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(57) Реферат: 

Винахід належить до екстрагованого рослинного ліпіду, що містить докозагексаєнову кислоту 
(ДГК), причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить 
від 20,1 до 30 % або від 20,1 до 35 %. Крім того, даний винахід належить до рослинного та/або 
мікробного ліпіду, що містить докозапентаєнову кислоту (ДГК), причому рівень ДГК у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 7 до 35 %, і способів 
одержання екстрагованого ліпіду. 
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ГАЛУЗЬ ТЕХНІКИ 
Цей винахід відноситься до ліпіду, що містить докозагексаєнову кислоту та/або 

докозапентаєнову кислоту, одержані із рослинних клітин або мікробних клітин, і способів 
одержання та застосування ліпіду. 

РІВЕНЬ ТЕХНІКИ 5 

Довголанцюгові омега-3 поліненасичені жирні кислоти (ДЛ-ПНЖК) на сьогоднішній день 
широко визнані як важливі сполуки для здоров'я людини і тварин. Вказані жирні кислоти можуть 
бути одержані з харчових джерелом або шляхом перетворення лінолевої (ЛК, 18:2ω6) або α-
ліноленової (АЛК, 18:3ω3) жирних кислот, обидві з яких розглядаються як незамінні жирні 
кислоти в раціоні людини. Хоча людина і багато інших хребетних тварин можуть перетворювати 10 

ЛК або АЛК, одержані з рослинних джерел, на C22, вони здійснюють таке перетворення з дуже 
низькою швидкістю. Крім того, більшості сучасних суспільств властиве незбалансоване 
харчування, в якому щонайменше 90 % поліненасичених жирних кислот (ПНЖК) складають ω6 
жирні кислоти, замість співвідношення 4:1 або менше для ω6:ω3 жирних кислот, яке вважається 
ідеальним (Trautwein, 2001). Безпосереднім харчовим джерелом ДЛ-ПНЖК, наприклад, 15 

ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК, 20:5ω3) і докозагексаєнової кислоти (ДГК, 22:6ω3) для 
людини, в основному, є риба або риб'ячий жир. Таким чином, медичні працівники рекомендують 
регулярно включати рибу до раціону людини, що містить значні рівні ДЛ-ПНЖК. Все частіше ДЛ-
ПНЖК, одержані з риб'ячого жиру, вводять, наприклад, в харчові продукти і дитяче харчування. 
Однак за рахунок зменшення глобального і національного вилову риби, необхідні альтернативні 20 

джерела вказаних жирів, що проявляють позитивний вплив на здоров'я. 
Квіткові рослини, на противагу тваринам, не здатністні синтезувати поліненасичені жирні 

кислоти з довжиною ланцюга більше 18 атомів вуглецю. Зокрема, культивовані і садові рослини 
разом з іншими покритонасінними не мають ферментів, необхідних для синтезу ω3 жирних 
кислот з довшим ланцюгом, наприклад, ЕПК, докозапентаєнової кислоти (ДПК, 22:5ω3) і ДГК, 25 

одержаних з АЛК. Важливою метою в біотехнології рослин, таким чином, є створення 
культивованих рослин, що продукують значні кількості ДЛ-ПНЖК, таким чином забезпечуючи 
альтернативне джерело цих сполук. 

Шляхи біосинтезу ДЛ-ПНЖК 
Біосинтез ДЛ-ПНЖК в організмах, таких як мікроводорості, мохи і гриби, звичайно 30 

відбувається як серія реакцій кисень-залежної десатурації і елонгації (Фіг. 1). Найпоширеніший 
шлях одержання ЕПК у вказаних організмах включає Δ6-десатурацію, Δ6-елонгацію і Δ5-
десатурацію (має назву шляху Δ6-десатурації), тоді як в менш поширеному шляху 
використовується Δ9-елонгація, Δ8-десатурація і Δ5-десатурація (має назву шляху Δ9-
десатурації). Вказані послідовні реакції десатурації і елонгації можуть починатися із субстрату 35 

ω6 жирної кислоти ЛК, схематично проілюстрованого у верхній лівій частині Фіг. 1 (ω6) або 
субстрату ω3 АЛК до ЕПК, проілюстрованого на нижній правій частині Фіг. 1 (ω3). Якщо 
початкова Δ6-десатурація здійснюється на субстраті ω6 ЛК, продукт серії із трьох ферментів 
ДЛ-ПНЖК буде ω6 жирною арахідоновою кислотою (АРК). Організми, які синтезують ДЛ-ПНЖК, 
можуть перетворювати ω6 жирні кислоти на ω3 жирні кислоти з використанням ω3-десатурази, 40 

що проілюстровано як стадія Δ17-десатурази на Фіг. 1, для перетворення арахідонової кислоти 
(АРК, 20:4ω6) на ЕПК. Деякі члени родини ω3-десатурази можуть впливати на різні субстрати, 
що варіюють від ЛК до АРК. Рослинні ω3-десатурази часто специфічно каталізують Δ15-
десатурацію ЛК до АЛК, тоді як грибкові і дріжджові ω3-десатурази можуть бути специфічними 
по відношенню до Δ17-десатурації АРК до ЕПК (Pereira et al., 2004a; Zank et al., 2005). Деякі 45 

звіти наводять на думку про те, що можуть існувати неспецифічні ω3-десатурази, які можуть 
перетворювати широкий спектр ω6 субстратів на відповідні ω3 продукти (Zhang et al., 2008). 

Перетворення ЕПК на ДГК в таких організмах відбувається шляхом Δ5-елонгації ЕПК з 
утворенням ДПК, після чого слідує Δ4-десатурація з утворенням ДГК (Фіг. 1). І навпаки, ссавці 
використовують так званий шлях "Шпрехера", в якому ДПК перетворюється на ДГК в ході трьох 50 

окремих реакцій, незалежних від Δ4-десатурази (Sprecher et al., 1995). 
Фронт-енд десатурази, загалом знайдені в рослинах, мохах, мікроводоростях і нижчих 

тваринах, наприклад, Caenorhabditis elegans, в основному приймають субстрати жирних кислот, 
естерифікованих в положенні sn-2 фосфатидилхолінового (ФХ) субстрату. Вказані десатурази, 
таким чином, відомі як ацил-ФХ, зв'язані з ліпідом, фронт-енд десатурази (Domergue et al., 55 

2003). І навпаки, фронт-енд десатурази вищих тварин загалом приймають субстрати ацил-КоА, 
де жирнокислотний субстрат зв'язаний з КоА замість ФХ (Domergue et al., 2005). Відомо, що 
деякі десатурази мікроводоростей і одна рослинна десатураза використовують жирнокислотні 
субстрати, естерифіковані до КоА (Табл. 2). 



UA   122768   C2 

2 

Кожна реакція елонгації ПНЖК складається з чотирьох стадій, що каталізуються 
багатокомпонентним білковим комплексом: спочатку, реакція конденсації приводить до 
додавання модуля 2C з малоніл-КоА до жирної кислоти, результатом чого є утворення β-
кетоацильної проміжної сполуки. Далі вона відновлюється НАДФ-H, з подальшою дегідратацією 
і утворенням єноїльної проміжної сполуки. Вкінці ця проміжна сполука повторно відновлюється з 5 

утворенням подовженої жирної кислоти. Загалом, вважається, що стадія конденсації в числі 
вказаних чотирьох реакцій є специфічною для субстрату, а інші стадії — ні. На практиці це 
означає, що природний апарат елонгації рослини здатний до елонгації ПНЖК, за умови, що 
введений конденсаційний фермент (звичайно під назвою «елонгаза»), специфічний по 
відношенню до ПНЖК, хоча ефективність природного апарату елонгації рослини з точки зору 10 

елонгації неприродних субстратів ПНЖК може бути низькою. У 2007 році була опублікована 
інформація щодо ідентифікації та опису циклу елонгації дегідратази дріжджів (Denic and 
Weissman, 2007). 

Десатурація ПНЖК в рослинах, мохах і мікроводоростях природним чином відбувається на 
жирнокислотних субстратах, в основному, в пулі ацил-ФХ, тоді як елонгація відбувається на 15 

субстратах в пулі ацил-КоА. Перенесення жирних кислот від молекул ацил-ФХ до носія КоА 
здійснюється фосфоліпазами (ФЛА), тоді як перенесення жирних кислот ацил-КоА до носія ФХ 
здійснюється лізофосфатидил-холін ацилтрансферазами (ЛФХАТ) (Фіг. 9) (Singh et al., 2005). 

Сконструйоване продукування ДЛ-ПНЖК 
Велика частина метаболічного конструювання ДЛ-ПНЖК здійснювалася з використанням 20 

аеробного шляху Δ6-десатурація/елонгація. Про біосинтез γ-ліноленової кислоти (ГЛК, 18:3ω6) 
в тютюні з використанням Δ6-десатурази із ціанобактерії Synechocystis вперше повідомлялося в 
1996 році (Reddy and Thomas, 1996). Пізніше, ГЛК була одержана в культивованих рослинах, 
таких як сафлор (73 % ГЛК в олії з насіння; WO 2006/127789). Продукування ДЛ-ПНЖК, 
наприклад, ЕПК і ДГК, включає складніше конструювання за рахунок збільшення кількості 25 

залучених стадій десатурації та елонгації. Про продукування ЕПК в наземній рослині вперше 
повідомлялося Qi et al. (2004), які ввели гени, що кодують Δ9-елонгазу з Isochrysis galbana, Δ8-
десатуразу з Euglena gracilis і Δ5-десатуразу з Mortierella alpina в Arabidopsis з одержанням до 3 
% ЕПК. Ця робота була продовжена Abbadi et al. (2004), які повідомляли про продукування до 
0,8 % ЕПК в насінні льону з використанням генів, що кодують Δ6-десатуразу і Δ6-елонгазу з 30 

Physcomitrella patens і Δ5-десатуразу з Phaeodactylum tricornutum. 
Перший звіт про одержання ДДЛ-ДГК у WO 04/017467, в якій розкрито продукування 3 % 

ДГК у зародках сої, але не насінні, шляхом введення генів, що кодують Δ6-десатуразу 
Saprolegnia diclina, Δ6-десатуразу Mortierella alpina, Δ5-десатуразу Mortierella alpina, Δ4-
десатуразу Saprolegnia diclina, Δ17-десатуразу Saprolegnia diclina, Δ6-елонгазу Mortierella alpina 35 

та Δ5-елонгазу Pavlova lutheri. Максимальний рівень ЕПК в ембріонах, які також продукують 
ДГК, становив 19,6 %, вказуючи на низьку ефективність перетворення ЕПК на ДГК (WO 
2004/071467). Це відкриття було подобнім до опублікованого Robert et al. (2005), де вихід 
перетворення ЕПК на ДГК був низьким, з продукуванням 3 % ЕПК і 0,5 % ДГК в Arabidopsis з 
використанням Δ5/6-десатурази Danio rerio, Δ6-елонгази Caenorhabditis elegans та Δ5-елонгази і 40 

Δ4-десатурази Pavlova salina. Крім того, в 2005 році Wu et al. опублікували повідомлення щодо 
продукування 25 % АРК, 15 % ЕПК і 1,5 % ДГК у Brassica juncea з використанням Δ6-десатурази 
Pythium irregulare, Δ5-десатурази Thraustochytrid, Δ6-елонгази Physcomitrella patens, Δ12-
десатурази Calendula officinalis, Δ5-елонгази Thraustochytrid, Δ17-десатурази Phytophthora 
infestans, елонгази ДЦ-ПНЖК Oncorhyncus mykiss, Δ4-десатурази Thraustochytrid і ЛФХАТ 45 

Thraustochytrid (Wu et al., 2005). Короткий опис зусиль з одержання врожаю насіння олійних 
культур, яке синтезує ω3 ДЛ-ПНЖК, наведений у Venegas-Caleron et al. (2010) і Ruiz-Lopez et al. 
(2012). Як вказано Ruiz-Lopez et al. (2012), на дату публікації результати з одержання ДГК у 
трансгенних рослинах навіть віддалено не нагадують рівнів, що спостерігаються в риб’ячому 
жирі. Пізніше, Petrie et al (2012) повідомляли про продукування близько 15 % ДГК в насінні 50 

Arabidopsis thaliana, та у WO2013/185184 повідомлялося про продукування деяких олій з 
насіння, що містили від 7 % до 20 % ДГК. Однак, не існує повідомлень щодо продукування 
рослинних олій, які містили б більше 20 % ДГК. 

Не існує повідомлень щодо продукування ДПК у рекомбінантних клітинах із значущими 
рівнями без супутнього продукування ДГК. Насправді, авторам даного винаходу невідомо про 55 

будь-яку опубліковану навідну думку або ідею продукування ДПК у рекомбінантних клітинах без 
продукування ДГК. 

Таким чином, залишається потреба в ефективнішому продукуванні ДЛ-ПНЖК в 
рекомбінантних клітинах, зокрема ДГК або ДПК у насінні рослин олійних культур. 

КОРОТКИЙ ОПИС СУТІ ВИНАХОДУ 60 



UA   122768   C2 

3 

Авторами даного винаходу ідентифіковані способи і рослини для одержання ліпіду з 
високими рівнями ДГК та/або ДПК. Як описано у WO2013/185184, авторами даного винаходу 
раніше був розкритий екстрагований рослинний ліпід, а також рослини і частини рослин для 
продукування такого ліпіду, що містять ДГК в кількості від 7 % до 20 % від загального вмісту 
жирних кислот у екстрагованому ліпіді. Була визначена верхня межа 20 %, оскільки на той час 5 

це вважалося максимальною кількістю ДГК, що може продукуватися в рослинах. Однак, як 
описано у даній заявці, винахідниками несподівано було знайдено, що можна одержати рівні 
ДГК більше 20 % від загального вмісту жирних кислот. Крім того, авторами знайдений 
рослинний ліпід, а також частини рослин і рослини для продукування ліпіду, що містить ДПК у 
кількості від 7 % до 35 % від загального вмісту жирних кислот в екстрагованому ліпіді, особливо 10 

за відсутності ДГК. 
Відповідно, у першому аспекті даного винаходу пропонується екстрагований рослинний 

ліпід, який містить жирні кислоти у естерифікованій формі, причому жирні кислоти включають 
олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), 
ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і 15 

необов'язково одну або більше із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти 
(ЕПК), докозапентаєнової кислоти (ДПК) та ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), і, при цьому, 
рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 20,1 % до 30 
% або від 20,1 % до 35 %, переважно від 30 % до 35 %. 

В іншому аспекті даного винаходу розкривається екстрагований рослинний ліпід, що містить 20 

жирні кислоти в естерифікованій формі, причому жирні кислоти включають олеїнову кислоту, 
пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні 
кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), та 
необов'язково одну або більше із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти 
(ЕПК), докозапентаєнової кислоти (ДПК) та ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК) притому, що рівень 25 

пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
близько 2 % до 16 %, і, при цьому, рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті 
жирних кислот екстрагованого ліпіду, якщо вона присутня, становить менше 1 %, причому 
рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 20,1 % до 30 
% або від 20,1 % до 35 %, переважно від 30 % до 35 %. 30 

В іншому аспекті винаходу пропонується екстрагований ліпід, переважно екстрагований 
рослинний ліпід або екстрагований мікробний ліпід, що містить жирні кислот в естерифікованій 
формі, причому жирні кислоти включають олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні 
кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову 
кислоту (АЛК) і докозапентаєнову кислоту (ДПК), і необов'язково одну або більше із 35 

стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і ейкозатетраєнової кислоти 
(ЕТК), і, при цьому, рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 7 % до 35 %. У варіантах реалізації даного аспекту, рівень ДПК у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить близько 7 %, близько 8 %, 
близько 9 %, близько 10 %, близько 12 %, близько 15 %, близько 18 %, близько 20 %, близько 40 

22 %, близько 24 %, близько 26 %, близько 28 %, близько 30 %, від близько 7 % до близько 28 
%, від близько 7 % до близько 25 %, від близько 10 % до 35 %, від близько 10 % до близько 30 
%, від близько 10 % до близько 25 %, від близько 10 % до близько 22 %, від близько 14 % до 35 
%, від близько 16 % до 35 %, від близько 16 % до близько 30 %, від близько 16 % до близько 25 
% або від близько 16 % до близько 22 %. 45 

У варіанті реалізації згаданого вище аспекту ДГК присутня на рівні менше 0,5 % від 
загального вмісту жирних кислот екстрагованого ліпіду і, більш переважно, відсутня у 
загальному вмісті жирних кислот ліпіду.  

В іншому аспекті винаходу пропонується екстрагований ліпід, переважно екстрагований 
рослинний ліпід або екстрагований мікробний ліпід, що містить жирні кислоти у естерифікованій 50 

формі, причому жирні кислоти включають докозапентаєнову кислоту (ДПК) та/або 
докозагексаєнову кислоту (ДГК), і, при цьому, щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, 
естерифікованих у формі триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковані в положенні sn-2 ТАГ. У 
варіанті реалізації винаходу екстрагований ліпід додатково має одну або більше або всі 
ознаками з (i) він містить жирні кислоти, включаючи олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 55 

жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-
ліноленову кислоту (АЛК), і необов'язково одну або більше із стеаридонової кислоти (СДК), 
ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), (ii) щонайменше близько 
40 %, щонайменше близько 45 %, щонайменше близько 48 %, від 35 % до близько 60 % або від 
35 % до близько 50 % ДРК та/або ДГК, естерифікованих у формі триацилгліцеролу (ТАГ), 60 
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естерифіковані в положенні sn-2 ТАГ, і (iii) рівень ДПК та/або ДГК у загальному вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 1 % до 35 %, або від близько 7 % до 35 % 
або від близько 20,1 % до 35 %. У варіантах реалізації даного аспекту рівень ДПК та/або ДГК у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить близько 7 %, близько 8 %, 
близько 9 %, близько 10 %, близько 12 %, близько 15 %, близько 18 %, близько 20 %, близько 5 

22 %, близько 24 %, близько 26 %, близько 28 %, близько 30 %, від близько 7 % до близько 28 
%, від близько 7 % до близько 25 %, від близько 10 % до 35 %, від близько 10 % до близько 30 
%, від близько 10 % до близько 25 %, від близько 10 % до близько 22 %, від близько 14 % до 35 
%, від близько 16 % до 35 %, від близько 16 % до близько 30 %, від близько 16 % до близько 25 
% або від близько 16 % до близько 22 %. У переважних варіантах реалізації винаходу 10 

екстрагований ліпід володіє ознаками (i) і (ii), (i) і (iii) або (ii) і (iii), переважніше, все з (i), (ii) і (iii). 
Переважно, екстрагований ліпід додатково характеризується рівнем пальмітинової кислоти у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду, що становить від близько 2 % до 16 %, і, 
при цьому, рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду, якщо вона присутня, становить менше 1 %. 15 

Варіанти реалізації кожного із чотирьох описаних вище аспектів детальніше розкриті нижче. 
Як буде зрозуміло кваліфікованому фахівцю, будь-які з варіантів реалізації винаходу, описані 
ширше відповідної ознаки у згаданому вище аспекті, не застосовуються до даного аспекту. 

У варіанті реалізації винаходу екстрагований ліпід володіє однією або більше із наступних 
ознак: 20 

i) рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 2 % до 18 %, від близько 2 % до 16 %, від близько 2 % до 15 % або від 
близько 3 % до близько 10 %,  

ii) рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить менше 6 %, менше 3 %, менше 2 %, менше 1 % або близько 0,1 %, 25 

iii) рівень олеїнової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 1 % до близько 30 %, від близько 3 % до близько 30 %, від близько 6 % 
до близько 30 %, від 1 % до близько 20 %, від близько 30 % до близько 60 %, від близько 45 % 
до близько 60 %, близько 30 % або від близько 15 % до близько 30 %, 

iv) рівень лінолевої кислоти (ЛК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 30 

становить від близько 4 % до близько 35 %, від близько 4 % до близько 20 %, від близько 4 % 
до близько 17 % або від близько 5 % до 10 %, 

v) рівень α-ліноленової кислоти (АЛК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить від близько 4 % до близько 40 %, від близько 7 % до близько 40 %, від близько 
10 % до близько 35 %, від близько 20 % до близько 35 %, від близько 4 % до близько 16 % або 35 

від близько 2 % до близько 16 %, 
vi) рівень γ-ліноленової кислоти (ГЛК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 

ліпіду становить менше, ніж близько 4 %, менше, ніж близько 3 %, менше, ніж близько 2 %, 
менше, ніж близько 1 %, менше, ніж близько 0,5 %, від 0,05 % до близько 7 %, від 0,05 % до 
близько 4 %, від 0,05 % до близько 3 % або від 0,05 % до близько 2 %, 40 

vii) рівень стеаридонової кислоти (СДК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить менше, ніж близько 10 %, менше, ніж близько 8 %, менше, ніж близько 7 %, 
менше, ніж близько 6 %, менше, ніж близько 4 %, менше, ніж близько 3 %, від близько 0,05 % до 
близько 7 %, від близько 0,05 % до близько 6 %, від близько 0,05 % до близько 4 %, від близько 
0,05 % до близько 3 %, від близько 0,05 % до близько 10 %, або від 0,05 % до близько 2 %, 45 

viii) рівень ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК) в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить менше, ніж близько 6 %, менше, ніж близько 5 %, менше, ніж 
близько 4 %, менше, ніж близько 1 %, менше, ніж близько 0,5 %, від 0,05 % до близько 6 %, від 
0,05 % до близько 5 %, від 0,05 % до близько 4 %, від 0,05 % до близько 3 % або від 0,05 % до 
близько 2 %, 50 

ix) рівень ейкозатриєнової кислоти (ЕТрК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить менше, ніж 4 %, менше, ніж 2 %, менше, ніж близько 1 %, від 0,05 % до 4 %, від 
0,05 % до 3 % або від 0,05 % до близько 2 % або від 0,05 % до близько 1 %, 

x) рівень ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від 4 % до 15 % менше, ніж 4 %, менше, ніж близько 3 %, 55 

менше, ніж близько 2 %, від 0,05 % до 10 %, від 0,05 % до 5 %, від 0,05 % до 3 % або від 0,05 % 
до 2 %, 

xi) якщо рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
20,1 % до 35 %, то рівень докозапентаєнової кислоти (ДПК) в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить менше, ніж 4 %, менше, ніж близько 3 %, менше, ніж близько 2 60 
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%, від 0,05 % до 8 %, від 0,05 % до 5 %, від 0,05 % до 3 % або від 5 % до 15 %, від 5 % до 10 % 
або від 0,05 % до близько 2 %, 

xii) рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить близько 
22 %, близько 24 %, близько 26 %, близько 28 %, близько 31 %, від 20,1 % до 29 %, від 20,1 % 
до 28 %, від 20,1 % до близько 27 %, від 20,1 % до близько 26 %, від 20,1 % до близько 25 %, 5 

від 20,1 % до близько 24 %, від 21 % до 35 %, від 21 % до 30 %, від 21 % до 28 %, від 21 % до 
близько 26 % або від 21 % до приблизне 24 %, 

xiii) ліпід містить ω6-докозапентаєнову кислоту (22:5Δ4,7,10,13,16) серед жирних кислот, що 
містяться в ньому, 

xiv) ліпід містить менше 0,1 % ω6-докозапентаєнової кислоти (22:5Δ4,7,10,13,16) серед жирних 10 

кислот, що містяться в ньому, 
xv) ліпід містить менше 0,1 % однієї або більш або всіх із СДК, ЕПК і ЕТК серед жирних 

кислот, що містяться в ньому, 
xvi) рівень загальних насичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот 

екстрагованого ліпіду становить від близько 4 % до близько 25 %, від близько 4 % до близько 20 15 

%, від близько 6 % до близько 20 % або від близько 6 % до близько 12 %, 
xvii) рівень загальних мононенасичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот 

екстрагованого ліпіду становить від близько 4 % до близько 40 %, від близько 4 % до близько 35 
%, від близько 8 % до близько 25 %, від 8 % до близько 22 %, від близько 15 % до близько 40 % 
або від близько 15 % до близько 35 %, 20 

xviii) рівень загальних поліненасичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 20 % до близько 75 %, від близько 30 % до близько 
75 %, від близько 50 % до близько 75 %, близько 60 %, близько 65 %, близько 70 %, близько 75 
% або від близько 60 % до близько 75 %, 

xix) рівень загальних ω6 жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 25 

ліпіду становить від близько 35 % до близько 50 %, від близько 20 % до близько 35 %, від 
близько 6 % до 20 %, менше, ніж 20 %, менше, ніж близько 16 %, менше, ніж близько 10 %, від 
близько 1 % до близько 16 %, від близько 2 % до близько 10 % або від близько 4 % до близько 
10 %, 

xx) рівень нових ω6 жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 30 

становить менше, ніж близько 10 %, менше, ніж близько 8 %, менше, ніж близько 6 %, менше, 
ніж 4 %, від близько 1 % до близько 20 %, від близько 1 % до близько 10 %, від 0,5 % до близько 
8 % або від близько 0,5 % до 4 %, 

xxi) рівень загальних ω3 жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить від 36 % до близько 65 %, від 36 % до близько 70 %, від близько 40 % до 35 

близько 60 %, від близько 30 % до близько 60 %, від близько 35 % до близько 60 %, від 40 % до 
близько 65 %, від близько 30 % до близько 65 %, від близько 35 % до близько 65 %, близько 35 
%, близько 40 %, близько 45 %, близько 50 %, близько 55 %, близько 60 %, близько 65 % або 
близько 70 %, 

xxii) рівень нових ω жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 40 

ліпіду становить від 21 % до близько 45 %, від 21 % до близько 45 %, від близько 23 % до 
близько 35 %, від близько 25 % до близько 35 %, від близько 27 % до близько 35 %, близько 23 
%, близько 25 %, близько 27 %, близько 30 %, близько 34 %, близько 40 % або близько 45 %, 

xxiii) співвідношення загальних ω6 жирних кислот : загальних ω3 жирних кислот у вмісті 
жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 1,0 до близько 3,0, від близько 0,1 45 

до близько 1, від близько 0,1 до близько 0,5, менше, ніж близько 0,50, менше, ніж близько 0,40, 
менше, ніж близько 0,30, менше, ніж близько 0,20, менше, ніж близько 0,15, близько 1,0, 
близько 0,1, від близько 0,1 до близько 0,4 або близько 0,2, 

xxiv) співвідношення нових ω6 жирних кислот : нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 1,0 до близько 3,0, від близько 0,02 до 50 

близько 0,1, від близько 0,1 до близько 1, від близько 0,1 до близько 1, від близько 0,1 до 
близько 0,5, менше, ніж близько 0,50, менше, ніж близько 0,40, менше, ніж близько 0,30, менше, 
ніж близько 0,20, менше, ніж близько 0,15, близько 0,1, близько 0,2 або близько 1,0, 

xxv) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення олеїнової кислоти 
на ЛК під дією Δ12-десатурази щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, 55 

щонайменше близько 80 %, від близько 60 % до близько 98 %, від близько 70 % до близько 95 
% або від близько 75 % до близько 90 %, 

xxvi) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення АЛК на СДК під 
дією Δ6-десатурази щонайменше близько 30 %, щонайменше близько 40 %, щонайменше 
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близько 50 %, щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, від близько 30 % до 
близько 70 %, від близько 35 % до близько 60 % або від близько 50 % до близько 70 %, 

хxvii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення СДК на кислоту 
ЕТК під дією Δ6-елонгази щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше 
близько 75 %, від близько 60 % до близько 95 %, від близько 70 % до близько 88 % або від 5 

близько 75 % до близько 85 %, 
xxviii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ЕТК на ЕПК під 

дією Δ5-десатурази щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше 
близько 75 %, від близько 60 % до близько 99 %, від близько 70 % до близько 99 % або від 
близько 75 % до близько 98 %, 10 

xxix) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ЕПК на ДПК під 
дією Δ5-елонгази щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 85 %, щонайменше близько 
90 %, від близько 50 % до близько 99 % або від близько 85 % до близько 99 %, від близько 50 % 
до близько 95 % або від близько 85 % до близько 95 %, 

xxx) якщо рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 15 

20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, то склад жирних кислот ліпіду базується на 
ефективності перетворення ДПК на ДГК під дією Δ4-десатурази щонайменше близько 80 %, 
щонайменше близько 90 %, щонайменше близько 93 %, від близько 50 % до близько 95 %, від 
близько 80 % до близько 95 % або від близько 85 % до близько 95 %, 

xxxi) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення олеїнової кислоти 20 

на ДГК та/або ДПК щонайменше близько 10 %, щонайменше близько 15 %, щонайменше 
близько 20 %, щонайменше близько 25 %, близько 20 %, близько 25 %, близько 30 %, від 
близько 10 % до близько 50 %, від близько 10 % до близько 30 %, від близько 10 % до близько 
25 % або від близько 20 % до близько 30 %, 

xxxii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ЛК на ДГК та/або 25 

ДПК щонайменше близько 15 %, щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 22 %, 
щонайменше близько 25 %, щонайменше близько 30 %, щонайменше близько 40 %, близько 25 
%, близько 30 %, близько 35 %, близько 40 %, близько 45 %, близько 50 %, від близько 15 % до 
близько 50 %, від близько 20 % до близько 40 % або від близько 20 % до близько 30 %, 

xxxiii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення АЛК на ДГК 30 

та/або ДПК щонайменше близько 17 %, щонайменше близько 22 %, щонайменше близько 24 %, 
щонайменше близько 30 %, близько 30 %, близько 35 %, близько 40 %, близько 45 %, близько 
50 %, близько 55 %, близько 60 %, від близько 22 % до близько 70 %, від близько 17 % до 
близько 55 %, від близько 22 % до близько 40 % або від близько 24 % до близько 40 %, 

xxxiv) загальні жирні кислоти у екстрагованому ліпіді містять менш ніж 1,5 % C20:1, менш ніж 35 

1 % C20:1 або близько 1 % C20:1, 
xxxv) вміст триацилгліцеролу (ТАГ) у ліпіді становить щонайменше близько 70 %, 

щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 %, щонайменше 95 %, від близько 70 % до 
близько 99 % або від близько 90 % до близько 99 %, 

хxxvi) ліпід містить диацилгліцерол (ДАГ), причому ДАГ переважно містить ДГК та/або ДПК, 40 

xxxvii) ліпід містить менш ніж близько 10 %, менш ніж близько 5 %, менш ніж близько 1 % 
або від близько 0,001 % до близько 5 % вільних (неестерифікованих) жирних кислот та/або 
фосфоліпіду, або по суті не містить їх, 

xxxviii) щонайменше 70 %, щонайменше 72 % або щонайменше 80 % естерифікованої ДГК 
та/або ДПК у формі ТАГ знаходиться в положенні sn-1 або sn-3 ТАГ, 45 

xxxix) найпоширенішими видами ТАГ, що містять ДГК, у ліпіді є ДГК/18:3/18:3 (ТАГ 58:12), 
ліпід, що містить три-ДГК ТАГ (TAG 66:18), і 

xl) рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить близько 7 
%, близько 8 %, близько 9 %, близько 10 %, близько 12 %, близько 15 %, близько 18 %, близько 
20 %, близько 22 %, близько 24 %, близько 26 %, близько 28 %, близько 31 %, від близько 7 % 50 

до близько 31 %, від близько 7 % до близько 28 %, від близько 10 % до 35 %, від близько 10 % 
до близько 30 %, від близько 10 % до близько 25 %, від близько 10 % до близько 22 %, від 
близько 14 % до 35 %, від близько 16 % до 35 %, від близько 16 % до близько 30 %, від близько 
16 % до близько 25 %, або від близько 16 % до близько 22 %, причому рівень ДГК необов'язково 
становить менш ніж 0,5 % від загального вмісту жирних кислот екстрагованого ліпіду. 55 

В іншому варіанті реалізації екстрагований ліпід володіє однією або більше із наступних 
ознак: 

i) рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
рослинного ліпіду становить від 2 % до 15 %,  
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ii) рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
рослинного ліпіду становить близько 0,1 %, 

iii)  рівень олеїнової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого рослинного 
ліпіду становить від 1 % до 30 %,  

iv)  рівень лінолевої кислоти (ЛК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 5 

рослинного ліпіду становить від 4 % до 20 %,  
v) рівень α-ліноленової кислоти (АЛК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 

рослинного ліпіду становить від 4 % до 40 %,  
vi) рівень γ-ліноленової кислоти (ГЛК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 

рослинного ліпіду становить від 0,05 % до 7 %,  10 

vii) рівень стеаридонової кислоти (СДК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
рослинного ліпіду становить від 0,05 % до 10 %,  

viii) рівень ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК) у загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого рослинного ліпіду становить менш ніж 6 %,  

ix) рівень ейкозатриєнової кислоти (ЕтрК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 15 

рослинного ліпіду становить менш ніж 4 %,  
x) екстрагований рослинний ліпід містить менш ніж 0,1 % ω6-докозапентаєнової кислоти 

(22:5Δ4,7,10,13,16) серед жирних кислот, що містяться в ньому, 
xi) рівень нових ω6 жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 

рослинного ліпіду становить менш ніж 10 %,  20 

xii) співвідношення загального вмісту ω6 жирних кислот: загального вмісту ω3 жирних кислот 
у вмісті жирних кислот екстрагованого рослинного ліпіду становить від 1,0 до 3,0 або від 0,1 до 
1,  

xiii) співвідношення нових ω6 жирних кислот : нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних 
кислот екстрагованого рослинного ліпіду становить від 1,0 до 3,0, від 0,02 до 0,1 або від 0,1 до 25 

1,  
xiv)  склад жирних кислот екстрагованого рослинного ліпіду базується на ефективності 

перетворення олеїнової кислоти на ДГК щонайменше 10 %,  
xv) склад жирних кислот екстрагованого рослинного ліпіду базується на ефективності 

перетворення ЛК на ДГК щонайменше 15 %,  30 

xvi) склад жирних кислот екстрагованого рослинного ліпіду базується на ефективності 
перетворення AЛК на ДГК щонайменше 17 %,  

xvii)  загальні жирні кислоти у екстрагованому рослинному ліпіді містять менш ніж 1,5 % 
C20:1, і 

xviii)  вміст триацилгліцеролів (ТАГ) екстрагованого рослинного ліпіду становить 35 

щонайменше 70 %, і може характеризуватися однією або більше із наступних ознак 
xix)  екстрагований рослинний ліпід містить діацилгліцерол (ДАГ), який містить ДГК, 
xx) екстрагований рослинний ліпід містить менш ніж 10 % вільних (неетерифікованих) 

жирних кислот та/або фосфоліпіду або по суті не містить їх, 
xxi) щонайменше 70 % ДГК, естерифікованої у формі ТАГ, знаходиться в положенні sn-1 або 40 

sn-3 ТАГ, 
xxii) найбільш розповсюджені ДГК-вмісні види ТАГ в екстрагованому рослинному ліпіді 

являють собою ДГК/18:3/18:3 (ТАГ 58:12), і 
xxiii) екстрагований рослинний ліпід містить три-ДГК ТАГ (ТАГ 66:18). 
У варіанті реалізації рівень ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) у загальному вмісті жирних 45 

кислот екстрагованого рослинного ліпіду становить від 0,05 % до 10 %. 
В іншому варіанті реалізації, у якому ДГК присутня в кількості від 20,1 % до 35 %, рівень 

докозапентаєнової кислоти (ДПК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого рослинного 
ліпіду становить менш ніж близько 4 %. 

У подальшому варіанті реалізації рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот 50 

екстрагованого рослинного ліпіду становить від 20,1 % до 30 %. 
У іншому варіанті реалізації екстрагований ліпід знаходиться у формі олії, причому ліпід 

складає щонайменше близько 90 %, щонайменше близько 95 %, щонайменше близько 98 % 
або від близько 95 % до близько 98 % мас. олії. 

У переважному варіанті реалізації описаних вище перших двох аспектів ліпід або олія, 55 

переважно олія з насіння, володіє наступними ознаками: у загальному вмісті жирних кислот 
ліпіду або олії рівень ДГК становить від 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, рівень 
пальмітинової кислоти становить від близько 2 % до близько 16 %, рівень міристинової кислоти 
становить менш ніж близько 6 %, рівень олеїнової кислоти становить від близько 1 % до 
близько 30 %, рівень ЛК становить від близько 4 % до близько 35 %, АЛК присутня, рівень 60 
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загальних насичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 4 % до близько 25 %, співвідношення загального вмісту ω6 жирних кислот 
: загального вмісту ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
0,05 до близько 3,0, і вміст триацилгліцеролів (ТАГ) у ліпіді становить щонайменше близько 70 
%, і необов'язково ліпід по суті не містить холестерину та/або ліпід містить три-ДГК ТАГ (ТАГ 5 

66:18). Більш переважно, ліпід або олія, переважно олія з насіння, додатково має одну або 
більше або всі із наступних ознак: щонайменше 70 % ДГК естерифіковано у положенні sn-1 або 
sn-3 триацилгліцеролу (ТАГ), AЛК присутня на рівні від 4 % до 40 % від загального вмісту 
жирних кислот, ГЛК присутня та/або рівень ГЛК становить менш ніж 4 % від загального вмісту 
жирних кислот, рівень СДК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень ЕТК становить менш 10 

ніж близько 4 %, рівень ЕПК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень ДПК становить від 
0,05 % до близько 8 %, рівень загальних мононенасичених жирних кислот у загальному вмісті 
жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 4 % до близько 35 %, рівень 
загальних поліненасичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить від близько 20 % до близько 75 %, співвідношення нових ω6 жирних кислот : 15 

нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 0,03 
до близько 3,0, переважно менш ніж близько 0,50, склад жирних кислот ліпіду базується на: 
ефективності перетворення олеїнової кислоти на ЛК під дією Δ12-десатурази щонайменше 
близько 60 %, ефективності перетворення СДК на ЕТК кислоту під дією Δ6-елонгази 
щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення ЕПК на ДПК під дією Δ -елонгази від 20 

близько 50 % до близько 95 %, ефективності перетворення ДПК на ДГК під дією Δ4-десатурази 
від близько 50 % до близько 95 %, ефективності перетворення олеїнової кислоти на ДГК 
щонайменше близько 10 %. Найбільш переважно, щонайменше 81 % ДГК естерифіковано в 
положенні sn-1 або sn-3 триацилгліцеролу (ТАГ). 

У переважному варіанті реалізації описаного вище третього аспекту ліпід або олія, 25 

переважно олія з насіння, володіє наступними ознаками: у загальному вмісті жирних кислот 
ліпіду або олії рівень ДПК становить від близько 7 % до 30 % або від 7 % до 35 %, рівень 
пальмітинової кислоти становить від близько 2 % до близько 16 %, рівень міристинової кислоти 
становить менш ніж 1 %, рівень олеїнової кислоти становить від 1 % до близько 30 %, рівень ЛК 
становить від близько 4 % до близько 35 %, АЛК присутня, рівень загальних насичених жирних 30 

кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 4 % до 
близько 25 %, співвідношення загального вмісту ω6 жирних кислот : загального вмісту ω3 
жирних кислот у вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 0,05 до близько 3,0, і 
вміст триацилгліцеролів (ТАГ) у ліпіді становить щонайменше близько 70 %, і необов'язково 
ліпід по суті не містить від холестерину, та/або ліпід містить три-ДПК ТАГ (ТАГ 66:15). Більш 35 

переважно, ліпід або олія, переважно олія з насіння, додатково має одну або більше або всі із 
наступних ознак: щонайменше 70 % ДПК естерифіковано у положенні sn-1 або sn-3 
триацилгліцеролу (ТАГ), AЛК присутня на рівні від 4 % до 40 % від загального вмісту жирних 
кислот, ГЛК присутня та/або рівень ГЛК становить менш ніж 4 % від загального вмісту жирних 
кислот, рівень СДК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень ЕТК становить менш ніж 40 

близько 4 %, рівень ЕПК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень загальних 
мононенасичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 4 % до близько 35 %, рівень загальних поліненасичених жирних кислот у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 20 % до близько 
75 %, співвідношення нових ω6 жирних кислот: нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот 45 

екстрагованого ліпіду становить від близько 0,03 до близько 3,0, переважно менш ніж близько 
0,50, склад жирних кислот ліпіду базується на: ефективності перетворення олеїнової кислоти на 
ЛК під дією Δ12-десатурази щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення СДК на 
ЕТК кислоту під дією Δ6-елонгази щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення ЕПК 
на ДПК під дією Δ5-елонгази від близько 50 % до близько 95 %, і ефективності перетворення 50 

олеїнової кислоти на ДПК щонайменше близько 10 %. Найбільш переважно, щонайменше 81 % 
ДПК естерифіковано у положенні sn-1 або sn-3 триацилгліцеролу (ТАГ).  

В іншому переважному варіанті описаного вище четвертого аспекту, ліпід або олія, 
переважно олія з насіння, що містить ДГК та/або ДПК, володіє наступними ознаками: у 
загальному вмісті жирних кислот ліпіду або олії рівень пальмітинової кислоти становить від 55 

близько 2 % до близько 16 %, рівень міристинової кислоти становить менш ніж 1 %, рівень 
олеїнової кислоти становить від близько 1 % до близько 30 %, рівень ЛК становить від близько 
4 % до близько 35 %, AЛК присутня, загальний рівень насичених жирних кислот у загальному 
вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 4 % до близько 25 %, 
співвідношення загального вмісту ω6 жирних кислот : загального вмісту ω3 жирних кислот у 60 
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вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 0,05 до близько 3,0, вміст 
триацилгліцеролів (ТАГ) ліпіду становить щонайменше близько 70 %, і необов'язково ліпід 
містить три-ДГК ТАГ (ТАГ 66:18) та/або три-ДПК ТАГ (ТАГ 66:15), причому щонайменше 35 % 
ДПК та/або ДГК, естерифікованих у формі триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковано в положенні 
sn-2 ТАГ. Більш переважно, ліпід або олія, переважно олія з насіння, додатково має одну або 5 

більше або всі із наступних ознак: AЛК присутня на рівні від 4 % до 40 % від загального вмісту 
жирних кислот, ГЛК присутня, та/або рівень ГЛК становить менш ніж 4 % від загального вмісту 
жирних кислот, рівень СДК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень ЕТК становить менш 
ніж близько 4 %, рівень ЕПК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень загальних 
мононенасичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 10 

становить від близько 4 % до близько 35 %, рівень загальних поліненасичених жирних кислот у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 20 % до близько 
75 %, співвідношення нових ω6 жирних кислот: нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 0,03 до близько 3,0, переважно менш ніж близько 
0,50, склад жирних кислот ліпіду базується на: ефективності перетворення олеїнової кислоти на 15 

ЛК під дією Δ12-десатурази щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення СДК на 
кислоту ЕТК під дією Δ6-елонгази щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення ЕПК 
на ДПК під дією Δ5-елонгази від близько 50 % до близько 95 %, ефективності перетворення 
ДПК на ДГК під дією Δ4-десатурази (якщо вони присутні) від близько 50 % до близько 95 %, 
ефективності перетворення олеїнової кислоти на ДГК щонайменше близько 10 %. 20 

В контексті екстрагованого ліпіду або олії за винаходом, рівень ДГК та/або ДПК у 
екстрагованому ліпіді або олії не підвищений або є істотною мірою таким же, як рівень ДГК 
та/або ДПК в ліпіді або олії частини рослини або мікроба до екстракції. Іншими словами, після 
екстракції не проводилося процедур для підвищення рівня ДГК та/або ДПК у ліпіді або олії 
відносно інших жирних кислот. Як буде очевидно, ліпід або олія в подальшому можуть бути 25 

оброблені фракціонуванням або іншими методами, з метою модифікації складу жирних кислот. 
У ще одному переважному варіанті реалізації ліпід або олія, переважно олія з насіння, 

володіє наступними ознаками: у загальному вмісті жирних кислот ліпіду або олії рівень ДГК 
становить від близько 20,1 % до 30 % або від близько 20,1 % до 35 %, рівень пальмітинової 
кислоти становить від близько 2 % до близько 16 %, рівень міристинової кислоти становить 30 

менш ніж близько 6 % і переважно менш ніж близько 1 %, рівень олеїнової кислоти становить 
від близько 1 % до близько 30 %, рівень ЛК становить від близько 4 % до близько 35 %, АЛК 
присутня, ГЛК присутня, рівень СДК становить від близько 0,05 % до близько 10 %, рівень ЕТК 
становить менш ніж близько 6 %, рівень ЕПК становить від близько 0,05 % до близько 10 %, 
рівень ДПК становить від близько 0,05 % до близько 8 %. 35 

У іншому переважному варіанті реалізації ліпід або олія, переважно олія з насіння і, більш 
переважно, олія з насіння Brassica, така як гірчична олія або рапсова олія, володіє наступними 
ознаками: у загальному вмісті жирних кислот ліпіду або олії рівень ДПК становить від близько 7 
% до 35 %, рівень пальмітинової кислоти становить від близько 2 % до близько 16 %, рівень 
міристинової кислоти становить менш ніж близько 6 % і переважно менш ніж 1 %, рівень 40 

олеїнової кислоти становить від близько 1 % до близько 30 %, рівень ЛК становить від близько 
4 % до близько 35 %, AЛК присутня, рівень СДК становить від близько 0,05 % до близько 10 %, 
рівень ЕТК становить менш ніж близько 6 %, рівень ЕПК становить від близько 0,05 % до 
близько 10 %. ДГК може бути присутня або може бути відсутня у ліпіді або олії. Переважно, ДГК, 
якщо вона присутня, присутня на рівні не більше ніж 0,5 % від загального вмісту жирних кислот 45 

в ліпіді або олії і, більш переважно, відсутня у загальному вмісті жирних кислот ліпіду або олії.  
Необов'язково, ліпід по суті не містить холестерину та/або ліпід містить три-ДПК ТАГ (ТАГ 
66:15). Більш переважно, ліпід або олія, переважно олія з насіння, додатково має одну або 
більше або всі із наступних ознак: щонайменше 70 % ДПК естерифіковано в положенні sn-1 або 
sn-3 триацилгліцеролу (ТАГ), AЛК присутня на рівні від 4 % до 40 % від загального вмісту 50 

жирних кислот, ГЛК присутня та/або рівень ГЛК становить менш ніж 4 % від загального вмісту 
жирних кислот, рівень СДК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень ЕТК становить менш 
ніж близько 4 %, рівень ЕПК становить від 0,05 % до близько 10 %, рівень загальних 
ненасичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить 
від близько 4 % до близько 35 %, рівень загальних поліненасичених жирних кислот у 55 

загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 20 % до близько 
75 %, співвідношення нових ω6 жирних кислот : нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 0,03 до близько 3,0, переважно менш ніж близько 
0,50, склад жирних кислот ліпіду базується на: ефективності перетворення олеїнової кислоти на 
ЛК під дією Δ12-десатурази щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення СДК на 60 
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ЕТК кислоту під дією Δ6-елонгази щонайменше близько 60 %, ефективності перетворення ЕПК 
на ДПК під дією Δ5-елонгази від близько 50 % до близько 95 % та ефективності перетворення 
олеїнової кислоти на ДПК щонайменше близько 10 %. У варіанті реалізації щонайменше 81 % 
ДПК естерифіковано у положенні sn-1 або sn-3 триацилгліцеролу (ТАГ). Як альтернатива, 
щонайменше 35 % ДПК, естерифікованої у формі ТАГ, естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ. 5 

В подальшому варіанті реалізації екстрагований ліпід за винаходом додатково містить один 
або більше стеролів, переважно рослинних стеролів. 

В іншому варіанті реалізації екстрагований ліпід знаходиться у формі олії і містить менш ніж 
близько 10 мг стеролів/г олії, менш ніж близько 7 мг стеролів/г олії, від близько 1,5 мг до 
близько 10 мг стеролів/г олії або від близько 1,5 мг до близько 7 мг стеролів/г олії. 10 

Приклади стеролів, які можуть бути присутні у екстрагованому ліпіді, включають, не 
обов'язково обмежуючись ними, один або більше або всі з наступного: кампестрол/24-
метилхолестерин, Δ5-стигмастерол, ебурикол, β-ситостерол/24-етилхолестерин, Δ5-
авенастерол/ізофукостерол Δ7-стигмастерол/стигмаст-7-ен-3β-ол і Δ7-авенастерол. 

У варіанті реалізації вид рослини є одним із наведених у Табл. 14, наприклад, рапс, і рівень 15 

стеролів є близько таким же, як наведений у Табл. 14 для даного конкретного виду рослин. 
Види рослин можуть являти собою гірчицю (B. juncea) або C. sativa і містять рівень стеролів, 
близький до знайденого в екстрагованій олії гірчиці дикого типу або C. sativa, відповідно. 

У варіанті реалізації екстрагований рослинний ліпід містить один або більше або всі з 
кампэстеролу/24-метилхолестерину, Δ5-стигмастеролу, ебуриколу, β-ситостеролу/24-20 

етилхолестерину, Δ5-авенастеролу/ізофукостеролу, Δ7-стигмастеролу/стигмаст-7-ен-3β-олу і 
Δ7-авенастеролу, або містить рівень стеролів, по суті такий же, як в олії рапсу дикого типу. 

У варіанті реалізації екстрагований ліпід містить рівень стеролів, по суті такий же, як в олії 
рапсу, гірчичній олії або олії C. sativa дикого типу. 

У варіанті реалізації екстрагований ліпід містить менш ніж близько 0,5 мг холестерину/г олії, 25 

менш ніж близько 0,25 мг холестерину/г олії, від близько 0 мг до близько 0,5 мг холестерину/г 
олії або від близько 0 мг до близько 0,25 мг холестерину/г олії або по суті не містить 
холестерину. 

У подальшому варіанті реалізації ліпід є олію, переважно олію з олійної культури. Приклади 
таких олій включають, без обмеження, олію виду Brassica, наприклад, олію рапсу або олію 30 

гірчиці, олію Gossypium hirsutum, олію Linum usitatissimum, олію виду Helianthus, олію Carthamus 
tinctorius, олію Glycine max, олію Zea mays, олію Arabidopsis thaliana, олію Sorghum bicolor, олію 
Sorghum vulgare, олію Avena sativa, олію виду Trifolium, олію Elaesis guineenis, олію Nicotiana 
benthamiana, олію Hordeum vulgare, олію Lupinus angustifolius, олію Oryza sativa, олію Oryza 
glaberrima, олію Camelina sativa, олію Crambe abyssinica, олію Miscanthus x giganteus або олію 35 

Miscanthus sinensis. Більш переважно, олія являє собою олію виду Brassica, олію Camelina 
sativa або олію Glycine max (сої). У варіанті реалізації ліпід містить або являє собою олію виду 
Brassica, таку як олія Brassica napus або олія Brassica juncea, олія Gossypium hirsutum, олія 
Linum usitatissimum, олія виду Helianthus, олія Carthamus tinctorius, олія Glycine max, олія Zea 
mays, олія Elaesis guineenis, олія Nicotiana benthamiana,, олія Lupinus angustifolius, олія Camelina 40 

sativa, олія Crambe abyssinica, олія Miscanthus x giganteus або олія Miscanthus sinensis. В 
подальшому варіанті реалізації олія являє собою олію рапсу, олію гірчиці (B. juncea), олію сої 
(Glycine max), олію Camelina sativa або олію Arabidopsis thaliana. В альтернативному варіанті 
реалізації олія являє собою рослинну олію, крім олії A. thaliana та/або крім олії C. sativa. У 
варіанті реалізації рослинна олія є олією, окрім олії G. max (сої). У варіанті реалізації олія була 45 

одержана з рослини, вирощеної у стандартних умовах, наприклад, як описано у Прикладі 1, або 
з рослини, вирощеної в полі або в теплиці із стандартними умовами. 

В іншому аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання екстрагованого 
рослинного ліпіду, який включає стадії: 

i) одержання частини рослини, що містить ліпід, причому ліпід містить жирні кислоти у 50 

естерифікованій формі, і, при цьому, жирні кислоти, містять олеїнову кислоту, пальмітинову 
кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК) і γ-ліноленову кислоту (ГЛК), ω3 
жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), 
докозапентаєнову кислоту (ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і необов'язково одну або 
більше із ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), притому, що 55 

рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду у частині рослини становить 
від 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, і 

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини,  
причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 

20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %. 60 
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У подальшому аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання екстрагованого 
рослинного ліпіду, який включає стадії:  

i) одержання частини рослини, що містить ліпід, причому ліпід містить жирні кислоти у 
естерифікованій формі, і, при цьому, жирні кислоти містять олеїнову кислоту, пальмітинову 
кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК) і γ-ліноленову кислоту (ГЛК), ω3 5 

жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), 
докозапентаєнову кислоту (ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і необов'язково одну або 
більше із ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), притому, що 
рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 2 % до 16 %, і, при цьому, рівень міристинової кислоти (C14:0) у 10 

загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду, якщо вона присутня, становить менш 
ніж 1 %, притому, що рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду у 
частині рослини становить від 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, і  

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини, 
причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 15 

20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %.  
В подальшому аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання екстрагованого 

рослинного ліпіду, який включає стадії: 
i) одержання частини рослини, що містить ліпід, причому ліпід містить жирні кислоти у 

естерифікованій формі, і, при цьому, жирні кислоти містять олеїнову кислоту, пальмітинову 20 

кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які 
включають α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), докозапентаєнову кислоту 
(ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і необов'язково одну або більше із ейкозапентаєнової 
кислоти (ЕПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), притому, що рівень пальмітинової кислоти у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 2 % до 16 %, і, при 25 

цьому, рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду, якщо вона присутня, становить менш ніж 1 %, притому, що рівень ДГК у загальному 
вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду у частині рослини становить від 20,1 % до 30 % або 
від 20,1 % до 35 %, і  

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини,  30 

причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %. 

У варіанті реалізації трьох вищезгаданих аспектів винаходу пропонується спосіб одержання 
екстрагованого рослинного ліпіду, який включає стадії: 

i) одержання частини рослини, що містить ліпід, причому ліпід містить жирні кислоти у 35 

естерифікованій формі, і, при цьому, склад жирних кислот ліпіду включає олеїнову кислоту, 
пальмітинову кислоту, ω жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω жирні 
кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і одну або 
більше із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК), докозапентаєнової 
кислоти (ДПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), притому, що (i) рівень ДГК у загальному вмісті 40 

жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, 
переважно від 30 % до 35 %, (ii) рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить від 2 % до 16 %, (iii) рівень міристинової кислоти (C14:0) 
у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить менш ніж 1 %, (iv) рівень 
олеїнової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 1 % до 45 

30 %, (v) рівень лінолевої кислоти (ЛК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від 4 % до 35 %, (vi) рівень α-ліноленової кислоти (АЛК) у загальному вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить від 4 % до 40 %, (vii) рівень ейкозатриєнової кислоти 
(ЕтрК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить менш ніж 4 %, (viii) 
загальний рівень насичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 50 

ліпіду становить від 4 % до 25 %, (ix) співвідношення загального вмісту ω6 жирних кислот : 
загального вмісту ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
0,05 і 1, (x) вміст триацилгліцеролів (ТАГ) ліпіду становить щонайменше 70 %, і (xi) щонайменше 
70 % ДГК, естерифікованої у формі ТАГ, знаходиться у положенні sn-1 або sn-3 ТАГ, і  

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини,  55 

причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
близько 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, переважно від 30 % до 35 %. Переважно, 
щонайменше 81 % або щонайменше 90 % ДГК, естерифікованої у формі ТАГ, знаходиться у 
положенні sn-1 або sn-3 ТАГ.  
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У подальшому аспекті винаходу пропонується спосіб одержання екстрагованого рослинного 
ліпіду або мікробного ліпіду, який включає стадії: 

i) одержання частини рослини або мікробних клітин, що містить ліпід, причому ліпід містить 
жирні кислоти у естерифікованій формі, і, при цьому, жирні кислоти містять олеїнову кислоту, 
пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні 5 

кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (AЛК) і докозапентаєнову кислоту (ДПК), і 
необов'язково одну або більше із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти 
(ЕПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), причому рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот 
ліпіду з частини рослини або мікробних клітин становить від близько 7 % до 35 %, і  

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини або мікробних клітин,  10 

причому рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
близько 7 % до 35 %. У варіанті реалізації рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 7 % до 20 % або від 20,1 % до 35 %. 

У варіанті реалізації згаданого вище аспекту винаходу пропонується спосіб одержання 
екстрагованого рослинного ліпіду або мікробного ліпіду, який включає стадії: 15 

i) одержання частини рослини або мікробних клітин, що містять ліпід, причому ліпід містить 
жирні кислоти у естерифікованій формі, і, при цьому, склад жирних кислот ліпіду включає 
олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), 
ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК) і докозагексаєнову кислоту (ДПК), і 
одну або більше із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і 20 

ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), причому (i) рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від 7 % до 30 % або від 7 % до 35 %, переважно від 30 % до 35 
%, (ii) рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від 2 % до 16 %, (iii) рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить менш ніж 6 %, переважно менш ніж 1 %, (iv) рівень 25 

олеїнової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 1 % до 
30 %, (v) рівень лінолевої кислоти (ЛК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від 4 % до 35 %, (vi) рівень α-ліноленової кислоти (АЛК) у загальному вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить від 4 % до 40 %, (vii) рівень ейкозатриєнової кислоти 
(ЕТрК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить менш ніж 4 %, (viii) 30 

рівень загальних насичених жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить від 4 % до 25 %, (ix) співвідношення загальних ω6 жирних кислот : загальних 
ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 0,05 до 1, (x) вміст 
триацилгліцеролів (ТАГ) у ліпіді становить щонайменше 70 %, і (xi) щонайменше 70 % 
естерифікованої ДПК у формі ТАГ знаходиться у положенні sn-1 або sn-3 ТАГ, і 35 

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини,  
причому рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 

близько 7 % до 30 % або від 7 % до близько 35 %, переважно від 30 % близько 35 %. 
Переважно щонайменше 81 % або щонайменше 90 % ДПК, естерифікованої у формі ТАГ, 
знаходиться у положенні sn-1 або sn-3 ТАГ. 40 

В іншому аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання екстрагованого ліпіду, 
який включає стадії:  

i) одержання клітин, що містять ліпід, переважно частини рослини, що містить клітини, або 
мікробних клітин, причому ліпід містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і, при цьому, 
жирні кислоти включають докозапентаєнову кислоту (ДПК) та/або докозагексаєнову кислоту 45 

(ДГК), притому, що щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, естерифікованої у формі 
триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ, і  

ii) екстракцію ліпіду із клітин,  
причому щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, естерифікованої у формі триацилгліцеролу 

(ТАГ), у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду, естерифіковано у положенні sn-50 

2 ТАГ. У варіанті реалізації екстрагований ліпід, одержаний за способом, додатково 
характеризується одним або більше або всіма із наступного: (i) він містить жирні кислоти, що 
включають олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву 
кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК) і необов'язково одну 
або більш із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і ейкозатетраєнової 55 

кислоти (ЕТК), (ii) щонайменше близько 40 %, щонайменше близько 45 %, щонайменше близько 
48 %, від 35 % до близько 60 % або від 35 % до близько 50 %, ДПК та/або ДГК, естерифіковано 
у формі триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ, і (iii) рівень ДПК та/або 
ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 1 % до 35 % 
або від близько 7 % до 35 % або від близько 20,1 % до 35 %. У варіантах реалізації даного 60 
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аспекту рівень ДПК та/або ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить близько 7 %, близько 8 %, близько 9 %, близько 10 %, близько 12 %, близько 15 %, 
близько 18 %, близько 20 %, близько 22 %, близько 24 %, близько 26 %, близько 28 %, близько 
30 %, від близько 7 % до близько 28 %, від близько 7 % до близько 25 %, від близько 10 % до 35 
%, від близько 10 % до близько 30 %, від близько 10 % до близько 25 %, від близько 10 % до 5 

близько 22 %, від близько 14 % до 35 %, від близько 16 % до 35 %, від близько 16 % до близько 
30 %, від близько 16 % до близько 25 %, або від близько 16 % до близько 22 %. У переважних 
варіантах реалізації екстрагований ліпід характеризується (i) і (ii), (i) і (iii) або (ii) і (iii), більш 
переважно, всіма із (i), (ii) і (iii). Переважно, екстрагований ліпід додатково характеризується 
рівнем пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду, який 10 

становить від близько 2 % до 16 %, причому рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному 
вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду, якщо вона присутня, становить менш ніж 1 %. 

У варіанті реалізації згаданого вище аспекту винаходу пропонується спосіб одержання 
екстрагованого ліпіду, який включає стадії:  

i) одержання клітин, що містять ліпід, переважно частини рослини, що містить клітини, або 15 

мікробних клітин, причому ліпід містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і, при цьому, 
жирні кислоти включають докозапентаєнову кислоту (ДПК) та/або докозагексаєнову кислоту 
(ДГК) і додатково включають олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які 
включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК), і 
одну або більш із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і 20 

ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), причому (i) рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті 
жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 2 % до 16 %, (ii) рівень міристинової кислоти 
(C14:0) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить менш ніж 1 %, (iii) 
рівень олеїнової кислоти у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
1 % до 30 %, (iv) рівень лінолевої кислоти (ЛК) у загальному вмісті жирних кислот 25 

екстрагованого ліпіду становить від 4 % до 35 %, (v) рівень α-ліноленової кислоти (АЛК) у 
загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 4 % до 40 %, (vi) рівень 
ейкозатриєнової кислоти (ЕтрК) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить менше 4 %; (vii) рівень загальних насичених жирних кислот у загальному вмісті 
жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 4 % до 25 %, (viii) співвідношення загальних 30 

ω6 жирних кислот : загальних ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від 0,05 до близько 1 %, (ix) вміст триацилгліцеролу (ТАГ) у ліпіді становить 
щонайменше близько 70 %, і (x) щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, естерифікованої у формі 
триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковано в положенні sn-2 ТАГ, і 

ii) екстракцію ліпіду із частини рослини,  35 

причому щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, естерифікованої у формі триацилгліцеролу 
(ТАГ), в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду, естерифіковано у положенні sn-
2 ТАГ. 

Стадія одержання частини рослини або мікробних клітин може включати збирання врожаю 
частин рослини, переважно насіння, із рослин, що утворюють частини рослини, виділення 40 

мікробних клітин із культур таких клітин або одержання частин рослини або мікробних клітин 
шляхом придбання у виробника або постачальника, або шляхом імпорту. Спосіб може включати 
стадію визначення складу жирних кислот ліпіду у зразку частин рослини або мікробних клітин 
або екстрагованого ліпіду. 

У переважному варіанті реалізації екстрагований ліпід, одержаний за способом у 45 

відповідності до винаходу, володіє, якщо це доречно, однією або більше ознак, визначених у 
даному описі, наприклад, як визначено вище для перших чотирьох аспектів. 

Варіанти реалізації кожного із п'яти розкритих вище аспектів більш детально описані нижче. 
Кваліфікованому фахівцю буде зрозуміло, що жоден із варіантів реалізації, описаних ширше, 
ніж відповідна ознака у згаданому вище аспекті, не застосовується до цього аспекту. 50 

У варіанті реалізації частина рослини є насінням, переважно насінням олійної культури. 
Приклади такого насіння включають, без обмеження, насіння виду Brassica, Gossypium hirsutum, 
Linum usitatissimum, виду Helianthus, Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, Arabidopsis 
thaliana, Sorghum bicolor, Sorghum vulgare, Avena sativa, виду Trifolium, Elaesis guineenis, 
Nicotiana benthamiana, Hordeum vulgare, Lupinus angustifolius, Oryza sativa, Oryza glaberrima, 55 

Camelina sativa або Crambe abyssinica, переважно насіння виду Brassica, насіння C. sativa або 
насіння G. max (сої), більш переважно, насіння Brassica napus, B. juncea або C. sativa. У варіанті 
реалізації частина рослини є насінням, переважно олійної культури, такої як вид Brassica, 
наприклад, Brassica napus або Brassica juncea, Gossypium hirsutum, Linum usitatissimum, вид 
Helianthus, Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, Elaesis guineenis, Nicotiana benthamiana, 60 
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Lupinus angustifolius, Camelina sativa або Crambe abyssinica, переважно насінням Brassica 
napus, B juncea або C. sativa. У варіанті реалізації насіння являє собою насіння рапсу, насіння 
гірчиці, насіння сої, насіння Camelina sativa або насіння Arabidopsis thaliana. В альтернативному 
варіанті реалізації насіння є насінням, окрім насіння А. thaliana та/або окрім C. sativa. У варіанті 
реалізації насіння є насінням, окрім насіння сої. У варіанті реалізації частина рослини є 5 

насінням виду Brassica. У варіанті реалізації насіння було одержане від рослини, вирощеної у 
стандартних умовах, наприклад, як описано у Прикладі 1, або від рослини, вирощеної в полі або 
в теплиці із стандартними умовами. 

В іншому варіанті реалізації насіння містить щонайменше близько 18 мг, щонайменше 
близько 22 мг, щонайменше близько 26 мг, від близько 18 мг до близько 100 мг, від близько 22 10 

мг до близько 70 мг, близько 80 мг, від близько 30 мг до близько 80 мг, або від близько 24 мг до 
близько 50 мг ДГК та/або ДПК на грам насіння. 

У подальшому варіанті реалізації частина рослини, така як насіння, містить екзогенні 
полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів: 

i) ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 15 

ii) Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 

iii) Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 

iv) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, 20 

Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
v) ω3-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
vi) Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-

елонгаза, 
vii) Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-25 

елонгаза, 
viii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше промоторами, 

здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у клітині частини рослини. 30 

У подальшому варіанті реалізації частина рослини, така як насіння, або рекомбінантні 
клітини, такі як мікробні клітини, містять екзогенні полінуклеотиди, що кодують один з наступних 
наборів ферментів; 

i) ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 35 

ii) Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
iii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
iv) ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-

елонгаза, 40 

v) Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
vi) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більш промоторами, 

здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у клітині частини рослини або клітинах. 45 

У варіанті реалізації, якщо частина рослини або клітини містять ліпід, що містить жирні 
кислоти у естерифікованій формі, причому жирні кислоти містять докозапентаєнову кислоту 
(ДПК) та/або докозагексаєнову кислоту (ДГК), причому щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, 
естерифікованої у формі триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ, то 
частина рослини, така як насіння, або рекомбінантні клітини, такі як мікробні клітини, містить 50 

екзогенний полінуклеотид, що кодує 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), і, 
при цьому, полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше промоторами, що 
здатні керувати експресією полінуклеотиду у клітині частини рослини або клітинах. У 
подальшому варіанті реалізації клітини містять екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із 
наступних наборів ферментів; 55 

i) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-
десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза, 

ii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, 
Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза,  
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iii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, 
Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза, 

iv) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, ω3-десатураза 
та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза і 
необов’язково Δ4-десатураза, 5 

v) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), ω3-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-
десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза,  

vi) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, 
Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза, 

vii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, 10 

Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза,  
viii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, ω3-десатураза 

та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і 
необов’язково Δ4-десатураза,  

причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше промоторами, 15 

здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у клітині. Переважно, ЛФААТ може 
використовувати поліненасичений C22 жирний ацил-КоА субстрат, такий як ДГК-КоА та/або 
ДПК-КоА. 

У варіанті реалізації Δ12-десатураза додатково володіє ω3-десатуразною та/або Δ15-
десатуразною активністю, тобто види активності забезпечуються єдиним поліпептидом. Як 20 

альтернатива, Δ12-десатураза не володіє ω3-десатуразною активністю і не володіє Δ15-
десатуразною активністю, тобто Δ12-десатураза є окремим поліпептидом від поліпептиду, що 
володіє ω3-десатуразною та/або Δ15-десатуразною активністю. 

Ще в одному варіанті реалізації частина рослини, така як насіння, або рекомбінантні клітини, 
такі як мікробні клітини, володіють одним або більше або всіма із наступних ознак: 25 

i) Δ-десатураза перетворює олеїнову кислоту на лінолеву кислоту в одній або більш клітин 
частини рослини або у рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 60 %, 
щонайменше близько 70 %, щонайменше близько 80 %, від близько 60 % до близько 95 %, від 
близько 70 % до близько 90 % або від близько 75 % до близько 85 %, 

ii) ω3-десатураза перетворює ω6 жирні кислоти на ω3 жирні кислоти в одній або більше 30 

клітинах частини рослини або у рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 
65 %, щонайменше близько 75 %, щонайменше близько 85 %, від близько 65 % до близько 95 
%, від близько 75 % до близько 91 % або від близько 80 % до близько 91 %, 

iii) Δ-десатураза перетворює АЛК на СДК в одній або більше клітинах частини рослини або 
у рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 30 35 

%, щонайменше близько 40 %, щонайменше близько 50 %, щонайменше близько 60 %, 
щонайменше близько 70 %, від близько 30 % до близько 70 %, від близько 35 % до близько 60 
% або від близько 50 % до близько 70 %, 

iv) Δ-десатураза перетворює лінолеву кислоту на γ-ліноленову кислоту в одній або більше 
клітинах частини рослини або у рекомбінантних клітинах із ефективністю менш ніж близько 5 %, 40 

менш ніж близько 2,5 %, менш ніж близько 1 %, від близько 0,1 % до близько 5 %, від близько 
0,5 % до близько 2,5 % або від близько 0,5 % до близько 1 %, 

v) Δ-елонгаза перетворює СДК на ЕТК в одній або більше клітинах частини рослини або у 
рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 
%, щонайменше близько 75 %, від близько 60 % до близько 95 %, від близько 70 % до близько 45 

80 % або від близько 75 % до близько 80 %, 

vi) Δ-десатураза перетворює ЕТК на ЕПК в одній або більше клітинах частини рослини або 
у рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 
%, щонайменше близько 75 %, щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 %, від 
близько 60 % до близько 95 %, від близько 70 % до близько 95 % або від близько 75 % до 50 

близько 95 %, 

vii) Δ-елонгаза перетворює ЕПК на ДПК в одній або більше клітинах частини рослини або у 
рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 85 
%, щонайменше близько 90 %, від близько 50 % до близько 90 % або від близько 85 % до 
близько 95 %, 55 

viii) Δ-десатураза перетворює ДПК на ДГК в одній або більше клітинах частини рослини або 
у рекомбінантних клітинах із ефективністю щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 
%, щонайменше близько 93 %, від близько 50 % до близько 95 %, від близько 80 % до близько 
95 % або від приблизне 85 %o до близько 95 %, 
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ix) ефективність перетворення олеїнової кислоти на ДГК або ДПК в одній або більше 
клітинах частини рослини або у рекомбінантних клітинах становить щонайменше близько 10 %, 
щонайменше близько 15 %, щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 25 %, близько 20 
%, близько 25 %, близько 30 %, від близько 10 % до близько 50 %, від близько 10 % до близько 
30 %, від близько 10 % до близько 25 % або від близько 20 % до близько 30 %, 5 

x) ефективність перетворення ЛК на ДГК або ДПК в одній або більше клітинах частини 
рослини або у рекомбінантних клітинах становить щонайменше близько 15 %, щонайменше 
близько 20 %, щонайменше близько 22 %, щонайменше близько 25 %, щонайменше близько 30 
%, близько 25 %, близько 30 %, близько 35 %, від близько 15 % до близько 50 %, від близько 20 
% до близько 40 % або від близько 20 % до близько 30 %, 10 

xi) ефективність перетворення АЛК на ДГК або ДПК в одній або більше клітинах частини 
рослини або у рекомбінантних клітинах становить щонайменше близько 17 %, щонайменше 
близько 22 %, щонайменше близько 24 %, щонайменше близько 30 %, близько 30 %, близько 
35 %, близько 40 %, від близько 17 % до близько 55 %, від близько 22 % до близько 35 % або 
від близько 24 % до близько 35 %, 15 

xii) одна або більше клітин частини рослини або рекомбінантних клітин містять щонайменше 
близько на 25 %, щонайменше близько на 30 %, від близько 25 % до близько 40 % або від 
близько 27,5 % до близько 37,5 %, більше жирних кислот w3, ніж відповідні клітини без 
екзогенних полінуклеотидів, 

xiii) Δ-десатураза переважно зменшує ступінь насиченості α-ліноленової кислоти (АЛК) 20 

відносно лінолевої кислоти (ЛК), 

xiv) Δ елонгаза додатково володіє активністю Δ9-елонгази  

xv) Δ-десатураза додатково володіє активністю Δ15-десатурази  

xvi) Δ-десатураза додатково володіє активністю Δ8-десатурази  

xvii) Δ-десатураза додатково володіє активністю Δ6-десатурази або не володіє активністю 25 

Δ -десатурази, 
xviii) Δ15-десатураза додатково володіє активністю ω3-десатурази по відношенню до ГЛК, 

xix) ω-десатураза додатково володіє активністю Δ15-десатурази по відношенню до ЛК, 

xx) ωдесатураза зменшує ступінь насиченості ЛК та/або ГЛК, 

xxi) ωдесатураза переважно зменшує ступінь насиченості ГЛК відносно ЛК, 30 

xxii) одна або більше або всі десатурази, переважно Δ6-десатураза та/або Δ5-десатураза, 
володіють більш високою активністю по відношенню до субстрату ацил-КоА, ніж до відповідного 
субстрату ацил-фосфатидилхоліну (ацил-ФХ), 

xxiii) Δдесатураза володіє вищою Δ6-десатуразною активністю по відношенню до АЛК, ніж 
ЛК як жирно кислотного субстрату  35 

xxiv) Δ6-десатураза володіє більш високою Δ6-десатуразною активністю по відношенню 
АЛК-КоА як жирнокислотного субстрату, ніж по відношенню до АЛК, приєднаної до положення 
sn-2 ФХ, як жирнокислотного субстрату, 

xxv) Δ6-десатураза володіє щонайменше у 2 рази вищою Δ6-десатуразною активністю, 
щонайменше в 3 рази більш високою активністю, щонайменше в 4 рази більш високою 40 

активністю або щонайменше в 5 разів більш високою активністю по відношенню до АЛК як 
субстрату, в порівнянні з ЛК; 

xxvi) Δ6-десатураза володіє більш високою активністю по відношенню до АЛК-КоА як 
жирнокислотного субстрату, ніж по відношенню до АЛК, приєднаної до положення sn-2 ФХ, як 
жирнокислотного субстрату, 45 

xxvii) Δ6-десатураза володіє щонайменше у 5 разів вищою Δ6-десатуразною активністю або 
щонайменше у 10 разів вищою активністю по відношенню до АЛК-КоА як жирнокислотного 
субстрату, ніж по відношенню до АЛК, приєднаної до положення sn-2 ФХ, як жирнокислотного 
субстрату, 

xxviii) десатураза являє собою фронт-енд десатуразу, 50 

xxix) Δ6-десатураза не володіє Δ5-десатуразною активністю, що піддавалася б виявленню, 
по відношенню до ЕТК. 

Ще в одному варіанті реалізації частина рослини, така як насіння, або рекомбінантна 
клітина, така як мікробні клітини, володіє одним або більше або всіма із наступних ознак: 

i) Δ-десатураза містить послідовність амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 4, її 55 

біологічно активний фрагмент, або послідовність амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну 
SEQ ID NO: 4, 

ii) ω-десатураза містить послідовність амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 6, її 
біологічно активний фрагмент, або послідовність амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну 
SEQ ID NO: 6, 60 
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iii) Δ6-десатураза містить послідовність амінокислоту, представлену в SEQ ID NO: 9, її 
біологічно активний фрагмент, або послідовність амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну 
SEQ ID NO: 9, 

iv) Δ-елонгаза містить послідовність амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 16, її 
біологічно активний фрагмент, такий як SEQ ID NO: 17, або послідовність амінокислот, 5 

щонайменше на 50 % ідентичну SEQ ID NO: 16 та/або SEQ ID NO: 17, 
v) Δ5-десатураза містить послідовність амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 20, її 

біологічно активний фрагмент або послідовність амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну 
SEQ ID NO: 20, 

vi) Δ-елонгаза містить послідовність амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 25, її 10 

біологічно активний фрагмент, або послідовність амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну 
SEQ ID NO: 25, 

vii) Δ-десатураза містить послідовність амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 28, її 
біологічно активний фрагмент, або послідовність амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну 
SEQ ID NO: 28. 15 

У варіанті реалізації частина рослини, така як насіння, або рекомбінантні клітини, такі як 
мікробні клітини, додатково містить(ять) екзогенний полінуклеотид, що кодує 
діацилгліцеролацилтрансферазу (ДГАТ), моноацилгліцеролацилтрансферазу (МГАТ), гліцерол-
3-фосфатацилтрансферазу (ГФАТ), 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФКАТ), 
переважно ЛФКАТ, яка може використовувати поліненасичений жирний ацил-КоА субстрат C22, 20 

такий як ДГК-КоА або ДПК-КоА, ацил-КоА : лізофосфатидилхолінацилтрансферазу (ЛФХАТ), 
фосфоліпазу A2 (PЛК2), фосфоліпазу C (PLC), фосфоліпазу D (PLD), CДП-
холіндіацилгліцеролхолінфосфотрансферазу (ХФТ), 
фосфатидилхоліндіацилгліцеролацилтрансферазу (ФДАТ), фосфатидилхолін : 
діацилгліцеролхолінфосфотрансферазу (ФДХТ), ацил-КоА синтетазу (АКС) або комбінацію двох 25 

або більше із вказаних ферментів. 
У іншому варіанті реалізації частина рослини, така як насіння, або рекомбінантні клітини, 

такі як мікробні клітини, додатково містить(ять) введену мутацію або екзогенний полінуклеотид, 
який у клітині частини рослини негативно регулює продукування та/або активність ендогенного 
ферменту, вибраного з числа FAE1, ДГАТ, МГАТ, ГФАТ, ЛФКАТ, ЛФХАТ, PЛК2, PLC, PLD, ХФТ, 30 

ФДАТ, тіоестерази, наприклад, FATB або D12-десатурази, або комбінації двох або більш із 
вказаних ферментів. 

У подальшому варіанті реалізації щонайменше один або всі промотори є специфічними для 
насіння промоторами. У варіанті реалізації щонайменше один або всі промотори одержані із 
гена біосинтезу або акумуляції олії, такого як ген, що кодує олеозин, або із генів зберігання 35 

білка у насінні, таких як ген, що кодує конлінін. 
В іншому варіанті реалізації промотор(и), що спрямовує(ють) експресію екзогенних 

полінуклеотидів, які кодують Δ4-десатуразу Δ5-елонгазу ініціює експресію полінуклеотидів у 
насінні рослини, що розвивається, або рекомбінантних клітинах, таких як мікробні клітини, перед 
або досягає піку експресії перед промотором(ами), що спрямовує(ють) експресію екзогенних 40 

полінуклеотидів, які кодують Δ-десатуразуі ω3-десатуразу. 
У подальшому варіанті реалізації екзогенні полінуклеотиди ковалентно сполучені в 

молекулу ДНК, переважно молекулу T-ДНК, інтегровану до геному клітин частини рослини або 
рекомбінантних клітин, таких як мікробні клітини, причому кількість таких молекул ДНК, 
інтегрованих до геному клітин частини рослини або рекомбінантних клітин, переважно 45 

становить не більш однієї, двох або трьох, або становить дві або три. 
Ще в одному варіанті реалізації частина рослини містить щонайменше два різних 

екзогенних полінуклеотиди, кожен з яких кодує Δ6-десатуразу з такою ж або іншою 
послідовністю амінокислот. 

У подальшому варіанті реалізації загальний вміст олії у частині рослини, що містить 50 

екзогенні полінуклеотиди, становить щонайменше близько 40 %, або щонайменше близько 50 
%, щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше близько 70 %, від 
близько 50 % до близько 80 % або від близько 80 % до близько 100 % від загального вмісту олії 
у відповідній частині рослини, у якій відсутні екзогенні полінуклеотиди. У подальшому варіанті 
реалізації маса насіння, що містить екзогенні полінуклеотиди, становить щонайменше близько 55 

40 %, меншій мірі близько 50 %, меншій мірі близько 60 %, меншій мірі близько 70 %, від 
близько 50 % до близько 80 % або від близько 80 % до 100 % від маси відповідного насіння, що 
не містить екзогенних полінуклеотидів. 
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У іншому варіанті реалізації ліпід знаходиться у формі олії, переважно олії з насіння олійної 
культури, причому щонайменше близько 90 %, або щонайменше близько 95 %, щонайменше 
близько 98 % або від близько 95 % до близько 98 % мас. ліпіду складають триацилгліцероли. 

У подальшому варіанті реалізації спосіб додатково включає обробку ліпіду з метою 
підвищення рівня ДГК та/або ДПК як відсотка від загального вмісту жирних кислот. Наприклад, 5 

обробка може включати переестерифікацію. Наприклад, ліпід, такий як олія рапсу, може бути 
підданий обробці з метою перетворення жирних кислот в олії на алкілові ефіри, наприклад, 
метилові або етилові ефіри, які в подальшому можуть бути фракціоновані із збагаченням ліпіду 
або олії ДГК та/або ДПК. У варіантах реалізації склад жирних кислот ліпіду після такої обробки 
включає щонайменше 40 %, щонайменше 50 %, щонайменше 60 %, щонайменше 70 %, 10 

щонайменше 80 % або щонайменше 90 % ДГК та/або ДПК. Співвідношення ДГК:ДПК у ліпіді 
після обробки переважно перевищує 2:1 або, в якості альтернативи, буде становити менш ніж 
0.5:1. Як альтернатива, рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду після обробки 
становить менш ніж 2,0 % або менш ніж 0,5 %, переважно вона відсутня у ліпіді.  

Крім того, розкритий ліпід, або олія, що містить ліпід, одержані із застосуванням способу за 15 

винаходом. 
У іншому аспекті даного винаходу розкривається спосіб одержання метилових або етилових 

ефірів поліненасичених жирних кислот, який включає введення триацилгліцеролів у реакцію з 
метанолом або етанолом, у екстрагованому рослинному ліпіді або в ході процесу екстракції, 
відповідно, причому екстрагований рослинний ліпід містить естерифіковані жирні кислоти у 20 

формі ТАГ, і, при цьому, жирні кислоти включають олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 
жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-
ліноленову кислоту (АЛК), і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і необов'язково одну або більше із 
стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК), докозапентаєнової кислоти 
(ДПК) та ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), притому, що рівень ДГК у загальному вмісті жирних 25 

кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, 
переважно від 30 % до 35 %, з одержанням в такий спосіб метилових або етилових ефірів 
поліненасиченних жирних кислот. 

У іншому аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання метилових або етилових 
ефірів поліненасичених жирних кислот, який включає введення триацилгліцеролів у реакцію з 30 

метанолом або етанолом, в екстрагованому рослинному ліпіді або в ході процесу екстракції, 
відповідно, причому екстрагований рослинний ліпід містить жирні кислоти, естерифіковані у 
формі ТАГ, і при цьому, жирні кислоти включають олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 
жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-
ліноленову кислоту (АЛК) і докозапентаєнову кислоту (ДПК), і необов'язково одну або більше із 35 

стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) та ейкозатетраєнової кислоти 
(ЕТК), притому, що рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 7 до 35 %, переважно від 20,1 % до 30 % або від 20,1 % до 35 %, з 
одержанням в такий спосіб метилових або етилових ефірів поліненасичених жирних кислот.  

У іншому аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання метилових або етилових 40 

ефірів докозапентаєнової кислоти (ДПК) та/або кислоти докозагексаєнової (ДГК), який включає 
введення триацилгліцеролів (ТАГ) у реакцію з метанолом або етанолом, в екстрагованому 
рослинному ліпіді або в ході процесу екстракції, відповідно, причому екстрагований рослинний 
ліпід містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і, при цьому, жирні кислоти включають 
докозапентаєнову кислоту (ДПК) та/або докозагексаєнову кислоту (ДГК), причому щонайменше 45 

35 % ДПК та/або ДГК, естерифікованої у формі ТАГ, естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ, з 
одержанням в такий спосіб метилових або етилових ефірів поліненасичених жирних кислот. 

У переважному варіанті реалізації ліпід, який використовується у способі у відповідності до 
описаних вище трьох аспектів, володіє однією або більш ознак, визначених у даному описі в 
контексті екстрагованого ліпіду або олії за винаходом. 50 

У іншому аспекті даного винаходу розкривається олійна рослина або її частина, така як 
насіння, що містить: 

а) ліпід у своєму насінні, причому ліпід містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і 
б) екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів: 
i) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, 55 

Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, або 
ii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза,  
причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше специфічними 

для насіння промоторами, здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у насінні 60 
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рослини, що розвивається, і, при цьому, жирні кислоти включають олеїнову кислоту, 
пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК) і γ-ліноленову 
кислоту (ГЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову 
кислоту (СДК), докозапентаєнову кислоту (ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК) і 
необов'язково ейкозапентаєнову кислоту (ЕПК) та/або ейкозатетраєнову кислоту (ЕТК), причому 5 

рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду насіння становить від 20,1 % до 30 %, або 
від 20,1 % до 35 %, переважно від 30 % до 35 %. 

У іншому аспекті даного винаходу пропонується рослина олійної культури або її частина, 
така як насіння, що містить:  

а) ліпід у насінні, причому ліпід містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і  10 

б) екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів; 
i) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, або 
ii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза та Δ5-елонгаза,  15 

причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше специфічними 
для насіння промоторами, здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у насінні 
рослини, що розвивається, і, при цьому, жирні кислоти включають олеїнову кислоту, 
пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК), ω3 жирні 
кислоти, які включають α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), 20 

докозапентаєнову кислоту (ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК) і необов'язково 
ейкозапентаєнову кислоту (ЕПК) та/або ейкозатетраєнову кислоту (ЕТК), притому, що рівень 
ДГК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду насіння становить від 20,1 % до 30 % або від 20,1 
% до 35 %, переважно від 30 % до 35 %. 

У іншому аспекті даного винаходу пропонується рослина олійної культури або її частина, 25 

така як насіння, що містить:  
а) ліпід у насінні, причому ліпід містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і  
б) екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів: 
i) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, або 30 

ii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, 
Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза та Δ5-елонгаза,  

притому, що кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше 
специфічними для насіння промоторами, що здатні керувати експресією вказаних 
полінуклеотидів у насінні рослини, що розвивається, і, при цьому, жирні кислоти включають 35 

олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти включають лінолеву кислоту (ЛК) і γ-
ліноленову кислоту (ГЛК), ω3 жирні кислоти включають α-ліноленову кислоту (АЛК), 
стеаридонову кислоту (СДК), докозапентаєнову кислоту (ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК) і 
необов'язково ейкозапентаєнову кислоту (ЕПК) та/або ейкозатетраєнову кислоту (ЕТК), причому 
рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду насіння становить від 20,1 % до 30 % або 40 

від 20,1 % до 35 %, і, при цьому, рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних 
кислот ліпіду становить від близько 2 % до 16 %, притому, що рівень міристинової кислоти 
(C14:0) у загальному вмісті жирних кислот ліпіду, якщо вона присутня, становить менш ніж 1 %. 

У іншому аспекті даного винаходу пропонується рослина олійної культури або її частина, 
така як насіння, що містить ліпід у насінні, або мікробна клітина, що містять:  45 

а) ліпід, який містить жирні кислоти у естерифікованій формі, і  
б) екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів; 
i) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, 

Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
ii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, 50 

Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
iii) ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-

елонгаза, або 
iv) ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-

елонгаза, 55 

причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше специфічними 
для насіння промоторами, здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у насінні 
рослини, що розвивається, або одним або більше промоторами, здатними керувати експресією 
вказаних полінуклеотидів у мікробній клітині, і, при цьому, жирні кислоти включають олеїнову 
кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які включають лінолеву кислоту (ЛК) і 60 
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необов'язково γ-ліноленову кислоту (ГЛК), ω3 жирні кислоти, які включають α-ліноленову 
кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), і докозапентаєнову кислоту (ДПК), і необов'язково 
докозагексаєнову кислоту (ДГК), ейкозапентаєнову кислоту (ЕПК) та/або ейкозатетраєнову 
кислоту (ЕТК), притому, що рівень ДПК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду насіння або 
мікробної клітини становить від 7 % до 35 %. У переважному варіанті реалізації даного аспекту 5 

ДГК присутній на рівні менш ніж 0,5 % від загального вмісту жирних кислот ліпіду насіння і 
екстрагованого ліпіду і, більш переважно, відсутній у загальному вмісті жирних кислот ліпідів. 

У іншому аспекті даного винаходу пропонується клітина, переважно клітина в або із 
рослини, такої як рослина олійної культури, або її частини, такої як насіння, або рослина олійної 
культури або її частина, або мікробна клітина, що містить:  10 

а) жирні кислоти у естерифікованій формі, причому жирні кислоти включають 
докозапентаєнову кислоту (ДПК) та/або докозагексаєнову кислоту (ДГК), і, при цьому, 
щонайменше 35 % ДПК та/або ДГК, естерифікованої у формі триацилгліцеролу (ТАГ), 
естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ, і  

б) екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів; 15 

i) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-
десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза, 

ii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, 
Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза,  

iii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, 20 

Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза, 
iv) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, ω3-десатураза 

та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза і 
необов’язково Δ4-десатураза, 

v) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), ω3-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-25 

десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза,  
vi) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, 

Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза, 
vii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, 

Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і необов’язково Δ4-десатураза,  30 

viii) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансфераза (ЛФААТ), Δ12-десатураза, ω3-десатураза 
та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза, Δ5-елонгаза і 
необов’язково Δ4-десатураза,  

причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше промоторами, 
здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у клітині. Переважно, ЛФААТ може 35 

використовувати поліненасичений жирний ацил-КоА субстрат C22, такий як ДГК-КоА та/або 
ДПК-КоА, і рівень ДПК та/або ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 1 % до 35 % або від близько 7 % до 35 % або від близько 20,1 % до 35 %. 
У варіантах реалізації щонайменше близько 40 %, щонайменше близько 45 %, щонайменше 
близько 48 %, від 35 % до близько 60 %, або від 35 % до близько 50 % ДПК та/або ДГК, 40 

естерифікованої у формі триацилгліцеролу (ТАГ), естерифіковано у положенні sn-2 ТАГ. 
У варіантах реалізації кожного із згаданих вище п'яти аспектів, Δ15-десатураза є грибковою 

Δ15-десатуразою, і ω3-десатураза є грибковою ω3-десатуразою. 
У переважному варіанті реалізації рослина олійної культури, мікробна клітина або клітина за 

винаходом володіє, якщо це доречно, однією або більш ознак, визначених у даному описі, 45 

наприклад, як визначено вище для екстрагованого рослинного ліпіду, екстрагованого 
мікробного ліпіду або способу їх одержання. 

Приклади рослин олійної культури включають, без обмеження, вид Brassica, Gossypium 
hirsutum, Linum usitatissimum, вид Helianthus, Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, 
Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor, Sorghum vulgare, Avena sativa, вид Trifolium, Elaesis 50 

guineenis, Nicotiana benthamiana, Hordeum vulgare, Lupinus angustifolius, Oryza sativa, Oryza 
glaberrima, Camelina sativa або Crambe abyssinica. У варіанті реалізації рослина олійної 
культури є рослиною виду Brassica, рослиною C. sativa або рослиною G. max (соя). У варіанті 
реалізації олійна рослина є рослиною рапсу, B. juncea, Glycine max, Camelina sativa або 
Arabidopsis thaliana. В альтернативному варіанті реалізації рослина олійної культури є 55 

рослиною, окрім А. thaliana та/або окрім C. sativa. У варіанті реалізації рослина олійної культури 
є рослиною, окрім G. max (сої). У варіанті реалізації рослина олійної культури знаходиться у 
полі або була вирощена у полі або була вирощена в теплиці у стандартних умовах, наприклад, 
як описано у Прикладі 1. 
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У варіанті реалізації винаходу одна або більш десатураз здатні використовувати субстрат 
ацил-КоА. У переважному варіанті реалізації винаходу одна або більш з Δ6-десатурази, Δ5-
десатурази, Δ4-десатурази і Δ8-десатурази, якщо вони присутні, здатні використовувати 
субстрат ацил-КоА, переважно кожна з i) Δ6-десатурази, Δ5-десатурази і Δ4-десатурази або ii) 
Δ5-десатурази, Δ4-десатурази і Δ8-десатурази здатна використовувати субстрат ацил-КоА. У 5 

варіанті реалізації винаходу Δ12-десатураза та/або ω3-десатураза здатні використовувати 
субстрат ацил-КоА. Субстрат ацил-КоА переважно являє собою АЛК-КоА для Δ6-десатурази, 
ЕТК-КоА для Δ5-десатурази, ДПК-КоА для Δ4-десатурази і ЕТрК-КоА для Δ8-десатурази, олеїл-
КоА для Δ12-десатурази, або один або більше з ЛК-КоА, ГЛК-КоА або АРК-КОА для ω3-
десатурази. 10 

У варіанті реалізації винаходу зріле, зібране в процесі збору урожаю насіння рослини 
містить ДГК в кількості щонайменше близько 28 мг на грам насіння, переважно щонайменше 
близько 32 мг на грам насіння, щонайменше близько 36 мг на грам насіння, щонайменше 
близько 40 мг на грам насіння, більш переважно щонайменше близько 44 мг на грам насіння 
або щонайменше близько 48 мг на грам насіння, близько 80 мг на грам насіння або від близько 15 

30 мг до близько 80 мг на грам насіння. 
У подальшому аспекті цього винаходу розкривається рослина Brassica napus, B. juncea або 

Camelina sativa, яка здатна давати насіння, що містить ДГК та/або ДПК, причому зібране в 
процесі збору урожаю, зріле насіння рослини містить ДГК та/або ДПК в кількості щонайменше 
близько 28 мг на грам насіння, переважно щонайменше близько 32 мг на грам насіння, 20 

щонайменше близько 36 мг на грам насіння, щонайменше близько 40 мг на грам насіння, більш 
переважно щонайменше близько 44 мг на грам насіння або щонайменше близько 48 мг на грам 
насіння, близько 80 мг на грам насіння або від близько 30 мг до близько 80 мг на грам насіння. 

В іншому аспекті цього винаходу розкривається клітина рослини за винаходом, що містить 
екзогенні полінуклеотиди, розкриті в даному описі. 25 

Також розкрита частина рослини, переважно насіння, яка володіє однією або більше з 
наступних ознак: 

i) одержана з рослини за винаходом, 
ii) містить ліпід, розкритий в цьому документі, 
iii) може використовуватися в способі за винаходом, 30 

Ще в одному аспекті цього винаходу розкривається зріле, зібране в процесі збору урожаю 
насіння Brassica napus, B. juncea або Camelina sativa, що містить ДГК, із вмістом вологи від 
близько 4 % до близько 15 % мас., переважно від близько 6 % до близько 8 % мас. або від 
близько 4 % до близько 8 % мас., більш переважно від близько 4 % до близько 6 % мас., 
причому вміст ДГК в насінні становить щонайменше близько 28 мг на грам насіння, переважно 35 

щонайменше близько 32 мг на грам насіння, щонайменше близько 36 мг на грам насіння, 
щонайменше близько 40 мг на грам насіння, більш переважно щонайменше близько 44 мг на 
грам насіння або щонайменше близько 48 мг на грам насіння, близько 80 мг на грам насіння або 
від близько 30 мг до близько 800 мг на грам насіння. 

У варіанті реалізації винаходу розкрита клітина за винаходом, трансгенний організм за 40 

винаходом, рослина олійної культури за винаходом, рослина Brassica napus, B. juncea або 
Camelina sativa за винаходом, частина рослини за винаходом або насіння за винаходом, які 
можуть застосовуватися для одержання екстрагованого ліпіду, що володіє одним або більш або 
всіма ознаками, визначеними в цьому документі. 

Ще в одному аспекті цього винаходу розкривається спосіб одержання рослини або клітини 45 

за винаходом, які можуть застосовуватися для одержання екстрагованого ліпіду за винаходом, 
причому спосіб включає: 

а) аналіз рівня ДГК та/або ДПК у ліпіді, продукованому однією або більше частинами 
рослини, такими як насіння, або рекомбінантними клітинами, такими як мікробні клітини, від 
декількох рослин або рекомбінантних клітин, таких як мікробні клітини, причому кожна рослина 50 

або рекомбінантна клітина, така як мікробна клітина, містить один або більше екзогенних 
полінуклеотидів, що кодують один із наступних наборів ферментів; 

i) ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
ii) Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-

елонгаза,  55 

iii) Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 

iv) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 

v) ω3-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза,  60 
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vi) Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 

vii) Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-
елонгаза,  

viii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-5 

десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
ix) ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
x) Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза,  
xi) Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
xiii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-10 

елонгаза і Δ5-елонгаза, або 
xiv) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-

елонгаза і Δ5-елонгаза,  
причому кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з одним або більше промоторами, 

здатними керувати експресією вказаних полінуклеотидів у клітині частини рослини або 15 

рекомбінантній клітині, і 
б) ідентифікацію із множини рослин або рекомбінантних клітин рослини або рекомбінантної 

клітини, які можуть застосовуватися для одержання екстрагованого рослинного ліпіду або 
клітинного ліпіду за винаходу в одній або більше їх частин, і 

в) необов'язково, одержання потомства рослин або рекомбінантних клітин від 20 

ідентифікованої рослини або рекомбінантної клітини, або їх насіння.  
У варіанті реалізації рослина або рекомбінантна клітина додатково містить екзогенний 

полінуклеотид, що кодує ЛФААТ, як визначено у даному описі. 
Переважно, рослина-нащадок належить щонайменше до другого або третього покоління 

відносно ідентифікованої рослини, і переважно є гомозиготною по одному або більше 25 

полінуклеотидах. Більш переважно, один або більш полінуклеотидів присутні у рослині-нащадку 
тільки в одному інсерційному локусі. Таким чином, у винаході пропонується спосіб, який може 
застосовуватися як спосіб скринінгу для ідентифікації рослини або її насіння з числа багатьох 
трансформованих рослин або насінин кандидатів, причому ідентифікована рослина або її 
рослина-нащадок продукує ліпід за винаходом, переважно у насінні. Таку рослина або рослину-30 

нащадок або її насіння відбирають, якщо вона продукує ліпід за винаходом, зокрема із вказаним 
рівнем ДГК та/або рівнем ДПК, або не відбирають, якщо вона не продукує ліпіду за винаходом. 

У варіанті реалізації екзогенні полінуклеотиди, що присутні у клітині, такій як мікробна 
клітина, або рослині або її частині, як визначено у даному описі, стають стабільно 
інтегрованими до геному клітини, рослини або частини рослини, такої як насіння. Переважно, 35 

екзогенний(і) полінуклеотид(и) стають стабільно інтегрованими до геному клітини, рослини або 
частини рослини, такої як насіння, в одному локусі в геномі, і переважно є гомозиготними по 
інсерції. Більш переважно, рослина, частина рослини або насіння додатково характеризується 
тим, що в ньому відсутні екзогенні полінуклеотиди, окрім однієї або більше молекул T-ДНК. 
Таким чином, жодних екзогенних векторних послідовностей не інтегровано до геному, окрім 40 

послідовностей T-ДНК. 
У варіанті реалізації, перед стадією а) спосіб включає введення одного або більше 

екзогенних полінуклеотидів в одну або більше клітин рослини.  
Додатково пропонується рослина, одержана із застосуванням способу за винаходом, і 

насіння такої рослини. 45 

У варіанті реалізації рослина за винаходом володіє як чоловічою, так і жіночою 
фертильністю, переважно з рівнями як чоловічої, так і жіночої фертильності, що складають 
щонайменше 70 % відносно відповідної рослини дикого типу, або переважно є такими ж. У 
варіанті реалізації пилок, що продукується рослиною за винаходом або рослиною, одержаною із 
насіння за винаходом, є на 90-100 % життєздатним за даними фарбування фарбником для 50 

визначення життєздатності. Наприклад, життєздатність пилку можна оцінити, як описано у 
Прикладі 1.  

В іншому аспекті цього винаходу розкривається спосіб одержання насіння, який включає: 
а) вирощування рослини за винаходом або рослини, яка утворює частину, розкриту в цьому 

документі, переважно в полі як частини популяції розміром щонайменше 1000 або 2000 або 55 

3000 таких рослин або на площі щонайменше 1 гектар або 2 гектари або 3 гектари, насаджених 
із стандартною щільністю насадження, 

б) збір урожаю насіння з рослини або рослин, і 
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в) необов'язково, екстракцію ліпіду з насіння, переважно з одержанням олії із загальним 
виходом ДГК та/або вихолом ДПК щонайменше 60 кг або 70 кг або 80 кг ДГК та/або ДПК на 
гектар. 

У варіанті реалізації винаходу рослина, клітина рослини, частина рослини або насіння за 
винаходом володіє однією або більше з наступних ознак: 5 

i) олія є такою, як розкрито в цьому документі, 
ii) частина рослини або насіння можуть застосовуватися в способі за винаходом, 
Наприклад, насіння може застосовуватися для одержання рослини за винаходом. Рослина 

може бути вирощена в полі або в теплиці із стандартними умовами, наприклад, як описано у 
Прикладі 1. 10 

У подальшому аспекті цього винаходу розкривається ліпід або олія, продуковані або 
одержані із застосуванням способу за винаходом, із клітини за винаходом, трансгенного 
організму за винаходом, рослини олійної культури за винаходом, рослини виду Brassica, 
Brassica napus, B. juncea, G. max або Camelina sativa за винаходом, частини рослини за 
винаходом, насіння за винаходом або рослини, клітини рослини, частини рослини або насіння 15 

за винаходом. Переважно, ліпід або олію очищують для видалення забруднюючих речовин, 
таких як нуклеїнова кислота (ДНК та/або РНК), білок та/або вуглевод, або пігментів, таких як 
хлорофіл. Крім того, ліпід або олія можуть бути очищені з метою збільшення вмісту ТАГ, 
наприклад, шляхом видалення вільних жирних кислот (ВЖК) або фосфоліпіду. 

У варіанті реалізації винаходу ліпід або олія одержані екстракцією олії з олійної культури. 20 

Приклади олії з олійних культур включають, без обмеження, олію рапсу (Brassica napus, підвид 
Brassica rapa), олію гірчиці (Brassica juncea), іншу олію виду Brassica, соняшникову олію 
(Helianthus annus), льняну олію (Linum usitatissimum), соєву олію (Glycine max), сафлорову олію 
(Carthamus tinctorius), кукурудзяну олію (Zea mays), олію тютюну (Nicotiana tabacum), арахісове 
масло (Arachis hypogaea), пальмову олію, бавовняну олію (Gossypium hirsutum), кокосове масло 25 

(Cocos nucifera), олію авокадо (Persea americana), оливкову олію (Olea europaea), олію кеш’ю 
(Anacardium occidentale), олію макадамії (Macadamia intergrifolia), мигдальну олію (Prunus 
amygdalus) або олію насіння Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). 

У варіанті реалізації клітина (рекомбінантна клітина) за винаходом або використовувана у 
відповідності до винаходу, є мікробною клітиною, такою як клітина, придатна для ферментації, 30 

переважно масляниста мікробна клітина, здатна акумулювати триацилгліцероли до рівня 
щонайменше 25 % в перерахунку на масу. Переважними процесами ферментації є анаеробні 
процеси ферментації, як добре відомі з рівня техніка. Придатні ферментуючі клітини, звичайно 
мікроорганізми, здатні ферментувати, тобто, перетворювати цукри, такі як глюкоза або 
мальтоза, прямо або непрямо, на бажані жирні кислоти. Приклади ферментуючих 35 

мікроорганізмів включають грибкові організми, такі як дріжджі. В даному описі «дріжджі» 
включають види Saccharomyces, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlbergensis, види 
Candida, види Kluveromyces, види Pichia, види Hansenula, види Trichoderma, Lipomyces starkey і 
переважно Yarrowia lipolytica.  

У подальшому аспекті цього винаходу розкривається жирна кислота, продукована або 40 

одержана із застосуванням способу за винаходом, з клітини за винаходом, трансгенного 
організму за винаходом, рослини олійної культури за винаходом, рослини виду Brassica, 
Brassica napus, B. juncea, G. max або Camelina sativa за винаходом, частини рослини за 
винаходом, насіння за винаходом, або рослини, клітини рослини, частини рослини або насіння 
за винаходом. Переважно жирна кислота являє собою ДГК. Жирна кислота може знаходитися в 45 

суміші жирних кислот, склад жирних кислот у якій є таким, як розкрито в цьому документі, або 
суміш може бути збагачена таким чином, щоб жирна кислота становила щонайменше 40 % або 
щонайменше 90 % від вмісту жирних кислот в суміші. У варіанті реалізації винаходу жирна 
кислота є неестерифікованою. Як альтернатива, жирна кислота є естерифікованою із 
застосуванням, наприклад, метильної, етильної, пропільної або бутильної групи. 50 

Додатково розкривається шрот, одержаний із насіння за винаходом або одержаний із 
рослини за винаходом. Переважний шрот включає, не обмежуючись цим, шрот Brassica napus, 
B. juncea, Camelina sativa або Glycine max. У варіанті реалізації шрот містить екзогенний(і) 
полінуклеотид(и) та/або генетичні конструкції, як розкрито у даному документі. У переважному 
варіанті реалізації в шроті залишається частина ліпіду або олії, продукованого у насінні, з якого 55 

одержаний шрот, але на низькому рівні (наприклад, менш ніж 2 % мас.) після екстракції більшої 
частини ліпіду або олії. Шрот може застосовуватися як корм для тварин або як інгредієнт у 
виробництві харчових продуктів. 

В іншому аспекті цього винаходу розкривається композиція, що містить один або більше з 
ліпіду або олії за винаходом, жирної кислоти за винаходом, генетичної конструкції за 60 
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винаходом, виділеного та/або екзогенного полінуклеотиду за винаходом, вектора або 
генетичної конструкції за винаходом, клітини за винаходом, трансгенного організму за 
винаходом, рослини олійної культури за винаходом, рослини виду Brassica, Brassica napus, B. 
juncea, Glycine max або Camelina sativa за винаходом, частини рослини за винаходом, насіння 
за винаходом, рослини, рослинної клітини, частини рослини або насіння за винаходом або 5 

макухи за винаходом. У варіантах реалізації винаходу композиція містить носій, придатний для 
фармацевтичного, харчового або сільськогосподарського застосування, сполуки для обробки 
насіння, добриво, інший харчовий продукт або поживний інгредієнт, або додатковий білок або 
вітаміни. 

Також розкриті корми, косметика або хімічні речовини, що містять одне або більше з ліпіду 10 

або олії за винаходом, жирної кислоти за винаходом, клітини за винаходом, рослини олійної 
культури за винаходом, рослини виду Brassica, Brassica napus, B. juncea, Glycine max або 
Camelina sativa за винаходом, частини рослини за винаходом, насіння за винаходом, насіння за 
винаходом, шрот за винаходом або композиції за винаходом. 

В іншому аспекті цього винаходу розкривається спосіб одержання корму, який включає 15 

змішування одного або більше ліпідів, або олії за винаходом, жирної кислоти за винаходом, 
клітини за винаходом, рослини олійної культури за винаходом, рослини виду Brassica, Brassica 
napus, B. juncea, Glycine max або Camelina sativa за винаходом, частини рослини за винаходом, 
насіння за винаходом, рослини, шроту за винаходом або композиції за винаходом, щонайменше 
із ще одним поживним інгредієнтом. Спосіб може включати стадії змішування, термічної 20 

обробки, випічки, екструдування, емульгації або іншої обробки фуражу або пакування фуражу 
або аналізу вмісту ліпіду або олії у фуражі. 

В іншому аспекті цього винаходу розкривається спосіб лікування або попередження стану, 
при якому ПНЖК здійснюють сприятливу дію, причому вказаний спосіб включає введення 
суб'єкту одного або більше з ліпіду або олії за винаходом, жирної кислоти за винаходом, 25 

генетичної конструкції за винаходом, виділеного та/або екзогенного полінуклеотиду за 
винаходом, вектора або генетичної конструкції за винаходом, клітини за винаходом, 
трансгенного організму за винаходом, рослини олійної культури за винаходом, рослини виду 
Brassica, Brassica napus, B. juncea, Glycine max або Camelina sativa за винаходом, частини 
рослини за винаходом, насіння за винаходом, рослини, рослинної клітини, частини рослини або 30 

насіння за винаходом, шроту за винаходом, композиції за винаходом або корму за винаходом. У 
переважному варіанті реалізації ПНЖК вводять у формі фармацевтичної композиції, що містить 
етиловий ефір ПНЖК. Суб'єкт може бути людиною або твариною, окрім людини. 

Приклади станів, при яких ПНЖК здійснюють сприятливу дію, включають, без обмеження, 
підвищені рівні тригліцеролів в сироватці, підвищені рівні холестерину у сироватці, наприклад, 35 

підвищені рівні ЛПНП холестерину, серцеву аритмію, ангіопластику, запалення, астму, псоріаз, 
остеопороз, камені в нирках, СНІД, множинний склероз, ревматоїдний артрит, хворобу Крона, 
шизофренію, рак, плодовий алкогольний синдром, синдром гіперактивності і дефіциту уваги, 
муковісцидоз, фенілкетонурію, уніполярну депресію, агресивну ворожість, 
адренолейкодістрофію, захворювання коронарних судин серця, гіпертензію, діабет, ожиріння, 40 

хворобу Альцгеймера, хронічне обструктивне захворювання легенів, виразковий коліт, рестеноз 
після ангіопластики, екзему, гіпертонію, агрегацію тромбоцитів, шлунково-кишкову кровотечу, 
ендометріоз, передменструальний синдром, міалгічний енцефаломієліт, хронічну втомленість 
після вірусних інфекцій або захворювання очей. 

Також розкрите застосування одного або більше з ліпіду або олії за винаходом, жирної 45 

кислоти за винаходом, генетичної конструкції за винаходом, виділеного та/або екзогенного 
полінуклеотиду за винаходом, вектора або генетичної конструкції за винаходом, клітини за 
винаходом, трансгенного організму за винаходом, рослини олійної культури за винаходом, 
рослини виду Brassica, Brassica napus, B. juncea, Glycine max або Camelina sativa за винаходом, 
частини рослини за винаходом, насіння за винаходом, рослини, рослинної клітини, частини 50 

рослини або насіння за винаходом, шроту за винаходом, композиції за винаходом або харчових 
продуктів (корму) за винаходом для виробництва лікарського засобу для лікування або 
попередження стану, при якому ПНЖК, переважно ДГК та/або ДПК, здійснюють сприятливу дію. 

Одержання лікарського засобу може включати змішування олії за винаходом з 
фармацевтично прийнятним носієм, з метою лікування стану, розкритого в цьому документі. 55 

Спосіб може включати, по-перше, очищення та/або переестерифікацію олії та/або 
фракціонування олії, з метою підвищення рівня ДГК та/або ДПК. У конкретному варіанті 
реалізації винаходу спосіб включає обробку ліпіду або олії, наприклад, олії рапсу, з метою 
перетворення жирних кислот в олії на алкілові ефіри, наприклад, метилові або етилові ефіри. 
Подальша обробка, наприклад, фракціонування або дистиляція, може застосовуватися для 60 
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збагачення ліпіду або олії ДГК та/або ДПК. У переважному варіанті реалізації винаходу 
лікарський засіб містить етилові ефіри ДГК та/або ДПК. У ще більш переважному варіанті 
реалізації винаходу рівень етилових ефірів ДГК та/або ДПК в лікарському засобі становить від 
30 % до 50 %. Лікарський засіб може додатково містити етилові ефіри ЕПК, наприклад, від 30 % 
до 50 % або щонайменше 80 % або щонайменше 85 % або щонайменше 90 % або щонайменше 5 

95 % від загального вмісту жирних кислот в лікарському засобі. Такі лікарські засоби придатні 
для введення суб'єктам-людям або тваринам при лікуванні медичних станів, як розкрито в 
цьому документі. 

В іншому аспекті цього винаходу розкривається спосіб торгівлі насінням, який включає 
одержання насіння за винаходом і торгівлі одержаним насінням з одержанням грошової вигоди. 10 

У варіанті реалізації винаходу одержання насіння включає культивацію рослин за 
винаходом та/або збір урожаю насіння з рослин. 

В іншому варіанті реалізації винаходу одержання насіння додатково включає вміщення 
насіння до ємності та/або зберігання насіння. 

У подальшому варіанті реалізації винаходу одержання насіння додатково включає 15 

перевезення насіння в інше місце. 
Ще в одному варіанті реалізації винаходу спосіб додатково включає перевезення насіння в 

інше місце після продажу насіння. 
У подальшому варіанті реалізації винаходу торгівля здійснюється з використанням 

електронних засобів, наприклад, комп'ютера. 20 

Ще в одному аспекті цього винаходу розкривається спосіб одержання бункерів з насінням, 
який включає: 

a) валкування, рядкове компостування та/або жнива наземних частин рослин, що містять 
насіння за винаходом, 

б) молотьбу та/або віяння частин рослин, з відокремленням насіння від залишку частин 25 

рослини, і 
в) просівання та/або сортування насіння, відокремленого на стадії б), і завантаження 

просіяного та/або сортованого насіння в бункери, з одержанням в такий спосіб бункерів із 
насінням. 

У варіанті реалізації винаходу, якщо це доречно, ліпід або олія, переважно олія з насіння, за 30 

винаходом або придатні у відповідності до винаходу, містять близько такі рівні жиру, як 
розкрито в Таблиці в розділі Прикладів, наприклад, насіння 14 CT136-27-18-2 або CT136-27-18-
19 з Табл. 10 або олія насіння із Табл. 12, 20, 22, 23 або 24. 

Будь-який варіант реалізації в цьому документі слід інтерпретувати як застосовний, з 
відповідними поправками, до будь-якого іншого варіанту, якщо конкретно не вказано інше. 35 

Контекст цього винаходу не повинен обмежуватись конкретними варіантами, розкритими в 
цьому документі, які наведені тільки з метою ілюстрації. Функціонально еквівалентні продукти, 
композиції і способи очевидно знаходяться в межах обсягу винаходу, розкритого в цьому 
документі. 

В цьому документі, якщо конкретно не вказано інше або з контексту очевидно не слідує 40 

інше, посилання на єдину стадію, композицію речовини, групу стадій або групу композицій 
речовини повинно бути інтерпретоване як включаюче однину і множину (тобто, одну або 
більше) таких стадій, композицій речовини, груп стадій або груп композицій речовини. 

Винахід додатково розкритий за допомогою наступних необмежуючих Прикладів, з 
посиланням на додані графічні матеріали. 45 

КОРОТКИЙ ОПИС ГРАФІЧНИХ МАТЕРІАЛІВ 
Фігура 1. Аеробні шляхи біосинтезу ДГК. 
Фігура 2. Карта ділянки вставки T-ДНК від лівої до правої меж pJP3416-GA7. RB позначає 

праву межу; LB, ліва межа; TER, ділянка термінатора транскрипції/поліаденілювання; PRO, 
промотор; кодуючі ділянки показані над стрілками, промотори і термінатори — під стрілками. 50 

Micpu-Δ6D, Δ6-десатураза Micromonas pusilla; Pyrco-Δ6E, Δ6-елонгаза Pyramimonas cordata; 
Pavsa-Δ5D, Δ5-десатураза Pavlova salina; Picpa-ω3D, ω3-десатураза Pichia pastoris; Pavsa-Δ4D, 
Δ4-десатураза P. salina; Lackl-Δ12D, Δ12-десатураза Lachancea kluyveri; Pyrco-Δ5E, Δ5-елонгаза 
Pyramimonas cordata. NOS позначає ділянку термінатора транскрипції/поліаденілювання 
нопалінсинтази Agrobacterium tumefaciens; FP1, укорочений промотор напіну Brassica napus; 55 

FAE1, промотор Arabidopsis thaliana FAE1; Lectin, ділянка термінатора 
транскрипції/поліаденілювання лектину Glycine max; Cnl1 і Cnl2 позначає промотор або 
термінатор конлініну 1 або конлініну 2 Linum usitatissimum. ДПМ позначає ділянку прикріплення 
до матриксу Rb7 з Nicotiana tabacum. 
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Фігура 3. Карта ділянки вставки T-ДНК від лівої до правої межі pJP3404. Позначення такі ж, 
як на Фіг. 2. 

Фігура 4. Вміст олії (мас./мас.) проти вмісту ДГК, як відсоток від загального вмісту жирних 
кислот у ліпіді із трансгенного насіння Arabidopsis thaliana. 

Фігура 5. Позиційний аналіз розподілу ЯМР на А) жирі тунця і, B) олії трансгенних зерен ДГК 5 

Arabidopsis. Піки, позначені «ДГК-альфа» представляють кількість ДГК, присутньої в 
положеннях sn-1 і sn-3 ТАГ (без позиційної переваги це дорівнювало б 66 % від загальної ДГК), 
тоді як піки, позначені «ДГК-бета» представляють кількість ДГК, присутньої в положенні sn-2 
ТАГ (без переваги це дорівнювало би 33 % ДГК). 

Фігура 6. Аналіз методом РХ-МС основних різновидів триацилгліцеролів, що містять ДГК, в 10 

трансгенному насінні, що розвивається (сірі), і зрілих (чорні), А. thaliana. Число, наступне за ДГК, 
позначає загальну кількість атомів вуглецю і загальну кількість подвійних зв'язків у двох інших 
жирних кислотах. Таким чином, ДГК/34:1 може також бути позначений як ТАГ 56:7, тощо. 

Фігура 7. (A) Основна структура фітостерину з кільцем і нумерацією бічного ланцюга. (B) 
Хімічні структури деяких фітостеринів. 15 

Фігура 8. Філогенетичне дерево відомих ЛФКАТ (LPAAT). 
Фігура 9. Різноманітні ферменти обміну ацилу, які переносять жирні кислоти між ФХ, пулами 

КоА і пулами ТАГ. Адаптовано із Singh et al. (2005). 
Фігура 10. Рівні ДГК у загальному вмісті жирних кислот олії із насіння, одержаної з 

індивідуального насіння T2 від насіння B. napus, трансформованого T-ДНК із конструкції GA7-20 

modB. Кожна точка ілюструє рівень ДГК в індивідуальному насінні, причому кожен стовпчик 
точок представляє насіння T2 від індивідуальної рослини T1. 

КЛЮЧ ДО ПЕРЕЛІКУ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 
SEQ ID NO: 1 — послідовність нуклеотидів pJP3416-GA7. 
SEQ ID NO: 2 — послідовність нуклеотидів pGA7-mod_B. 25 

SEQ ID NO: 3 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ12-
десатурази Lachancea kluyveri в рослинах. 

SEQ ID NO: 4 — Δ12-десатураза Lachancea kluyveri. 
SEQ ID NO: 5 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії ω3-десатурази 

Pichia pastoris в рослинах. 30 

SEQ ID NO: 6 — ω3-десатураза Pichia pastoris. 
SEQ ID NO: 7 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ6-десатуразу Micromonas pusilla. 
SEQ ID NO: 8 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ6-десатурази 

Micromonas pusilla в рослинах. 
SEQ ID NO: 9 — Δ6-десатураза Micromonas pusilla. 35 

SEQ ID NO: 10 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ6-десатуразу Ostreococcus 
lucimarinus. 

SEQ ID NO: 11 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ6-
десатурази Ostreococcus lucimarinus в рослинах. 

SEQ ID NO: 12 — Δ6-десатураза Ostreococcus lucimarinus. 40 

SEQ ID NO: 13 — Δ6-десатураза Ostreococcus tauri. 
SEQ ID NO: 14 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ6-елонгазу Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 15 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ6-елонгази 

Pyramimonas cordata в рослинах (вкорочена на 3’ кінці і кодуюча функціональну елонгазу). 
SEQ ID NO: 16 — Δ6-елонгаза Pyramimonas cordata. 45 

SEQ ID NO: 17 – вкорочена Δ6-елонгаза Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 18 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ5-десатуразу Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 19 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ5-

десатурази Pavlova salina в рослинах. 
SEQ ID NO: 20 — Δ5-десатураза Pavlova salina. 50 

SEQ ID NO: 21 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ5-десатуразу Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 22 — Δ5-десатураза Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 23 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ5-елонгазу Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 24 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ5-елонгази 

Pyramimonas cordata в рослинах. 55 

SEQ ID NO: 25 — Δ5-елонгаза Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 26 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ4-десатуразу Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 27 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ4-

десатурази Pavlova salina в рослинах. 
SEQ ID NO: 28 — Δ4-десатураза Pavlova salina. 60 
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SEQ ID NO: 29 — Δ9-елонгаза Isochrysis galbana. 
SEQ ID NO: 30 — кодон-оптимізована відкрита рамка зчитування для експресії Δ9-елонгази 

Emiliania huxleyi в рослинах. 
SEQ ID NO: 31 — Δ9-елонгаза Emiliania huxleyi. 
SEQ ID NO 32 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ9-елонгазу Pavlova pinguis. 5 

SEQ ID NO 33 — Δ9-елонгаза Pavlova pinguis. 
SEQ ID NO 34 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ9-елонгазу Pavlova salina. 
SEQ ID NO 35 — Δ9-елонгаза Pavlova salina. 
SEQ ID NO 36 — відкрита рамка зчитування, кодуюча Δ8-десатуразу Pavlova salina. 
SEQ ID NO 37 — Δ8-десатураза Pavlova salina. 10 

SEQ ID NO 38 — вірусний супресор V2. 
SEQ ID NO 39 — відкрита рамка зчитування, кодуюча вірусний супресор V2. 
SEQ ID NO 40 — ЛФКАТ2 Arabidopsis thaliana. 
SEQ ID NO 41 — ЛФКАТ Limnanthes alba. 
SEQ ID NO 42 — ЛФКАТ Saccharomyces cerevisiae. 15 

SEQ ID NO 43 — ЛФКАТ Micromonas pusilla. 
SEQ ID NO 44 — ЛФКАТ Mortierella alpina. 
SEQ ID NO 45 — ЛФКАТ Braccisa napus. 
SEQ ID NO 46 — ЛФКАТ Brassica napus. 
SEQ ID NO 47 — ω3 десатураза Phytophthora infestans. 20 

SEQ ID NO 48 — ω3 десатураза Thalassiosira pseudonana. 
SEQ ID NO 49 — ω3 десатураза Pythium irregulare. 
SEQ ID NO 50-58 — Олігонуклеотидні праймери/зонди. 
ДЕТАЛЬНИЙ ОПИС ВИНАХОДУ 
Загальні способи і визначення 25 

Якщо конкретно не визначено інше, всі технічні і наукові терміни, використані в цьому 
документі, слід розуміти, як маючі таке ж значення, якого завжди надає їм середній фахівець в 
даній галузі техніки (наприклад, в культивуванні клітин, молекулярній генетиці, синтезі жирних 
кислот, трансгенних рослинах, рекомбінантних клітинах, хімії білка і біохімії). 

Якщо не вказано інше, білок, культура клітин та імунологічні методи, що використовуються в 30 

цьому винаході, являють собою стандартні способи, добре відомі фахівцям з рівня техніки. Такі 
методики описані і пояснені в літературних джерелах, наприклад, J. Perbal, А Practical Guide to 
Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: А Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989), T.A. Brown (редактор), Essential Molecular 
Biology: А Practical Approach, Volumes 1 and 2, IRL Press (1991), D.M. Glover and B.D. Hames 35 

(редактори), DNA Cloning: А Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995 і 1996), F.M. 
Ausubel et al. (редактори), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and 
Wiley-Interscience (1988, включаючи всі видання до сьогоднішнього дня), Ed Harlow and David 
Lane (редактори), Antibodies: А Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988) і J.E. 
Coligan et al. (редактори), Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (включаючи всі 40 

видання до сьогоднішнього дня). 
Термін «та/або», наприклад, «X та/або Y» слід розуміти, як такий, що позначає будь-яке з «X 

і Y» або «X або Y», і його слід інтерпретувати як явно підтримуючий обидва значення або будь-
яке із значень. 

В цьому документі термін «близько», якщо не вказано протилежне, позначає +/- 10 %, більш 45 

переважно +/- 5 %, більш переважно +/- 1 % від наведеного значення. 
В цьому документі слово «включають» або його варіації, наприклад, «включає» або «який 

включає» слід розуміти, як таке, що позначає включення заявленого елементу, цілого числа або 
стадії, або групи елементів, цілих чисел або стадій, але не виключення будь-якого іншого 
елементу, цілого числа або стадії, або групи елементів, цілих чисел або стадій. 50 

Деякі визначення 
В цьому документі терміни «екстрагований рослинний ліпід» і «виділений рослинний ліпід» 

позначають ліпідну композицію, що виділена, наприклад, шляхом подрібнення, з рослини або її 
частини, такої як насіння. Екстрагований ліпід може являти собою відносно неочищену 
композицію, одержану, наприклад, шляхом подрібнення насіння рослини, або більш очищену 55 

композицію, з якої більшість, якщо не всі з одного або більше або кожного із води, нуклеїнових 
кислот, білків і вуглеводів, що походять з рослинного матеріалу, видалені. Нижче розкриті 
приклади способів очищення. У варіанті реалізації винаходу екстрагований або виділений 
рослинний ліпід містить щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше 
близько 80 %, щонайменше близько 90 %, або щонайменше близько 95 мас./ % мас. ліпіду в 60 
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композиції. Ліпід може бути твердим або рідким за кімнатної температури, якщо він є рідиною, 
то має назву олії. У варіанті реалізації винаходу екстрагований ліпід за винаходом не 
змішується з іншим ліпідом, наприклад, ДГК та/або ДПК, продукованою іншим джерелом 
(наприклад, ДГК з риб'ячого жиру). У варіанті реалізації винаходу після екстракції одне або 
більше або всі із співвідношень олеїнова кислота : ДГК та/або ДПК, пальмітинова кислота : ДГК 5 

та/або ДПК, лінолева кислота : ДГК та/або ДПК, і загальні ω6 жирні кислоти : загальні ω3 жирні 
кислоти, істотною мірою не змінюються (наприклад, не більш, ніж 10 % або 5 % змін), в 
порівнянні із співвідношенням в інтактному насінні або клітині. В іншому варіанті реалізації 
винаходу екстрагований рослинний ліпід не обробляється процедурою, такою як гідрогенізація 
або фракціонування, яка може змінити одне або більше або всі із співвідношень олеїнова 10 

кислота : ДГК та/або ДПК, пальмітинова кислота : ДГК та/або ДПК, лінолева кислота : ДГК 
та/або ДПК і загальні ω6 жирні кислоти : загальні ω3 жирні кислоти, в порівнянні із 
співвідношенням в інтактному насінні або клітині. Якщо екстрагований рослинний ліпід за 
винаходом міститься в олії, олія може додатково містити молекули, що не є жирними 
кислотами, наприклад, стероли. 15 

В цьому документі терміни «екстрагована рослинна олія (масло)» і «виділена рослинна олія 
(масло)» позначають речовину або композицію, що містить екстрагований рослинний ліпід або 
виділений рослинний ліпід, що є рідким за кімнатної температури. Олію одержують з рослини 
або її частини, наприклад, насіння. Екстрагована або виділена олія може являти собою відносно 
неочищену композицію, одержану, наприклад, шляхом подрібнення насіння рослини, або більш 20 

очищену композицію, з якої більшість, якщо не всі, з одного або більше або кожного із води, 
нуклеїнових кислот, білків і вуглеводів, що походять з рослинного матеріалу, видалені. 
Композиція може містити інші компоненти, що можуть бути ліпідними або неліпідними. У 
варіанті реалізації винаходу олійна композиція містить щонайменше близько 60 %, 
щонайменше близько 70 %, щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 %, або 25 

щонайменше близько 95 % мас./мас. екстрагованого рослинного ліпіду. У варіанті реалізації 
винаходу екстрагована олія за винаходом не змішується з іншим маслом, таким як ДГК та/або 
ДПК, продукована іншим джерелом (наприклад, ДГК з риб'ячого жиру). У варіанті реалізації 
винаходу, після екстракції одне або більше або всі із співвідношень олеїнова кислота : ДГК 
та/або ДПК, пальмітинова кислота : ДГК та/або ДПК, лінолева кислота: ДГК та/або ДПК і 30 

загальні ω6 жирні кислоти : загальні ω3 жирні кислоти істотно не змінюються (наприклад, не 
більше, ніж 10 % або 5 % змін), в порівнянні із співвідношенням в інтактному насінні або клітині. 
В іншому варіанті реалізації винаходу екстраговану олію рослини не обробляють процедурою, 
такою як гідрогенізація або фракціонування, яка може змінювати одне або більше або всі із 
співвідношень олеїнова кислота : ДГК та/або ДПК, пальмітинова кислота : ДГК та/або ДПК, 35 

лінолева кислота : ДГК та/або ДПК і загальні ω6 жирні кислоти : загальні ω3 жирні кислоти, в 
порівнянні із співвідношенням в інтактному насінні або клітині. Екстрагована рослинна олія за 
винаходом може містити молекули, що не є жирними кислотами, наприклад, стероли. 

У даному описі такі терміни, як «екстрагований мікробний ліпід» або «екстрагована мікробна 
олія» мають значення, аналогічне відповідним термінам «екстрагований рослинний ліпід» і 40 

«екстрагована рослинна олія», відповідно, причому основна відмінність полягає у джерелі ліпіду 
або олії. 

В цьому документі «олія (масло)» являє собою композицію, що містить в основному ліпід і є 
рідкою за кімнатної температури. Наприклад, олія за винаходом переважно містить 
щонайменше 75 %, щонайменше 80 %, щонайменше 85 % або щонайменше 90 % мас. ліпіду. 45 

Як правило, очищена олія містить щонайменше 90 % мас. триацилгліцеролів (ТАГ) від вмісту 
ліпіду в олії. Мінорні компоненти олії, такі як діацилгліцероли (ДАГ), вільні жирні кислоти (ВЖК), 
фосфоліпід і стероли, можуть бути присутніми, як розкрито в цьому документі. 

В цьому документі термін «жирна кислота» позначає карбонову кислоту (або органічну 
кислоту), часто з довгим аліфатичним хвостом, насиченим або ненасиченим. Зазвичай жирні 50 

кислоти містять ланцюг вуглець-вуглецевих зв'язків завдовжки щонайменше 8 атомів вуглецю, 
більш переважно завдовжки щонайменше 12 атомів вуглецю. Переважні жирні кислоти за 
винаходом містять вуглецеві ланцюги завдовжки 18-22 атомів вуглецю (жирні кислоти C18, C20, 
C22), більш переважно 20-22 атоми вуглецю (C20, C22) і, найбільш переважно, 22 атоми 
вуглецю (C22). Більшість жирних кислот, що зустрічаються в природі, містить парну кількість 55 

атомів вуглецю, оскільки в їх біосинтезі приймає участь ацетат, що містить два атоми вуглецю. 
Жирні кислоти можуть бути у вільному стані (неестерифіковані) або в естерифікованій формі, 
наприклад, як частина тригліцеролу, діацилгліцеролу, моноацилгліцеролу, зв'язки з ацил-КоА 
(тіоефір) або іншої форми зв'язку. Жирна кислота може бути естерифікованою як фосфоліпід, 
наприклад, форми фосфатидилхоліну, фосфатидилетаноламіну, фосфатидилсерину, 60 
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фосфатидилгліцеролу, фосфатидилінозитолу або дифосфатидилгліцеролу. У варіанті 
реалізації жирна кислота естерифікована метильною або етильною групою, наприклад, 
метиловий або етиловий ефір ПНЖК C20 або C22. Переважними жирними кислотами є 
метилові або етилові ефіри ЕПК, ДПК або ДГК або суміші ЕПК і ДГК або ЕПК, ДПК і ДГК або ЕПК 
і ДПК. 5 

«Насичені жирні кислоти» не містять подвійних зв'язків або інших функціональних груп 
уздовж ланцюга. Термін «насичений» позначає водень, з тим, що всі атоми вуглецю (окрім 
групи карбонової кислоти [-COOH]) містять максимально можливу кількість водню. Іншими 
словами, омега (ω) кінець містить 3 атоми водню (CH3-), і кожен атом вуглецю в межах ланцюга 
містить 2 атоми водню (-CH2-). 10 

«Ненасичені жирні кислоти» за формою подібні до насичених жирних кислот, за винятком 
того, що одна або більше алкенових функціональних груп присутні вздовж ланцюга, причому 
кожен алкен замінює одинарний зв'язок «-CH2-CH2-» частини ланцюга подвійним зв'язком «-
CH=CH-» (тобто, вуглець приєднаний подвійним зв'язком до іншого атома вуглецю). Два 
наступні атоми вуглецю в ланцюгу, які приєднані до кожної із сторін подвійного зв'язку, можуть 15 

бути присутніми в цис або транс конфігурації, переважно у цис конфігурації. У варіанті реалізації 
склад жирних кислот ліпіду або олії за винаходом включає менш ніж 1 % жирних кислот, що 
містять подвійні вуглець-вуглецеві зв'язки у транс конфігурації (транс жирні кислоти). 

В цьому документі термін «мононенасичена жирна кислота» позначає жирну кислоту, що 
містить щонайменше 12 атомів вуглецю у вуглецевому ланцюгу, і лише одну алкенову групу 20 

(подвійний вуглець-вуглецевий зв'язок) в ланцюгу. В цьому документі терміни «поліненасичена 
жирна кислота» або «ПНЖК» позначають жирну кислоту, яка містить щонайменше 12 атомів 
вуглецю у вуглецевому ланцюгу і щонайменше дві алкенові групи (подвійні вуглець-вуглецеві 
зв'язки). 

В цьому документі терміни «довголанцюгова поліненасичена жирна кислота» і «ДЛ-ПНЖК» 25 

позначають жирну кислоту, яка містить щонайменше 20 атомів вуглецю у вуглецевому ланцюгу і 
щонайменше два подвійні вуглець-вуглецевих зв'язки, і таким чином включають ДДЛ-ПНЖК. В 
цьому документі терміни «поліненасичена жирна кислота з дуже довгим ланцюгом» і «ДДЛ-
ПНЖК» позначають жирну кислоту, яка містить щонайменше 22 атоми вуглецю у вуглецевому 
ланцюгу і щонайменше три подвійні вуглець-вуглецевих зв'язки. Звичайно, кількість атомів 30 

вуглецю у вуглецевому ланцюгу жирних кислот відноситься до нерозгалуженого вуглецевого 
ланцюга. Якщо вуглецевий ланцюг розгалужений, кількість атомів вуглецю виключає атоми 
вуглецю бічних груп. В одному варіанті реалізації винаходу довголанцюгова поліненасичена 
жирна кислота являє собою ω3 жирну кислоту, тобто, містить десатурацію (подвійний вуглець-
вуглецевий зв'язок) в положенні третього вуглець-вуглецевого зв'язку від метильного кінця 35 

жирної кислоти. В іншому варіанті реалізації винаходу довголанцюгова поліненасичена жирна 
кислота є ω6 жирною кислотою, тобто, містить десатурацію (подвійний вуглець-вуглецевий 
зв'язок) в положенні шостого вуглець-вуглецевого зв'язку від метильного кінця жирної кислоти. 
В іншому варіанті реалізації винаходу довголанцюгова поліненасичена жирна кислота вибрана з 
групи, що складається з: арахідонової кислоти (АРК, 20:4Δ5,8,11,14; ω6), ейкозатетраєнової 40 

кислоти (ЕТК, 20:4Δ8,11,14,17, ω3), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК, 20:5Δ5,8,11,14,17; ω3), 
докозапентаєнової кислоти (ДПК, 22:5Δ7,10,13,16,19, ω3) або докозагексаєнової кислоти (ДГК, 
22:6Δ4,7,10,13,16,19, ω3). Крім того, ДЛ-ПНЖК можуть являти собою дигомо-γ-лінолеву кислоту 
(ДГЛК) або ейкозатриєнову кислоту (ЕТрК, 20:3Δ11,14,17, ω3). Буде очевидно, що ДЛ-ПНЖК, 
одержана у відповідності до винаходу, може бути сумішшю будь-яких або всіх згаданих вище 45 

сполук, і може містити іншу ДЛ-ПНЖК або похідні будь-якої з наведених ДЛ-ПНЖК. У 
переважному варіанті реалізації ω3 жирні кислоти являють собою щонайменше ДГК та/або ДПК, 
переважно, ДПК і ДГК, або ЕПК, ДПК і ДГК, або ЕПК і ДПК. Після екстракції з рослини ДГК 
присутня у ліпіді або олії на рівні 20,1-30 % або від 20,1 % до 35 %, переважно від 30 % до 35 % 
від складу загальних жирних кислот. Наприклад, ДГК присутня на рівні від 30,1 % до 35 % від 50 

складу загальних жирних кислот. У варіанті реалізації рівень ДГК перевищує рівень ДПК, більш 
переважно, перевищує рівень кожної з ЕПК і ДПК, найбільш переважно, перевищує сумарний 
рівень ЕПК і ДПК. У альтернативному варіанті реалізації ДПК присутня на рівні від близько 7 % 
до 30 % або 35 %, і ДГК присутня або відсутня, або, якщо вона присутня, то присутня на рівні 
менш ніж 2,0 %, переважно менш ніж 1,0 %, більш переважно, менш ніж 0,5 % від загального 55 

складу жирних кислот у композиції і, найбільш переважно, відсутня або не піддається 
виявленню. Це може забезпечуватися відсутністю активності Δ4-десатурази у клітині. У варіанті 
реалізації рівень ДПК перевищує ЕПК, більш переважно перевищує рівень кожної з ЕПК і ДГК, 
найбільш переважно перевищує сумарний рівень ЕПК і ДГК. У даному варіанті реалізації ДГК 
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може бути відсутня або, якщо вона присутня, то присутня на рівні менш ніж 0,5 % від складу 
загальних жирних кислот. 

Додатково, в цьому документі терміни «довголанцюгова поліненасичена жирна кислота» і 
«поліненасичена жирна кислота з дуже довгим ланцюгом» позначають жирну кислоту, що 
знаходиться у вільному стані (неестерифіковану) або в естерифікованій формі, наприклад, як 5 

частина тригліцеролу, діацилгліцеролу, моноацилгліцеролу, зв'язки з ацил-КоА (тіоефір) або 
іншої форми зв'язку. У тригліцеролі, ДЛ-ПНЖК або ДДЛ-ПНЖК, такі як ДГК або ДПК, можуть 
бути естерифіковані у положеннях sn-1/3 або sn-2, або тригліцерол може містити дві або три 
ацильних групи, вибрані із ацильних груп ДЛ-ПНЖК і ОДЛ-ПНЖК. Наприклад, тригліцерол може 
містити ДГК або ДПК як в sn-1, так і в sn-3 положеннях. Жирна кислота може бути 10 

естерифікованою як фосфоліпід, наприклад, форми фосфатидилхоліну (ФХ), 
фосфатидилетаноламіну, фосфатидилсерину, фосфатидилгліцеролу, фосфатидилінозитолу 
або дифосфатидилгліцеролу. Тому, ДЛ-ПНЖК може бути присутньою як суміш форм в ліпіді 
клітини або очищеній олії або ліпіді, екстрагованих з клітин, тканин або організмів. У 
переважних варіантах реалізації винаходу розкривається олія, що містить щонайменше 75 % 15 

або щонайменше 85 % триацилгліцеролів, причому решта представлена іншими формами 
ліпіду, такими як згадані вище, у яких присутні щонайменше вказані триацилгліцероли, що 
містять ДЛ-ПНЖК. В подальшому олія може бути додатково очищена або оброблена, 
наприклад гідролізом із сильною основою, з метою вивільнення вільних жирних кислот, або 
дистиляцією, тощо. 20 

В цьому документі вираз «загальні ω6 жирні кислоти» або «загальний вміст ω6 жирних 
кислот» або подібний позначає суму всіх ω6 жирних кислот, естерифікованих і 
неестерифікованих, в екстрагованому ліпіді, олії, рекомбінантній клітині, частині рослини або 
насінні, як визначається контекстом, виражену як відсоток від загального вмісту жирних кислот. 
Вказані ω6 жирні кислоти включають ( за наявності) ЛК, ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК і ω6-ДПК, але 25 

виключають будь-які ω3 жирні кислоти і мононенасичені жирні кислоти. Все ω6 жирні кислоти, 
присутні в рослинах, насінні, ліпіді або оліях за винаходом, входять до класу поліненасичених 
жирних кислот (ПНЖК). 

В цьому документі вираз «нові ω6 жирні кислоти» або «вміст нових ω6 жирних кислот» або 
подібний позначає суму всіх ω6 жирних кислот, за винятком ЛК, естерифікованих і 30 

неестерифікованих, в екстрагованому ліпіді, олії, рекомбінантній клітині, частині рослини або 
насінні, як визначається контекстом, виражену, як відсоток від загального вмісту жирних кислот. 
Такі нові ω6 жирні кислоти є жирними кислотами, продукованими в клітинах, рослинах, частинах 
рослини і насінні за винаходом шляхом експресії генетичних конструкцій (екзогенні 
полінуклеотиди), введених в клітини, і включають (за наявності) ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК і ω6-ДПК, 35 

але виключають ЛК і будь-які ω3 жирні кислоти і мононенасичені жирні кислоти. Характерний 
загальний вміст ω6 жирних кислот і вміст нових ω6 жирних кислот визначається за 
перетворенням жирних кислот у зразку на МЕЖК і результатами аналізу ГХ, як розкрито в 
Прикладі 1. 

В цьому документі вираз «загальні ω3 жирні кислоти» або «загальний вміст ω3 жирних 40 

кислот» або подібний позначає суму всіх ω3 жирних кислот, естерифікованих і 
неестерифікованих, в екстрагованому ліпіді, олії, рекомбінантній клітині, частині рослини або 
насінні, як визначається контекстом, виражену, як відсоток від загального вмісту жирних кислот. 
Такі ω3 жирні кислоти включають (якщо вони присутні) АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК, і 
виключають будь-які ω6 жирні кислоти і мононенасичені жирні кислоти. Все ω6 жирні кислоти, 45 

присутні в рослинах, насінні, ліпіді або оліях за винаходом, входять до класу поліненасиченних 
жирних кислот (ПНЖК). 

В цьому документі вираз «нові ω3 жирні кислоти» або «вміст нових ω3 жирних кислот» або 
подібний позначає суму всіх ω3 жирних кислот, за винятком АЛК, естерифікованих і 
неестерифікованих, в екстрагованому ліпіді, олії, рекомбінантній клітині, частині рослини або 50 

насінні, як визначається контекстом, виражену, як відсоток від загального вмісту жирних кислот. 
Такі нові ω3 жирні кислоти є ω3 жирними кислотами, продукованими в клітинах, рослинах, 
частинах рослин і насінні за винаходом шляхом експресії генетичних конструкцій (екзогенні 
полінуклеотиди), введених в клітини, і включають (якщо вони присутні) СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, 
ДПК і ДГК, але виключають АЛК і будь-які ω6 жирні кислоти і мононенасичені жирні кислоти. 55 

Характерний загальний вміст ω3 жирних кислот і вміст нових ω3 жирних кислот визначається за 
перетворенням жирних кислот у зразку на МЕЖК і результатами аналізу ГХ, як розкрито в 
Прикладі 1. 

Як буде зрозуміле кваліфікованому фахівцю, термін «одержання частини рослини» як стадія 
у способі за винаходом може включати одержання однієї або більше частин рослини для 60 
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застосування у способі. Одержання частини рослини включає збирання врожаю частини 
рослини із рослини, наприклад, за допомогою комбайна, або придбання частини рослини або 
одержання частини рослини від постачальника. В іншому прикладі, одержання частини рослини 
може бути придбанням рослини у будь-кого іншого, хто зібрав урожай частини рослини. 

Білки десатураза, елонгаза і ацилтрансфераза та гени, що кодують їх, які можуть 5 

застосовуватися у відповідності до винаходу, є будь-якими з відомих в рівні техніки або їх 
гомологами або похідними. Приклади таких генів і розмір кодованих білків наведені в Табл. 1. 
Ферменти десатурази, для яких продемонстровано участь в біосинтезі ДЛ-ПНЖК, всі належать 
до групи так званих «фронт-енд» десатураз. Переважними білками або комбінаціями білків є 
кодовані генетичними конструкціями, запропонованими в даному описі як SEQ ID NO: 1 і 2. 10 

 
Таблиця 1 

 
Клоновані гени, що беруть участь в біосинтезі ДЛ-ПНЖК 

 

Фермент 
Тип  

організму 
Вид 

Номери  
доступу 

Розмір  
білка 
(ак) 

Посилання 

Δ4-десатураза Найпростіші Euglena gracilis AY278558 541 Meyer et al., 2003 

 Водорості Pavlova lutherii AY332747 445 Tonon et al., 2003 

  Isochrysis galbana AAV33631 433 
Pereira et al., 
2004b 

  Pavlova salina AAY15136 447 Zhou et al., 2007 

 Траустохітридієві 
Thraustochytrium 
aureum 

AAN75707 
AAN75708 
AAN75709 
AAN75710 

515 Отсутствуют 

  
Thraustochytrium sp. 
ATCC21685 

AAM09688 519 Qiu et al., 2001 

Δ5-десатураза Ссавці Homo sapiens AF199596 444 
Cho et al., 1999b 
Leonard et al., 
2000b 

 Нематода 
Caenorhabditis 
elegans 

AF11440, 
NM_069350 

447 

Michaelson et al., 
1998b; 
Watts and Browse, 
1999b 

 Гриби Mortierella alpina AF067654 446 

Michaelson et al., 
1998a; 
Knutzon et al., 
1998 

  Pythium irregulare AF419297 456 Hong et al., 2002a 

  
Dictyostelium  
discoideum 

AB022097 467 Saito et al., 2000 

  Saprolegnia diclina  470 WO02081668 

 Діатомові 
Phaeodactylum  
tricornutum 

AY082392 469 
Domergue et al., 
2002 

 Водорості Thraustochytrium sp. AF489588 439 Qiu et al., 2001 

  
Thraustochytrium 
aureum 

 439 WO02081668 

  Isochrysis galbana  442 WO02081668 

 Мох 
Marchantia 
polymorpha 

AY583465 484 
Kajikawa et al., 
2004 

Δ6-десатураза Ссавці Homo sapiens NM_013402 444 
Cho et al., 1999a; 
Leonard et al., 
2000 

  Mus musculus NM_019699 444 Cho et al., 1999a 

 Нематода 
Caenorhabditis 
elegans 

Z70271 443 Napier et al., 1998 

 



UA   122768   C2 

32 

Фермент 
Тип  

організму 
Вид 

Номери  
доступу 

Розмір  
білка 
(ак) 

Посилання 

 Рослини Borago officinales U79010 448 
Sayanova et al., 
1997 

  Echium 
AY055117 
AY055118 

 
Garcia-Maroto et 
al., 2002 

  Primula vialii AY234127 453 
Sayanova et al., 
2003 

  Anemone leveillei AF536525 446 
Whitney et al., 
2003 

 Мохи Ceratodon purpureus AJ250735 520 
Sperling et al., 
2000 

  
Marchantia 
polymorpha 

AY583463 481 
Kajikawa et al., 
2004 

  Physcomitrella patens CAA11033 525 Girke et al., 1998 

 Гриби Mortierella alpina 
AF110510 
AB020032 

457 
Huang et al., 1999; 
Sakuradani et al., 
1999 

  Pythium irregulare AF419296 459 Hong et al., 2002a 

  Mucor circinelloides AB052086 467 NCBI* 

  вид Rhizopus AY320288 458 Zhang et al., 2004 

  Saprolegnia diclina  453 WO02081668 

 Діатомові 
Phaedactylum 
tricornutum 

AY082393 477 
Domergue et al., 
2002 

 Бактерії Synechocystis L11421 359 Reddy et al., 1993 

 Водорості 
Thraustochytrium 
aureum 

 456 WO02081668 

Біфункціональна 
Δ5/Δ6-
десатураза 

Риба Danio rerio AF309556 444 
Hastings et al., 
2001 

C20 Δ8-
десатураза 

Водорості Euglena gracilis AF139720 419 
Wallis and Browse, 
1999 

 Рослини Borago officinales AAG43277 446 
Sperling et al., 
2001 

Δ6-елонгаза Нематода 
Caenorhabditis 
elegans 

NM_069288 288 
Beaudoin et al., 
2000 

 Мохи Physcomitrella patens  AF428243 290 Zank et al., 2002 

  
Marchantia 
polymorpha 

AY583464 290 
Kajikawa et al., 
2004 

 Гриби Mortierella alpina AF206662 318 
Parker-Barnes et 
al., 2000 

 Водорості Pavlova lutheri**  501 WO 03078639 

  Thraustochytrium AX951565 271 WO 03093482 

  
вид 
Thraustochytrium** 

AX214454 271 WO 0159128 

ПНЖК-елонгаза Ссавці Homo sapiens AF231981 299 

Leonard et al., 
2000b; 
Leonard et al., 
2002 

  Rattus norvegicus AB071985 299 Inagaki et al., 2002 

  Rattus norvegicus** AB071986 267 Inagaki et al., 2002 

  Mus musculus AF170907 279 Tvrdik et al., 2000 

  Mus musculus AF170908 292 Tvrdik et al., 2000 

 Риба Danio rerio AF532782 
291 

(282) 
Agaba et al., 2004 

  Danio rerio** NM_199532 266 Lo et al., 2003 

 Черв’як 
Caenorhabditis 
elegans 

Z68749 309 
Abbott et al., 1998 
Beaudoin et al., 
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Фермент 
Тип  

організму 
Вид 

Номери  
доступу 

Розмір  
білка 
(ак) 

Посилання 

2000 

 Водорості 
Thraustochytrium 
aureum** 

AX464802 272 WO 0208401-A2 

  Pavlova lutheri**  320 WO 03078639 

Δ9-елонгаза Водорості Isochrysis galbana AF390174 263 Qi et al., 2002 

  Euglena gracilis  258 WO 08/128241 

Δ5-елонгаза Водорості Ostreococcus tauri AAV67798 300 Meyer et al., 2004 

  Pyramimonas cordata  268 WO 2010/057246 

  
вид Pavlova 
CCMP459 

AAV33630 277 
Pereira et al., 
2004b 

  Pavlova salina AAY15135 302 Robert et al., 2009 

 Діатомові 
Thalassiosira  
pseudonana 

AAV67800 358 Meyer et al., 2004 

 Риба Oncorhynchus mykiss CAM55862 295 WO 06/008099 

 Мох 
Marchantia 
polymorpha 

BAE71129 348 
Kajikawa et al., 
2006 

 
* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ** Функція не доведена/не продемонстрована 

 
 
В цьому документі термін «фронт-енд десатураза» позначає члена класу ферментів, які 

вводять подвійний зв'язок між карбоксильною групою і вже існуючою ненасиченою частиною 
ацильного ланцюга ліпідів, які структурно характеризуються присутністю домену N-кінцевого 
цитохром b5, разом з типовим доменом десатурази жирних кислот, що містить три високою 5 

мірою консервативних гістидинових бокси (Napier et al., 1997). 
Активність будь-якої з елонгаз або десатураз для застосування у відповідності до винаходу 

може бути протестована шляхом експресії гена, що кодує фермент, в клітині, такій як, 
наприклад, дріжджова клітина, рослинна клітина, або переважно в соматичних ембріонах або 
трансгенних рослинах, і визначення того, чи володіє клітина, ембріон або рослина підвищеною 10 

здатністю до продукування ДЛ-ПНЖК, в порівнянні з аналогічною клітиною, ембріоном або 
рослиною, у яких фермент не експресується. 

В одному варіанті реалізації винаходу одна або більше десатураз та/або елонгаз для 
застосування у відповідності до винаходу можуть бути одержані з мікроводорості і очищені, 
тобто мати послідовність амінокислот, ідентичну поліпептиду, який може бути одержаний з 15 

мікроводорості і очищений. 
Хоча деякі ферменти конкретно розкриваються в цьому документі як «біфункціональні», 

відсутність такого терміну не обов'язково означає, що конкретний фермент не володіє іншою 
активністю, окрім конкретно розкритої. 

Десатурази 20 

В цьому документі термін «десатураза» позначає фермент, що здатний вводити подвійний 
вуглець-вуглецевий зв'язок до ацильної групи жирнокислотного субстрату, який звичайно 
знаходиться в естерифікованій формі, наприклад, ефіри ацил-КоА. Ацильна група може бути 
естерифікована до фосфоліпіду, наприклад, фосфатидилхолін (ФХ), або до білка-носія ацилу 
(БНА), або, в переважному варіанті реалізації винаходу, до КоА. Десатурази загалом можуть 25 

бути розділені на три групи, відповідно. В одному варіанті реалізації винаходу десатураза являє 
собою фронт-енд десатуразу. 

В цьому документі «Δ4-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації із 
введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 4-го вуглець-вуглецевого зв'язку 
від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. Щонайменше «Δ4-десатураза» здатна 30 

перетворювати ДПК на ДГК. Переважно, «Δдесатураза» здатна перетворювати ДПК-КоА на 
ДГК-КоА, тобто, вона є ацил-КоА десатуразою. У варіанті реалізації «Δ4-десатураза» здатна 
перетворювати ДПК, естерифіковану в положенні sn-2 ФХ на ДГК-ФХ. Переважно Δ4-
десатураза володіє більш високою активністю по відношенню до ДПК-КоА, ніж по відношенню 
до ДПК-ФХ. Стадія десатурації з утворенням ДГК з ДПК каталізується Δ4-десатуразою в 35 

організмах, що не відносяться до ссавців, і ген, що кодує даний фермент, виділений із виду 
прісноводних найпростіших Euglena gracilis і морських видів Thraustochytrium (Qiu et al., 2001; 
Meyer et al., 2003). В одному варіанті реалізації винаходу послідовність амінокислот Δ4-
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десатурази відповідає представленій в SEQ ID NO: 28, або Δ4-десатуразі виду Thraustochytrium, 
її біологічно активному фрагменту або послідовності амінокислот, щонайменше на 80 % 
ідентичній SEQ ID NO: 28. У варіанті реалізації рослина, частина рослини (така як насіння) або 
клітина за винаходом або застосовувані у відповідності до винаходу, що продукують високі рівні 
ДПК, наприклад, ДПК становить від 5 % до 35 % від загального вмісту жирних кислот, що 5 

екстрагуються, не містять гена, що кодував би функціональну Δ4-десатуразу. 
В цьому документі «Δ5-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, з 

введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 5-го вуглець-вуглецевого зв'язку 
від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. У варіанті реалізації жирнокислотний 
субстрат являє собою ЕТК, і фермент продукує ЕПК. Переважно, «Δ5-десатураза» здатна 10 

перетворювати ЕТК-КоА на ЕПК-КоА, тобто є ацил-КоА десатуразою. У варіанті реалізації «Δ5-
десатураза» здатна трансформувати ЕТК, естерифіковану у положенні sn-2 ФХ. Переважно 
Δ десатураза володіє більш високою активністю по відношенню до ЕТК-КоА, ніж по 
відношенню до ЕТК-ПК. Приклади «Δ5-десатураз» наведені у Ruiz-Lopez et al. (2012) і Petrie et 
al. (2010a), а також у Табл. 1 цього документу. В одному варіанті реалізації винаходу 15 

послідовність амінокислот Δ5-десатурази відповідає представленій в SEQ ID NO: 20, її 
біологічно активному фрагменту або послідовності амінокислот, щонайменше на 80 % 
ідентичній SEQ ID NO: 20. В іншому варіанті реалізації винаходу послідовність амінокислот Δ5-
десатурази відповідає представленій SEQ ID NO: 22, її біологічно активному фрагменту, або 
послідовності амінокислот, щонайменше на 53 % ідентичній SEQ ID NO: 32. В іншому варіанті 20 

реалізації винаходу Δ5-десатураза одержана з виду Thraustochytrium або Emiliania huxleyi. 
В цьому документі «Δ6-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, із 

введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 6-го вуглець-вуглецевого зв'язку 
від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. У варіанті реалізації жирнокислотний 
субстрат являє собою AЛК, і фермент продукує СДК. Переважно, «Δ6-десатураза» здатна 25 

перетворювати AЛК-КоА на СДК-КоА, тобто є ацил-КоА десатуразою. У варіанті реалізації «Δ6-
десатураза» здатна перетворювати AЛК, естерифіковану в положенні sn-2 ФХ. Переважно, Δ6-
десатураза володіє більш високою активністю по відношенню до AЛК-КоА, ніж по відношенню 
до AЛК-ФХ. Крім того, Δ6-десатураза може володіти активністю Δ5-десатурази, і при цьому 
носити назву Δ5/Δ6 біфункціональної десатурази, за умови, що вона володіє більш високою 30 

активністю Δ6-десатурази відносно AЛК, ніж активністю Δ5-десатурази відносно ЕТК. Приклади 
Δ6-десатураз наведені у Ruiz-Lopez et al. (2012) і Petrie et al. (2010a), а також в Табл. 1 цього 
документу. Переважні Δ6-десатурази одержані з Micromonas pusilla, Pythium irregulare або 
Ostreococcus taurii. 

У варіанті реалізації винаходу Δ6-десатураза додатково характеризується наявністю 35 

щонайменше двох, переважно всіх трьох і переважно в рослинній клітині, з наступного: i) вища 
активність Δ6-десатурази по відношенню до α-ліноленової кислоти (АЛК, 18:3Δ9,12,15, ω3), ніж 
по відношенню до лінолевої кислоти (ЛК, 18:2Δ9,12, ω6) як жирнокислотного субстрату; ii) вища 
активність Δ6-десатурази по відношенню до АЛК-КоА як жирнокислотного субстрату, ніж по 
відношенню до АЛК, приєднаної в положенні sn-2 ФХ, як жирнокислотного субстрату; іiii) 40 

активність Δ8-десатурази по відношенню до ЕТрК. Приклади таких Δ6-десатураз наведені в 
Табл. 2. 

 
Таблиця 2 

 
Десатурази, які продемонстрували активність на субстраті ацил-КоА 

 

Фермент 
Тип  

організму 
Вид 

Номери  
доступу 

Размер 
білка (ак) 

Посилання 

Δ6-десатураза Водорості 
Mantoniella  
squamata 

CAQ30479 449 
Hoffmann et al., 
2008 

  Ostreococcus tauri AAW70159 456 
Domergue et al., 
2005 

  Micromonas pusilla EEH58637  
Petrie et al., 
2010a (SEQ ID 
NO: 13) 

 
45 
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Фермент 
Тип  

організму 
Вид 

Номери  
доступу 

Размер 
білка (ак) 

Посилання 

Δ5-десатураза Водорості 
Mantoniella  
squamata 

CAQ30478 482 
Hoffmann et al., 
2008 

 Рослина Anemone leveillei Відсутній  
Sayanova et al., 
2007 

ω3-десатураза Гриби 
Pythium  
aphanidermatum 

FW362186.1 359 
Xue et al., 2012; 
WO2008/054565 

 
Гриби  
(ооміцет) 

Phytophthora sojae FW362214.1 363 
Xue et al., 2012; 
WO2008/054565 

 
Гриби  
(ооміцет) 

Phytophthora  
rumorum 

FW362213.1 361 
Xue et al., 2012; 
WO2008/054565 

 
У варіанті реалізації винаходу Δ6-десатураза володіє вищою активністю по відношенню до 

ω3 субстрату, ніж по відношенню до відповідного ω6 субстрату, і володіє активністю по 
відношенню до АЛК з утворенням октадекатетраєнової кислоти (стеаридонова кислота, СДК, 5 

18:4Δ6,9,12,15, ω3), з ефективністю щонайменше 30 %, більш переважно щонайменше 40 %, 
або найбільш переважно щонайменше 50 %, при експресії з екзогенного полінуклеотиду в 
рекомбінантній клітині, такій як рослинна клітина, або щонайменше 35 % при експресії в 
дріжджовій клітині. В одному варіанті реалізації винаходу Δ6-десатураза володіє вищою 
активністю, наприклад, щонайменше близько в 2 рази вищою активністю Δ6-десатурази по 10 

відношенню до АЛК, ніж по відношенню до ЛК як жирнокислотного субстрату. В іншому варіанті 
реалізації винаходу Δ6-десатураза володіє вищою активністю, наприклад, щонайменше близько 
в 5 разів вищою активністю Δ6-десатурази або щонайменше в 10 разів вищою активністю по 
відношенню до АЛК-КоА як жирнокислотного субстрату, ніж по відношенню до АЛК, приєднаної 
в положенні sn-2 ФХ, як жирнокислотного субстрату. В іншому варіанті реалізації винаходу, Δ6-15 

десатураза володіє активністю по відношенню до обох жирнокислотних субстратів — АЛК-КоА і 
АЛК, приєднаних в положенні sn-2 ФХ. 

В одному варіанті реалізації винаходу Δ6-десатураза не володіє активністю Δ5-десатурази 
по відношенню до ЕТК, яка могла би бути виявлена. В іншому варіанті реалізації винаходу 
послідовність амінокислот Δ6-десатурази представлена SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 або SEQ 20 

ID NO: 20, їх біологічно активним фрагментом, або послідовністю амінокислот, щонайменше на 
77 % ідентичною SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 або SEQ ID NO: 20. В іншому варіанті реалізації 
винаходу послідовність амінокислот Δ6-десатурази представлена SEQ ID NO: 19 або SEQ ID 
NO: 20, їх біологічно активним фрагментом або послідовністю амінокислот, щонайменше на 67 
% ідентичною одній або обом з SEQ ID NO:19 або SEQ ID NO: 20. Крім того, Δ6-десатураза 25 

може володіти активністю Δ8-десатурази. 
В цьому документі «Δ8-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, з 

введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 8-го вуглець-вуглецевого зв'язку 
від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. Щонайменше Δ8-десатураза здатна 
перетворювати ЕТрК на ЕТК. Переважно, «Δ8-десатураза» здатна перетворювати ЕТрК-КоА на 30 

ЕТК-КоА, тобто є ацил-КоА десатуразою. У варіанті реалізації «Δ8-десатураза» здатна 
перетворювати ЕТрК, естерифіковану в положенні sn-2 ФХ. Переважно D8-десатураза володіє 
більш високою активністю по відношенню до ЕТрК-КоА, ніж по відношенню до ЭТРК-ПК. Крім 
того, Δ8-десатураза може володіти активністю Δ8-десатурази, і при цьому носити назву Δ6/Δ8 
біфункціональної десатурази, за умови, що вона володіє більш високою активністю Δ8-35 

десатурази по відношенню до ЕТрК, ніж активністю Δ6-десатурази по відношенню АЛК. 
Приклади Δ8-десатураз наведені у Табл. 1. В одному варіанті реалізації винаходу послідовність 
амінокислот Δ8-десатурази відповідає представленій SEQ ID NO: 37, її біологічно активним 
фрагментом або послідовності амінокислот, щонайменше на 80 % ідентичній SEQ ID NO: 37. 

В цьому документі «ω3-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, з 40 

введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв’язку в положенні 3-ого вуглець-вуглецевого 
зв'язку від метилового кінця жирнокислотного субстрату. Таким чином, ω3-десатураза може 
перетворювати ЛК на АЛК і ГЛК на СДК (всі C18 жирні кислоти), або ДГЛК на ЕТК та/або АРК на 
ЭПК (C20 жирні кислоти). Деякі ω3-десатурази (група I) володіють активністю тільки на C18 
субстратах, таких як рослинні і ціанобактеріальні ω3-десатурази. Такі ω3-десатурази також є 45 

Δ15-десатуразами. Інші ω3-десатурази виявляють активність на субстратах C20 без активності 
(група II) або з деякою активністю (група III) на субстратах C18. Такі ω3-десатурази також є Δ17-
десатуразами. Переважними ω3-десатуразами є група III типу, яка перетворює ЛК на АЛК, ГЛК 



UA   122768   C2 

36 

на СДК, ДГЛК на ЭТК і АРК на ЭПК, наприклад, Pichia pastoris ω3-десатураза (SEQ ID NO: 6). 
Приклади ω3-десатураз включають описані Pereira et al. (2004a) (ω3-десатураза Saprolegnia 
diclina, група II), Horiguchi et al. (1998), Berberich et al. (1998) і Spychalla et al. (1997) (ω3-
десатураза C. elegans, група III). В переважному варіанті реалізації винаходу ω3-десатураза 
являє собою грибкову ω3-десатуразу. В цьому документі «грибкова ω3-десатураза» позначає 5 

ω3-десатуразу, одержану з грибкового джерела, в тому числі, ооміцетного джерела, або її 
варіант з послідовністю амінокислот, щонайменше на 95 % ідентичною їй. Гени, що кодують 
численні ω3-десатурази, виділені з грибкових джерел, таких як, наприклад, Phytophthora 
infestans (номер доступу CAJ30870, WO2005083053; SEQ ID NO: 47), Saprolegnia diclina (номер 
доступу AAR20444, Pereira et al., 2004a і патент США № 7211656), Pythium irregulare 10 

(WO2008022963, Група II; SEQ ID NO: 49), Mortierella alpina (Sakuradani et al., 2005; номер 
доступу BAD91495; WO2006019192), Thalassiosira pseudonana (Armbrust et al., 2004; номер 
доступу XP_002291057; WO2005012316, SEQ ID NO: 48), Lachancea kluyveri (також відомий як 
Saccharomyces kluyveri; Oura et al., 2004; номер доступу AB118663). Xue et al. (2012) описує ω3-
десатурази з ооміцетів Pythium aphanidermatum, Phytophthora sojae і Phytophthora ramorum, 15 

здатні ефективно перетворювати жирнокислотні субстрати ω6 на відповідні ω3 жирні кислоти, з 
перевагою у відношенні субстратів C20, тобто ті, що володіють вираженішою активністю Δ17-
десатурази порівняно з активністю Δ15-десатурази. Такі ферменти не володіють активністю 
Δ12-десатурази, але здатні використовувати жирні кислоти в ацил-КоА і фосфоліпідній фракції 
як субстрати. 20 

У більш переважному варіанті реалізації винаходу грибкова ω3-десатураза являє собою ω3-
десатуразу/Δ15-десатуразу Pichia pastoris (також відома як Komagataella pastoris) (Zhang et al., 
2008; номер доступу EF116884; SEQ ID NO: 6) або поліпептид, який щонайменше на 95 % 
ідентичний їй. 

У варіанті реалізації винаходу ω3-десатураза здатна здійснювати щонайменше одне з 25 

наступних перетворень: АРК на ЕПК, ДГЛК на ЕТК, ГЛК на СДК, АРК на ЕПК і ДГЛК на ЕТК, АРК 
на ЕПК і ГЛК на СДК, або всі три з них. 

В одному варіанті реалізації винаходу ω3-десатураза володіє активністю Δ17-десатурази по 
відношенню до жирної кислоти C20, яка містить щонайменше три подвійних вуглець-вуглецевих 
зв'язки, переважно АРК. В іншому варіанті реалізації винаходу ω3-десатураза володіє 30 

активністю Δ15-десатурази по відношенню до жирної кислоти C18, яка містить три подвійних 
вуглець-вуглецевих зв'язки, переважно ГЛК. Переважно обидва види активності присутні. 

В цьому документі «Δ12-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, з 
введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 12-го вуглець-вуглецевого 
зв'язку від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. Звичайно Δ12-десатурази 35 

перетворюють олеоїл-фосфатидилхолін або олеоїл-КоА на лінолеоїл-фосфатидилхолін (18:1-
ФХ) або лінолеоїл-КоА (18:1-КоА), відповідно. Підклас, що використовує пов'язаний з ФХ 
субстрат, називають фосфоліпід-залежними Δ12-десатуразами, другий підклас — ацил-КоА-
залежними Δ12-десатуразами. Рослинні і грибкові Δ12-десатурази звичайно відносяться до 
першого підкласу, тоді як тваринні Δ12-десатурази відносяться до другого підкласу, наприклад, 40 

Δ12-десатурази, кодовані генами, які клоновані з комах Zhou et al. (2008). Численні інші 
послідовності Δ12-десатурази можуть бути легко ідентифіковані шляхом пошуку в базах даних 
послідовностей. 

В цьому документі «Δ15-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, з 
введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 15-го вуглець-вуглецевого 45 

зв'язку від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. Численні гени, що кодують Δ15-
десатурази, клоновані з рослинних і грибкових видів. Наприклад, в US5952544 розкриті 
нуклеїнові кислоти, що кодують рослинні Δ15-десатурази (FAD3). Ці ферменти містить мотиви 
амінокислот, які були характерними для рослинних Δ15-десатураз. У WO200114538 розкритий 
ген, що кодує FAD3 сої. Численні інші послідовності Δ15-десатурази можуть бути легко 50 

ідентифіковані шляхом пошуку в базах даних послідовностей. 
В цьому документі «Δ17-десатураза» позначає білок, який здійснює реакцію десатурації, з 

введенням подвійного вуглець-вуглецевого зв'язку в положенні 17-го вуглець-вуглецевого 
зв'язку від карбоксильного кінця жирнокислотного субстрату. Крім того, Δ17-десатураза 
розцінюється як ω3-десатураза, якщо вона діє на субстрат C20, з введенням десатурації в 55 

положенні зв'язку ω3. 
У переважному варіанті реалізації винаходу Δ12-десатураза та/або Δ15-десатураза являє 

собою грибкову Δ12-десатуразу або грибкову Δ15-десатуразу. В цьому документі «грибкова 
Δ12-десатураза» або «грибкова Δ15-десатураза» позначає Δ12-десатуразу або Δ15-десатуразу, 
одержану з грибкового джерела, зокрема, ооміцетного джерела, або її варіант, послідовність 60 
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амінокислот якого є щонайменше на 95 % ідентичною їй. Гени, що кодують численні 
десатурази, виділені з грибкових джерел. У US 7211656 розкрита Δ12-десатураза із Saprolegnia 
diclina. У WO2009016202 розкриті грибкові десатурази з Helobdella robusta, Laccaria bicolor, 
Lottia gigantea, Microcoleus chthonoplastes, Monosiga brevicollis, Mycosphaerella fijiensis, 
Mycospaerella graminicola, Naegleria gruben, Nectria haematococca, Nematostella vectensis, 5 

Phycomyces blakesleeanus, Trichoderma resii, Physcomitrella patens, Postia placenta, Selaginella 
moellendorffii і Microdochium nivale. У WO2005/012316 розкрита Δ12-десатураза з Thalassiosira 
pseudonana та інших грибів. У WO2003/099216 розкриті гени, кодуючі грибкові Δ12-десатурази і 
Δ15-десатурази, виділені з Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, Botrytis cinerea і Mortierella 
alpina. У WO2007133425 розкриті грибкові Δ15 десатурази, виділені з: Saccharomyces kluyveri, 10 

Mortierella alpina, Aspergillus nidulans, Neurospora crassa, Fusarium graminearum, Fusarium 
moniliforme і Magnaporthe grisea. Переважна Δ12 десатураза виділена з Phytophthora sojae 
(Ruiz-Lopez et al., 2012). 

Іншим підкласом грибкових Δ12-десатураз і грибкових Δ15-десатураз є біфункціональні 
грибкові Δ12/Δ15-десатурази. Гени, що кодують їх, клоновані з Fusarium monoliforme (номер 15 

доступу DQ272516, Damude et al., 2006), Acanthamoeba castellanii (номер доступу EF017656, 
Sayanova et al., 2006), Perkinsus marinus (WO2007042510), Claviceps purpurea (номер доступу 
EF536898, Meesapyodsuk et al., 2007) і Coprinus cinereus (номер доступу AF269266, Zhang et al., 
2007). 

В іншому варіанті реалізації винаходу ω3-десатураза володіє щонайменше деякою 20 

активністю, переважно більшою активністю, по відношенню до субстрату ацил-КоА, ніж до 
субстрату відповідного ацил-ФХ. В цьому документі «відповідний субстрат ацил-ФХ» позначає 
естерифікований жирною кислотою в положенні sn-2 фосфатидилхолін (ФХ), в якому жирна 
кислота є такою ж жирною кислотою, як в субстраті ацил-КоА. Наприклад, субстрат ацил-КоА 
може бути АРК-КОА, і тоді відповідний субстрат ацил-ФХ являє собою sn-2 АРК-ФХ. У варіанті 25 

реалізації винаходу активність щонайменше вдвічі вища. Переважно ω3-десатураза володіє 
щонайменше деякою активністю по відношенню до субстрату ацил-КоА і відповідного субстрату 
ацил-ФХ, і володіє активністю по відношенню до субстратів C18 і C20. Приклади таких ω3-
десатураз відомі серед клонованих грибкових десатураз, наведених вище. 

В іншому варіанті реалізації винаходу ω3-десатураза містить послідовність амінокислот, 30 

представлену SEQ ID NO: 6, її біологічно активний фрагмент, або послідовність амінокислот, 
яка є щонайменше на 60 % ідентичною SEQ ID NO: 6, переважно є щонайменше на 90 % або 
щонайменше на 95 % ідентичною SEQ ID NO: 6. 

Ще в одному варіанті реалізації винаходу десатураза для використання в цьому винаході 
володіє вищою активністю по відношенню до субстрату ацил-КоА, ніж відповідного субстрату 35 

ацил-ФХ. В іншому варіанті реалізації винаходу десатураза для використання в цьому винаході 
володіє вищою активністю по відношенню до субстрату ацил-ФХ, ніж відповідного субстрату 
ацил-КоА, але володіє деякою активністю по відношенню до обох субстратів. Як окреслено 
вище, «відповідний субстрат ацил-ФХ» позначає естерифікований жирною кислотою в 
положенні sn-2 фосфатидилхолін (ФХ), в якому жирна кислота є такою ж, як жирна кислота в 40 

субстраті ацил-КоА. У варіанті реалізації винаходу вища активність означає щонайменше вдвічі 
вищу активність. У варіанті реалізації винаходу десатураза являє собою Δ5- або Δ6-десатуразу, 
або ω3-десатуразу, приклади яких розкриті, без обмеження, в Табл. 2. З метою тестування того, 
на який субстрат діє десатураза, а саме, на субстрат ацил-КоА або ацил-ФХ, можуть бути 
проведені аналізи на дріжджових клітинах, як описано в Domergue et al. (2003) і (2005). Крім 45 

того, здатність десатурази діяти на субстрат ацил-КоА може передбачатися, якщо елонгаза, яка 
експресується разом з десатуразою, демонструє ефективність ферментного перетворення в 
рослинних клітинах щонайменше близько 90 %, якщо елонгаза каталізує елонгацію продукту 
десатурази. Базуючись на цьому, Δ5-десатураза і Δ4-десатурази, що експресуються із 
конструкта GA7 (Приклади 2 і 3) та їх варіанти (Приклад 5) здатні до десатурації відповідних 50 

ацил-КоА субстратів, ЕТК-КоА і ДПК-КоА. 
Елонгази 
Біохімічні докази наводять на думку про те, що елонгація жирної кислоти складається з 4-х 

стадій: конденсація, відновлення, дегідратація і друге відновлення. В контексті цього винаходу, 
«елонгаза» позначає поліпептид, що каталізує стадію конденсації в присутності інших членів 55 

комплексу елонгації, у відповідних фізіологічних умовах. Показано, що гетерологічна або 
гомологічна експресія в клітині тільки конденсуючого компоненту («елонгаза») комплексу 
елонгації білка потрібна для елонгації відповідного ацильного ланцюга. Тому, введена елонгаза 
може успішно рекрутувати відновлювальну і дегідратувальну активність з трансгенного хазяїна, 
з метою здійснення успішної елонгації ацилу. Вважається, що за специфічність реакції елонгації 60 
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щодо довжини ланцюга і ступеня десатурації жирнокислотних субстратів відповідає компонент 
конденсації. Крім того, вважається, що цей компонент є обмежуючим швидкість в реакції 
елонгації. 

В цьому документі «Δ5-елонгаза» щонайменше здатна перетворювати ЕПК на ДПК. 
Приклади Δ5-елонгаз включають розкриті у WO2005/103253. В одному варіанті реалізації 5 

винаходу Δ5-елонгаза володіє активністю по відношенню до ЕПК з утворенням ДПК із 
ефективністю щонайменше 60 %, більш переважно щонайменше 65 %, більш переважно 
щонайменше 70 % або найбільш переважно щонайменше 80 % або 90 %. В додатковому 
варіанті реалізації винаходу послідовність амінокислот Δ5-елонгази представлена SEQ ID NO: 
25, її біологічно активним фрагментом, або послідовністю амінокислот, щонайменше на 47 % 10 

ідентичною SEQ ID NO: 25. У подальшому варіанті реалізації винаходу Δ6-елонгаза походить з 
Ostreococcus taurii або Ostreococcus lucimarinus (US2010/088776). 

В цьому документі «Δ6-елонгаза» щонайменше здатна перетворювати СДК на ЕТК. 
Приклади Δ6-елонгаз включають наведені в Табл. 1. В одному варіанті реалізації винаходу 
елонгаза містить послідовність амінокислот, представлену SEQ ID NO: 16, її біологічно активний 15 

фрагмент (наприклад, фрагмент, розкритий як SEQ ID NO: 17), або послідовність амінокислот, 
щонайменше на 55 % ідентичну одній або обом з SEQ ID NO: 16 або SEQ ID NO: 17. У варіанті 
реалізації винаходу Δ6-елонгаза одержана з Physcomitrella patens (Zank et al., 2002; номер 
доступу AF428243) або Thalassiosira pseudonana (Ruiz-Lopez et al., 2012). 

В цьому документі «Δ9-елонгаза» щонайменше здатна перетворювати АЛК на ЕТрК. 20 

Приклади Δ9-елонгаз включають наведені в Табл. 1. В одному варіанті реалізації винаходу 
послідовність амінокислот Δ9-елонгази представлена SEQ ID NO: 29, її біологічно активним 
фрагментом, або послідовністю амінокислот, щонайменше на 80 % ідентичною SEQ ID NO: 29. 
В іншому варіанті реалізації Δ9-елонгаза містить послідовність амінокислот, представлену в 
SEQ ID NO: 31, її біологічно активний фрагмент або послідовність амінокислот, щонайменше на 25 

81 % ідентичну SEQ ID NO: 31. У іншому варіанті реалізації Δ9-елонгаза містить послідовність 
амінокислот, представлену в SEQ ID NO: 33, її біологічно активний фрагмент або послідовність 
амінокислот, щонайменше на 50 % ідентичну SEQ ID NO: 33. В іншому варіанті реалізації 
винаходу послідовність амінокислот Δ9-елонгази представлена SEQ ID NO: 35, її біологічно 
активним фрагментом, або послідовністю амінокислот, щонайменше на 81 % ідентичною SEQ 30 

ID NO: 35. У подальшому варіанті реалізації винаходу Δ9-елонгаза володіє вищою активністю по 
відношенню до ω6 субстрату, ніж відповідного ω3 субстрату, або навпаки. 

В цьому документі термін «володіє вищою активністю по відношенню до субстрату ω6, ніж 
відповідного субстрату ω3» позначає відносну активність ферменту по відношенню до 
субстратів, яка відрізняється за активністю ω3 десатурази. Переважно субстрат ω6 являє собою 35 

ЛК, і субстрат ω3 являє собою АЛК. 
Елонгаза з активністю Δ6-елонгази і Δ9-елонгази щонайменше здатна (i) перетворювати 

СДК на ЕТК і (ii) перетворювати АЛК на ЕTрK, а також володіє вищою активністю Δ6-елонгази, 
ніж активністю Δ9-елонгази. В одному варіанті реалізації винаходу елонгаза володіє 
ефективністю перетворення СДК з утворенням ЕТК, яка становить щонайменше 50 %, більш 40 

переважно щонайменше 60 %, та/або ефективністю перетворення АЛК з утворенням ЕТрК, яка 
становить щонайменше 6 % або більш переважно щонайменше 9 %. В іншому варіанті 
реалізації винаходу елонгаза володіє активністю Δ6-елонгази, щонайменше близько в 6,5 раз 
перевищуючою активність Δ9-елонгази. У подальшому варіанті реалізації винаходу елонгаза не 
володіє активністю Δ5-елонгази, яка могла би бути виявлена. 45 

Інші ферменти 
Трансгени, введені до рекомбінантної клітини, такої як мікробна клітина, або трансгенної 

рослини або її частини, можуть додатково кодувати ЛФААТ. В цьому документі термін «l-ацил-
гліцерол-3-фосфат ацилтрансфераза» (ЛФКАТ), що також має назву ацилтрансферази 
лізофосфатидинової кислоти або ацил-КоА-лізофосфатидат-ацилтрансферази, позначає білок, 50 

який ацилює sn-1-ацил-гліцерол-3-фосфат (sn-1 G-3-P) в положенні sn-2, з утворенням 
фосфатидної кислоти (ФК). Таким чином, термін «активність l-ацил-гліцерол-3-фосфат 
ацилтрансферази» позначає ацилування (sn-1 G-3-P) в положенні sn-2, з утворенням ФК (ЄС 
2.3.1.51). Переважними ЛФКАТ є такі, що можуть використовувати поліненасичений C22 ацил-
КоА як субстрат, для перенесення поліненасиченої групи ацилу C22 в положення sn-2 ЛФК, з 55 

утворенням ФК. У варіанті реалізації поліненасичений C22 ацил-КоА є ДГК-КоА та/або ДПК-КоА. 
Приклади таких ЛФКАТ наведені в Прикладі 13 і можуть бути протестовані, як розкрито в цьому 
документі. У варіанті реалізації винаходу послідовність амінокислот ЛФКАТ, придатна у 
відповідності до винаходу, представлена будь-якою з SEQ ID NO: 40-46, її біологічно активним 
фрагментом або послідовністю амінокислот, щонайменше на 40 % ідентичною будь-якій із SEQ 60 
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ID NO: 40-46. У іншому варіанті реалізації ЛФААТ не містить послідовності амінокислот, 
представленої в будь-якій із SEQ ID NO: 44. У переважному варіанті реалізації ЛФААТ, 
придатна у відповідності до винаходу, яка може використовувати поліненасичений жирний 
ацил-КоА субстрат C22, переважно ДГК-КоА та/або ДПК-КоА, містить послідовність амінокислот, 
представлену в будь-якій із SEQ ID NO: 41, 42 і 44, її біологічно активний фрагмент або 5 

послідовність амінокислот, щонайменше на 40 % ідентичну будь-якій одній або більше із SEQ ID 
NO: 41, 42 і 44. У переважному варіанті реалізації ЛФААТ, придатна у відповідності до 
винаходу, яка може використовувати поліненасичений жирний ацил-КоА субстрат C22, 
переважно ДГК-КоА та/або ДПК-КоА, містить послідовність амінокислот, представлену будь-
якою із SEQ ID NO: 41 або 42, її біологічно активний фрагмент або послідовність амінокислот, 10 

щонайменше на 40 % ідентичну будь-який однієї або більше із SEQ ID NO: 41 і 42. У варіанті 
реалізації, у якому генетична конструкція експресує Δ4-десатуразу у трансгенній клітині, та/або 
трансгенна клітина продукує ДГК, ЛФААТ переважно являє собою ЛФААТ, окрім ЛФААТ 
Mortierella alpina, послідовність амінокислот якої представлена як SEQ ID NO: 44. Як 
альтернатива, якщо генетична конструкція не експресує Δ4-десатурази у трансгенній клітині, 15 

та/або трансгенна клітина продукує ДПК, але не ДГК, ЛФААТ переважно являє собою ЛФААТ 
Mortierella alpina, послідовність амінокислот якої представлена як SEQ ID NO: 44, або іншу 
ЛФААТ, що здатна використовувати ДПК-КоА як субстрат для перенесення ДПК у ЛФХ, з 
утворенням ДАГ, що містить ДПК у положенні sn-2. 

Трансгени, введені до рекомбінантної клітини, трансгенна рослина або її частина, можуть 20 

додатково кодувати ДГАТ. В цьому документі термін «діацилгліцерол ацилтрансфераза» (ЄС 
2.3.1.20; ДГАТ), позначає білок, який переносить жирну групу ацилу з ацил-КоА до 
діацилгліцерольного субстрату, з утворенням триацилгліцеролу. Тому, термін «активність 
діацилгліцерол ацилтрансферази» позначає перенесення ацил-КоА до діацилгліцеролу, з 
утворенням триацилгліцеролу. Існує три відомих види ДГАТ, позначені як ДГАТ1, ДГАТ2 і 25 

ДГАТ3, відповідно. Поліпептиди ДГАТ1 звичайно містять 10 трансмембранних доменів, ДГАТ2 
звичайно містять 2 трансмембранних домени, тоді як ДГАТ3 звичайно є розчинним. Приклади 
поліпептидів ДГАТ1 включають поліпептиди, кодовані генами ДГАТ1 з Aspergillus fumigatus 
(номер доступу XP_755172), Arabidopsis thaliana (CAB44774), Ricinus communis (AAR11479), 
Vernicia fordii (ABC94472), Vernonia galamensis (ABV21945, ABV21946), Euonymus alatus 30 

(AAV31083), Caenorhabditis elegans (AAF82410), Rattus norvegicus (NP_445889), Homo sapiens 
(NP_036211), а також їх варіанти та/або мутанти. Приклади поліпептидів ДГАТ2 включають 
поліпептиди, кодовані генами ДГАТ2 з Arabidopsis thaliana (номер доступу NP_566952), Ricinus 
communis (AAY16324), Vernicia fordii (ABC94474), Mortierella ramanniana (AAK84179), Homo 
sapiens (Q96PD7, Q58HT5), Bos taurus (Q70VD8), Mus musculus (AAК84175), Micromonas 35 

CCMP1545, а також їх варіанти та/або мутанти. Приклади поліпептидів ДГАТ3 включають 
поліпептиди, кодовані генами ДГАТ3 з арахісу (Arachis hypogaea, Saha, et al., 2006), а також їх 
варіанти та/або мутанти. 

Поліпептиди/пептиди 
Терміни «поліпептид» і «білок» загалом використовуються рівнозначно. 40 

Поліпептид або клас поліпептидів може бути визначений за ступенем ідентичності ( % 
ідентичності) його послідовності амінокислот референтній послідовності амінокислот, або за 
більшим % ідентичності одній референтній послідовності амінокислот, ніж іншій. % ідентичності 
поліпептиду референтній послідовність амінокислот звичайно визначається за аналізом GAP 
(Needleman and Wunsch, 1970; програма GCG) з параметрами штрафу на відкриття проміжку = 45 

5 і штрафу на подовження проміжку = 0,3. Довжина послідовності запиту становить 
щонайменше 15 амінокислот, і аналіз GAP вирівнює дві послідовності протягом ділянки 
завдовжки щонайменше 15 амінокислот. Більш переважно довжина послідовності запиту 
становить щонайменше 50 амінокислот, і аналіз GAP вирівнює дві послідовності протягом 
ділянки завдовжки щонайменше 50 амінокислот. Більш переважно довжина послідовності 50 

запиту становить щонайменше 100 амінокислот, і аналіз GAP вирівнює дві послідовності 
протягом ділянки завдовжки щонайменше 100 амінокислот. Навіть переважніше довжина 
послідовності запиту становить щонайменше 250 амінокислот, і аналіз GAP вирівнює дві 
послідовності протягом ділянки завдовжки щонайменше 250 амінокислот. Навіть більш 
Переважно аналіз GAP вирівнює дві послідовності протягом їх повної довжини. Поліпептид або 55 

клас поліпептидів може володіти такою ж ферментною активністю або іншою активністю або не 
володіти активністю референтного поліпептиду. Переважно поліпептид володіє ферментною 
активністю на рівні щонайменше 10 %, щонайменше 50 %, щонайменше 75 % або щонайменше 
90 % від активності референтного поліпептиду. 



UA   122768   C2 

40 

«Біологічно активний фрагмент» є частиною поліпептиду, визначеного в цьому документі, 
яка зберігає певну активність повнорозмірного референтного поліпептиду, наприклад, 
володіючою активністю десатурази та/або елонгази або іншою ферментною активністю. 
Біологічно активні фрагменти в цьому документі виключають повнорозмірний поліпептид. 
Біологічно активні фрагменти можуть бути частиною будь-якого розміру, до тих пір, поки вони 5 

зберігають певну активність. Переважно біологічно активний фрагмент зберігає щонайменше 10 
%, щонайменше 50 %, щонайменше 75 % або щонайменше 90 % активності повнорозмірного 
білка. 

Щодо певного поліпептиду або ферменту, необхідно розуміти, що % ідентичності, 
перевищуючий розкриті в цьому документі, включає переважні варіанти. Таким чином, якщо це 10 

доречно, у світлі мінімального % ідентичності, Переважно щоб поліпептид/фермент містив 
послідовність амінокислот, яка є щонайменше на 60 %, більш переважно щонайменше на 65 %, 
більш переважно щонайменше на 70 %, більш переважно щонайменше на 75 %, більш 
переважно щонайменше на 76 %, більш переважно щонайменше на 80 %, більш переважно 
щонайменше на 85 %, більш переважно щонайменше на 90 %, більш переважно щонайменше 15 

на 91 %, більш переважно щонайменше на 92 %, більш переважно щонайменше на 93 %, більш 
переважно щонайменше на 94 %, більш переважно щонайменше на 95 %, більш переважно 
щонайменше на 96 %, більш переважно щонайменше на 97 %, більш переважно щонайменше 
на 98 %, більш переважно щонайменше на 99 %, більш переважно щонайменше на 99,1 %, 
більш переважно щонайменше на 99,2 %, більш переважно щонайменше на 99,3 %, більш 20 

переважно щонайменше на 99,4 %, більш переважно щонайменше на 99,5 %, більш переважно 
щонайменше на 99,6 %, більш переважно щонайменше на 99,7 %, більш переважно 
щонайменше на 99,8 %, і навіть більш переважно щонайменше на 99,9 % ідентична вказаній у 
зв'язку з нею SEQ ID NO. 

Варіанти/мутанти амінокислотної послідовності поліпептидів, розкритих в цьому документі, 25 

можуть бути одержані шляхом введення відповідних модифікацій нуклеотидів до нуклеїнової 
кислоти, розкритої в цьому документі, або синтезу цільового поліпептиду in vitro. Такі 
варіанти/мутанти включають, наприклад, делеції, інсерції або заміни залишків в межах 
послідовності амінокислот. Комбінація делеції, вставки і заміни може бути здійснена таким 
чином, щоб одержати кінцеву конструкцію, за умови, що кінцевий пептидний продукт володіє 30 

бажаною ферментною активністю. 
Мутантні (модифіковані) пептиди можуть бути одержані із застосуванням будь-якої 

методології, відомої з рівня техніки. Наприклад, полінуклеотид, розкритий в цьому документі, 
може бути оброблений методами мутагенезу in vitro або тасування ДНК, як детально описано 
Harayama (1998). Скринінг продуктів, які одержують з видозміненої/модифікованої ДНК, може 35 

бути з легкістю здійснений із застосуванням способів, розкритих в цьому документі, для 
визначення того, чи володіють вони, наприклад, десатуразною або елонгазною активністю. 

При конструюванні мутантів послідовності амінокислот, місцеположення сайту мутації і 
природа мутації залежатимуть від характеристики(ик), яку модифікують. Сайти для мутації 
можуть бути модифіковані індивідуально або посерійно, наприклад, шляхом: (1) заміни спочатку 40 

вибраних консервативних амінокислот, а потім більш радикальних замін, в залежності від 
досягнутих результатів, (2) видалення залишку-мішені, або (3) вставки інших залишків, суміжних 
з розміщеним сайтом. 

Делеції в амінокислотній послідовності загалом варіюють від близько 1 до 15 залишків, 
переважніше від близько 1 до 10 залишків і звичайно близько від 1 до 5 суміжних залишків. 45 

У мутантах заміни видалений щонайменше один залишок амінокислоти в молекулі 
поліпептиду, та інший залишок вставлений на його місце. Найцікавіші положення для 
мутагенезу шляхом заміни включають сайти, що не є консервативними в природних 
десатуразах або елонгазах. Заміни в таких сайти переважно здійснюються відносно 
консервативним чином, з метою збереження активності ферменту. Такі консервативні заміни 50 

проілюстровані в Табл. 3 під заголовком «приклади замін». 
У переважному варіанті реалізації винаходу мутантний/варіантний поліпептид містить тільки 

або не більше ніж одну або дві або три або чотири консервативні модифікації амінокислот, в 
порівнянні з природним поліпептидом. Подробиці консервативних модифікацій амінокислот 
наведені в Табл. 3. Як буде зрозуміле кваліфікованому фахівцю, такі незначні модифікації 55 

можуть в розумних межах бути спрогнозовані як не впливаючі на активність поліпептиду при 
експресії в рекомбінантній клітині. 

Полінуклеотиди 
Крім того, у винаході розкриваються та/або застосовуються полінуклеотиди, які можуть бути, 

наприклад, геном, виділеним полінуклеотидом, химерною генетичною конструкцією, такою як 60 
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молекула T-ДНК або химерна ДНК. Це може бути ДНК або РНК геномного або синтетичного 
походження, двохланцюгова або одноланцюгова, а також комбінована з вуглеводом, ліпідами, 
білком або іншими матеріалами з метою здійснення конкретної активності, розкритої в цьому 
документі. Термін «полінуклеотид» використовується в цьому документі рівнозначно з терміном 
«молекула нуклеїнової кислоти». 5 

У варіанті реалізації полінуклеотид не є природним. Приклади неприродних полінуклеотидів 
включають, але не обмежуючись цим, мутантні (наприклад, одержані із застосуванням способів, 
описаних у даному описі), і полінуклеотиди, у яких відкрита рамка зчитування, що кодує білок, 
функціонально пов'язана із промотором, з яким вона не пов'язана в природі (як, наприклад, у 
конструкціях, описаних у даному описі). 10 

 
Таблиця 3 

 
Приклади замін 

 

Початковий 
залишок 

Приклади замін 

Ala (A) val; leu; ile; gly 

Arg (R) lys 

Asn (N) gln; his 

Asp (D) glu 

Cys (C) ser 

Gln (Q) asn; his 

Glu (E) asp 

Gly (G) pto, ala 

His (H) asn; gln 

Ile (I) leu; val; ala 

Leu (L) ile; val; met; ala; phe 

Lys (K) arg 

Met (M) leu; phe 

Phe (F) leu; val; ala 

Pro (P) gly 

Ser (S) thr 

Thr (T) ser 

Trp (W) tyr 

Tyr (Y) trp; phe 

Val (V) ile; leu; met; phe; ala 

 
В цьому документі термін «ген» використовується в найширшому контексті і включає 

дезоксирибонуклеотидні послідовності, що містять транскрибовану ділянку і, у випадку 
трансляції, ділянка кодування білка структурного гена, включаючи послідовності, розміщені 15 

суміжно з кодуючою ділянкою на 5' і 3' кінцях, на відстані щонайменше близько 2 тисячі пар 
основ на будь-якому кінці, що беруть участь в експресії гена. В цьому відношенні, ген містить 
контрольні сигнали, наприклад, промотори, енхансери, сигнали термінації та/або 
поліаденілювання, які в природі асоційовані з даним геном, або гетерологічні контрольні 
сигнали, і в цьому випадку ген носить назву «Химерного гена». Послідовності, що розміщені на 20 

5' кінці кодуючої білок ділянки, і які присутні на мРНК, позначаються як 5' нетрансльовані 
послідовності. Послідовності, що розміщені на 3' кінці або нижче по відношенню до кодуючої 
білок ділянки, і які присутні на мРНК, позначаються як 3' нетрансльовані послідовності. Термін 
«ген» включає кДНК і геномні форми гена. Геномна форма або клон гена містить кодуючу 
ділянку, що може перериватися некодуючими послідовностями під назвою «інтрони» або 25 

«проміжні ділянки» або «проміжні послідовності». Інтрони являють собою сегменти гена, 
транскрибовані в ядерну РНК (гетерогенну ядерну РНК, гяРНК). Інтрони можуть містити 
регуляторні елементи, наприклад, енхансери. Інтрони видаляють або «зрощують» з ядерним 
або первинним транскриптом; таким чином, інтрони відсутні в транскрипті матричної РНК 
(мРНК). Функція мРНК в ході трансляції полягає в конкретизації послідовності або порядку 30 

амінокислот у виникаючому поліпептиді. Термін «ген» включає синтетичну або злиту молекулу, 
що кодує повнорозмірні білки або їх частини за винаходом, розкриті в цьому документі, і 
нуклеотидну послідовність, комплементарну до будь-якої із згаданих вище. 
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В цьому документі «химерна ДНК» або «химерна генетична конструкція» або подібний вираз 
позначає будь-яку молекулу ДНК, що не є природною молекулою ДНК в її природному 
місцеположенні, яка також позначається в цьому документі як «конструкція ДНК». Як правила, 
химерна ДНК або химерний ген містить регуляторну і транскрибовану або кодуючу білок 
послідовності, які не знайдені функціонально пов'язаними одна з однією в природі, тобто які є 5 

гетерологічними по відношенню одна до одної. Відповідно, химерна ДНК або химерний ген 
можуть містити регуляторні послідовності і кодуючі послідовності, що походять з різних джерел, 
або регуляторні послідовності і кодуючі послідовності, що походять з одного джерела, але 
організовані в інший спосіб, ніж знайдені в природі. 

«Ендогенний ген» позначає природний ген в його природному положенні в геномі організму. 10 

В цьому документі «молекула рекомбінантної нуклеїнової кислоти», «рекомбінантний 
полінуклеотид» або їх варіації позначають молекулу нуклеїнової кислоти, що конструюється або 
модифікується за допомогою технології рекомбінантної ДНК. Терміни «чужорідний 
полінуклеотид» або «екзогенний полінуклеотид» або «гетерологічний полінуклеотид» і подібні 
позначають будь-яку нуклеїнову кислоту, що введена в геном клітини за допомогою 15 

експериментальних маніпуляцій. Чужорідні або екзогенні гени можуть являти собою гени, 
вставлені в неприродний організм, природні гени, що введені в нове місцеположення в межах 
природного хазяїна, або химерні гени. «Трансген» є геном, що введений в геном процедурою 
трансформації. Терміни «генетично модифікований», «трансгенний» та їх варіації включають 
введення генів в клітини шляхом трансформації або трансдукції, мутацію генів в клітинах і 20 

модифікацію або модуляцію регуляції гена в клітині або організмах, над якими здійснювалися 
вказані дії, або їх потомстві. «Геномна ділянка» в цьому документі позначає положення в межах 
геному, в якому трансген або група трансгенів (також позначена в цьому документі як кластер) 
вставлені в клітину або її предка. Такі ділянки включають тільки нуклеотиди, що введені в 
результаті втручання людини, наприклад, за способами, розкритими в цьому документі. 25 

Термін «екзогенний» в контексті полінуклеотиду позначає полінуклеотид, присутній в клітині 
в модифікованій кількості, в порівнянні з його природним станом. В одному варіанті реалізації 
винаходу клітина є клітиною, що в природі не містять полінуклеотиду. Однак, клітина може бути 
клітиною, яка містить не ендогенний полінуклеотид, що приводить до зміни рівня продукування 
кодованого поліпептиду. Екзогенний полінуклеотид за винаходом включає полінуклеотиди, що 30 

не відокремлені від інших компонентів трансгенної (рекомбінантної) клітини або неклітинної 
системи експресії, в якій вони присутні, і полінуклеотиди, продуковані в таких клітинах або 
неклітинних системах, які в подальшому були очищені щонайменше від деяких інших 
компонентів. Екзогенний полінуклеотид (нуклеїнова кислота) може бути безперервним 
ланцюгом нуклеотидів, існуючим в природі, або містити дві або більше суміжних нуклеотидних 35 

ділянок з різних джерел (природних та/або синтетичних), сполучені таким чином, щоб утворити 
єдиний полінуклеотид. Звичайно такі химерні полінуклеотиди містять щонайменше відкриту 
рамку зчитування, що кодує поліпептид за винаходом, функціонально пов'язаний з промотором, 
придатним для управління транскрипцією відкритої рамки зчитування в цільовій клітині. 

Щодо розкритих полінуклеотидів, необхідно розуміти, що вищий % ідентичності, ніж розкриті 40 

вище, включатиме переважні варіанти. Таким чином, якщо це доречно, у світлі мінімального % 
ідентичності, полінуклеотид переважно містить полінуклеотидну послідовність, яка є 
щонайменше на 60 %, більш переважно щонайменше на 65 %, більш переважно щонайменше 
на 70 %, більш переважно щонайменше на 75 %, більш переважно щонайменше на 80 %, більш 
переважно щонайменше на 85 %, більш переважно щонайменше на 90 %, більш переважно 45 

щонайменше на 91 %, більш переважно щонайменше на 92 %, більш переважно щонайменше 
на 93 %, більш переважно щонайменше на 94 %, більш переважно щонайменше на 95 %, більш 
переважно щонайменше на 96 %, більш переважно щонайменше на 97 %, більш переважно 
щонайменше на 98 %, більш переважно щонайменше на 99 %, більш переважно щонайменше 
на 99,1 %, більш переважно щонайменше на 99,2 %, більш переважно щонайменше на 99,3 %, 50 

більш переважно щонайменше на 99,4 %, більш переважно щонайменше на 99,5 %, більш 
переважно щонайменше на 99,6 %, більш переважно щонайменше на 99,7 %, більш переважно 
щонайменше на 99,8 %, і навіть більш переважно щонайменше на 99,9 % ідентичною 
відповідній вказаній SEQ ID NO. 

Полінуклеотиди за винаходом можуть містити, в порівнянні з молекулами, що зустрічаються 55 

в природі, одну або більше мутацій, що являють собою делеції, вставки або заміни 
нуклеотидних залишків. Полінуклеотиди, що містять мутації відносно референтної 
послідовності, можуть бути природними (тобто, виділеними з природного джерела) або 
синтетичними (наприклад, одержаними в результаті сайт-спрямованого мутагенезу або 
тасування ДНК з нуклеїнової кислоти, як розкрито вище). Таким чином, очевидно, що 60 
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полінуклеотиди за винаходом можуть бути одержані з природного джерела або можуть бути 
рекомбінантними. Переважними полінуклеотидами є такі, що містять кодуючі ділянки, кодон-
оптимізовані для трансляції в клітинах рослини, як відомо з рівня техніки. 

Рекомбінантні вектори 
Рекомбінантна експресія може застосовуватися для одержання рекомбінантних клітин або 5 

рослин або частин рослини за винаходом. Один варіант реалізації цього винаходу включає 
рекомбінантний вектор, який містить щонайменше одну молекулу полінуклеотиду, розкриту в 
цьому документі, вставлену в будь-який вектор, здатний доставити молекулу полінуклеотиду в 
клітину-хазяїна. Рекомбінантні вектори включають вектори експресії. Рекомбінантні вектори 
містять гетерологічні полінуклеотидні послідовності, тобто, полінуклеотидні послідовності, що в 10 

природі не знайдені суміжними з молекулами полінуклеотиду, розкритими в цьому документі, які 
переважно одержані з інших видів, ніж ті, з яких одержана(и) молекула(и) полінуклеотиду. 
Вектор може являти собою РНК або ДНК, і звичайно є плазмідою. Плазмідні вектори звичайно 
містять додаткові послідовності нуклеїнових кислот, які забезпечують простоту селекції, 
ампліфікації і трансформації касети експресії в прокаріотних клітинах, наприклад, одержані з 15 

pUC вектори, одержані з pSK вектори, одержані з pGEM вектори, одержані з pSP вектори, 
одержані з pBS вектори, або переважно бінарні вектори, що містять одну або більш ділянок T-
ДНК. Додаткові послідовності нуклеїнових кислот включають джерела реплікації для 
забезпечення автономної реплікації вектора, гени селекційних маркерів, переважно кодуючі 
резистентність до антибіотика або гербіциду, унікальні множинні сайти клонування, які 20 

забезпечують множинні сайти вставки послідовностей нуклеїнових кислот або генів, кодованих 
в конструкції нуклеїнової кислоти, і послідовності, які підвищують активність трансформації 
прокаріотних і еукаріотних (особливо рослинних) клітин. Рекомбінантний вектор може містити 
більш ніж один полінуклеотид, розкритий в цьому документі, наприклад, три, чотири, п'ять або 
шість полінуклеотидів, розкритих в цьому документі, в комбінації, переважно химерну генетичну 25 

конструкцію за винаходом, в якій кожен полінуклеотид функціонально пов'язаний з 
послідовностями контролю експресії, активними в цільовій клітині. Більш ніж один 
полінуклеотид, розкритий в цьому документі, наприклад, 3, 4, 5 або 6 полінуклеотидів, 
переважно ковалентно сполучені в єдиному рекомбінантному векторі, переважно в межах 
єдиної молекули T-ДНК, яка в подальшому може бути введена як єдина молекула в клітину, з 30 

одержанням рекомбінантній клітини за винаходом, і переважно інтегрована в геном 
рекомбінантної клітини, наприклад, в трансгенній рослині. Таким чином, полінуклеотиди, 
сполучені у такий спосіб, будуть успадковуватися разом як єдиний генетичний локус у нащадка 
рекомбінантної клітини або рослини. Рекомбінантний вектор або рослина може містити два або 
більше таких рекомбінантних векторів, кожен з яких містить декілька полінуклеотидів, 35 

наприклад, кожен рекомбінантний вектор містить 3, 4, 5 або 6 полінуклеотидів. 
«Функціонально пов'язаний» в цьому документі позначає функціональне взаємовідношення 

між двома або більш сегментами нуклеїнової кислоти (наприклад, ДНК). Як правило, це 
позначає функціональне взаємовідношення транскрипційного регуляторного елементу 
(промотору) і транскрибованої послідовності. Наприклад, промотор функціонально пов'язаний з 40 

кодуючою послідовністю, такою як полінуклеотид, розкритий в цьому документі, якщо він 
стимулює або модулює транскрипцію кодуючої послідовності у відповідній клітині. Загалом, 
транскрипційні регуляторні елементи промотору, які функціонально пов'язані з 
транскрибованою послідовністю, є фізично суміжними з транскрибованою послідовністю, тобто, 
вони є cis-діючими. Однак, для деяких транскрипційних регуляторних елементів, таких як 45 

енхансери, немає необхідності бути фізично суміжними або розташованими в безпосередній 
близькості від кодуючих послідовностей, транскрипцію яких вони збільшують. 

Якщо присутні декілька промоторів, кожен промотор незалежно може бути таким же або 
іншим. Переважно, щонайменше 3 і максимум до 6 різних промоторних послідовностей 
застосовуються в рекомбінантному векторі, щоб управляти експресією екзогенних 50 

полінуклеотидів. 
Крім того, рекомбінантні молекули, наприклад, химерні ДНК або генетичні конструкції, 

можуть містити: (a) один або більш секреторних сигналів, що кодують сигнальні пептидні 
послідовності, щоб дозволити експресованому поліпептиду, розкритому в цьому документі, 
секретуватися з клітини, яка продукує поліпептид, або яка забезпечує локалізацію 55 

експресованого поліпептиду, наприклад, для утримання поліпептиду в ендоплазматичному 
ретикулумі (ЕР) клітини або перенесення в пластиду, та/або (б) химерні послідовності, які 
приводять до експресії молекул нуклеїнових кислот у вигляді химерних білків. Приклади 
відповідних сигнальних сегментів включають будь-який сигнальний сегмент, здатний 
спрямовувати секрецію або локалізацію поліпептиду, розкритого в цьому документі. Додатково, 60 
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рекомбінантні молекули можуть містити проміжні та/або нетрансльовані послідовності, навколо 
та/або в межах послідовностей нуклеїнових кислот молекул нуклеїнових кислот, розкритих в 
цьому документі. 

Для спрощення ідентифікації трансформантів, бажано, щоб конструкція нуклеїнової кислоти 
містила ген селекційного або скринінгового маркера у вигляді або на додаток до чужорідного 5 

або екзогенного полінуклеотиду. «Ген маркера» позначає ген, який надає відмінного фенотипу 
клітинам, що експресують ген маркера, таким чином, що трансформовані клітини відрізняються 
від клітин, які не містять маркера. Ген селекційного маркера забезпечує ознаку, за якою можна 
«здійснювати селекцію» на базі резистентності до селекційного агента (наприклад, гербіцид, 
антибіотик, випромінювання, нагрівання або інший вид обробки, ушкоджуючий 10 

нетрансформовані клітини). Ген придатного для скринінгу маркера (або репортерний ген) 
забезпечує ознаку, за якою можна ідентифікувати, шляхом спостереження або тестування, 
наприклад, за допомогою «скринінгу» (наприклад, активність β-глюкуронідази, люциферази, 
зеленого флуоресцентного білка (ЗФБ) або іншого ферменту, відсутню в нетрансформованих 
клітинах). Ген маркера і цільова нуклеотидна послідовність не обов’язково повинні бути 15 

пов'язаними. Фактично, вибір маркера не є критичним, до тих пір, поки він є функціональним 
(тобто, селективним) в поєднанні з клітинами вибору, такими як рослинна клітина. 

Прикладами селекційних маркерів є маркери, що забезпечують резистентність до 
антибіотиків, наприклад, резистентність до ампіциліну, еритроміцину, хлорамфеніколу або 
тетрацикліну, переважно резистентність до канаміцину. Приклади селекційних маркерів для 20 

селекції рослин включають, без обмеження, ген hyg, який кодує резистентність до гігроміцину B; 
ген неоміцин фосфотрансферази (nptII), що забезпечує резистентність до канаміцину, 
паромоміцину, G418; ген глутатіон-S-трансферази з печінки щурів, що забезпечує 
резистентність до гербіцидів-похідних глутатіону, наприклад, таких як, розкриті у EP 256223; ген 
глутамінсинтетази, що при надмірній експресії забезпечує резистентність до інгібіторів 25 

глутамінсинтетази, таких як фосфінотрицин, наприклад, розкритий у WO 87/05327, ген 
ацетилтрансферази із Streptomyces viridochromogenes, що забезпечує резистентність до 
селекційного агента фосфінотрицину, наприклад, розкритий у EP 275957, ген, що кодує 5-
єнолшикімат-3-фосфат синтазу (ЄШФС), що забезпечує переносимість N-
фосфонометилгліцину, наприклад, розкритий Hinchee et al. (1988), або переважно ген bar, що 30 

забезпечує резистентність до біалафосу, наприклад, розкритий у WO91/02071. 
Переважно конструкція нуклеїнової кислоти стабільно інкорпорована в геном клітини, 

наприклад, рослинної клітини. Відповідно, нуклеїнова кислота може містити відповідні 
елементи, які дозволяють молекулі інкорпоруватися в геном, переважно послідовності правої і 
лівої меж молекули T-ДНК, або конструкція розміщена у відповідному векторі, який може бути 35 

інкорпорований в хромосому клітини. 
Експресія 
В цьому документі вектор експресії являє собою вектор ДНК, що здатний трансформувати 

клітину-хазяїна і здійснювати експресію однієї або більше вказаних молекул полінуклеотиду. 
Переважні вектори експресії за даним винаходом можуть керувати експресією гена в 40 

дріжджових та/або рослинних клітинах. Вектори експресії, придатні у відповідності до винаходу, 
містять регуляторні послідовності, наприклад, послідовності для контролю транскрипції, 
послідовності для контролю трансляції, джерела реплікації та інші регуляторні послідовності, 
сумісні з рекомбінантною клітиною, які контролюють експресію молекул полінуклеотиду за 
даним винаходом. Зокрема, полінуклеотиди або вектори, придатні у відповідності до цього 45 

винаходу, містять послідовності для контролю транскрипції. Послідовності для контролю 
транскрипції є послідовностями, які контролюють ініціацію, елонгацію і термінацію транскрипції. 
Особливо важливими послідовностями для контролю транскрипції є такі, які контролюють 
ініціацію транскрипції, наприклад, послідовності промотору та енхансера. Відповідні 
послідовності для контролю транскрипції включають будь-яку послідовність для контролю 50 

транскрипції, яка може функціонувати щонайменше в одній з рекомбінантних клітин за даним 
винаходом. Вибір використовуваних регуляторних послідовностей залежить від організму-
мішені, такого як рослина, та/або органу-мішені або цільової тканини. Такі регуляторні 
послідовності можуть бути одержані з будь-якого еукаріотного організму, такого як рослини, або 
віруси рослин, або можуть бути хімічно синтезовані. Численні такі послідовності для контролю 55 

транскрипції відомі фахівцям з рівня техніки. Особливо переважними послідовностями для 
контролю транскрипції є промотори, що активно спрямовують транскрипцію в рослинах, 
конститутивно або специфічним для стадії та/або тканини чином, в залежності від використання 
рослини або її частин. 
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Ряд векторів, придатних для стабільної трансфекції рослинних клітин або одержання 
трансгенних рослин, описаний, наприклад, у Pouwels et al., Cloning Vectors: А Laboratory Manual, 
1985, supp. 1987; Weissbach and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 
1989; і Gelvin et al., Plant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers, 1990. Як 
правила, вектори експресії в рослинах містять, наприклад, один або більше клонованих генів 5 

рослини під транскрипційним контролем 5' і 3' регуляторних послідовностей і домінантний 
селекційний маркер. Додатково, такі вектори експресії в рослинах можуть містити регуляторну 
ділянку промотору (наприклад, регуляторна ділянка, що контролює індуцибельну або 
конститутивну, регульовану умовами навколишнього середовища або стадією розвитку, або 
клітинно- або тканиноспецифічну експресію), старт-сайт ініціації транскрипції, сайт зв’язування з 10 

рибосомою, сигнал процесингу РНК, сайт термінації транскрипції та/або сигнал 
поліаденілювання. 

Описаний цілий ряд конститутивних промоторів, які активні в клітинах рослини. Придатні 
промотори для конститутивної експресії в рослинах включають, без обмеження, промотор 35S 
вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV), 35S мозаїчного вірусу ранника шишкуватого (FMV) та 15 

індуцибельний світлом промотор з маленької субодиниці рибулозо-1,5-біс-фосфат 
карбоксилази. 

З метою експресії у вихідних тканинах рослини, таких як листя, насіння, коріння або стебло, 
промоторам, використовуваним у відповідності до цього винаходу, переважно властива 
відносно висока експресія в цих конкретних тканинах. Численні приклади добре відомі з рівня 20 

техніки. Крім того, різноманітні промотори рослинних генів, що регулюються у відповідь на 
екологічні, гормональні, хімічні та/або пов'язані із розвитком сигнали, також можуть 
використовуватися для експресії генів у клітинах рослини, або може бути переважним 
використання орган-специфічних промоторів. 

В цьому документі термін «промотор, специфічний для насіння» або його варіації позначає 25 

промотор, який переважно в порівнянні з іншими тканинами рослини, спрямовує транскрипцію 
гена в насінні рослини, що розвивається, переважно рослини виду Brassica, Camelina sativa або 
G. max. У варіанті реалізації винаходу промотор, специфічний для насіння, експресується 
щонайменше в 5 разів активніше у насінні рослини, що розвивається, відносно листя та/або 
стебел рослини, і переважно експресується активніше в ембріоні насіння, що розвивається, в 30 

порівнянні з іншими тканинами рослини. Переважно промотор тільки спрямовує експресію 
цільового гена в насінні, що розвивається, та/або експресія цільового гена у інших частинах 
рослини, таких як листя, не може бути виявлена нозерн-блотингом та/або ЗТ-ПЛР. Звичайно, 
промотор контролює експресією генів в процесі росту і розвитку насіння, зокрема, в ході фази 
синтезу і акумуляції запасних речовин в насінні. Такі промотори можуть контролювати 35 

експресією гена в суцільному запасному органі рослини або тільки в його частині, наприклад, 
оболонці насіння або сім'ядолі(ях), переважно в ембріонах, у насінні дводольних рослин або 
ендоспермі або алейроновому шарі насіння однодольних рослин. 

Переважні промотори специфічної для насіння експресії включають: i) промотори з генів, що 
кодують ферменти, які беруть участь в біосинтезі жирних кислот та їх акумуляції в насінні, 40 

наприклад, десатурази і елонгази жирних кислот, ii) промотори з генів, що кодують запасні білки 
для зберігання в насінні, і iii) промотори з генів, що кодують ферменти, які беруть участь в 
біосинтезі вуглеводів та їх акумуляції в насінні. Придатними специфічними для насіння 
промоторами є промотор гена напіну олійної рапсу (US 5608152), промотор USP Vicia faba 
(Baumlein et al., 1991), промотор олеозину Arabidopsis (WO98/45461), промотор фазеоліну 45 

Phaseolus vulgaris (US 5504200), промотор Bce4 Brassica (WO91/13980) або промотор легуміну 
LeB4 з Vicia faba (Baumlein et al., 1992), і промотори, які забезпечують специфічну для насіння 
експресію в однодольних, таких як маїс, ячмінь, пшениця, жито, рис, тощо. Як придатні слід 
зазначити такі промотори: промотор гена lpt2 або lpt1 ячменю (WO95/15389 і WO95/23230) або 
промотори, розкриті у WO99/16890 (промотори з гена гордеїну ячменю, гена глютеліну рису, 50 

гена оризину рису, гена проламіну рису, гена гліадину пшениці, гена глютеліну пшениці, гена 
зеїну маїсу, гена глютеліну вівса, гена казирину сорго, гена секаліну жита). Інші промотори 
включають розкриті Broun et al. (1998), Potenza et al. (2004), US20070192902 і US20030159173. У 
варіанті реалізації винаходу специфічний для насіння промотор переважно експресується в 
певних частинах насіння, таких як ембріон, сім'ядоля(і) або ендосперм. Приклади таких 55 

специфічних промоторів включають, без обмеження, промотор FP1 (Ellerstrom et al., 1996), 
промотор легуміну гороху (Perrin et al., 2000), промотор фітогемаглютиніну боба (Perrin et al., 
2000), промотори конлінін 1 і конлінін 2 для генів, що кодують запасні білки 2S льону (Cheng et 
al., 2010), промотор гена FAE1 з Arabidopsis thaliana, промотор BnGLP гена глобулін-подібного 
білка Brassica napus, промотор LPXR гена пероксиредоксину з Linum usitatissimum. 60 
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5' нетрансльована лідерна послідовність може бути одержана з промотору, вибраного для 
експресії гетерологічної послідовності гена полінуклеотиду за даним винаходом, або переважно 
є гетерологічною щодо ділянки, яка кодує фермент, що виробляється, і може бути специфічно 
модифікована, при бажанні, таким чином, щоб збільшити трансляцію мРНК. Огляд оптимізації 
експресії трансгенів див. у Koziel et al. (1996). Додатково, 5' нетрансльовані ділянки можуть бути 5 

одержані з РНК вірусів рослин (серед іншого, вірус мозаїки тютюну, вірус гравіювання тютюну, 
вірус карликової мозаїчності маїсу, вірус мозаїки люцерни), з відповідних еукаріотних генів, 
рослинних генів (лідер гена білка а/b хлорофілу пшениці і маїсу, що зв'язується), або із 
синтетичної послідовності гена. Даний винахід не обмежується конструкціями, в яких 
нетрансльована ділянка одержана з 5' нетрансльованої послідовності, супроводжуючої 10 

послідовність промотору. Додатково, лідерна послідовність може бути одержана із 
неспорідненого промотору або кодуючої послідовності. Лідерні послідовності, придатні в 
контексті цього винаходу, включають лідер Hsp70 маїсу (US 5362865 і US 5859347) і омега-
елемент вірусу мозаїки тютюну (TMV). 

Термінація транскрипції забезпечується 3' нетрансльованою послідовністю ДНК, 15 

функціонально пов'язаною в химерному векторі з цільовим полінуклеотидом. 3' нетрансльована 
ділянка рекомбінантної молекули ДНК містить сигнал поліаденілювання, функція якого в 
рослинах полягає у забезпеченні додавання аденілатних нуклеотидів до 3' кінця РНК. 3' 
нетрансльовані ділянки можуть бути одержані з різноманітних генів, які експресуються в 
клітинах рослин. У такому випадку звичайно використовуються 3' нетрансльована ділянка 20 

нопалінсинтази, 3' нетрансльована ділянка з маленької субодиниці гена Rubisco гороху, 3' 
нетрансльована ділянка з гена запасного білка 7S насіння сої або гена конлініну льону. Крім 
того, придатними є 3' транскрибовані, нетрансльовані ділянки, що містять поліаденілатний 
сигнал індукуючих пухлину (Ti) Agrobacterium плазмідних генів. 

Технології рекомбінантної ДНК можуть застосовуватися для покращення експресії 25 

трансформованої молекули полінуклеотиду, шляхом маніпуляції, наприклад, кількістю копій 
молекули полінуклеотиду в межах клітини-хазяїна, ефективністю, з якою такі молекули 
полінуклеотиду транскрибуються, ефективністю, з якою транслюються копії, що утворюються в 
результаті, та ефективністю посттрансляційних модифікацій. Рекомбінантні методи, придатні 
для збільшення експресії молекул полінуклеотиду, розкритих в цьому документі, включають, без 30 

обмеження, інтеграцію молекули полінуклеотиду в одну або більше хромосом клітини-хазяїна, 
введення стабілізуючих послідовностей в мРНК, заміни або модифікації сигналів контролю 
транскрипції (наприклад, промотори, оператори, енхансери), заміни або модифікації сигналів 
контролю трансляції (наприклад, сайти зв’язування з рибосомою, послідовності Шайна-
Дальгарно), модифікацію молекул полінуклеотиду для відповідності використанню кодонів в 35 

клітині-хазяїні і делецію послідовностей, що дестабілізують транскрипти. 
Трансгенні рослини 
Термін «рослина» в цьому документі як іменник позначає суцільні рослини, але при 

використанні в ролі прикметника («рослинний») позначає будь-яку субстанцію, в якій присутній, 
одержану з, що походить із або пов'язану з рослиною, наприклад, органи рослини (такі як листя, 40 

стебла, коріння, квіти), одиничні клітини (такі як пилок), насіння, рослинні клітини, тощо. Термін 
«частина рослини» позначає всі частини рослини, які містять ДНК рослини, зокрема, 
вегетативні структури, наприклад, листя або стебла, коріння, квіткові органи або структури, 
пилок, насіння, частини насіння, такі як ембріон, ендосперм, щиток зародка або оболонка 
насіння, тканину рослини, таку як судинна тканина, клітини і їх потомство, до тих пір, поки 45 

частина рослини синтезує ліпід за винаходом. 
«Трансгенна рослина», «генетично модифікована рослина» або їх варіації позначають 

рослину, яка містить генетичну конструкцію («трансген»), не знайдену в рослині дикого типу 
такого ж виду, різновиди або сорти. Трансгенні рослини в контексті цього винаходу включають 
рослини та їх потомство, генетично модифіковані із застосуванням рекомбінантних методів, що 50 

приводить до продукування ліпіду або щонайменше одного поліпептиду, розкритого в цьому 
документі, у цільовій рослині або органі рослини. Трансгенні клітини рослини і трансгенні 
частини рослини мають відповідне значення. «Трансген» в цьому документі має звичайне 
значення для даної галузі біотехнології і містить генетичну послідовність, яка одержана або 
модифікована технологією рекомбінації ДНК або РНК, і яка введена до клітини рослини. 55 

Трансген може містити генетичні послідовності, одержані з клітини рослини, яка може належати 
до того ж виду, різновиду або сорту, що і клітина рослини, до якої введений трансген, або до 
іншого виду, різновиду або сорту, або з клітини, що не є рослинною. Звичайно, трансген 
вводять до клітини, наприклад, рослинної, шляхом маніпуляції людиною, наприклад, 
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трансформації, причому може застосовуватися будь-який спосіб за рішенням фахівця в цій 
галузі техніки. 

Терміни «насіння» і «зерно» в цьому документі використовуються рівнозначно. «Зерно» 
позначає зріле зерно, наприклад, зібране в процесі збору врожаю зерно, або зерно, яке ще 
знаходиться на рослині, але готове для збору врожаю, а також може позначати насіння після 5 

набухання або проростання, згідно контексту. Зріле зерно або насіння звичайно містить вологу 
в кількості менше, ніж близько 18–20 %, переважно менш ніж 10 %. Вміст вологи в насінні 
Brassica, наприклад, насінні рапсу у зрілому стані звичайно становить близько 4-8 % або 6-8 %, 
переважно від близько 4 % до близько 6 %. «Насіння, що розвивається» в цьому документі 
позначає насіння до настання зрілості, звичайно знайдене в репродуктивних структурах 10 

рослини після запліднення або цвітіння, але може також позначати таке насіння до настання 
зрілості, яке виділено з рослини. 

В цьому документі термін «одержання частини рослини» або «одержання насіння» позначає 
будь-які засоби для одержання частини рослини або насіння, відповідно, зокрема, збір урожаю 
частин рослини або насіння з рослин у полі або в закритому просторі, такому як теплиця або 15 

камера для росту, або придбання або одержання від постачальника частин рослини або 

насіння. Стандартні умови росту в теплиці включають денну температуру 22-24C і нічну 

температуру 16-18C, із природним сонячним світлом. Насіння може бути придатним для 
насадження, тобто здатним до проростання і утворення рослини-нащадка, або альтернативно, 
оброблено таким чином, що більше не може прорости, наприклад розколене, шліфоване або 20 

змолочене насіння, придатне для застосування при одержанні харчових продуктів або в 
харчуванні або для екстракції ліпіду за винаходом. 

В цьому документі термін «запасаючий орган рослини» позначає частину рослини, що 
спеціалізується на зберіганні енергії у формі, наприклад, білків, вуглеводів, жирних кислот 
та/або олій. Прикладами запасаючих органів рослини є насіння, плід, бульбоподібне коріння і 25 

бульби. Переважним запасаючим органом рослини є насіння. 
Рослини або частини рослин за винаходом або вживані відповідно до винаходу переважно є 

фенотипово нормальними. В цьому документі термін «фенотипово нормальний» позначає 
генетично модифіковану рослину або орган рослини, особливо запасаючий орган, такий як 
насіння, бульбу або плід, не володіючий істотною мірою зниженою здатністю до росту і 30 

відтворення, в порівнянні з немодифікованою рослиною або органом рослини. У варіанті 
реалізації винаходу генетично модифікована рослина або орган рослини, які є фенотипово 
нормальними, володіють здатністю до росту або відтворення, по суті такою ж, як ізогенна 
рослина або орган, що не містить вказаного полінуклеотиду. Переважно біомаса, темпи росту, 
швидкість проростання, розмір запасаючого органу, життєздатність пилку, фертильність 35 

чоловічих і жіночих рослин, розмір насіння та/або кількість утворених життєздатних зерен 
становить не менше 90 % від показників рослини, яка не містить вказаного екзогенного 
полінуклеотиду, при вирощуванні в ідентичних умовах. Переважно життєздатність пилку 
рослини за винаходом або рослин, одержаних із насіння за винаходом, становить близько 100 
% відносно життєздатності пилку відповідної рослини дикого типу. Даний термін не охоплює 40 

ознак рослини, що можуть відрізнятися від рослини дикого типу, але при цьому не впливають 
негативно на повноцінність рослини з точки зору комерційних цілей, наприклад, фенотип 
балерини листя саджанця. 

Рослини, розкриті або включені для використання у практиці цього винаходу, включають 
однодольні рослини і дводольні рослини. В переважних варіантах реалізації рослини за даним 45 

винаходом являють собою урожайні рослини (наприклад, злакові і зернобобові, маїс, пшеницю, 
картоплю, тапіоку, рис, сорго, просо., маніоку, ячмінь або горох) або інші бобові. Рослини 
можуть бути вирощені для одержання їстівних коренів, клубенів, листя, стебел, квітів або плоду. 
Рослини можуть бути овочевими або декоративними рослинами. Рослини за винаходом або 
придатні у відповідності до винаходу можуть являти собою: кукурудзу (Zea mays), рапс (Brassica 50 

napus, підвид Brassica rapa), гірчицю (Brassica juncea), льон (Linum usitatissimum), люцерну 
(Medicago sativa), рис (Oryza sativa), жито (Secale cerale), сорго (Sorghum bicolour, Sorghum 
vulgare), соняшник (Helianthus annus), пшеницю (Tritium aestivum), сою (Glycine max), тютюн 
(Nicotiana tabacum), картоплю (Solanum tuberosum), арахіс (Arachis hypogaea), бавовник 
(Gossypium hirsutum), солодку картоплю (Lopmoea batatus), маніоку (Manihot esculenta), каву 55 

(вид Cofea), кокосовий горіх (Cocos nucifera), ананас (Anana comosus), цитрусове дерево (вид 
Citrus), какао (Theobroma cacao), чай (Camellia senensis), банан (вид Musa), авокадо (Persea 
americana), інжир (Ficus casica), гуаву (Psidium guajava), манго (Mangifer indica), оливу (Olea 
europaea), папайю (Carica papaya), кеш’ю (Anacardium occidentale), макадамію (Macadamia 
intergrifolia), мигдаль (Prunus amygdalus), цукровий буряк (Beta vulgaris), овес або ячмінь. 60 
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У переважному варіанті реалізації винаходу рослина є покритонасінною рослиною. 
У варіанті реалізації винаходу рослина є рослиною олійної культури, переважно урожайною 

рослиною олійної культури. В цьому документі «рослина олійної культури» є видом рослини, 
використовуваним для комерційного одержання олій з насіння рослини. Рослина олійної 
культури може бути олійним рапсом (наприклад, канола), маїсом, соняшником, соєю, сорго, 5 

льоном (насіння льону) або цукровим буряком. Крім того, рослина олійної культури може бути 
іншими представниками Brassicas, бавовником, арахісом, маком, гірчицею, рициною звичайною, 
кунжутом, соняшником, сафлором, Camelina, Crambe або рослиною, що дає горіхи. Рослина 
може продукувати високі рівні олії в плоді, наприклад, олива, олійна пальма або кокосовий 
горіх. Садовими рослинами, до яких може бути застосований даний винахід, є салат, ендивій 10 

або хрестоцвітні овочі, включаючи капусту, броколі або цвітну капусту. Цей винахід може бути 
застосований до тютюну, гарбузових, моркви, суниці, помідора або перцю. 

У ще одному переважному варіанті реалізації винаходу нетрансгенна рослина, 
використовувана для одержання трансгенної рослини за винаходом, продукує олію, особливо у 
насінні, яке містить: i) менше 20 %, менше 10 % або менше 5 % жирних кислот 18:2 та/або ii) 15 

менше 10 % або менше 5 % жирних кислот 18:3. 
У переважному варіанті реалізації винаходу трансгенна рослина або її частина є 

гомозиготною по всіх і кожному гену (екзогенний полінуклеотид), що були введені (трансгену), 
таким чином, що її потомство не розділяється для бажаного фенотипу. Крім того, трансгенна 
рослина може бути гетерозиготною по введеному(им) трансгену(ам), переважно однорідно 20 

гетерозиготною по трансгену, наприклад, в потомстві F1, яке вирощене з гібридного насіння. 
Такі рослини можуть забезпечувати переваги, наприклад, гібридну силу, добре відому з рівня 
техніки, або можуть застосовуватися у розведенні і зворотному схрещуванні рослин. 

Якщо це доречно, трансгенна рослина або її частина можуть містити додаткові трансгени, 
що кодують ферменти, які беруть участь у продукуванні ДЛ-ПНЖК, такі як, без обмеження, Δ6-25 

десатураза, Δ9-елонгаза, Δ8-десатураза, Δ6-елонгаза, Δ5-десатураза, ω3-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ5-елонгаза, діацилгліцерол ацилтрансфераза, ЛФКАТ, Δ17-десатураза, Δ15-
десатураза та/або Δ12-десатураза. Приклади таких ферментів з одним або більше вказаних 
видів активності відомі з рівня техніки і включають розкриті в цьому документі. У конкретних 
прикладах, трансгенна рослина щонайменше містить екзогенні полінуклеотиди, які кодують: 30 

a) Δ4-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-елонгазу і Δ6-елонгазу, 
б) Δ4-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-елонгазу і Δ9-елонгазу, 
в) Δ4-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-елонгазу, Δ6-елонгазу і Δ15-десатуразу, 
г) Δ4-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-елонгазу, Δ9-елонгазу і Δ15-десатуразу, 
д) Δ4-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-елонгазу, Δ6-елонгазу і Δ17-35 

десатуразу, або 
е) Δ4-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-елонгазу, Δ9-елонгазу і Δ17-десатуразу, 
ж) ω3-десатуразу або Δ15-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ6-елонгазу і Δ5-

елонгазу, 
з) ω3-десатуразу або Δ15-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ9-елонгазу і Δ5-40 

елонгазу, 
і) Δ12-десатуразу, ω3-десатуразу або Δ15-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ6-

елонгазу и Δ5-елонгазу,  
й) Δ12-десатуразу, ω3-десатуразу або Δ15-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ9-

елонгазу і Δ5-елонгазу, 45 

к) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), ω3-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-
десатуразу, Δ6-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково Δ4-десатуразу, 

л) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), Δ15-десатуразу, Δ6-десатуразу, 
Δ5-десатуразу, Δ6-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково Δ4-десатуразу,  

м) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), Δ12-десатуразу, Δ6-десатуразу, 50 

Δ5-десатуразу, Δ6-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково Δ4-десатуразу, 
н) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), Δ12-десатуразу, ω3-десатуразу 

та/або Δ15-десатуразу, Δ6-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ6-елонгазу і Δ5-елонгазу та 
необов’язково Δ4-десатуразу, 

о) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), ω3-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-55 

десатуразу, Δ9-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково Δ4-десатуразу,  
п) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), Δ15-десатуразу, Δ8-десатуразу, 

Δ5-десатуразу, Δ9-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково Δ4-десатуразу, 
р) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), Δ12-десатуразу, Δ8-десатуразу, 

Δ5-десатуразу, Δ9-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково Δ4-десатуразу, або 60 
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с) 1-ацил-гліцерол-3-фосфатацилтрансферазу (ЛФААТ), Δ12-десатуразу, ω3-десатуразу 
та/або Δ15-десатуразу, Δ8-десатуразу, Δ5-десатуразу, Δ9-елонгазу, Δ5-елонгазу і необов’язково 
Δ4-десатуразу. 

У варіанті реалізації винаходу екзогенні полінуклеотиди кодують набір поліпептидів, що 
являють собою Δ6-десатуразу Pythium irregulare, Δ5-дезатуразу Thraustochytrid або Δ5-5 

дезатуразу Emiliana huxleyi, Δ6-елонгазу Physcomitrella patens, Δ5-елонгазу Thraustochytrid або 
Δ5-елонгазу Ostreocccus taurii, ω3-десатуразу Phytophthora infestans або ω3-десатуразу Pythium 
irregulare і Δ4-десатуразу Thraustochytrid. 

У варіанті реалізації винаходу рослини за винаходом вирощені в полі, переважно як 
популяція розміром щонайменше 1000 або 1000000 або 2000000 рослин, які по суті є 10 

однаковими, або на площі щонайменше 1 гектар або 2 гектари. Щільність насадження варіює у 
відповідності до виду рослини, різновиду рослини, клімату, умов грунту, норм застосування 
добрив та інших факторів, як відомо з рівня техніки. Наприклад, рапс звичайно вирощують із 
щільністю насадження 1,2–1,5 млн. рослин на гектар. Урожай рослин збирають, як відомо з 
рівня техніки, що може включати валкування, рядне компостування та/або жнива плодів рослин, 15 

з подальшою молотьбою та/або віянням рослинного матеріалу для відокремлення насіння від 
решти частин рослини, часто у формі полови. Альтернативно, урожай насіння може бути 
зібраний з рослин у полі в ході єдиного процесу, а саме, комбайнування. 

Трансформація рослин 
Трансгенні рослини можуть бути одержані із застосуванням методів, відомих з рівня техніки, 20 

таких як загалом описані в А. Slater et al., Plant Biotechnology — The Genetic Manipulation of 
Plants, Oxford University Press (2003), і P. Christou and H. Klee, Handbook of Plant Biotechnology, 
John Wiley and Sons (2004). 

В цьому документі терміни «стабільно трансформуючий», «стабільно трансформований» і їх 
варіації позначають інтеграцію екзогенних молекул нуклеїнових кислот в геном клітини таким 25 

чином, що вони передаються клітинам потомства в процесі поділу клітини, без необхідності в 
проведенні позитивної селекції щодо їх присутності. Стабільні трансформанти або їх потомство 
можуть бути відібрані будь-якими засобами, відомими з рівня техніки, такими як саузерн-блоти 
на хромосомній ДНК або гібридизація геномної ДНК in situ. Переважно, трансформацію рослин 
здійснюють так, як описано в Прикладах в даному описі. 30 

Опосередковане Agrobacterium перенесення є широко використовуваною системою для 
введення генів в рослинні клітини, оскільки ДНК може бути введена в клітини в суцільних 
тканинах рослини або органах рослини або експлантах в культурі тканини, з метою тимчасової 
експресії або стабільної інтеграції ДНК в геном клітини рослини. Використання опосередкованих 
Agrobacterium векторів, що інтегруються, для рослин з метою введення ДНК в клітини рослини 35 

добре відоме з рівня техніки (див., наприклад, US 5177010, US 5104310, US 5004863 або US 
5159135), включаючи методи занурення квіток з використанням Agrobacterium або інших 
бактерій, які можуть переносити ДНК в клітини рослини. Ділянка ДНК для перенесення 
визначається послідовностями межі, причому проміжна ДНК (T-ДНК) звичайно вставляється до 
геному рослини. В подальшому, інтеграція T-ДНК є відносно точним процесом, що приводить до 40 

декількох реорганізацій. У тих різновидах рослин, в яких опосередкована Agrobacterium 
трансформація є ефективною, вона є способом вибору завдяки легкій і визначеній природі 
перенесення гена. Переважні вектори трансформації Agrobacterium здатні до реплікації в E. coli, 
так само, як і Agrobacterium, дозволяючи здійснити необхідні маніпуляції, як було описано (Klee 
et al., в: Plant DNA Infectious Agents, Hohn and Schell, eds., Springer-Verlag, New York, pp. 179-203 45 

(1985)). 
Способи прискорення, які можуть застосовуватися, включають, наприклад, балістичну 

трансфекцію, тощо. Одним із прикладів способу доставки трансформуючих молекул 
нуклеїнових кислот в клітини рослини є балістична трансфекція. Даний спосіб розглянутий Yang 
et al., Particle Bombardment Technology for Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, England (1994). 50 

Небіологічні частинки (мікрочастинки) в ньому можуть бути вкриті нуклеїновими кислотами і 
доставлені в клітини рушійною силою. Приклади частинок включають виготовлені з вольфраму, 
золота, платини, тощо. Конкретна перевага балістичної трансфекції, на додаток до того, що 
вона є ефективним засобом відтворюваної трансформації однодольних, є те, що вона не 
вимагає ані виділення протопластів, ні сприйнятливості до інфекції Agrobacterium. 55 

В іншому альтернативному варіанті реалізації винаходу пластиди можуть бути стабільно 
трансформовані. Способи, розкриті для трансформації пластиди у вищих рослинах, включають 
доставку за допомогою генної гармати частинки ДНК, що містить селекційний маркер, і 
націлювання ДНК на геном пластиди за допомогою гомологічної рекомбінації (US 5451513, US 
5545818, US 5877402, US 5932479 і WO 99/05265). 60 
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Інші способи трансформації клітини можуть також застосовуватися і включають, без 
обмеження, введення ДНК в рослини прямим перенесенням ДНК в пилок, прямою ін'єкцією ДНК 
в репродуктивні органи рослини або прямою ін'єкцією ДНК у клітини незрілих ембріонів, з 
подальшою регідратацією висушених ембріонів. 

Регенерація, розвиток і культивування рослин з одинарних трансформантів протопласта 5 

рослини або з різноманітних трансформованих експлантів добре відомі з рівня техніки 
(Weissbach et al. У: Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, San Diego, Calif., (1988)). 
Така регенерація і процес росту звичайно включають стадії селекції трансформованих клітин, 
культивування таких індивідуальних клітин через звичайні стадії ембріонального розвитку, 
зокрема, стадію вкорінення саджанця. Трансгенні ембріони і насіння регенерують в такий же 10 

спосіб. Одержані трансгенні укорінені пагони в подальшому висаджують у відповідне 
середовище для росту рослини, таке як грунт. 

Розвиток або регенерація рослин, що містять чужорідний, екзогенний ген, добре відомі з 
рівня техніки. Переважно регенеровані рослини є такими, що самозапилюються, щоб 
забезпечити гомозиготні трансгенні рослини. В іншому випадку, пилок, одержаний від 15 

регенерованих рослин, схрещують з вирощеними із насіння рослинами важливих з агрономічної 
точки зору ліній. З другого боку, пилок рослин таких важливих ліній використовується для 
запилення регенерованих рослин. Трансгенну рослину за даним винаходом, що містить бажану 
екзогенну нуклеїнову кислоту, культивують із застосуванням способів, добре відомих фахівцю в 
даній галузі техніки. 20 

Щоб підтвердити присутність трансгенів в трансгенних клітинах і рослинах, може бути 
здійснена ампліфікація шляхом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) або аналіз методом 
саузерн-блота, із застосуванням способів, відомих фахівцям в дані галузі техніки. Продукти 
експресії трансгенів можуть бути виявлені будь-яким з численних шляхів, в залежності від 
природи продукту, що включають вестерн-блот і ферментний аналіз. Як тільки трансгенні 25 

рослини одержані, їх можна вирощувати для одержання тканин або частин рослини з бажаним 
фенотипом. Тканина рослини або частини рослини можуть бути зібрані як урожай, та/або 
зібране насіння. Насіння може служити джерелом вирощування додаткових рослин з тканинами 
або частинами, що володіють бажаними характеристиками. 

Трансгенна рослина, одержана із застосуванням Agrobacterium або інших способів 30 

трансформації, звичайно містить єдиний генетичний локус на одній хромосомі. Такі трансгенні 
рослини можуть носити назву гемізиготних по введеному(им) гену(ам). Більш переважною є 
трансгенна рослина, гомозиготна по введеному(им) гену(ам); тобто, трансгенна рослина, яка 
містить два додаткових гени, по одному гену в однакових локусах на кожній хромосомі з пари 
хромосом. Гомозиготна трансгенна рослина може бути одержана шляхом самозапліднення 35 

гемізиготної трансгенної рослини, пророщування частини одержаного насіння та аналізу 
одержаних рослин щодо присутності цільового гена. 

Крім того, необхідно розуміти, що дві різні трансгенні рослини, що містять два незалежно 
сегрегуючих екзогенних гени або локуси, можуть бути схрещеними (спареними), з метою 
одержання потомства, яке містить обидва набори генів або локусів. Самозапліднення 40 

відповідного нащадка F1 може давати рослини, гомозиготні по обох екзогенних генах або 
локусах. Зворотне схрещування з материнською рослиною і знищення нетрансгенної рослини 
також розглядаються, як вегетативне розведення. Опис інших способів розведення, які 
звичайно використовуються для різноманітних ознак і врожаю, можна знайти в Fehr, в: Breeding 
Methods for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison Wis. 45 

(1987). 
Підвищення рівнів екзогенної РНК і стабілізована експресія 
Супресори сайленсингу 
У варіанті реалізації винаходу рослинна клітина, рослина або частина рослини містить 

екзогенний полінуклеотид, що кодує білок супресора сайленсингу. 50 

Посттранскрипційний сайленсинг гена (ПТСГ) є специфічним для послідовності нуклеотидів 
механізмом захисту, що може бути націлений як на клітинні, так і на вірусні мРНК з метою їх 
розкладу. ПТСГ виникає в рослинах або грибах, стабільно або тимчасово трансформованих 
чужорідною (гетерологічною) або ендогенною ДНК, і приводить до зменшення акумуляції 
молекул РНК, послідовність яких подібна до введеної нуклеїнової кислоти. 55 

Широко досліджений той факт, що коекспресія супресора сайленсинга з цільовим 
трансгеном підвищує рівні присутньої в клітині РНК, що транскрибована із трансгена. Хоча це є 
доведеним фактом для клітин in vitro, значущі побічні ефекти спостерігаються в багатьох 
дослідженнях коекспресії у суцільних рослинах. Більш конкретно, як описано в Mallory et al. 
(2002), Chapman et al. (2004), Chen et al. (2004), Dunoyer et al. (2004), Zhang et al. (2006), Lewsey 60 
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et al. (2007) і Meng et al. (2008) рослини, що експресують супресори сайленсинга, загалом під 
контролем конститутивних промоторів, часто є фенотипово аномальними до такої міри, що вони 
непридатні для комерційного виробництва. 

Нещодавно було виявлено, що рівні молекул РНК можуть бути збільшені та/або рівні 
молекул РНК можуть бути стабілізовані протягом численних поколінь шляхом допомогою 5 

обмеження експресії супресора сайленсинга насінням рослини або його частиною 
(WO2010/057246). В цьому документі «білок-супресор сайленсинга» або БСС являє собою будь-
який поліпептид, який може експресуватися в клітині рослини, що підвищує рівень продукту 
експресії іншого трансгена в клітині рослини, особливо в подальших поколіннях, одержаних від 
початково трансформованої рослини. У варіанті реалізації винаходу БСС являє собою вірусний 10 

супресор сайленсинга або його мутант. Велика кількість вірусних супресорів сайленсинга 
відома з рівня техніки і включає, без обмеження, P19, V2, P38, Pe-Po і RPV-P0. У варіанті 
реалізації винаходу вірусний супресор сайленсинга містить послідовність амінокислот, 
представлену будь-якою з SEQ ID NO: 53–57, її біологічно активним фрагментом, або 
послідовністю амінокислот щонайменше на 50 % ідентичною будь-якій одній або більше із SEQ 15 

ID NO: 53–57, яка додатково володіє активністю супресора сайленсинга. 
В цьому документі терміни «стабілізуючий експресію» «стабільно експресований», 

«стабілізована експресія» та їх варіації позначають рівень молекули РНК, по суті такий ж або 
перевищуючий рівень у рослинах-нащадках протягом наступних поколінь, наприклад, 
щонайменше 3, щонайменше 5 або щонайменше 10 поколінь, в порівнянні з ізогенними 20 

рослинами, які не містять екзогенного полінуклеотиду, що кодує супресор сайленсинга. Однак, 
даний(і) термін(и) не виключає(ють) можливості деякого зниження рівнів молекули РНК в 
наступних поколіннях, в порівнянні з попереднім поколінням, наприклад, зниження не менше 10 
% на покоління. 

Супресор може бути вибраний з будь-якого джерела, наприклад, рослини, вірусу, ссавця, 25 

тощо. Див. WO2010/057246 щодо переліку вірусів, з яких може бути одержаний супресор і 
позначення білка (наприклад, B2, P14, тощо.) або кодуючої ділянки для супресора з кожного 
конкретного вірусу. Множинні копії супресора можуть бути використані. Різні супресори можуть 
використовуватися спільно (наприклад, в тандемі). 

Молекули РНК 30 

По суті будь-яка молекула РНК, яку бажано екпресувати в насінні рослини, може бути 
коекспресована із супресором сайленсинга. Кодовані поліпептиди можуть приймати участь в 
метаболізмі олії, крохмалю, вуглеводів, поживних речовин, тощо, або можуть бути 
відповідальними за синтез білків, пептидів, жирних кислот, ліпідів, воску, масел, крохмалів, 
цукру, вуглеводів, смакоароматичних речовин, ароматичних речовин, токсинів, каротиноїдів, 35 

гормонів, полімерів, флавоноїдів, запасних білків, фенолових кислот, алкалоїдів, лігніну, танінів, 
целюлози, глікопротеїнів, гліколіпідів, тощо, переважно біосинтез або збирання ТАГ. 

У конкретному прикладі, рослини продукують підвищені рівні ферментів для продукування 
олії в рослинах, наприклад, видів Brassica, таких як канола або соняшника, сафлору, льону, 
бавовнику, соєвому бобі, Camelina або маїсі. 40 

Рівні продукування ДЛ-ПНЖК 
Рівні ДЛ-ПНЖК або комбінацій ДЛ-ПНЖК, що продукуються в рекомбінантній клітині або 

частині рослини, наприклад, насінні, мають велике значення. Рівні можуть бути виражені, як 
склад (у відсотках) загальних жирних кислот, які є конкретними ДЛ-ПНЖК або групою 
споріднених ДЛ-ПНЖК, наприклад, ω3 ДЛ-ПНЖК або ω6 ДЛ-ПНЖК, або ДДЛ-ПНЖК, або інші, 45 

що може бути визначене за способами, відомими з рівня техніки. Крім того, рівень може бути 
виражений, як вміст ДЛ-ПНЖК, наприклад як відсоток ДЛ-ПНЖК в сухій масі матеріалу, що 
містить рекомбінантні клітини, наприклад, відсоток від маси насіння, який представляє ДЛ-
ПНЖК. Необхідно розуміти, що рівень ДЛ-ПНЖК, що продукується в олійній культурі, може бути 
значно вищим за показниками вмісту ДЛ-ПНЖК, ніж в овочі або насінні, яке не вирощувалося 50 

для цілей одержання олії, хоча обидва можуть мати подібний склад ДЛ-ПНЖК і обидва можуть 
використовуватися як джерела ДЛ-ПНЖК для споживання людиною або твариною. 

Рівні ДЛ-ПНЖК можуть бути визначені за будь-яким із способів, відомих у даній галузі 
техніки. У переважному способі загальний ліпід добувають з клітин, тканин або організмів, і 
жирну кислоту перетворюють на метилові ефіри перед аналізом газовою хроматографією (ГХ). 55 

Такі методи розкриті у Прикладі 1. Розташування піку на хроматограмі може використовуватися 
для ідентифікації кожної конкретної жирної кислоти, і площу кожного піку інтегрують для 
визначення кількості. В цьому документі, якщо не вказано інше, відсоток конкретної жирної 
кислоти у зразку визначають, виражаючи площу піку вказаної жирної кислоти як відсоток від 
загальної площі піків жирних кислот на хроматограмі. По суті, це відповідає масовому відсотку 60 
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(мас/мас). Ідентичність жирних кислот може бути підтверджена ГХ-МС. Загальні ліпіди можуть 
бути виділені методами, відомими з рівня техніки, з метою очищення фракцій, наприклад, 
фракції ТАГ. Наприклад, тонкошарова хроматографія (ТШХ) може бути здійснена в 
аналітичному масштабі, щоб відокремити ТАГ від інших фракцій ліпіду, таких як ДАГ, ацил-КоА 
або фосфоліпід, з метою визначення складу жирних кислот конкретно для ТАГ. 5 

В одному варіанті реалізації винаходу загальна сума АРК, ЕПК, ДПК і ДГК в жирних кислотах 
екстрагованого ліпіду становить від близько 7 % до близько 25 % загальних жирних кислот в 
клітині. У подальшому варіанті реалізації винаходу загальні жирні кислоти в клітині містять 
менше 1 % C20:1. У переважних варіантах реалізації екстрагований ТАГ в клітині містить жирні 
кислоти в кількостях, вказаних у цьому документі. Кожна з можливих комбінацій ознак, що 10 

визначають ліпід, розкритий в цьому документі, також включена. 
Додатково рівень продукування ДЛ-ПНЖК в рекомбінантній клітині, рослині або частині 

рослини, наприклад, насінні, може бути виражений, як відсоток перетворення конкретного 
жирнокислотного субстрату на один або більше жирнокислотних продуктів, що в цьому 
документі додатково носить назву «ефективності перетворення» або «ефективності ферменту». 15 

Цей параметр базується на жирнокислотному складі ліпіду, екстрагованого з клітини, рослини, 
частини рослини або насіння, тобто, кількості утвореної ДЛ-ПНЖК (зокрема іншої ДЛ-ПНЖК, 
одержаної з неї), вираженому як відсоток від одного або більше жирнокислотних субстратів 
(зокрема, всіх інших жирних кислот, одержаних із нього). Загальна формула для відсотка 
перетворення: 100 x (сума відсотків продукту ДЛ-ПНЖК і всіх продуктів, одержаних із 20 

нього)/(сума відсотків жирнокислотного субстрату і всіх продуктів, одержаних із нього). Стосовно 
ДГК, наприклад, це може бути виражено, як співвідношення рівня ДГК (у вигляді відсотка від 
загального вмісту жирних кислот в ліпіді) до рівня жирнокислотного субстрату (наприклад ОК, 
ЛК, АЛК, СДК, ЕТК або ЕПК) і всіх продуктів, окрім ДГК, одержаних з субстрату. Відсоток 
перетворення або ефективність перетворення можуть бути виражені для єдиної ферментної 25 

стадії біохімічного шляху, а також для частини або всього шляху. 
Специфічна ефективність перетворення обчислена в цьому документі за наступними 

формулами: 
1. ОК на ДГК = 100 x ( %ДГК)/(сума % для ОК, ЛК, ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК, АЛК, СДК, ЕТрК, 

ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 30 

2. ЛК на ДГК = 100 x ( %ДГК)/(сума % для ЛК, ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК, АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, 
ЕПК, ДПК і ДГК). 

3. АЛК на ДГК = 100 x ( %ДГК)/(сума % для АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 
4. ЕПК на ДГК = 100 x ( %ДГК)/(сума % для ЕПК, ДПК і ДГК). 
5. ДПК на ДГК (ефективність Δ4-десатурази) = 100 x ( %ДГК)/(сума % для ДПК і ДГК). 35 

6. Ефективність Δ12-десатурази = 100 x (сума % для ЛК, ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК, АЛК, СДК, 
ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК)/(сума % для ОК, ЛК, ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК, АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, 
ЕПК, ДПК і ДГК). 

7. Ефективність ω3-десатурази = 100 x (сума % для АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і 
ДГК)/(сума % ЛК, ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК, АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 40 

8. ОК на АЛК = 100 x (сума % для АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК)/(сума % для ОК, ЛК, 
ГЛК, ДГЛК, АРК, ЕДК, АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 

9. Ефективність Δ6-десатурази (на ω3 субстраті АЛК) = 100 x (сума % для СДК, ЕТК, ЕПК, 
ДПК і ДГК)/( % АЛК, СДК, ЕТрК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 

10. Ефективність Δ6-елонгази (на ω3 субстраті СДК) = 100 x (сума % для ЕТК, ЕПК, ДПК і 45 

ДГК)/(сума % для СДК, ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 
11. Ефективність Δ5-десатурази (на ω3 субстраті ЕТК) = 100 x (сума % для ЕПК, ДПК і 

ДГК)/(сума % для ЕТК, ЕПК, ДПК і ДГК). 
12. Ефективність Δ5-елонгази (на ω3 субстраті ЕПК) = 100 x (сума % для ДПК і ДГК)/(сума % 

для ЕПК, ДПК і ДГК). 50 

Жирнокислотний склад ліпіду, переважно олії з насіння, за винаходом також відрізняється за 
співвідношенням ω6 жирних кислот : ω3 жирних кислот у загальному вмісті жирних кислот, для 
будь-яких загальних ω6 жирних кислот : загальних ω3 жирних кислот або для нових ω6 жирних 
кислот : ω3 нових жирних кислот. Терміни загальні ω6 жирні кислоти, загальні ω3 жирні кислоти, 
нові ω6 жирні кислоти і нові ω3 жирні кислоти мають значення, визначені в цьому документі. 55 

Співвідношення обчислюють на базі складу жирних кислот у ліпіді, екстрагованому з клітини, 
рослини, частини рослини або насіння ліпіду, за способом, приклад якого наведений у цьому 
документі. Більш бажаною є присутність в ліпіді вищого рівня ω3 жирних кислот, ніж ω6 жирних 
кислот, і таким чином співвідношення ω6:ω3 менше 1,0 є переважним. Співвідношення 0,0 
вказує на повну відсутність певних ω6 жирних кислот; співвідношення 0,03 було досягнуте, як 60 
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розкрито у Прикладі 6. Такі низькі значення співвідношення можуть бути досягнуті шляхом 
сполученого використання Δ6-десатурази з перевагою по відношенню до субстрату ω3, разом з 
ω3-десатуразою, особливо грибковою ω3-десатуразою, такою як ω3-десатураза Pichia pastoris, 
приклад якої наведений в цьому документі. 

Додатково вихід ДЛ-ПНЖК на масу насіння може бути обчислений на базі загального вмісту 5 

олії в насінні і % ДГК в олії. Наприклад, якщо вміст олії в насінні рапсу становить близько 40 % 
(мас./мас.), і близько 12 % від загального вмісту жирних кислот в олії становить ДГК, вміст ДГК в 
насінні становить близько 4,8 % або близько 48 мг на грам насіння. Як розкрито в Прикладі 2, 
вміст ДГК в насінні Arabidopsis, що містить близько 9 % ДГК, в якому вміст олії нижчий, ніж у 
рапсі, становив 25 мг/г насіння. При вмісті ДГК близько 7 %, насіння рапсу або насіння Camelina 10 

sativa містить рівень ДГК близько 28 мг на грам насіння. У цьому винаході таким чином 
розкриваються рослини Brassica napus, B. juncea і Camelina sativa та одержане з них насіння, 
яке містить щонайменше близько 28 мг ДГК на грам насіння. Вміст вологи в насінні є 
стандартним для зібраного в процесі збору урожаю зрілого насіння після сушіння (4–15 % 
вологи). У винаході також розкривається спосіб одержання олії, який включає одержання 15 

насіння і виділення олії з насіння, застосування олії і способи одержання насіння, включаючи 
збір урожаю насіння з рослин за винаходом. 

Крім того, може бути обчислена кількість ДГК та/або ДПК, що продукується на гектар, якщо 
вихід насіння з гектара відомий або може бути оцінений. Наприклад, урожайність рапсу в 
Австралії зазвичай близько 2,5 тони насіння на гектар, що при вмісті олії 40 % дає близько 1000 20 

кг олії. При вмісті ДГК та/або ДПК 20,1 % в кінцевій олії, це забезпечує близько 200 кг ДГК та/або 
ДПК на гектар. Якщо вміст олії знижується на 50 %, це все ще забезпечує близько 100 кг ДГК 
та/або ДПК на гектар. 

Одержані на сьогоднішній день докази свідчать про те, що деякі десатурази, що 
гетерологічно експресуються в дріжджах або рослинах, володіють відносно низькою активністю 25 

в комбінації з деякими елонгазами. Дану ситуацію можна покращити, надаючи десатуразі 
здатність використовувати форму ацил-КоА жирної кислоти як субстрат у синтезі ДЛ-ПНЖК, і це 
вважається переважним в рекомбінантних клітинах, особливо у клітинах рослини. Особливо 
переважна комбінація для ефективного синтезу ДГК являє собою грибкову ω3-десатуразу, 
наприклад, таку як ω3-десатураза Pichia pastoris (SEQ ID NO: 6), що є Δ6-десатуразою з 30 

перевагою по відношенню до ω3 ацильних субстратів, наприклад, таку як Δ6-десатураза 
Micromonas pusilla (SEQ ID NO: 9) або її варіанти з ідентичністю послідовності амінокислот 
щонайменше 95 %. 

В цьому документі термін «що по суті не містить» означає, що композиція (наприклад, ліпід 
або олія) містить невелику кількість (наприклад, менше, ніж близько 0,5 %, менше, ніж близько 35 

0,25 %, менше, ніж близько 0,1 %, або менше, ніж близько 0,01 %) або не містить певного 
компоненту. У варіанті реалізації винаходу «такий, що по суті не містить» означає, що 
компонент неможливо знайти за допомогою шаблонної методики аналізу, наприклад, конкретна 
жирна кислота (наприклад, ω6-докозапентаєнова кислота) не може бути знайдена за 
допомогою газової хроматографії, як у загальних рисах розкрито в Прикладі 1 40 

Одержання олій 
Методи, які шаблонно практикуються в цій галузі техніки, можуть застосовуватися для 

виділення, обробки і аналізу олій, продукованих клітинами, рослинами, насінням, тощо за даним 
винаходом. Зазвичай насіння рослини термічно обробляють, пресують і екстрагують, щоб 
продукувати неочищену олію, яку далі гідратують, рафінують, відбілюють і дезодорують. 45 

Загалом методи подрібнення насіння відомі з рівня техніки. Наприклад, насіння олійних культур 
може бути пом'якшено шляхом зрошування його водою для підвищення вмісту вологи, 
наприклад, до 8,5 %, і провальцьоване за допомогою гладкого валу із щілинами розміром 0,23–
0,27 мм. В залежності від виду насіння, перед подрібненням можна не додавати воду. 
Застосування нагрівання інактивує ферменти, полегшує подальший розрив клітини, об'єднання 50 

олійних крапель, і забезпечує агломерацію частинок білка, причому все це спрощує процес 
екстракції. 

У варіанті реалізації винаходу більшість олії з насіння вивільняється при пропусканні крізь 
гвинтовий прес. Макуху, що виходить з гвинтового пресу, далі екстрагують, наприклад, 
гексаном, з використанням колонки із супровідним теплоконтролем. Як альтернатива, 55 

неочищена олія, одержана в ході операції пресування, може бути пропущена крізь резервуар 
для осадження з дротяним дренажним верхом із прорізами, щоб видалити тверді речовини, які 
потрапляють в олію в ході операції пресування. Освітлена олія може бути пропущена крізь 
рамний і фільтр-прес для видалення будь-яких тонких механічних включень, що залишилися. За 
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необхідності олія після процесу екстракції може бути об'єднана з освітленою олією, з 
одержанням змішаної неочищеної олії. 

Як тільки розчинник відділений з неочищеної олії, пресовані та екстраговані порції 
об'єднують і обробляють звичайними процедурами обробки олії. В цьому документі термін 
«очищений», використовуваний у зв'язку з ліпідом або олією за винаходом, звичайно означає, 5 

що екстрагований ліпід або олія пройшли одну або більше стадій обробки, які підвищують 
ступінь чистоти ліпідного/олійного компоненту. Наприклад, стадія очищення може включати 
одне або більше або все із групи, що складається з: гідратації, дезодорування, відбілювання, 
сушіння та/або фракціонування екстрагованого олії. Однак в цьому документі термін 
«очищений» не включає процесу переестерифікації або іншого процесу, що модифікує склад 10 

жирних кислот ліпіду або олії за винаходом для збільшення вмісту ДГК як відсотка від 
загального вмісту жирних кислот. Іншими словами, склад жирних кислот очищеного ліпіду або 
олії по суті є таким же, як склад неочищеного ліпіду або олії. 

Гідратація 
Гідратація є початковою стадією рафінацій олій, і його основна мета полягає у видаленні з 15 

олії більшості фосфоліпідів, які можуть бути присутніми в кількості близько 1–2 % від загального 
екстрагованого ліпіду. Додавання до неочищеного олії ~2 % води, що звичайно містить 
фосфорну кислоту, при 70-80 °C приводить до відокремлення більшості фосфоліпідів, за 
наявності залишкових кількостей металів і пігментів. Нерозчинний матеріал, який 
відокремлюється, в основному є сумішшю фосфоліпідів і триацилгліцеролів, і також відомий як 20 

лецитин. Гідратація може здійснюватись шляхом додавання концентрованої фосфорної кислоти 
до неочищеної олії з насіння, з метою переведення нездатних до гідратації фосфатидів у здатну 
до гідратації форму та утворення хелатів металів, які присутні в незначних кількостях. Смолу 
відокремлюють від олії з насіння центрифугуванням. 

Лужна рафінація 25 

Лужна рафінація є одним із способів очищення для обробки неочищеного олії, який іноді 
також називають нейтралізацією. Вона зазвичай слідує за гідратацією і передує відбілюванню. 
Після гідратації олія з насіння може бути оброблена додаванням достатньої кількості розчину 
лугу, щоб відтитрувати всі жирні кислоти і фосфорні кислоти, з подальшим видаленням 
утвореного мила. Придатні лужні матеріали включають натрію гідроксид, калію гідроксид, 30 

натрію карбонат, літію гідроксид, кальцію гідроксид, кальцію карбонат і амонію гідроксид. Цей 
спосіб, як правило, здійснюють за кімнатної температури, з видаленням фракції вільних жирних 
кислот. Мило видаляють центрифугуванням або екстракцією мила розчинником , і 
нейтралізовану олію промивають водою. За необхідності, надлишок лугу в олії може бути 
нейтралізований відповідною кислотою, такою як хлористоводнева кислота або сірчана 35 

кислота. 
Відбілювання 
Відбілювання є способом очищення, за якого олію нагрівають до 90–120 °C, витримуючи за 

цієї температури протягом 10–30 хвилин у присутності відбілюючої глини (0,2–2,0 %) і за 
відсутності кисню, в атмосфері азоту або пари або під вакуумом. Ця стадія обробки олії 40 

розроблена таким чином, щоб видаляти небажані пігменти (каротиноїди, хлорофіл, госипол, 
тощо), причому спосіб додатково видаляє продукти окиснення, залишкові метали, сполуки сірки 
і залишок мила. 

Дезодорування 
Дезодорування є обробкою олій і жирів за високої температури (200–260 °C) і низького тиску 45 

(0,1–1 мм рт. ст). Зазвичай, це досягається шляхом введення пари в олію з насіння із швидкістю 
близько 0,1 мл/хвилину/100 мл олії з насіння. Близько через 30 хвилин зрошування олії з 
насіння охолоджують під вакуумом. Олію з насіння зазвичай подають до скляного контейнеру і 
пропускають аргон, після чого зберігають за низької температури. Така обробка покращує колір 
олії з насіння і видаляє більшість летючих субстанцій або пахучих сполук, включаючи вільні 50 

жирні кислоти, що залишилися, моноацилгліцероли і продукти окиснення. 
Вінтеризація 
Вінтеризація є способом, що іноді застосовується в комерційному виробництві олій з метою 

розділення олій і жирів на тверді (стеарин) і рідкі (олеїн) фракції шляхом кристалізації за 
температур, нижчих за температуру навколишнього середовища. Спочатку його застосовували 55 

до бавовняної олії, з метою одержання продукту, що не містить твердих речовин. Зазвичай, цей 
спосіб застосовують для зменшення вмісту насичених жирних кислот в олії. 

Переестерифікація 
В даному документі «переестерифікація» є способом обміну жирних кислот в межах і між 

ТАГ або перенесення жирних кислот на інший спирт, з утворенням ефіру. Це може включати 60 
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первинне вивільнення жирних кислот з ТАГ у формі вільних жирних кислот або пряме 
одержання ефірів жирних кислот, переважно метилових ефірів або етилових ефірів жирних 
кислот. В ході реакції переестерифікації ТАГ із спиртом, таким як метанол або етанол, алкільна 
група спирту утворює ефірний зв'язок із ацильними групами (включаючи ДГК) ТАГ. За умови 
поєднання із способом фракціонування, переестерифікація може застосовуватися для 5 

модифікації жирнокислотного складу ліпідів (Marangoni et al., 1995). Для переестерифікації 
можуть використовуватися хімічні (наприклад, каталізовані сильною кислотою або основою) або 
ферментні препарати, причому останні включають ліпази, що можуть бути специфічними до 
положення (sn-1/3 або sn-2 специфічними) жирної кислоти в ТАГ, або з перевагою по 
відношенню до деяких жирних кислот в порівнянні з іншими (Speranza et al., 2012). 10 

Фракціонування жирних кислот, з метою підвищення концентрації ДЛ-ПНЖК в олії може бути 
здійснено будь-яким із способів, відомих з рівня техніки, таких як, наприклад, кристалізація 
виморожуванням, утворення комплексів з використанням сечовини, молекулярна дистиляція, 
екстракція надкритичною рідиною, протитокова хроматографія і утворення комплексів з іоном 
срібла. Утворення комплексів із сечовиною є переважним способом унаслідок його простоти та 15 

ефективності з точки зору зниження рівня насичених і мононенасичених жирних кислот в олії 
(Gamez et al., 2003). Спочатку, ТАГ в олії розщеплюють на складові жирні кислоти, часто у 
формі ефірів жирних кислот, шляхом гідролізу в умовах каталізу кислотою або основою, 
внаслідок чого один моль ТАГ реагує щонайменше з 3 моль спирту (наприклад, етанолу у 
випадку етилових ефірів або метанолу у випадку метилових ефірів), причому використовують 20 

надлишок спирту, щоб забезпечує розділення алкілових ефірів, які утворилися, і гліцерину, який 
також утворюється, або за допомогою ліпаз. Такі вільні жирні кислоти або ефіри жирних кислот, 
що звичайно залишаються в незміненому виді у складі жирних кислот після обробки, в 
подальшому можуть бути змішані з етанольним розчином сечовини для утворення комплексів. 
Насичені і мононенасичені жирні кислоти легко утворюють комплекси із сечовиною, 25 

кристалізуються при охолодженні і далі можуть бути видалені фільтрацією. Фракція, що не 
утворила комплекси із сечовиною, таким чином, збагачується ДЛ-ПНЖК. 

Продукти харчування (корми) 
Цей винахід включає композиції, які можуть використовуватися як продукти харчування 

(корми). Для цілей цього винаходу «продукти харчування (корми)» включають будь-який продукт 30 

харчування або препарат для споживання людиною або твариною, який при надходженні в 
організм: (a) служить цілям живлення або утворення тканин або постачання енергією; та/або (б) 
підтримує, відновлює або сприяє належному харчовому статусу або метаболічній функції. 
Продукти харчування (корми) за винаходом включають харчові суміші для немовлят та/або 
дітей молодшого віку, такі як, наприклад, молочна суміш для дитячого харчування, і шрот за 35 

винаходом. 
Продукти харчування (корми) за винаходом включають, наприклад, клітину за винаходом, 

рослину за винаходом, частину рослини за винаходом, насіння за винаходом, екстракт за 
винаходом, продукт способу за винаходом, продукт процесу ферментації за винаходом, або 
композицію разом з відповідним(и) носієм(ями). Термін «носій» використовується в 40 

найширшому значенні і включає будь-який компонент, який може мати харчове значення або не 
мати його. Як буде зрозуміло кваліфікованому фахівцю, носій повинен бути придатним для 
використання (або використовуваним в достатньо низькій концентрації) в продукті харчування 
(кормі), таким чином, що він не здійснює шкідливого впливу на організм, якій споживає продукт 
харчування (корм). 45 

Продукт харчування (корм) за цим винаходом включає олію, ефір жирної кислоти або жирну 
кислоту, одержану прямо або непрямо із застосуванням способів, клітин або рослин, розкритих 
у цьому документі. Додатково композиція може знаходитися в твердій або рідкій формі. Крім 
того, композиція може містити їстівні мікронутрієнти, білок, вуглеводи, вітаміни та/або мінерали 
в кількостях, бажаних для конкретного застосування. Кількості цих інгредієнтів варіюватимуть 50 

залежно від того, чи призначається композиція для застосування у здорових індивідуумів або 
для застосування у індивідуумів з особливими потребами, наприклад, індивідуумів, які 
страждають на метаболічні розлади, тощо. 

Приклади придатних носіїв, що мають харчове значення, включають, без обмеження, 
макронутрієнти, наприклад, їстівні жири, вуглеводи і білки. Приклади таких їстівних жирів 55 

включають, без обмеження, кокосове масло, олію бурячника, олію грибів, олію чорної 
смородини, соєву олію, а також моно- і дигліцероли. Приклади таких вуглеводів включають (без 
обмеження): глюкозу, їстівну лактозу і гідролізований крохмаль. Додатково, приклади білків, які 
можуть використовуватися в харчовій композиції за винаходом, включають (без обмеження) 
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білки сої, оброблену електродіалізом сироватку, оброблене електродіалізом збиране молоко, 
молочну сироватку або гідролізати вказаних білків. 

Стосовно вітамінів і мінералів, наступне може бути додане до композицій харчових 
продуктів (кормів) за цим винаходом: кальцій, фосфор, калій, натрій, хлорид, магній, марганець, 
залізо, мідь, цинк, селен, йод, вітаміни А, E, D, C і вітаміни групи B. Крім того, інші такі вітаміни і 5 

мінерали можуть бути додані. 
Компоненти, що використовуються в композиціях продукту харчування (корма) за цим 

винаходом, можуть бути напівочищеними або очищеними. Під напівочищеним або очищеним 
мається на увазі матеріал, який одержаний шляхом очищення природного матеріалу або 
синтезу de novo. 10 

Додатково композиція харчового продукту (корми) за даним винаходом може бути додана 
до їжі навіть в тому випадку, якщо немає необхідності в добавках до раціону. Наприклад, 
композиція може бути додана до їжі будь-якого типу, зокрема (без обмеження): маргарин, 
модифіковане масло, сири, молоко, йогурт, шоколад, цукерки, легкі закуски, олії для салатів, 
олії для приготування їжі, кулінарні жири, м'ясо, риба і напої. 15 

Додатково жирні кислоти, що отримують відповідно за цим винаходом, або клітини-хазяї, 
трансформовані таким чином, що в них містяться та експресуються цільові гени, можуть 
використовуватися як харчові добавки для тварин, з метою модифікації складу жирних кислот в 
тканині, яйці або молоці тварини до необхідного для споживання людиною або твариною. 
Приклади таких тварин включають овець, велику рогату худобу, коней, домашніх птахів, 20 

наприклад, курей, тощо. 
До того ж, продукти харчування (корми) за винаходом можуть використовуватися в 

аквакультурі, з метою підвищення рівнів жирних кислот в організмі риби або ракоподібних, таких 
як, наприклад, креветки, для споживання людиною або твариною. Переважно риба є лососем. 

Переважні продукти харчування (корми) за винаходом є рослинами, насінням та іншими 25 

частинами рослини, такими як листя і стебла, що безпосередньо можуть використовуватися як 
їжа або корм для людини або тварин. Наприклад, тварини можуть безпосередньо пастися на 
таких рослинах, вирощуваних в полі, або їм можуть згодовуватися точніше визначені кількості в 
ході контрольованого годування. Винахід включає застосування таких рослин і частин рослини 
як їжі для підвищення рівнів ДЛ-ПНЖК в організмі людини і тварин. 30 

Композиції 
Цей винахід також включає композиції, особливо фармацевтичні композиції, що містять 

одну або більше жирних кислот та/або олій, одержаних із застосуванням способів за винаходом, 
переважно у формі етилових ефірів жирних кислот. 

Фармацевтична композиція може містити одну або більше жирних кислот та/або олій, в 35 

комбінації із стандартним, відомим, нетоксичним фармацевтично прийнятним носієм, 
ад'ювантом або розчинником, таким як фосфатно-сольовий буфер, вода, етанол, поліоли, 
рослинні олії, зволожуючий агент або емульсія, наприклад, емульсія вода/олія. Композиція 
може знаходитися в рідкій або твердій формі. Наприклад, композиція може бути у формі пігулки, 
капсули, рідини для ковтання або порошку, в ін'єкційній формі або у формі мазі або крему для 40 

місцевого застосування. Необхідна текучість може підтримуватись, наприклад, шляхом 
підтримки необхідного розміру частинок у разі дисперсій і використовування поверхнево-
активних речовин. Крім того, може бути бажаним введення ізотонічних агентів, наприклад, 
цукру, натрію хлориду, тощо. Окрім таких інертних розбавлювачів, композиція може містити 
ад'юванти, такі як зволожувачі, емульгатори і суспендувальні агенти, підсолоджувачі, смакові 45 

добавки та ароматизатори. 
Суспензії разом з активними сполуками можуть містити суспендувальні агенти, такі як 

етоксильовані ізостеарилові спирти, складні ефіри сорбіту і поліоксиетилен сорбітану, 
мікрокристалічну целюлозу, мета-гідроксид алюмінію, бентоніт, агар-агар і трагакант або суміші 
цих субстанцій. 50 

Тверді лікарські форми, такі як таблетки і капсули, можуть бути одержані із застосуванням 
способів, добре відомих з рівня техніки. Наприклад, жирні кислоти, одержані у відповідності до 
цього винаходу, можуть бути таблетовані із звичайними основами таблеток, такими як лактоза, 
сахароза і кукурудзяний крохмаль, у комбінації із зв'язувальними речовинами, такими як акація, 
кукурудзяний крохмаль або желатин, дезінтегрантами, такими як картопляний крохмаль або 55 

альгінова кислота, і змащувальними речовинами, такими як стеаринова кислота або магнію 
стеарат. Капсули можуть бути одержані шляхом об'єднання вказаних допоміжних речовин в 
желатиновій капсулі з антиоксидантами і відповідною жирною(ими) кислотою(ами). 

Для внутрішньовенного введення, жирні кислоти, одержані у відповідності до цього 
винаходу, або їх похідні, можуть бути введені в комерційні препарати. 60 
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Типові дози конкретної жирної кислоти становлять від 0,1 мг до 20 г, при введенні від 1 до 5 
разів на день (до 100 г щоденно), і переважно знаходяться в інтервалі від близько 10 мг до 
близько 1, 2, 5 або 10 г щодня (у вигляді однієї або декількох доз). Як відомо з рівня техніки, 
бажано вводити щонайменше близько 300 мг/день жирної кислоти, особливо ДЛ-ПНЖК. Однак 
необхідно розуміти, що будь-яка кількість жирної кислоти буде корисною для суб'єкта. 5 

Можливі способи введення фармацевтичних композицій за цим винаходом включають, 
наприклад, ентеральний (наприклад, пероральний і ректальний) і парентеральний. Наприклад, 
рідкий препарат може бути введений перорально або ректально. Додатково гомогенна суміш 
може бути повністю диспергована у воді, попередньо змішаній в стерильних умовах з 
фізіологічно прийнятними розбавлювачами, консервантами, буферами або пропелентами для 10 

одержання спрею або засобу для інгаляцій. 
Дози композиції для введення пацієнту можуть бути визначені звичайним фахівцем в цій 

галузі техніки і залежать від різних факторів, таких як маса тіла пацієнта, вік пацієнта, загальний 
стан здоров'я пацієнта, анамнез пацієнта, імунний статус пацієнта, тощо. 

Додатково композиції за цим винаходом можуть застосовуватися для косметичних цілей. 15 

Вони можуть додаватися до існуючих косметичних композицій таким чином, що утворюється 
суміш, або жирна кислота, одержана у відповідності до цього винаходу, може 
використовуватися як єдиний «активний» інгредієнт в косметичній композиції. 

ПРИКЛАДИ 
Приклад 1. Матеріали і способи 20 

Експресія генів в клітинах рослини в системі тимчасової експресії 
Екзогенні генетичні конструкції експресують в клітинах рослини в системі тимчасової 

експресії, як суттєво описано Voinnet et al. (2003) і Wood et al. (2009). 
Аналіз жирних кислот методом газової хроматографії (ГХ) 
МЕЖК аналізують методом газової хроматографії за допомогою газового хроматографу 25 

Agilent Technologies 7890A GC (Пало-Альто, Каліфорнія, США), обладнаного колонкою SGE-
BPX70 (70 % ціанопропіл полісилфенілен-силоксану, внутрішній діаметр 0,25 мм, товщина 
плівки 0,25 мм) завдовжки 30 м, ПІД (плазмово-іонізаційним детектором), інжектором з 
розділенням/без розділення, а також серійним аутосамплером та інжектором Agilent 
Technologies 7693. Гелій використовують як газ-носій. Зразки вводять інжекцією в методі з 30 

розділенням (співвідношення 50:1) при температурі печі 150 °C. Після інжекції температуру печі 
підтримують на рівні 150 °C протягом 1 хвилини, далі підвищують до 210 °C із швидкістю 
3 °C/хвилину, знову підвищують до 240 °C із швидкістю 50 °C/хвилину і остаточно підтримують 
протягом 1,4 хвилин на рівні 240 °C. Площу піків визначають за допомогою програмного 
забезпечення Agilent Technologies ChemStation (версія Rev B.04.03 (16), Пало-Альто, 35 

Каліфорнія, США), на базі відповіді відомої кількості зовнішнього стандарту GLC-411 (Nucheck) і 
внутрішнього стандарту C17:0-МЕ. 

Аналіз ліпідів методом рідинної хроматографії-мас-спектрометрії (РХ-МС) 
Загальні ліпіди екстрагують з ліофілізованого насіння, що розвивається, через 12 днів після 

цвітіння (дпц) і зрілого насіння після додавання відомої кількості три-C17:0-ТАГ як внутрішнього 40 

стандарту для кількісної оцінки. Екстраговані ліпіди розчиняють в 1 мл 10 мМ бутильованого 
гідрокситолуолу в суміші бутанол/метанол (1:1, об/об) на 5 мг сухого матеріалу і аналізують за 
допомогою рідинного хроматографа серії Agilent 1200 з РХ та іонізацією електророзпиленням за 
допомогою РХ-МС 6410b з трьома квадрупольними лінзами. Ліпіди хроматографічно розділяють 
з використанням колонки Ascentis Express RP-Amide (50 мм x 2,1 мм, 2,7 мкм, Supelco) в режимі 45 

бінарного градієнта із швидкістю потоку 0,2 мл/хвилину. Рухомі фази: А. 10 мМ амонію форміату 
в суміші H2O/метанол/тетрагідрофуран (50:20:30 об/об/об); B. 10 мМ амонію форміату в суміші 
H2O/метанол/тетрагідрофуран (5:20:75, об/об/об). Переліки для моніторингу множинних реакцій 
(ММР) базуються на наступних основних жирних кислотах: 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 18:4, 20:1, 
20:2, 20:3, 20:4, 20:5, 22:4, 22:5, 22:6, з використанням енергії зіткнення 30 В і фрагментора 60 50 

В. Нейтральні ліпіди досліджували відносно наступних основних жирних кислот: 16:0 
(пальмітинова кислота), 18:0 (стеаринова кислота), 18:1ω9 (олеїнова кислота, ОК), 18:2ω6 
(лінолева кислота, ЛК), 18:3ω3 (α-ліноленова кислота, AЛК), 18:4ω3 (стеаридонова кислота, 
СДК), 20:1, 20:2, 20:3, 20:4ω3, 20:5ω3, 22:4ω3, 22:5ω3, 22:6ω3, тоді як фосфоліпіди сканували 
щодо наявності молекул C16, C18, C20 і C22 фз подвійними зв'язками 0-3, 0-4, 0-5, 4-6, 55 

відповідно. 
Окремі ММР ТАГ були ідентифіковані на базі амонізованого іона-прекурсора та іона 

продукту, утвореного в результаті втрати нейтронів 20:1, СДК, ЕПК і ДГК. ТАГ і ДАГ кількісно 
визначали із застосуванням 50 мкМ тристеарину і дистеарину як зовнішніх стандартів. ФЛ 
кількісно визначали з використанням 10 мкМ зовнішніх стандартів ди-18:0-ФХ, ди-17:0-ФА, ди-60 
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17:0-ФЕ, 17:0-17:1-ФГ, ди-18:1-ФІ і ди-17:0-ФС (Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, США). 
Для вибраних видів ТАГ, ДАГ і ФЛ проводили подальше підтвердження за допомогою МС/МС 
6520 Q-TOF. 

Визначення профілю жирних кислот і вмісту олії в насінні 
За необхідності визначення вмісту олії в насінні, насіння сушать в ексикаторі протягом 24 5 

годин, і близько 4 мг насіння переносять до скляного флакону місткістю 2 мл, із вкритою 
Тефлоном нагвинчувальною кришкою. 0,05 мг тригептадеканоїну, розчиненого в 0,1 мл толуолу, 
додають у флакон як внутрішній стандарт. 

МЕЖК насіння одержують, додаючи 0,7 мл 1 н метанольного HCl (Supelco) у флакон, що 
містить матеріал насіння, короткочасно обробляють вихровим перемішуванням та інкубують 10 

при 80° C протягом 2 годин. Після охолодження до кімнатної температури, 0,3 мл 0,9 % (мас/об) 
розчину NaCl і 0,1 мл гексану додають у флакон і ретельно перемішують протягом 10 хвилин в 
Heidolph Vibramax 110. МЕЖК збирають у скляну вставку місткістю 0,3 мл і аналізують методом 
ГХ з плазмово-іонізаційним детектором (ПІД), як було згадано раніше. 

Площу піку окремого МЕЖК спочатку коректують на базі відповіді у вигляді площі піку 15 

відомої кількості таких же МЕЖК, присутніх в комерційному стандарті GLC-411 (NU-CHEK PREP, 
INC., США). GLC-411 містить рівні кількості 31 жирної кислоти ( % мас.), в інтервалі від C8:0 до 
C22:6. У випадку жирних кислот, які відсутні в стандарті, винахідники використовували відповіді 
у вигляді площі піку найбільш подібного МЕЖК. Наприклад, відповідь у вигляді площі піку МЕЖК 
16:1d9 використовували для 16:1d7, і відповідь МЕЖК C22:6 використовували для C22:5. 20 

Скоректовані значення площі піку використовують для обчислення маси кожного МЕЖК в 
зразку, в порівнянні з масою внутрішнього стандарту. Олія зберігається в основному у формі 
ТАГ, і її масу обчислюють на базі маси МЕЖК. Загальну кількість моль гліцерину визначають 
шляхом обчислення кількості моль кожного МЕЖК і поділу загальної кількості моль МЕЖК на 
три. Вміст ТАГ обчислюють як суму гліцерину і жирних ацильних фрагментів, з використанням 25 

співвідношення: % мас. олії = 100 х ((41 x загальна кількість моль МЕЖК/3) + (загальна кількість 
грам МЕЖК – (15 x загальна кількість моль МЕЖК)))/грам насіння, де 41 і 15 — молекулярна 
маса залишку гліцеролу і метильної групи, відповідно. 

Аналіз вмісту стеролів у зразках олії 
Зразки близько по 10 мг олії, разом з доданою аліквотою C24:0 монолу як внутрішнього 30 

стандарту, омилюють за допомогою 4 мл 5 % розчину KOH у 80 % MeOH і нагрівання до 80 °C, 
витримуючи протягом 2 годин при цій температурі, у вкритій Тефлоном скляній пробірці з 
нагвинчувальною кришкою. Після охолодження реакційної суміші додають 2 мл води Milli-Q, і 
стероли екстрагують 2 мл суміші гексан/дихлорметан (4:1, об./об.) при струшуванні і вихровому 
перемішуванні. Суміш центрифугують, екстракт стеролів витягають і промивають 2 мл води 35 

Milli-Q. Далі екстракт стеролів відокремлюють після струшування і центрифугування. Екстракт 
упарюють в потоку газоподібного азоту, і стероли силілюють з використанням 200 мл N,O-
бис(триметилсиліл)трифторацетаміду (БСТФА) при нагріванні до 80 °C, витримуючи протягом 2 
годин при цій температурі. 

Для аналізу стеролів методом ГХ/ГХ-МС, похідні стерол-O-триметилсилілу (стерол-OТМSi) 40 

сушать в потоку газоподібного азоту на термоблоці при 40 °C, і далі повторно розчиняють у 
хлороформі або гексані безпосередньо перед аналізом методом ГХ/ГХ-МС. Похідні стерол-
OТМS аналізують газовою хроматографією (ГХ) за допомогою газового хроматографа Agilent 
Technologies 6890A GC (Пало-Альто, Каліфорнія, США), обладнаного капілярною колонкою з 
кварцевого скла Supelco Equity™-1 (15 м x 0,1 мм внутрішній діаметр, товщина плівки 0,1 мкм), 45 

ПІД та інжектором з розщепленням/без розщеплення, а також серійним аутосемплером Agilent 
Technologies 7683B та інжектором. Як газ-носій використовують гелій. Інжекцію зразків 
здійснюють в режимі без розщеплення при температурі печі 120 °C. Після інжекції температуру 
печі підвищують до 270 °C із швидкістю 10 °C/хвилину, і в кінці до 300 °C із швидкістю 
5 °C/хвилину. Площу піків визначають за допомогою програмного забезпечення Agilent 50 

Technologies ChemStation (Пало-Альто, Каліфорнія, США). Результати ГХ містять помилку ± 5 
%, від значень площі піку окремих компонентів. 

Аналізи методом ГХ-мас-спектрометрії (ГХ-МС) здійснюють за допомогою приладів для ГХ-
МС Finnigan Thermoquest GCQ і Finnigan Thermo Electron Corporation GC-MS, притому, що 
обидві системи обладнані інжектором для введення проб безпосередньо на колонку, і 55 

програмного забезпечення Thermoquest Xcalibur (Остін, Техас, США). Кожний з приладів для ГХ 
обладнаний капілярною колонкою, полярність якої подібна до розкритої вище. Індивідуальні 
компоненти ідентифікують, використовуючи дані мас-спектрометрії і порівнюючи дані часу 
утримування з одержаними для автентичних і лабораторних стандартів. Повну методику 
холостого аналізу виконують паралельно із серією зразків. 60 
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Умови ЗТ-ПЛР 
Ампліфікацію методом ПЛР із зворотною транскриптазою (ЗТ-ПЛР) звичайно здійснюють з 

використанням системи ЗТ-ПЛР Superscript III One-Step (Invitrogen) в об'ємі 25 мкл, з 
використанням 10 пмоль прямого праймера і 30 пмоль зворотного праймера, MgSO4 до кінцевої 
концентрації 2,5 мМ, 400 нг загальної РНК з буфером і нуклеотидними компонентами згідно 5 

інструкцій виробника. Типові температурні режими були наступними: 1 цикл при температурі 
45 °C протягом 30 хвилин для виникнення зворотної транскрипції; потім 1 цикл при температурі 
94 °C протягом 2 хвилин, і далі 40 циклів з температурою 94 °C протягом 30 секунд, 52 °C 
протягом 30 секунд, 70 °C протягом 1 хвилини; потім 1 цикл при температурі 72 °C протягом 2 
хвилин перед охолодженням реакційних сумішей до 5 °C. 10 

Визначення кількості копій трансгенів за допомогою цифрової ПЛР 
Для визначення кількості копій трансгенів у трансгенній рослині застосовували метод ПЛР, 

як описано нижче. Крім того, даний метод може бути застосований для визначення того, чи є 
рослина трансгенною по генетичних конструкціях, описаних у даному описі. Близько 
квадратного сантиметра листової тканини одержують від кожної індивідуальної рослини і 15 

вміщують до колекційної мікропробірки (Qiagen). Далі зразки сушать виморожуванням протягом 
24-48 годин. Для руйнування зразків з метою екстракції ДНК, до кожного висушеного зразка 
додають кульки з неіржавіючої сталі, і пробірки струшують на лізаторі для тканин Qiagen. 375 
мкл буфера для екстракції (0,1 М Трис-HCl, pH 8, 0,05 М ЕДТА, pH 8, і 1,25 % ПДВ) додають в 
кожну пробірку, суміші інкубують при 65 °C протягом 1 години, і потім охолоджують перед 20 

додаванням в кожну пробірку 187 мкл 6 М амонію ацетату (4 °C) при ретельному перемішуванні. 
Далі зразки центрифугують протягом 30 хвилин при 3000 об/хв. Супернатант із кожної пробірки 
переносять у нові мікропробірки, кожна з яких містить 220 мкл ізопропанолу, для осадження 
ДНК при кімнатній температурі протягом 5 хвилин. ДНК збирають центрифугуванням пробірок 
при 3000 об/хв протягом 30 хвилин, гранули ДНК промивають 320 мкл 70 % етанолу і сушать 25 

перед ресуспендуванням ДНК у 225 мкл води. Нерозчинений матеріал гранулюють 
центрифугуванням при 3000 об/хв протягом 20 хвилин, і 150 мкл кожного супернатанту 
переносять на 96-лункові планшети для тривалого зберігання. 

Для ефективного і кількісного проведення цифрової ПЛР (ddPCR) ДНК розщеплюють 
рестрикційними ферментами перед проведенням реакцій ампліфікації, щоб гарантувати 30 

фізичне розділення декількох копій трансгенів або множинних інсерцій. Таким чином, аліквоти 
препаратів ДНК розщеплюють за допомогою EcoRI і BamHI, разом узятих, в об'ємі 20 мкл, із 
застосуванням 10x буфера EcoRI, 5 мкл ДНК і близько 4 одиниць кожного ферменту на зразок, з 
інкубацією протягом ночі при 37 °C. 

Праймери, використовувані у цих реакціях ПЛР, були сконструйовані із застосуванням 35 

програмного забезпечення Primer3, щоб підтвердити, що передбачена відсутність взаємодії між 
праймерами для референтних генів і генів-мішеней, або така взаємодія не створює проблем за 
використовуваних умов. Референтним геном в аналізі був ген рапсу Hmg (група високої 
рухливості), присутній в одному екземплярі у геномі рапсу (Weng et al., 2004). Оскільки рапс є 
алотетраплоїдом, припускали наявність 4 копій гена Hmg, тобто 2 алелів кожного із двох генів, у 40 

Brassica napus. У реакціях референтного гена застосовували пару праймерів і зонд, що містив 
подвійну мітку, як указано нижче: Смисловий праймер, Can11 gcgaagcacatcgagtca (SEQ ID NO: 
50); Антисмисловий праймер, Can12 ggttgaggtggtagctgagg (SEQ ID NO: 51); Hmg-P3 5’-
Hex/tctctac/zen/ccgtctcacatgacgc/3IABkFQ/-3’ (SEQ ID NO: 52). Розмір продукту ампліфікації 
становив 73 пари основ. 45 

У одній реакції ампліфікації гена-мішені, в ході якої виявляли ген селекційного маркеру ФФТ 
для скринінгу всіх трансгенних рослин, смисловий праймер являв собою Can17, 
atacaagcacggtggatgg (SEQ ID NO: 53); антисмисловий праймер, Can18 tggtctaacaggtctaggagga 
(SEQ ID NO: 54); зонд, PPT-P3 5’-/FAM/tggcaaaga/zen/gatttcgagcttcctgc/3IABkFQ/-3’ (SEQ ID NO: 
55). Розмір даного продукту ампліфікації гена-мішені становив 82 пари основ. У деяких 50 

випадках, паралельно проводили другий аналіз гена-мішені, щоб виявити часткові інсерції T-
ДНК. В ході такого другого аналізу виявляли ділянку гена Δ6-десатурази за допомогою 
смислового праймера, Can23 caagcaccgtagtaagagagca (SEQ ID NO: 56), антисмислового 
праймера, Can24 cagacagcctgaggttagca (SEQ ID NO: 57); зонда, D6des-P3 5’-
/FAM/tccccactt/zen/cttagcgaaaggaacga/3IABkFQ/-3’ (SEQ ID NO: 58). Розмір даного продукту 55 

ампліфікації гена-мішені становив 89 пар основ. У реакціях шаблонно використовували 2 мкл 
розщеплених препаратів ДНК. Склад реакційної суміші на зразок: референтний смисловий 
праймер (10 пМ), 1 мкл; референтний антисмисловий праймер (10 пМ), 1 мкл; зонд 
референтного гена (10 пМ), 0,5 мкл; смисловий праймер гена-мішені (10 пМ), 1 мкл; 
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антисмисловий праймер гена-мішені (10 пМ), 1 мкл; зонд гена-мішені (10 пМ), 0,5 мкл; суміш 
реактивів ddPCR, 12,5 мкл; вода 5,5 мкл, в загальному об'ємі 25 мкл. 

Далі суміші вміщували до генератора крапельок QX100, який ділив кожен зразок на 20000 
крапельок у діапазоні нл. Це здійснювали у 8-лункових картриджах до тих пір, поки всі зразки не 
були оброблені і перенесені на 96-лунковий ПЛР планшет. Далі планшет опечатували 5 

термопластичною проколюваною фольгою за допомогою пристрою для запечатування 
планшетів. Після цього зразки обробляли з наступними умовами реакції: 95 °C, 10 хвилин, 
підйом із швидкістю 2,5 °C/с; потім 39 циклів при 94 °C, 30 з підйомом із швидкістю 2,5 °C/с; 
61 °C, 1 хвилина, підйом із швидкістю 2,5 °C/с; 98 °C, 10 хвилин, з подальшим охолодженням до 
12 °C. Після реакцій ампліфікації ДНК у крапельках, планшети вміщували на пристрій для 10 

зчитування крапельок QX100, за допомогою якого аналізували кожну крапельку індивідуально із 
застосуванням двохбарвної системи виявлення (набір для виявлення FAM або Hex). Цифрові 
дані ПЛР крапельки розглядали як 1-D графік, на якому кожна крапелька зразка була нанесена 
на графік інтенсивності флуоресценції, або 2-D графік, на який наносили флуоресценцію (FAM) 
проти флуоресценції (Hex) для кожної крапельки. За допомогою програмного забезпечення 15 

вимірювали кількість позитивних і негативних крапельок для кожного флюорофору (FAM або 
Hex) у кожному зразку. Далі за допомогою програмного забезпечення апроксимували фракцію 
позитивних крапельок до алгоритму Пуассона, щоб визначити концентрацію цільової молекули 
ДНК в одиницях копій/мкл входження. Варіацію кількості копій обчислювали із застосуванням 
формули: CNV = (A/B) * Nb, де концентрація А = концентрація гена-мішені, B = концентрація 20 

референтного гена, і Nb = 4, кількість копій референтного гена у геномі. 
Оцінка життєздатності пилку 
Флуоресцеїну діацетат (ФДА) розчиняли в ацетоні у концентрації 2 мг/мл з одержанням 

запасного розчину. Розведення ФДА готували безпосередньо перед використанням, по краплях 
додаючи запасний розчин ФДА до 2 мл розчину сахарози (0,5 М) до насичення, на яке 25 

вказувала поява стійкої мутності.  
Пропідію йодид (ПЙ) розчиняли у стерильній дистильованій воді у концентрації 1 мг/мл з 

одержанням запасного розчину. Безпосередньо перед використанням 100 мкл запасного 
розчину додавали до 10 мл стерильної дистильованої води з одержанням робочого розчину. 
Для перевірки співвідношення життєздатного і нежиттєздатного пилку, запасні розчини ПЙ і 30 

ФДА змішували у співвідношенні 2:3. 
Рослини рапсу і гірчиці, трансгенні і дикого типу, вирощували у стандартних умовах в 

теплиці при 222C із фотоперіодом 16 годин на добу. Зрілі бутони, що були готові розкритися 
наступного дня, маркували і збирали наступного ранку у 9-10 годин. Пилок із розкритих квітів 
фарбували сумішшю ФДА/ПЙ та візуалізували за допомогою флуоресцентного мікроскопу Leica 35 

MZFLIII. Використовували емісійний фільтр із пропусканням у довгохвильовій ділянці спектру 
GFP-2 510 нм (пропускання червоного і зеленого світла) із фільтром збудження 480/40 нм для 
виявлення життєздатного і нежиттєздатного пилку. Нежиттєздатний пилок, який захоплював 
фарбник ПЙ, мав червоний колір під флуоресцентним мікроскопом, тоді як життєздатний пилок 
при фарбуванні ПЙ і ФДА мав яскраво-зелений колір. 40 

Приклад 2. Стабільна експресія трансгенних біохімічних шляхів ДГК в насінні Arabidopsis 
thaliana 

Конструкція бінарного вектора 
Бінарні вектори pJP3416-GA7 і pJP3404 (також позначені в даному описі як “GA7”, описані в 

WO 2013/185184), кожен з яких містить 7 гетерологічних генів біосинтезу жирних кислот, 45 

кодуючих 5 десатураз і 2 елонгази, та селекційний маркер для рослин між повторами лівої і 
правої меж T-ДНК, присутніми в кожному векторі (Фіг. 2 і 3). У SEQ ID NO: 1 розкрита 
нуклеотидна послідовність ділянки T-ДНК pJP3416-GA7 від правої до лівої граничних 
послідовностей. Обидві генетичні конструкції містять рослинні кодон-оптимізовані гени, що 
кодують Δ12-десатуразу Lachancea kluyveri (містить нуклеотиди 14143–16648 із SEQ ID NO: 1), 50 

ω3-десатуразу Pichia pastoris (містить нуклеотиди 7654–10156 із SEQ ID NO: 1), Δ6-десатуразу 
Micromonas pusilla (містить нуклеотиди 226–2309 із SEQ ID NO: 1), Δ5- і Δ4-десатурази Pavlova 
salina (містять нуклеотиди 4524–6485 і 10157–14142 із SEQ ID NO: 1, відповідно) і Δ6- і Δ5-
елонгази Pyramimonas cordata (містить нуклеотиди 2310–4523 і 17825–19967 із SEQ ID NO: 1, 
відповідно). 55 

Кожна із 7 кодуючих ділянок в конструкціях знаходиться під контролем специфічного для 
насіння промотору, причому використовуються три різних промотори, а саме вкорочений 
промотор напіну Brassica napus (pBnFP1), промотор Arabidopsis thaliana FAE1 (pAtFAE1) і 
промотор конлініну 1 Linum usitatissimum (pLuCnl1). Сім генів біосинтезу жирних кислот спільно 
кодують повний біохімічний шлях синтезу ДГК, сконструйований з метою перетворення 18:1Δ9 60 
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(олеїнова кислота) на 22:6Δ4,7,10,13,16,19 (ДГК). Обидва бінарні вектори містять селекційний маркер 
для рослин BAR, кодуючий ділянку, функціонально пов'язану з промотором вірусу мозаїки 
цвітної капусти 35S (CaMV), що містить подвоєну ділянку енхансера, а також з термінатором 
транскрипції-ділянкою поліаденілювання nos3’ А. tumefaciens. Селекційний маркер для рослин 
розташований суміжно з лівою межею T-ДНК, тобто, дистально на T-ДНК відносно орієнтації 5 

перенесення T-ДНК в клітини рослини. Це підвищує вірогідність того, що часткове перенесення 
T-ДНК, яке, ймовірно, не включає ген селекційного маркера, не пройде селекцію. Кожний з 
pJP3416-GA7 і pJP3404 містить джерело реплікації RiA4 з Agrobacterium rhizogenes (Hamilton, 
1997). 

Конструкція GA7 також містить дві послідовності ділянки прикріплення до матриксу Rb7 10 

(ДПМ) Nicotiana tabacum, як описано Hall et al. (1991). Послідовності ДПМ, які іноді називають 
ядерними ділянками прикріплення, відомі як такі, що специфічно зв'язуються з ядерним 
матриксом in vitro і можуть опосередкувати зв’язування хроматину з ядерним матриксом in vivo. 
Вважається, що ДПМ зменшують сайленсинг трансгена. У pJP3416-GA7 ДПМ також вставлені і 
розташовані в межах ділянки T-ДНК для того, щоб вони виконували функцію розпірок ДНК, з 15 

метою ізоляції трансгенних касет експресії. Вектор pJP3416 перед вставкою ділянки GA7 
містить тільки касету селекційного маркера для рослин між межами. 

Трансформація А. thaliana і аналіз складу жирних кислот 
Химерні вектори вводять в А. tumefaciens, штам AGL1, і клітини з культур трансформованої 

Agrobacterium використовують для обробки. рослин А. thaliana (екотипи Columbia і мутант fad2), 20 

застосовуючи для трансформації спосіб занурення квіток (Clough and Bent, 1998). Після 
дозрівання врожай зерен T1 з оброблених рослин збирають і наносять на планшети MS, що 
містять фосфінотрицин (ФФТ), з метою селекції рослин, що містять ген селекційного маркера 
BAR. Саджанці T1, що вижили і є здоровими, переносять в грунт. Після вирощування рослин до 
стану зрілості і надання їм можливості для самозапліднення, збирають урожай зерен T2 з 25 

одержаних рослин, і склад жирних кислот у ліпіді їх насіння аналізують за методом ГХ, як 
розкрито у Прикладі 1. 

Конструкція pJP3416-GA7 приводить до продукування дещо вищих рівнів ДГК, виражених як 
відсоток від загального вмісту жирних кислот, в середньому щодо конструкції pJP3404. 
Ефективність перетворення для кожної стадії ферментації в продукуванні ДГК з олеїнової 30 

кислоти обчислена як ( % продуктів x 100)/( % субстрату, що залишився + % продуктів), і таким 
чином виражена у відсотках. 

Найвищий спостережуваний рівень продукування ДГК в трансформованих pJP3416-GA7 
лініях T2 становить 6,2 %, додатково з 0,5 % ЕПК і 0,2 % ДПК (лінія #14). Вказане насіння T2 все 
ще було сегрегованим по трансгену, тобто ще не було однорідно гомозиготним. Рівень ω3 35 

жирних кислот, продукованих в результаті наявності трансгенів в цьому насінні (нові загальні ω3 
жирні кислоти, за винятком рівня АЛК, яка виробляється ендогенно в екотипі Columbia), 
становить 10,7 %, тоді як рівень ω6 жирних кислот (нові загальні ω6 жирні кислоти, за винятком 
18:2Δ9,12) становить 1,5 %. Це представляє надзвичайно сприятливе співвідношення нових ω3 
жирних кислот : нових ω6 жирних кислот, а саме 7,3:1. 40 

Насіння T2 відібраних ліній, трансформованих pJP3416-GA7, а саме ліній, позначених 7, 10, 
14, 22 і 34 в екотипі Columbia, і ліній, позначених 18, 21 і 25 в мутанті екотипі fad2, наносять на 
планшети із середовищами MS, що містять ФФТ, для селекції трансгенних саджанців in vitro. По 
20 ФФТ-резистентних саджанців з кожної лінії переносять в грунт і вирощують до стану зрілості 
після самозапліднення. Було високою мірою вірогідним, що ці рослини будуть гомозиготними по 45 

гену селекційного маркера, і таким чином, містити щонайменше по одній вставці T-ДНК в геномі 
рослин. Урожай зерен T3 з цих рослин збирають і аналізують склад жирних кислот в олії з 
насіння за методом ГХ. Даний аналіз виявив, що конструкції pJP3416-GA7 генерують вищі рівні 
ω3 ДЛ-ПНЖК ДГК в насінні T3 гомозиготних рослин, ніж в сегрегованому насінні T2. До близько 
13,9 % ДГК спостерігається в трансформованій pJP3416-GA7 лінії T3, позначеній 22.2 в екотипі 50 

Columbia, що означає збільшення з рівня близько 5,5 % в гемізиготному насінні T2, причому 
сумарний рівень нових ω3 жирних кислот становить близько 24,3 % від вмісту загальних жирних 
кислот в ліпіді насіння. Рівень нових ω6 жирних кислот становить 1,1 % від загальних жирних 
кислот, представляючи високою мірою сприятливе співвідношення нових ω3 жирних кислот : 
нових ω6 жирних кислот, а саме, близько 22:1. Так само, трансформанти в екотипі fad2 дають 55 

сумарну кількість нових ω3 жирних кислот 20,6 %, включаючи 11,5 % ДГК, як відсоток від 
загального вмісту жирних кислот в ліпіді насіння. 

Ефективність ферментного перетворення для кожної ферментної стадії в біохімічному 
шляху одержання ДГК з олеїнової кислоти наведена в Табл. 8 для насіння T3 з вищими рівнями 
ДГК. Ефективність перетворення під дією Δ12-десатурази в насінні лінії 22.2 становила 81,6 %, і 60 
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ефективність ω3-десатурази становила 89,1 %, причому обидва значення є досить високими і 
вказують на те, що дані грибкові (дріжджові) ферменти можуть добре функціонувати в насінні, 
що розвивається. Активність інших екзогенних ферментів в дорозі ДГК була подібним чином 
високою по відношенню до субстратів ω3, причому ефективність Δ6-десатурази становить 42,2 
%, Δ6-елонгази — 76,8 %, Δ5-десатурази — 95,0 %, Δ5-елонгази — 88,7 % і Δ4-десатурази — 5 

93,3 %. Активність Δ6-десатурази по відношенню до субстрату ω6 ЛК є набагато нижчою, і 
ефективність перетворення ЛК під дією Δ6-десатурази становить тільки 0,7 %. ГЛК присутній на 
рівні всього 0,4 % і являє собою єдиний новий продукт ω6, за винятком 20:2ω6, знайденої в 
насінні T3 з найвищим вмістом ДГК. Компільовані дані з профілів загального ліпіду насіння для 
незалежного трансгенного насіння наведені у Табл. 5. 10 

 
Таблиця 4 

 
Ефективність перетворення для окремих ферментних стадій одержання ДГК з олеїнової 

кислоти, що спостерігалася в загальних ліпідах насіння для трансгенного насіння T3 Arabidopsis. 
 

  
GA7_
Col_
7.2 

GA7_
Col_
34.2 

GA7_
Col_
10.13 

GA7_
Col_
22.2 

GA7_
Col_
14.19 

GA7_
FAD2
_25.1
0 

GA7_
FAD2
_21.2 

GA7_
FAD2
_18.1
4 

T4 Col_22.2 
(середнє 
значення +/- 
стандартне 
відхилення) 

T4 
Col_2
2.2  
(найк-
раща 
лінія) 

 
d12-
дес 

75,4 
% 

73,1 
% 

75,7 
% 

81,6 
% 

73,4 
% 

66,6 
% 

78,5 
% 

63,1 
% 

67,6 % 82,7 % 

 
d15-
дес 

85,3 
% 

84,4 
% 

86,2 
% 

89,1 
% 

70,2 
% 

87,5 
% 

82,2 
% 

87,6 
% 

81,0 % 90,9 % 

            

Оме-
га-6 

d6-
дес 

0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,7 % 0,3 % 0,6 % 1,0 % 0,2 % 1,3 % 0,7 % 

(d9-
ело) 

1,7 % 1,7 % 1,2 % 1,2 % 2,6 % 1,1 % 2,0 % 1,3 % 1,6 % 1,5 % 

d6-
ело 

          

d5-
дес 

          

d5-
ело 

          

d4-
дес 

          

            

Оме-
га 3 

d6-
дес 

30,7 
% 

29,3 
% 

28,2 
% 

42,2 
% 

30,2 
% 

38,5 
% 

40,0 
% 

29,2 
% 

41,0 % 45,7 % 

(d9-
ело) 

2,7 % 2,7 % 2,3 % 2,4 % 3,0 % 2,3 % 2,7 % 2,9 % 2,8 % 3,1 % 

d6-
ело 

79,0 
% 

81,1 
% 

79,0 
% 

76,8 
% 

70,9 
% 

79,2 
% 

73,2 
% 

79,1 
% 

77,5 % 77,7 % 

d5-
дес 

94,0 
% 

94,6 
% 

94,5 
% 

95,0 
% 

97,9 
% 

87,8 
% 

93,3 
% 

91,1 
% 

95,0 % 95,8 % 

d5-
ело 

91,9 
% 

91,7 
% 

93,6 
% 

88,7 
% 

89,5 
% 

89,9 
% 

92,2 
% 

91,6 
% 

90,8 % 90,2 % 

d4-
дес 

93,2 
% 

93,7 
% 

94,4 
% 

93,3 
% 

93,7 
% 

92,5 
% 

95,0 
% 

93,9 
% 

92,2 % 90,9 % 
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Таблиця 5 

 
Компільовані дані з профілів загальних ліпідів насіння для незалежного трансгенного насіння. 

 

Параметр   
GA7_
Col_
10.13 

GA7_
Col_
22.2 

GA7_
Col_
14.19 

GA7_
Col_
7.2 

GA7_
Col_
34.2 

GA7_
FAD2
_18.1

4 

T4 
Col_
22.2 
(се-
ред-
нє 

зна-
чен-

ня  
ста-
нда-
ртне 
від-

хиле-
ння) 

T4 
Col_ 
22.2 
(най-
кра-
ща 

лінія) 

Загальні w3  
( % від загальних ЖК) 

 
50,0 

 
48,9 

 
51,6 

 
55,8 

 
38,6 

 
47,1 

 
49,4 

 
44,8 

 
54,0 

 
55,9 

Загальні w6  
( % від загальних ЖК) 

8,7 9,1 8,3 6,7 16,3 6,7 10,7 6,3 6,7 5,7 

Співвідношення w3/w6 5,75 5,37 6,22 8,33 2,37 7,03 4,62 7,11 806 9,81 

Співвідношення w6/w3 0,17 0,19 0,16 0,12 0,42 0,14 0,22 0,14 0,12 0,10 

Загальні нові w3  
( % від загальних ЖК) 

16,3 15,2 15,5 24,3 12,5 18,8 20,5 14,0 23,0 26,4 

Загальні нові w6  
( % від загальних ЖК) 

1,2 1,2 0,9 1,1 1,5 0,9 1,8 0,7 1,4 1,4 

Співвідношення нових 
w3/w6 

13,58 12,67 17.22 22,09 8,33 20,89 11,39 20,00 16,43 18,86 

Співвідношення нових 
w6/w3 

0,07 0,08 0,06 0,05 0,12 0,05 0,09 0,05 0,06 0,05 

Ефективність 
перетворення ОК на ЕПК 

14,1 
% 

13,3 
% 

13,4 
% 

21,8 
% 

10,2 
% 

15,0 
% 

16,8 
% 

11,2 
% 

20,4 
% 

24,5 % 

Ефективність 
перетворення ОК на ДГК 

12,0 
% 

11,4 
% 

11,8 
% 

18,0 
% 

8,6 % 
12,6 
% 

14,8 
% 

9,6 % 
17,1 
% 

20,1 % 

Ефективність 
перетворення ЛК на ЕПК 

18,9 
% 

18,4 
% 

17,9 
% 

26,9 
% 

14,2 
% 

22,9 
% 

21,8 
% 

18,0 
% 

26,2 
% 

29,9 % 

Ефективність 
перетворення ЛК на ДГК 

16,2 
% 

15,9 
% 

15,7 
% 

22,2 
% 

12,0 
% 

19,1 
% 

19,1 
% 

15,5 
% 

21,9 
% 

24,5 % 

Ефективність 
перетворення АЛК на ЕПК 

22,2 
% 

21,9 
% 

20,7 
% 

30,1 
% 

20,2 
% 

26,1 
% 

26,5 
% 

20,5 
% 

29,4 
% 

32,9 % 

Ефективність 
перетворення АЛК на ДГК 

19,0 
% 

18,8 
% 

18,2 
% 

24,9 
% 

17,1 
% 

21,9 
% 

23,3 
% 

17,6 
% 

24,6 
% 

27,0 % 

Загальні насичені жирні 
кислоти 

16,0 14,7 15,4 16,0 16,2 13,4 16,5 12,9 16,0 17,8 

Загальні мононенасичені 
жирні кислоти 

23,7 25,8 23,4 19,2 26,5 30,9 21,3 34,3 21,1 18,1 

Загальні поліненасичені 
жирні кислоти 

58,7 58,0 59,9 62,5 54,9 53,8 60,1 51,1 60,7 61,6 

Загальні C20 19 19,8 16,8 15,9 19,1 21,5 18,2 23,3 18 16,6 

Загальні C22 11,4 11 10,8 15,5 8,6 12,1 13,2 9,9 15,4 17,5 

Співвідношення C20/C22 1,67 1,80 1,56 1,03 2,22 1,78 1,38 2,35 1,17 0,95 

 
Насіння T3 лінії pJP3416-GA7 22.2 в екотипі Columbia, що є нащадками лінії T2 22, висівають 

безпосередньо в грунт, і склад жирних кислот в зрілому насінні одержаних в результаті рослин 
T3 аналізують за методом ГХ. Середній рівень ДГК в цьому насінні становить 13,3 % ± 1,6 (n = 5 
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10) як відсоток від загальних жирних кислот в ліпіді насіння. Лінія з найвищим рівнем ДГК 
містить 15,1 % ДГК від загального вмісту жирних кислот в ліпіді насіння. Ферментна 
ефективність перетворення наведена в Табл. 4 для кожної стадії одержання ДГК з олеїнової 
кислоти. 

Здійснюють аналіз гібридизації методом саузерн-блоту. Результати показують, що лінії з 5 

високим рівнем акумуляція ДГК містять одинарну або подвійну копію T-ДНК з конструкції 
pJP3416-GA7, за винятком трансгенної лінії Columbia #22, що містить три вставки T-ДНК в 
геномі рослини Arabidopsis. Насіння покоління T5 також проаналізоване, і знайдено вміст до 
13,6 % ДГК в загальних ліпідах насіння. Конструкція GA7 продемонструвала стабільність 
протягом декількох поколінь з точки зору здатності до утворення ДГК. 10 

Визначення вмісту олії в трансгенних лініях А. thaliana ДГК 
Вміст олії в трансгенному насінні А. thaliana з різними рівнями ДГК визначають за методом 

ГХ, як розкрито в Прикладі 1. Дані проілюстровані на Фіг. 4, де наведений графік вмісту олії ( % 
олії від маси насіння) проти вмісту ДГК (як відсотка від загальних жирних кислот). Знайдено до 
26,5 мг ДГК на грам насіння (Табл. 6). Знайдено, що вміст олії в трансгенному насінні 15 

Arabidopsis негативно корелює з вмістом ДГК. Кількість ДГК на масу насіння була великою в 
трансформованому насінні, з рівнем ДГК близько 9 % відносно насіння із вмістом ДГК близько 
14 %. Подальші дані для інших видів, окрім Arabidopsis, продемонстрували, що дана негативна 
кореляція є більш вираженою для Arabidopsis, ніж для видів C. sativa або Brassica (Приклад 8 
нижче). 20 

 
Таблиця 6 

 
Частка і кількість ДГК в насінні трансформованого GA7 Arabidopsis. 

 

 
Вміст ДГК  

( % від ОЖК) 
Вміст олії ( % олії на 

грам насіння) 

Вміст ДГК  
за масою  

(мг/г насіння) 

GA7/col 22.2-1 
GA7/col 22.2-2 
GA7/col 22.2-3 

14,2 
14,3 
14,0 

14,89 
15,02 
15,92 

20,2 
20,5 
21,2 

GA7/col 10.15-1 
GA7/col 10.15-2 
GA7/col 10.15-3 

8,7 
8,6 
8,8 

30,23 
31,25 
31,70 

25,06 
25,77 
26,49 

 
Приклад 3. Стабільна експресія трансгенного шляху ДГК в насінні Camelina sativa 
Бінарний вектор pJP3416-GA7, розкритий вище, вводять в штам А. tumefaciens AGL1, і 

клітини з культури трансформованої Agrobacterium використовують для обробки квітучої 25 

рослини C. sativa, із застосуванням способу занурення квіток для трансформації (Lu and Kang, 
2008). Після вирощування і дозрівання рослин, урожай насіння T1 з оброблених рослин 
збирають, висівають в грунт, і одержані в результаті рослини обробляють шляхом 
обприскування гербіцидом BASTA для селекції трансгенних рослин, що експресують ген 
селекційного маркера bar на T-ДНК pJP3416-GA7. Рослини T1, що вижили і є толерантними до 30 

гербіциду, вирощують до стану зрілості після того, як їм дають можливість самозапліднення, і 
збирають урожай насіння T2, що утворилося. П'ять трансгенних рослин були одержані, тільки 
три з них містили повну T-ДНК. 

Ліпід екстрагують з пулу близько 20 насінин кожної з трьох рослин, що містили повну T-ДНК. 
Два з об'єднаних в пул зразків містили дуже низькі, ледве знайдені рівні ДГК, але третій пул 35 

зразків містив близько 4,7 % ДГК. Таким чином, ліпід був витягнутий із 10 індивідуальних 
насінин T2 даної рослини, і склад жирних кислот проаналізований методом ГХ. Дані щодо 
складу жирних кислот індивідуального насіння для даної трансформованої лінії також наведені 
в Табл. 7. Компільовані дані з профілів (Табл. 7) загального ліпіду насіння наведені в Табл. 8. 

ДГК була присутня у шести із 10 індивідуальних насінин. Чотири інші насінини не містили 40 

ДГК і були прийняті як нульові сегреганти, що не містять T-ДНК, на базі гемізиготності інсерції T-
ДНК у материнській рослині. Екстрагований ліпід із єдиної насінини з найвищим рівнем ДГК 
містив 9,0 % ДГК, тоді як сумарний відсоток для ЕПК, ДПК і ДГК становив 11,4 %. 
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Таблиця 7 

 
Склад жирних кислот загальних ліпідів насіння з трансгенного насіння T2 Camelina sativa, 

трансформованих T-ДНК з pJP3416-GA7. Склад жирних кислот наведений для об'єднаної в пул 
серії (FD5.46) насіння і для 10 окремих насінин, ранжируваних (зліва направо) від найвищого до 

найнижчого рівня ДГК. 
 

Жирна кислота 
Пул 

FD5.46 
#2 #4 #8 #7 #9 #1 #3 #5 #6 #10 

14:0 0 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 

16:0 11,6 12,1 12,3 12,1 13,2 12,3 12,8 11,9 11,4 11,5 11,7 

16:1 0,2 0,0 0,1 0,1 0,0 0,2 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 

16:3 0,3 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

18:0 3,7 3,3 3,2 3,2 3,0 3,1 3,2 3,3 3,1 3,2 3,2 

18:1 10,8 8,0 8,0 8,6 8,5 9,4 11,0 10,2 8,3 9,4 8,6 

18:1d11 1,7 1,3 1,4 1,4 1,7 1,4 1,5 1,3 1,3 1,3 1,3 

18:2 24,7 18,2 19,5 19,2 18,5 20,1 23,8 32,2 30,3 29,8 31,6 

18:3ω3 27,4 26,7 26,6 27,3 28,9 28,2 27,4 28,3 29,2 29,5 28,2 

18:3ω6 0,2 1,4 0,3 0,3 0,4 0,2 0,5 0,0 0,5 0,4 0,6 

20:0 1,6 1,4 1,3 1,4 1,2 1,4 1,4 1,8 2,1 1,9 2,0 

18:4ω3 2,2 6,8 6,4 5,7 7,2 5,7 4,1 0,0 0,0 0,0 0,0 

20:1d11 5,3 4,4 4,6 4,8 3,3 4,1 3,5 4,4 6,1 5,8 5,5 

20:1iso 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,0 0,5 0,6 0,5 0,5 

20:2ω6 0,8 0,8 0,9 0,8 0,6 0,8 0,7 1,3 1,5 1,4 1,4 

20:3ω3 0,6 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6 

22:0 0,4 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6 

20:4ω3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 

22:1 1,1 1,1 1,2 1,1 0,5 0,9 0,8 1,6 2,2 1,9 2,0 

20:5ω3 0,7 1,3 1,6 1,5 1,6 1,1 1,7 0,0 0,0 0,0 0,1 

22:2ω6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3 0,2 0,2 

22:4ω6+22:3ω3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,0 0,3 0,0 0,4 0,6 0,5 0,5 

24:0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,0 0,3 0,0 0,4 0,4 0,4 0,4 

24:1 0,3 0,4 0,4 0,3 0,0 0,3 0,0 0,5 0,6 0,5 0,5 

22:5ω3 0,3 1,1 1,2 1,1 1,1 0,9 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 

22:6ω3 4,7 9,0 8,5 8,3 8,3 7,1 4,9 0,0 0,0 0,0 0,0 

 
Таблиця 8 

 
Компільовані дані з профілів загального ліпіду насіння для трансгенного насіння, наведеного в 

Табл. 7. Обчислення не включають «незначних жирних кислот», включених в Табл. 7. 
 

Параметр 
Пул 

FD5.46 
#2 #4 #8 #7 #9 #1 #3 #5 #6 #10 

Загальні w3  
( % від 
загальних ЖК) 

36,1 46 45,4 45 48,2 44,2 40,1 28,9 29,9 30,2 28,9 

Загальні w6  
( % від 
загальних ЖК) 

25,8 20,4 20,7 20,3 19,5 21,1 25 33,7 32,6 31,8 33,8 

Співвідношен-
ня w3/w6 

1,40 2,25 2,19 2,22 2,47 2,09 1,60 0,86 0,92 0,95 0,86 

Співвідношен-
ня w6/w3 

0,71 0,44 0,46 0,45 0,40 0,48 0,62 1,17 1,09 1,05 1,17 

Загальні нові 
w3  
( % від 
загальних ЖК) 

8,1 18,5 18 16,9 18,6 15,2 12 0 0 0 0,1 
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Параметр 
Пул 

FD5.46 
#2 #4 #8 #7 #9 #1 #3 #5 #6 #10 

Загальні нові 
w6  
( % від 
загальних ЖК) 

1,1 2,2 1,2 1,1 1 1 1,2 1,5 2,3 2 2,2 

Співвідношен-
ня нових 
w3/w6 

7,36 8,41 15,00 15,36 18,60 15,20 10,00    0,05 

Співвідношен-
ня нових 
w6/w3 

0,14 0,12 0,07 0,07 0,05 0,07 0,10    22,00 

Ефективність 
перетворення 
ОК на ЕПК 

8,2 % 15,6 % 15,5 % 15,1 % 15,1 % 12,8 % 10,5 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,1 % 

Ефективність 
перетворення 
ОК на ДГК 

6,7 % 12,3 % 11,6 % 11,5 % 11,4 % 10,0 % 7,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 

Ефективність 
перетворення 
ЛК на ЕПК 

9,2 % 17,2 % 17,1 % 16,7 % 16,2 % 13,9 % 11,4 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,2 % 

Ефективність 
перетворення 
ЛК на ДГК 

7,6 % 13,6 % 12,9 % 12,7 % 12,3 % 10,9 % 7,5 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 

Ефективність 
перетворення 
АЛК на ЕПК 

15,8 % 24,8 % 24,9 % 24,2 % 22,8 % 20,6 % 18,5 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,3 % 

Ефективність 
перетворення 
АЛК на ДГК 

13,0 % 19,6 % 18,7 % 18,4 % 17,2 % 16,1 % 12,2 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 

Загальні 
насичені жирні 
кислоти 

17,6 17,8 17,8 17,6 18 17,8 18,1 18,2 17,7 17,8 18,1 

Загальні 
мононенаси-
чені жирні 
кислоти 

19,8 15,5 16 16,6 14,3 16,6 16,8 18,7 19,3 19,6 18,6 

Загальні 
поліненасиче-
ні жирні 
кислоти 

62,5 66,6 66,4 65,6 67,7 65,6 65,1 63 63,1 62,5 63,2 

Загальні C20 9,6 9,3 9,8 9,9 8,1 8,9 8,5 8,6 11 10,3 10,1 

Загальні C22 5,4 10,3 10 9,7 9,4 8,3 5,7 0,6 0,9 0,7 0,7 

Співвідношен-
ня загальні 
C20/C22 

1,78 0,90 0,98 1,02 0,86 1,07 14,9 14,33 12,22 14,71 14,43 

 
Гомозиготне насіння цієї лінії одержують в поколінні T4. До 10,3 % ДГК продукується в події 

FD5-46-18-110, із середньою величиною 7,3 % ДГК, спостережуваною для всього покоління T4. 
Наступне покоління (T5) було одержане з метою додаткового тестування стабільності 
продукування ПНЖК впродовж декількох поколінь, особливе ДГК. Знайдено, що спостережувані 5 

максимальні рівні ДГК були стабільними у п'ятому поколінні, навіть незважаючи на те, що вміст 
ДГК в пулі насіння не стабілізувався до покоління T4 через присутність численних трансгенних 
локусів. Додатково, партії насіння T5 пророщували на середовищах МС in vitro разом із 
насінням материнської C. sativa, причому очевидних відмінностей у ефективності або швидкості 
проростання не спостерігалося. Подальші покоління трансгенної лінії (покоління T6, T7 і т.д) не 10 

виявляли зниження рівня ДГК у насінні. Трансгенні рослини володіли повноцінною чоловічою і 
жіночою фертильністю, і пилок продемонстрував близько 100 % життєздатності відносно рослин 
дикого типу. Аналіз вмісту олії в насінні, що містить різні рівні ДГК, не виявив кореляції між 
рівнем ДГК і вмістом олії, на протилежність кореляції, спостережуваній для Arabidopsis thaliana. 
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У декількох подальших трансгенних лініях, вміст ДГК в окремих насінинах від незалежних 
подій перевищував 12 %. Співвідношення трансгенних : нульових для цих ліній становило 
близько від 3:1 до 15:1. Аналіз характерних профілів жирних кислот для зразків із найвищим 
вмістом ДГК від кожної конструкції виявив тільки 1,2-1,4 % ГЛК за відсутності інших нових ω6 
РНЖК. І навпаки, було знайдено, що нові ω3 ПНЖК (СДК) ω3 ДЦ-ПНЖК (ЕТК, ЕПК, ДПК, ДГК) 5 

акумулюються до 18,5 % при рівні ДНК 9,6 % у загальному вмісті жирних кислот. Ступінь Δ6-
десатурації становив 32 %, і вміст ЕПК становив 0,8 % від загального вмісту жирних кислот. 
Ефективність Δ5-десатурації становила 93 %, і ефективність Δ6-елонгації становила 60 %. ДГК 
була знайдена у полярній фракції ліпідів насіння ліній GA7. 

Було відзначено, що спостережувані співвідношення сегрегації (від ~3:1 до ~15:1) вказують 10 

на те, що один або максимум два трансгенних локуси були необхідними для продукування ДГК 
у C. sativa на рівнях, подібних до рівнів у риб'ячому жирі. Це має важливе значення для 
простоти розведення трансгенної ознаки, а також для стабільності трансгена. 

Гомозиготне насіння висаджують в декілька теплиць, з метою одержання сумарно понад 600 
індивідуальні рослини. Олію екстрагують з насіння із застосуванням різноманітних способів, 15 

зокрема, апарату Сокслета, екстракції ацетоном і гексаном.  
Здійснювали 13C ЯМР аналіз регіоспецифічності для олії насіння трансгенної З. sativa із 

метою визначення позиційного розподілу ω3 ДЛ-ПНЖК у ТАГ. Подія із близько рівним вмістом 
ЕПК і ДГК була вибрана для максимізації відповіді на дані жирні кислоти, причому 
співвідношення sn-1,3 до sn-2 було знайдено на рівні 0,75:0,25 для ЕПК і 0,86:0,14 для ДГК, 20 

притому, що об'єктивний розподіл повинен був би становити 0,66:0.33. Тобто, 75 % ЕПК і 86 % 
ДГК були розташовані в положенні sn-1,3 ТАГ. Це показує, що обидві жирні кислоти були 
переважно локалізовані у положеннях ТАГ C. sativa, хоча перевага для ЕПК була виражена 
слабше, ніж для ДГК. Той факт, що ДГК була переважно знайдена у sn-1,3, був подібний до 
результатів, про які раніше повідомлялося для насіння А. thaliana (Petrie et al., 2012). 25 

Оскільки кількість незалежних трансгенних ліній, одержаних у розкритих вище 
експериментах із трансформацією, була низькою, подальші трансформації C. sativa були 
здійснені із застосуванням конструкції мотиву GA7-modB (Приклад 4). Одержана більша 
кількість трансформантів, та ідентифіковані гомозиготні лінії, які продукують ДГК в кількості 
більше 20,1 %. 30 

Приклад 4. Модифікації Т-ДНК, що кодують шляхи ДГК в насінні рослин 
Для покращення рівня продукування ДГК у B. napus, в порівнянні з рівнями, описаними у 

WO2013/185184, бінарні вектори pJP3416-GA7-modA, pJP3416-GA7-modB, pJP3416-GA7-modC, 
pJP3416-GA7-modD, pJP3416-GA7-modE і pJP3416-GA7-modF були сконструйовані, як описано 
у WO2013/185184, і протестовані на трансгенних рослинах. Ці бінарні вектори є варіантами 35 

конструкції pJP3416-GA7, розкритої у Прикладі 2, і були сконструйовані з метою подальшого 
підвищення синтезу ДГК в насінні рослин, особливо шляхом покращення функцій Δ6-десатурази 
і Δ6-елонгази. Спостерігалася акумуляція СДК в деякому насінні, трансформованому 
конструкцією GA7, внаслідок відносно низької ефективності Δ6 елонгації, в порівнянні з Δ5-
елонгазою, тому, серед інших модифікацій, положення двох генів елонгази було змінене в Т-40 

ДНК. 
Дві послідовності, що кодують елонгази у pJP3416-GA7, були поміняні місцями на T-ДНК, з 

одержанням pJP3416-GA7-modA першим клонуванням нової касети Δ6-елонгази P. cordata між 
сайтами SbfI pJP3416-GA7, для заміни касети Δ5-елонгази P. cordata. Ця конструкція була 
додатково модифікована шляхом обміну промотору FP1, який контролює Δ6-десатуразу M. 45 

pusilla, з промотором конлініну Cnl2 (pLuCnl2), щоб одержати pJP3416-GA7-modB. Дана 
модифікація була здійснена з метою збільшення експресії Δ6-десатурази, і таким чином 
ефективності ферменту. Вважається, що промотор Cnl2 може давати більш високу експресію 
трансгену у B. napus, ніж вкорочений промотор напіну. 

Одержано 8 трансгенних подій pJP3416-GA7-modB А. thaliana і 15 трансгенних подій 50 

pJP3416-GA7-modG А. thaliana. Спостерігається від 3,4 % до 7,2 % ДГК в пулі насіння pJP3416-
GA7-modB, і від 0,6 до 4,1 % ДГК в пулі насіння T2 pJP3416-GA7-modG. Деякі з подій pJP3416-
GA7-modB з найвищим рівнем висівають на селекційні середовища, і саджанці, що вижили, 
відбирають для наступного покоління. Насіння аналізують щодо вмісту ДГК. Оскільки об'єднане 
в пул насіння T1 представляє популяції, сегреговані по трансгенах, і включають будь-які нульові 55 

сегреганти, очікується, що в гомозиготному насінні рослин-нащадків рівні ДГК будуть вищими, 
до 30 % від загального вмісту жирних кислот в олії насіння. Інші модифіковані конструкції 
використовувалися для трансформації А. thaliana. Хоча одержана тільки невелика кількість 
трансформованих ліній, жодна з них не давала вищих рівнів ДГК, ніж конструкція modB. 
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Конструкцію pJP3416-GA7-modB додатково застосовували для генерації трансформованих 
рослин B. napus сорту Oscar і серії сортових ліній, позначених NX002, NX003, NX005, NX050, 
NX052 і NX054. Всього було одержано 1558 трансформованих рослин, включаючи 77 
незалежних трансформованих рослин (T0) для трансформації Oscar, і 1480 незалежних рослин 
для сортових ліній, включаючи 189 для NX005, що є лінією із високим вмістом олеїнової кислоти 5 

в олії насіння завдяки мутаціям у генах FAD2. Інші сортові лінії містили вищі рівні ЛК і AЛК. 
Трансгенні рослини, які продемонстрували більше 4 копій T-ДНК за даними методу цифрової 
ПЛР (Приклад 1), були відкинуті; близько 25 % рослин T0 було відкинуто за даним критерієм. 
Близько 53 % трансгенних рослин T0 містили 1 або 2 копії T-ДНК за даними методу цифрової 
ПЛР, 12 % містили близько 3 копії, і 24 % — 4 або більше копій. Урожай насіння (насіння T1) був 10 

зібраний близько із 450 трансгенних ліній після самозапилення, досягнутого шляхом ізолювання 
рослин мішечками під час цвітіння, щоб уникнути схрещування. Урожай насіння T1 зібраний із 
решти трансгенних рослин після дозрівання. Близько 1-2 % ліній рослин були стерильними з 
точки зору чоловічої або жіночої фертильності і не давали життєздатного насіння; такі рослини 
T0 були відкинуті.  15 

Пули насіння (по 20 насінин T1 у кожному пулі) тестували щодо рівнів ДГК в пулі олії з 
насіння, і лінії, які продемонстрували найвищі рівні, відбирали. Зокрема, були відібрані лінії із 
вмістом ДГК щонайменше 2 % від загального вмісту жирних кислот в пулі насіння T1. Близько 
15 % трансгенних ліній було відібрано в такий спосіб; інші 85 % були відкинуті. Деякі з них були 
позначені як лінії CT132-5 (сорт Oscar), CT133.15-15, -24, -63, -77, -103, -129 і -130 (у NX005). 20 

Відібрані лінії у NX050 включали CT136-4, -8, -12, -17, -19, -25, -27, -49 і -51. Забезпечували 
набухання двадцяти насінин з відібраних ліній, включаючи CT132.5 і 11 насінин з CT133.15, і 
через два дні олію витягають з половини сім’ядолі кожної з індивідуальних насінин. Другу 
половину сім’ядоль з ембріональними осями утримують і культивують на середовищах, щоб 
зберегти конкретні лінії нащадків. Склад жирних кислот в олії визначають; дані для CT132.5 25 

наведені в Табл. 16. Рівень ДГК в 10 із проаналізованих 20 насінин, за даними аналізу методом 
ГХ, знаходиться в інтервалі 7–20 % від загального вмісту жирних кислот. Інші насінини містили 
менше 7 % ДГК і могли містити часткову (неповну) копію T-ДНК із pJP3416-GA7-modB. Схоже, 
що трансгенна лінія містить множинні вставки трансгена, які були генетично роз'єднані. Насіння 
трансгенної лінії CT133.15 продемонструвало рівні ДГК в інтервалі 0–5 %. Насінини без ДГК, 30 

ймовірно, були нульовими сегрегантами. Ці дані підтверджують, що конструкція modB 
функціонує належним чином для одержання ДГК в насінні рапсу. 

Двадцять або 40 індивідуальних насінин (насіння T2), одержаного від кожної з множини 
рослин T1 після самозапилення, від відібраних трансформованих ліній, індивідуально тестували 
щодо складу жирних кислот. Було ідентифіковане насіння, що містить рівні ДГК вище 20 % 35 

(Табл. 10). Два репрезентативних зразки, CT136-27-18-2 і CT136-27-18-19, містили 21,2 % до 
22,7 % ДГК, відповідно. Загальний вміст ω3 жирних кислотних у цих насінинах становив близько 
60 %, як відсоток від загального вмісту жирних кислот, і вміст ω6 становив менш ніж 10 %. Інші 
набори по 20 або 40 насінин T2 від кожної із рослин T1 тестували щодо складу жирних кислот. 
Репрезентативні дані рівнів ДГК у загальному вмісті жирних кислот олії насіння з 40 

індивідуального насіння T2 проілюстровані на Фіг. 10. Насіння, що містило до 34,3 % ДГК, було 
ідентифіковане, наприклад, серед насіння CT136-27-47-25 (Табл. 12). Склад жирних кислот для 
олії з насіння, одержаної із CT136-27-47-25, наведений у Табл. 12. Склад жирних кислот 
включав 34,3 % ДГК, разом із близько 1,5 % ДПК, 0,6 % ЕПК і 0,5 % ЕТК. Рівень СДК становив 
близько 7,5 %, AЛК — близько 21,9 %, і ЛК — близько 6,9 %. Нові ω6 ПНЖК продемонстрували 45 

1,1 % ГЛК, за відсутності ω6-C20 або -C22 ДЦ-ПНЖК, що піддавалися б виявленню. Загальні 
насичені жирні кислоти: 9,6 %; мононенасичені жирні кислоти, 12,5 %; загальні ПНЖК, 75,2 %; 
загальні ω6 ПНЖК (включаючи ЛК), 7,2 %; загальні ω3 ПНЖК, 66,9 %; співвідношення 
загального вмісту ω6:ω3 жирних кислот, 9.3:1; нові ω6 : нові ω3 жирні кислоти, 37:1. 
Ефективність кожної із стадій ферментації від олеїнової кислоти до ДГК була такою, як указано 50 

нижче: Δ12-десатураза, 90 %; Δ15/ω3-десатураза, 89 %; Δ6-десатураза, 67 %; Δ6-елонгаза, 83 
%; Δ5-десатураза, 99 %; Δ5-елонгаза, 98 %; Δ4-десатураза, 96 %. Загальна ефективність 
перетворення олеїнової кислоти на ДГК становила близько 50 %. Таким чином, було 
очевидним, що насіння, яке продукує ДГК в діапазоні 20,1-35 % від загального вмісту жирних 
кислот в олії насіння, могли би бути ідентифіковані і відібрані, зокрема насіння, що містить від 55 

20,1 % до 30 % ДГК або від 30 % до 35 % ДГК у загальному вмісті жирних кислот. 
Вміст олії у деяких насінинах був зниженим від близько 44 % у насінні дикого типу до 

близько 31-39 % у деяких з продукуючих ДГК насінин, але був подібним до рівнів дикого типу в 
інших продукуючих ДГК насінинах. 
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Різноманітні трансформовані лінії рослин, що продукували ДГК на рівнях щонайменше 10 % 
у насінні T2, схрещували і забезпечували самозапилення потомства F1, щоб одержати 
потомство F2, гомозиготнн по множинних інсерціях T-ДНК. Олію насіння із гомозиготного 
насіння проаналізували і знайшли, що до ДГК складає 30 % або 35 % від загального вмісту 
жирних кислот в олії з насіння. 5 

ТАГ в олії, одержаній із CT136-27-18-2 і CT136-27-18-19, проаналізували регіоспецифічним 
методом 13C ЯМР щодо позиційного розподілу ДГК у гліцериновій основі молекул ТАГ. ДГК 
переважно була приєднана у положенні sn-1,3. Більш ніж 70 %, фактично більш ніж 90 % ДГК 
знаходилося у положенні sn-1,3. 

У декількох подальших трансгенних лініях, вміст ДГК в індивідуальному насінні від 10 

незалежних подій перевищував 12 %. Співвідношення трансгенних : нульових для цих ліній 
становило близько 3:1, що відповідало одному трансгенному локусу, або 15:1, що відповідало 
двом трансгенним локусам. Аналіз характерних профілів жирних кислот для зразків від кожної 
конструкції із найвищими рівнями ДГК виявив тільки 1,2-1,4 % ГЛК за відсутності інших нових ω6 
ПНЖК, що піддавалися б виявленню. На протилежність цьому, нові ω3 ПНЖК (СДК) і ω3 ДЛ-15 

ПНЖК (ЕТК, ЕПК, ДПК, ДГК) акумулювалися до сумарного рівня 25,8 % для конструкції modF і 
21,9 % для конструкції modG, в порівнянні з 18,5 % для GA7-трансформованого насіння. Рівні 
ДГК в олії із цього насіння становили 9,6 %, 12,4 % і 11,5 %, відповідно. Ступінь Δ6-десатураціїї 
був нижчим у GA7-трансформованому насінні, ніж у modF- і modG-трансформованому насінні 
(32 % проти 47 % і 43 %), що приводило до зниження рівня АЛК у насінні modF і modG, в 20 

порівнянні з GA7. Іншою значущою відмінністю була акумуляція ЕПК в насінні modF (3,3 % 
проти 0,8 % у двох інших трансгенних насінинах), і це відображалося у зниженні ступеня Δ5-
елонгації, що спостерігався у насінні modF (80 %), в порівнянні із насінням GA7 і modG (93 % і 
94 %). Спостерігалося невелике збільшення ступеня Δ6-алонгації у цьому насінні (66 % проти 60 
% і 61 %), хоча кількість СДК фактично збільшувалася унаслідок дещо активнішої Δ6-25 

десатурації. ДГК була знайдена у полярній фракції ліпідів насіння ліній GA7. 
Проаналізований склад жирних кислот у ліпіді насіння T1 для 70 незалежних трансгенних 

рослин B. napus сортової лінії NX54, трансформованої конструкцією modB T-ДНК. Знайдено, що 
одна із цих трансгенних рослин дає насіння, що містить ДПК, але в олії з насіння ДГК відсутня. У 
насінні T1 даної лінії (CT-137-2) продукувалося близько 4 % ДПК, за відсутності в пулі насіння 30 

T1 ДГК, що піддавалася б виявленню. Винахідниками був зроблений висновок про те, що це 
спричинено інактивацією гена Δ4-десатурази у конкретній інсерційній T-ДНК, можливо, в 
результаті спонтанної мутації. Близько 50 насінин T1 від даної трансгенної лінії проростили, та 
із кожної проаналізували один котиледон, що з’являвся, щодо складу жирних кислот у 
залишковій олії. Відібрані саджанці, що демонстрували більш ніж 5 % ДПК, були вирощені до 35 

стану зрілості, і зібраний урожай насіння T2. Склад жирних кислот в пулі насіння 
проілюстрований у Табл. 11, причому у цих лініях спостерігалося більш ніж 7 % ДПК. 

Хоча фокус даного експерименту знаходився на демонстрації продукування ДГК у видах 
олійної культури, відзначені вище відмінності також були цікавими з точки зору перспективи 
дизайну конструкції. По-перше, перемикання локалізації ділянки, що кодує Δ6- і Δ5-елонгазу в 40 

конструкції modF приводить до передбачуваних модифікацій профілю, коли акумулюється 
більше ЕПК унаслідок нижчого ступеня Δ5-елонгації. Супутнє збільшення ступеня Δ6-елонгації 
спостерігалося, але не приводило до нижчих рівнів СДК. Це було результатом підвищення 
ступеня Δ6-десатурації у трансформованому modF насінні, спричиненого додаванням 
додаткової експресійної касети Δ6-десатурази M. pusilla, а також заміною вкороченого 45 

промотору напіну (FP1) активнішим промотором конлініну2 льону. Дещо менш виражене 
підвищення ступеня Δ6-десатурації, спостережуване у разі конструкта modG, було спричинене 
капіталізацією на касеті Δ5-елонгазі з високою експресією у GA7. Перемикання положень 
ділянок, що кодують Δ6-десатуразу та Δ5-елонгазу, приводило до вищого ступеня Δ6-
десатурації. Активність Δ5-елонгази не знижувалася в цьому випадку завдяки заміні промотору 50 

FP1 промотором Cnl2. 
Ці дані підтверджують, що конструкції modB, modF і modG є ефективними з точки зору 

продукування ДГК у насінні Camelina, відносно Arabidopsis і рапсу. 
Автори винаходу вважали, що, загалом, ефективність обмежуючої швидкість ферментної 

активності в біохімічному шляху ДГК може бути вищою в мультикопійних T-ДНК 55 

трансформантах, в порівнянні з однокопійними T-ДНК трансформантами, або може бути 
збільшена шляхом інсерції в T-ДНК декількох генів, що кодують фермент, який може бути 
обмежуючим в біохімічному шляху. Докази можливої важливості мультикопійних 
трансформантів спостерігалися у насінні Arabidopsis, трансформованому конструкцією GA7 
(Приклад 2), де подія з найвищим виходом ДГК містила три інсерції Т-ДНК в геномі хазяїна. 60 
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Декілька генів можуть бути ідентичними, або переважно є різними варіантами, що кодують один 
і той же поліпептид або знаходяться під контролем різних промоторів з патернами експресії, що 
перекриваються. Наприклад, підвищена експресія може бути досягнута шляхом експресії 
декількох ділянок, що кодують Δ6-десатуразу, навіть якщо продукується один і той же білок. 
Наприклад, у pJP3416-GA7-modF і pJP3416-GA7-modC, дві версії Δ6-десатурази M. pusilla були 5 

присутні та експресувалися різними промоторами. У кодуючих послідовностях кодони 
використовувалися по-різному і, таким чином, їх нуклеотидні послідовності були різними, з 
метою зниження потенціалу сайленсингу або ефектів косупресії, але приводили до 
продукування одного і того ж білка. 

 10 

Таблиця 9 
 

Профілі жирних кислот у половинках сім’ядоль пророщеного трансгенного насіння T1 B. 
napus, що містять конструкт modB. До 18,1 % ДГК спостерігалося в численних зразках, що 

містили більше 10 % ДГК. 
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Таблиця 10 

 
Профілі жирних кислот трансгенного насіння T2 B. napus, що містять конструкцію modB. 

 

 

 
АРК (C20:4ω6) не була знайдена в жодному із зразків. Крім того, зразки містили близько 0,2 

% або 0,3 % C16:1, близько 0,1-0,3 % C16:3, від близько 0,7 % до 1,0 % C20:0, близько 0,3 % 
C22:0, і деякі зразки містили слідові кількості (< 0,1 %) C20:1Δ13, C22:3ω3, C24:0 і C24:1. 5 

 
Таблиця 11 

 
Склад жирних кислот ліпіду у трансгенному насінні T2 B. napus, трансформованому T-ДНК 

конструкцією modB, з передбачуваною мутацією в гені Δ4-десатурази. Ліпіди додатково містили 
близько 0,1 % 14:0, 0,2 % 16:3, 0,2-0,4 % ГЛК, 0,1 % 20:1Δ13, 0,3-0,4 % 22:0, а 16:2 і 22:1 не були 

знайдені. 
 

 

 
Таблиця 12 
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Зразки олії з насіння додатково містили 0,1 % C14:0; 0,2 % C16:1; 0,1 % C20:3ω6; не містили 
C22:1 і C22:2ω6; містили 0,1 % C24:0 і 0,2 % C24:1, 2.6 % інших жирних кислот. 

Приклад 5. Аналіз ТАГ із трансгенного насіння А. thaliana, що продукує ДГК 
Позиційний розподіл ДГК в ТАГ із трансформованого насіння А. thaliana визначали за 

методом ЯМР. Загальний ліпід екстрагують близько з 200 мг насіння, спочатку роздавлюючи 5 

його під шаром гексану, з подальшим перенесенням роздавленого насіння до скляної пробірки, 
що містить 10 мл гексану. Пробірку нагрівають близько до 55 °C на водяній бані, після чого 
обробляють вихровим перемішуванням і центрифугують. Гексановий розчин екстрагують, і 
процедуру повторюють з додатковими порціями 4 x 10 мл. Екстракти об'єднують, упарюють за 
допомогою роторного випарника, і ТАГ в екстрагованому ліпіді очищують від полярних ліпідів 10 

шляхом пропускання крізь коротку колонку з кремнію діоксидом, з використанням 20 мл 7 % 
діетилового ефіру в гексані. Позиційний розподіл ацильної групи на очищеному ТАГ визначають 
кількісно, як було описано раніше (Petrie et al., 2010a і b). 

Аналіз продемонстрував, що велика частина ДГК в загальній олії з насіння розташована в 
положеннях sn-1/3 ТАГ, і невелика кількість знайдена в положенні sn-2 (Фіг. 5). На 15 

протилежність цьому, ТАГ з продукуючого АРК насіння продемонстрували, що 50 % АРК 
(20:4Δ5,8,11,14) розташовано в положенні sn-2 олії трансгенної рапсу, тоді як очікувана величина 
для випадкового розподілу становить тільки 33 % (Petrie et al., 2012). 

Додатково, загальний ліпід з трансгенного. насіння А. thaliana був проаналізований РХ-МС з 

потрійною квадрупольною лінзою, щоб визначити основні різновиди триацилгліцеролу (ТАГ) (Фіг. 6). 20 

Знайдено, що різновидами ТАГ з найвищим вмістом ДГК є ДГК-18:3-18:3 (ТАГ 58:12; 
номенклатура не описує позиційного розподілу), і на другому місці знаходиться ДГК-18:3-18:2 
(ТАГ 58:11). Три-ДГК ТАГ (ТАГ 66:18) спостерігається в загальній олії з насіння, хоча і з 
низькими, але знайденими рівнями. Інші основні різновиди ТАГ, що містять ДГК, включали ДГК-
34:3 (ТАГ 56:9), ДГК-36:3 (ТАГ 58:9), ДГК-36:4 (ТАГ 58:10), ДГК-36:7 (ТАГ 58:13) і ДГК-38:4 (ТАГ 25 

60:10). Ідентичність двох основних ТАГ, що містять ДГК, була додатково підтверджена 
квадрупольною часопролітною (Q-TOF) МС/МС  

Приклад 6. Аналіз вмісту і складу стеролів в оліях 
Фітостерини з 12 зразків рослинної олії, придбаних із комерційних джерел в Австралії, 

охарактеризовані за методами ГХ і ГХ-МС. як похідні O-триметилсилілового ефіру (OTMSi-30 

ефір), як розкрито у Прикладі 1. Стероли ідентифікували за даними утримання, інтерпретацією 
мас-спектрів і порівнянням з літературними даними та даними мас-спектроскопії лабораторних 
стандартів. Кількість стеролів визначають з використанням внутрішнього стандарту 5β(H)-
холан-24-олу. Базова структура фітостерину і хімічна структура деяких з ідентифікованих 
стеролів проілюстровані на Фіг. 7 і в Табл. 13. 35 

Аналізували рослинні олії: кунжуту (Sesamum indicum), оливи (Olea europaea), соняшнику 
(Helianthus annus), рицини (Ricinus communis), рапсу (Brassica napus), сафлору (Carthamus 
tinctorius), арахісу (Arachis hypogaea), льону (Linum usitatissimum) і сої (Glycine max). У порядку 
зниження по відношенню відносного вмісту, у всіх зразках олії основними фітостеринами були: 
β-ситостерол (інтервал 28-55 % від загального вмісту стеролів), Δ5-авенастерол 40 

(ізофукостерол) (3–24 %), кампестерол (2–33 %), Δ5-стигмастерол (0,7–18 %), Δ7-стигмастерол 
(1–18 %) і Δ7-авенастерол (0,1–5 %). Були ідентифіковані декілька інших мінорних стеролів: 
холестерин, брасікастерол, чалінастерол, кампестанол та ебурикол. Додатково, були знайдені 
чотири C29:2 і два C30:2 стероли, але необхідне подальше дослідження для остаточної 
ідентифікації цих мінорних компонентів. Крім того, в деяких з олій присутні декілька інших 45 

неідентифікованих стеролів, але через дуже низький їх вміст, мас-спектри не були достатньо 
інтенсивними, щоб дозволити ідентифікацію їх структури. 

 
Таблиця 13 

 
Назви за ІЮПАК / систематичні назви ідентифікованих стеролів 

 

Стерол № Загальна назва(и) ІЮПАК/систематична назва 

1 холестерин холест-5-ен-3β-ол 

2 брасікастерол 24-метилхолеста-5,22E-дієн-3β-ол 

3 
чалінастерол /  
24-метиленхолестерин 

24-метилхолеста-5,24(28)E-дієн-3β-ол 

4 
кампестерол /  
24-метилхолестерин 

24-метилхолест-5-ен-3β-ол 
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Стерол № Загальна назва(и) ІЮПАК/систематична назва 

5 
кампестанол / 
24-метилхолестанол 

24-метилхолестан-3β-ол 

7 Δ5-стигмастерол 24-етилхолеста-5,22E-дієн-3β-ол 

9 ергост-7-ен-3β-ол 24-метилхолест-7-ен-3β-ол 

11 ебурикол 4,4,14-триметилергоста-8,24(28)-дієн-3β-ол 

12 
β-ситостерол / 
24-етилхолестерин 

24-етилхолест-5-ен-3β-ол 

13 
D5-авенастерол /  
ізофукостерол 

24-етилхолеста-5,24(28)Z-дієн-3β-ол 

19 
D7-стигмастерол /  
стигмаст-7-ен-3b-ол 

24-етилхолест-7-ен-3β-ол 

20 D7-авенастерол 24-етилхолеста-7,24(28)-дієн-3β-ол 

  
Вміст стеролів, виражений як мг/г олії, у порядку зменшення кількості був наступним: олія 

рапсу (6,8 мг/г), кунжутна олія (5,8 мг/г), льняна олія (4,8-5,2 мг/г), олія соняшнику (3,7-4,1 мг/г), 
арахісове масло (3,2 мг/г), сафлорова олія (3,0 мг/г), соєва олія (3,0 мг/г), оливкова олія (2,4 
мг/г), рицинова олія (1,9 мг/г). Склад стеролів у % і загальний вміст стеролів наведені у Табл. 5 

14. 
Загалом, серед усіх зразків олії з насіння основним фітостерином був β-ситостерол 

(інтервал 30–57 % від загального вмісту стеролів). Для олій спостерігався широкий інтервал 
частки інших основних стеролів: кампестерол (2–17 %), Δ5-стигмастерол (0,7–18 %), Δ5-
авенастерол (4–23 %), Δ7-стигмастерол (1–18 %). Олії різних видів містили інший профіль 10 

стеролів, причому деякі профілі були досить відмінними. У випадку олії рапсу, вона містило 
найвищу частку кампестеролу (33,6 %), тоді як зразки інших видів загалом містили нижчі рівні, 
наприклад, до 17 % в арахісовій олії. Сафлорова олія містила відносно високу частку Δ7-
стигмастеролу (18 %), тоді як вміст цього стеролу звичайно був низьким в оліях інших видів, до 
9 % в олії соняшнику. Оскільки вони є характерними для кожного виду, профілі стеролів можуть, 15 

таким чином, використовуватися як допоміжні для ідентифікації конкретних овочевих або 
рослинних олій та перевірки їх непідробленості або підробки іншими оліями. 

Порівнювали по два зразки соняшнику і сафлору, у кожному випадку один був одержаний 
холодним пресуванням насіння і був нерафінованим, тоді як інший не був одержаний холодним 
пресуванням і був рафінованим. Хоча спостерігалися деякі відмінності, два джерела олії 20 

містили подібний склад стеролів і загальний вміст стеролів, наводячи на думку про те, що 
обробка і рафінування здійснюють незначний вплив на два вказаних параметри. Вміст стеролів 
серед зразків відрізнявся в 3 рази і варіював від 1,9 мг/г до 6,8 мг/г. В олії рапсу він був 
найвищий, а в рициновій олії - найнижчий вміст стеролів. 

Приклад 7. Збільшення акумуляції ДГК в положенні sn-2 ТАГ 25 

Автори цього винаходу припускали, що акумуляція ДГК та/або ДПК в положенні sn-2 ТАГ 
може бути збільшена шляхом коекспресії l-ацил-гліцерол-3-фосфат ацилтрансферази (ЛФКАТ) 
із шляхом біосинтезу ДГК, наприклад, наданим конструкцією GA7 або її варіантами. 
Переважними ЛФКАТ є такі, які можуть впливати на поліненасичений C22 жирний ацил-КоА як 
субстрат, що приводить до збільшення вставки поліненасиченого ланцюга C22 в положенні sn-2 30 

ЛФХ з утворенням ФХ, відносно ендогенного ЛФКАТ. Цитоплазматичні ферменти ЛФКАТ часто 
демонструють варіюючі переваги по відношенню до субстрату, особливо, якщо вид синтезує і 
акумулює в ТАГ незвичайні жирні кислоти. Продемонстровано, що ЛФКАТ2 з Limnanthes 
douglasii може використовувати ерукоїл-КоА (C22:1-КоА) як субстрат для синтезу ФК, на 
протилежність ЛФКАТ1 з того ж виду, яка не може утилізувати субстрат C22 (Brown et al., 2002). 35 
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Таблиця 14 

 
Вміст і склад стеролів у проаналізованих рослинних оліях 

 

Номер 
стеролу* 

Загальна назва 
стеролу 

Кун-
жут 

Оли-
ва 

Со-
няш-
ник 

Со-
няш-
ник 

Ри-
цина 

Рапс 
Са-

флор 
Са-

флор 
Ара-
хіс 

Льон 
(на-

сіння 
льо-
ну) 

Льон 
(на-

сіння 
льо-
ну) 

Соя 

     

Хо-
лод-
не  
пре-
су-
ван-
ня 

   

Хо-
лод-
не  
пре-
су-
ван-
ня 

    

1 холестерин 0,2 0,8 0,2 0,0 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,4 0,4 0,2 

2 брасікастерол 0,1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,1 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 

3 

чалінастерол / 
24-
метиленхолес-
терин 

1,5 0,1 0,3 0,1 1,1 2,4 0,2 0,1 0,9 1,5 1,4 0,8 

4 
кампестерол / 
24-метилхолес-
терин 

16,2 2,4 7,4 7,9 8,4 33,6 12,1 8,5 17,4 15,7 14,4 16,9 

5 
кампестанол / 
24-метилхолес-
танол 

0,7 0,3 0,3 0,1 0,9 0,2 0,8 0,8 0,3 0,2 0,2 0,7 

6 C29:2* 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0 0,1 0,5 0,5 0,0 1,2 1,3 0,1 

7 Δ5-стигмастерол 6,4 1,2 7,4 7,2 18,6 0,7 7,0 4,6 6,9 5,1 5,8 17,6 

8 невідомий 0,5 1,3 0,7 0,6 0,8 0,7 0,7 1,3 0,4 0,7 0,6 1,3 

9 
ергост-7-ен-3β-
ол 

0,1 0,1 1,9 1,8 0,2 0,4 2,7 4,0 1,4 1,4 1,4 1,0 

10 невідомий 0,0 1,3 0,9 0,8 1,2 0,9 1,8 0,7 1,2 0,7 0,5 0,7 

11 ебурикол 1,6 1,8 4,1 4,4 1,5 1,0 1,9 2,9 1,2 3,5 3,3 0,9 

12 
β-ситостерол / 
24-
етилхолестерин 

55,3 45,6 43,9 43,6 37,7 50,8 40,2 35,1 57,2 29,9 28,4 40,2 

13 
Δ5-авенастерол 
/ ізофукостерол 

8,6 16,9 7,2 4,1 19,3 4,4 7,3 6,3 5,3 23,0 24,2 3,3 

14 
тритерпеновий 
спирт 

0,0 2,4 0,9 1,1 0,0 0,0 1,6 1,9 0,0 0,0 0,0 0,9 

15 
тритерпеновий 
спирт 

0,0 0,0 0,7 0,6 0,0 0,0 2,8 1,8 0,0 0,0 0,3 0,0 

16 C29:2* 0,0 0,5 0,7 0,7 1,5 1,2 2,8 1,9 2,0 1,0 0,7 0,5 

17 C29:2* 1,0 0,9 2,3 2,4 0,6 0,4 1,3 1,9 0,9 1,0 1,0 1,0 

18 C30:2* 0,0 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

19 

Δ7-стигмастерол 
/  
стигмаст-7-ен-
3β-ол 

2,2 7,1 9,3 10,9 2,3 0,9 10,5 18,3 1,1 7,9 8,7 5,6 

20 Δ7-авенастерол 1,3 0,1 4,0 3,6 0,6 0,2 2,0 4,7 0,7 0,4 0,4 0,6 

21 невідомий 0,7 7,1 0,9 0,8 0,0 0,4 0,3 0,4 0,0 3,0 3,6 0,0 

22 невідомий 0,3 0,0 0,3 0,9 0,0 0,0 1,2 1,3 0,2 0,1 0,0 0,3 

23 невідомий 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,5 

24 невідомий 0,0 3,1 0,9 1,3 0,6 0,4 0,2 0,4 0,7 1,7 1,9 0,8 

25 невідомий 0,9 0,4 0,3 0,5 0,3 0,1 0,5 0,7 0,3 0,1 0,1 0,6 
 



UA   122768   C2 

75 

Номер 
стеролу* 

Загальна назва 
стеролу 

Кун-
жут 

Оли-
ва 

Со-
няш-
ник 

Со-
няш-
ник 

Ри-
цина 

Рапс 
Са-

флор 
Са-

флор 
Ара-
хіс 

Льон 
(на-

сіння 
льо-
ну) 

Льон 
(на-

сіння 
льо-
ну) 

Соя 

26 C30:2 2,2 6,0 4,6 5,7 1,4 0,6 1,0 1,2 1,2 1,2 1,1 5,2 

27 невідомий 0,0 0,4 0,4 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1 0,0 0,3 

 Сума 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 

 
Загальний 
стерол (мг/г олії) 

5,8 2,4 4,1 3,7 1,9 6,8 3,2 3,0 3,2 4,8 5,2 3,0 

 
C29:2* і C30:2* позначають стерол C29 з двома подвійними зв'язками і стерол C30 з двома 
подвійними зв'язками, відповідно. 
 
 
Розглядалися відомі ЛФКАТ, і багато з них були вибрані для тестування, зокрема, ті, від яких 

не очікувалося збільшення інкорпорації ДГК в положенні sn-2, як контроль. Відомі ЛФКАТ 
включали: ЛФКАТ2: Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO: 40, номер доступу ABG48392, Kim et al., 
2005), ЛФКАТ Limnanthes alba (SEQ ID NO: 41, номер доступу AAC49185, Lassner et al., 1995), 5 

Slc1p Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID NO: 42, номер доступу NP_010231, Zou et al., 1997), 
ЛФКАТ 1 Mortierella alpina (SEQ ID NO: 44, номер доступу AED33305; US 7879591) і ЛФКАТ 
Brassica napus (SEQ ID NO: 45 і SEQ ID NO: 46, номери доступу ADC97479 і ADC97478, 
відповідно). 

ЛФКАТ2 Arabidopsis (також позначена як ЛФАТ2) являє собою локалізований в 10 

ендоплазматичному ретикулумі фермент, що продемонстрував активність по відношенню до 
субстратів C16 і C18, однак активність по відношенню до субстратів C20 або C22 не 
тестувалася (Kim et al., 2005). ЛФКАТ2 Limnanthes alba продемонструвала вставку ацильного 
ланцюга C22:1 в положення sn-2 ФК, хоча здатність використовувати ДГК або ДПК як субстрат 
не тестувалася (Lassner et al., 1995). Вибрана ЛФКАТ S. cerevisiae Slc1p продемонструвала 15 

активність у вигляді використання 22:1-КоА на додаток до 18:1-КоА як субстратів, указуючи на 
широку специфічність по відношенню до субстратів з урахуванням довжини ланцюга (Zou et al., 
1997). Знову, ДГК-КоА, ДПК-КоА та інші ДЛ-ПНЖК не тестувалися як субстрати. Раніше було 
продемонстровано, що ЛФКАТ Mortierella володіє активністю по відношенню до жирнокислотних 
субстратів ЕПК і ДГК в трансгенному Yarrowia lipolytica (US 7879591), але їх активність у 20 

рослинних клітинах невідома. 
Додаткові ЛФКАТ були ідентифіковані винахідниками. Micromonas pusilla являє собою 

мікроводорость, що продукує та акумулює ДГК в олії, хоча позиційний розподіл ДГК на ТАГ у 
цьому виді не було підтверджено. ЛФКАТ Micromonas pusilla (SEQ ID NO: 43, номер доступу 
XP_002501997) була ідентифікована шляхом пошуку серед геномних послідовностей 25 

Micromonas pusilla з використанням ЛФКАТ2 Arabidopsis як послідовності запиту BLAST. 
З'явилися декілька послідовностей-кандидатів, і послідовність XP_002501997 була синтезована 
для тестування до C22 ДЛ-ПНЖК. ЛФКАТ Ricinus communis була анотована як передбачувана 
ЛФКАТ в послідовності геному рицини (Chan et al., 2010). Чотири кандидати на ЛФКАТ з геному 
рицини були синтезовані і протестовані на неочищених лізатах листя інфільтрованої тканини 30 

листа N. benthamiana. Розкрита в цьому документі послідовність-кандидат продемонструвала 
активність ЛФКАТ. 

Ряд кандидатів на ЛФКАТ був вирівняний з відомим ЛФКАТ на філогенетичному дереві (Фіг. 
8). Слід зазначити, що передбачувана ЛФКАТ Micromonas не групується з передбачуваними 
C22 ЛФКАТ, але має дивергуючу послідовність. 35 

Як первинний аналіз різних ЛФКАТ щодо їх здатності використовувати ДГК-КоА як субстрат, 
одержують химерні генетичні конструкції для конститутивної експресії екзогенних ЛФКАТ в листі 
N. benthamiana, кожна під контролем промотору 35S, як розкрито нижче: 35S:Arath-ЛФАТ2 
(Arabidopsis ER ЛФКАТ); 35S:Limal-ЛФКАТ (ЛФКАТ Limnanthes alba); 35S:Sacce-Slc1p (ЛФКАТ S. 
cerevisiae); 35S:Micpu-ЛФКАТ (ЛФКАТ Micromonas pusilla); 35S:Moral-ЛФКАТ1 (ЛФКАТ Mortierella 40 

alpina); 35S:Brana-LPAAT1.13 (Brassica napus ЛФААТ1.13); 35S:Brana-LPAAT1,5 (Brassica napus 
ЛФААТ1,5). Конструкції 35S:p19, що не містять екзогенної ЛФКАТ, використовували у 
експерименті як контроль. Кожну із вказаних конструкцій вводили за допомогою Agrobacterium в 
листя N. benthamiana, як розкрито у Прикладі 1, і через 5 днів після інфільтрації оброблені зони 
листя вирізували і подрібнювали для одержання лізату листя. Кожен лізат містить екзогенну 45 

ЛФКАТ, а також ендогенні ферменти для синтезу ЛФК. Реакційні суміші одержували in vitro, 
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окремо додаючи до лізатів мічені 14C ОК і ДГК. Реакційні суміші інкубують при 25 °C, і рівень 
інкорпорації мічених 14C жирних кислот у ФК визначають за методом ТШХ. Обчислювали 
здатність кожної ЛФКАТ використовувати ДГК відносно АРК і жирних кислот C18. Знайдено, що 
ЛФКАТ пінника лугового, Mortierella і Saccharomyces володіють активністю по відношенню до 
субстрату ДГК, причому радіомічена ФК виникає у випадку цих, але не інших ЛФКАТ. Активність 5 

всіх ЛФКАТ була підтверджена контрольним споживанням олеїнової кислоти. 
Для тестування активності ЛФКАТ в насінні, деяку кількість кодуючих білок послідовностей 

або ЛФКАТ вставляли до бінарного вектору під контролем промотору конлініну (pLuCnl1). 
Одержані в результаті генетичні конструкції, що містять химерні гени Cnl1Arath-ЛФКАТ 
(негативний контроль), Cnl1:Limal-ЛФКАТ, Cn1:Sacce-Slc1p, і Cnl1Moral-ЛФКАТ, відповідно, далі 10 

використовують для трансформації рослин А. thaliana, які утворюють ДГК у насінні, щоб 
одержати стабільні трансформанти, які експресують ЛФКАТ і трансгенний шлях ДНК у 
специфічній для насіння формі, щоб протестувати, чи буде збільшуватися інкорпорація ДГК у 
положенні sn-2 ТАГ. Крім того, конструкції використовуються для трансформації рослин B. 
napus і C. sativa, які вже містять конструкцію GA7 та її варіанти (Приклади 2–4), з метою 15 

одержання потомства, що несе материнські і ЛФКАТ генетичні конструкції. Протестоване 
збільшення інкорпорації ДГК в положенні sn-2 ТАГ відносно інкорпорації в рослинах без 
кодуючих ЛФКАТ трансгенів. Вміст олії також підвищується в насінні, особливо у випадку 
насіння, що продукує вищі рівні ДГК, нейтралізуючи тенденцію, спостережувану в насінні 
Arabidopsis, як розкрито у Прикладі 2. 20 

Конструкцію 35S:Moral-LPAAT1 використовували для трансформації вже трансгенної лінії 
Arabidopsis thaliana, що була гомозиготною по T-ДНК із конструкції GA7, і насіння якої містило 
близько 15 % ДГК у ліпідах насіння (Petrie et al., 2012). Для цього застосовували ген 
селекційного маркера канаміцину в конструкції 35S:Moral-LPAAT1, що був відмінний від гена 
селекційного маркера bar, вже присутнього у трансгенній лінії. Були відібрані трансгенні 25 

саджанці, стійкі до канаміцину, і вирощені до стану зрілості в теплиці. Урожай насіння T2 був 
зібраний, і склад жирних кислот в загальних ліпідах насіння проаналізований методом ГХ (Табл. 
15). Три фенотипи спостерігали серед 33 незалежно трансформованих ліній. У першій групі 
(6/33 ліній), вміст ДПК істотно підвищувався, до значно вищого рівня, ніж рівень ДГК, до близько 
10,6 % в загальних ліпідах насіння. Це відбувалося за рахунок ДГК, вміст якої був істотно 30 

знижений у даній групі ліній. У двох лініях із вказаної першої групи сумарний вміст ДПК + ДГК 
був знижений, але не в інших 4 лініях. У другій групі (5/33), рівні ДПК і ДГК були рівними, із 
близько таким же сумарним вмістом ДПК + ДГК, як і в насінні материнської рослини. У третій 
групі рівні ДПК і ДГК були подібними до рівнів у насінні материнських рослин. Одне з можливих 
пояснень для підвищеного рівня ДПК у першій і другій групах полягає в тому, що ЛФААТ 35 

витісняє Δ4-десатуразу на субстраті ДПК-КоА і переважно інкорпорує ДПК у ПК і далі в ТАГ, 
відносно Δ4-десатурації. Друге можливе пояснення полягає в тому, що Δ4-десатурація частково 
інгібується. 

Збирали насіння рослин Arabidopsis, трансформованих T-ДНК конструкцією GA7, що були 
додатково трансформовані вектором Cnl1:Moral-LPAAT, і з насіння екстрагували олію. Далі 40 

фракцію ТАГ виділяли з екстрагованої олії методами ТШХ і виділяли з пластинки ТШХ. 
Одержані зразки ТАГ і зразки олії з насіння до фракціонування аналізували за допомогою 
розщеплення ліпазою Rhizopus, щоб визначити позиційний розподіл ДГК. Ліпаза є специфічною 
відносно ацильних груп, естерифікованих у положенні sn-1 або sn-3 ТАГ. Це здійснювали 
шляхом приготування емульсії кожного зразка ліпіду у 5 % аравійській камеді, із застосуванням 45 

пристрою для обробки ультразвуком, і додаючи розчин ліпази Rhizopus у 0,1 М Трис-HCl, pH 
7,7, що містив 5 мМ CaCl2, з інкубацією сумішей при 30 °C і безперервному струшуванні. 
Реакцію в кожній реакційній суміші зупиняли, додаючи хлороформ : метанол (2/1, об/об) і один 
об'єм 0,1 М KCl до кожної суміші. Ліпід екстрагували у хлороформну фракцію, і визначали 
відносні кількості sn-2 МАГ, sn-1/3 ФФХ, ДАГ і компонентів ТАГ одержаного ліпіду розділенням 50 

на просоченій 2,3 % борною кислотою пластинці ТШХ із застосуванням гексану/діетилового 
ефіру/оцтової кислоти (50/50/1, об/об). Смуги ліпідів візуалізували, оббризкуючи 0,01 % 
примуліном в ацетоні/воді (80/20, об/об) на пластинці ТШХ з візуалізацією в УФ-світлі. Окремі 
смуги ліпідів ідентифікували на базі плям ліпідних стандартів, нанесених на таку ж пластинку 
ТШХ. ТШХ смуги ліпідів збирали у скляні флакони, і одержували з них метилові ефіри жирних 55 

кислот із застосуванням 1 н метанольної HCl (Supelco), з інкубацією при 80 °C протягом 2 годин. 
Склад жирних кислот індивідуальних ліпідів був проаналізований ГХ.  

Даний аналіз продемонстрував, що ДГК у насінні материнських рослин, трансформованих 
GA7 (лінії 22-2-1-1 і 22-2-38-7), переважно була естерифікована у положенні sn-1 або sn-3 ТАГ. І 
навпаки, ліпіди в насінні NY11 і NY15, трансформованому як конструкцією GA7, так і 60 
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трансгеном, що кодує ЛФААТ, були збагачені ДГК у sn-2, причому 35 % ДГК в одній із ліній і 48 
% ДГК у іншій лінії були естерифіковані у положенні sn-2 ТАГ, тобто після розщеплення ліпазою 
ДГК була присутня, як sn-2-МАГ (Табл. 16). Аналогічні результати одержані для насіння B. napus 
і B. juncea, трансформованого як T-ДНК із конструкції GA7-modB, так і геном, що кодує ЛФААТ, і 
продукуючого ДГК. 5 

Для того, щоб визначити, чи існує перевага ЛФААТ Mortierella або іншої ЛФААТ відносно 
ДПК-КоА або ДГК-КоА, in vitro одержували реакційні суміші, додаючи окремо 14C-мічений-ДПК-
КоА або -ДГК-КоА до лізатів листя N. benthamiana, тимчасово експресуючого ЛФААТ-кандидату 
під контролем конститутивного промотору, як викладено вище. Реакційні суміші інкубували при 

25C, і рівні інкорпорації мічених 14C жирних кислот в у ФХ визначали за ТШХ методом аналізу 10 

ліпідів. Оцінювали здатність кожної ЛФААТ використовувати ДГК-КоА відносно ДПК-КоА. Гени, 
що кодують ЛФААТ з доведеною високою ДГК інкорпоруючою активністю ЛФААТ застосовували 
для одержання трансформованих ДГК-продукуючих рослин рапсу і насіння.  

Гени, що кодують ЛФААТ з високою активністю використання ДПК-КоА, застосовували для 
трансформації ДПК-продукуючих рослин і насіння, щоб збільшити кількість ДПК, 15 

естерифікованої у положенні sn-2 ТАГ. 
 

Таблиця 15 
 

Склад жирних кислот ( % загальних жирних кислот) трансгенного насіння А. thaliana, 
трансформованого конструкцією ЛФААТ1, а також конструкцією GA7 для продукування ДГК. 
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Таблиця 16 

 
Присутність ДГК у положенні sn-2 ТАГ у ліпіді із трансгенного насіння А. thaliana, 

трансформованого вектором Cnl1:Moral-LPAAT, а також T-ДНК конструкцією GA7, відносно 
присутності ДГК у ТАГ. Склад жирних кислот ТАГ і sn-2 МАГ також включав по 0-0,4 % кожної з 

14:0, 16:1w13t, 16:2, 16:3, 22:0 і 24:0. 
 

 

 
Приклад 8. Подальший аналіз трансгенного насіння Camelina sativa  
Загальний вміст ліпідів 
Насіння C. sativa, гомозиготне по T-ДНК із конструкції GA7, що містить ДГК у загальному 5 

вмісті жирних кислот, було проаналізоване щодо вмісту складу загальних ліпідів і як вказано 
нижче. Для насіння виконували дві послідовні стадії екстракції розчинником, спочатку із 
застосуванням гексану, і потім із застосуванням хлороформу/метанолу. В ході екстракції і 
аналізу не додавали антиоксидантів. Метод екстракції Сокслета, який звичайно застосовується 
для виділення ліпідів з насіння шляхом тривалого нагрівання і кип'ятіння із зворотним 10 

холодильником суміші ліпіду/розчинника, у даному випадку не застосовувався через потенційне 
розкладання або окиснення ω3 ПНЖК, таких як ДГК.  

Гексан застосовували як розчинник для першої екстракції, оскільки він є промисловим 
стандартом для олійних культур. Крім того, він переважно екстрагує ТАГ-вмісну олію за рахунок 
своїх сольватувальних властивостей і відносно слабкої солюбілізації полярних ліпідів, особливо 15 

при кімнатній температурі. Трансформоване і контрольне насіння Camelina (130 г і 30 г, 
відповідно) змочували гексаном і подрібнювали за допомогою електричної агатової ступки і 
товкача (Retsch Muhle, Німеччина). Суміші переносили до ділильних лійок і чотири рази 
екстрагували із застосуванням загального об'єму 800 мл гексану, включаючи статичну 
екстракцію протягом ночі для третьої екстракції. Для кожної екстракції екстракти фільтрували 20 

крізь фільтр з скловолокна GFC під вакуумом для видалення дрібних частинок, після чого 
випаровували на ротаційному випарнику при 40 °C під вакуумом. Екстракти об'єднували в пул з 
одержанням багатих на ТАГ гексанових екстрактів. 

Після екстракції гексаном шрот насіння, що залишився, далі екстрагували із застосуванням 
хлороформу-метанолу (ГМ, 1:1 об/об) за такою ж методикою, як здійснювали екстракцію 25 

гексаном. Далі шрот видаляли фільтрацією, і об'єднані екстракти випаровували на роторному 
випарнику. Об'єднані в пул неочищені ХМ загального ліпіду далі розчиняли із застосуванням 
однофазної суміші метанолу-хлороформу-води (2:1:0.8, об/об/об). Фракції розділяли 
додаванням хлороформу-води (кінцеве співвідношення розчинників, 1:1:0,9 об/об/об 
метанолу/хлороформу/води). Очищений ліпід у кожному екстракті, розподілений у нижній 30 

хлороформній фазі, концентрували із застосуванням роторного випаровування, і одержували 
ХМ екстракти, багаті на полярні ліпіди. Вміст ліпіду в кожному із цих екстрактів визначали 
гравіметрично. 

Для аналізу складу жирних кислот, аліквоти гексанових і ХМ екстрактів транс-метилували за 
способом Christie et al. (1982) з одержанням метилових ефірів жирних кислот (МЕЖК), 35 

застосовуючи метанол-хлороформ-конц. гідрохлоридну кислоту (3 мл, 10:1:1, 80 °C, 2 години). 
МЕЖК екстрагували гексаном-хлороформом (4:1, 3 х 1,8 мл). Крім того, зразки шроту насіння (1-
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2 г), що залишився після екстракції гексаном і ХМ, транс-метилували для гравіметричного 
вимірювання вмісту будь-якого залишкового ліпіду у вигляді МЕЖК. Загальний вміст ліпідів у 
насінні обчислювали, підсумовуючи вміст ліпідів у гексанових і ХМ екстрактах та вміст МЕЖК у 
трансметильованому шроті після екстракції розчинниками. 

Трансгенне насіння містило дещо меншу кількість загальних ліпідів, на рівні 36,2 % від маси 5 

насіння, в порівнянні з насінням Camelina sativa дикого типу, 40,9 % від маси насіння. Для 
насіння, включаючи насіння олійних культур, загальні ліпіди визначали як суму екстрагованого 
розчинниками ліпіду, одержаного послідовною екстракцією гексаном, а потім хлороформом-
метанолом, і залишкового ліпіду, вивільненої трансметилуванням екстрагованої макухи після 
екстрації розчинниками, як описано для прикладу в даному описі. Такі загальні ліпіди 10 

здебільшого складалися із ліпідів, що містять жирні кислоти, таких як триацилгліцероли і 
полярні ліпіди, і невеликих кількостей ліпідів, що не містять жирних кислот, таких як фітостероли 
і жирні спирти, що можуть бути присутніми у вільній неестерифікованій формі або можуть бути 
естерифіковані жирними кислотами. Крім того, будь-які ефіри стеролів або ефіри воску і 
вуглеводні, такі як каротиноїди, наприклад, β-каротин, також входили до ліпіду, що 15 

екстрагується розчинниками, якщо вони присутні. Вони були включені до загального 
гравіметричного визначення і були показані в аналізі ТШХ-ПІД (Табл. 17).  

Із загальних ліпідів, 31 %–38 % ліпідів від маси насіння було екстраговано гексаном для 
трансгенного і контрольного насіння, відповідно, що відповідає 86 % і 92 % загальних ліпідів у 
насінні. За допомогою екстракції ХМ добували ще 4,8 % і 2,4 % (від маси насіння), в основному 20 

багатий на полярні ліпіди екстракт із трансгенного і контрольного насіння, відповідно. 
Залишковий ліпід, що вивільняється трансметилуванням шроту насіння олійної культури, який 
залишився після екстракції розчинниками, становив 0,3 % і 0,4 % від маси насіння, відповідно. 
Тобто, перша і друга екстракція розчинниками сумарно добуває 99 % від загального вмісту 
ліпідів у насінні (тобто, 36,2 % або 40,9 % від маси насіння, що в основному є ліпідом, який 25 

містить жирні кислоти, наприклад, тригліцероли і полярні ліпіди, які складаються із гліко- і 
фосфоліпідів (див. наступний розділ — аналіз класів ліпідів)). 

Аналіз класів ліпідів 
Класи ліпіду у гексанових і ХМ екстрактах були проаналізовані тонкошаровою 

хроматографією з виявленням за допомогою плазмово-іонізаційного детектора (ТШХ-ПІД; 30 

Iatroscan Mark V, Iatron Laboratories, Токіо, Японія), із застосуванням гексану/діетилового 
ефіра/льодяної оцтової кислоти (70:10:0,1, об/об/об) як системи розчинників для проявлення, в 
поєднанні з кремнію діоксидом Chromarod S-III на кварцових паличках. Придатні калібрувальні 
криві отримували із застосуванням репрезентативних стандартів, одержаних від Nu-Chek Prep, 
Inc. (Елізайан, Мінесота, США). Дані обробляли за допомогою програмного забезпечення SIC-35 

480II (Версія SISC: 7.0-E). Різні види фосфоліпідів розділяли із застосуванням очищеної 
фосфоліпідної фракції, одержаної після колонкової хроматографії на кремнію діоксиді, з 
проявленням паличок у хлороформі/метанолі/льодяній оцтовій кислоті/воді (85:17:5:2, об/об/об) 
перед виявленням за допомогою ПІД.  

Для відокремлення ТАГ, гліколіпідних і фосфоліпідних фракцій від ХМ екстрактів 40 

застосовували гель кремнію діоксиду 60 (100–200 меш) (0,3–1 г) у короткій скляній колонці або 
піпетці Пастера, заповненій скловатою, щоб очистити 10 мг очищеного ГМ екстракту ліпідів. 
Залишкову фракцію ТАГ у ХМ екстракті елюювали із застосуванням 20 мл 10 % діетилового 
ефіру в гексані, гліколіпіди елюювали 20 мл ацетону, і фосфоліпіди елюювали у дві стадії, 
спочатку 10 мл метанолу, і потім 10 мл метанолу-хлороформу-води (5:3:2). Вказана друга 45 

елюація збільшує вихід фосфоліпідів. Вихід кожної фракції визначали гравіметрично, і чистоту 
перевіряли ТШХ-ПІД. Всі екстракції і фракції зберігали у дихлорметані при -20 °C до подальшого 
аналізу ГХ і ГХ-МС. 

Багаті на ТАГ гексанові екстракти від кожного із трансгенного і контрольного насіння містили 
близько 96 % ТАГ. ХМ екстракти містили залишкові кількості ТАГ 44 % і 13 % мас. ХМ 50 

екстрактів, відповідно, для трансгенного насіння і насіння дикого типу. На протилежність 
гексановим екстрактам, ХМ екстракти були багаті на полярні ліпіди, а саме фосфоліпіди і 
гліколіпіди, вміст яких відповідав 50 % і 76 % мас. ХМ екстрактів, відповідно, для трансгенного і 
контрольного насіння (Табл. 17). Основним фосфоліпідом був фосфатидилхолін (ФХ), який 
складав 70 %–79 % загальних фосфоліпідів, далі слідував фосфатидилетаноламін (ФЕ, 7 %–13 55 

%), при відносно низьких рівнях фосфатидинової кислоти (ФК, 2 %–5 %) і фосфатидилсерина 
(ФС, < 2 %). 

Склад жирних кислот 
Загалом для насіння, що продукує ДГК та/або ДПК, автори винаходу спостерігали склад 

жирних кислот загальних ліпідів у насінні, за даними прямого трансметилування загальних 60 
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ліпідів у насінні, подібний до складу ліпідів у фракції ТАГ. Це було результатом того, що більше 
90 % загальних ліпідів, присутніх у насінні, знаходилися у формі ТАГ.  

Склад жирних кислот різних класів ліпідів у гексанових і ХМ екстрактах визначали газовою 
хроматографією (ГХ) і методом ГХ-МС, із застосуванням приладу для ГХ Agilent Technologies 
6890A (Пало-Альто, Каліфорнія, США), обладнаного капілярною колонкою із плавленого кварцу 5 

Supelco Equity™-1 (15 м х 0,1 мм в.д., товщина плівки 0,1 мкм, Беллефонт, Пенсільванія, США), 
ПІД, інжектором з розщепленням/без розщеплення, аутосемлером Agilent Technologies серії 
7683B та інжектором. Газом-носієм був гелій. Зразки вводили інжекцією у режимі без 
розщеплення при температурі печі 120 °C. Після інжекції температуру печі підвищували до 
270 °C із швидкістю 10 °C/хв, і в кінці до 300 °C із швидкістю 5 °C/хв. Елюйовані сполуки 10 

визначали кількісно за допомогою програмного забезпечення Agilent Technologies ChemStation 
(Пало-Альто, Каліфорнія, США). Результати ГХ містили помилку не більше ніж ±5 % площі піку 
індивідуальних сполук. 

 
Таблиця 17 

 
Склад класу ліпідів ( % від загальних ліпідів, одержаний для кожної стадії екстракції) у 

гексанових і ХМ екстрактах трансгенного і контрольного насіння Camelina sativa. ЕС, ЕВ і ГК не 
розділяли. 

 

Клас ліпідів 
Трансгенне насіння Контрольне насіння 

Гексановий ХМ Гексановий ХМ 

ЕС/ЕВ/ГК* 1,0 1,4 1,0 1,4 

ТАГ 95,6 44,2 96,0 13,1 

ВЖК 0,9 1,3 0,8 1,4 

Н/в** 0,9 1,1 0,8 1,2 

СТ 0,5 0,7 0,4 0,4 

МАГ 0,7 1,1 0,8 6,2 

ФЛ 0,3 50,3 0,3 76,3 

Всього 100,0 100,0 100,0 100,0 
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Скорочення: ефіри стеролів (ЕС), ефіри восків (ЕВ), гідрокарбони (ГК), триацилгліцероли 
(ТАГ), вільні жирні кислоти (ВЖК), не визначено (н/в), стероли (СТ), моноацилгліцероли (МАГ), 
полярні ліпіди (ПЛ), що складаються з гліколіпідів і фосфоліпідів; * ЕС, ЕВ і ГК із цієї системи 
елюювалися разом; ** Може містити жирні спирти і діацилгліцероли (ДАГ). 

Аналізи методом ГХ-мас-спектрометрії (ГХ-МС) здійснювали на приладі ГХ-МС із 20 

квадрупольними лінзами Finnigan Trace ultra (модель: ThermoQuest Trace DSQ, Thermo Electron 
Corporation). Дані обробляли за допомогою програмного забезпечення ThermoQuest Xcalibur 
(Остін, Техас, США). Прилад для ГХ був обладнаний інжектором на колонці і капілярною 
колонкою HP-5 Ultra Agilient J & W (50 м х 0,32 мм в.д., товщина плівки 0,17 мкм, Agilent 
Technologies, Санта-Клара, Каліфорнія, США) з полярністю, подібною до описаної вище. 25 

Індивідуальні компоненти були ідентифіковані із застосуванням даних мас-спектру і 
порівнянням часу утримання з одержаним для аутентичних і лабораторних стандартів. 
Холостий аналіз за повною методикою проводили паралельно із серією зразків. 

Дані складу жирних кислот у різних класах ліпідів в екстрактах наведені у Табл. 18. У ДГК-
продукуючому насінні Camelina ДГК розподіляються на основні ліпідні фракції (ТАГ, 30 

фосфоліпіди і гліколіпіди) у пропорції, що варіює від 1,6 % до 6,8 %, із зворотною кореляцією 
між частками ДГК і AЛК. Багатий на ТАГ гексановий екстракт із трансгенного насіння містив 6,8 
% ДГК і 41 % AЛК (Табл. 18). Багатий на полярні ліпіди ХМ екстракт містив 4,2 % ДГК і 50 % 
AЛК, тобто відносно меншу кількість ДГК і більше AЛК. Залишкові ТАГ з багатого на полярні 
ліпіди ХМ екстракту містили 6 % ДГК і 40 % AЛК. Гліколіпідна фракція, виділена з ЗМ екстракту, 35 

містила 3 % ДГК і 39 % AЛК, і фосфоліпідна фракція містила найнижчий рівень ДГК (1,6 %) і 
найвищі рівні AЛК (54 %). Трансгенне насіння Camelina містило вищі рівні AЛК і нижчі рівні ЛК 
(лінолева кислота, 18:2ω6), в порівнянні із контрольним насінням, в основних класах ліпідів 
(ТАГ, гліколіпіди і фосфоліпіди). Частки АЛК і ЛК складали: АЛК 39 %–54 % і ЛК 4 %–9 % для 
трансгенного насіння і АЛК 12 %–32 % і ЛК 20 %–29 % для контрольного насіння. Відносний 40 

рівень ерукової кислоти (22:1ω9) був нижчим у всіх фракціях із трансгенного насіння, ніж в 
контрольному насінні, наприклад, 1,3 % проти 2,7 % у гексанових екстрактах (Табл. 18). 

Склад стеролів у насінні 
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Для визначення вмісту і складу стеролів у екстрагованих ліпідах, зразки, що містять близько 
10 мг загальних ліпідів із багатого на ТАГ гексанового екстракту і багатого на полярні ліпіди ХМ 
екстракту омилювалі із застосуванням 4 мл 5 % KOH у 80 % MeOH і нагрівали протягом 2 годин 
при 80 °C у вкритій тефлоном скляній пробірці із нагвинчувальною пробкою. Після охолодження 
реакційних сумішей додавали 2 мл води Milli-Q, стероли і спирти екстрагували тричі по 2 мл 5 

гексану : дихлорметану (4:1, об/об), струшуючи і перемішуючи вихровим перемішуванням. 
Суміші центрифугували, і кожен екстракт в органічній фазі промивали 2 мл води Milli-Q, 
струшуючи і центрифугуючи. Після відбору верхнього, стерол-вмісного органічного шару, 
розчинник випаровували за допомогою потоку газоподібного азоту, а стероли і спирти 
силіліювали із застосуванням 200 мкл біс(триметилсиліл)трифторацетаміду (БСТФА, Sigma-10 

Aldrich), нагріваючи протягом 2 годин при 80 °C у закупореному ГХ флаконі. В такий спосіб 
вільні гідроксильні групи перетворювали на їх триметилсилілові ефіри. Похідні стерол- і спирт-
ОТМSi сушили в потоці газоподібного азоту на нагрівальному блоці (40 °C) та повторно 
розчиняли у дихлорметані (ДХМ) безпосередньо перед аналізом ГХ/ГХ-МС, як викладено вище.  
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Таблиця 18 
 

Склад жирних кислот ( % загальних жирних кислот) ліпідних екстрактів і фракції з трансгенного і 
контрольного насіння C. sativa. 

 

Трансгенне насіння Контрольне насіння 

Жирна 
кислота 

Гексан ХМ  Шрот Гексан ХМ Шрот 

ТАГ 
Зага-
льні 

ТАГ ГЛ ФЛ 
Зали-
шкові 

ТАГ 
Зага-
льні 

ТАГ ГЛ ФЛ 
Залиш-

кові 

16:1ω7 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 - - 0,3 

16:0 6,2 12,8 6,8 21,3 19,4 10,4 6,7 12,8 7,8 29,6 13,7 10,3 

18:4ω3 3,7 3,3 3,4 2,1 2,9 3,6 - - - - - - 

18:2ω6 7,1 3,9 8,8 7,2 3,7 8,8 22,2 28,4 29,4 20,8 29,3 27,9 

18:3ω3 41,9 50,3 39,9 38,6 54,1 38,9 32,0 20,6 19,7 13,0 12,3 20,0 

18:1ω9 11,1 4,7 9,6 7,2 2,8 8,1 14,0 25,4 13,3 14,7 35,7 14,3 

18:1ω7 1,4 2,3 2,1 3,7 3,4 2,8 1,0 1,5 2,2 4,0 2,8 2,2 

18:0 3,2 4,0 3,0 4,5 5,7 3,1 3,0 2,7 2,9 5,7 3,6 2,7 

20:5ω3 0,4 0,2 0,3 - - 0,3 - - - - - - 

20:4ω3 0,4 0,4 0,4 - 0,2 0,3 - - - - - - 

20:2ω6 0,7 0,7 0,8 0,6 0,4 0,7 1,8 0,8 2,1 1,2 - 1,8 

20:3ω3 0,8 1,2 0,9 0,6 1,3 0,5 0,9 0,3 - - - 0,4 

20:1ω9/11 11,6 6,1 10,9 5,1 1,3 8,4 12,5 3,0 11,1 4,2 1,7 9,4 

20:1ω7 0,6 0,8 1,4 0,6 0,2 1,1 0,6 0,6 2,0 1,3 - 1,8 

20:0 1,3 0,8 1,4 0,6 0,1 1,4 1,5 0,7 2,0 1,4 - 1,8 

22:6ω3 6,8 4,2 6,1 3,0 1,6 5,4 - - - - - - 

22:5ω3 0,3 1,1 0,4 0,6 1,4 0,3 - - - - - - 

22:1ω9 1,3 1,0 1,8 0,6 0,1 1,5 2,7 0,7 3,6 0,9 - 2,9 

22:0 0,3 0,2 0,3 0,6 0,1 0,7 0,3 0,2 0,7 0,8 - 0,8 

24:1ω9 0,3 0,4 0,4 0,6 0,3 0,6 0,3 0,6 0,7 0,9 0,5 1,0 

24:0 0,1 0,4 0,2 0,9 0,4 1,1 0,1 0,4 0,5 1,4 0,4 1,3 

інші * 0,4 1,0 1,0 1,4 0,5 1,8 0,3 1,1 0,9 0,1 - 1,1 

Всього 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

 
Скорочення: триацилгліцероли (ТАГ), гліколіпіди (ГЛ), фосфоліпіди (ФЛ); Загальні: багатий 

на полярні ліпіди екстракт, що містить ГЛ і ФЛ із ХМ екстракту; ТАГ, ГЛ і ФЛ розділяли 
хроматографією на колонці із кремнію діоксидом з ХМ екстрактів; * Сумарний вміст мінорних 
жирних кислот 20 

Основними стеролами, як у трансгенному, так і в контрольному насінні були 24-
етилхолестерин (ситостерол, 43 %–54 % від загальних стеролів), 24-метилхолестерин 
(кампестерол, 20 %–26 %) з нижчими рівнями холестерину (5 %–8 %), брасікастерол (2 %–7 %), 
ізофукостерол (∆5-авенастерол, 4 %–6 %), стигмастерол (0,5 %–3 %), холест-7-ен-3β-ол, (0,2 
%–0,5 %), 24-метилхолестанол (кампестанол, 0,4 %–1 %) і 24-дегідрохолестерин (0,5 %–2 %) 25 

(Табл. 19). Ці дев'ять стеролів відповідають за 86 %–95 % загальних стеролів, тоді як решта 
компонентів, що є стеролами, ідентифікована тільки частково за кількістю атомів вуглецю і 
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подвійних зв'язків. Загальні профілі стеролів були подібними для трансгенного і контрольного 
насіння, як у випадку гексанових, так і у випадку ХМ екстрактів. 

Аналіз жирних спиртів 
Жирні спирти в екстрактах були дериватизовані і проаналізовані щодо стеролів. Серії 

жирних спиртів від C16–C22, із супутніми ізо-розгалуженими жирними спиртами були 5 

ідентифіковані як у гексанових, так і ХМ екстрактах. Подібні профілі спостерігалися для 
трансгенного і контрольного насіння, з деякою варіацією у частках спостережуваних 
індивідуальних компонентів. Фітол, утворений із хлорофілу, був основним аліфатичним спиртом 
і відповідав за 47 % і 37 % загальних жирних спиртів у гексанових фракціях із трансгенного і 
контрольного насіння, відповідно. Спирти з непарною довжиною ланцюга присутні з вищими 10 

рівнями у ГМ екстракті (37 %–38 % від загального вмісту жирних спиртів), ніж у гексановому 
екстракті (16 %–23 %). З-17:0 (16 %–38 %) переважав над 17:0 (0,3 %–5,7 %). Вміст інших 
спиртів із непарною довжиною ланцюга становив 19:0 (4,5 %–6,5 %). Інші знайдені спирти 
включали ізо-16:0, 16:0, ізо-18:0, 18:1, 18:0, з незначними рівнями ізо-20:0, 20:1, 20:0, а також 
були присутні ізо-22:0, 22:1 і 22:0. 15 

Обговорення 
Результати показують, що подрібнення за допомогою механізованої ступки і товкача із 

багаторазовою екстракцією гексаном при кімнатній температурі було ефективним з точки зору 
добування більшої частини ТАГ-вмісної олії із трансгенного насіння. На додаток до олії із 
трансгенного насіння, що містить помірні рівні ДГК, трансгенне насіння також містило значно 20 

вищі рівні AЛК в основних класах ліпідів (триацилгліцероли, гліколіпіди і фосфоліпіди), у 
порівнянні з контрольним насінням. Це показало, що активність ∆15-десатурази значно 
підвищувалася у трансгенному насінні в ході розвитку насіння. Цікаво, що існували деякі 
невеликі відмінності у складі жирних кислот і частках ДГК у різних екстрактах і фракціях, 
причому рівні ДГК були вищими в багатому на ТАГ гексановому екстракті і ТАГ із ГМ екстракту 25 

(6 %–6,8 %) і нижчими у фракціях полярних ліпідів (3 % у гліколіпідах і 1,6 % у фосфоліпідах). 
Рівень 16:0 був вищим у фракціях полярних ліпідів, гліколіпідів і фосфоліпідів у ХМ екстрактах 
(19 %–21 %), в порівнянні з багатим на ТАГ гексановим екстрактом і ТАГ із ХМ екстракту (6 %–7 
%).  

 30 

Таблиця 19 
 

Склад стеролів ( % від загальних стеролів) у трансгенному і контрольному насінні Camelina. 
 

 Трансгенне насіння Контрольне насіння 

Стероли Гексан ГМ Гексан ГМ 

24-дегідрохолестерин 0,8 1,8 0,5 1,4 

Холестерин 5,7 7,6 4,7 7,2 

Брасікастерол 4,4 6,5 1,9 4,2 

Холест-7-ен-3в-ол 0,2 0,5 0,3 0,4 

Кампестерол 24,5 20,8 25,7 21,7 

Кампестанол 0,4 1,1 0,4 0,9 

Сігмастерол 1,0 2,6 0,5 1,6 

Ситостерол 54,3 43,7 53,8 42,9 

Δ5-авенастерол  4,2 5,2 4,7 5,5 

Сума 95,5 89,6 92,6 85,9 

Інші     

UN1 C28 1db 0,6 1,2 0,7 1,2 

UN2 C29 1db 1,2 2,0 1,2 2,4 

UN3 C29 2db 0,9 1,8 1,3 2,4 

UN4 C28 1db 0,3 0,9 0,6 1,1 

UN5 C30 2db 1,2 1,8 1,4 1,8 

UN6 C29 1db + C30 2db 0,3 2,7 2,2 5,2 

Сума інших 4,5 10,4 7,4 14,1 

Всього 100 100 100 100 

 
Скорочення: Н/в означає невідомий стерол, число після C вказує на кількість атомів 

вуглецю, і db позначає кількість подвійних зв'язків. 
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Склад стеролів у трансгенному насінні і контрольному насінні був подібним до знайденого у 
рафінованій олії Camelina (Shukla et al., 2002), біли присутні ті ж основні стероли, вказуючи на 
те, що додані гени не впливали на синтез стеролів у насінні. Рівень холестерину в олії Camelina 
був вищим за той, що зустрічається у більшості рослинних олій. Присутній брасікастерол, який є 
характерним стеролом, знайденим у родині Brassicaceae, що включає Camelina sativa. 5 

Приклад 9. Продукування ДЛ-ПНЖК у насінні Brassica juncea  
Трансгенні рослини Brassica juncea одержували із застосуванням конструкції GA7-modB 

(Приклад 4) для продукування ДГК, як указано нижче. Семена сорту B. juncea, чутливого до 
тривалого світлового дня, стерилізували із застосуванням газоподібного хлору, як описано 
Kereszt et al. (2007). Стерилізоване насіння пророщували у середовищах МС з 1/2 активності 10 

(Murashige and Skoog, 1962), затверділих з 0,8 % агару, з корекцією pH до 5,8, і вирощували при 
24 °C і флуоресцентному освітленні (50 мкE/м2с) з фотоперіодом 16/8 години (світло/темрява) 
протягом 6-7 днів. Черешки котиледонів із стеблом 2-4 мм були виділені із цих саджанців в 
асептичних умовах і використовувалися як експланти. Agrobacterium tumefaciens штам AGL1 
трансформували бінарною конструкцією GA7. Культура Agrobacterium була висіяна і оброблена 15 

для інфікування, як описано Belide et al. (2013). Для всіх трансформацій близько 50 
свіжовиділених котиледонних черешків інфікували 10 мл культури А. tumefaciens протягом 6 
хвилин. Інфіковані черешки промокали стерильним фільтрувальним папером для видалення 
надлишку А. tumefaciens і переносили у середовища для сумісного культивування (МС, що 
містять 1,5 мг/л БА, 0,01 мг/л НКК і 100 мкМ ацетосирингону, і також містять L-цистеїн (50 мг/л), 20 

аскорбінову кислоту (15 мг/л) і МЕС (250 мг/л). Всі планшети запечатували мікропористою 

стрічкою та інкубували в темряві при 24C протягом 48 годин сумісного культивування. Далі 
експланти переносили у передселекційне середовище (агар МС, що містить 1,5 мг/л, БА, 0,01 
мг/л НКК, 3 мг/л AgNO3, 250 мг/л цефотаксиму і 50 мг/л тиментину) і культивували протягом 4-5 

днів при 24C з фотоперіодом 16/8 годин, після чого експланти переносили у селекційне 25 

середовище (агар МС, що містить 1,5 мг/л БА, 0,01 мг/л НКК, 3 мг/л AgNO3, 250 мг/л 

цефотаксиму, 50 мг/л тиментину і 5 мг/л ФФТ) та культивували протягом 4 тижнів при 24C із 
фотоперіодом 16/8 годин. Експланти із зеленим калюсом переносили в середовище для 
регенерації пагонів (агар МС, що містить 2,0 мг/л БА, 3 мг/л AgNO3, 250 мг/л цефотаксиму, 50 
мг/л тиментину і 5 мг/л ФФТ) і культивували ще протягом 2 тижнів. Маленькі бруньки 30 

регенеруючих пагонів переносили у середовище МС без гормонів (агар МС, що містить 3 мг/л 
AgNO3, 250 мг/л цефотаксиму, 50 мг/л тиментину і 5 мг/л ФФТ) і культивували ще протягом 2-3 
тижнів. 

Потенційно трансгенні пагони розміром щонайменше 1,5 см виділяли і переносили у 
середовище для коренеутворення (агар МС, що містить 0,5 мг/л НКК, 3 мг/л AgNO3, 250 мг/л 35 

цефотаксиму і 50 мг/л тиментину) і культивували протягом 2-3 тижнів. Трансгенні пагони з 
великою кількістю коріння, підтверджені ПЛР, переносили в грунт у теплиці і вирощували з 
фотоперіодом 16/8 годин (світло/темрява) при 22 °C. Були одержані три підтверджені трансгенні 
рослини. Трансформовані рослини вирощували у теплиці, дозволяли їм самозапилюватися і 
збирали урожай насіння T1. Склад жирних кислот ліпіду аналізували в пулах насіння T1 від 40 

кожної із трансформованих рослин T0, і знайшли присутність 2,8 % ДПК і 7,2 % ДГК в одній лінії, 
позначеній JT1-4, тоді як інша лінія, позначена JT1-6, продемонструвала 2,6 % ДПК.  

Масло насіння з індивідуального насіння T1 проаналізували щодо складу жирних кислот; 
частина даних наведена у Табл. 20. Декілька насінин T1 продукували ДГК на рівні від 10 % до 
близько 21 % від загального вмісту жирних кислот, включаючи JT1-4-A-13, JT1-4-A-5 і JT1-4-B-45 

13. Дивно і несподівано було знайдено, що деякі з насінин T1 містили ДПК на рівнях від 10 % до 
близько 18 % від загального вмісту жирних кислот, за відсутності ДГК, що піддавалася б 
виявленню (< 0,1 %). Одне з можливих пояснень для такого насіння полягає у тому, що ген Δ4-
десатурази у T-ДНК, вставленій в цих рослинах, інактивувався, можливо внаслідок спонтанної 
мутації. Насіння T1 пророщували, і один котиледон, що з'являвся із кожної насінини, 50 

аналізували щодо складу жирних кислот в залишковій олії. Решту частини кожного саджанця 
зберігали і вирощували до стану зрілості, щоб одержати насіння T2. 

Трансгенні рослини, що були гомозиготними по одиничних інсерціях T-ДНК, були 
ідентифіковані і відібрані. Рослини однієї відібраної лінії, позначеної JT1-4-17, містили одиничну 
інсерцію T-ДНК і продукували ДГК і тільки низькі рівні ДПК, тоді як рослини із другої відібраної 55 

лінії, позначеної JT1-4-34, також містили одиничну інсерцію T-ДНК, але продукували ДПК без 
продукування ДГК. Авторами винаходу був зроблений висновок про те, що оригінальний 
трансформант містив дві окремих Т-ДНК, одна з яких забезпечувала продукування ДГК, а інша 
забезпечувала продукування ДПК без ДГК. Рослини B. juncea, що продукують ДГК у насінні, 
були схрещені з рослинами, що продукують ДПК у насінні. Потомство F1 включало рослини, що 60 
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були гетерозиготними по обом інсерціям T-ДНК. У насінні цих рослин-нащадків спостерігалося 
продукування близько 20 % ДГК і близько 6 % ДПК, із загальним вмістом ДГК + ДПК 26 %. 
Рослини F1 самозапилювалися, і очікувалося, що потомство, гомозиготне по обом інсерціям T-
ДНК, буде продукувати до 35 % ДГК і ДПК.  

Близько 18 % ДПК спостерігалося в ліпіді пулу насіння потомства T3, позначеного JT1-4-34-5 

11. Так само, близько 17,5 % ДГК спостерігалося в ліпіді пулу насіння потомства T3 JT1-4-17-20. 
Склад жирних кислот пулу насіння JT1-4 T1, одиничного насіння T1, пулу насіння T2, 
одиничного насіння T2 і пулу насіння T3, одиничного насіння T3 наведений у Табл. 21-24. JT1-4 
T3 сегрегант JT-1-4-34-11 містив у пулі насіння T3 18 % ДПК, і одиничне насіння від даного 
конкретного сегреганта містило близько 26 % ДПК, у кожному випадку як відсоток від загального 10 

вмісту жирних кислот. 
Наступні параметри були обчислені для олії з насіння, що містило 17,9 % ДПК: загальні 

насичені жирні кислоти, 6,8 %, загальні мононенасичені жирні кислоти, 36,7 %; загальні 
поліненасичені жирні кислоти, 56,6 %, загальні ω6 жирні кислоти, 7,1 %; нові ω6 жирні кислоти, 
0,4 % з яких складала ГЛК; загальні ω3 жирні кислоти, 46,5 %; нові ω3 жирні кислоти, 24,0 %; 15 

співвідношення загальних ω6 : загальних ω3 жирних кислот, 6,5; співвідношення нових ω6 : 
нових ω3 жирних кислот, 60; ефективність перетворення олеїнової кислоти на ЛК під дією Δ12-
десатурази, 61 %; ефективність перетворення АЛК на СДК під дією Δ6-десатурази, 51 %; 
ефективність перетворення СДК на кислоту ЕТК під дією Δ6-елонгази, 90 %; ефективність 
перетворення ЕТК на ЕПК під дією Δ5-десатурази, 87 %; ефективність перетворення ЕПК в ДПК 20 

під дією Δ5-елонгази, 98 %. 
Для одержання більшої кількості трансгенних рослин B. juncea з конструкцією modB, 

трансформацію повторювали п'ять разів, і регенерували 35 передбачуваних трансгенних 
пагонів/саджанців. Провели аналіз насіння T1, щоб визначити вміст ДПК і ДГК. 

Для одержання подальшого насіння, що містить ДПК і не містить ДГК, ген Δ4-десатурази був 25 

видалений з конструкції modB, і одержану в результаті конструкцію застосовували для 
трансформації B. juncea і B. napus. Одержане насіння потомства, що містить до 35 % ДПК у 
загальному вмісті жирних кислот в ліпіді насіння. 

При аналізі методом ЯМР олії, екстрагованої з насіння рослини, що продукує ДГК, 
щонайменше 95 % спостережуваної ДГК було присутнє в положенні sn-1,3 молекул ТАГ. 30 

 
Таблиця 20 

 
Склад жирних кислот в олії насіння із насіння T1 B. juncea, трансформованих T-ДНК зі GA7. 

 

Насіння 
T1 № 

C16:
0 

16:1
d9 

C18:
0 

C18:
1 

C18:
1d11 

C18:
2 

C18:
3n6 

C18:
3n3 

C20:
0 

18:4
n3 

C20:
1d11 

C20:
2n6 

C20:
3n3 

20:4
n3 

20:5
n3 

22:5
n3 

C22:
6n3 

JT1-4-A-1 5,0 0,2 2,7 23,5 3,4 17,0 0,7 24,8 0,7 2,0 1,1 0,2 0,8 4,0 0,6 2,4 9,9 

JT1-4-A-2 4,3 0,3 2,6 37,2 3,2 11,0 0,3 22,1 0,7 0,9 1,3 0,2 1,4 3,2 0,3 9,4 0,0 

JT1-4-A-3 5,6 0,3 2,7 20,8 3,7 16,0 0,6 24,4 0,7 2,0 0,9 0,2 1,1 4,5 0,7 3,1 11,4 

JT1-4-A-4 4,6 0,4 2,8 36,2 3,4 10,6 0,3 24,5 0,8 9,9 1,7 0,2 0,3 0,5 0,0 2,5 0,0 

JT1-4-A-5 5,0 0,2 3,2 20,3 3,6 13,7 0,7 25,9 0,7 2,0 0,9 0,2 1,3 4,4 1,5 1,6 13,5 

JT1-4-A-6 4,8 0,4 3,4 37,9 3,7 7,4 0,4 19,9 0,9 1,4 1,4 0,1 0,8 1,9 0,4 13,9 0,0 

JT1-4-A-7 5,6 0,3 3,0 26,2 4,0 8,9 0,3 26,6 0,6 1,8 1,0 0,1 1,8 3,7 1,3 2,2 11,3 

JT1-4-A-8 4,8 0,4 2,9 40,3 3,4 7,8 0,3 22,2 0,8 1,4 1,3 0,1 0,8 2,4 0,4 9,6 0,0 

JT1-4-A-9 7,1 0,3 3,6 17,7 4,3 17,9 0,7 23,1 1,0 2,1 0,8 0,2 1,5 3,6 0,8 2,0 11,9 

JT1-4-A-
10 

5,1 0,2 4,2 22,3 3,4 19,5 0,7 21,7 0,8 1,5 0,9 0,2 1,7 7,8 0,9 1,0 6,5 

JT1-4-A-
11 

5,0 0,5 2,8 37,6 4,0 7,1 0,4 19,2 0,7 1,9 1,4 0,2 0,5 1,6 0,3 15,5 0,0 

JT1-4-A-
12 

5,2 0,3 3,0 28,2 4,0 9,2 0,3 27,4 0,6 1,9 0,9 0,1 1,5 3,2 1,1 1,8 10,2 

JT1-4-A-
13 

5,4 0,2 3,0 16,7 4,1 9,9 0,6 29,9 0,7 2,2 1,0 0,2 1,7 2,0 1,1 2,0 17,9 

JT1-4-A-
14 

5,1 0,4 3,1 30,0 4,0 11,5 0,3 27,7 0,7 2,2 1,0 0,1 0,6 2,4 0,8 1,3 7,8 

JT1-4-A-
15 

5,1 0,4 2,5 34,2 3,6 6,9 0,6 20,4 0,7 1,6 1,1 0,2 0,6 4,7 0,9 15,2 0,0 

JT1-4-B-1 5,5 0,2 2,7 18,9 4,0 17,6 0,8 24,1 0,8 2,2 1,0 0,2 1,2 4,6 0,9 2,2 11,5 

JT1-4-B-2 5,5 0,2 2,7 20,2 4,0 14,3 0,5 25,5 0,7 1,7 0,9 0,2 1,6 8,7 1,3 2,2 8,5 
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Насіння 
T1 № 

C16:
0 

16:1
d9 

C18:
0 

C18:
1 

C18:
1d11 

C18:
2 

C18:
3n6 

C18:
3n3 

C20:
0 

18:4
n3 

C20:
1d11 

C20:
2n6 

C20:
3n3 

20:4
n3 

20:5
n3 

22:5
n3 

C22:
6n3 

JT1-4-B-3 5,3 0,3 3,6 34,1 3,5 35,0 0,6 9,3 0,8 0,2 1,4 0,4 0,6 0,9 0,1 0,3 2,1 

JT1-4-B-4 5,3 0,3 3,1 25,2 3,6 17,0 0,7 24,1 0,7 1,9 1,0 0,2 0,8 4,3 0,5 2,3 7,8 

JT1-4-B-5 5,5 0,5 2,2 30,1 4,6 10,2 0,5 21,7 0,6 1,4 1,1 0,2 0,9 2,4 0,5 16,1 0,0 

JT1-4-B-6 5,6 0,3 2,5 19,5 3,8 15,2 0,5 27,7 0,6 2,1 0,9 0,2 1,1 3,7 0,6 3,3 11,1 

JT1-4-B-7 5,9 0,5 2,0 29,9 4,0 11,2 0,3 26,2 0,6 11,5 1,4 0,2 0,3 0,4 0,0 4,1 0,1 

JT1-4-B-8 6,2 0,5 1,9 33,1 4,0 30,0 0,5 12,7 0,6 0,3 1,3 0,4 1,4 0,9 0,1 4,4 0,0 

JT1-4-B-9 4,9 0,2 3,4 24,6 3,0 18,5 0,3 26,2 0,8 1,3 1,1 0,2 2,0 5,5 0,6 0,8 5,2 

JT1-4-B-
10 

5,2 0,3 2,7 19,0 4,0 12,0 0,6 30,5 0,7 1,6 1,0 0,2 1,7 4,9 1,1 3,0 10,2 

JT1-4-B-
11 

4,8 0,2 3,0 23,7 3,1 18,1 0,6 23,5 0,7 1,6 1,2 0,2 1,5 4,5 0,8 1,6 9,6 

JT1-4-B-
12 

5,0 0,2 2,6 19,6 3,4 12,5 0,6 26,9 0,8 3,1 1,1 0,2 0,9 5,6 0,9 3,5 11,7 

JT1-4-B-
13 

5,6 0,3 2,8 20,9 3,9 11,9 0,4 27,0 0,7 2,0 1,0 0,2 1,7 2,3 0,7 4,1 13,5 

JT1-4-B-
14 

5,1 0,3 3,1 25,5 3,3 16,7 0,7 23,9 0,8 1,8 1,2 0,2 0,9 2,6 0,4 2,9 9,2 

JT1-4-B-
15 

5,6 0,3 2,7 19,5 4,1 14,0 0,8 24,6 0,7 2,7 0,9 0,2 0,7 9,4 1,3 2,5 8,5 

 
Зразки олії з насіння додатково містили 0,1 % C14:0; 0,1-0,2 % C16:3; по 0,0-0,1 % кожної з 

C20:1Δ13, C20:3ω6 і C20:4ω6; 0,3-0,4 % C22:0; не містили C22:1 і C22:2ω6; містили 0,2 % C24:0 
і 0,2-0,4 % C24:1. 5 

 
Таблиця 21 

 
Склад жирних кислот ліпіду з насіння (пул) T1 B. juncea, трансформованих T-ДНК із GA7-modB. 

Ліпід додатково містив близько по 0,1 % кожної з 14:0, 16:3, 20:1d13 і 16:2; 22:1 не була 
знайдена. 

 

 

 
Таблиця 22 

 
Склад жирних кислот в олії насіння із насінин T1 (індивідуальних) B. juncea, трансформованих T-

ДНК із GA7-modB. 
 

Насіння 
T1 № 

C16:
0 

16:1
d9 

C18:
0 

C18:
1 

C18:
1d11 

C18:
2 

C18:
3n6 

C18:
3n3 

C20:
0 

18:4
n3 

C20:
1d11 

C20:
2n6 

C20:
3n3 

20:4
n3 

20:5
n3 

22:5
n3 

C22:
6n3 

JT1-4-A-1 5,0 0,2 2,7 23,5 3,4 17,0 0,7 24,8 0,7 2,0 1,1 0,2 0,8 4,0 0,6 2,4 9,9 

JT1-4-A-2 4,3 0,3 2,6 37,2 3,2 11,0 0,3 22,1 0,7 0,9 1,3 0,2 1,4 3,2 0,3 9,4 0,0 

JT1-4-A-3 5,6 0,3 2,7 20,8 3,7 16,0 0,6 24,4 0,7 2,0 0,9 0,2 1,1 4,5 0,7 3,1 11,4 

JT1-4-A-4 4,6 0,4 2,8 36,2 3,4 10,6 0,3 24,5 0,8 9,9 1,7 0,2 0,3 0,5 0,0 2,5 0,0 

JT1-4-A-5 5,0 0,2 3,2 20,3 3,6 13,7 0,7 25,9 0,7 2,0 0,9 0,2 1,3 4,4 1,5 1,6 13,5 

JT1-4-A-6 4,8 0,4 3,4 37,9 3,7 7,4 0,4 19,9 0,9 1,4 1,4 0,1 0,8 1,9 0,4 13,9 0,0 

JT1-4-A-7 5,6 0,3 3,0 26,2 4,0 8,9 0,3 26,6 0,6 1,8 1,0 0,1 1,8 3,7 1,3 2,2 11,3 
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Насіння 
T1 № 

C16:
0 

16:1
d9 

C18:
0 

C18:
1 

C18:
1d11 

C18:
2 

C18:
3n6 

C18:
3n3 

C20:
0 

18:4
n3 

C20:
1d11 

C20:
2n6 

C20:
3n3 

20:4
n3 

20:5
n3 

22:5
n3 

C22:
6n3 

JT1-4-A-8 4,8 0,4 2,9 40,3 3,4 7,8 0,3 22,2 0,8 1,4 1,3 0,1 0,8 2,4 0,4 9,6 0,0 

JT1-4-A-9 7,1 0,3 3,6 17,7 4,3 17,9 0,7 23,1 1,0 2,1 0,8 0,2 1,5 3,6 0,8 2,0 11,9 

JT1-4-A-
10 

5,1 0,2 4,2 22,3 3,4 19,5 0,7 21,7 0,8 1,5 0,9 0,2 1,7 7,8 0,9 1,0 6,5 

JT1-4-A-
11 

5,0 0,5 2,8 37,6 4,0 7,1 0,4 19,2 0,7 1,9 1,4 0,2 0,5 1,6 0,3 15,5 0,0 

JT1-4-A-
12 

5,2 0,3 3,0 28,2 4,0 9,2 0,3 27,4 0,6 1,9 0,9 0,1 1,5 3,2 1,1 1,8 10,2 

JT1-4-A-
13 

5,4 0,2 3,0 16,7 4,1 9,9 0,6 29,9 0,7 2,2 1,0 0,2 1,7 2,0 1,1 2,0 17,9 

JT1-4-A-
14 

5,1 0,4 3,1 30,0 4,0 11,5 0,3 27,7 0,7 2,2 1,0 0,1 0,6 2,4 0,8 1,3 7,8 

JT1-4-A-
15 

5,1 0,4 2,5 34,2 3,6 6,9 0,6 20,4 0,7 1,6 1,1 0,2 0,6 4,7 0,9 15,2 0,0 

JT1-4-B-1 5,5 0,2 2,7 18,9 4,0 17,6 0,8 24,1 0,8 2,2 1,0 0,2 1,2 4,6 0,9 2,2 11,5 

JT1-4-B-2 5,5 0,2 2,7 20,2 4,0 14,3 0,5 25,5 0,7 1,7 0,9 0,2 1,6 8,7 1,3 2,2 8,5 

JT1-4-B-3 5,3 0,3 3,6 34,1 3,5 35,0 0,6 9,3 0,8 0,2 1,4 0,4 0,6 0,9 0,1 0,3 2,1 

JT1-4-B-4 5,3 0,3 3,1 25,2 3,6 17,0 0,7 24,1 0,7 1,9 1,0 0,2 0,8 4,3 0,5 2,3 7,8 

JT1-4-B-5 5,5 0,5 2,2 30,1 4,6 10,2 0,5 21,7 0,6 1,4 1,1 0,2 0,9 2,4 0,5 16,1 0,0 

JT1-4-B-6 5,6 0,3 2,5 19,5 3,8 15,2 0,5 27,7 0,6 2,1 0,9 0,2 1,1 3,7 0,6 3,3 11,1 

JT1-4-B-7 5,9 0,5 2,0 29,9 4,0 11,2 0,3 26,2 0,6 11,5 1,4 0,2 0,3 0,4 0,0 4,1 0,1 

JT1-4-B-8 6,2 0,5 1,9 33,1 4,0 30,0 0,5 12,7 0,6 0,3 1,3 0,4 1,4 0,9 0,1 4,4 0,0 

JT1-4-B-9 4,9 0,2 3,4 24,6 3,0 18,5 0,3 26,2 0,8 1,3 1,1 0,2 2,0 5,5 0,6 0,8 5,2 

JT1-4-B-
10 

5,2 0,3 2,7 19,0 4,0 12,0 0,6 30,5 0,7 1,6 1,0 0,2 1,7 4,9 1,1 3,0 10,2 

JT1-4-B-
11 

4,8 0,2 3,0 23,7 3,1 18,1 0,6 23,5 0,7 1,6 1,2 0,2 1,5 4,5 0,8 1,6 9,6 

JT1-4-B-
12 

5,0 0,2 2,6 19,6 3,4 12,5 0,6 26,9 0,8 3,1 1,1 0,2 0,9 5,6 0,9 3,5 11,7 

JT1-4-B-
13 

5,6 0,3 2,8 20,9 3,9 11,9 0,4 27,0 0,7 2,0 1,0 0,2 1,7 2,3 0,7 4,1 13,5 

JT1-4-B-
14 

5,1 0,3 3,1 25,5 3,3 16,7 0,7 23,9 0,8 1,8 1,2 0,2 0,9 2,6 0,4 2,9 9,2 

JT1-4-B-
15 

5,6 0,3 2,7 19,5 4,1 14,0 0,8 24,6 0,7 2,7 0,9 0,2 0,7 9,4 1,3 2,5 8,5 

 
Зразки олії із насіння додатково містили 0,1 % C14:0; 0,1-0,2 % C16:3; по 0,0-0,1 % кожної із 

C20:1Δ13, C20:3ω6 і C20:4ω6; 0,3-0,4 % C22:0; не містили C22:1 і C22:2ω6; містили 0,2 % C24:0 
і 0,2-0,4 % C24:1. 5 
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Таблиця 23 

 
Склад жирних кислот в олії насіння з індивідуальних насінин T2 B. juncea, трансформованих T-

ДНК із GA7-modB. 
 

 

 
Таблиця 24 

 
Склад жирних кислот в олії насіння з індивідуальних насінин T3 B. juncea, трансформованих T-

ДНК із GA7-modB. 
 

 

 
Приклад 10. Подальший аналіз трансформованих рослин і польові випробування  
Гібридизаційний аналіз методом саузерн-блотинга проводили для відібраних рослин T2 B. 5 

napus, трансформованих T-ДНК із конструкції GA7-modB. ДНК, екстраговану із зразків тканини 
рослини, розщеплювали декількома рестрикційними ферментами для гібридизаційного аналізу 
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методом саузерн-блотингу. Радіоактивний зонд, що відповідав частині T-ДНК, гібридизували з 
плямами, які промивали в суворих умовах, і плями приводили в контакт із плівкою, щоб знайти 
смуги гібридизації. Деякі із зразків продемонстрували одиничні смуги гібридизації для кожної із 
сумішей після розщеплення рестрикційними ферментами, що відповідало одиничним інсерціям 
T-ДНК у рослинах, тоді як інші продемонстрували дві смуги, а наступні знову продемонстрували 5 

декілька смуг T-ДНК, що відповідало 4-6 інсерціям. Кількість смуг гібридизації, спостережуваних 
в саузерн-блотинг аналізі, добре співвідносилася із кількістю копій T-ДНК у трансгенних 
рослинах, визначеною методом цифрової ПЛР, до кількості копій близько 3 або 4. При кількості 
копій, більшій, ніж близько 5, метод цифрової ПЛР був менш надійним. 

Деякі з відібраних ліній використовували як донори пилку при схрещуванні із серіями з 10 

близько 30 різних сортів B. napus із різним фоновим генотипом. Подальші зворотне 
схрещування здійснювали для визначення того, чи є множинні інсерції T-ДНК генетично 
пов'язаними, чи ні, і дозволити сегрегацію генетично не пов'язаних трансгенних локусів. Таким 
чином були відібрані лінії, що містять одиничні трансгенні локуси. 

Однопраймерні реакції ПЛР проводили у трансгенних лініях із застосуванням праймерів, 15 

суміжних із лівими і правими межами T-ДНК, і будь-які лінії, що демонстрували присутність 
обернених повторів Т-ДНК, відкидали. 

Деяка кількість трансгенних ліній продемонструвала затримку цвітіння, тоді як у інших було 
знижено утворення насіння і, таким чином, знижений вихід насіння на рослину після 
вирощування в теплиці, що узгоджувалося із зниженою чоловічою або жіночою фертильністю. 20 

Досліджували морфологію квітки у цих рослинах і спостерігали, що в деяких випадках розкриття 
насіннєвих коробочок і вивільнення пилку із пильовиків затримувалося таким чином, що рильця 
товкачика подовжувалися до розкриття насіннєвих коробочок і вивільнення пилку, таким чином 
віддаляючи пильовики від рилець. Повна фертильність могла б бути відновлена штучним 
запиленням. Крім того, визначали життєздатність пилку у момент розкриття насіннєвих 25 

коробочок і вивільнення пилку за допомогою фарбування фарбниками для визначення 
життєздатності ФДА і ПЙ (Приклад 1), і було показано, що вона знижена у деяких лініях, тоді як 
у більшості трансгенних ліній життєздатність пилку становила близько 100 % від життєздатності 
в контрольних рослинах дикого типу. Як подальший аналіз для виявлення можливої причини 
зменшення виходу насіння з деяких рослин, аналізували вміст і склад жирних кислот у квіткових 30 

бруньках, включаючи пильовики і рильця/товкачики деяких рослин T3 і T4. ДГК не була 
знайдена в екстрагованих ліпідах, вказуючи на те, що гени у генетичній конструкції не 
експресувалися в квіткових бруньках у процесі розвитку рослини, і виключаючи це як причину 
зниженого виходу насіння. 

Вміст олії вимірювали методом ЯМР, і визначали рівень ДГК у загальному вмісті жирних 35 

кислот для насіння T2. Трансгенні лінії, що містили менш ніж 6 % ДГК, відкидали. Кількість копій 
T-ДНК у зразках листя рослин поколінь T1, T2 і T3 визначали методом цифрової ПЛР (Приклад 
1). 

Відібрані партії насіння T3 і T4 висівали у полі на двох ділянках у Вікторії, Австралія, кожну у 
рядах завдовжки 10 м із щільністю висіву 10 насінин/м. Відібрані партії насіння включали 40 

одержану із B003-5-14 лінію, яка демонструє рівні ДГК в пулі насіння близько 8-11 % і рівні ДГК 
для індивідуального насіння T2 до близько 19 %, із кількістю копій T-ДНК 3 у рослині T0. Крім 
того, відібрані партії насіння включали одержані із B0050-27 лінії, які продемонстрували рівні 
ДГК у насінні T2 понад 20 %, і кількість копій T-ДНК 1 або 2 у рослинах T2. Насіння, висіяне в 
полі, проростало і давало пагони із такою ж швидкістю, що і насіння дикого типу. Рослини, 45 

вирощені з більшості, але не всіх висіяних партій насіння, були фенотипово нормальними, 
наприклад, демонстрували морфологію, швидкість росту, висоту рослин, чоловічу і жіночу 
фертильність, життєздатність пилку (100 %), утворення насіння, розмір і морфологію стручків, 
які були по суті такими ж, як у контрольних рослин дикого типу, вирощених у таких же умовах. 
Вихід насіння на рослину був подібний до виходу для контрольних рослин дикого типу, 50 

вирощених у таких же умовах. Інші зразки насіння висівали на великих площах для масового 
виробництва відібраних трансгенних ліній. Загальний вміст ДГК в урожаї зібраного насіння 
становив щонайменше 30 мг/г насіння.  

Кваліфікованим фахівцям в даній галузі техніки буде зрозуміло, що численні варіації та/або 
модифікації винаходу можуть бути здійснені, як розкрито в конкретних варіантах, без відходу від 55 

духу або контексту винаходу в його широкому значенні. Представлені варіанти, таким чином, 
слід розглядати в усіх відношеннях як ілюстративні, але не обмежуючі. 

У цій заявці заявлений пріоритет по AU 2013905033, поданій 18 грудня 2013 року, і AU 
2014902471, поданій 27 червня 2014 року, US 61/697676, всі з яких включені до даного 
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документу шляхом посилання в повному обсязі. Всі публікації, обговорювані та/або на які є 
посилання у даному документі, включені до даного документу в повному обсязі. 

Будь-яке обговорення документів, дій, матеріалів, пристроїв, виробів, тощо, яке включено до 
цього документу, призначене виключно для цілей забезпечення контексту цього винаходу. Не 
слід робити припущення, що будь-які або всі ці питання утворюють частину відомого рівня 5 

техніки або являли собою загальнодоступне знання в галузі техніки, до якої відноситься це 
винахід, в тому вигляді, в якому воно існувало до дати пріоритету кожного з пунктів формули 
цієї заявки. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 5 

1. Екстрагований рослинний ліпід, що містить жирні кислоти в естерифікованій формі, які 
містять олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні кислоти, які містять лінолеву кислоту 
(ЛК), ω3 жирні кислоти, які містять α-ліноленову кислоту (АЛК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), 
і одну або більше із стеаридонової кислоти (СДК), ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК), 
докозапентаєнової кислоти (ДПК) і ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), при цьому рівень 10 

пальмітинової кислоти в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 
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близько 2 до 16 %, і рівень міристинової кислоти (C14:0) в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить менш ніж 1 %, причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить:  
a) від 20,1 до 30 % або  
b) від 30 до 35 %. 5 

2. Ліпід за п. 1, який відрізняється тим, що має одну або більше з наступних ознак: 
i) рівень пальмітинової кислоти в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 2 до 15 % або від близько 3 до близько 10 %, 
ii) рівень міристинової кислоти (C14:0) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить близько 0,1 %, 10 

iii) рівень олеїнової кислоти в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить 
від близько 1 до близько 30 %, від близько 3 до близько 30 %, від близько 6 до близько 30 %, 
від 1 до близько 20 %, від близько 30 до близько 60 %, від близько 45 до близько 60 % або від 
близько 15 до близько 30 %, 
iv) рівень лінолевої кислоти (ЛК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 15 

становить від близько 4 до близько 35 %, від близько 4 до близько 20 %, від близько 4 до 17 % 
або від близько 5 до близько 10 %, 
v) рівень α-ліноленової кислоти (АЛК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 4 до близько 40 %, від близько 7 до близько 40 %, від близько 10 до 
близько 35 %, від близько 20 до близько 35 %, від близько 4 до 16 % або від близько 2 до 16 %, 20 

vi) рівень γ-ліноленової кислоти (ГЛК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить менше 4 %, менше ніж близько 3 %, менше ніж близько 2 %, менше ніж близько 1 %, 
менше ніж близько 0,5 %, від 0,05 до 7 %, від 0,05 до 4 %, від 0,05 до близько 3 % або від 0,05 
до близько 2 %, 
vii) рівень стеаридонової кислоти (СДК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 25 

становить менше ніж близько 10 %, менше ніж близько 8 %, менше ніж близько 7 %, менше ніж 
близько 6 %, менше ніж близько 4 %, менше ніж близько 3 %, від близько 0,05 до близько 7 %, 
від близько 0,05 до близько 6 %, від близько 0,05 до близько 4 %, від близько 0,05 до близько 3 
%, від 0,05 до близько 10 % або від 0,05 до близько 2 %, 
viii) рівень ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 30 

ліпіду становить менше ніж близько 6 %, менше ніж близько 5 %, менше ніж близько 4 %, 
менше ніж близько 1 %, менше ніж близько 0,5 %, від близько 0,05 до близько 6 %, від близько 
0,05 до близько 5 %, від близько 0,05 до близько 4 %, від близько 0,05 до близько 3 % або від 
0,05 до близько 2 %, 
ix) рівень ейкозатриєнової кислоти (ЕТрК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 35 

ліпіду становить менше ніж 4 %, менше ніж близько 2 %, менше ніж близько 1 %, від 0,05 до 4 
%, від 0,05 до 3 % або від 0,05 до близько 2 %, або від 0,05 до близько 1 %, 
x) рівень ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого 
ліпіду становить від 4 до 15 %, менше ніж 4 %, менше ніж близько 3 %, менше ніж близько 2 %, 
від 0,05 до 10 %, від 0,05 до 5 %, від 0,05 до близько 3 % або від 0,05 до близько 2 %, 40 

xi) при рівні ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду від 20,1 до 30 % або 
від 20,1 до 35 % рівень докозапентаєнової кислоти (ДПК) в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить менше ніж 4 %, менше ніж близько 3 %, менше ніж близько 2 
%, від 0,05 до 8 %, від 0,05 до 5 %, від 0,05 до близько 3 %, від 5 до 15 %, від 5 до 10 або від 
0,05 до близько 2 %, 45 

xii) рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від 20,1 до 29 
%, від 20,1 до 28 %, від 20,1 до близько 27 %, від 20,1 до близько 26 %, від 20,1 до близько 25 
%, від 20,1 до близько 24 %, від 21 до 35 %, від 21 до 30 %, від 21 до 28 %, від 21 до близько 26 
% або від 21 до близько 24 %, 
xiii) ліпід містить ω6-докозапентаєнову кислоту (22:5Δ4,7,10,13,16) серед жирних кислот, що 50 

містяться в ньому, 
xiv) ліпід містить менше ніж 0,1 % ω6-докозапентаєнової кислоти (22:5Δ4,7,10,13,16) серед жирних 
кислот, що містяться в ньому, 
xv) ліпід містить менше ніж 0,1 % однієї або більше або всіх із СДК, ЕПК і ЕТК серед жирних 
кислот, що містяться в ньому, 55 

xvi) рівень загальних насичених жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 4 до близько 25 %, від близько 4 до близько 20 %, 
від близько 6 до близько 20 %, від близько 6 до близько 12 %, 
xvii) рівень загальних мононенасичених жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 4 до близько 40 %, від близько 4 до близько 35 %, 60 
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від близько 8 до близько 25 %, від 8 до близько 22 %, від близько 15 до 40 % або від близько 15 
до близько 35 %, 
xviii) рівень загальних поліненасичених жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 20 до близько 75 %, від 30 до 75 % або від близько 
50 до близько 75 %, близько 60 %, близько 65 %, близько 70 %, близько 75 % або від близько 60 5 

до близько 75 %, 
xix) рівень загальних ω6 жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від близько 35 до близько 50 %, від близько 20 до близько 35 %, від близько 6 до 20 
%, менше ніж 20 %, менше ніж близько 16 %, менше ніж близько 10 %, від близько 1 до близько 
16 %, від близько 2 до близько 10 % або від близько 4 до 10 %, 10 

xx) рівень нових ω6 жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить менше ніж близько 10 %, менше ніж близько 8 %, менше ніж близько 6 %, менше ніж 
4 %, від близько 1 до близько 20 %, від близько 1 до близько 10 %, від 0,5 до близько 8 % або 
від 0,5 до 4 %, 
xxi) рівень загальних ω3 жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 15 

становить від 36 до близько 65 %, від 36 до близько 70 %, від 40 до близько 60 %, від близько 
30 до близько 60 %, від близько 35 до близько 60 %, від 40 до близько 65 %, від близько 30 до 
близько 65 % або від 35 до близько 65 %, 
xxii) рівень нових ω3 жирних кислот в загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду 
становить від 21 до близько 45 %, від близько 21 до близько 35 %, від близько 23 до близько 35 20 

%, від близько 25 до близько 35 % або від близько 27 до близько 35%, 
xxiii) співвідношення загальних ω6 жирних кислот: загальних ω3 жирних кислот у вмісті жирних 
кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 1,0 до близько 3,0, від близько 0,1 до 
близько 1, від близько 0,1 до близько 0,5, менше ніж близько 0,50, менше ніж близько 0,40, 
менше ніж близько 0,30, менше ніж близько 0,20, менше ніж близько 0,15 або від близько 0,10 25 

до близько 0,4, 
xxiv) співвідношення нових ω6 жирних кислот: нових ω3 жирних кислот у вмісті жирних кислот 
екстрагованого ліпіду становить від близько 1,0 до близько 3,0, від близько 0,02 до близько 0,1, 
від близько 0,1 до близько 1, від близько 0,1 до близько 0,5, менше ніж близько 0,50, менше ніж 
близько 0,40, менше ніж близько 0,30, менше ніж близько 0,20 або менше ніж близько 0,15, 30 

xxv) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення олеїнової кислоти на 
ЛК під дією Δ12-десатурази щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, 
щонайменше близько 80 %, від близько 60 до близько 98 %, від близько 70 до близько 95 % або 
від близько 75 до близько 90 %, 
xxvi) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення АЛК на СДК під дією 35 

Δ6-десатурази щонайменше близько 30 %, щонайменше близько 40 %, щонайменше близько 
50 %, щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, від близько 30 до близько 70 %, 
від близько 35 до близько 60 % або від 50 до близько 70 %, 
xxvii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення СДК на кислоту ЕТК 
під дією Δ6-елонгази щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше 40 

близько 75 %, від близько 60 до близько 95 %, від близько 70 до близько 88 % або від близько 
75 до близько 85 %, 
xxviii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ЕТК на ЕПК під дією 
Δ5-десатурази щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше близько 
75 %, від близько 60 до близько 99 %, від близько 70 до близько 99 % або від близько 75 до 45 

близько 98 %, 
xxix) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ЕПК на ДПК під дією 
під дією Δ5-елонгази щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 85 %, щонайменше 
близько 90 %, від близько 50 до близько 99 %, від близько 85 до близько 99 %, від близько 50 
до близько 95 % або від близько 85 до близько 95 %, 50 

xxx) при рівні ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду від 20,1 до 30 % або 
від 20,1 до 35 % склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ДПК на 
ДГК під дією Δ4-десатурази щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 %, 
щонайменше близько 93 %, від близько 50 до близько 95 %, від близько 80 до близько 95 % або 
від близько 85 до близько 95 %, 55 

xxxi) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення олеїнової кислоти на 
ДПК та/або ДГК щонайменше близько 10 %, щонайменше близько 15 %, щонайменше близько 
20 %, щонайменше близько 25 %, від близько 10 до близько 50 %, від близько 10 до близько 30 
%, від близько 10 до близько 25 % або від близько 20 до близько 30 %, 
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xxxii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення ЛК на ДПК та/або 
ДГК щонайменше близько 15 %, щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 22 %, 
щонайменше близько 25 %, щонайменше близько 30 %, щонайменше близько 40 %, від близько 
15 до близько 50 %, від близько 20 до близько 40 % або від близько 20 до близько 30 %, 
xxxiii) склад жирних кислот ліпіду базується на ефективності перетворення АЛК на ДПК та/або 5 

ДГК щонайменше близько 17 %, щонайменше близько 22 %, щонайменше близько 24 %, 
щонайменше близько 30 %, від близько 22 до близько 70 %, від близько 17 до близько 55 %, від 
близько 22 до близько 40 % або від близько 24 до близько 40 %, 
xxxiv) загальні жирні кислоти в екстрагованому ліпіді містять менше ніж 1,5 % C20:1, менш ніж 1 
% C20:1 або близько 1 % C20:1, 10 

xxxv) вміст триацилгліцеролу (ТАГ) в ліпіді становить щонайменше близько 70 %, щонайменше 
близько 80 %, щонайменше близько 90 %, щонайменше 95 %, від близько 70 до близько 99 % 
або від близько 90 до близько 99 %, 
xxxvi) ліпід містить діацилгліцерол (ДАГ), причому ДАГ містить ДПК та/або ДГК; 
xxxvii) ліпід містить менше ніж близько 10 %, менше ніж близько 5 %, менше ніж близько 1 % 15 

або від близько 0,001 до близько 5 % вільних (неестерифікованих) жирних кислот та/або 
фосфоліпіду, 
xxxviii) щонайменше 70 %, щонайменше 72 або щонайменше 80 % естерифікованої ДГК та/або 
ДПК у формі ТАГ знаходиться в положенні sn-1 або sn-3 ТАГ, 
xxxix) в ліпіді найпоширенішими видами ТАГ, що містять ДГК, є ДГК/18:3/18:3 (ТАГ 58:12),  20 

xl) в ліпіді найпоширенішими видами ТАГ, що містять ДГК, є ДГК/18:3/18:3 (ТАГ 56:12), 
xli) ліпід містить три-ДГК ТАГ (ТАГ 66:18). 
3. Ліпід за п. 1 або 2, який відрізняється тим, що є олією з олійної культури. 
4. Ліпід за п. 3, який відрізняється тим, що містить або є олією виду Brassica sp., такою як 
Brassica napus олія або Brassica juncea олія, Gossypium hirsutum олія, Linum usitatissimum олія, 25 

Helianthus sp. олія, Carthamus tinctorius олія, Glycine max олія, Zea mays олія, Elaesis guineenis 
олія, Nicotiana benthamiana олія, Lupinus angustifolius олія, Camelina sativa олія, Crambe 
abyssinica олія, Miscanthus x giganteus олія або Miscanthus sinensis олія.  
5. Спосіб одержання екстрагованого рослинного ліпіду, який включає стадії, на яких: 
i) одержують частину рослини, що містить ліпід, який містить жирні кислоти в естерифікованій 30 

формі, при цьому жирні кислоти містять олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні 
кислоти, які містять лінолеву кислоту (ЛК) та γ-ліноленову кислоту (ГЛК), ω3 жирні кислоти, які 
містять α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), докозапентаєнову кислоту 
(ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і одну або більше з ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) і 
ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), причому рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті 35 

жирних кислот екстрагованого ліпіду становить від близько 2 до 16 %, і рівень міристинової 
кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить менше ніж 1 
%, причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду, що екстрагується, у частині 
рослини становить: 
a) від 20,1 до 30 % або  40 

b) від 30 до 35 %, і 
ii) екстрагують ліпід із частини рослини, 
при цьому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот екстрагованого ліпіду становить:  
a) від 20,1 до 30 % або 
b) від 30 до 35 %. 45 

6. Спосіб за п. 5, який відрізняється тим, що екстрагований ліпід має одну або більше ознак, 
визначених у п. 2 або 3. 
7. Спосіб за п. 5 або 6, який відрізняється тим, що частина рослини містить екзогенні 
полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів: 
i) ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 50 

ii) Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
iii) Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
iv) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
v) ω3-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 55 

vi) Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
vii) Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
viii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ9-елонгаза та Δ5-елонгаза, 
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ix) ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 
x) ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-
елонгаза, 
xi) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ6-5 

елонгаза та Δ5-елонгаза, або 
xii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ9-
елонгаза та Δ5-елонгаза, 
причому кожен полінуклеотид функціонально зв'язаний з одним або більше промоторів, які 
регулюють експресію вказаних полінуклеотидів в клітині частини рослини. 10 

8. Спосіб за п. 7, який відрізняється тим, що частина рослини має одну або більше, або всі з 
наступних ознак: 
i) Δ12-десатураза перетворює олеїнову кислоту на лінолеву кислоту в одній або більше клітинах 
частини рослини з ефективністю щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, 
щонайменше близько 80 %, від близько 60 до близько 95 %, від близько 70 до близько 90 % або 15 

від 75 до близько 85 %, 
ii) ω3-десатураза перетворює ω6 жирні кислоти на ω3 жирні кислоти в одній або більше клітинах 
частини рослини з ефективністю щонайменше близько 65 %, щонайменше близько 75 %, 
щонайменше близько 85 %, від близько 65 до близько 95 %, від близько 75 до близько 91 % або 
від близько 80 до близько 91 %, 20 

iii) Δ6-десатураза перетворює АЛК на СДК в одній або більше клітинах частини рослини з 
ефективністю щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 30 %, щонайменше близько 40 
%, щонайменше близько 50 %, щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, від 
близько 30 до близько 70 %, від близько 35 до близько 60 % або від близько 50 до близько 70 
%, 25 

iv) Δ6-десатураза перетворює лінолеву кислоту на γ-ліноленову кислоту в одній або більше 
клітинах частини рослини з ефективністю менше ніж близько 5 %, менше ніж близько 2,5 %, 
менше ніж близько 1 %, від близько 0,1 до близько 5 %, від близько 0,5 до близько 2,5 % або від 
близько 0,5 до близько 1 %, 
v) Δ6-елонгаза перетворює СДК на ЕТК в одній або більше клітинах частини рослини з 30 

ефективністю щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше близько 75 
%, від близько 60 до близько 95 %, від близько 70 до близько 80 % або від близько 75 до 
близько 80 %, 
vi) Δ5-десатураза перетворює ЕТК на ЕПК в одній або більше клітинах частини рослини з 
ефективністю щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, щонайменше близько 75 35 

%, щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 %, від близько 60 до близько 95 %, від 
близько 70 до близько 95 % або від близько 75 до близько 95 %, 
vii) Δ5-елонгаза перетворює ЕПК на ДПК в одній або більше клітинах частини рослини з 
ефективністю щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 85 %, щонайменше близько 90 
%, від близько 50 до близько 90 % або від близько 85 до близько 95 %, 40 

viii) Δ4-десатураза перетворює ДПК на ДГК в одній або більше клітинах частини рослини з 
ефективністю щонайменше близько 80 %, щонайменше близько 90 %, щонайменше близько 93 
%, від близько 50 до близько 95 %, від близько 80 до близько 95 % або від близько 85 до 
близько 95 %, 
ix) ефективність перетворення олеїнової кислоти на ДГК та/або ДПК в одній або більше клітинах 45 

частини рослини становить щонайменше близько 10 %, щонайменше близько 15 %, 
щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 25 %, від близько 10 до близько 50 %, від 
близько 10 до близько 30 %, від близько 10 до близько 25 % або від близько 20 до близько 30 
%, 
x) ефективність перетворення ЛК на ДГК або ДПК в одній або більше клітинах частини рослини 50 

становить щонайменше близько 15 %, щонайменше близько 20 %, щонайменше близько 22 %, 
щонайменше близько 25 %, щонайменше близько 30 %, від близько 15 до близько 50 %, від 
близько 20 до близько 40 % або від близько 20 до близько 30 %, 
xi) ефективність перетворення АЛК на ДГК або ДПК в одній або більше клітинах частини 
рослини становить щонайменше близько 17 %, щонайменше близько 22 %, щонайменше 55 

близько 24 %, щонайменше близько 30 %, від близько 17 до близько 55 %, від близько 22 до 
близько 35 % або від близько 24 до близько 35 %, 
xii) одна або більше клітин частини рослини містять щонайменше близько на 25 %, 
щонайменше близько 30 %, від близько 25 до близько 40 % або від близько 27,5 до близько 
37,5 % більше ω3 жирних кислот, ніж відповідні клітини без екзогенних полінуклеотидів, 60 
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xiii) Δ6-десатураза переважно здійснює десатурацію α-ліноленової кислоти (АЛК) відносно 
лінолевої кислоти (ЛК), 
xiv) Δ6-елонгаза також має активність Δ9-елонгази, 
xv) Δ12-десатураза також має активність Δ15-десатурази, 
xvi) Δ6-десатураза також має активність Δ8-десатурази, 5 

xvii) Δ8-десатураза також має активність Δ6-десатурази або не має активність Δ6-десатурази, 
xviii) Δ15-десатураза також має активність ω3-десатурази відносно ГЛК, 
xix) ω3-десатураза також має активність Δ15-десатурази відносно ЛК, 
xx) ω3-десатураза здійснює десатурацію ЛК та/або ГЛК, 
xxi) ω3-десатураза переважно здійснює десатурацію ГЛК відносно ЛК, 10 

хxii) одна або більше або всі десатурази виявляють вищу активність на субстраті ацил-КоА, ніж 
на відповідному субстраті ацил-ФХ, 
xxiii) Δ6-десатураза має вищу активність Δ6-десатурази відносно АЛК, ніж ЛК як 
жирнокислотного субстрату, 
xxiv) Δ6-десатураза має вищу активність Δ6-десатурази відносно АЛК-КоА як жирнокислотного 15 

субстрату, ніж відносно АЛК, приєднаної до положення sn-2 ФХ, як жирнокислотного субстрату, 
xxv) Δ6-десатураза має щонайменше в 2 рази вищу активність Δ6-десатурази, щонайменше в 3 
рази вищу активність, щонайменше в 4 рази вищу активність або щонайменше в 5 разів вищу 
активність відносно АЛК як субстрату, в порівнянні з ЛК, 
xxvi) Δ6-десатураза має вищу активність відносно АЛК-КоА як жирнокислотного субстрату, ніж 20 

відносно АЛК, приєднаної до положення sn-2 ФХ, як жирнокислотного субстрату, 
xxvii) Δ6-десатураза має щонайменше близько в 5 разів вищу активність Δ6-десатурази або 
щонайменше в 10 разів вищу активність відносно АЛК-КоА як жирнокислотного субстрату, ніж 
відносно АЛК, приєднаної до положення sn-2 ФХ, як жирнокислотного субстрату, 
xxviii) десатураза являє собою фронт-енд десатурази, 25 

xxix) Δ6-десатураза не має активності Δ5-десатурази, що піддавалася б виявленню, відносно 
ЕТК. 
9. Спосіб за п. 7 або 8, який відрізняється тим, що екзогенні полінуклеотиди ковалентно 
з'єднані в молекулу ДНК, інтегровану в геном клітин частини рослини. 
10. Спосіб за п. 9, який відрізняється тим, що кількість молекул ДНК, інтегрованих в геном 30 

клітин частини рослини дорівнює не більше одиниці, не більше двох або трьох, або дорівнює 
двом або трьом. 
11. Спосіб за п. 9 або 10, який відрізняється тим, що молекула ДНК є молекулою Т-ДНК. 
12. Спосіб за будь-яким із пп. 5-9, який відрізняється тим, що загальний вміст олії в частині 
рослини, що містить екзогенні полінуклеотиди, становить щонайменше близько 40 %, 35 

щонайменше близько 50 %, щонайменше близько 60 %, щонайменше близько 70 %, від близько 
50 до близько 80 % або від близько 80 до близько 100 % від загального вмісту олії у відповідній 
частині рослини, у якій відсутні екзогенні полінуклеотиди. 
13. Спосіб за будь-яким із пп. 5-12, який додатково включає стадію, на якій обробляють ліпід 
для підвищення відсоткового рівня ДГК відносно загального рівня вмісту жирних кислот, 40 

причому обробка включає одне або більше із фракціонування, перегонки або переестерифікації, 
такої як одержання метилових або етилових ефірів ДГК. 
14. Олійна рослина або її частина, що містить: 
а) ліпід в її насінні, який містить жирні кислоти в естерифікованій формі, і 
б) екзогенні полінуклеотиди, що кодують один із наступних наборів ферментів: 45 

i) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, або 
ii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза та/або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
при цьому кожен полінуклеотид функціонально зв'язаний з одним або більше специфічних до 50 

насіння промоторів, які регулюють експресію вказаних полінуклеотидів в насінні рослини, що 
вирощують, причому жирні кислоти містять олеїнову кислоту, пальмітинову кислоту, ω6 жирні 
кислоти, які містять лінолеву кислоту (ЛК) і α-ліноленову кислоту (ГЛК), ω3 жирні кислоти, які 
містять α-ліноленову кислоту (АЛК), стеаридонову кислоту (СДК), докозапентаєнову кислоту 
(ДПК) і докозагексаєнову кислоту (ДГК), і один або більше з ейкозапентаєнової кислоти (ЕПК) та 55 

ейкозатетраєнової кислоти (ЕТК), причому рівень ДГК у загальному вмісті жирних кислот ліпіду 
в насінні становить: 
a) від 20,1 до 30 % або 
b) від 30 до 35 %,  
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і при цьому рівень пальмітинової кислоти у загальному вмісті жирних кислот ліпіду становить від 
близько 2 до 16 %, і при цьому рівень міристинової кислоти (C14:0) у загальному вмісті жирних 
кислот ліпіду становить менше ніж 1 %. 
15. Частина олійної рослини, що має одну або більше із наступних ознак: 
i) одержана із олійної рослини за п. 14, або  5 

ii) містить ліпід за будь-яким із пп. 1-3. 
16. Частина рослини за п. 14 або 15, яка є насінням. 
17. Трансгенне зібране зріле насіння Brassica napus, B. juncea або Camelina sativa, що містить 
ліпід, за будь-яким із пп. 1-3 та вологу від близько 4 до близько 15 % мас., від близько 6 до 
близько 8 % мас. або від близько 4 до близько 8 % мас., причому вміст ДГК у вказаному насінні 10 

становить щонайменше близько 28 мг на грам насіння, щонайменше близько 32 мг на грам 
насіння, щонайменше близько 36 мг на грам насіння, щонайменше близько 40 мг на грам 
насіння, щонайменше близько 44 мг на грам насіння, щонайменше близько 48 мг на грам 
насіння або щонайменше близько 72 мг на грам насіння, або від близько 30 мг до близько 80 мг 
на грам насіння. 15 

18. Спосіб одержання рослини, яка містить ліпід за будь-яким із пп. 1-3, який включає стадії, на 
яких: 
а) здійснюють кількісне визначення рівня ДГК в ліпіді, продукованому однією або більшою 
кількістю частин рослини від множини рослин, причому кожна рослина містить один або більше 
екзогенних полінуклеотидів, що кодують один із наступних наборів ферментів; 20 

i) ω3-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
ii) Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза,  
iii) Δ12-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
iv) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ6-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-
десатураза, Δ6-елонгаза і Δ5-елонгаза, 25 

v) ω3-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза,  
vi) Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
vii) Δ12-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
або 
viii) Δ12-десатураза, ω3-десатураза або Δ15-десатураза, Δ8-десатураза, Δ5-десатураза, Δ4-30 

десатураза, Δ9-елонгаза і Δ5-елонгаза, 
причому кожен полінуклеотид функціонально зв'язаний з одним або більше промоторами, які 
регулюють експресію вказаних полінуклеотидів у клітині частини рослини, і 
б) ідентифікують із множини рослин рослину, яка містить ліпід за будь-яким із пп. 1-3 в одній 
або більше його частин, і 35 

в) одержують потомство рослин від ідентифікованої рослини або їх насіння. 
19. Олійна рослина або її частина за пп. 14-15, або вирощене насіння за будь-яким із пп. 16-17, 
які містять олію за п. 2 або 3. 
20. Шрот, одержаний із насіння за будь-яким з пп. 16-17 або одержаний із рослини за п. 14. 
21. Корм, що містить одне або більше із ліпіду або олії за будь-яким з пп. 1-3, рослину олійної 40 

культури за п. 14, частину рослини за п. 19, вирощене насіння за будь-яким з пп. 16-17 або шрот 
за п. 20. 
22. Спосіб одержання корму, який включає стадію, на якій змішують один або більше із ліпіду 
або олії за будь-яким із пп. 1-3, рослину олійної культури за п. 14, частину рослини за п. 19, 
вирощене насіння за будь-яким з пп. 16-17 або шрот за п. 20 щонайменше із ще одним 45 

поживним інгредієнтом. 
23. Спосіб лікування або попередження стану, при якому прийнятним є використання ПНЖК, у 
формі одного або більше з ліпіду або олії за будь-яким із пп. 1-3, частини рослини за п. 19, 
вирощеного насіння за будь-яким з пп. 16-17 або шроту за п. 20, при цьому вказаний стан 
включає серцеву аритмію, ангіопластику, запалення, астму, псоріаз, остеопороз, камені в 50 

нирках, СНІД, множинний склероз, ревматоїдний артрит, хворобу Крона, шизофренію, рак, 
плодовий алкогольний синдром, синдром гіперактивності і дефіциту уваги, муковісцидоз, 
фенілкетонурію, уніполярну депресію, агресивну ворожість, адренолейкодистрофію, 
захворювання коронарних судин серця, гіпертензію, діабет, ожиріння, хворобу Альцгеймера, 
хронічне обструктивне захворювання легенів, виразковий коліт, рестеноз після ангіопластики, 55 

екзему, гіпертонію, агрегацію тромбоцитів, шлунково-кишкову кровотечу, ендометріоз, 
передменструальний синдром, міалгічний енцефаломієліт, хронічну втомленість після вірусних 
інфекцій або захворювання очей. 
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