TA pCR®2.1. (Invitrogen). Se secuenciaron luego los insertos
clonados por medio del PRISM DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing System (Perkin Elmer/Applied Biosystems).

Ejemplo 3
Expresion de Fad4 y Fad5 en levadura

Se amplificaron los marcos de lectura abiertos de Fad4 y FadS por medio de PCR utilizando la enzima Precision
Plus (Stratagene) y se cloné en un vector de clonacién TA (pCR®2.1, Invitrogen). Habiendo confirmado que los pro-
ductos de la PCR eran idénticos a los ADNc originales por medio de secuenciacion, se liberaron luego los fragmentos
por medio de una digestiéon doble con BamHI-EcoRI y se los inserté dentro del vector de expresion de levadura pYES2
(Invitrogen) bajo el control del promotor inducible GALI.

Se transformaron cepas de levadura InvSc2 (Invitrogen) con las construcciones para expresion utilizando el método
de acetato de litio y se seleccionaron los transformantes sobre placas con medio minimo que carecias de uracilo (Gietz,
D., y colaboradores (1992) Nucleic Acids Res. 20: 1425; Covello, P. S. y Reed, D. W. (1996) Plant Physiol. 111: 223-
226).

Se cultivaron primero los transformantes en medio minimo que carecia de uracilo y que contenia glucosa a 28°C.
Después de cultivar durante la noche, se centrifugaron las células, se las lavé y resuspendié en agua destilada. Se
inoculé medio minimo que contenia 2% de galactosa, con o sin sustrato 0,3 mM de 4dcidos grasos en presencia de
0,1% de tergitol, con la suspensién de células transformantes de levadura y se incubd a 20°C durante tres dias, y luego
a 15°C durante otros tres dias.

Ejemplo 4

Andlisis de dcidos grasos

Se recolectaron dos veces con agua destilada células de levadura y de Thraustochytrium. Luego se afladieron 2 mL
de KOH metandlico (KOH al 7,5% p/v en metanol al 95%) a los materiales y se calent6 la mezcla sellada en un tubo
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de vidrio para cultivo de 12 ml a 80°C durante 2 horas. Se afiadieron 0,5 mL de agua y se extrajo la muestra dos veces
con 2 mL de hexano para remover los lipidos no saponificables. Se acidul6 luego la fase acuosa restante por medio de
la adicién de 1 mL de HC1 6 N y se extrajo dos veces con 2 mL de hexano. Se combinaron las fases en hexano y se secé
bajo una corriente de nitrogeno. Se afiadieron 2 mL de HCI metabdlico 3 N (SUPELCO, Supelco Park, Bellefonte,
PA 16823-0048) y se calent6 la mezcla a 80°C durante 2 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, se
afiadié 1 mL de NaCl al 0,9% y se extrajo la mezcla dos veces con 2 x 2 mL de hexano. Se evaporé el hexano
combinado bajo una corriente de nitrégeno. Se analizaron los ésteres metilicos resultantes de dcido graso (los FAME)
por medio de GC y GC-MS de acuerdo con Covello & Reed (Covello, P. S. y Reed, D. W. (1996) Plant Physiol. 111:
223-226).

Se llevé a cabo un andlisis por GC/MS en modo EI estdndar utilizando un espectrémetro de masas Fisons VG
TRIO 2000 (VG Analytical, RU) controlado por el software Masslynx versién 2.0, acoplado a un cromatégrafo de
gases Serie GC 8000. Se utiliz6 para el andlisis del FAME una columna DB-23 (30 M x 0,25 mm de didmetro interno,
espesor de pelicula 0,25 Ilm, J&W Scientific, Folsom, CA) que fue programada a una temperatura de 180°C durante 1
min, luego a razén de 4°C/min hasta 240°C y se mantuvo durante 15 minutos.

Ejemplo 5

Transformacion de Brassilca juncea y de lino (Linum usitatissimum) y tratamiento exogeno del dcido graso

Se utilizaron los hipocotiledones de plantulas de 5-6 dias de B. juncea y de lino como explantes para inoculacién
con el Agrobacterium tumefaciens que hospeda vectores binarios con los ADNc de longitud completa bajo el control
de los diferentes promotores. Se utilizaron plantulas transgénicas de 20 dias para tratamiento exégeno del dcido graso.
Se dividieron las plantulas en tres partes, hojas, tallos y raices. Cada una fue cortada en pedazos muy pequefios y
colocada en una placa de titulacion de 24 pozos. A cada pozo se le afiadieron 2 mL de la sal sddica al 0,05% de
los sustratos (NuCheck Prep Inc., Elysian, MN). Se incub6 luego la placa a 24°C durante 4 h con agitacién suave.
Después de incubacidn, se lavaron tres veces los tejidos de la planta con agua y luego se los utilizé para andlisis de
dcidos grasos.

Ejemplo 6

Perfil de dcidos grasos de la Thrauschytrium sp.

Thraustochytrium ha llamado recientemente la atencién de los cientificos debido a su habilidad para producir
LCPUFA tal como DHA, AA, EPA y DPA. La Figura 11 muestra la composiciéon de dcidos grasos de los lipidos
aislados a partir de cultivos de 7 dias de Thraustochytrium sp.. Como se muestra en las tablas, los microorganismos
contienen un amplio rango de 4cidos grasos poliinsaturados, tanto de familias n-3 como n-6, de acidos grasos A6
de 18 atomos de carbono (dcido gama-linolénico y 4cido esteardénico) hasta 4cidos grasos A4 de 22 atomos de
carbono (DHA y DPA). Los organismos, especialmente Thraustochytrium sp., parecen contener un juego completo de
enzimas de desaturacién y alargamiento requeridas para la biosintesis de DHA y DPA. La cepa carece de acido grasos
poliinsaturados de 24 dtomos de carbono, de los precursores propuestos para DHA, y de la sintesis de DPA en la ruta
de Precher (Voss, A., y colaboradores (1991) J. Biol. Chem. 266: 19995-20000; Mohammed, B. S., y colaboradores
(1997) Biochem. J. 326: 425-430). Los dcidos grasos de 24 4tomos de carbono puede que no estén involucrados en la
sintesis in vivo de 4cidos grados A4 de 22 atomos de carbono tales como DHA y DPA en Thraustochytrium sp.

Ejemplo 7
Identificacion de los ADNc que codifican para la desaturasa “Front-end”

Para identificar los genes que codifican para desaturasas involucradas en la biosintesis de los LCFUFA en Thraus-
tochytrium sp., se adoptd una estrategia de clonacién con base en la PCR. Se disefiaron dos iniciadores degenerados
para dirigir el motivo de enlazamiento hemo de extension N-terminal del dominio tipo cyt b5 en desaturasas front-end
y el tercer motivo conservado de histidina en todas las desaturasas microsomales, respectivamente. El razonamiento
detrds del disefio es que las desaturasas involucradas en la biosintesis de EPA y DHA en Thraustochytrium sp., de-
be tener estructura de primacia similar como otras desaturasas front-end, es decir extensiéon N-terminal del dominio
tipo cyt b5 en la desaturasa. Se identificaron cuatro fragmentos de los ADNc de Thraustochytrium sp. que codifican
protefnas de fusién que contienen al dominio tipo cyt b5 en el terminal N.

Para aislar clones de ADNc de longitud completa, se utilizaron los cuatro insertos como sondas para seleccionar
genotecas de ADN de Thraustochytrium sp. lo cual resulté en la identificacién de varios clones de ADNc en cada
grupo. La secuenciacion de todos esos clones identific cuatro ADNc de longitud completa que fueron llamados como
Fad4, Fad5, Fad5-2 y Fad6. El marco de lectura abierto de Fad4 es de 1560 pb y codifica para 519 aminodcidos con
peso molecular de 59,1 kDa (Figura 1). Fad5 es de 1230 pb de longitud y codifica para 439 aminoécidos con peso
molecular de 49,8 kDa (Figura 2). Una comparacién de secuencias de estas dos secuencias de Thraustochytrium sp.
mostr6 tnicamente un 16% de identidad de aminoécidos entre las proteinas deducidas. Un anélisis detallado reveld
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que Fad4 es 80 aminodcidos mas largo que Fad5, que se presentan entre el segundo y el tercer motivos conservados
de histidina (Figura 3).

Una buisqueda por BLASTP™ de la base de datos de protefnas reveld los siguientes aciertos para cada una de las

dos proteinas, Fad4 y Fad5:

Fad 4 (519 residuos aminoacidos)
Blastp nr
Acceso No. Organismo Descripcion Longitud | % de Identidad
AF067654 | Mortierella alpina | AS desaturasa de acido graso | 509 29
AF054824 Mortierella alpina | A5 desaturasa microsomal 509 28
A022097 Dictyostelium A5 desaturasa de 4cido graso 507 27
discoideum
ABO029311 | Dictyostelium desaturasa de 4cido graso 519 26
discoideum
L11421 Synechocystis sp. A6 desaturasa 410 25
D90914
Fad 5 (439 residuos aminoacidos)
Blastp nr
Acceso No. Organismo Descripcion Longitud | % de Identidad
AF139720 FEuglena gracilis A8 desaturasa de 4cido graso | 404 29
AF007561 Borago officinalis A6 desaturasa 421 27
U79010 Borago officinalis A6 desaturasa 421 27
A309556 Danio rerio A6 desaturasa de 4cido graso | 422 26
AF110510 | Mortierella alpina | A6 desaturasa de acido graso | 463 25
Ejemplo 8

Expresion de Fad4 y Fad5 en levadura

Para confirmar la funcién de Fad4, se expresé el ADNc de longitud completa en la cepa de levadura InvSc2 bajo
el control del promotor inducible. La Figura 4 muestra que con suplementacién del medio con 22:5 (7, 10, 13, 16,
19), las células de levadura que contenian ADNc de Fad4 tenian un 4cido graso extra comparadas con el control del
vector. El pico tiene un tiempo de retencién idéntico al del estdandar de DHA. El andlisis por LC/MS del 4cido graso
libre mostré que produce iones moleculares desprotonados (m/z = 279) idénticos al estindar de DHA en electrospray
de iones negativos. Ademds, el andlisis por medio de GC/MS del FAME confirmé que el espectro del pico es idéntico
a aquel del estandar de DHA (Figura 8). Estos resultados indican que Fad4 es una A4 desaturasa de acido graso que
es capaz de introducir un doble enlace en posicién 4 del sustrato 22:5 (7, 10, 13, 16, 19), resultando en un 4cido graso
A4 desaturado, DHA (22:6-4, 7, 10, 13, 16, 19).

Para estudiar adicionalmente la especificidad del sustrato de la Fad4, se suministraron separadamente una cantidad
de sustratos incluyendo 18:2 (9, 12), 18:3 (9, 12, 15), 20:3 (8, 11, 14) y 22:4 (7, 10, 13, 16) a los transformantes de
las levaduras. Los resultados indican que Fad4 podria utilizar también 22:4 (7, 10, 13, 16) como sustrato (Figura 6)
para producir otro 4cido graso A4 desaturado, DPA (22:5-4, 7, 10, 13, 16) (Figura 7). El resto de los dcidos grasos
examinados no fueron sustratos efectivos.

Para confirmar la funcién de Fad5, se transformé Invsc2 de S. cerevisiae con pldsmidos, que contenian el marco de
lectura abierto de la Fad5 bajo el control del promotor inducible por galactosa. Cuando se indujeron los transformantes
de levadura por medio de galactosa en un medio que contenia dcido homo-gama-linolénico (HGLA, 20:3-8, 11, 14),
se observé un pico extra en el cromatograma de los FAME que se acumulan en los transformantes comparado con el
control (Figura 8). Una comparacién del cromatograma con aquel de los estdndares revel6 que el dcido graso tenfa un
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tiempo de retencién idéntico al estandar de 4cido araquidénico (AA, 20:4-5, 8, 11, 14). Para confirmar adicionalmente
la regioquimica de los productos, se analizaron los FAME por medio de GC/MS. La Figura 19 indica que el espectro
de masas del nuevo 4cido graso y el estindar de AA son idénticos. Estos resultados demuestran que Fad5 convierte
HGLA (20:3-8, 11, 13) en AA (20:4-5, 8, 11, 14) en levadura.
Ejemplo 9
Expresion de Fad4 en B juncea

Para determinar si Fad4 de Thraustochytrium es funcional en cultivos de semillas oleaginosas, se transformaron B.
Jjuncea con la construccién que contenia Fad4 bajo el control de un promotor constitutivo. Se obtuvieron ocho plantas
transgénicas independientes. En B. Juncea no hay sustratos disponibles de A4 desaturasa de dcido graso. Por lo tanto,
para examinar la actividad de la enzima transgénica en las plantas, se debe suministrar en forma exdgena el sustrato
22:5 (n-3). En este experimento, se aplicaron tanto el tipo silvestre como los transgénicos con soluciones acuosas de
docosapentanoato sédico. Se encontré que los sustratos aplicados en forma exdgena eran facilmente fijados por las
raices, los tallos y las hojas de ambos tipos de plantas, pero convertidos en DRA tinicamente en los transgénicos. Las
hojas tiene un nivel mds alto de produccién de que las raices y los tallos. En las hojas se incorpor6 sustrato exégeno
hasta un nivel de 10-20% de los 4cidos grasos totales y se produjo 4cido graso A4 desaturado (22:6, n-3) en un rango
de 3-6% de los 4cidos grasos totales (Figura 16). Estos resultados indican que la A4 desaturasa de dcido grado de
Thraustochytrium es funcional en cultivos de semillas oleaginosas.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula aislada de 4cido nucleico seleccionada del grupo que consiste de:

(a) una molécula de 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1,
o en la SEQ ID NO: 3, o un complemento de la misma; y

(b) una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos
expuesta en la SEQ ID NO: 2, o en la SEQ ID NO: 4, o un complemento de la misma.

2. Una molécula aislada de 4cido nucleico seleccionada del grupo que consiste de:

(a) una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es aproximadamente al menos 50% idéntica a la secuencia entera de aminoécidos de la SEQ ID NO:
2 6 4, en donde el polipéptido tiene una actividad de A4 (en el caso de la SEQ ID NO: 2) o AS desaturasa
(en el caso de la SEQ ID NO: 4), o un complemento de las mismas; y

(b) una molécula de acido nucleico que hibrida bajo condiciones rigurosas hasta un complemento de una
molécula de dcido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, en
donde la molécula de 4cido nucleico codifica un polipéptido que tiene una actividad de A4 (en el caso de
la SEQ ID NO: 1) o AS desaturasa (en el caso de la SEQ ID NO: 3), o un complemento de las mismas.

3. Un vector que comprende la molécula de dcido nucleico de la reivindicacién 1 6 2.
4. El vector de la reivindicacion 3, que es un vector de expresion.
5. Una célula huésped transfectada con el vector de expresion de la reivindicacion 4.

6. La célula huésped de la reivindicacion 5, en donde la célula es seleccionada del grupo que consiste de una célula
vegetal, una célula microbiana, y una célula animal.

7. La célula huésped de la reivindicacién 6, en donde la célula vegetal es de una planta de semillas oleagino-
sas seleccionada del grupo que consiste de lino (Linum sp.), colza (Brassica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol
(Helianthus sp.), algodén (Gosssypium sp.), maiz (Zea mays), oliva (Olea sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theo-
broma cacoa), y mani (Arachis sp.).

8. La célula huésped de la reivindicacién 6, en donde la célula microbiana es selecciona del grupo que consiste de
Thraustochytrium, Pythium irregulare, Schizichytrium, y Crythecodinium.

9. Un método para producir un polipéptido que comprende el cultivo de la célula huésped de la reivindicacion 5
para producir el polipéptido.

10. Un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste de:

(a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 50% idéntica a la secuencia
entera de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 6 4 y que tiene una actividad de A4 desaturasa en el caso de la
SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de A5 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 4;

(b) un polipéptido que es codificado por una molécula de acido nucleico que hibrida bajo condiciones rigurosas
hasta un complemento de una molécula de 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos de
laSEQ ID NO: 1 6 3 y que tiene una actividad de A4 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 1 y que tiene
una actividad de A5 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 3; y

(c) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 6 4 que tiene una actividad
de A4 desaturasa en el caso de la SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de AS desaturasa en el caso de
la SEQ ID NO: 4.

11. El polipéptido aislado de la reivindicacién 10 que comprende la secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO:
264.

12. Un método para transformar un 4cido graso insaturado que comprende transfectar o transformar una célula
con la molécula aislada de 4cido nucleico de la reivindicacién 1 6 2 y cultivar la célula bajo condiciones tales que se

produzca el 4cido graso insaturado.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde se selecciona la célula del grupo que consiste de una célula vegetal,
una célula animal, y una célula microbiana.
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14. El método de la reivindicacién 13, en donde la célula vegetal es seleccionada de una planta de semillas oleagi-
nosas.

15. El método de la reivindicacion 14, en donde se selecciona la planta de semillas oleaginosas del grupo que con-
siste de lino (Linum sp.), colza (Brassica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol (Helianthus sp.), algodén (Gosssypium
sp.), maiz (Zea mays), oliva (Olea sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theobroma cacoa), y mani (Arachis sp.).

16. El método de la reivindicacion 12, que comprende ademds la etapa de recuperacion del 4cido graso insaturado.

17. El método de la reivindicacién 12, en donde se selecciona el dcido graso insaturado del grupo que consiste de
AA20:4 (5,8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), DPA 22:5 (4, 7, 10, 13, 16), y DHA 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19).

18. Un método para producir un dcido graso insaturado que comprende poner en contacto una composicion que
contiene al menos una molécula objetivo de desaturasa con al menos un polipéptido aislado de la reivindicacién 10 u
11 bajo condiciones tales que se produce el 4cido graso insaturado.

19. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademds la etapa de recuperacién del 4cido graso insaturado.

20. El método de la reivindicacién 18, en donde se selecciona al 4cido graso insaturado del grupo que consiste de
AA 20:4 (5,8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), DPA 22:5 (4,7, 10, 13, 16), y DHA 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19).

21. Un método para producir una célula vegetal o microbiana capaz de generar un dcido graso insaturado que
comprende, la introduccion en dicha célula de la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1 6 2, en donde la
molécula de dcido nucleico codifica una desaturasa que tiene actividad para catalizar la formacion de un doble enlace
en una cadena acilo grasa.

22. El método de la reivindicacion 21, en donde la célula es una célula vegetal.

23. El método de la reivindicacion 22, en donde la célula vegetal es de una planta de semillas oleaginosas.

24. El método de la reivindicacién 23, en donde la planta de semillas oleaginosas es lino (Linum sp.), colza (Bras-
sica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol (Helianthus sp.), algodén (Gosssypium sp.), maiz (Zea mays), oliva (Olea
sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theobroma cacoa), y mani (Arachis sp.).

25. El método de la reivindicacion 21, en donde se selecciona al dcido graso insaturado del grupo que consiste de
AA 20:4 (5,8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), DPA 22:5 (4,7, 10, 13, 16), y DHA 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19).

26. Un método para modular la produccién de un 4cido graso insaturado que comprende el cultivo de la célula de
la reivindicacién 5, de tal manera que ocurre la modulacién de la produccién de un 4cido graso insaturado.

27. El método de la reivindicacion 26, en donde se refuerza la produccion del 4cido graso insaturado.

28. El método de la reivindicacion 26, en donde se selecciona al dcido graso insaturado del grupo que consiste de
AA20:4 (5,8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), DPA 22:5 (4,7, 10, 13, 16), y DHA 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19).

29. El método de la reivindicacién 26, que comprende ademads la recuperacién del 4cido graso insaturado.

30. Un método para la produccidn a gran escala de un dcido graso insaturado, que comprende el cultivo de la célula
de la reivindicacion 5, de tal manera que se produce el dcido graso insaturado.

31. El método de la reivindicacién 30, en donde se refuerza la produccion del acido graso insaturado.

32. El método de la reivindicacién 30, en donde se selecciona al acido graso insaturado del grupo que consiste de
AA20:4 (5,8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), DPA 22:5 (4,7, 10, 13, 16), y DHA 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19).

33. El método de la reivindicacion 28, que comprende ademds la recuperacion del dcido graso insaturado.
34. Una composicién que comprende al polipéptido de la reivindicacién 10 u 11.

35. Un método para producir un suplemento dietético que comprende al método de la reivindicacién 12, 18, 26 6
30.

36. Una composicion que comprende a la célula producida por medio del método de la reivindicacién 21.
37. La composicién de la reivindicacién 34, en donde se utiliza la composicion en alimento para animales.

38. Un método de acuerdo a la reivindicacion 35, en donde el suplemento dietético es suplemento para animales.
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39. Un suplemento dietético que comprende a la composicién de la reivindicacién 34.

40. Un método para suplementar la dieta de un humano o de un animal, que comprende la adicién de la composicién

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

de la reivindicacién 34.
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ATGACGGTCGGCTACGACGAGGAGATCCCGTTCGAGCAGGTCCGCGCGCACAACAAGCCGGA
TGACGCCTGGTGCGCEGATCCACGGGCACGTGTACGATGTGACCAAGT TCGCGAGCGTGCACCC
GGGCGGCGACATTATCCTGCTGGCCGCAGGCAAGGAGGLCACCGTGCTGTACGAGACTTACC

ATGTGCEEGGCGTCTCEEACGCGETGCTGCGCAAGTACCGCATCGGCAAGCTGCCGGACGGC
CABRGGCGGCGCGAACGAGABGGAAAAGCGGACGCTCTCGEGCCTCTCETCGGCCTCGTACTA
CACGTGGAACAGCGACTTTTACAGCGTAATGCGCGAGCGCGTCATGGCTCGGCTCARGGAGC
GCGGCAAGGCCCECCGCGGAGGCTACGAGCTCTGEATCAAGGCGTTCCTGCTGCTCGTCGGCT
TCTGGAGCTCGCTCTACTGGATGTGCACGCTCGACCCCTCOTTCGGGGCCATCCTGGCCGCCA
PGTCGCTCGGCGTCTTTGCCGCCTTTGTGGECACGTGCATCCAGCACGACGGCAACCACGGCG
CCTTTGCCCAGTCGCGATGGGTCAACAAGGTTGCCGEGTGGACGCTCGACATGATCGGCGCCA
GCGGCATGACGTGGGAGTTCCAGCACGTCCTGGCCCACCATCCOTACACGARCCTGATCGAG

* GAGGAGAACGGCCTGCAAAAGGTGAGCGGCAAGAAGATGGACACCAAGCTGGCCGACCAGE
AGAGCGATCCGGACGTCTTTTCCACGTACCCGATGATGCGCCTGCACCCGTGGCACCAGARGC
GCTGGTECCACCGTTTCCAGCACATTTACGGCCCCTTCATCTTPGGCTTCATGACCATCAACAA
GGTGGTCACGCAGGACGTCCGTGTGGTGCTCCGCARGCGGCTCTTCCAGATTGACGCCGAGTG
CCGGTACGCGAGCCCAATGTACGTGGCGCGTTTCTGGATCATGAAGGCGCTCACGGTGCTCTA
CATGGTGGCCCTGCCETGCTACATGCAGGGCCCGTCGCACGGCCTCAAGCTGTTCGCGATCGE
GCACTTTACGTGCGGCGAGGTGCTCGCARCCATGTTCATTGTGAACCACATCATCGAGGGCGT
CTCGTACGCTTCCAAGGACGCGGTCAAGGGCACGATGGCGCCGCCGAAGACGATGCACGGCE
TGACGCCCATGAACAACACGCGCAAGGAGGTGGAGGCGGAGGCGTCCAAGTCTGGCGCCGTG
GTCAAGTCAGTCCCGCTCGACGACTGGGCCGTCGTCCAGTGCCAGACCTCGGTGAACTGGAGC
GTCGGCTCGTGGTTCTGGAATCACTTTTCCGGCGGCCTCAACCACCAGATTGAGCACCACCTG
TTCCCCGGRCTCAGCCACGAGACGTACTACCACATTCAGGACGTCTTTCAGTCCACCTGCGCC
GAGTACGGCGTCCCGTACCAGCACGAGCCTTCGCTCPGGACCGCGTACTGGAAGATGCTCGAG
CACCTCCGTCAGCTCGGCAATGAGGAGACCCACGAGTCCTGGCAGCGCGCTGCCTGA

Fig. 1A

MTVGYDEE 1 PFEQVRAHNRPDDAWCATHGHVYDVTRFASVHPGGPIILLAACKEATVL.YETYHY
RGVSDAVLRKYRIGKLPDGQGGANEREKRTLSGLSSASY YTWNSDF YRVMRERVVARLEKERGRA
RRGGYELWIKAFLLLVGFWSSLYWMCTLDPSFGAT LAAMSLGVEAAFVGTCIQEDGNHGAFAQS
RWVNRVAGWTLDMIGASGMTWEFQHEVL.GEHPYTNL IREENGLQEVSGRRKMDTKLADQESDPD

VPSTYPMMRLEPHEQKRWYHRFQHT YGPFIFGFMPINKVVTQDVGVVLRRRLFOIDAECRYASP
MYVARFWIMKALTVLYMVALPCYMQGPWHGLKLFATARPTCGEVLATMF IVNHIIEGVSYASKD
AVKGTMAPPKTMRGVTPMNNTRKEVEAEASKSGAVVRSVRLDDWAVVQCOTSVNWSVGSHE

. WNHFSGGLNEQIEHHLFPGLSHETYYHIQDVFQSTCAEYGVPYOHEPSLWTAYWKMLERLROLG

NEETHESWORAA
Fig. 1B
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APGGGCAAGGGCAGCGAGGGCCGCAGCGCCECGCGCGAGATGACGGCCGAGGCGARCGGLG
ACAAGCGGAARACGATTCTGATCGAGGGCGTCCTGTACGACGCGACGAACTTTAAGCACCCG
GGCGGTTCGATCATCAACTTCTTGACCGAGGGCGAGGCCGGCGTGGACGCGACGCAGGCGTA
CCGCGAGTTTCATCAGCGGTCCGECAAGGCCGACAAGTACCTCAAGTCGCTGCCGRAGCTGG
ATGCGTCCAAGGTGGAGTCGCGGTTCTCGGCCARAGAGCAGGCGCGGCGCGACGCCATGACG
CGCGACTACGCGGCCTTTCGCGAGGAGCTCGTCGCCGAGGGGTACTTTGACCCGTCGATCCCG
CACATGATTTACCGCGTCGTGGAGATCGTGECGCTCTTCGCGCTCTCGTTCTGGCTCATGTCCA
AGGCCTCGCCCACCTCGCTCGTGCTGGGCETGETGATGARCGGCATTGCGCAGGGCCGCTGCG
-GCTGGGTCATGCACGAGATGGGCCACGGGTCGTTCACGEGCGTCATCTGGCTCGACCACCGG
ATPGTGCGAGTTCTTCTACGGCGTCGGCTGCGGCATGAGCGGGCACTACTGGAAGAACCAGCA
CAGCAAGCACCACGCCGCGCCCAACCGCCTCGAGCACGATGTCGATCTCAACACGCTGCCCCT
GGTCGCCTTTAACGAGCGCGTCGTGCGCARGGTCAAGCCGGGATCGCTGCTGGCGCTCTGGCT
GCGCGTGCAGGCGTACCTCTTTGCGCCCRTCTCCTGCCTGCTCATCGGCCTTGGCTGGACGCTC
TACCTGCACCCGCGCTACATGCTGCGCACCAAGCGGCACATGGAGTTCGTCTGGATCTTCGCG
CGCTACATTGGCTGGTTCTCGCTCATGGGCGCTCTCGGCTACTCGCCGGECACCTCGGTCGGE
ATGTACCTGTGCTCGTTCGGCCICGGCTGCATTTACATTTTCCTGCAGTTCGCCGTCAGCCACA
CGCACCTGCCGGTGACCAACCCGGAGGACCAGCTGCACTGGCTCGAGTACGCGGCCGACCAC
ACGGTGAACATTAGCACCAAGTCCTGGCTCGTCACGTGGTGGATGTCGAACCTGAACTTTCAG
ATCGAGCACCACCTCTTCCCCACGGCGCCGCAGTTCCGCTTCAAGGARATCAGTCCTCGCGTC
GAGGCCCTCTTCAAGCGCCACAACCTCCCGTACTACGACCTGCCCTACACGAGCGCGGTCTCG
ACCACCTTTGCCAATCTTTATTCCGTCGGCCACTCGGTCGGCGCCGACACCAAGAAGCAGGAC

Fig. 2A

MGKGSEGRSAAREMTAEANGDKRKTILIEGVLYDATNFKEPGGSI INFLTEGEAGVDATQAYREF
BEORSGKADKYLKSLPKLDASKVESRF SAKEQARRDAMTRDYAAPRERLVAEGYFDPSIPHMIYRV
VEIVALFALSFWLMSKASPTSLVLGVVMNGTAQGRCGWVMHEMGEGSFTGVIWLDDRMCRFFY
GVGCGMSGHYWRNOHSKEEAAPNRLEBDVDLNTLPLVAFNERVVRRVKPGSLLALWLRVQAY
LFAPVSCLLIGLGWTLYLHPRYML.RTRKREMEFVWIFARY IGWPSIMGALGYSPGTSVGMYLCSFG
LGCIYIFLQFAVSHTHLPVTNPEDQLEWLEYAADHTVNI STRSWLVIWWMSNLNFPOIEHHLPPTA
PQFRFKEISPRVEALFRRENLPYYDLPYTSAVSTTFANLY SVGHSVGADTRRQD

Fig. 2B

30



FAD4
FADS
FAD4
FADS
FAD4
FADS
FAD4
FADS
FADA
FADS
FAD4
FAD5
FAD4
FADS
FAD4
FADS
FAD4
FADS
FAD4
FADS
FAD4

FADS

ES 2 343 106 T3

MTVGYDEEIPFEQVRAHNKPDDAWCATHGHVYDVTRFAS GGPITL-L

L]

MGRGSEGRSAAREMTAEANGDRRKTILIEGVLYDATNFR~HPGGSIINFL

—>
AGRFATVLYETYHVRGVSDAVLRKYRIGKLPDGOGGANEKERRTLSGLSS

EGEAGVDATQAYREFHORSGKADKY-LKSLPKLDAS-~~KVESRFSAKEQ
ASYYTWNSDFYRVMRERVVARLKERGKARRGGYELWIRAFLLLVGFWSSL

ARRDAMTRDYAAFREELVAEGYFDPSIPEMI-~--- YRVVEIVALFALSF

YWMCTLDPSFGAILAAMSLCVFAAFVCTCIQHDGNE

WLMSKASPTSLVLGVVMN-G-IAQGRCG HGSFTGVIWLDDRMC

WTLDMIGASCMTWEﬁQHVLGHH TNLIEEENGLOKVSGKRMDTRLADOE

||

|
FYGVGCGMSCHYWKNQHSK - HEARPNRLEEDVDLNT - - = =~ o e

SDPDVFSTYPMMRLEPWEQKRWYRRFOHTYGPF TFGFMTINKVVTQDVGY
LPLVAFNERVVRKVEPGSLLALWLRVQ-~--—- AYLFAPYSCLLIGLGWT
VLRKRLFQIDAECRYASPHYVARFWIMKALTVLYMVALPCYMQGPWHGIX
LYLHEPRYMLRTKRHMEFVWIFARY IGWF SLMGALGYSPGT-— -~ v m
LFAIAHFTCGEVLATMFIVNHIIEGVSYASRDAVKGTMAPPKTMBGVTPM
~~SVGMYLCSFGLGCTYIFLOF~———mmmmmmmmme e Avsa't‘:m,pxlrlmp
NNTRREVEAEASKSGAVVKSVPLDDWAVVOCQTSVNWSVGSWEWNEFSGG
EDQLHWLEYA?!LDHT -------------------- VNISTKSWLVTWHMSN
LNHOIERHLFPGLSEETYYHIQDVFQSTCARY GVPYQHEPSLWTAYWRML
iéyéléé&@mmimmm}!&-mmim

———

EBLROLGNEETHESWQORAA -519

ANLYSVGHSVGADT~KKQD -439

Fig. 3

31



RESPUESTA FID

RESPUESTA FID

ES 2343 106 T3

CONTROL

22:5(7,10,13,16,19)

S

| 1
5 ® w7 B © 2

TIEMPO

Fad4

B 16 ] B 1 20

TIEMPO

Fig. 4

32



ABUNDANCIA %

ABUNDANCIA %

100

ES 2 343 106 T3

79

67

91

80 120 160 200 240 280 320 360

79

N

33



ES 2343 106 T3

22:5(7,10,13,16,19}
o Control
2 L.
~
: Ui LJL___ ‘A—ML___JAAA__MAAJ L\
1 I I 1 l 1 1
10 I 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tiempo
2
= Fada
< |
JWla =
| T T I I ! ] T T T 1
10 N 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tiempo

34



ES 2 343 106 T3

119

9N

140 180 220 260 300 340
Fig. 7A

100

60

100+

% VIDNVUNNIV

260
260

19

Yo VIONVANNAV

340

300

140 180
Fig. 7B

100

60

35



RESPUESTA FID

RESPUESTA FID

ES 2343 106 T3

CONTROL
20:3(8,11,14)
R A,l lL_,-A.A__,J Lﬂ
[ [ { | { I i | T f
7 8 9 10 i 12 13 14 B % v
TIEMPO (MIN)
Fads /
I ] I | 1 | l | | !
7 8 9 10 n 12 13 4 15 16 17
TIEMPO (MIN)

Fig. 8

36



ES 2 343 106 T3

79
100+
]
1 67
i 91
B
.:C R
0
z
g 105
£ s5 -
IR BB AE
- 133 ]50]6] 75
; ,t ii | | 203
|l 1 1 li i | 233247 264 318
0Bt 0l ol At il R o ol L
80 120 60 200 200 280 320
Mz
[ S Fig. 9A
<
<
>
{ —
Z | 105
2 55 N
< . i
}3 N9
. iono ,
| | | 133150164175 903
Tt e g od | ' 187 | 217 8
O— IEI Iill':; E“E ‘! A %)‘ X1 VAN T A 233 47264 282 313 31

80 120 160 200 240 280 320

Fig. 9B

37



ES 2343 106 T3

o
5 CONTROL ;_o:
o o
Q ~
® vy
2
o~
bk ’ : . J
[ \ 1 | 1 i T I ]
13 14 15 16 7 18 19 20
DHA
‘ FAD4 J
i i I [ T 1 [ t 1

38



ES 2 343 106 T3

Tabla 1. Perfiles de Acido Graso de Thraustochytrium sp. (" Peso)

Acidos 18:3 18:4 20:4 20:5 22:4 22-5 22:5 DHA
Grasos — n6) (8} [-6) 3} 6} n-6) (3 [n-3)

Pso 01 02 03 10 02 53 06 167

Fig. 11
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<110> Bioriginal Food & Science Corp.

<120> Fad4, Fad5, Fad5-2, Y Fad6, MIEMBROS DE LA FAMILIA DE DESATURASAS DE ACIDOS GRASOS Y

USOS DE LOS MISMOS
<130> BNZ-001PC
<150> 60/236.303
<151> 2000-09-28
<150> 60/297.562
<151> 2001-06-12
<160> 8
<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210>1
<211> 1560
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.
<220>
<221> CDS
<222> (1)...(1560)

<400> 1.

atg acg gtc ggc tac gac
Met Thr Val Gly Tyr Asp
1 5

cac aac aag ccg gat gac
His Asn Lys Pro Asp Asp
20

gat gtg acc aag ttc gcg
Asp Val Thr Lys Phe Ala
35

ctg gcc gca ggc aag gag
Leu Ala Ala Gly Lys Glu
50

cgg ggc gtec tcg gac gcg
Arg Gly Val Ser Asp Ala
65 70

CccCg gac ggc caa ggc ggc
Pro Asp Gly Gln Gly Gly
85

ggc ctc tcg tcg gee tcg
Gly Leu Ser Ser Ala Ser
100

gta atg cgc gag cgc gtc
Val Met Arg Glu Arg Val
115

ES 2343 106 T3

LISTA DE SECUENCIAS

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

gcc
Ala
55

gtg
Val

gcg
Ala

tac
Tyr

gtg
Val

gag
Glu

tgg
Trp
gtg

40

acc
Thr

ctg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr

gct
Ala
120

atc
Tle

tgc
Cys
25

cac
His

gtg
val

cgc
Arg

gag
Glu

acg
Thr
105

cgg
Arg

ccg ttc gag
Pro Phe Giu
10

gcg atc cac
Ala Ile His

€cg ggc ggc
Pro Gly Gly

ctg tac gag
Leu Tyr Glu
60

aag tac cgc
Lys Tyr Arg
75

aag gaa aag
Lys Glu Lys
30

tgg aac agc
Trp Asn Ser

ctc aag gag
Leu Lys Glu

cag
Gln

gg9g
Gly

gac
Asp
45

act
Thr

atc
Ile

cgg
Arg

gac
Asp

cgc
Arg
125

gtc
Val

cac
His
30

att
Ile

tac
Tyr

ggc
Gly

acg
Thr

ttt
Phe
110

ggc
Gly

cgc
Arg
15

gtg
vVal

atc
1le

cat
His

aag
Lys

ctc
Leu
95

tac

Tyr

aag
Lys

gcqg
Ala

tac
Tyr

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu
80

tcg
Ser

.ag9g

Arg

gce
Ala

48

96

144

192

240

288

336

384
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cgc
Arg

ggc
Gly
145

gg9
Gly

ggc
Gly

cga
Arg

age
Ser

acg
Thr
225

aag
Lys

tce
Ser

tac
Tyx

acc
Thr

cgg
Arg
305

gtg
val

gce
Ala

gcg
Ala

cgc
Arg
130

tte
Phe

gcc
Ala

acg
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly
210

aac
Asn

atg
Met

acg
Thr

cac
His

atc
Ile
290

ctc

Leu

gcg
Ala

ctg
Leu

atc
Ile

gga
Gly

tgg
Trp

ate
Ile

tgc
Cys

gtc
Val
195

atg
Met

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

cgt
Rxg
275

aac
Asn

ttc
Phe

cgt
Arg

ccqg
Pro

gcg
Ala
355

ggce
Gly

agce
Ser

ctg
Leu

atc
Ile
180

aac
Asn

acg
Thr

atc
Ile

ace
Thr

ccg
Pro
260

ttc
Phe

aag
Lys

cag
Gln

ttc
Phe

tgc
Cys
340

cac
His

tac
Tyr

tcg
Ser

gcc
Ala
165

cag
Gln

aag
Lys

tagg
Txp

gag
Glu

aag
Lys
245

atg
Met

cag
Gln

gtg
val

att
Ile

tgg
Trp
325

tac

Tyr

ttt
Phe

gag
Glu

ctg
Leu
150

gcce
Ala

cac
His

gtt
Val

gag
Glu

gag
Glu
230

ctg
Leu

atg
Met

cac
His

gtc
val

gac
Asp
310

atc
Ile

atg
Met

acg
Thr

ES 2 343 106 T3

ctc
Leu
135

tac
Tyx

atg
Met

gac
Asp

gcc
Ala

ttc
Phe
215

gag
Glu

gcc
Ala

cgce
Arg

att
Ile

acg
Thr
295

gcc

Ala

atg
Met

cag
Gln

tgc
Cys

tgg
Trp

tgg
Trp

teg
Ser

ggc
Gly

gg99
Gly
200

cag
Gln

aac
Asn

gac
Asp

ctg
Leu

tac
Tyr
280

cag
Gln

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly

dggc
Gly
360

atc
Ile

atg
Met

ctg
Leu

aac
Asn
185

tgg
Trp

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

cac
His
265

ggc
Gly

gac
Asp

tgc
Cys

gcg
Ala

ccg
Pro
345

gag
Glu

aag
Lys

tge
Cys

gge
Gly
170

cac
His

acg
Thr

gte
val

ctg
Leu

gag
Glu
250

ccg
Pro

cce
Pro

gtc
val

cgg
Arg

cte
Leu
330

tgg
Trp

gtg
Val

gcg
Ala

acg
Thr
155

gtc
Val

ggc
Gly

ctc
Leu

ctg
Leu

caa
Gln
235

agc
Ser

tgg
Trp

ttc
Phe

ggt
Gly

tac
Tyr
315

acg
Thr

cac
His

ctc
Leu

ttc
Phe
140

ctg

Leu

ttt
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

ggc
Gly
220

aag

Lys-

gat
Asp

cac
His

atc
Ile

gtg
Val
300

gcg
Ala

gtg
Val

ggc
Gly

gca
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

gce
Ala

ttt
Phe

atg
Met
205

cac
His

gtg
val

ccg
Pro

cag
Gln

ttt
Phe
285

gtg
Val

agc
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
365

ctg
Leu

cece
Pro

gce
Ala

gce
Ala
190

atc
Ile

cat
His

agc
Ser

gac
Asp

aag
Lys
2740

ggc
Gly

ctc
Leu

cca
Pro

tac
Tyr

aag
Lys
350

atg
Met

ctc
Leu

tcg
Ser

ttt
Phe
175

cag
Gln

ggc
Gly

ccg
Pro

gge
Gly

gtc
Val
255

cge
Arg

ttce
Phe

cgc
Arg

atg
Met

atg
Met
335

ctg

Leu

ttc
Phe

gtc
Val

ttc
Phe
160

gtg
Val

tcg
Ser

gcc
Ala

tac
Tyxr

aag
Lys
240

ttt
Phe

tgg
Trp

atg
Met

aag
Lys

tac
Tyr
320

gtg
Val

ttc
Phe

att
Ile

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104
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gtg
Val

aag
Lys
385

aac
Asn

gtg
Val

acc
Thr

ggc
Gly

cac
His
465

gag
Glu

tgg
Trp

gag
Glu

<210>2
<211> 519
<212> PRT

aac
Asn
370

ggc
Gly

aac
Asn

gte
Val

tcg
Ser

ggc
Gly
450

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

tce
Ser

cac
His

acg
Thr

acg
Thr

aag
Lys

gtg
Val
435

ctc
Leu

acg
Thr

ggce
Gly

atg
Met

tgg
Trp
515

atc
Ile

atg
Met

cgc
Arg

tca
Ser
420

aac
Asn

aac
Asn

tac
Tyr

gtc
Val

ctc
Leu
500

cag
Gln

<213> Thraustochytrium sp.

<220>

<221> VARIANT

<222> (1)...(519)
<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 2

Met Thr Vval

1

His Asn Lys
Asp Val Thr

Leu Ala Ala

50

35

Gly Tyr Asp Glu
5
Pro Asp Asp Ala

20

Lys Phe Ala Ser

Gly Lys Glu Ala

atc
Ile

gcg
Ala

aag
Lys
405

gtc
Val

tgg
Trp

cac
His

tac
Tyxr

ccg
Pro
485

gag
Glu

cgce
Arg

gag
Glu

ccg
Pro
390

gag
Glu

ccg
Pro

agc
Ser

cag
G1ln

cac
His
470
tac

Tyr

cac
His

gct
Ala

ggc
Gly
375

ccg
Pro

gtg
Val

ctc
Leu

gtc
Val

att
Ile
455

att
Ile

cag
Gln

ctc
Leu

gce
Ala

ES 2343 106 T3

gtc
Val

aag
Lys

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly
440

gag
Glu

cag
Gln

cac
His

cgt
Arg

tga
*

Glu
Trp

Val

teg
Ser

acg
Thr

gcg
Ala

gac
Asp
425

tecg
Ser

cac
His

gac
Asp

gag
Glu

cag
Gln
505

tac gct
Tyr Ala

atg cac
Met His
395

gag gcg
Glu Ala
410

tgg gcc
Trp Ala

tgg ttc
Trp Phe

cac ctg
His Leu

gtc ttt
Val Phe
475

cct teg
Pro Ser
490

ctc ggc
Leu Gly

Ile Pro

10

Cys Ala

25

40

55

Thr

His Pro

Val Leu

tce
Ser
380

ggc
Gly

tce
Ser

gtc
Val

tgg
Trp

tte
Phe
460

cag
Gln

cte
Leu

aat
Asn

Phe
Ile
Gly

Tyr

aag
Lys

gtg
Val

aag
Lys

gtc
Val

aat
Asn
445

ccc
Pro

tcc
Ser

tgg
Trp

gag
Glu

gac
Asp

acg
Thr

tect
Ser

cag
Gln
430

cac
His

ggr
Xaa

acc
Thr

ace
Thr

gag
Glu
510

gcg
Ala

cce
Pro

ggc
Gly
415

tgc
Cys

ttt
Phe

ctc
Leu

tgc
Cys

gcg
Ala
495

acc
Thr

gtc
val

atg
Met
400

gcc
Ala

cag
Gln

tcc
Ser

agc
Ser

gcc
Ala
480

tac

Tyr

cac
His

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1560

Glu Gln Val Arg Ala

15

His Gly His Val Tyr

30

Gly Asp Ile Ile Leu

45

Glu Thr Tyr His Val

60
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Arg
65
Pro

Gly

vVal

Gly
145
Gly

Gly

Ser
Thr
225
Lys
Ser
Tyr
Thr
Arg
305
Val
Ala
Ala
Val
Lys
385
Asn
Val
Thr
Gly
His
465
Glu
Txp

Glu

<210> 3
<211> 1320

Gly
Asp
Leu
Met
Arg
130
Phe
Ala
Thr
Trp
Gly
210
Asn
Met
Thr
His
Ile
290
Leu
Ala
Leu
Ile
Asn
370
Gly
Asn
vVal
Ser
Gly
450
Glu
Tyr

Lys

Ser

Val
Gly
Ser
Arg
115
Gly
Trp
Ile
Cys
Val
195
Met
Leu
Asp
Tyr
Arg
275
Asn
Phe
Arg
Pro
Ala
355
His
Thr
Thr
Lys
Val
435
Leu
Thr
Gly
Met

Trp
515

Ser
Gln
Ser
100
Glu
Gly
Ser
Leu
Ile
180
Asn
Thr
Ile
Thr
Pro
260
Phe
Lys
Gln
Phe
Cys
340
His
Ile
Met
Arg
Ser
420
Asn
Asn
Tyr
Val
Leu

500
Gln

Asp
Gly
85

Ala
Arg
Tyr
Ser
Ala
165
Gln
Lys
Trp
Glu
Lys
245
Met
Gln
Val
Ile
Trp
325
Tyr
Phe
Ile
Ala
Lys
405
Val
Trp
His
Tyr
Pro

485
Glu

Ala
70

Gly
Ser
Val
Glu
Leu
150
Ala
His
Val
Glu
Glu
230
Leu
Met
His
val
Asp
310
Ile
Met
Thr
Glu
Pro
390
Glu
Pro
Ser
Gln
His
470
Tyx
His

Ala

ES 2 343 106 T3

Val
Ala
TS{r
Val
Leu
135
Tyr
Met
Asp
Ala
Phe
215
Glu
Ala
Arg
Ile
Thr
295
Ala
Met
Gln
Cys
Gly
375
Pro
Val
Leu
Val
Ile
455
Ile
Gln

Leu

Ala

Leu
Asn
Tyr
Ala

120
Trp

Trp
Ser
Gly
Gly
200
Gln
Asn
Asp
Leu
Tyr
280
Gln
Glu
Lys
Gly
Gly
360
Val
Lys
Glu
Asp
Gly
440
Glu
Gln
His

Arg

Arg
Glu
Thr
105
Arg
Ile
Met

.Leu

Asn
185

Trp
His
Gly
Gln
His
265
Gly
Asp
Cys
Ala
Pro
345
Glu
Ser
Thr
Ala
Asp
425
Ser
His
Asp
Glu

Gln
505

Lys
Lys
30

Trp
Leu
Lys
Cys
Gly
170
His
Thr
Val
Leu
Glu
250
Pro
Pro
Val
Arg
Leu
330
Tzp
Val
Tyr
Met
Glu
410
Trp
Txp
His
Val
Pro

430
Leu

Tyr
75

Glu
Asn
Lys
Ala
Thr
155
Val
Gly
Leu
Leu
Gln
235
Ser
Trp
Phe
Gly
Tyx
315
Thr
His
Leu
Ala
His
395
Ala
Ala
Phe
Leu
Phe
475

Ser

Gly

Arg
Lys
Ser
Glu
Phe
140
Leu
Phe
Ala
Asp
Gly
220
Lys
Asp
His
Ile
Vval
300
Ala
Val
Gly
Ala
Ser
380
Gly
Ser
val
Trp
Phe
460
Gln

Leu

Asn

Ile
Arg
Asp
125
Leu
Asp
Ala
Phe
Met
205
His
Val
Pro
Gln
Phe
285
Val
Ser

Leu

Leu

Gly
Thr
Phe
110
Gly
Leu
Pro
Ala
Ala
190
Ile
His
Ser
Asp
Lys
270
Gly
Leu
Pro

Tyr

Lys

© 350

Thr
365
Lys
Val
Lys
vVal
Asn
445
Pro
Ser

Trp

Glu

Met
Asp
Thr
Ser
Gln
430
His
Xaa
Thr

Thr

Glu
510

Lys
Leu
95

Tyr
Lys
Leu
Ser
Phe
175
Gln
Gly
Pro
Gly
Val
255
Arg

Phe

Met
Met
335
Leu
Phe
Ala
Pro
Gly
415
Cys
Phe
Leu
Cys
Ala

495
Thr

Leu
80
Ser
Arg
Ala
Val
Phe
160
Val
Ser
Ala
Tyx
Lys
240
Phe
Trp
Met
Lys.
Tyr
320
Val
Phe
Ile
Val
Met
400
Ala
Gln
Ser
Serx
Ala
480
Tyx

His
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<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(1320)

<400> 3

atg
Met
1

gag
Glu

tac
Tyr

ttg
Leu

ttt
Phe
65

aag
Lys

gcg
Ala

cte
Leu

cgc
Arg

tcc
Ser
145

att
Ile

tcg
Ser

tac
Tyr

ggc
Gly

gcg
Ala

gac
Asp

acc
Thr
50

cat
His

ctg
Leu

cgg
Arg

gtec
Val

gtec
Val
130

aag

Lys

gcg
Ala

tte
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

aac
Asn

gcg
Ala
35

gag
Glu

cag
Gln

gat
Asp

cgc
Arg

gcc
Ala
115

gtg
Val

gce
Ala

cag
Gln

acg
Thr

gtc
Val
195

ggc
Gly

ggc
Gly
20

acg
Thr

ggc
Gly

cgg
Arg

gcg
Ala

gac
Asp
100

gag
Glu

gag
Glu

tcg
Ser

ggce
Gly

ggc
Gly
180

ggc
Gly

agc
Sex

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

tcc
Ser

tcc
Ser
85

gcc
Ala

999
Gly

atc
Ile

ccc
Pro

cgc
Arg
165

gtc
Val

tgc
Cys

gag
Glu

aag
Lys

ttt
Phe

gce
Ala

ggc
Gly
70

aag
Lys

atg
Met

tac
Tyr

gtg
Val

acc
Thr
150

tgc
Cys

atc
Ile

ggc
Gly

ES 2343 106 T3

ggc
Gly

cgg
Arg

aag
Lys

gge
Gly
55

aag
Lys

gtg
Val

acg
Thr

ttt
Phe

gcg
Ala
135

tcg

Ser

ggc
Gly

tgg
Trp

atg
Met

cgc
Arg

aaa
Lys

cac
His
40

gtg
Val

gcc
Ala

gag
Glu

cge
Arg

gac
Asp
120

ctc
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

ctc
Leu

age
Ser
200

agc
Ser

acg
Thr
25

ccg
Pro

gac
Asp

gac
Asp

tcg
Ser

gac
Asp
105

ccg
Pro

tte
Phe

gtg
val

gtc
Val

gac
Asp
185

ggg
Gly

gcg
Ala
10

att
Ile

ggc
Gly

gcg
Ala

aag
Lys

cgg
Arg
90

tac
Tyr

tecg
Ser

gcg
Ala

ctg
Leu

atg
Met
170

gac
Asp

cac
His

gcg
Ala

ctg
Leu

ggt
Gly

acg
Thr

tac
Tyr
75

tte
Phe

gcg
Ala

atc
Ile

ctc
Leu

ggc
Gly
155

cac

His

cgg
Arg

tac
Tyr

cgc
Arg

atc
Ile

tcg
Ser

cag
Gln
60

ctc
Leu

tcg
Ser

gcc
Ala

ccg
Pro

tecg
Ser
140

gtg
Val

gag
Glu

atg
Met

tgg
Trp

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile
45

gcg
Ala

aag
Lys

gce
Ala

ttt
Phe

cac
His
125

tte
Phe

gtg
Val

atg
Met

tgc
Cys

aag
Lys
205

atg
Met

ggc
Gly
30

atc
Ile

tac
Tyxr

tcg
Ser

aaa
Lys

cgce
Arg
110

atg
Met

tgg
Trp

atg
Met

ggc
Gly

gag
Glu
190

aac
Asn

acg
Thr
15

gtc
Val

aac
Asn

cge
Arg

ctg
Leu

gag
Glu
95

gag
Glu

att
Ile

ctc
Leu

aac
Asn

cac

His
175

ttc
Phe

cag
Gln

gcc
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe

gag
Glu

cecg
Pro
80

cag
Gln

gag

Glu

tac
Tyr

atg
Met

ggc
Gly
160

999
Gly

ttc
Phe

cac
His

48

96

l44

192

. 240

288

336

384

432

480

528

576

624
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agc
Ser

aac
Asn
225

aag
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

ggc
Gly
305

ctc
Leu

ctg
Leu

gcc
Ala

tgg
Trp

gcg
Ala
385

ttc
Phe

gtc
Val

gcc
Ala

<210> 4
<211> 439
<212> PRT

aag
Lys
210

acg
Thr

ccg
Pro

gcg
Ala

cac
His

atc
Ile
290

tac
Tyx

ggc
Gly

ccg
Pro

gac
Asp

atg
Met
370

ccg
Pro

aag
Lys

tcg
Ser

gac
Asp

cac
His

ctg
Leu

gga
Gly

ccc
Pro

ccg
Pro
275

ttc
Phe

tecg
Ser

tgc
Cys

gtg
val

cac
His
355

tecg
Ser

cag
Gln

cgc
Arg

acc
Thzr

aCcC
Thr
435

cac
His

ccc
Pro

tcg
Ser

gtc
Val
260

cgc
Arg

gcg
Ala

ccg
Pro

att
Ile

acce
Thr
340

acg
Thr

aac
Asn

tte
Phe

cac
His

acc
Thr
420

aag
Lys

<213> Thraustochytrium sp.

gcc
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
245

tcg
Ser

tac
Tyr

cgc
Arg

ggc
Gly

tac
Tyx
325

aac
Asn

gtg
val

ctg
Leu

cgc
Arg

aac
Asn
405

ttt
Phe

aag
Lys

gcg
Ala

gtc
Val
230

ctg
Leu

tgc
Cys

atg
Met

tac
Tyr

acc
Thr
310

att
Ile

ccg
Pro

aac
Asn

aac
Asn

ttc
Phe
390

ctc
Leu

gcc
Ala

cag
Gln

cce
Pro
215

gcc
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

att
Ile
295

tcg
Ser

tte
Phe

gag
Glu

att
Ile

ttt
Phe
375

aag

Lys

cecg
Pro

aat
Asn

gac
Asp

ES 2 343 106 T3

aac
Asn

ttt
Phe

ctc
Leu

ctc
Leu

cgc
Arg
280

ggc
Gly

gtc
Val

ctg
Leu

gac
Asp

agc
Ser
360

cag
Gln

gaa
Glu

tac
Tyr

ctt
Leu

tga

cgc
Arg

aac
Asn

tgg
Trp

atc
Ile
265

acc
Thr

tgg
Trp

999
Gly

cag
Gln

cag
Gln
345

acc
Thr

atc
Ile

atc
Ile

tac
Tyr

tat
Tyr
425

ctc
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
250

ggc
Gly

aag
Lys

tte
Phe

atg
Met

tte
Phe
330

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

agt
Ser

gac
Asp
410

tce
Ser

gag
Glu

cgc
Arg
235

cgc
Arg

ctt
Leu

cgg
Arg

teg
Ser

tac
Tyr
315

gce
Ala

cac
His

tece
Ser

cac
His

cct
Pro
395

ctg
Leu

gtc
Val

cac
His
220

gtc
Val

gtg
val

ggc
Gly

cac
His

ctc
Leu
300

ctg
Leu

gtc
val

tgg
Trp

tgg
Trp

cac
His
380
cgce

Arg

ccc
Pro

ggc
Gly

gat
Asp

gtg
Val

cag
Gln

tgg
Trp

atg
Met
285

atg
Met

tgc
Cys

agc
Ser

ctc
Leu

cte
Leu
365

ctc
Leu

gtc
Val

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val

cgc
Arg

gcg
Ala

acg
Thr

-270

gag
Glu

gge
Gly

tcg
Ser

cac
His

gag
Glu
350

gtc
Val

ttc
Phe

gag
Glu

acg
Thr

tcg
Sex
430

gat
Asp

aag
Lys

tac
Tyxr
255

ctc
Leu

ttc
Phe

gct
Ala

tte
Phe

acg
Thr
335

tac
Tyr

acg
Thx

cecc
Pro

gcc
Ala

agc
Sex
415

gtc
Val

ctc
Leu

gtc
Val
240

ctc
Leu

tac
Tyr

gtc
Val

ctc
Leu

ggc
Gly
320

cac
His

gcg
Ala

tgg
Trp

acg
Thr

cte
Leu
400

acg
Ala

ggc
Gly

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1320
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<400> 4
Met
1
Glu
Tyr
Leu
Phe
65
Lys
Ala
Leu
Arg
Ser
145

" Ile
Ser
Tyr
Ser
Asn
225
Lys
Phe
Leu
Trp
Gly
305
Leu
Leu
Ala
Trp
Ala
385
Phe

Val

Gly
Ala
Asp
Thr
50

His
Leu
Arg
Val
Val
130
Lys
Ala
Phe
Gly
Lys
210
Thr
Pro
Ala
His
Ile
230
Tyr
Gly
Pro
Asp
Met
370
Pro

Lys

Ser

Lys
Asn
Ala
35

Glu
Gln

Asp

Ala
115
Val
Ala
Gln
Thr
Val
195
His
Leu
Gly
Pro
Pro
275
Phe
Ser
Cys
Val
His
355
Ser
Gln
Arg

Thr

Gly
Gly
20

Thr
Gly
Arg
Ala
Asp
100
Glu
Glu
Ser
Gly
Gly
180
Gly
His
Pro
Ser
Val
260
Arg
Ala
Pro
Ile
Thr
340
Thr
Asn
Phe
His

Thr
420

Ser
Asp
Asn
Glu
Ser
Ser
Ala
Gly
Ile
Pro
Arg
165
val
Cys
Ala
Leu
Leu
245
Ser
Tyr
Arg
Gly
Tyr
325
Asn
Val
Leu
Arg
Asn

405
Phe

Glu
Lys
Phe
Ala
Gly
70

Lys
Met
Tyxr
Val
Thr
150
Cys
Ile
Gly
Ala
val
230
Leu
Cys
Met
Tyx
Thr
310
Ile
Pro
Asn
Asn
Phe
390

Leu

Ala

ES 2343 106 T3

Gly

Lys
Gly
55

Lys
Val
Thr
Phe
Ala
135
Ser
Gly
Trp
Met
Pro
215
Ala
Ala
Leu
Leu
Ile
295
Ser
Phe
Glu
Ile
Phe
375
Lys

Pro

Asn

Ala Asp Thr Lys Lys Gln Asp

<210>5
<211> 1371
<212> ADN

435

Arg
Lys
His
40

Val
Ala
Glu
Arg
Asp
120
Leu
Leu
Trp
Leu
Ser
200
Asn
Phe
Leu
Leu
Arg
280
Gly
Val
Leu
Asp
Ser
360
Gln
Glu
Tyr

Leu

Ser
Thr
25

Pro
Asp
Asp
Ser
Asp
105
Pro
Phe
Val
Val
Asp
185
Gly
Arg
Asn
Trp
Ile
265
Thr
Trp
Gly
Gln
Gln
345
Thr
Ile
Ile
Tyr

Tyr
425

Ala
10

Ile
Gly
Ala
Lys
Arg
g0

Tyr
Ser
Ala
Leu
Met
170
Asp
His
Leu
Glu
Leu
250
Gly
Lys
Phe
Met
Phe
330
Leu
Lys
Glu
Ser
Asp

410
Ser

Ala
Leu
Gly
Thr
Tyr
75
Phe
Ala
Ile
Leu
Gly
155
His
Arg
Tyr
Glu
Arg
235
Leu
Arg
Ser
Tyr
315
Ala
His
Ser
His
Pro
395

Leu

Val

Arg
Ile
Ser
Gln
60

Leu
Ser
Ala
Pro
Ser
140
Val
Glu
Met
Trp
His
220
Val
vVal
Gly
His
Leu
300
Leu
val
Trp
Trp
His
380
Arg

Pro

Gly

Glu
Glu
Ile
45

Ala
Lys
Ala
Phe
His
125
Phe
Val
Met
Cys
Lys
205
Asp
Val
Glin
Trp
Met
285
Met
Cys
Ser
Leu
Leu
365
Leu
Val
Tyr

His

Met
Gly
30

Ile
Tyr
Ser
Lys
Arg
110
Met
Trp
Met
Gly
Glu
190
Asn
Val
Arg
Ala
Thr
270
Glu
Gly
Ser
His
Glu
350
Val
Phe
Glu
Thr

Ser
430

Thr
15

Val
Asn
Arg
Leu
Glu
95

Glu
Ile
Leu
Asn
His
175
Phe
Gln
Asp
Lys
Tyr
255
Leu
Phe
Ala
Phe
Thr
335
Tyr
Thr
Pro
Ala
Ser

415
Val

Ala
Leu
Phe
Glu
Pro
80

Gln
Glu
Tyr
Met
Gly
160
Gly
Phe
His
Leu
Val
240
Leu
Tyr
Val
Leu
Gly
320
His
Ala
Trp
Thr
Leu
400
Ala

Gly
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<213> Thraustochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(1380)

<400> 5
atg
Met

cac
His

gac.

Asp

gtc
Val

ccg
Pro
65

aag
Lys

tte
Phe

aat
Asn

gtg
Val

cct
Pro
145

ttc
Phe

gca
Ala

acce
Thr

aac
Asn

gtg
val

ctg
Leu
50

tte
Phe

cte
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu

tte
Phe
130

gga
Gly

cag
Gln

tge
Cys

gag
Glu

acg
Thr

acc
Thr
35

cac
His

tcg
Ser

gtg
Val

aag
Lys

gac
Asp
115

gcg
Ala

aac
Asn

gcg
Ala

tecg
Ser

aag
Lys

gce
Ala
20

gag
Glu

tce
Ser

aac
Asn

ggce
Gly

gaa
Glu
100

cca
Pro

gtc
Val

gtg
Val

ctg
Leu

agc
Ser
180

gcg
Ala

aag
Lys

tgg
Trp

ggt
Gly

cgc
Arg

gge
Gly
85

tgc
Cys

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

cca
Pro
165

agc
Ser

agt
Ser

agc
Ser

gcg
Ala

cgt
Arg

gcc
Ala
70

tac
Tyxr

tecg
Ser

gcg
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala
150

ttg

Leu

cca
Pro

ES 2 343 106 T3

gac
Asp

gcg
Ala

gac
Asp

gaa
Glu
55

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu

gcg
Ala

ctc
Leu
135

cag

Gln

ctg
Leu

gcg
Ala

gag
Glu

tgg
Trp

aag
Lys
40

tgc
Cys

aag
Lys

ttc
Phe

cgc
Arg

ttc
Phe
120

gcg
Ala

tac
Tyr

cac
His

atg
Met

ttc
Phe

gtg
Val
25

cac
His

acg
Thr

atc
Ile

ccg
Pro

gtg
val
105

gcg
Ala

tac
Tyr

gcg
Ala

gtg
vVal

tgg
Trp
185

acg
Thr
10

atc
Ile

ccg
Pro

gac
Asp

ttg
Leu

gtg
val
90

gce
Ala

ggt
Gly

atg
Met

tag
Txp

atg
Met
170

cag
Gln

tgg
Trp

atc
Ile

ggc
Gly

acg
Thr

gece
Ala
75

ttc
Phe

gag
Glu

cte
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly
155

cac

His

atc
Ile

cag
Gln

cgc
Arg

ggc
Gly

ttc
Phe
60

aag
Lys

aaqg
Lys

tac
Tyr

tgg
Trp

atg
Met
140

gtg
val

gac
Asp

atc
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

agc
Ser
45

tac
Tyr

tac
Tyr

ccg
Pro

ttt
Phe

cgc
Arg
125

aat

Asn

gtg
val

tcg
Ser

ggt
Gly

gtc
val

gag
Glu
30

gag
Glu

tcg
Ser

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

110

atg
Met

gag
Glu

tte
Phe

tcg:
Ser

cgt
Arg
190

gce
Ala
15

gtg
Val

cte
Leu

tac
Tyr

atc
Ile

tcg
Ser
95

acg
Thr

gtg
vVal

ctc
Leu

ggt
Gly

cac
His
175

ggt
Gly

aag
Lys

tac
Tyr

atc
Ile

cac
His

ggc
Gly
80

ggc
Gly

aac
Asn

ttc
Phe

atc
Ile

gtc
Val
160

gcg
Ala

gtg
Val

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576
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atg
Met

gtt
Val

ctc
Leu
225

gtg
vVal

tac
Tyr

ttc
Phe

tcg
Ser

cgc
Arg
305

tgg
Trp

ttc
Phe

ggt
Gly

gtc
Val

ctc
Leu
385

atc
Ile

tgc
Cys

gac
Asp

gtg
Val
210

ccg
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gac
Asp
290

atc
Ile

ggc
Gly

aac
Asn

gat
Asp

aag
Lys
370

tge
Cys

teca
Ser

aag
Lys

tagg
Trp
195

ggc
Gly

gtc
Val

ctg
Leu

gtg
Val

tcg
Ser
275

tgg
Trp

tac
Tyx

gtg
Val

ttc
Phe

gcg
Ala
355

tcg

Ser

ggc
Gly

cag
Gln

aag
Lys

ttc
Phe

cac
His

gac
Asp

ccg
Pro

ctg
Leu
260

ctc
Leu

gtg
Val

atc
Ile

ttt
Phe

cag
Gln
340

ccg
Pro

tcg
Ser

gcg
Ala

tac
Tyr

tac
Tyr
420

gct
Ala

cac
His

ttt
Phe

atce
Ile
245

ggc
Gly

acg
Thr

caa
Gln

ccg
Pro

ttc
Phe
325

gtg
Val

tecg
Ser

gtg
Val

ctce
Leu

cac
His
405

aac
Asn

ggc
Gly

atc
Ile

gag
Glu
230

tac
Tyr

ctc
Leu

aac
Asn

atg
Met

ttg
Leu
310

ctc
Leu

agc
Ser

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn
390

tac

Tyr

atc
Ile

gcc
Ala

tac
Tyxr
215

agc
Ser

aag
Lys

aag
Lys

ggce
Gly

atc
Ile
295

gcg
Ala

gce
Ala

cac
His

gag
Glu

tac
Tyr
375

tac

Tyr

cct
Pro

aag
Lys

ES 2343 106 T3

agc
Ser
200

acg
Thr

gac
Asp

tte
Phe

ttc
Phe

ccg
Pro
280

tte
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

gtc
Val

gtc
Val
360

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

tac
Tyr

atg
Met

aac
Asn

gtg
Val

cag
Gln

cgce
Arg
265

gtg
vVal

gcc
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

tcg
Ser
345

ggt
Gly

cac
His

gtg
Val

atc
Ile

acg
Thr
425

gtg
Val

gtc
Val

cgc
Arg

cac
His
250

étc

Ile

cgt
Arg

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr
330

acc
Thr

gac
Asp

ggc
Gly

acc
Thr

gcg
Ala
410

gtg
Val

tcg
Ser

gcg
Ala

cgc
Arg
235

atc
Ile

cag
Gln

gtg
val

gcg
Ala

atc
Ile
315

aca
Thr

gag
Glu

gag
Glu

tecg
Ser

cac
His
395

ccg
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

ggc
Gly
220

atc
Ile

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

ttc
Phe
300

acg
Thr

ggt
Gly

tgc
Cys

tgg
Trp

ccg
Pro
380

cac

His

atc
Ile

ccg
Pro

ttg
Leu
205

gcg
Ala

gtg
Val

ctg
Leu

gtg
Val

ccg
Pro
285

tgg
Trp

ccg
Pro

tgg
Trp

gag
Glu

gcg
Ala
365

ctc
Leu

ttg
Leu

atc
Ile

acg
Thr

aac
Asn

gac
Asp

cac
His

cca
Pro

tte
Phe
270

cac
His

acg
Thr

tcg
Ser

tac
Tyxr

tac
Tyr
350

atc
Ile

gcg
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

ttc
Phe
430

cag
Gln

ccg
Pro

cge
Arg

ccg
Pro
255

gag
Glu

ccg
Pro

ttc
Phe

acyg
Thr

ctc
Leu
335

ccg
Pro

tcg
Ser

gcg
Ala

ccg
Pro

gac
Asp
415

acc
Thr

cac
His

gat
Asp

cag
Gln
240

cte
Leu

acg
Thr

gtg
Val

tac
Tyr

ttc
Phe
320

gcg
Ala

tgc
Cys

cag
Gln

ttc
Phe

ggc
Gly
400

gtg
Val

gag
Glu

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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gcg
Ala

aag
Lys

<210> 6

<211> 456
<212> PRT
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 6

Met
His
Asp
val
Pro
Lys
Phe
Asn
Val
Pro
145
Phe
Ala
Met
Val
Leu
225
Val
Tyr
Phe
Ser
Arg
305
Trp

Phe

Gly

ctg cte
Leu Leu
435

cce gtg

Pro Val
450

Thr Glu
Asn Thr
val Thr
Leu His
50
Phe Ser
Leu Val
Tyr LysS
Leu Asp
115
Phe Ala
130
Gly Asn
Gln Ala
Cys Ser
Asp Trp
195
val Gly
210
Pro Val
Leu Leu
Gly Val
Val Ser
275
Asp Txp
290
Ile Tyr
Gly Val
Asn Phe

Asp Ala
355

gcg
Ala

gag
Glu

Lys
Ala
20

Glu
Ser
Asn
Gly
Glu
100
Pro
Val
Val
Leu
Ser
180
Phe

His

Leu
Leu
val
Ile
Phe
Gln

340
Pro

cac
His

atc
Ile

Ala
Lys
Trp
Gly
Arg
Gly
85

Cys
Lys
Ala
Tyr
Pro
165
Ser
Ala
His
Phe
Ile
245
Gly
Thr
Gln
Pro
Phe
325
val

Ser

ttc
Phe

cac
His

Ser
Ser
Ala
Arg
Ala
70

Tyr
Ser
Ala
Ala
Ala
150
Leu
Pro
Gly
Ile
Glu
230
Tyr
Leu
Asn
Met
Leu
310
Leu

Ser

Ala

ES 2 343 106 T3

aag
Lys

atg
Met
455

Asp
Ala
Asp
Glu
55

Asp
Glu
Glu
Ala
Leu
135
Gln
Leu
Ala
Ala
Tyr
215
Ser
Lys
Lys
Gly
Ile
295
Ala
Ala
His

Glu

cac
His
440

ggt
Gly

Glu
Trp
Lys
40

Cys
Lys
Phe
Arg
Phe
120
Ala
Tyr
His
Met
Ser
200
Thx
Asp
Phe
Phe
Pro
280
Phe
Trp
Glu
Val

Val
360

ctg aag aac atg ggc gag ctc ggc
Leu Lys Asn Met Gly Glu Leu Gly

taa
H

Phe
Val
25

His
Thr
Ile
Pro
Val
105
Ala
Tyr
Ala
Val
Trp
185
Met
Asn
Val
Gln
Arg
265
Val
Ala
Leu
Phe
Ser

345
Gly

Thr
Ile
Pro
Asp
Leu
Val
90

Ala
Gly
Met
Trp
Met
170
Gln
Val
Val
Arg
His
250
Ile
Arg
Lys
Lys
Thr
330
Thr

Asp

10

Trp
Ile
Gly
Thr
Ala
75

Phe
Glu
Leu
Gly
Gly
155
His
Ile
Ser
Ala
Arg
235
Ile
Gln
val
Ala
Ile
315
Thr
Glu

Glu

Gln
Arg
Gly
Phe
60

Lys
Lys
Tyr
Txp
Met
140
val
Asp
Ile
Trp
Gly
220
Ile
Tyr
Asp
Asn
Phe
300
Thr
Gly
Cys

Trp

445

Glu
Gly
Ser
45

Tyr
Tyr
Pro
Phe
Arg
125
Asn
Val
Ser
Gly
Leu
205
Ala
Val
Leu
Val
Pro
285
Trp
Pro
Trp
Glu

Ala
365

Val
Glu
30

Glu
Ser
Lys
ASp
Lys
110
Met
Glu
Phe
Ser
Arg
190
Asn
Asp
His
Pro
Phe
270
His
Thr
Ser
Tyxr
Tyr

350
Ile

Ala
15

Val
Leu
Tyr
Ile
Ser
g5

Thr
Val
Leu
Gly
His
175
Gly
Gln
Pro
Arg
Pro
255
Glu
Pro
Phe
Thr
Leu
335

Pro

Ser

Lys
Tyr
Ile
His
Gly
Gly
Asn
Phe
Ile
vVal
160
Ala
val
His
Asp
Gln
240
Leu
Thr
val
Tyzr
Phe
320
Ala
Cys

Gln

1344

1371
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Val
Leu
385
Ile
Cys
Ala

Lys

<210> 7
<211> 1380
<212> ADN

Lys
370
Cys
Ser
Lys

Leu

Pro
450

Ser Ser
Gly Ala
Gln Tyr

Lys Tyr
420

Leu Ala

435

Val Glu

<213> Thraustochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(1380)

<400> 7

atg
Met
1

atc
Ile

aag
Lys

atg
Met

cac
His
65

gtg
val

gag
Glu

cgt
Arg

gcg
Ala

gtg
Val

cgc
Arg

gtc
Val

ctc
Leu
50

ccg
Pro

gac
Asp

gag
Glu

cgt
Arg

ctc
Leu
130

gac ctc
Asp Leu

gag cac
Glu His
20

tac gac
Tyr Asp
35

acg cag
Thr Gln

tcc tcg
Ser Ser

gaa acc
Glu Thr

cgc gcg
Arg Ala
100

ctg cgc
Leu Arg
115

tac tac
Tyr Tyr

val
Leu
His
405
Asn
His

Ile

aag
Lys

gcg
Ala

atc
Ile

gcc
Ala

gcg
Ala

tcc
Ser
85

cgc

Arg

gtc
Val

gcg
Ala

Asp
Asn
390
Tyr
Ile
Phe

His

cct
Pro

acg
Thr

tcc
Ser

ggc
Gly

ctc
Leu
70

aag
Lys

cge

aag
Lys

tgg
Trp

ES 2343 106 T3

Tyr
375
Tyr

Pro
Lys
Lys

Met
455

gga
Gly

cce
Pro

aag
Lys

gag
Glu
55

aag
Lys

gcce
Ala

gag
Glu

gtc
Val

aag
Lys
135

Ala
Gln
Ala
Tyr
His

440
Gly

gtg
Val

gcg
Ala

tgg
Trp
40

gac
Asp

ctg
Leu

gag
Glu

cgc
Arg

aag
Lys
120

ctc
Leu

His
Val
Ile

Thr
425
Leu

aag
Lys

acc
Thr
25

gac
Asp

gcc
Ala

ctc
Leu

atc
Ile

atc
Ile
105

ggc
Gly

gtg
Val

Gly
Thr

Ala
410
Val

Lys

cge
Arg
10

gcg
Ala

tcg
Ser

acg
Thr

gag
Glu

gag
Glu
90

aac
Asn

atg
Met

agc
Ser

11

Ser
His
395
Pro

Leu

Asn

ctg
Leu

tgg
Trp

cac
His

gac
Asp

cag
Gln
15

gg9g
Gly

gag
Glu

g99
Gly

acg
Thr

Pro
380
His

Ile
Pro

Met

gtg
Val

atc
Ile

ccg
Pro

gcc
Ala
60

tte
Phe

gag
Glu

ttc
Phe

ctc
Leu

ttc
Phe
140

Leu
Leu
Ile
Thr

Gly
445

agc
Sex

gtg
val

ggt
Gly
45

ttc
Phe

tac
Tyr

ccg
Pro

atc
Ile

tac
Tyr
125

ggce
Gly

Ala
Tyr
Ile
Phe

430
Glu

tag
Trp

att
Ile

gge
Gly

gcg
Ala

gtc
Val

gcg
Ala

gcg
Ala
110

gac
Asp

atc
Ile

Ala
Pro

Asp
415
Thr

Leu

aag
Lys
15

cac
His

tce
Ser

gtc
Val

ggce
Gly

agc
Ser
95

tecc

Ser

gcc
Ala

gcg
Ala

Phe
Gly
400
Val
Glu

Gly

gag
Glu

cac
His

gtg
Val

tte
Phe

gac
Asp
80

gac

Asp

tac
Tyx

agce
Ser

gtg
vVal

48

96

- 144

192

240

288

336

384

432
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ctc
Leu
145

gtc
Val

gcg
Ala

aac
Asn

cag
Gln

cac
His
225

atg
Met

tcg
Ser

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp
305

gcg
Ala

ttc
Phe

agt
Ser

gac
Asp

tcg
Ser

gce
Ala

cac
His

ctt
Leu

tgg
Trp
210

agc
Ser

ccg
Pro

gcg
Ala

ctg
Leu

gtg
Val
230

gga
Gly

atc
Ile

ctc
Leu

att
Ile

tte
Phe
370

atg
Met

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile
195

tgg
Trp

gce
Ala

ctg
Leu

cac
His

ctg
Leu
275

tte
Phe

ccg
Pro

ccg
Pro

atg
Met

ggc
Gly
355

tgg
Trp

gcg
Ala

gtg
Val

ttc
Phe
180

ggc
Gly

aag
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly
260

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

tac
Tyxr

ggc
Gly
340

cac

His

cag
Gln

atc
Ile

att
Ile
165

ttg
Leu

tgc
Cys

aac
Asn

gac
Asp

gcg
Ala
245

ccg
Pro

ctc
Leu

gag
Glu

aag
LyS

ttec
Phe
325

cag

Gln

aac
Asn

ctg
Leu

tgc
Cys
150

atqg
Met

cac
His

ctc
Leu

aag
Lys

gag
Glu
230

tgg
Trp

tte
Phe

gcg
Ala

tte
Phe

gcg
Ala
310

tgc
Cys

gcg
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

ES 2 343 106 T3

ttc
Phe

gg99
Gly

aac
Asn

gtg
val

cac
His
215

ggc
Gly

tct
Ser

ttc
Phe

cgc
Arg

tcg
Ser
295

ggt
Gly

aac
Asn

tcec
Ser

atg
Met

gtg
Val
375

ttc
Phe

ctc
Leu

cag
Gln

ggc
Gly
200

aac
Asn

ttc
Phe

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu
280

ttc
Phe

ctg
Leu

atg
Met

tgc
Cys

tcg
Ser
360

acc
Thr

ttc
Phe

ttc
Phe

gtg
Val
185

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu

cge
Arg
265

agc
Ser

ggc
Gly

atc
Ile

agc
Ser

ggc
Gly
345

gtg
Val

acg
Thr

aac
Asn

tac
Tyr
170

tgc
Cys

gcc
Ala

cac
His

ggc
Gly

atg
Met
250

aac
Asn

tgg
Trp

atc
Ile

gtg
Val

ctg
Leu
330

ttg

Leu

tac
Tyr

acg
Thr

12

agt
Ser
155

cag
Gln

gag
Glu

tgg
Trp

cac
His

gac
Asp
235

gcg
Ala

cag
Gln

ctc
Leu

tte
Phe

cac
His
315

ttt
Phe

cte
Leu

gag
Glu

cgc
Arg

ttce
Phe

cag
Gln

aac
Asn

cag
Gln

gcg
Ala
220

ccg
Pro

cgc
Arg

gcg
Ala

gcg
Ala

gac
Asp
300

tac
Tyxr

gagqg
Glu

ctg
Leu

cgc
Arg

aac
Asn
380

gce
Ala

tecc
Ser

cgc
Arg

ggc
Gly
205

gtg
Val

gac
Asp

aag
Lys

tte
Phe

cag
Gln
285

aag
Lys

atc
1le

ggc
Gly

gcg
Ala

gaa
Glu
365

atc
Ile

atg
Met

gga
Gly

acg
Thr
190

ttc
Phe

ccg
Pro

atc
Ile

gcg
Ala

cta
Leu
270

tcg
Ser

gtc
Val

tgg
Trp

gtg
val

ctg
Leu
350

acc
Thr

cgc
Arg

tac
Tyr

tgg
Trp
175

ctc
Leu

agc
Ser

aac
Asn

gac
Asp

tte
Phe
255

tac
Tyx

ttc
Phe

gag
Glu

cag
Gln

gca
Ala
335

gqtg
Val

aag
Lys

gcg
Ala

atg
Met
160

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
vVal

ctg
Leu

acc
Thr
240

gag
Glu

ttc
Phe

ttc
Phe

ttc
Phe

cte
Leu
320

tac

Tyr

ttc
Phe

ccqg
Pro

tcag
Ser

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

360

1008

1056

1104

1152
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gta ttc
Val Phe
385

cac ctg
His Leu

ctc atc
Leu Ile

ggc ttc
Gly Phe

agc aag
Ser Lys
450
<210> 8
<211> 459
<212> PRT

atg
Met

ttc
Phe

aag
Lys

tgg
Trp
435

gaa
Glu

gac
Asp

ccg
Pro

tcg
Ser
420

gag
Glu

ttc
Phe

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 8

Met Val
1
Ile Arg

Lys Val

Met Leu
50

His Pro

65

Val Asp

Glu Glu
Arg Arg

Ala Leu
130

Leu Ser

145

Val Ala

Ala His

Asn Leu

Gln Trp
210

His Ser

225

Met Pro

Sexr Ala

Asp
Glu
Tyr
35

Thr
Ser
Glu
Arg
Leu
115
Tyr
Met
Gly
Asp
Ile
195
Trp
Ala

Leu

His

Leu
His
Asp
Gln
Ser
Thr
Ala
100
Arg
Tyr
Ala
val
Phe
180
Gly
Lys
Lys
Leu

Gly

260

tgg
Trp

ctc
Leu
405

cta
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

Lys
Ala
Ile
Ala
Ala
Ser
Arg
val
Ala
Ile
Ile
165
Leu
Cys
Asn
Asp
Ala

245
Pro

tte
Phe
330

gtg
Val

tgc
Cys

atc
Ile

acc
Thr

Pro
Thr
Ser
Gly
Leu
70

Lys
Arg
Lys
Trp
Cys
150
Met
His
Leu
Lys
Glu
230
Trp

Phe

acc
Thr

ccg
Pro

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu
455

Gly
Pro
Lys
Glu
35

Lys
Ala
Glu
Val
Lys
135
Phe
Gly
Asn
Val
His
215
Gly

Ser

Phe
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ggt
Gly

cgc
Arg

gag
Glu

gag
Glu
440

ttc
Phe

val
Ala
Trp
Asp
Leu
Glu
Arg
Lys
120
‘Leu
Phe
Leu
Gln
Gly
200
Asn
Phe
Lys

Ile

ggc
Gly

cac
His

ttc
Phe
425
gtc
Val

cca
Pro

Lys
Thr
25

Asp
Ala
Leu
Ile
Ile
105
Gly
val
Phe
Phe
Val
185
Asn
Leu
Ile
Glu

Arg
265

ttg
Leu

aac
Asn
410
gac
Asp

gtg
vVal

gcg
Ala

Arg
Ala
Ser
Thr
Glu
Glu
30

Asn
Met
Ser
Asn
Tyr
170
Cys
Ala
His
Gly
Met

250
Asn

13

aac
Asn
395
ttg
Leu

atc
Ile

gac
Asp

atg
Met

Leu
Trp
His
Asp
Gln
75

Gly
Glu
Gly
Thr
Ser
155
Gln
Glu
Trp
His
Asp
235
Ala

Gln

tac
Tyr

cca
Pro

cecg
Pro

cac
His

taa

Val
Ile
Pro
Ala
60

Phe
Glu
Phe
Leu
Phe
140
Phe
Gln
Asn
Gln
Ala
220
Pro

Arg

Ala

cag
Gln

aag
Lys

ttec
Phe

ctg
Leu
445

Ser
Val
Gly
45

Phe
Tyr
Pro
Ile
Tyr
125
Gly
Ala
Ser
Arg
Gly
205
Val
Asp
Lys

Phe

atc
Ile

gtc
val

cac
His
430

gcg
Ala

Trp
Ile
30

Gly
Ala
Val
Ala
Ala
110
Asp
Ile
Met
Gly
Thr
190
Phe
Pro
Ile
Ala

Leu
270

gac
Asp

aac
Asn
415

gag
Glu

gac
Asp

Lys
15

His
Ser
Val
Gly
Ser
Ser
Ala
Ala
Tyr
Trp
175
Leu
Ser
Asn
Asp
Phe

255
Tyr

cat
His
400

gtg
Val

acc
Thr

atc
Ile

Glu
His
Val
Phe
Asp
80

Asp
Tyr
Ser
Val
Met
160
Leu
Gly
Val
Leu
Thr
240
Glu

Phe

1200

1248

1296

1344

1380



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro
Tyr
Asp
305
Ala
Phe
Ser
Asp
Val
385
His
Leu

Gly

Ser

Leu
val
290
Gly
Ile
Leu
Ile
Phe
370
Phe
Leu
Ile

Phe

Lys
450

Leu
275
Phe
Pro
Pro

Met

Gly
355
Trp

Met
Phe
Lys
Trp

435
Glu

Leu
Thr
Glu
Tyr
Gly
340
His
Gln
Asp
Pro
Ser
420
Glu

Phe

Leu
Glu
Lys
Phe
325
Gln
Asn
Leu
Trp
Leu
405
Leu

Gly

Ile

Ala
Phe
Ala
310
Cys
Ala
Gly
Gln
Phe
380
val
Cys
Ile

Thr
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Arg
Ser
295
Gly
Asn
Ser
Met
val
375
Thr
Pro
Lys
Tyr

Glu
455

Leu
280
Phe
Leu
Met
Cys
Ser
360
Thr
Gly
Arg
Glu
Glu

440
Phe

Ser
Gly
Ile
Ser
Gly
345
Val
Thr
Gly
His
Phe
425
Val

Pro

14

Trp
Ile
Val
Leu
330
Leu
Tyx
Thr
Leu
Asn
410
Asp

val

Ala

Leu
Phe
His
315
Phe
Leu
Glu
Arg
Asn
395
Leu
Ile

Asp

Met

Ala
Asp
300
Tyr
Glu
Leu
Arg
Asn
380
Tyr
Pro

Pro

His

Gln
285
Lys
Ile
Gly
Ala
Glu
365
Ile
Gln
Lys
Phe

Leu
445

Ser
Val
Trp
Val
Leu
350
Thr
Arg
Ile
Val
His

430
Ala

Phe
Glu
Gln
Ala
335
Val
Lys
Ala
Asp
Asn
415
Glu

Asp

Phe
Phe
Leu
320
Tyxr
Phe
Pro
Ser
His
400
Val
Thr

Ile
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