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Einleitung

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit befafit sich mit der biotechnologischen Produktion sehr
langkettiger, mehrfach ungesittigter Fettsduren (,,very long chain polyunsaturated fatty
acids®, VLCPUFAs) in Pflanzen und deren Akkumulation in Samendlen. Die Griinde warum
diese Art von Fettsduren fiir den Menschen essentiell sind daher in Pflanzen produziert
werden miissen und welche Probleme und Lésungsansétze dafiir erkannt wurden, werden in

dieser Einleitung beschrieben.

1.1 Membranen und ihre Bedeutung fiir die Funktion lebender Zellen

Eukaryotische Zellen und ihre Organellen sind von Membranen umschlossen.
Membranen definieren die Zelle sowie die zelluliren Kompartimente als getrennte
Reaktionsrdume, ermoglichen aber als selektive Barrieren auch einen gerichteten Austausch
von Energie und Stoffwechselintermediaten zwischen Zellen und ihren Kompartimenten.
Biomembranen bestehen aus Doppelschichten amphipathischer Lipide, die sich im wiBrigen
Milieu des Zellinneren bilden. Dabei orientieren sich die hydrophoben Anteile zum Inneren
der Membran, wahrend sich die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide nach auen richten und
so die Oberfliche der Membran bilden (Berg et al., 2003). Die Funktionen verschiedener
Membranen werden mafigeblich durch die Lipidzusammensetzung und einer Viehlzahl
eingelagerter Proteine bestimmt. Die Lipidzusammensetzung von Membranen unterscheidet
sich je nach Gewebe und in manchen Fillen sogar zwischen einzelnen Zellen innerhalb eines
Gewebes. Dabei sind verschiedene Faktoren von Bedeutung, die Stabilitit und Fluiditdt und
somit die Funktionalitdit der Membranen beeinflussen. Ein Beispiel fiir die Wichtigkeit der
Membranzusammensetzung ist unser Gehirn, bzw. das zentrale Nervensystem. Entwicklung
und Funktion eines so komplexen Organs wie des Gehirns sind auf bestimmte Fettsduren in
den Membranen der Nervenzellen angewiesen (SanGiovanni und Chew, 2005). Eine
verdnderte Fettsdurezusammensetzung der Membranlipide fiihrt zu eingeschrinkter
Funktionalitit, die sich in schwerwiegenden Krankheitsbildern oder Entwicklungsstorungen
zeigen kann, wie weiter unten noch detaillierter beschrieben wird. Obwohl pflanzliche
Gewebe generell weniger Komplex sind als tierische und in Pflanzen insgesamt weniger
Typen von differenzierten Zellen vorkommen als in Sdugern, gilt die Abhdngigkeit der
Membranfunktion von Lipid- und Fettsdurezusammensetzung auch fiir pflanzliche

membranabhéngige Prozesse. So wird die Fettsdurezusammensetzung der Membranen in

1
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Pflanzen temperaturabhingig verdndert, um eine optimale Fluiditit der Membranen zu
gewdhrleisten, von der dann wiederum biochemische oder biophysikalische Prozesse in den
Membranen abhingen (Williams et al., 1988; Falcone et al., 2004).

Um den in dieser Arbeit gewihlten praktischen Ansatz im Detail darzulegen, werden in
den folgenden Abschnitten zunédchst grundlegende Zusammenhénge des pflanzlichen Lipid-

stoffwechsels beschrieben.

1.2 Lipide und Fettsiuren

Lipide stellen neben Proteinen, Kohlenhydraten und Nukleinsduren eine wichtige
Klasse organischer Molekiile dar und sind fiir jeden Organismus unentbehrlich. Lipide
konnen als hydrophobe Gruppen Fettsduren enthalten, beispielsweise in Wachsen oder
Glycerolipiden. Andere Lipide wie z.B. Oxylipine oder Prostaglandine sind Fettsdurederivate.
Sphingolipide enthalten neben Fettsduren auch den langkettigen Aminoalkohol Sphingosin
oder eines seiner Derivate. Andere Molekiile mit hydrophoben Eigenschaften leiten sich von
Isoprenoiden ab, wie z.B. Sterole oder verschiedene Pigmente.

Die biologischen Funktionen von Lipiden sind vielféltig und Lipide dienen als
Energiespeicher, Strukturkomponenten von Membranen, Schutzsubstanzen gegen
Umwelteinfliisse  (Post-Beittenmiller, 1996; Shepherd und Griffiths, 2006), als
Signaliibertridger (Wang, 2004) und als Modifikationen von Proteinen (Nadolski und Linder,
2007). Im folgenden wird speziell auf Glycerolipide eingegangen, die Aufgaben als
Speichersubstanzen und in der Bildung von Membranen iibernechmen.

Glycerolipide bestehen aus einem Glycerin-Riickgrat, an das iiber Esterbindungen
Fettsduren gebunden sind. Eine Veresterung mit drei Fettsduremolekiilen an die
Kohlenstoffatome C1 (sn-1), C2 (sn-2) und C3 (sn-3) liegt in den Triacylglycerinen (TAGs)
vor, die in verschiedenen Organismen als Speichersubstanzen dienen. TAGs stellen sehr
effiziente Speichersubstanzen dar, vor allem weil der Wassergehalt des Speicherdls sehr
gering ist. Die Numerierung der Kohlenstoffatome des Glycerins erfolgt nach
stereospezifischen Aspekten und wird daher mit sn fir ,stereospecific numbered™
gekennzeichnet. An der sn-3 Position des Glycerin-Riickgrats kann anstelle der dritten
Fettsdure eine polare Kopfgruppe vorliegen (Abb. 1). Im Falle der Glycerophospholipide
innerhalb der Phospholipide ist dies im einfachsten Fall Phosphorsdure, und das
entsprechende Phospholipid ist Phosphatidsdure (PtdOH). An die Phosphatgruppe konnen

dann iiber Esterbindungen andere Kopfgruppen wie die Aminoalkohole Cholin, Ethanolamin
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oder Serin oder die Alkohole Glycerin oder Inosit gekniipft sein. Die entsprechenden
Phospholipide werden Phosphatidylcholin (PtdCho), Phosphatidylethanolamin (PtdEtn),
Phosphatidylserin (PtdSer), Phosphatidylglycerin (PtdGro) oder Phosphatidylinositol (PtdIns)
genannt. Eine Besonderheit stellt 1,3-bis(sn-3’-Phosphatidyl)-sn-Glycerin dar, das aus zwei
iiber ein Glycerin verkniipften Phosphatid-Einheiten besteht und nur in Prokaryoten oder
Mitochondrien vorkommt und hier zur Vereinfachung mit dem Trivialnamen Cardiolipin

bezeichnet wird (Frentzen und Griebau, 1994).

A Triacyglycerin (TAG)

1
O/\Rl
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sn-2 O/\R2
sn-3
WR3
(¢
B Phosphatidylcholin (PtdCho) Phosphatidylethanolamin (PtdEtn)
0 0
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Monogalaktosyldiacyglycerin
(MGDG)

Digalaktosyldiacyglycerin
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HO
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HO o~Ri

Sulfoquinovosyldiacylglycerin
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Abb. 1. Strukturen der hiufigsten Glycerolipide. (A) Triacylglycerin ist das Speicherlipid sowohl
in tierischen als auch in pflanzlichen Organismen. (B) Phosphoglycerolipide dienen in den Zellen
hauptsiachlich als Membranbausteine, konnen aber auch Aufgaben in der Signaliibertragung
iibernehmen. Cardiolipin ist ein Sonderfall innerhalb der Lipide und kommt nur in Prokaryoten oder in
den Mitochondrien von Eukaryoten vor. (C) Die dargestellten Glykoglycerolipide kommen
hauptsédchlich in den Plastiden hoherer Pflanzen oder in Cyanobakterien vor. R, Fettsdurerest.

Im Falle der Glykoglycerolipide (Glykolipide) besteht die polare Kopfgruppe der sn-3-

Position aus Mono-, Di- oder Oligosacchariden. Die hdufigsten Glykolipide hoherer Pflanzen
sind Monogalaktosyldiacyglycerin (MGDG), Digalaktosyldiacyglycerin (DGDG) und
Sulfoquinovosyldiacylglycerin (SQD) (Abb. 1).
Trotz der relativ geringen Anzahl an verschiedenen Kopfgruppen existiert eine sehr grof3e
Anzahl an verschiedenen Glycerophospholipiden und -glykolipiden, bedingt durch die grof3e
Zahl verschiedener Fettsdurereste, die sich sowohl in Kettenldnge als auch in der Anzahl und
Position der Doppelbindungen unterscheiden konnen.

Die hydrophoben Eigenschaften der Glycerolipide werden durch die assoziierten
Fettsduren bedingt. Die hiufigsten natiirlich vorkommenden Fettsduren sind unverzweigte,
gesittigte oder ungesdttigte, aliphatische Monocarbonsduren, die eine gerade Anzahl von
Kohlenstoffatomen besitzen. Die FEinteilung von Fettsduren kann nach ihrer Kettenldnge
sowie der Anwesenheit, Anzahl und Position von Doppelbindungen erfolgen. Fettsduren mit 6
- 10 Kohlenstoffatomen werden oft als kurzkettig, mit 12 - 14 Kohlenstoffatomen als
mittelkettig, mit 16 - 18 Kohlenstoffatomen als langkettig, und mit iiber 18

Kohlenstoffatomen als sehr langkettig bezeichnet. Fettsduren ohne Doppelbindungen sind
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»Hgesdttigt und durch die ,,Absittigung™ der C-Atome mit Wasserstoffatomen gegeniiber
Sauerstoff stabil. Ungesittigte Fettsduren hingegen besitzen Doppelbindungen in der
Kohlenwasserstoffkette, was zu einem reduzierten Grad ihrer Wasserstoffabsittigung fiihrt.
Die Doppelbindungen der meisten biologisch relevanten ungesittigten Fettsduren liegen in
cis-Konfiguration vor, was in der Fettsdurebezeichnung durch ein Z angegeben wird.
Ungesittigte Fettsduren sind damit eher der chemischen Oxidation durch Sauerstoff
ausgesetzt als gesittigte. Durch die Doppelbindung(en) wird die intramolekulare
Rotationsfahigkeit des Fettsduremolekiils eingeschrinkt, was zu einer verminderten Van der
Waal Interaktion zwischen benachbarten Fettsduremolekiilen bzw. Lipidmolekiilen fiihrt.
Wegen der erniedrigten Interaktionsfihigkeit ungesdttigter Fettsduren é&ndert sich ihr
Schmelzpunkt. Ungesittigte Fettsduren haben daher einen niedrigeren Schmelzpunkt als die
entsprechenden gesittigten Fettsduren (Berg et al., 2003).

Ungesittigte Fettsduren werden zundchst nach der Anzahl der Doppelbindungen
unterschieden. Fettsduren mit einer Doppelbindung werden als mono-ungesittigte Fettsduren
bezeichnet; ein verbreitetes Beispiel ist Olsdure, 18:1°. Die Abkiirzung 18:1*° gibt die
Anzahl der Kohlenstoffatome der Fettsdurekette und die Anzahl und Position der
Doppelbindung an. Die Position der Doppelbindung wird dabei durch eine hochgestellte Zahl
und den griechischen Buchstaben Delta (A) bezeichnet. Die in diesem Fall angewandte Delta-
Nomenklatur richtet sich nach dem Abstand der Doppelbindung vom Carboxylende. Eine
andere Nomenklatur ist die Omega (w)-Nomenklatur, die sich bei der Beschreibung der
Position der ersten Doppelbindung in der Fettsdurekette auf das Methylende der Fettsdure
bezieht.

Mehrfach ungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids, ,,PUFA*) und sehr
langkettige, mehrfach ungesittigte Fettsduren (very long chain polyunsaturated fatty acids,
»VLCPUFA®) enthalten mindestens zwei und bis zu acht methylenunterbrochene
Doppelbindungen (Mansour, 2005). Beispiele fiir PUFAs sind Linolsdure (18:2%'2), y- und
a-Linolenséure (18:3%%!? und 18:3%*'*"*) und fiir VLCPUFAs Arachidonsiure (20:4°>%!"!4,
AA), Eicosapentaenséure (20:5A5’8’“’14’17, EPA) und Docosahexaensdure, 22:6A4’7’10’13’16’19,

DHA) (Abb. 2).
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1.3  Sehr langkettige, mehrfach-ungesittigte ®6- und ®m3-Fettsiuren

Nach der Position ihrer jeweilig ersten Doppelbindung vom Methylende werden aus
PUFAs und VLCPUFAs in ®6- und 3-Fettsduren eingeteilt (siche Abb. 2).
Erndhrungsphysiologisch sind diese Fettsduren sehr wichtig und {ibernehmen im
menschlichen Korper eine Vielzahl an Aufgaben, wobei der Unterschied in der Lage der
Doppelbindungen zwischen den w6- und w3-Fettsduren zu unterschiedlichen und oft sogar
gegensitzlichen Aufgaben fiihrt. In dieser Arbeit wird zum besseren Verstindnis

entscheidender Passagen der Fettsdurebezeichnung ein ,,w3* oder ,,w6* vorangestellt.

I
00-18:289%4122 /C1\/3\/5\/7\/9=\/=6\/4\/\21
Linolsdure H™ A3 4 6 8 5 3 o)
O
033'18:3A92‘122’152 /(”:1\ 3 3 Ji 9_ — _3 /(})
o-Linolensdure H A 2 4 6 8 2
036_20:4ASZ,8Z,1 12,147 /gl 3 5_ — — _6 4 2 )
AA H A 3 5 3 i
033_20:5ASZ,8Z,1 1Z14Z,17Z /gl 3 5_ — — — _3 io
EPA H\Y % 3
¥
w3_22:6A4Z,7Z,IOZ,I3Z,16Z,|9Z /Cl 3 2 ®
DHA HAY 3 3 i

Abb. 2. Beispiele fiir PUFAs und VLCPUFAs. Die Zahlen bezeichnen die Kohlenstoffatome vom
Carboxyl- oder Methylende aus bis zur ersten Doppelbindung und markieren so das C-Atom fiir die A-
und die o-Nomenklatur.

1.3.1 ®6- und ®3-Fettsduren als essentielle Fettsiuren

Sowohl w6- als auch ®3-VLCPUFAs sind fiir Séuretiere lebensnotwendig, wobei
Linolsdure und o-Linolensdure die jeweiligen Ausgangssubstrate fiir die Synthese der

komplexeren ®6- und 3-Fettsduren darstellen. Da Sdugetiere keine Al12- oder AlS-
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Desaturasen besitzen, welche die Umwandlung von Olsdure (18:1*%) zu Linolsdure (06-
18:2*%1%) und weiter in a-Linolensiure (»3-18:3%%%1%) katalysieren, sind Linolsdure und a-
Linolensdure flir Sdugetiere essentielle Nahrungsbestandteile (Goyens et al., 2006). Die
enzymatische Umwandlung der essentiellen ®w6- und ®3-Intermediate zu den ®6- und ®3-
C20/C22-VLCPUFA kann dann prinzipiell durch korpereigene Enzyme erfolgen. Die
Effektivitidt dieses VLCPUFA-Synthesewegs durch die vorhandenen Enzymaktivititen ist in
Sdugern allerdings eingeschrinkt (Gerster, 1998; Pawlosky et al., 2001; Brenna, 2002).
Erndhrungswissenschaftler empfehlen ein Verhiltnis der essentiellen Fettsduren Linolséure
(06-18:2°""%) zu a-Linolensiure (»3-18:3""'>"%) in der Nahrung von 1:1. Die momentanen
Erndhrungsgewohnheiten in den westlichen Industrieldandern verschieben das Verhéltnis
zwischen w6- und w3-Fettsduren in ein Ungleichgewicht von ca. 15:1 (Simopoulos, 2006). Da
®6- und ®3-Substrate der VLCPUFA-Biosynthese um die Enzyme konkurrieren, fiihrt das

A9,12,15
377 und zu

verschobene Verhiltnis von 15:1 zu einer nur geringen Umsetzung von 18
einer Unterversorgung mit ®3-VLCPUFA. Um den tédglichen Bedarf an ®3-VLCPUFA zu
decken, wird daher eine direkte Aufnahme von ®3-VLCPUFA empfohlen (Goyens et al.,

2006).

1.3.2 Funktionen von ®6- und ®3-VLCPUFAs im menschlichen Stoffwechsel

Die Bedeutung der w6- und ®3-VLCPUFAs wird deutlich, wenn man die
verschiedenen physiologischen Aufgaben betrachtet, die durch diese Fettsduren im
menschlichen Korper iibernommen werden. Wie schon eingangs erwéhnt, spielen AA und
DHA eine unentbehrliche Rolle bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems wihrend
der fotalen Entwicklung, aber auch bei Erwachsenen sind VLCPUFAs wichtige
strukturgebende Bestandteile der Membranen von Nervenzellen in Gehirn und Retina.
VLCPUFAS stellen die Hauptfettsduren in den Glycerophospholipiden der Gehirnrinde (graue
Substanz oder auch Cortex) dar und machen bis zu 15-20 % der Trockenmasse des Gehirns
aus (Glomset, 2006). Der hohe Anteil an DHA in neuronalen Membranen erhoht deren
Fluiditdt, was eine gesteigerte Aktivitdt der Membranen bzw. darin enthaltener Enzyme zur
Folge hat. Es wird angenommen, dal durch DHA vermittelte Membraneigenschaften zur
schnellen Signaliibertragung in den Nervenzellen (Litman et al., 2001) und zur G-Protein-
gekoppelten Signaliibertragung in der Retina bendtigt werden (Jump, 2002). Mangel an DHA
in den Membranen des Gehirns und der Retina hat Verdnderungen der strukturellen und
physikalischen Membraneneigenschaften zur Folge. Pathologische Auswirkungen dieses

Mangels konnen Konzentrationsschwiche, Verlust des Erinnerungsvermogens (Salem et al.,
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2001), Reduktion der Sehschirfe, aber auch psychologische Storungen, wie Depressionen
(Kidd, 2004), Alzheimer-Krankheit (Hartmann et al., 2007) und Schizophrenie sein (Peet,
2006).

Zusétzlich zu ihrer strukturellen Funktion bilden ®6- und ®3-VLCPUFA
Biosynthesevorstufen fiir hormondhnliche Substanzen. Entziindungsfordernd wirken die aus
AA abgeleiteten Signalmolekiile, wie die entsprechenden Prostaglandine, Thromboxane und
Leukotriene. Werden diese aus AA entstehende Eicosanoide im Ubermal gebildet, kénnen sie
zur Entwicklung cardiovaskuldrer, allergischer und entziindlicher Verdnderungen und
Storungen beitragen. Antagonistisch dazu wirken die von EPA und DHA abgeleiteten
Botenstoffe entziindungshemmend, wie z.B. Resolvine, Neuroprotektine und Docosatriene.
Es gibt Hinweise, dal w3-Fettsduren die Risikofaktoren fiir Herz-Kreislauferkrankungen
sowie aufgrund ihres Einflusses auf die AA- und Eicosanoid-Bildung entziindliche und
immunologische Prozesse reduzieren oder hemmen konnen (Simopoulos, 2002). VLCPUFAs
sind also flir Funktion und Wohlbefinden des menschlichen Koérpers von entscheidender

Bedeutung.

1.3.3  Quellen von VLCPUFAs fiir den menschlichen Verbrauch

Da die Umwandlung von ®3-18:3°*'>'"> zu EPA bzw. DHA nur ineffizient abliuft,
miissen ®3-VLCPUFA direkt mit der Nahrung aufgenommen werden (Goyens et al., 2006).
Die wichtigsten Quellen an ®3-VLCPUFA fiir die menschliche Erndhrung stellen
Meeresfische dar, insbesondere fetthaltige Arten wie Lachs, Makrele, Thunfisch oder Hering.
Der steigende Bedarf an Fischolen fiir die menschliche Erndhrung hat bereits zu einer
Uberfischung weiter Teile der Meere gefiihrt. Eine weitere Ausbeutung dieser Ressourcen
wird, auch im Hinblick auf die weiter ansteigende Weltbevolkerung, zur zeitnahen Ausrottung
bestimmter Fischarten fithren (Pauly et al., 1998; Jackson et al., 2001; Myers und Worm,
2003). Fischole sind zudem oftmals durch Methylquecksilber und dioxindhnliche
Verbindungen und Antibiotika belastet, deren Aufnahme negative gesundheitliche
Konsequenzen hat (Hites et al., 2004). Fischfarmen bieten hier keine Alternative, da
Zuchtfisch zwar tendenziell hohere Gesamtlipidgehalte aufweist als Wildfisch, aber einen
niedrigeren Anteil an ©3-VLCPUFA als Wildfisch enthdlt (Blanchet et al., 2005). Fischole
stellen also eine begrenzte VLCPUFA-Quelle dar, die alleine den Bedarf einer wachsenden
Weltbevolkerung nicht decken kann (Hites et al., 2004).

Wie alle Vertebraten haben Fische selbst nicht die Enzymausstattung zur Synthese

von VLCPUFAs und nehmen ebenfalls die Fettsiuren 18:2°%'% und 18:32%'%!° oder
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VLCPUFAs iiber ihre Nahrung auf. Die Nahrung VLCPUFA-akkumulierender Fische besteht
normalerweise direkt oder indirekt aus Zooplankton und Phytoplankton und den darin
enthaltenen Mikroalgen. Mikroalgen gelten als Primérproduzenten von VLCPUFAs in der
marinen Nahrungskette. Die Fahigkeit zur Biosynthese von VLCPUFAs beinhaltet, daf3 diese
Algen als Quellen fiir Gene dienen konnen, die fiir die VLCPUFA-Biosynthese

verantwortlich sind.

1.3.4 Ansiitze zur ErschlieBung neuer ®3-VLCPUFA-Quellen

Die Produktion von ®3-VLCPUFAs durch die genetische Einfiihrung der
Biosynthesewege in einjihrige Olsaaten stellt eine mdgliche alternative Quelle fiir die
kiinftige ©3-VLCPUFA-Versorgung dar. Olsaaten lagern TAGs als Speichersubstanzen in
thren Samen ein und stellen seit Jahrtausenden eine wichtige Nahrungsquelle fiir den
Menschen dar. Die Produktion von ©3-VLCPUFAs in transgenen Kulturpflanzen ermdglicht
die Erzeugung groBer Mengen eines gewiinschten Produktes durch Ausnutzung bestehender
landwirtschaftlicher Infrastrukturen fiir Aussaat, Ernte und Prozessierung (Kinney et al.,
2002). Um die w3-VLCPUFA-Biosynthese biotechnologisch anwenden zu konnen, miissen
die grundlegenden Reaktionen der beteiligten Stoffwechselwege herangezogen werden. In
den folgenden Abschnitten werden daher zundchst mogliche Stoffwechselwege fiir die
transgene Erzeugung von VLCPUFAs und ihre Einlagerung in Speicherdle dargelegt. Im
weiteren werden bisher verfolgte Ansdtze zur VLCPUFA-Akkumulation in Pflanzen

beschrieben und dabei erkannte Probleme aufgezeigt.

1.4 Biosynthese von Fettsiuren und Lipiden

Die de novo Synthese von Fettsduren gehort bis auf wenige Ausnahmen zu einer der
grundlegenden Charakteristika aller lebender Organismen und wird von einem als Fettsdure-
Synthase (FAS)-Komplex bezeichneten Enzym katalysiert. In Tieren und Pilzen besteht
dieses cytosolische Enzym aus ein bis zwei Proteinketten, auf denen alle katalytischen
Zentren in Nachbarschaft lokalisiert sind. Sie werden als FAS I-Typ bezeichnet. In Bakterien
und bei Pflanzen, in denen die Neusynthese von Fettsduren in den Plastiden stattfindet
(Ohlrogge et al., 1979), besteht der FAS-Komplex aus sechs bis sieben einzelnen Enzymen,
die zusammen als FAS des Typs II bezeichnet werden. Beide FAS-Typen katalysieren die
gleichen katalytischen Schritte (Somerville et al., 2000).
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Aufgrund des Schwerpunkts dieser Arbeit, wird im folgenden die Neusynthese von
Fettsduren und die Lipidsynthese am Beispiel pflanzlicher Organismen beschrieben. Die
Fettsduresynthese beginnt mit der Umwandlung von Acetyl-CoenzymA (CoA) in Malonyl-
CoA durch die Acetyl-CoA-Carboxylase oder in Acetyl-Acyl-Carrier-Protein (ACP) durch
die Acetyltransacylase. Aus diesen beiden Ausgangssubstraten wird durch eine Claisen-
Kondensationsreaktion Acetoacetyl-ACP gebildet, aus dem in wiederholten Zyklen von
Kondensations-, Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen, die durch die FAS katalysiert
werden, die Hauptprodukte der Kettenverldngerung 16:0-ACP und 18:0-ACP entstehen
(Millar et al., 2000). Durch die Aktivitdt der 16slichen plastididren Stearoyl-ACP-Desaturase
wird die erste Doppelbindung in die Fettsdureketten noch am ACP eingefiihrt. Die meisten
beschriebenen Stearoyl-ACP-Desaturasen haben eine Regiospezifitit fiir die A9-Position in
der Fettsdurekette (Shanklin et al., 1991; Thompson et al., 1991). Die Produkte dieser
Reaktion sind Palmitolensiure (16:1°-ACP) und Olsdure (18:1°°-ACP). Durch Thioesterasen
werden die Endprodukte der plastidiren ,.prokaryotischen® Fettsduresynthese (16:0, 16:1%7,
18:0 und 18:1%) vom ACP geldst und konnen in die plastidire Glycerolipidsynthese eingehen
(Roughan et al., 1980; Sparace und Mudd, 1982; Heinz und Roughan, 1983). Alternativ
konnen die Fettsduren aus den Plastiden in das Cytoplasma exportiert werden, wo sie durch
eine Acyl-CoA-Synthetase mit CoA reaktiviert werden (Shine et al., 1976; Koo et al., 2004)
und dann fiir die ,eukaryotische® Fettsduresynthese bzw. Glycerolipidsynthese im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zur Verfiigung stehen (Roughan und Slack, 1982;
Somerville und Browse, 1991). Die Hauptwege des pflanzlichen Fettsdurestoffwechsels sind
in Abb. 3 dargestellt.

Die initialen Schritte der Lipidsynthese in den Plastiden werden durch die Acyl-
ACP:sn-Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase (GPAT) und die Acyl-ACP:sn-1-Acylglycerin-
3-phosphat-Acyltransferase (LPAAT) katalysiert. Die Enzyme verkniipfen unter Abspaltung
von ACP selektiv 18:1%° mit der sn-1-Position und 16:0 mit der sn-2-Position von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (Frentzen, 1993), wobei PtdOH entsteht. Durch diese
Selektivitdt der Acyltransferasen entsteht dabei die fiir plastidire Lipide typische Verteilung
der Fettsduren in den Lipiden (Ohlrogge et al., 1991; Ohlrogge und Browse, 1995). Die
weitere Umsetzung von PtdOH fiihrt zu PtdGro oder durch die PtdOH-Phosphatase (PAP) zu
1,2-Diacylglycerin (DAG). Durch den Transfer von UDP-aktivierten Zuckern (Kelly und
Dormann, 2002) auf die sn-3-Position des DAG entstehen die Glykoglycerolipide MGDG,
DGDG und SQD (siche auch 1.2). Die lipidgebundenen Fettsduren der plastiddren
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Membranlipide koénnen durch plastidire membrangebundene Desaturasen durch weitere

Einfiihrung von Doppelbindungen modifiziert werden (Somerville und Browse, 1991, 1996).

PtdSer, PtdIns, PtdGro «— CDP-DAG PtdEtn Endoplasmatische Reticulum

PtdOH 9 DAG 10 PtdCho 11 ptdCho 12 PtdCho
1. 1 > 1™ /= el | T
18:1 18:1 18:1 18:1 18:1 18:1 18:2 18:2 18:3 18:3
(16 0) (16:0) (16:0) (16:0) (16:0)
\ / 15
14 TAG Cytosol
on On on 7 Thashsh
16:0-CoA  18:1-CoA
16
4 v
18:1.ACP PtdOH 5 DAG DAG
- o I
314 N\ 181 16:0 18:1 16:0
18:0-ACP 6 /\
1 SQD
16:0-ACP |DG|DG |<—|MG|DG| | (Il | MGDG SQD
18:1 16:0 18:1 16:0  18:1 16:0 l
2
7

Malonyl-CoA DGDG MGDG SQD DGDG

1 Acetyl-CoA

1 [ I [ [
18:3 16:3 18:3 16:3 18:3 16:3

Chloroplast

Abb. 3. Ubersichtsschema der Fettsiure- und Lipidsynthese in Pflanzen. Die Pfeile kennzeichnen
die Reaktionswege bzw. Transportwege der Fettsduren. (1) Start der de novo Fettsduresynthese durch
die Reaktion der Acetyl-CoA-Carboxylase; (2) Reaktionen der FAS II; (3) Einfiihrung der ersten
Doppelbindung in die Fettsdurekette durch die A9-Stearoyl-ACP-Desaturase; (4) Export der
neugebildeten Fettsduren aus den Plastiden und gleichzeitige Aktivierung mit CoA durch Acyl-CoA-
Synthetasen. (5) Der sogenannte prokaryotische Lipidbiosyntheseweg in den Plastiden nutzt die in der
de novo Fettsiuresynthese gebildeten Acyl-ACPs als Substrate. (6) Zuckerkopfgruppen-Ubertragung
auf die sn-3-Position der Lipide in den Plastiden. (7) Einfilhrung von Doppelbindungen in die
Fettsduren von MDGD, DGDG und SQD durch die plastiddren mikrosomalen Desaturasen. (8) Nach
dem Export der de novo produzierten Fettsduren aus den Chloroplasten gehen diese in den
eukaryotischen Lipidbiosyntheseweg am ER ein. (9) Bildung von DAG durch die Aktivitit der PAP
und die Synthese von PtdGro, PtdIns und PtdSer iiber den CDP-DAG-Weg. (10) Bildung von PtdEtn
und PtdCho iiber den CTP-Kopfgruppen-Weg. (11) Modifizierung der Fettsduren an PtdCho durch die
lipidabhingige A12- und Al5-Desaturase (12) fiihrt zur Bildung von 18:3**'*. (13) Die TAG-
Synthese wird am ER durch die PDAT oder die DAGAT (14) katalysiert. (15) Der Acyl-CoA-Pool der
Zelle wird nicht nur durch den Export von Fettsduren aus den Plastiden gebildet, sondern auch durch
die Abspaltung und Reaktivierung von Fettsduren aus den Membranlipiden, katalysiert durch die
LPCAT und Acyl-CoA-Synthetasen. (16) Verbindung des eukaryotischen und des prokaryotischen
Lipidsynthesewegs durch Transport von Lyso-PtdCho oder PtdCho in die Plastiden und der
Einbindung in den Glykolipidstoffwechsel, (nach Ohlrogge und Browse, 1995).
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Im Gegensatz zu den plastiddren Acyltransferasen, haben die am ER lokalisierten
Acyltransferasen eine Priferenz fiir CoA-gebundene C18-Fettsduren. Die daraus resultierende

sogenannte ,,eukaryotische® Fettsdureverteilung in den Lipiden weist an der sn-1-Position

1A9 1A9

bevorzugt 18:17" aber auch 16:0 und an der sn-2-Position fast ausschlieBlich 18:17" auf. Am
ER gebildetes DAG ist Ausgangssubstrat flir die Bildung der Phospholipide PtdCho und
PtdEtn, wobei die aktivierten Kopfgruppen, Cytidin-5’-diphosphat (CDP)-Cholin und CDP-
Ethanolamin, auf die sn-3-Position des DAG {ibertragen werden. Die Synthese von PtdSer,
PtdIns und PtdGro erfolgt iiber den sogenannten CDP-DAG-Weg (Ohlrogge und Browse,
1995). Dabei wird PtdOH zuerst durch Cytidin-5’-triphosphat (CTP) zu CDP-DAG aktiviert
und der Phosphatidrest auf die Alkohole, Serin, Inosit oder Glycerin iibertragen. Die Synthese
des mitochondrialen Cardiolipins wird durch die Diphosphatidylglycerin-Synthetase
katalysiert; dabei wird ein Phosphatidrest von CDP-DAG auf PtdGro iibertragen (Schlame et
al., 2000). Die prokaryotischen und eukaryotischen Lipidsynthesewege sind nach dem Export
de novo synthetisierter Fettsduren nicht mehr streng getrennt und durch Transport von
Lysophosphatidylcholin (Lyso-PtdCho) oder PtdOH in die Plastiden kommt es zu einer
Verbindung beider Wege (Roughan und Slack, 1982; Somerville und Browse, 1991;
Marechal et al., 1997; Mongrand et al., 2000). Fettsduren, die durch Desaturierungen in der
ER-Membran modifiziert wurden, gelangen so in die Plastiden und werden dort
wahrscheinlich durch die Aktivitdt einer plastidiren LPAAT in die Synthese von MDGD,
DGDG und SQD eingeschleust (Mongrand et al., 2000).

Die in den Phospholipiden bevorzugt an PtdCho oder in Glykolipiden an MGDG oder
DGDG gebundenen 18:1%°-Fettsduren sind im ER und in den Plastiden Substrate fiir
mikrosomale Al2- und in ndchsten Schritt Al5-Desaturasen, wobei die Enzyme eine
Priferenz fiir an sn-1 oder sn-2 gebundene Fettsduren haben (Domergue et al., 2003). Die
resultierenden PUFAs sind Linolsdure (06-18:2°%'?) und a-Linolensdure (w3-18:3%"'*"%). Die
meisten hoheren Pflanzen konnen keine weiteren Doppelbindungen in diese Fettsdaureketten
einfiigen, und die dreifach-ungesittigte a-Linolenséure stellt somit das Endprodukt der
PUFA-Synthese vieler hoherer Pflanzen dar.

Durch Modifikationen oder Austausch von Lipidkopfgruppen (Browse und
Somerville, 1991; Joyard et al., 1994), durch Lipasen (Shah, 2005; Upchurch, 2008) oder
auch durch Acyltransferasen (Lands, 1960; Stymne und Stobart, 1984) werden
Membranlipide stindigen Anderungen unterworfen, die dem Zustand der Zelle oder der
jeweiligen  Membran  angepaBit werden. Durch die  Aktivitdit der  Acyl-
CoA:Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase (LPCAT) werden z.B. spezifisch Fettsduren
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von der sn-2-Position von PtdCho auf CoA umgeestert und stehen im CoA-Pool dann
weiteren Enzymen als Substrate zur Verfligung (Stymne und Stobart, 1984), was
netzwerkartige Verbindungen zwischen den verschiedenen Lipiden schafft, iiber die
Fettsduren zwischen Lipidklassen ausgetauscht werden konnen, z.B. zwischen
Membranlipiden und Speicherlipiden.

Von besonderer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit ist in diesem Zusammenhang
der Aufbau von Speicherlipiden, insbesondere von TAG. Die Synthese von TAG findet am
ER iiber zwei verschiedene Wege statt (Voelker und Kinney, 2001). In beiden Fillen wird
DAG durch die Aktivitit einer PAP aus PtdOH bereitgestellt. Eine dritte Fettsdure kann dann
entweder durch die Aktivitit der Phospholipid:Diacylglycerin-Acyltransferase (PDAT) aus
PtdCho auf DAG iibertragen werden, wobei neben TAG lyso-PtdCho entsteht. Alternativ
dazu kann die dritte Fettsdure auch aus dem Acyl-CoA-Pool stammen und iiber eine Acyl-
CoA:Diacylglycerin-Acyltransferase (DAGAT)-Aktivitit auf DAG Tbertragen werden
(Dahlqgvist et al., 2000). Das TAG akkumuliert zundchst zwischen den Einzelschichten der
glatten ER-Membran, aus der sich schlieBlich Olkorper abschniiren (Schwarzenbach, 1971;
Stobart et al.,, 1986; Murphy und Vance, 1999). Die Samendle von Arabidopsis und
verschiedenen Kulturpflanzen wie Raps und Soja enthalten gewohnlich hauptsidchlich
18:2%12 und 18:3**'*">. Zur Veredelung der Samendle durch erhdhte Gehalte von
VLCPUFASs miissen also spezielle Reaktionsfolgen in Pflanzen ablaufen, um die vorhandenen

Vorstufen 18:2°*'? und 18:3%>'*!5 in die gewiinschten VLCPUFAs zu iiberfiihren.

1.5 Biosynthese von VLCPUFAs

Im Gegensatz zu Arabidopsis thaliana und den landwirtschaftlichen Nutzpflanzen sind
eine Reihe von Organismen zur Biosynthese von VLCPUFAs befdhigt. Die Liste bekannter
VLCPUFA-Produzenten umfait verschiedene Prokaroyten, einige Pilze, verschiedene
Algenarten, niedere Pflanzen wie Moose und Farne, aber auch einige Gymnospermen-Arten
und Vertebraten. Die in verschiedenen Organismen aktiven Stoffwechselwege unterscheiden
sich dabei allerdings z. T. grundlegend voneinander.

Im Fall prokaryotischer und einiger eukaryotischer Mikroorganismen, wie Shewanella
und dem eukaryotischen Protist Schizochytrium (Nichols et al., 1997; Russell und Nichols,
1999; Kato und Nogi, 2001), werden VLCPUFAs anaerob {iber sogenannte
Polyketidsynthasen (PKS) synthetisiert (Metz et al., 2001). PKS sind multifunktionale

Enzyme, die entweder wie die FAS vom Typ I (siche 1.4) aus einem Multidoménenprotein
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bestehen, oder aber sie sind wie die FAS vom Typ II aus einem Multienzymkomplex mit
distinkten Untereinheiten zusammengesetzt. In beiden Fillen katalysieren die PKS die
verschiedenen enzymatischen Reaktionen von Kondensation-, Reduktion- und
Dehydratisierung der entstehenden Polyketide analog zu den Reaktionen der FAS, und noch
wihrend der Kettenverlingerung am PKS-Enzymkomplex werden die Doppelbindungen
eingefiihrt. (Hopwood und Sherman, 1990; Katz und Donadio, 1993; Metz et al., 2001).

Im Gegensatz zu den Prokaryoten synthetisieren die meisten VLCPUFA-
akkumulierenden eukaryotischen Organismen AA, EPA und DHA durch eine Abfolge von
alternierenden Desaturierungs- und Elongationsschritten. Die daran beteiligten Desaturasen
und Elongasen sind integrale Membranproteine und im glatten ER lokalisiert.

In Pilzen, Moosen und Mikroalgen kann zwischen zwei VLCPUFA-Synthesewegen
unterschieden werden, dem ®6- und dem ®3-Biosyntheseweg. Die einzelnen Schritte der
Konversion von 18:2*”"* und 18:3*>'*" zu AA oder EPA und DHA sind in Abb. 4
dargestellt. Im ,,A6-Syntheseweg“ werden die Ausgangssubstrate durch die sukzessive
Aktivitit einer A6-Desaturase, einer A6-Elongase und einer A5-Desaturase zu AA bzw. EPA
umgesetzt. Ausgehend von EPA wird durch eine weitere A5-Elongase und eine A4-
Desaturase DHA erzeugt. Der bisher nur bei wenigen Mikroalgenarten beschriebene
»alternative A8-Biosyntheseweg* beruht auf den aufeinanderfolgenden Aktivititen einer A9-
Elongase, einer A8-Desaturase und einer AS5-Desaturase zur Bildung von AA und EPA
(Wallis und Browse, 1999; Qi et al., 2002; Sayanova und Napier, 2004). Aufgrund
biochemischer Analysen wird ein weiterer alternativer VLCPUFA-Biosyntheseweg
angenommen. Die Identifizierung der bisher vor allem in Algenstimmen der Dinophyceae

und Haptophyceae detektierten Octadecapentaensiure (18:54%¢%1%13

) fithrte zu Spekulationen
tiber die Existenz einer A3-Desaturase. Durch Markierungsstudien, konnte gezeigt werden,
daB zumindest in der Alge Prymnesium parvum 18:5°%%%'1> nicht durch Abbau (P-
Oxidation) von EPA gebildet wird, sondern aus den Ausgangssubstraten der VLCPUFA-
Biosynthese, 18:2°%'* und 18:3**'*!> (Lang, 2007). Die Isolation und Charakterisierung der
postulierten A3-Desaturase steht jedoch noch aus.

Die beschriebenen w6- und ®w3-VLCPUFA-Synthesewege laufen nicht grundsitzlich
strikt voneinander getrennt ab. In manchen Organismen konnten diverse w3-Desaturasen
charakterisiert werden, die ®6-VLCPUFA in ®3-VLCPUFAs umsetzen konnen (Abb. 4;

(Pereira et al., 2004a; Damude et al., 2006), aus Siugetieren sind solche Enzyme allerdings

bislang nicht beschrieben worden.
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Die Biosynthese von VLCPUFAs in Sdugetieren zeigt aufgrund der anderen
Enzymausstattung zusitzliche Besonderheiten. Sdugetiere verfiigen nicht iiber Desaturasen,
die Doppelbindungen jenseits der A9-Position in Fettsduren einfligen konnen (siehe 1.3.1),
das heiBt de novo kénnen Siugetiere selbst nur Olsdure (18:1%%) synthetisieren. Die
Ausgangssubstrate der VLCPUFA-Synthese, 18:2°%'% und 18:3**'*!°, sind daher wie schon
eingangs erwdhnt fiir Sdugetiere essentiell. Allerdings verfiigen Sdugetiere liber die nétigen
Enzyme, die zwischen einer vorhandenen Doppelbindung und der Carboxylgruppe
aufgenommener PUFAs weitere Doppelbindungen einfiihren konnen.

Die Synthese von AA und EPA erfolgt in Siugetieren durch die bereits oben
beschriebene Abfolge von Elongations- und Desaturierungsschritten in der Membran des ER.
Allerdings konnte in Sdugern noch keine A4-Desaturase nachgewiesen werden. Eine
alternative Biosyntheseroute fiir DHA wurde von Sprecher et al. (1995) vorgeschlagen und
durch weitere Untersuchungen bestitigt (Leonard et al., 2002). Dabei wird EPA durch zwei
aufeinanderfolgende  Elongationsschritte zu  Tetracosapentaensiure  (24:5%%!1%131821
verlangert, durch eine A6-Desaturase zu 24:6°%%12!1%1821 desaturiert und anschlieBend in die
Peroxisomen transportiert. Hier entsteht durch einen B-Oxidationsschritt DHA, das wieder an
die ER-Membran zuriickbefordert wird. (Sprecher et al., 1995; Sprecher, 2000; Ferdinandusse
etal., 2001).

Die Unterschiede in den Synthesewegen verschiedener Organismen erscheinen auf den
ersten Blick gering, jedoch weisen die jeweils beteiligten Enzyme zusétzlich unterschiedliche
Substrat- und Regiospezifititen auf, die fir Sduger, Pilze oder pflanzliche Organismen

charakteristisch sind.
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®6-Synthesewege ®3-Synthesewege

A6-Synthesewege

p— 18:2A9Z,122 18:3A9Z,122,1SZ
L L
A6-Desaturase | § Al5-Desaturase §p| A6-Desaturase Alternativer A3-
Syntheseweg
18:3462,9Z,12Z 18:4462.92,122,15Z
[ | [ |
A6-Elongase A6-Elongase A3-Desaturase
20:348Z,11Z,14Z 20:448Z,11Z,14Z,17Z 18:5432,62.92,12Z,15Z
[ [}
A5-Desaturase | = ®3-Desaturase [ A5-Desaturase A3-Elongase
AA EPA
! ! Sprecher-Syntheseweg
AS-Elongase | ™ ®3-Desaturase = A5-Flongase
A7-Elongase
22:4A1Z,10Z,13Z,16Z 22:5A7Z,10Z,13Z,16Z,19Z .5A9Z,127,157,18Z,21Z
4 5. —p>24:5 B
A4-Desaturase | = ®3-Desaturase | A4-Desaturase A6-Desaturase
07-5M4Z,7Z,10Z,13Z,16Z 22:6M4Z7Z,10Z,13Z,162,19Z2 <=3 24:6A629Z122,152,182.21Z
DHA B-Oxidation

B 4 \J

Alternative A8-Synthesewege

18:2A9Z,122 18:3A9Z,12Z,152

| | | |
A9-Elongase A9-Flongase
20:2AIIZ,14Z 20:3A112,14Z,17Z

1 1
A8-Desaturase A8-Desaturase
20:3ASZ,IIZ,14Z 20:4ASZ,IIZ,14Z,17Z

I | |
A5-Desaturase A5-Desaturase
20:4A5Z.8Z,11Z,14Z 2():505Z.8Z,11Z,14Z,17Z
AA EPA

Abb. 4. Schematische Darstellung verschiedener VLCPUFA-Biosynthesewege. Die Synthese von
®6- (links) und ®3-VLCPUFAs (rechts) kann {iiber verschiedene Stoffwechselwege ablaufen.
Dargestellt sind die verschiedenen durch alternative Desaturierung und Elongation katalysierten
Synthesewege zur Bildung von AA, EPA und DHA. Der weit verbreitete A6-Syntheseweg steht in
manchen Organismen mit dem mutmaBlichen A3-Syntheseweg oder dem Sprecherweg in Verbindung.
Die dargestellte Verkniipfung des w6- mit dem ®3-Syntheseweg durch w3-Desaturasen findet in
Sadugern nicht statt. Der alternative A8-Syntheseweg wurde in verschiedenen Algen und Protozoen
beschrieben. Fiir Details sieche Text.
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1.6 Die Enzyme der VLCPUFA-Biosynthese

Die VLCPUFA-Biosynthese, die sich an die PUFA-Synthese anschliet, verlangt die
Aktivitdt von zwei Klassen von Enzymen: Desaturasen und Elongasen. Im folgenden
Abschnitt sollen relevante Details an der VLCPUFA-Synthese beteiligter Enzyme

hervorgehoben werden, die fiir den praktischen Ansatz dieser Arbeit von Bedeutung sind.

1.6.1 Elongasen

Die an der VLCPUFA-Synthese beteiligten Elongasen sind membrangebundene
Enzyme des glatten ER und katalysieren die Verldngerung von Fettsdureketten ab 18
Kohlenstoffatomen durch Kondensation mit Malonyl-CoA um zwei Kohlenstoffatome. Die
Elongation ist eine vierstufige Reaktion, die durch die vier Untereinheiten der Elongase
katalysiert wird: Kondensation durch die B-Ketoacyl-CoA-Synthase (KCS), Reduktion durch
die Ketoacyl-CoA-Reduktase, Dehydrierung durch die Hydroxyacyl-CoA-Dehydratase, und
eine erneute Reduktion durch die Enoyl-CoA-Reduktase. Die Untereinheit, die die initiale
Kondensationsreaktion (KCS) katalysiert, bestimmt die Substratspezifitit und die Aktivitit
des Elongasekomplexes. /n vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dafl Elongasen Fettsduren
metabolisieren, die an CoA-gebunden vorliegen (Ghanevati und Jaworski, 2002; Domergue et
al., 2003).

Eine Reihe von KCS-Untereinheiten unterschiedlicher Elongasekomplexe sind bereits
identifiziert worden, die an der VLCPUFA-Biosynthese beteiligt sind und im folgenden als
»Elongasen® bezeichnet werden. Als Prefix dient hier die Bezeichnung jener Doppelbindung,
die die Substratspezifitit determiniert. So konnten beispielsweise aus dem Moos
Physcomitrella patens die A6-Elongase, PSEl (Zank et al., 2002), aus der Mikroalge
Ostreococcus tauri die A6- und AS5-Elongasen, OtELO1 und OtELO2 (Meyer et al., 2004),
und aus der Mikoalge Isochrysis galbana die A9-Elongase IgASEI (Qi et al., 2002) isoliert

werden.

1.6.2 Desaturasen: Hintergrund, Topologie und Substratspezifitit

Neben den Elongasen sind vor allem die Fettsduredesaturasen fiir die VLCPUFA-
Synthese entscheidend. Fettsduredesaturasen konnten in nahezu allen aeroben Lebensformen,
wie Bakterien, Hefen, Pilzen, Algen, Moosen, Pflanzen und Tieren identifiziert werden. Allen
Desaturasen  gemeinsam ist die sauerstoffabhingige Eliminierung von zwei

Wasserstoffatomen von je einer Methylgruppe (syn-Eliminierung) innerhalb der Acyl-Kette,
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die iiber ein Di-Eisen-Zentrum katalysiert wird. Grundsédtzlich konnen zwei Desaturasetypen
unterschieden werden: 16sliche Acyl-ACP-Desaturasen und membrangebundene Desaturasen,
wobei die Mehrheit der bekannten Desaturasen dem zweiten Typ angehdren und integrale
Membranproteine sind. Auf Aminosidureebene unterscheiden sich beide Desaturasetypen
stark. Die Verwendung von Cofaktoren sowie die Stereochemie der Wasserstoffabstraktion
weisen jedoch Ahnlichkeiten auf (Shanklin und Cahoon, 1998; Sperling et al., 2003). Eine
weitere Unterscheidung zwischen Desaturasen kann nach der Art des jeweiligen
Elektronendonors und nach der Quelle der fiir die Reaktion benétigten Reduktionsidquivalente
vorgenommen werden. Die Elektronentransportsysteme unterscheiden sich dabei nicht
zwischen membrangebundenen oder 16slichen Desaturasen, sondern sind spezifisch fiir den
Ort der Desaturierungsreaktion also entweder das plastiddre Stroma, die Plastidenmembran,
oder die ER-Membran (Shanklin und Cahoon, 1998). In den Plastiden werden zunéichst zwei
Elektronen von NADPH auf das Flavoprotein NADPH-Ferredoxin-Oxidoreduktase
iibertragen, das anschlieBend die Elektronen einzeln auf zwei Ferredoxine iibertrdgt. Jedes
Ferredoxin iibertrdgt schlieflich ein Elektron auf das Eisenzentrum oxidierter Desaturasen,
sowohl des 16slichen als des membrangebundenen Typs (Schmidt und Heinz, 1990; Wada et
al., 1993). Im ER werden Elektronen zundchst von NADH auf das Flavoprotein Cytochrom bs
Reduktase iibertragen, das Cytochrom bs reduziert. Der Cytochrom bs-Cofaktor tibertragt die
Elektronen wiederum an das Di-Eisenzentrum der Desaturasen (Spatz und Strittmatter, 1971;
Dailey und Strittmatter, 1979; Hackett und Strittmatter, 1984). Das mutmalliche
Reaktionsschema der Elektroneniibertragung ist in Abb. 5 dargestellt. Anzumerken ist, daf}
chloroplastiddre oder cyanobakterielle membrangebundene Desaturasen bei heterologer
Expression auch in die ER-Membran integriert werden und dort die vorhandene
Elektronentransportkette nutzen kénnen (Reddy und Thomas, 1996; Heilmann et al., 2004a).
Vermutlich ist die Natur des Elektronendonors also eine Frage der jeweiligen Lokalisierung

der Desaturase und nicht prinzipiell entscheidend fiir die Desaturasefunktion
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Abb. 5. Elektronentransportkette und vorgeschlagener Reaktionsmechanismus von Desaturasen
am ER. (A) ER Desaturasen benétigen als Cofaktoren der Reaktion NADH, Cytochrom bs-Reduktase
und Cytochrom bs. Die Bildung einer Doppelbindung benétigt die Ubertragung von zwei Elektronen,
die der Desaturase durch die Cofaktoren bereitgestellt werden. Die Abstraktion der zwei
Wasserstoffatome von der Fettsdurekette flihrt zur Bildung von 2 H,O. (B) Vorgeschlagener
Mechanismus der Desaturierung. Im Grundzustand liegen die Eisenatome des Di-Eisenzentrum in der
oxididierten Fe"'-Form vor (1). Durch Ubertragung von zwei Elektronen entsteht die reduzierte Fe'-
Form. Diese bindet molekularen Sauerstoff und geht in ein Peroxo-Intermediat iiber (2). Die Trennung
der Doppelbindung des O,-Molekiils fiihrt zu der sehr reaktiven Fe' -Form des Peroxo-Intermediats
(3). Nach diesem Modell abstrahiert diese oxidierte Form des Di-Eisenzentrums der Desaturasen
nacheinander die zwei Wasserstoffatome von der Fettsdurekette, unter Bildung eines gebundenen
Hydroxyls und H;C- Radikals, was schlieSlich zur Wasserabspaltung und Bildung der Doppelbindung
fiihrt (4). Die Regenerierung des oxidierten Di-Eisenzentrums stellt die Ausgangssituation wieder her
(5), (nach Shanklin und Cahoon, 1998).

Bei einigen Desaturasen ist ein Cytochrom bs an den N- oder C-Terminus von
Desaturasen fusioniert. N-terminale Fusionen konnten bei Desaturasen aus Algen und
Moosen beobachtet werden, C-terminale Fusionen dagegen bei Pilzen und Hefen (Stukey et

al., 1990; Itoh et al., 1998; Sakuradani et al., 1999; Sperling und Heinz, 2001). In einigen

19



Einleitung

Féllen weist die Cytochrom bs-Domine eine N-terminale Verldngerung auf. Es wird dann
auch von einem internen Cytochrom bs gesprochen (Girke et al., 1998; Sperling et al., 2003).
Allen Desaturasen mit fusioniertem Cytochrom bs ist das typische Aminosduremotiv ,,HPGG*

gemeinsam, das als Bindestelle fiir die Cytochrom bs-Reduktase dient.

1.6.3 Die Topologie membrangebundener Desaturasen

Die bisher beschriebenen Desaturasetypen weisen verschiedene Substrat- und
Regiospezifititen auf (Shanklin und Cahoon, 1998; Buist, 2004), und es gibt eine Reihe von
l16slichen oder membrangebundenen Desaturasen, die Doppelbindungen an verschiedenen
Positionen  verschieden langer Fettsduresubstrate einfligen. Trotz  struktureller
Gemeinsamkeiten des katalytischen Zentrums ist es bislang auch fiir die besser
charakterisierten pflanzlichen Enzyme nicht moglich, die Substrat- und Regiospezifitit
aufgrund der Aminosduresequenz vorherzusagen. Die membrangebundenen Desaturasen
bilden zusammen mit membrangebundenen Hydroxylasen, Epoxygenasen (Shanklin und
Cahoon, 1998) und Konjugasen (Cahoon et al., 1999; Cahoon et al., 2001; Hornung et al.,
2002; Iwabuchi et al., 2003) eine multifunktionelle Enzymgruppe. Die Enzyme dieser Gruppe
werden durch drei konservierte histidinreiche Motive charakterisiert, die zwei Eisenatome
koordinieren (Fox et al., 2004) und so das katalytische Zentrum bilden (Shanklin und Cahoon,
1998; Sperling et al., 2003). Die Histidin-Boxen zeigen nur wenige Variationen;
normalerweise bestehen sie aus insgesamt acht Histidinen und sind fiir die Funktion der
Enzyme wesentlich (Shanklin et al., 1994). Manche Desaturasen zeigen in der dritten
Histidin-Box einen Austausch des ersten Histidins gegen ein Glutamin (Napier et al., 1997;
Sayanova et al., 1997).

Im Gegensatz zu l6slichen Desaturasen, deren Struktur rontgenkristallographisch
aufgeklart wurde (Lindqvist et al., 1996), und fiir die Struktur-Funktionsanalysen
durchgefiihrt wurden (Cahoon et al., 1997; Shanklin et al., 1997), gibt es entsprechende Daten
flir membrangebundene Desaturasen nicht. Das Fehlen struktureller Informationen fiir
membrangebundene Desaturasen ist vor allem bedeutend, weil gerade diese Enzyme eine
ungleich groflere Variabilitdt verschiedener Spezifitdten aufweisen als 16sliche Desaturasen.
Strukturelle Aussagen iiber membrangebundene Desaturasen beruhen auf Mutagenesestudien
und biochemischen Topologie- und Hydropathieanalysen (Prasad et al., 1980; Stukey et al.,
1990; Diaz et al., 2002a; Man et al., 2006). Die Ergebnisse fiihrten zu einem Topologie-
modell membrangebundener Desaturasen (Abb.6). Das Modell ordnet den Desaturasen vier

transmembrane und zwei membranperiphere Doménen zu, wobei sich sowohl N- und C-
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Termini als auch die Histidin-Boxen auf der cytosolischen Seite bzw. der dem plastiddren

Stroma der Membran zugewandten Seite anordnen (Abb. 6).

Cytosol

ER-Membran

Lumen

Abb. 6. Topologie-Modell membrangebundener Desaturasen. Als Beispiel wurde eine mit
Cytochrom bs-fusionierte Desaturase des ER dargestellt. Das typische HPGG-Motiv des Cytochroms
bs und die drei Histidin-Boxen, die die zwei Eisenatome koordinieren, orientieren sich in diesem
Modell zum Cytosol. Transmembrandomdnen und membranperiphere Bereiche sind durch Zylinder
angedeutet.

Die Substratspezifititen von Desaturasen scheinen sich nach der Fettsdurelédnge
und/oder der Anzahl der bereits vorhandenen Doppelbindungen zu richten. Je nach
betrachtetem Enzym kann eine Doppelbindung entweder neu, oder zwischen der
Carboxylgruppe und einer bereits vorhandenen Doppelbindung eingefiigt werden. Alternativ
wird sie zwischen einer vorhandenen Doppelbindung und der Methylgruppe, dem Ende der
Fettsdurekette eingefiigt. Des weiteren fiigen manche Enzyme nur dann eine Doppelbindung
ein, wenn bereits eine solche als Referenz vorhanden ist (Heinz, 1993). Auch die Lénge der
Fettsdure (Heinz, 1993) und die Kopfgruppe des Glycerolipids an die die Fettsdure gebunden
ist, spielen eine Rolle. Modelle, um die verschiedenen mdglichen Regiospezifititen zu
beschreiben, wurden von (Meesapyodsuk et al., 2000) vorgeschlagen und sind in Abb. 7
dargestellt.

Nicht alle Desaturasen zeigen nur eine distinkte Regiospezifitit oder
Substratspezifitit. So wurden bereits eine Reihe von Desaturasen isoliert, die als bifunktionale
Enzyme charakterisiert werden konnten. Beispiele dafiir umfassen die Oleat 12-

Hydroxylase/Desaturase aus Lesquerella fendleri (Broun et al., 1998), die A6-
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Acetylenase/Desaturase aus dem Moos Ceratodon purpureus (Sperling et al., 2000), die
A5/A6-Desaturase aus dem Fisch Danio rerio (Hastings et al., 2001), die A12/w3-Desaturasen
aus den Ascomyceten Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum und Magnaporthe
grisea (Damude et al., 2006) und die A12/A15-Desaturase aus Acanthamoeba castellanii

(Sayanova et al., 2006a).
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Abb. 7. Modell verschiedener Regiospezifititen von Desaturasen. Desaturasen mit A* und ®-x-
Regiospezifitit orientieren sich nach dem Abstand zum Carboxyl- oder Methylende der Fettsdure, um
die Position der einzufiihrenden Doppelbindung zu determinieren. v-x und v+x Desaturasen hingegen
orientieren sich an schon vorhandenen Doppelbindungen und messen entweder den Abstand zum
Carboxyl- oder zum Methylende der Fettsdurekette, wobei v die Position der bereits vorhandenen
Doppelbindung angibt, (nach Meesapyodsuk et al., 2000).

Desaturasen, die N-terminale Cytochrom bs-Fusionsproteine darstellen und eine
Doppelbindung zwischen eine bereits vorhandene Doppelbindung und die Carboxylgruppe
mit entweder einer A4-, A5-, A6- oder A8-Regiospezifitit in die Fettsdure einfiigen, werden
als ,,Front-End“-Desaturasen bezeichnet (Napier et al., 1997). Alle bisher beschriebenen
Desaturasen dieses Typs weisen die bereits erwéhnte Histidin/Glutamat Substitution in der
dritten Histidin-Box auf. Alle bisher klonierten Desaturasen, die in tierischen oder

pflanzlichen Organismen bzw. in Mikroorganismen an der VLCPUFA-Biosynthese beteiligt
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sind, konnten diesem Desaturasetyp zugeordnet werden. Nicht alle ,,Front-End‘““-Desaturasen
sind allerdings in die VLCPUFA-Synthese eingebunden, und auch Sphingolipid-Desaturasen
gehoren zu den “Front-End“-Desaturasen. Datenbankvergleiche zeigen, da3 die Sphingolipid-
Desaturasen wahrscheinlich evolutionédr von den A6-Desaturasen abstammen (Sperling et al.,
1998; Libisch et al., 2000), so dall dhnliche Merkmale sich durch die verwandtschaftliche

Beziehung erkliren.

1.6.4 Die Substratdichotomie der Desaturasen

Membrangebundene Desaturasen lassen sich hinsichtlich ihrer Spezifitdt gegeniiber
dem Acyltrdger, an den das Substrat gebunden vorliegt, in Acyl-Lipid und Acyl-CoA-
spezifische Desaturasen einteilen. Diese Unterscheidung wird als Substratdichotomie der
Desaturasen  bezeichnet. Die  Mehrzahl der charakterisierten = ER-lokalisierten
membrangebundenen Desaturasen aus pflanzlichen Organismen, einigen Pilzen und Bakterien
bevorzugen Fettsduren, die an der sn-2-Position von Phospholipiden gebunden sind. Hier
werden insbesondere jene umgesetzt, die an PtdCho gebunden sind umgesetzt (Galle-Le
Bastard et al., 2000; Domergue et al., 2003). Fiir die A6-Desaturase der Thylakoidmembranen
aus Cyanobakterien (Wada und Murata, 1998) und die thylakoidassoziierte FADS (Fatty Acid
Desaturase 5) aus Arabidopsis (Heilmann et al., 2004b) konnte gezeigt werden, da} diese
Desaturasen eine Priferenz fiir in MGDG veresterte Fettsduren aber keine Priaferenz fiir eine
bestimmte sn-Position haben. Fiir Desaturasen aus Tieren hingegen wird angenommen, daf}
sie Fettsduren umsetzen, die an CoA gebunden sind, umsetzen (Okayasu et al., 1981; Tocher
et al., 1998)

Bis vor kurzem konnte die CoA-abhédngige Desaturierung von Fettsduren nur in der
Biéckerhefe und in tierischen Organismen nachgewiesen werden. Domergue et al. (2005)
beschrieben jedoch eine A6-Desaturase aus der Mikroalge O. tauri, die ebenfalls bevorzugt
CoA-gebundene Fettsduren umsetzt. Bisher war eine Spezifitdt flir aktivierte Fettsduren bei
pflanzlichen Desaturasen nur fiir die loslichen chloroplastididren Stearoyl-ACP-Desaturasen
beschrieben worden, die Fettsduren gebunden an ACP oder an CoA akzeptieren (Sperling et
al., 2003). Da die Desaturasesequenz aus O. tauri nur geringe Ahnlichkeit zu bereits
charakterisierten Desaturasen aufwies, ist die strukturelle Ursache fiir diese besondere

biochemische Spezifitidt noch unbekannt.
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1.7 Status der VLCPUFA-Produktion in Pflanzen

Die bisher beschriebenen Charakterisierungen einzelner Enzyme wurden meist im
Rahmen der biotechnologischen Herstellung von VLCPUFAs in transgenen Organismen
durchgefiihrt. Wie in Abb. 4 dargestellt, bendtigt die Synthese von AA und EPA die
sukzessive Aktivitit einer A6-Desaturase, einer A6-Elongase und einer AS5-Desaturase. Die
aus zahlreichen Organismen wie Pilzen, Moosen und Mikrolagen isolierten Desaturasen und
Elongasen mit geeigneten Regiospezifititen wurden einzeln und auch schon in Kombination
im heterologen System Hefe auf ihre zu erwartende Aktivitit in eukaryotischen Organismen
tiberpriift. Tests in den Modellpflanzen Arabidopsis thaliana (Qi et al., 2004; Sayanova et al.,
2006b) oder in Olsaaten wie Lein (Linum usitatissimum; Abbadi et al., 2004), Soja (Glycine
max, Kinney, 2004) oder Brassica juncea (Wu et al., 2005) resultierten in der Akkumulation
von AA und EPA, allerdings in sehr unterschiedlichen Mengen (Graham et al., 2007; Napier,
2007).

Relevant fiir diese Arbeit waren vor allem zwei transgene Ansdtze zur Produktion von
VLCPUFAs in Pflanzen: Im ersten Ansatz wurde der sogenannte alternative A8-Syntheseweg
fiir die VLCPUFA-Biosynthese erfolgreich in Arabidopsis Blattern getestet (Qi et al., 2004;
vgl. Abb. 8 A). Dieser Syntheseweg basiert auf der Reaktionskette einer A9-Elongase aus der
Mikroalge Isochrysis galbana (Qi et al., 2002), einer A8-Desaturase aus der Mikroalge
Euglena gracilis (Wallis und Browse, 1999) und einer AS5-Desaturase aus dem Pilz
Mortierella alpina (Michaelson et al., 1998a). Durch die Aktivitit der A9-Elongase wurden
18:2%% und/oder 18:3*>'*" im Acyl-CoA-Pool in 20:2*''* und/oder 20:3%!"1417
umgewandelt, welche anschlieBend durch lipidabhdngige A8- und A5-Desaturierung entweder
zu AA bzw. EPA umgewandelt wurden (Abb. 8 A). Letztendlich akkumulierte EPA bis zu
~3 % des Gesamtfettsduregehaltes in den Bléttern der transgenen Pflanzen (Qi et al., 2004).
Problematisch war jedoch, daB Arabidopsis-Blitter kein Ol speichern und hier die Fettsiuren
direkt als Membranbausteine verarbeitet wurden, anstatt wie im Samen in Form von TAG
gespeichert zu werden. In einem analogen Versuch von (Sayanova et al., 2006b) wurde ein
weiteres Problem deutlich: Die Analyse des Acyl-CoA und des Lipid-Pools zeigte, daB3 die
A9-Elongationsprodukte 20:2*'"""* und 20:3*'"'*!7 zu groBen Mengen im Acyl-CoA-Pool der
transgenen Pflanzen akkumulierten und bis zu 40 % der im Acyl-CoA-Pool detektierbaren
Fettsduren ausmachten, aber nur zu 8 % der VLCPUFAs als lipidgebundene Fettsduren in
Erscheinung traten (Sayanova et al., 2006b). Es wurde daher vermutet, dal die endogene
LPCAT aus Arabidopsis (sieche 1.4) die fremden Fettsduren nicht als Substrat akzeptiert und
nicht vom Ort der Elongation, dem Acyl-CoA-Pool, an den Ort der Desaturierung, den
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PtdCho-Pool, transportiert (Sayanova et al., 2006b). Diese Elongationsprodukte standen also
der weiteren Desaturierung nicht zur Verfligung, wodurch die Effizienz des Biosynthesewegs
stark vermindert wurde.

Im zweiten Ansatz konnte der A6-Desaturierungsweg durch die Cotransformation der
A6- und der A5-Desaturase aus der Diatomee Phaeodactylum tricornutum (PtA6 und PtAS;
Domergue et al., 2002) zusammen mit der A6-Elongase aus P. patens (PSEIl; Zank et al.,
2002), in Leinsamen etabliert werden (Abb. 8 B). In den Samen dieser transgenen Pflanzen
wurde zunéchst die an der A6-Position desaturierte C18-VLCPUFA 18:4**'>!* bis zu 30 %
der Gesamtfettsduren gebildet, es akkumulierte aber dennoch nur ungefihr 1 % EPA im
Samendl. Die vergleichende Analyse von Acyl-CoA- und Lipid-Pool der transgenen Pflanzen
zeigte, dal} sich die A6-desaturierten Produkte der PtA6 entweder in den Membranlipiden und
vor allem in PtdCho anreicherten, oder direkt in TAGs eingebaut wurden; im Acyl-CoA-Pool
waren diese A6-desaturierten Fettsduren kaum detektierbar, so dal} sie fiir die weiteren
enzymatischen Schritte der VLCPUFA-Synthese nicht mehr zur Verfligung standen. Durch
diese Analysen wurde deutlich, da3 die Produktion von VLCPUFAs nicht nur die Aktivitét
von Desaturasen und Elongasen erfordert, sondern auch die Aktivitit von spezifischen
LPCATs. Die Synthesewege der lipidabhingigen Desaturierung benétigt demnach den Hin-
und Riicktransport von C18 Fettsduren mit A6-Doppelbindung durch LPCATSs, und diese
Reaktionen wurden in beiden beschriebenen Ansdtzen als limitierende Faktoren erkannt
(Abb. 8 A und B). Die unterschiedlichen Priferenzen verschiedener Enzyme der Fettsdure-
biosynthesese fiir Lipid- oder CoA-gebundene Substrate fiihrt wegen der fiir VLCPUFAs
ungeeigneten Substratspezifititen der endogenen LPCATs zu einem Engpall der VLCPUFA-
Biosynthese, die in bisherigen Studien die VLCPUFA-Akkumulation in transgenen Pflanzen
limitiert hat (Abbadi et al., 2004).
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Abb. 8. Verschiedene Strategien fiir die Produktion von VLCPUFAs in Pflanzen. (A)
Biosynthese von VLCPUFAs in Arabidopsis-Blittern durch den alternativen lipidabhingigen AS8-
Desaturierungsweg (Qi et al., 2004). (B) Lipidabhéngiger A6-Desaturierungsweg in Leinsamen. Beide
Synthesewege sind abhéngig von der Reaktion einer LPCAT (Abbadi et al., 2004) (C) Alternativer
Acyl-CoA-abhingiger VLCPUFA-Biosyntheseweg. Sowohl Elongation als auch Desaturierung finden
im Acyl-CoA-Pool statt. Die grau hinterlegte Flidche stellt die ER-Membran dar. PC,
Phosphatidylcholin; CoA, Coenzym A; Des, Desaturase; Elo, Elongase; LPCAT, Acyl-CoA:Lyso-
phosphatidylcholin-Acyltransferase, (nach Abbadi et al., 2004).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorgelegten Arbeit war die Optimierung des VLCPUFA-Biosynthesewegs
durch die gentechnische Etablierung eines koordinierten, ausschlieBlich Acyl-CoA-
abhingigen Stoffwechselweges, der sich aus geeigneten Enzymen von Mikroalgen
zusammensetzen sollte. Durch die Verlagerung aller Reaktionen in den Acyl-CoA-Pool sollte
die mehrfache limitierende Transesterifizierung von Fettsdureintermediaten zwischen
Membranlipid- und Acyl-CoA-Pool bei der VLCPUFA-Synthese vermieden werden (siche
Abb. 8 C).

Im ersten Schritt sollten die ausgewihlten Spenderalgen O. tauri und Mantoniella
squamata auf ihre endogenen VLCPUFA-Biosynthesewege untersucht werden, um
auszuschlieBen, daf die Synthese der VLCPUFAs, wie bei vielen anderen Mikroorganismen,
tiber einen PKS-abhdngigen Syntheseweg katalysiert wird. Die Identifizierung
charakteristischer Elongations- oder Desaturierungsintermediate in den Lipiden und im Acyl-
CoA-Pool der Algen wies auf den gewiinschten VLCPUFA-Biosyntheseweg hin, so daf} diese
Algen als Genspender fiir neue ,,Front-End*“-Desaturasen mit mutmaBlicher Priaferenz fiir die
Acyl-CoA-abhéngige Desaturierung genutzt werden konnten.

Nach dieser Charakterisierung hinsichtlich der Fettsdurezusammensetzung sollten Gene,
die fiir ,,Front-End“-Desaturasen kodieren, aus O. tauri und M. squamata isoliert und
anschlieend in Hefe funktional charakterisiert werden. Durch umfassende Lipidanalysen
nach Expression der neu isolierten Desaturasen sollte getestet werden, ob diese Acyl-CoAs
oder lipidgebundene Fettsduren bevorzugen.

Die einzeln getesteten Desaturasen sollten dann in Kombination mit Elongasen
heterolog in Hefe exprimiert werden, um das metabolische Zusammenspiel der Enzyme zu
testen. Um einen vollstindigen CoA-Pool-spezifischen VLCPUFA-Syntheseweg bis hin zu
EPA in Hefe zu etablieren, stand bereits die A6-Elongase aus P. patens zur Verfiigung (Zank
et al., 2002). Die Expression in Hefe sollte die Effizienz des neu etablierten Acyl-CoA-
abhingigen Stoffwechselwegs liberpriifen.

Durch Erzeugung und Charakterisierung transgener Arabidopsis-Pflanzen, in denen der
neue Acyl-CoA-abhidngig VLCPUFA-Biosyntheseweg biotechnologisch etabliert wurde,
sollte schlieBlich in planta getestet werden, ob eine erfolgreiche Umgehung des LPCAT
Engpasses in Pflanzen etabliert wurde, und wie diese die VLCPUFA-Produktion beeinfluf3t.
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2. Material und Methoden

Fiir alle Methoden wurden sterilisierte Pipettenspitzen und Reaktionsgefdfle verwendet.

Alle Losungen wurden mit doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) angesetzt und, soweit nicht

anders beschrieben, durch Autoklavieren sterilisiert.

2.1 Geriate und Verbrauchsmaterial

ABI Prism 310 Genetic Analyser

Gefiltertes Meerwasser

Kieselgel-Diinnschichtplatten Si-60, 20 x 20 cm
Gel-Detektionssystem DIANA
Gel-Detektionssystem AIDA
Mini-PROTEAN"™3 Elektrophoreseapparatur
Thermocycler: Mastercycler personal

Zentrifugen: Biofuge pico

Kiihlzentrifuge 5810 R
Kiihlzentrifuge 5417 R
Gaschromatograph (GC)
Autoinjektor
GC-Massenspektrometrie (GC-MS)
High Performance Liquid Chrimatograohie (HPLC)
Phenyl-Hexyl-Séule (5 pm, 150mm x 2 mm)

Heizplatte

PE Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

Biologische Anstalt Helgoland,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Raytest, Straubenhardt, Deutschland
Raytest, Straubenhardt, Deutschland
Biorad, Hercules, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heraeus Sepatech, Osterode,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Agilent, Waldborn, Deutschland
Agilent, Waldborn, Deutschland
Agilent, Waldborn, Deutschland
Agilent, Waldborn, Deutschland
Phenomenex, Macclesfield,
CheshireUK

Camag, Muttenz, Schweiz
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2.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht separat erwdhnt, von den Firmen Sigma-Aldrich
(Miinchen, Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Organische
Losungsmittel, wie n-Hexan, Methanol, Ethanol, Isopropanol und Acetonitril wurden von

Acros (Geel, Belgien) oder Baker (Griesheim, Deutschland) bezogen.

2.3 Fettsiure- und Lipidstandards

Fettsduremethylester-Mix (F.A.M.E. Mix, C4-C24) Sigma, Miinchen, Deutschland

Menhadenol Sigma, Miinchen, Deutschland
Triheptadecanoensiure Sigma, Miinchen, Deutschland
Acyl-CoA-Standards Larodan, Malmo, Schweden
Phospholipidstandards Sigma, Miinchen, Deutschland
Fettsduren (Substrate) Cayman, Lorrach, Deutschland
2.4 Enzyme

2.4.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme EcoRI, Notl, Bglll, BamH], Nhel, Xbal, Ncol und Sacll wurden
von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) und die Restriktionsenzyme Agel,
AsiSI und SbHf1 von NewEngland Biolabs (Ipswich, UK) bezogen und nach Angaben des

Herstellers eingesetzt.

2.4.2 Sonstige Enzyme und Kits

DNAse 1 Fermentas, St. Leon-Rot

T4-DNA-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot

TaKaRa ExT aqTM Cambrex BioScience, Potsdam, Deutschland

ExpandTM High Fidelity PCR System Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Phusion™ DNA-Polymerase Finnzymes, Espoo, Finnland

Advantage 2" Polymerase Mix BD Bioscience Clontech, Heidelberg,
Deutschland
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Marathon™ ¢DNA Amplification Kit BD Bioscience Clontech, Heidelberg,

Deutschland

Macherey-Nagel NucleoSpin®Plasmid Kit ~ Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Extract Kit
pGEM®-T Ligations Kit

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Promega, Heidelberg, Deutschland

ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sequencing Ready Reaction Kit v1.1

Gateway”LR Clonase™ IT Enzym Mix Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.5 Vektoren

Klonierungsvektoren:

pGEM ®-T

pUC19-USP-OCS123

Hefeexpressionsvektoren:
pESC-LEU

pESC-TRP

pESC-URA

pESC-HIS

pYES2

pYES2/CT

Amp®  (Promega, Heidelberg, Deutschland) zur
Subklonierung von PCR-Produkten

Amp®, Verwendet zur Subklonierung von cDNAs, die in
den Pflanzentransformationsvektor kloniert werden
sollten. Enthilt drei verschiedene Polylinker zwischen
jeweils einem USP-Promotor (Bédumlein et al., 1991) und
einem OCS-Terminator (MacDonald et al., 1991). Diese
Dreier-Expressionskassette kann entweder mit Sacll oder
Shfl aus dem pUC-Derivat geschnitten werden.
(Modifiziert nach Abbadi et al., 2004; zur Verfiigung
gestellt durch Martin Fulda)

Amp®, Stratagene, Amsterdam, Niederlande
AmpR, Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Amp®, Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Amp", Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Amp®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

AmpR, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Pflanzen-Expressionsvektoren:

pCAMBIA3300

pCAMBIA3300-USP-Gateway

2.6 Organismen

2.6.1 Bakterienstimme

Fiir Klonierungen:

Zur Transformation von

Arabidopsis thaliana:

2.6.2 Hefe

Kan® in Bakterien, Glufosinat, ,Basta®“ (bar-Gen) in
Pflanzen unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors.
Der Vektor enthédlt doppelte Sacll- und Shfl-
Klonierungsstellen. (Modifiziert nach Abbadi et al.
(2004); zur Verfiigung gestellt durch Martin Fulda).

Kan® in Bakterien, Glufosinat, ,,Basta®* (bar-Gen) in
Pflanzen unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors.
Der Vektor enthélt zwei Erkennungssequenzen {iiber die
durch homologe Rekombination die gewiinschte cDNA,
in Leserichtung des USP-Promotors, in den Vektor
eingebracht wird. (Modifiziert und zur Verfligung
gestellt durch Dr. Ellen Hornung)

Escherichia coli XL1blue
Genotyp: endAl, hsdR17, supE44, thi-1, rec A1, gyr496,
relAl, lac, [F’, proAB, lacl'ZAl5, Tnl O(tetR)];

Stratagene, Amsterdam, Niederlande.

Agrobacterium tumefaciens pEHA105
pTiB0542AT-DNA Rif® (Hood et al., 1993).

Saccharomyces cerevisiae INVScl (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland); Genotyp

his3A1/his3AL, leu2/leu2, trp1-289/trp1-289, ura3-52/ura3-52.
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2.6.3 Algenstimme

Mantoniella squamata SAG 65.90 (Manton und Parke, 1960) wurde von der Sammlung von
Algenkulturen in Géttingen (SAG) bezogen.

Ostreococcus tauri, Stamm OTTHO0595-Genome wurde von der Roscoff Culture Collection

(RCC), Roscoff, Frankreich bezogen.

2.6.4 Pflanzen

Arabidopsis thaliana Columbia (Col 0)

2.7 Kulturmedien

2.7.1 Bakterienmedien

Fiir die Herstellung von Festmedien wurden jeweils 1,5 % Micro-Agar (Duchefa, Haarlem,

Niederlande) hinzugefigt.

Medien fiir E. coli:

LB-Medium (Luria und Bertani-Medium; (Raleigh et al., 1989)

LB-Medium enthielt 1 % (w/v) Pepton 0,5 % (w/v) Hefeextrakt und 1 % (w/v) NaCl. Der pH-
Wert wurde mit NaOH auf 7,5 eingestellt.

SOC-Medium (Hanahan, 1983)
SOC-Medium enthielt 0,2 % (w/v) Pepton 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,05 % (w/v) NaCl,
10 mM MgSOy4, 10 mM MgCl, und 0,4 % (w/v) Glukose. Die Glukose, MgSO4 und MgCl,

wurden als sterile Losungen nach dem Autoklavieren zugegeben.

Medien fiir A. tumefaciens:

YEB-Medium
YEB-Medium enthielt 0,5 % (w/v) Fleischextrakt, 0,1 % (w/v) Hefeextrakt, 0,1 % (w/v)
Pepton, 0,5 % (w/v) Saccharose und 5 mM MgSOQO, - 7 H,0.
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2.7.2 Hefemedien

Fiir die Herstellung von Festmedien wurden jeweils 2 % (w/v) Micro-Agar (Duchefa,

Haarlem, Niederlande) hinzugefiigt.

YPAD-Medium (Vollmedium):
YPAD-Medium enthielt 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefeextrakt und 2 % (w/v) Glukose.

SC-Medium (Selektionsmedium):

SC-Medium enthielt 0,17 % (w/v) Yeast nitrogen base w/o amino acids (Q-BIOgene,
Heidelberg, Deutschland), 0,5 % (w/v) (NH4),SO4, 0,2 % (w/v) Dropout-Puder und entweder
2 % (w/v) Glukose (Festmedium), 2 % (w/v) Raffinose (bei Vorkulturen) oder 2 % (w/v)
Galaktose (Expressionskulturen). Der entsprechende Zucker (sterilfiltriert) und das Drop-out-

Pulver wurden erst nach dem Autoklavieren zugegeben.

Drop-out-Pulver (-Leucin/-Tryptophan/-Uracil)

Adenin (Hemisulfat) 2g
L-Arginin (HCI) 2g
L-Histidin (HCI) 2g
L-Isoleucin 2g
L-Lysin (HCI) 2g
L-Methionin 2g
L-Phenylalanin 2g
L-Serin 2g
L-Threonin 2g
L-Tyrosin 2g
L-Valin 9¢g

Die Substanzen wurden vermischt und in einem Morser pulverisiert.
Je nach Selektionsbedingung wurden Leucin, Tryptophan und/oder Uracil separat in das

Drop-out-Pulver gemischt (je 2 g zu dem oben aufgelisteten Gemisch).

2.7.3 Algenmedien

M. squamata und O. tauri wurden in Brackwassermedium angezogen. Das Medium
enthielt 2 mM KNOs, 0,1 mM K;HPO4und 0,17 mM MgSO; - 4 H,O, 30 ml Erdextrakt, 5 ml
Spurenelementelosung, 450 ml ddH,O, 455ml gefiltertes Meerwasser und 5-10° g/l
Cyanocobalamin (Vitamin Bj;). Das Vitamin wurde dem Medium erst nach dem

Autoklavieren zugesetzt.
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Erdextrakt wurde aus Vorgartenerde durch Aufkochen mit Wasser hergestellt. Durch

dreimaliges Autoklavieren der mit Wasser versetzten Erde in einem Abstand von 24 h wurden

Bakterien und Pilzsporen abgetotet. Erdpartikel wurden durch Zentrifugation sedimentiert.

Der fliissige Uberstand, der Erdextrakt, wurde abgenommen, durch wiederholtes Filtrieren

von den restlichen Festbestandteilen befreit und bei 4 °C gelagert.

Spurenelementeldsung:

I Stocklosung (g/100ml) eingesetztes Volumen

ZnSO4 7 H,O 0,1 1 ml

MnSO4-4 H,O 0,1 2 ml

H3;BO; 0,2 5ml

Co(NOs),:6 H,O 0,02 5ml

NazMOO4'2 Hzo 0,02 5 ml

CuS04'5 H,O 0,0005 1 ml

ddH,O 881 ml
total 11

II

FeSO47 H,O 0,7

EDTA 0,8

ddH,O 100 ml

Das FeSO47 H,O wurde zusammen mit dem EDTA zunidchst als separate Losung (II)

angesetzt, um Prézipitate zu vermeiden. Nach dem Autoklavieren wurden Losungen I und II

vereinigt.

2.8 Medienzusiitze

Zusatz Losungsmittel
Carbenicillin H,O

Kanamycin H,O

Rifampicin Dimethylsulfoxid (DMSO)
IPTG H,O

X-Gal Dimethylformamid (DMF)

Stammldsung
100 mg/ml
50 mg/ml
50 mg/ml
0,1 M
2 % (W/v)

Die wiéBrigen Stammldsungen wurden sterilfiltriert.

Endkonzentration
100 mg/1
25 mg/l
50 mg/l
0,2 mM
0,004 %
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2.9 Wachstumsbedingungen der Pflanzen

Col-0 und transgene 4. thaliana-Pflanzen wurden in Friihstorfer Erde® Typ: EP Nr. 340,
Industrie Erdwerk Archut, Lauterbach-Wallenrod, Deutschland im Gewichshaus angezogen.
Die Licht-/ Dunkelphase betrug 16 h/8 h. Die Lufttemperatur wéahrend der Lichtperiode
betrug 20 - 22 °C und wihrend der Dunkelperiode 16 - 18 °C.

2.10 Priaparation von RNA und DNA aus biologischen Proben

2.10.1 Isolierung von RNA aus Algen

Total-RNA aus Algenmaterial wurde stets mit Trizol isoliert. Dazu wurden 2 - 200
mg Algenmaterial von drei bis vier Wochen alten M. squamata- oder O. tauri-Kulturen durch
Zentrifugation (3320 g, 10 min) bei 4 °C geerntet. Die Algensedimente wurden in fliissigem
N, unter Zugabe von 1 ml Trizol gemdrsert. Das entstandene Pulver wurde in ein 2 ml
Reaktionsgefal iiberfiihrt, aufgetaut und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte
eine Zentrifugation bei 20 000 g bei 4 °C fiir 10 min. Der Uberstand wurde abgenommen, mit
200 pl Chloroform versetzt und 15 sec mit der Hand ausgeschiittelt. Die Proben wurden 2 -
3 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut fiir 15 min zentrifugiert. Die wésserige
Oberphase wurde abgenommen, mit einem halben Probenvolumen Isopropanol und einem
halben Probenvolumen High Salt Precipitation Buffer (0,8 M NaCitrat, 1,2 M NaCl) versetzt,
durch Invertieren gemischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden
fiir 10min bei 20 000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der
Niederschlag wurde zweimal mit je 900 pl 75 %-igem Ethanol gewaschen und bei 1100 g und
4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Die RNA im Niederschlag wurde bei Raumtemperatur getrocknet

und in 10 - 20 pl ddH,O resuspendiert.

Trizol:

3,8 ml Roti-Phenol (in TE-Puffer dquilibriertes Phenol, pH 8; Roth, Karlsruhe, Deutschland)
2 ml 4 M Guanidiniumthiocyanat

1 ml 4 M Ammoniumthiocyanat

334 ul 3 M NaAcetat pH 5,0

500 ul Glycerin

ddH,0 auf 10 ml
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2.10.2 Isolierung von genomischer DNA aus Algen

Ergiebige M. squamata- oder O. tauri-Kulturen wurden fiir 10 min zentrifugiert
(3320 g, 10 min, bei 4 °C) und der Uberstand dekantiert. Das Algensediment wurde in 250 pl
CTAB/-Puffer (2% (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid, 100 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM
EDTA, pHS8, 1,4 M NaCl) mit 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol resuspendiert. Die Proben
wurden fiir 3 h bei 65 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit dem gleichen
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v) versetzt und ausgeschiittelt. Nach 3-
miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Gemisch zur Phasentrennung bei 1100 g
zentrifugiert. Die wélrige obere Phase wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl} iiberfiihrt
und mit 1/20 Probenvolumen auf 65 °C vorgewidrmter CTAB/NaCl-Lésung (10 % CTAB-
Puffer; 0,7 % (w/v) NaCl) versetzt und fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol und Mischen wurde die DNA gefillt. Die Proben
wurden bei 20 000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
gefillte DNA mit 100 pl 75 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach Entfernung des Ethanols
wurde die DNA bei Raumtemperatur getrocknet und in 30 bis 100 ul ddH,O gelost.

2.10.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Plasmid-DNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin“Plasmid Kits von
Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) und wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Eluiert wurde die Plasmid-DNA mit 50 ul ddH,O.

2.10.4 Reinigung und Préazipitation von DNA/RNA

Die Extraktion von DNA/RNA-haltigen Losungen mit Phenol-Chloroform (1:1, v/v)
diente der Entfernung von Proteinen. Dazu wurde die DNA-LOsung mit sterilem ddH,O auf
ein Volumen von 200 ul gebracht und mit einem Probenvolumen Phenol-Chloroform
gemischt. Durch Zentrifugation bei 16 000 g fiir 5 min wurden die wésserige und die
organische Phase voneinander getrennt. Die obere wisserige Phase wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und die Nukleinsduren durch Zugabe und Mischung von weiteren
200 pl Chloroform von Phenolresten gesdubert. Es folgte eine 5-miniitige Zentrifugation und
Uberfiihrung der Oberphase in ein neues ReaktionsgefdB. Zur Fillung der Nukleinsiduren
wurde der Uberstand mit 1/10 Probenvolumen 3 M Na-Acetat, pHS5,2, und
2,5 Probenvolumen 96 % (v/v) Ethanol versetzt und fiir 1 h auf Eis inkubiert. Nach der

Inkubation wurde die Losung fiir 10 min bei 16 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und das DNA- bzw. RNA-Niederschlag anschlieBend mit 250 pl 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen, im offenen Reaktionsgefdl bei 37 °C getrocknet und in sterilem ddH,O
gelost.

2.11 Elektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA

2.11.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

In Abhéngigkeit von der weiteren Verwendung der DNA-Fragmente wurden 0,8 -
2 %-ige Agarosegele fiir die horizontale Agarosegelelektrophorese verwendet. Als Gel- und
Laufpuffer diente 1x TEA-Puffer (40 mM Tris-Acetat, pH 8,3, 2 mM EDTA). Die DNA-
Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10 Probenvolumen Probenpuffer (50 % Glycerin,
0,2 g/ml Saccharose, 250 mM EDTA, 0.4 % Orange G) versetzt. Als GroBen- und
Mengenstandard wurden 2,5 pg des GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladders (Fermentas, St. Leon-
Rot, Deutschland) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 70 -
120 Volt durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Gele fir 5-15min in einem
Ethidiumbromidbad (10 pg/ml EtBr in ddH,O) inkubiert. Die DNA-Banden konnten dann
durch UV-Licht im Gel-Detektionssystem AIDA (Raytest, Straubenhardt, Deutschland)
sichtbar gemacht und dokumentiert werden (Programm DIANA).

2.11.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentrationen von DNA und RNA wurden anhand bekannter DNA-Mengen
als Standard in mit Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen abgeschitzt. Als GroBenstandard
wurde jeweils 0,5 ug GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder eingesetzt. Anhand des Vergleichs der
Helligkeit der Proben- und Markerbanden wurden Konzentrationen abgeschétzt. Im Fall von
RNA gab das Mengenverhiltnis von 28S rRNA zu 18S rRNA Auskunft iiber den Abbaugrad.
Um den Abbau der RNA wihrend des Laufes zu verhindern, wurden Kammer, Gelschlitten
und Kamm vor dem Gieen des Gels flir mindestens 30 min zur Inaktivierung von RNAsen in

1 % (w/v) SDS-Losung inkubiert.
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2.12 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.12.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der selektiven Vervielfdltigung von
DNA-Sequenzen. In diesem Verfahren wird doppelstringige DNA zunéchst thermisch
denaturiert, d.h. die beiden Stringe trennen sich voneinander, wenn die DNA auf mehr als
80 °C erhitzt wird. Mit Hilfe von hitzestabilen DNA-Polymerasen konnen Teile der
Einzelstrdnge repliziert werden. Voraussetzung fiir die Amplifikation sind zwei spezifische
oder auch degenerierte Oligonukleotide, die als Primer eingesetzt werden und an den Enden
der Zielsequenz liegen miissen. Die Primer werden ebenso wie ein Gemisch aus den vier
Desoxynukleotiden dem Reaktionsansatz im UberschuB3 zugesetzt. Sie lagern sich, wenn die
Temperatur sinkt, an komplementdre Sequenzen der denaturierten Matrizen-DNA an und
bilden so den Startpunkt zur Synthese des Gegenstrangs durch die DNA-Polymerase. Die
Thermostabilitdt der DNA-Polymerase erlaubt eine Automatisierung des PCR-Prozesses, da
das Enzym nicht nach jedem Denaturierungsschritt erneut zugesetzt werden mufl. Auf diese
Weise ist es moglich, den Reaktionsansatz Zyklen von Denaturierung, Primeranlagerung und
Doppelstrangsynthese immer wieder durchlaufen zu lassen. Die Anzahl der Kopien einer
Zielsequenz steigt dabei exponentiell an. Fiir analytische Zwecke wurde die Reaktion in 25 pl
und fiir préparative Zwecke in 50 pl Reaktionsvolumen durchgefiihrt. Im Thermocycler
durchlief der Reaktionsansatz vorprogrammierte Temperaturzyklen. Beispielhaft wird hier ein

Standard-Programm wiedergegeben:

1. 95°C 30 s (Denaturierung)

2. 95°C 30 s (Denaturierung)

3. Tam °C 30 s (Annealing, Anlagerung)

4. 72°C n s (Elongation) (ca. 1 min pro kb erwartetes Produkt)
Der Zyklus von 2. - 4. wurde 18 - 35mal wiederholt.

5. 72°C 3 -10 min

Tann 15t die Anlagerungs-(Annealing)-Temperatur der verwendeten Primer (ca. 3 °C unter der

Schmelztemperatur). Die Schmelztemperatur 148t sich folgendermaflen berechnen:
T [°C] = 69,3 + 0,41[%GC] — 650/n (wobei n = Anzahl der Nukleotide)

Durch Variationen der Anlagerungstemperatur, MgCl,-Konzentration und Zugabe von DMSO
(erniedrigt die Anlagerungstemperatur, Tan,) im Reaktionsansatz und Programmierung des

Thermocyclers ist eine Optimierung im Einzelfall moglich.
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2.12.2 cDNA-Synthese und Reverse Transkriptase-PCR

Die Methode der Reverse Transkriptase-PCR (Mullis und Faloona, 1987) dient der
Amplifikation von Sequenzabschnitten auf der Basis von mRNA. Bei dem hierfiir
notwendigen Enzym, der Reversen Transkriptase (RT), handelt es sich um eine RNA-
abhéngige DNA-Polymerase ohne zusitzliche Exonukleaseaktivitit. Sie synthetisiert auf der
Basis einer RNA-Matrize einen komplementiren copyDNA (cDNA)-Gegenstrang. Vor der
RT-Reaktion wurde die RNA mit RNAse-freier DNAse (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland; nach Angaben des Herstellers) behandelt. Fiir die Synthese von Einfach- und
Doppelstrang-cDNA wurde die AMV Reverse Transkriptase und der Second-Strand Enzyme
Cocktail, beides von BD Biosciences Clontech (Heidelberg, Deutschland) benutzt. Die
Synthese der Einfach- und Doppelstrang-cDNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Zur
Qualitédtskontrolle der RT-Reaktion wurde mit 0,5 pl der RT-Reaktionsansidzte eine PCR mit
Ubiquitin spezifischen Primern, Ubi-for und Ubi-rev, (siche Anhang) durchgefiihrt. Ubiquitin
ist ein hochkonserviertes Protein und wird von Polyubiquitingenen kodiert, die sich in ihren
GroBen unterscheiden. Die Langen der Ubiquitin-PCR-Banden auf dem Kontrollgel sind ein
Anzeichen fiir die Glite der RNA-Praparation und RT-PCR.

2.12.3 Kolonie-PCR

Mit Hilfe der Kolonie-PCR wurden transformierte Einzelklone mit spezifischen
Primern auf das Vorhandensein des gewiinschten DNA-Fragments {iberpriift.
Bakterienkolonien wurden mit sterilen Zahnstochern gepickt und in dem PCR-
Reaktionsansatz gelost. Zum Abtoten und AufschlieBen der Bakterien wurden der
eigentlichen Amplifikationsreaktion (sieche 2.12.1) 8 min bei 95 °C im PCR-Programm

vorangestellt.

2.12.4 5’-und 3’-RACE-PCR

Zur Amplifikation unbekannter Sequenzabschnitte eines Gens wurde der Marathon™
cDNA Amplification Kit verwendet. Dieser Kit bietet die Moglichkeit, sowohl 5’ als auch 3’-
Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) mit der selben cDNA-Matrize durchzufiihren.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Anweisungen des Herstellers. Als DNA-Polymerase wurde

der Advantage 2* Polymerase Mix verwendet.
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2.12.5 Fusions-PCR (Overlap-PCR)

Zur Herstellung von Hybridkonstrukten aus DNA-Fragmenten verschiedener Gene,
wurden die zu fusionierenden Fragmente zunichst unter Verwendung der Expand™ High
Fidelity Polymerase durch PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden so konstruiert,
daB die 3’-Enden komplementér zur amplifizierenden Sequenz waren und die 5’-Enden der
Primer eine Uberlappung mit der spiteren Fusionssequenz aufwiesen. Die DNA-Fragmente
wurden anschlieBend in entsprechender Kombination in der eigentlichen Fusions-PCR
eingesetzt. Die hierbei verwendeten Primer waren komplementir zu den jeweils &uBersten
Enden des synthetisierten Hybridgens. Die komplementiren Uberhiinge der einzelnen
Fragmente, aus denen ein Hybridgen konstruiert wurde, dienten in diesen Fusions-PCRs als

,,interne* Primer.

2.12.6 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung unbekannter DNA-Fragmente und die Kontrolle auf Korrektheit
von Nukleotidsequenzen erfolgte nach der Methode von (Sanger et al.,, 1977) an einem
Sequenzanalyse-Automaten (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser, Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde der ABI PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1 verwendet. Der Kit beruht auf der
Verwendung von Didesoxynukleotiden, die aufgrund ihrer fehlenden 3’-OH-Gruppe zum
Kettenabbruch bei der DNA-Polymerase-Reaktion fithren (,,Cycle Sequencing®). Die
Didesoxynukleotide sind hierbei mit einem basenspezifischen Fluoreszenzfarbstoff
konjugiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 200 - 300 ng DNA-Matrize, 1,5 pul BDT
Ready Reaction Mix, 1,5 ul half term-Puffer, 1 ul Sequenzierungsprimer (0,5 uM), und 5 pl
sterilem ddH,O zusammen. Das Temperaturprofil der Sequenzierungs-PCR: 1 min bei 96 °C
gefolgt von 25 Zyklen mit 5s bei 96 °C, 15 s bei 55 °C und 4 min bei 60 °C. Nach der
Sequenzierungs-PCR wurden die Ansédtze mit 2 pl 3 M Na-Acetat (pH 5), 2 pl 125 mM
EDTA und 50 pl Ethanol (96 %, v/v) gefillt und die DNA durch Zentrifugation (20 000g, 20
min) sedimentiert. Nach dem Waschen des DNA-Niederschlags mit 70 pl 70 % (v/v)-igem
Ethanol wurde die DNA bei 90 °C fiir 1 min getrocknet und in 15 pl deionisiertem Formamid

aufgenommen. Die Lagerung bis zur Analyse erfolgte bei -20 °C.
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2.13 Klonierungsmethoden

2.13.1 Restriktion von Plasmid-DNA und genomischer DNA

Restriktionsenzyme erkennen spezifisch palindromische Sequenzen in Doppelstrang-
DNA und schneiden, je nach Enzym, spezifisch in der Symmetrieachse, wobei so genannte
,blunt ends® entstehen, oder versetzt, wobei iiberhdngende 5°- oder 3’-Enden entstehen.
Plasmid-DNA wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen in den entsprechenden
Puffersystemen des Herstellers gespalten. Zum Restriktionsverdau wurden die Ansétze fiir 1 -

4 h bei 37 °C inkubiert.

2.13.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fragmente, die fiir Overlap-PCR (siehe 2.12.5) oder Ligationen (siche 2.13.4)
eingesetzt werden sollten, wurden aus Agarosegelen mit Hilfe des ,,NucleoSpin® Extract Kit*
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert.
Die Elution der DNA erfolgte mit 10 - 30 ul ddH,O. AnschlieBend wurde die Konzentration
der DNA in dem Eluat bestimmt (siche 2.11.2).

2.13.3 Behandlung von Plasmid-DNA mit Alkalischer Phosphatase

Die Behandlung von restringierten Plasmiden mit Alkalischer Phosphatase fiihrt zu
einer Dephosphorylierung der geschnittenen 5’-Phosphat-Enden der Plasmide. Dadurch lie3
sich eine Religation der Vektoren und somit die Isolierung falsch-positiver Klone vermeiden.
In dieser Arbeit wurde mit der Antarctic Alkalischen Phosphatase von New England Biolabs

(Ipswich, UK) nach Angaben des Herstellers gearbeitet.

2.13.4 Ligation

Die T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
benachbarten 5'-Phosphat und 3’-OH-Gruppen. Fiir die Konstruktion von rekombinanten
Plasmiden wurden in einem Gesamtvolumen von 10 pl die zu ligierende DNA, d.h. Vektor (5
- 10 ng) und DNA-Fragment in einem Verhiltnis von 1:10 mit 1 -5 Weiss u/ul T4-DNA-
Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und 1 ul 10x Ligasepuffer liber Nacht
bei 4 °C inkubiert.Handelte es sich bei dem DNA-Fragment um ein PCR-Produkt, wurde zur
Ligation das ,,pGEM® -T“-Vektor System I (Promega, Heidelberg, Deutschland) verwendet.
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2.14 Transformation von E. coli

Als Transformation bezeichnet man die Ubertragung von freier, 16slicher DNA auf
einen Empfingerorganismus. Bei der Transformation von Bakterien macht man sich die
Kompetenz, d.h. die natiirliche Aufnahmebereitschaft von Bakterien fliir Fremd-DNA,
zunutze. In der Regel ist die natiirliche Kompetenz nur gering, sie kann aber durch

Behandlung mit CaCl, und anschlieBende Hitzeeinwirkung gesteigert werden.

2.14.1 Priparation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Praparation kompetenter E. coli-Zellen wurde die Methode von (Inoue et al.,
1990) modifiziert. Diese Methode erzeugt kompetente Zellen mit hoher
Transformationseffizienz, die bei —80 °C lange Zeit gelagert werden konnen. Fiir die
Herstellung von kompetenten Zellen wurde der E. coli Stamm XL1blue verwendet.
5 ml LB-Medium wurden mit XL1blue angeimpft und {iber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Mit
dieser 5 ml Ubernachtkultur wurden 200 ml LB Medium (ODgg = 0,25 - 0,3) angeimpft und
bei 37 °C bis zu einer ODgyo von 0,6 - 0,7 angezogen. Hatte die Bakterienkultur diese OD
erreicht, wurden die Zellen auf 50 ml Reaktionsgefdle verteilt und durch Zentrifugation (3320
g, 10 min, 4 °C) geerntet. Der Uberstand wurde abgegossen und die Zellen auf Eis gestellt. Zu
den Zellen wurden jeweils 15 ml vorgekiihlter Transformationspuffer (10 mM PIPES, 15 mM
CaCl,, 250 mM KCI, pH 6,7, 55 mM MnCl,, sterilfiltriert) gegeben und die Zellen vorsichtig
resuspendiert. Die Suspensionen wurden flir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieend
wurden die Zellen bei 3220 g fiir 10 min, 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 4 ml Transformationspuffer und 300 pl DMSO resuspendiert und
weitere 5 - 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde aliquotiert (300 - 500 pl) und
sofort in fliissigem N, schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen erfolgte bei -

80 °C.

2.14.2 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Fiir jede Transformation von XL1blue-Zellen mit Plasmid-DNA wurde ein 100 pul
Aliquot kompetenter Zellen bendtigt. Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Dann
wurden entweder 10 pl eines Ligationsansatzes (sieche 2.13.4) oder 0,5 pul aus Bakterien
isolierte Plasmid-DNA (siche 2.10.3) zu den Zellen gegeben. Nach kurzem Mischen wurden
die Ansitze fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 30 s bei

42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt und fiir 1 min auf Eis gestellt. Es wurde 0,7 ml SOC-
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Medium zugegeben und die Ansitze zur Expression der Antibiotikaresistenz fiir 1 h bei 37 °C
in einem Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation, wurden die Transformationsansitze auf

LB-Agar mit entsprechendem Antibiotikum plattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

2.15 Transformation von A. tumefaciens

2.15.1 Priparation chemisch-kompetenter A. tumefaciens-Zellen

Fiir die Herstellung der kompetenten A. tumefaciens Bakterien wurden zunichst 5 ml
YEB-Medium angeimpft, bei 28 °C iiber Nacht inkubiert und am nichsten Tag 2 ml davon in
50 ml YEB-Medium verdiinnt. Die Zellen wurden bei 28 °C fiir weitere 5 h bis zu einer ODggo
von 0,5 kultiviert und danach bei 2 300 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Anschlieend
wurden die Zellen zweimal in 10 ml 0,15 M NaCl resuspendiert und jeweils bei 2 300 g und
4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Bakteriensediment
in 1 ml eiskaltem 75 mM CacCl, resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden in Aliquots zu
jeweils 200 pul in fliissigem N, schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bis zum Gebrauch bei

-80 °C.

2.15.2 Transformation kompetenter A. tumefaciens-Zellen

Fiir die Transformation von A. tumefaciens EHA105 (Hood et al., 1993) wurde
jeweils ein Aliquot von 200 ul kompetenten Zellen bendétigt. Die Zellen wurden in der Hand
aufgetaut, mit 5 pl aus Bakterien isolierter Plasmid-DNA vermischt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz fiir 2 min bei -80 °C eingefroren
und bei 37 °C wieder aufgetaut. Es wurde nun 1 ml YEB-Medium zugegeben, gemischt und
die Ansdtze wurden fiir 4h bei 28° unter Schiitteln (200 rpm) inkubiert. Die
Transformationsansidtze wurden anschlieBend auf YEB-Medium, welches zur Selektion
Kanamycin (Selektion des Vektors) und Rifampicin (Selektion der Agrobakterien) enthielt,
ausplattiert und fiir zwei Tage bei 28 °C inkubiert.

2.16 Transformation von S. cerevisiae

Um 16sliche Fremd-DNA in Hefezellen einschleusen zu koénnen, miissen deren

Membranen permeabel gemacht werden. Kompetente Hefen lassen sich im Labor mit Hilfe
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der Lithiumacetat-Methode (Ito et al., 1983) herstellen und durch Hitzeeinwirkung bei 42 °C

transformieren

2.16.1 Transformation chemisch-kompetenter Hefezellen (PEG-Methode)

Fir die Herstellung und anschlieBende Transformation chemisch kompetenter
Hefezellen wurden 2 ml YPAD-Medium mit dem Hefestamm INVScl angeimpft und {iber
Nacht bei 30 °C im Schiittler (200 rpm) inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden 50 ml
frisches YPAD-Medium mit der Vorkultur auf eine ODgpp von 0,3 angeimpft. Diese Kultur
wurde bis zum Erreichen einer ODgyy von 0,7 - 1,0 ebenfalls bei 30 °C auf einem Schiittler
(200 rpm) kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1 500 g fiir 3 min geerntet
und einmal mit 10 ml ddH,O gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 800 ul 0,1 M
LiAc in TE-Puffer (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8, sterilfiltriert) resuspendiert. Je
200 pl Aliquots wurden mit 1 — 3 pg Plasmid-DNA und 800 pl Transformationsmix (660 pl
50 %-iges PEG 4000, 85pul 1M LiAc, 85ul TE-Puffer, pH 8,0) gemischt. Die
Transformationsansdtze wurden fiir 30 min bei 30 °C inkubiert und anschliefend einem
Hitzeschock bei 42 °C fiir 25 min ausgesetzt. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation bei
4 500 g fiir 1 min sedimentiert und der Uberstand verworfen. Der Zellniederschlag wurde in

100 pl 0,9 % NaCl resuspendiert und auf entsprechendem SD-Selektionsmedium ausplattiert.

2.17 Transformation von Pflanzen

2.17.1 Transformation von A. thaliana durch A. tumefaciens

Pflanzentransformationen erfolgten durch 4. tumefaciens (Stamm EHA105)
vermittelten Gentransfer nach der ,,Flower-Dip“~-Methode von (Clough und Bent, 1998). Dazu
wurden die transformierten Agrobakterien in 400 ml YEB-Medium bei 28 °C unter Schiitteln
(200 rpm) bis zu einer ODgo von 0,8 angezogen, anschlieBend durch Zentrifugation bei 3 220
g und 4 °C fiir 20 min geerntet und in 200 ml einer 5 %-igen Saccharoseldsung resuspendiert.
Diese Suspension wurde fiir 20 - 30 min auf Eis inkubiert. Kurz vor der Arabidopsis-
Transformation wurde in die Zellsuspension 100 pl 0,05 %-iges (v/v) Silwet L-77 (OSI
Specialties, Danbury, CT, USA) gegeben. Die Bliitenstinde der zu transformierenden
Arabidopsis-Pflanzen wurden fiir ca. 5 - 8 s unter leichtem Schwenken in die vorbereitete

Agrobakterien-Suspension getaucht.
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2.18 Computergestiitzte Datenbankvergleiche, Sequenz- und Hydropathieanalysen

Die durch RACE-PCR neu isolierten Sequenzen wurden durch Sequenzvergleiche mit
im Internet 6ffentlich zugénglichen Sequenzdatenbanken ausgewertet. Die Sequenzvergleiche
erfolgten iiber Gendatenbanken von NCBI (National Center of Biotechnology Information)
mittels des BLAST-Algorithmus (Basic Local Alignment Tool; Altschul et al., 1997). Der
Paarweise Vergleich von Aminosduresequenzen erfolgte mit Hilfe des EMBOSS Pairwise
Alignment  Algorithms (Rice et al., 2000). Die Sequenzvergleiche mehrer
Aminosduresequenzen erfolgten durch das Programm MultAlin (Corpet, 1988)
http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).  Die  Darstellung  der
Sequenzvergleiche (Alignments) erfolgte durch Boxshade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/
software/BOX_form.html).

Die Computergestiitzten Hydropathieanalysen der membrangebundenen Desaturasen
wurden mit Hilfe des ProtScale-Programms (http://www.expasy.ch/tools/protscale.html)
durchgefiihrt. Vergleichende Topologie-Vorhersagen wurden durch die Programme TMHMM
(Krogh et al., 2001; http:/www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) und PredictProtein (Rost
et al., 2004; http://www.predictprotein.org/) durchgefiihrt.

Weitere genuzte Datenbanken oder online Programme:
iPSORT (Nakai und Horton, 1999)

Predotar V1.03 (Emanuelsson et al., 2000)

ChloroP 1.1 (Emanuelsson et al., 1999)

WOoLFPSORT (Horton et al., 2007)

2.19 Erzeugung der verwendeten cDNA-Klone

2.19.1 Isolierung und Klonierung von MsI und MslII aus Mantoniella squamata

Durch Sequenzierungen einer cDNA-Bank (AZAPII cDNA-Bank, Stratagene) von M.
squamata konnten Expressed Sequence Tag (EST)-Sequenzen identifiziert werden, die fiir
mogliche ,Front End"-Desaturasen kodieren. Die EST-Sequenzen wiesen eine
durchschnittliche Lange von 500 bp auf (Dr. Amine Abbadi, personliche Mitteilung). Diese
EST-Sequenzinformationen dienten als Ausgangspunkt fiir die Isolierung der vollstdndigen

Gensequenzen.
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Um die vollstindigen cDNA-Sequenzen zu isolieren, wurde die Rapid Amplification of
cDNA Ends (RACE)-Technik angewendet. Dazu wurden mit Hilfe des Marathon cDNA
amplification Kits 5 pul von M. squamata Total-RNA durch die Reverse Transkriptase-DNA-
Polymerase in ¢cDNA umgeschrieben und zu Adaptor-ligierter Doppelstrang-cDNA (ds-
cDNA) ligiert. Diese Adaptor-ligierte ds-cDNA diente als Matrize fiir die 5°- und 3’-RACE-
PCRs. Fiir die RACE-PCRs wurden von den bekannten EST-Sequenzen genspezifische
Primer abgeleitet. Die Primersequenzen fiir die EST-Sequenz Ms/ (spéter MsA6), MsI-5’-
RACE und MsI-3’-RACE, sowie fiir die EST-Sequenz MslII (spater MsA5), Msil-5’-RACE
und MslI-3’-RACE, sind im Anhang dargestellt. RACE-Amplifikationen wurden in 50 pl
Reaktionsansédtzen, mit 1 X Advantage2 DNA Polymerase Puffer, 1 ul Advantage 2 DNA
Polymerase, 0,2 mM je dNTP, 0,5 uM 5’-Primer oder 3’-Primer, 0,5 uM Adaptor-Primer 1
(siche Marathon cDNA amplification Kit) und 5 pl der Adaptor-ligierten ds-cDNA
durchgefiihrt. Das folgende PCR-Programm wurde verwendet: 30 s bei 94 °C, darauf folgten
5 Zyklen von 5 s bei 94 °C, 4 min bei 72 °C, dann 5 Zyklen von 5 s bei 94 °C, 4 min bei
70 °C und anschliefend 15 - 20 Zyklen von 5s bei 94 °C und 4 min bei 68 °C. Die PCR-
Produkte wurden elektrophoretisch getrennt, aus dem Agarosegel isoliert, iber Gelextraktion
aufgereinigt und anschlieBend in den Klonierungsvektor pGEM-T ligiert. Die klonierten
RACE-Produkte wurden sequenziert. Durch die neu erworbenen Sequenzinformationen,
konnten die in Frage kommenden Translationsinitiations-Codons und die Stopcodons der
beiden moglichen Desaturasesequenzen identifiziert werden. Diese Sequenzinformationen
wurden benutzt um Primer abzuleiten, die die Vollingen-cDNA umfafiten, und um die
vollstdndigen cDNA-Sequenzen zu amplifizieren. Die genspezifischen Primer Ms/-for/Msli-
rev und MslI-for/MslI-rev (Primersequenzen siche Anhang)wurden von den jeweiligen 5°-
und 3’-Enden der kodierenden Sequenzen abgeleitet und eingesetzt, um die vollstindigen
Gene zu amplifizieren. Die entstehenden Amplikons wurden in den pGEM-T-Vektor ligiert.
Zur Amplifikation der Vollingen-cDNAs wurde die Phusion"™ DNA-Polymerase und das
folgende PCR-Programm verwendet: 1 min bei 98 °C darauf folgten 25 Zyklen von 20 s bei
98°C, 30s bei 70°C und 45s bei 72°C, anschlieBend erfolgte ein terminaler

Extensionsschritt von 3 min bei 72 °C.

2.19.2 Klonierung von OtlII aus O. tauri

Der offene Leserahmen der moglichen Desaturasesequenz OtlI (Ot45) wurde mit der
Phusion™ DNA-Polymerase durch PCR von genomischer DNA als Matrize amplifiziert. Die

verwendeten Primer, Ot/l-for und Otll-rev, sind im Anhang dargestellt. Zur Amplifikation
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von Otll wurde das folgende PCR-Programm verwendet: 1 min bei 98 °C darauf folgten 10
Zyklen von 20 s bei 98 °C, 1 min bei 72 °C -0,1 °C pro Zyklus und 1 min bei 72 °C,
anschliefend folgten weitere 20 Zyklen von 20 s bei 98 °C, 1 min bei 70 °C - 0,3 °C pro
Zyklus und 1 min bei 72 °C. Das PCR-Produkt wurde in einem Agarosegel aufgetrennt, aus
dem Agarosegel isoliert (sieche 2.13.2), iiber Gelextraktion aufgereinigt und anschliefend in

den Klonierungsvektor pPGEM-T ligiert.

2.20 Strategien zur Klonierung rekombinanter Plasmide

2.20.1 Rekombinante Plasmide fiir die heterologe Expression von Ms/ und MsII in Hefe

Fiir die heterologe Charakterisierung der isolierten cDNA-Klone Msl, MslII (siche
2.18.1) und O#I (siehe 2.18.2) in Hefe, wurden die mutmaBlichen offenen Leserahmen von
Msl, MsI und OtIl in Hefeexpressionsvektoren kloniert. Durch PCR-Amplifikation der
mutmaBlichen offenen Leserahmen wurden mit Hilfe der verwendeten Primer eine
Translationsinitiationssequenz mit der Basenfolge ACATA (Donahue und Cigan, 1990) vor
die Startcodons eingefiihrt und zum anderen Restriktionsschnittstellen an die jeweiligen 5°-
und 3’-Enden der cDNA angefiigt. Die Translationsinitiationssequenz sollte eine optimale
Translation in Hefe ermdglichen. Die Sequenzen der verwendeten Primer, Ms/-for-Notl und
Msl-rev-Bglll, Msll-for-BamHI und Msll-rev-Nhel als auch Otll-for-Notl und Otll-rev-Bglll,
sind im Anhang dargestellt. In PCR-Reaktionen zur Amplifizierung vollstindiger cDNA-
Klone wurde die Phusion™ DNA-Polymerase verwendet. Das verwendete PCR-Programm
war: 1 min bei 98 °C darauf folgten 25 Zyklen von 20 s bei 98 °C, 30 s bei 70 °C und 45 s bei
72 °C, anschlieend erfolgte ein terminaler Extensionsschritt von 3 min bei 72 °C. Die PCR-
Produkte wurden aufgereinigt und in den pGEM-T-Vektor zwischenkloniert. Nach
Vermehrung der pGEM-T-Konstrukte in E. coli XLlblue wund anschlieBender
Plasmidisolation wurden die offenen Leserahmen von MsI, MsII und OtII mit Hilfe der
eingefiigten  Restriktionsschnittstellen aus den pGEM-T-Vektor herausgeschnitten,
aufgereinigt und in pESC-LEU bzw. pESC-TRP ligiert. Es entstanden die rekombinanten
Plasmide MsI-pESC-LEU, Ms/I-pESC-TRP und Ot/I-pESC-TRP.

Fiir vergleichende Charakterisierungen wurden die cDNAs der A6-Desaturasen Ot46
und P46 sowie der A5-Desaturase Pt45, in entsprechender Weise wie Msl und Msll bzw.

Otll, in die Hefeexpressionsvektoren kloniert. Die Sequenzen der verwendeten Primer, Ot46-
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for-Notl und OtA6-rev-Bglll, PtA6-for-Notl und PtA6-rev-Bglll als auch PtA5-for-Notl und
PtA5-rev-Bglll sind im Anhang dargestellt.

Fir die Coexpression der A6-Desaturasen mit einer A6-Elongasen, wurden die
Konstrukte MsA6-PSE1-pESC-LEU, Ot46-PSEI-pESC-LEU und Pt46-PSEI-pESC-LEU
erstellt. Die kodierende Sequenz der A6-Elongase PSEI aus Physcomitrella patens (Zank et
al., 2002) wurde mit Hilfe der PCR-Technik und der folgenden Primerkombination
modifiziert: PSE-for-BamHI und PSE-rev-Nhel. Die entsprechenden Primersequenzen sind
im Anhang dargestellt. Der modifizierte offene Leserahmen von PSE/ wurde in die jeweils
zweite vorhandene Klonierungsstelle des pESC-LEU-Vektors ligiert. Die cDNA-Sequenzen
von PSE1, PtA6 und PtA45, die hier als Ausgangsklone dienten, wurden mir freundlicherweise
von Silke Schlenczek zur Verfligung gestellt. Fiir die Coexpression der A5-Desaturasen mit
einer A5-Elongase wurde das Konstrukt OtELO2-pESC-URA erstellt. Die verwendete
Sequenz der A5-Elongase OtELO2 aus O. tauri (Meyer et al., 2004) wurde mit Hilfe der
PCR-Technik und der folgenden Primerkombination modifiziert: OtELO2-for-BamHI und
OtELO2-rev-Nhel. Die entsprechenden Primersequenzen sind im Anhang dargestellt. Der
modifizierte offene Leserahmen von OtELO2 wurde in die entsprechende Klonierungsstelle
des pESC-URA-Vektors ligiert.

Durch Transformation in E. coli XL1blue wurden die rekombinanten Plasmide
positiv selektiert und vervielfdltigt, um dann zur Transformation in Hefe (sieche 2.16.1)

eingesetzt zu werden. (Konstrukte siche Anhang)

2.20.2 Rekombinante Plasmide fiir die heterologe Expression von MsA6 und MsAS

zusammen mit PSE1 in Pflanzen

Als Ausgangspunkt zur Herstellung rekombinanter Plasmide fiir die Arabidopsis-
Transformation diente zundchst ein pUCI19-basierter Vektor. Durch verschiedene
Modifikationen enthielt dieses pUC19-Derivat eine Dreifachexpressionskassette, bestehend
aus drei USP-Promotoren (unbekanntes Samen Protein; Baumlein et al., 1991) drei OCS-
Terminationssequenzen  (MacDonald et al, 1991) und drei verschiedenen
Mehrfachklonierungsstellen zwischen je einem Promotor und einer korrespondierenden
Terminatorsequenz. Dieser so angepalite Vektor wurde pUC19-USP1230CS benannt. Die
offenen Leserahmen der verschiedenen Desaturasen und Elongasen wurden mit Hilfe der PCR
und entsprechenden Primern mit Restriktionsschnittstellen an die jeweiligen 5’- und 3’-Enden
der cDNA angefiigt. Durch PCR-Amplifikation der offenen Leserahmen der verschiedenen

Desaturasen und  Elongasen wurden mit Hilfe der verwendeten Primer
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Restriktionsschnittstellen an die jeweiligen 5°- und 3’-Enden der cDNAs angefiigt und nach
Restriktionsverdau in die entsprechenden Mehrfachklonierungsstellen des pUC19-
USP1230CS-Vektors ligiert. Die verwendeten Primersequenzen sind im Anhang dargestellt.
Die daraus resultierenden Expressionskassetten, die jeweils drei kodierende cDNAs unter der
Kontrolle des USP-Promotors und gekoppelt an jeweils eine Terminatorsequenz (OCS)
enthielten, wurden aus dem pUC19-USP1230CS-Vektor mit Hilfe der Restriktionsenzyme
Sbfl oder Sacl herausgeschnitten und in den bindren Pflanzentransformationsvektor
pCAMBIA3300 (siehe 2.5) ligiert. Die dadurch entstandenen Konstrukte waren MsA6-PSEI-
MsAS-pCAMBIA3300, OtA6-PSE1-OtAS-pCAMBIA3300 und  PtA6-PSEI-PtAS-
pCAMBIA3300 und wurden zur Transformation in chemisch kompetente Agrobacterium

tumefaciens-Zellen (sieche 2.15.1) eingesetzt.

2.20.3 cDNA-Konstrukte fiir den Domanenaustausch

Durch vergleichende Topologieanalysen bzw. Hydropathieanalysen (2.18) der
Desaturasen Anl und An2 konnten die jeweiligen Aminosduresequenzen in neun Doménen
(A-I) eingeteilt werden, die dann systematisch gegeneinander ausgetauscht wurden. Die
Domainenaustauschkonstrukte zwischen Anl und An2 wurden durch Fusions-PCRs (Horton
et al., 1989) hergestellt. Zuerst wurden die einzelnen Doménen A;-I; der Anl-
Desaturasesequenz durch PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer enthielten {iberlappende
Enden, die komplementédr zu den entsprechenden flankierenden Sequenzregionen der An2-
Desaturasesequenz waren und sind im Anhang dargestellt. Als Matrize diente ein Anl-
pGEM-T Klon (bereitgestellt von Dr. Ellen Hornung). Die entsprechenden Dominen der
An2-Desaturase wurden auf gleiche Weise hergestellt. Als Matrize diente ein An2-pGEM-T
Klon (bereitgestellt von Ellen Hornung). Die PCR-Amplifikationen wurden mit der Expand
High Fidelity Polymerase (Roche Diagnostics) und folgendem PCR-Programm durchgefiihrt:
2 min bei 94 °C, darauf folgten 10 Zyklen von 15 s bei 94 °C, 30 s bei 68 °C, 70 s bei 72 °C,
gefolgt von 20 Zyklen von 15 s bei 94 °C, 30 s bei 70 °C, und 70 s bei 72 °C; anschliefend
erfolgte ein terminaler Extensionsschritt von 5 min bei 72 °C. Die verwendeten Primer sind
im Anhang aufgelistet. In darauf folgenden PCR-Reaktionen wurden die amplifizierten
Sequenzfragmente fusioniert. Die Primer, die dazu verwendet wurden, waren An2for, An2rev,
Anlfor und Anlrev (Primersequenzen sieche Anhang), und es wurde das gleiche PCR-
Protokoll benutzt wie im ersten Schritt der Herstellung der Sequenzfragmente. Die

entstandenen Hybridgene wurden in den Subklonierungsvektor pGEM-T ligiert und nach
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Vermehrung in E. coli XL1blue als restringierte EcoRIl/Xhol-Fragmente in den Hefevektor
pYES2/CT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) kloniert.

2.20.4 Herstellung des rekombinanten Plasmides fiir die heterologe Expression von

Anl in Pflanzen

Das rekombinante Plasmid fiir die Arabidopsis-Transformation wurde mit Hilfe des
Gateway-Systems von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) konstruiert. Die Gateway-
Technologie basiert auf dem Rekombinationssystem des Bakteriophagen Lambda und erlaubt
einen gerichteten Austausch von cDNA-Klonen zwuschen verschiedenen Vektoren. Die Anl-
cDNA Sequenz wurde zunéchst als EcoRI/Notfl-Fragment in den Gateway Entry Vektor
pUCI18-Entry (modifiziert durch Dr. Ellen Hornung) subkloniert. Der Vektor pUC18-Entry
besitzt neben einer multiplen Klonierungsstelle zwei Rekombinationsstellen, die fiir die
Ubertragung der cDNA-Klone zwischen Donorvektor und Zielvektor erforderlich sind. Uber
homologe Rekombination mittels der sogenannten Clonase® bestehend aus einer Integrase
und einer Excisionase wurde die Anl-cDNA vom Donorvektor in den in den binéren
Pflanzentransformationsvektor pPCAMBIA3300-Gateway-Vektor (modifiziert durch Dr. Ellen
Hornung) iibertragen. Der Reaktionsansatz bestand aus ~100 ng des Donorvektors (pUC18-
Entry-Anl), ~200ng Zielvektor (pCAMBIA3300-Gateway-Vektor), 1 pul des Clonase-
Enzym-Mix und ad 8 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0) und wurde fiir die Reaktion fiir
1 h bei 25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul Proteinase K und 10-
miniitige Inkubation bei 37 °C gestoppt. Durch Transformation in E. coli XL1blue wurde das
Anl-pCAMBIA3300-Konstrukt positiv selektiert und vervielfiltigt und zur Transformation in

chemisch kompetente Agrobacterium tumefaciens-Zellen (siehe 2.15.1) eingesetzt.

2.21 Heterologe Expression verschiedener cDNA-Klone in S. cerevisiae

Die funktionale Charakterisierung der Desaturasen erfolgte durch heretrologe
Expression in Hefe. Der verwendete Hefestamm INVScl ist auxotroph fiir Histidin, Leucin,
Tryptophan und Uracil. Diese Auxotrophien wurden zur Selektion auf transgene Zellen, die
das gewlinschte Transgen gekoppelt an Auxotrophiemarker enthielten
(Hefeexpressionvektoren siehe 2.5), ausgenutzt. Die Klonierung der rekombinanten Plasmide
fiir die heterologe Expression ist unter 2.20.1 und 2.20.3 beschrieben. Die verwendeten
pESC- und pYES-Vektoren enthalten stromabwérts der klonierten cDNAs jeweils einen

Galaktose-induzierbaren Promotor, GALI oder GALI0O. Zur Expression von Transgenen
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wurden Vorkulturen mit den entsprechenden transformierten Hefeklonen angeimpft und in
2ml Selektionsmedium (siche 2.7.2 SC-Medien) fiir 24h bei 30 °C angezogen. Die
Expressionskulturen (siehe 2.7.2 SC-Medien) wurden dann mit der Vorkultur auf eine ODgq
von 0,3 angeimpft und bei Raumtemperatur (~22 °C) und 150 rpm fiir weitere 72 h auf einem
Schiittler kultiviert. Durch das Uberfiihren der Hefezellen in das Expressionsmedium mit
Galaktose wurde die Expression des Transgens induziert. Durch Applikation verschiedener
Fettsduren in das Expressionsmedium wurden den exprimierten Desaturasen ihre
Fettsduresubstrate zugefiihrt. Die freien Fettsduren werden von den Hefezellen {iber die
Membran aufgenommen. Allerdings ist die Aufnahme bei sehr langkettigen ungesittigten
Fettsduren durch die erhohte Polaritit erschwert. Um die verringerte Aufnahmeeffizienz zu
umgehen, wurde den Expressionskulturen als Detergenz Igepal CA 630 ('NP 40'; Fluka,
Miinchen, Deutschland) in einer finalen Konzentration von 1% zugesetzt. Diese
permeabilisiert die Zellmembran der Hefezellen und erleichterte die Fettsdureaufnahme in die
Zelle. Die Ernte der Hefezellen erfolgte durch Zentrifugation (5 min, 1500 g, bei 4°C) in
Glasreaktionsgefdlen. Der Zellniederschlag wurde zweimal mit sterilem ddH,O gewaschen
und anschlieBend in Lipid- (siche 2.22.1), Fettsdure- (siche 2.22.3) oder Acyl-CoA-
Extraktionen (siche 2.22.6) aufgearbeitet.

2.22 Lipidanalytik

2.22.1 Isolierung von Gesamtlipiden, Lipidklassen und Lipidunterklassen aus Hefe

Fir die Lipidanalysen wurden 50 ml Hefeexpressionskulturen geerntet. Die
geernteten Zellniederschldge wurden in 5 ml Chloroform/Methanol (1:2 v/v) homogenisiert
und fiir mindestens 4 h bei 4 °C geschiittelt. Durch Zentrifugation bei 1500 g, fiir 5 min bei
4 °C wurden die Zelliiberreste sedimentiert. Uberstinde wurden in neue Glasreaktionsgefifle
tiberfiihrt. Das Zellsediment wurde in einem zweiten Extraktionsschritt mit 5 ml
Chloroform/Methanol (2:1 v/v) fiir mindestens weitere 24 h geschiittelt und anschlieend wie
oben beschrieben von den Zellresten befreit. Die organischen Phasen wurden vereinigt und
unter stromendem N, getrocknet. Die getrockneten Gesamtlipide wurden in 1 ml Chloroform
gelost. Die Trennung der Lipidklassen, Neutrallipide und Phospholipide, erfolgte iiber
Kieselsdure-Sdulen (Bond Elut SI, 100 mg/ml; Varian) unter Verwendung entsprechender
organischer Losungsmittel. Dazu wurden die Kieselsdure -Sdulen mit 1 ml Chlorofom

dquilibriert und anschlieBend Gesamtlipidextrakte auf die Sdulen geladen. Die Elution der
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Neutrallipide erfolgte mit Chloroform. Phospholipide eluierten anschlieBend mit
Methanol/Essigsédure (9:1, v/v).

Die Isolation der Phospholipidunterklassen, PtdCho, PtdEtn, PtdIns/PtdSer und CL,
wurden durch  Auftrennung der  Phospholipidextrakte mit  Hilfe von
Diinnschichtchromatographie (DC) erreicht. Die Diinnschichtchromatographie wurde in 20 x
20 x 10 cm vertikalen Glaskammern mit 100 ml Laufmittel durchgefiihrt. Fiir die DC wurden
Kieselgelplatten (Feinheitsgrad 60 von Merck) verwendet. Als Laufmittel diente
Chloroform/Methanol/Essigsdure (65:25:8, v/v/v). Authentische Phospholipidstandards
dienten der Identifizierung der Phospholipide. Der Teil der Kieselgelplatte, auf den die
Lipidstandards aufgetragen wurden, wurde mit einem Glasschneider abgetrennt und angeférbt
durch Inkubation in einer CuSO4-Losung (10 g CuSO4 x 5 H,0; 0,8 % H3PO4 in 100 ml H,O)
und anschlieBendem Erhitzen der DC auf 180 °C (Camag TLC plate heater III) angefarbt.
Nach dem Abkiihlen wurden die Probenlipide von dem ungefiarbten Teil der DC-Platte
abgekratzt und das Pulver in ein Glasreaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Die Lipide wurden aus dem
Kieselsdurepulver mit 1 ml des Laufmittels herausgeldst und in ein neues Glasreaktionsgefal3
tiberfilhrt. Nach dem Eindampfen des Laufmittels unter N, konnten die

Phospholipidunterklassen zur Derivatisierung der Fettsduren eingesetzt werden.

2.22.2 Isolierung von Gesamtlipiden und Lipidunterklassen aus M. squamata und

Arabidopsis-Samen

0,5 mg Algenmaterial oder 10 mg Arabidopsis-Samen wurden fiir die Lipidanalyse
abgewogen und in 4 ml Chloroform/Methanol/Essigsdure (2:1:0,1 v/v/v) in einem
Glasreaktionsgefd3 homogenisiert. Zur Extraktion der Lipide wurde das Homogenisat bei
4°C fiir 24 h inkubiert. Zelltrimmer wurden 2 min bei 3000 g sedimentiert und der
Lipidiiberstand in ein neues Glasreaktionsgefaf tiberfiihrt. Um die restlichen Lipide aus den
Zelltrimmern zu extrahieren, wurden diese in 2 ml n-Hexan resuspendiert und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der n-Hexan-Extrakt wurde nach erneuter Zentrifugation von den
Zelltrimmern getrennt, mit dem ersten Lipidextrakt vereinigt und unter strdmenden Nj
getrocknet. Die getrockneten Lipide wurden dann in 200 pl Chloroform resuspendiert. Die
Trennung der Lipidklassen (TAG; PtdCho; PtdEtn; PtdIns/PtdSer) erfolgte durch DC. Die DC
und die Isolation der Lipide aus dem Kieselgel wurde unter gleichen Bedingungen wie unter

2.22.1 beschrieben durchgefiihrt.

52



Material und Methoden

2.22.3 Isolierung und Analyse von Fettsiuren aus Gesamtextrakten und isolierten

Lipiden

Die Derivatisierung von Gesamtfettsduren (freie und veresterte Fettsduren) in Algen
oder Hefekulturen zu Fettsduremethylestern erfolgte durch saure Methanolyse (Miquel und
Browse, 1992). Die Zellsedimente wurden in 0,5 M H,SO4 in Methanol mit 2 % (v/v)
Dimethoxypropan resuspendiert und fiir 1h bei 80°C inkubiert. Die entstandenen
Fettsduremethylester wurden mit 2 ml n-Hexan extrahiert und unter stromendem N
getrocknet. Fiir die gaschromatographische Analyse (siehe 2.22.5) wurden die
Fettsduremethylester in einem entsprechenden Volumen (5-—50pul) Acetonitril
aufgenommen.

Fettsduremethylester liber DC aufgereinigter Lipide (siehe 2.22.1 und 2.22.2) wurden
durch Transesterifizierung der an Lipiden veresterten Fettsduren mit 333 pl Toluol/Methanol
(1:2 v/v) und 167 pl 0,5 M NaOCH3; bei Raumtemperatur hergestellt (Hornung et al., 2002).
Die Fettsduremethylester wurden mit 500 pl NaCl, 50 pl 37 %-iger HCl und 2 ml n-Hexan
extrahiert. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels unter stromendem N, wurden die
Fettsduremethylester in 5 pl Acetonitril resuspendiert und gaschromatographisch analysiert

(siehe 2.22.5).

2.22.4 Isolierung von Fettsduren aus Arabidopsis-Samen

Fettsduremethylester aus  Arabidopsis-Einzelsamen wurden durch  Trans-
esterifizierung mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) (Butte et al., 1982) hergestellt. Dazu
wurden Einzelsamen in einer GC-Ampulle in 5 ul TMSH zerrieben. Die Transesterifizierung
erfolgte durch Inkubation bei Raumtemperatur, gleichzeitig verdampfte das TMSH und die
Fettsduremethylester wurden fiir die gaschromatographische Analyse (siche 2.22.5) in 5 ul

Acetonitril aufgenommen.

2.22.5 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie (GC)-Analyse wurde mit einem Agilent GC 6890 System,
das an einen Flammenionisationsdetektor (FID) gekoppelt ist, durchgefiihrt. Die benutzte
Kapillarsdule war eine Agilent 122-2332 DB-23 Séule mit den Maflen 30 m x 0,32 mm und
einer Schichtdicke von 0,5 um. Als Trigergas diente Helium mit einer FluBrate von
1 ml-min"'. Die Proben wurden bei einer Temperatur von 220 °C injiziert und der

Auftrennungsgradient der Fettsduremethylester war 150 °C fiir 1 min, auf 150 °C — 200 °C mit
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einer Rate von 15 °C min'l, auf 200 °C — 250 °C mit einer Rate von 2 °C min'l, und bei 250 °C
fiir 10 min. Fiir die Auswertung der Analysedaten wurde Hewlett-Packard ChemStation Rev.
A09.03 Software benutzt und die entsprechenden Fettsduremethylester mit Hilfe von
entsprechenden Fettsidurestandards oder iiber GC-MS identifiziert.

Die Identifizierung von Fettsduren erfolgte iiber GC-Massenspektroskopie (GC-MS)
der jeweiligen Fettsduremethylester mit einem GC 6890 System, das an einen Massendetektor
(5973 Mass Selective detector System, Agilent, Waldorf) gekoppelt war. Zur lonisierung der
Fettsduremethylester wurde eine Elektronenenergie von 70 eV benutzt; die Temperatur der
Tonenquelle betrug 230 °C und die GC-MS-Ubergangstemperatur 260 °C. Die Bestimmung

der Fettsduren erfolgte dann iiber die jeweiligen Massenionen.

2.22.6 Extraktion und Analyse von Acyl-CoAs

Die sehr sensitive Methode der Acyl-CoA-Messung wurde von (Larson und Graham,
2001) entwickelt. Fiir die Analyse von Acyl-CoA Thioestern aus Hefe wurden 20 ml
Hefeexpressionskulturen (2.21) bis zu einer ODgop von 1,5 — 2,0 angezogen und unter Zugabe
von 6 M Perchlorsdure durch Zentrifugation bei 1500 g, 4 °C fiir 5 min geerntet. Nach
zweimaligem Waschen der Zellsedimente wurden die Zellen mit 5 pl internem Standard
(17:0-CoA, 50 uM), 800 pl ddH,O und 3 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) versetzt und
durch Zugabe von Glasperlen (1,3 - 1,5 mm Durchmesser) und 20-miniitiges Schiitteln bei
4 °C mechanisch aufgebrochen. Nach Zugabe von je 1 ml Chloroform und ddH,O und
anschlieBendem Mischen fiir 60 s wurden die Proben zur Phasentrennung fiir 10 min bei 4 °C
und 3320 g zentrifugiert. Ober- und Unterphase wurden verworfen und die verbleibende
Interphase unter stromenden N, bei 40 °C (mit den Glasperlen) getrocknet. Die getrocknete
Interphase wurde in Acyl-CoA-Extraktionspuffer bestehend aus 1,2 ml Chloroform/Methanol
(1:2, v/v), 2 ml Isopopanol, 2 ml 50 mM KH,PO4, pH 7,2 , 50 ul Essigsdure, 80 pul Fettsdure
freien BSA (50 mg/ml) und 5 pl gesittigten (NH4)2SO4 durch 10 miniitiges Schiitteln geldst
und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 20 min inkubiert. Zelltrimmer wurden durch
Zentrifugation bei 3320 g fiir 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefaf tiberfiihrt und bei 50 °C unter N»-Strom getrocknet.

Die Derivatisierung der Adeninreste des Coenzyms A zu Etheno-Derivaten erfolgte
durch Inkubation der eingedampften Acyl-CoAs mit einem Chloroacetaldehyd-haltigen
Derivatisierungspuffer, bestehend aus einer 50 %-igen wélrigen Chloroacetaldehyd-Losung
(~7,9 M; Sigma, Miinchen, Deutschland) und 0,5 % (w/v) SDS. Der Puffer wurde mit 0,15 M
Citratpuffer auf einen pH von 4,0 eingestellt. Fiir die Derivatisierung der Acyl-CoA-Proben
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wurden 100 - 300 ul des Derivatisierungspuffers zu den Proben gegeben und diese fiir 20 min
bei 85 °C inkubiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bis zur Messung entweder bei 4 °C
oder bei lingerer Autbewahrung bei -80 °C.

Die Acyl-Etheno-Derivate wurden durch reversed-phased HPLC aufgetrennt. Als
Hauptsdule wurde eine LUNA 150 x 2.0 mm, mit 5 pm Phenyl-Hexyl Silicium Partikeln
beschichtet war. Als Vorsdule wurde eine 4 x 2 mm Phenyl-Propyl-Sdule (Phenomenex)
verwendet. Injiziert wurden 10 — 20 pl der Acyl-Etheno-Proben. Der Elutionsgradients setzte
sich aus verschiednen Laufmitteln (A, B, C und D) zusammen, die in unterschiedlicher
Zusammensetzung und FluBrate die Auftrennung und Elution der Acyl-Etheno-Derivate

bewirkten (Larson und Graham, 2001). Die Details des Gradienten sind unten dargestellt.

Laufmittel A: H,O/Essigsaure (100:1 v/v)

Laufmittel B: Acetonitril/H,O/Essigsdure (90:9:1 v/v/v)
Laufmittel C: H,0O/Triethylamin (100:0,25 v/v)
Laufmittel D: Acetonitril/H,O (90:10 v/v)

Gradient:

Zeit (min) A (%) B (%) C(%) D (%) FluBrate (ml/min)

0 90 10 0 0 0,4
5 20 80 0 0 0,4
5,1 20 0 80 0 0,4
7 0 0 97 3 0,2
10 0 0 95 5 0,2
10,1 0 0 95 5 0,2
50 0 0 55 45 0,2
51,1 0 0 0 100 0,4
52 0 0 0 100 0,4
62 0 0 0 100 0,4
62,1 90 10 0 0 0,4
65 90 10 0 0 0,4
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3. Ergebnisse

3.1 Optimierung der Biosynthese von VLCPUFAs durch Etablierung eines neuen

Stoffwechselweges

Mikrolagen gehdren zu den Priméarproduzenten von VLCPUFAs in der ozeanischen
Nahrungskette und sind daher mogliche Spenderorganismen fiir Gene, die fir VLCPUFA-
Biosyntheseenzyme kodieren. Da manche Vertreter der Mikroalgen weniger fiir die Isolierung
der gewlinschten Gene geeignet sind als andere, muliten zunichst Algen mit Eigenschaften

identifiziert werden, die eine Genisolierung erfolgversprechend erscheinen lieBen.

3.1.1 Auswahl der Spenderalgen zur Isolierung Acyl-CoA-abhiingiger Desaturasen

Um potentielle Spenderalgen zu identifizieren, die VLCPUFAs akkumulieren,
wurden verschiedene Algen auf ihre Fettsdurezusammensetzung untersucht. Im Laufe der
Arbeiten zur Fettsdureanalyse der Algen wurde eine Acyl-CoA-abhingige A6-Desaturase aus
der Mikrolage O. tauri beschrieben (Domergue et al., 2005). Da die Identifizierung einer an
der VLCPUFA-Biosynthese beteiligten Acyl-CoA-Desaturase, fiir das Vorhandensein auch
weiterer Desaturasen in O. tauri sprach, wurden filir diese Arbeit O. tauri und die nahe
verwandte Mikroalge M. squamata als Spenderorganismen ausgewdihlt. Beide Mikrolagen
werden phylogenetisch den Prasinophyceae zugeordnet, einer heterogenen Gruppe griiner
Flagellaten mit vorwiegend mariner Verbreitung.

Die Analyse der Fettsdurezusammensetzung von O. tauri und M. squamata machte
deutlich, dal die VLCPUFA-Anteile der Gesamtfettsduren in O. tauri mit 12 % und in
M. squamata mit iiber 20 %, substantiell sind (Abb. 9 A und B). Bemerkenswert ist, daf} in
O. tauri und M. squamata fast ausschlieBlich ©w3-VLCPUFA akkumulieren wihrend w6-
VLCPUFA nur einen geringen Anteil ausmachen. Das Verhéltnis von ®3- zu w6-Fettséduren
ist bei M. squamata 31 und bei O. tauri 14.

In einer detaillierteren Analyse wurden die Lipidzusammensetzung und die
Verteilung der @3-VLCPUFAs auf verschiedene Lipidklassen in M. squamata analysiert. Die
®3-VLCPUFAs hiduften sich vorwiegend in Phospholipiden und Neutrallipiden von M.
squmata an (Abb. 10 A und B). Desweiteren konnten Intermediate und Endprodukte der
VLCPUFA-Biosynthese im Acyl-CoA-Pool von M. squamata detektiert werden (Abb. 11), so
daf} ausgeschlossen werden konnte, dal3 M. squamata VLCPUFAs iiber den anaeroben PKS-

Weg synthetisiert. Aufgrund der publizierten (Domergue et al., 2005) und neugewonnenen
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Ergebnisse wurden O. tauri und M. squamata als erfolgsversprechende Kandidaten zur

Isolierung von Acyl-CoA-abhingigen Desaturasen verwendet.
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Abb. 9. Analyse der Fettsdurezusammensetzung von O. tauri und M. squamata. Die prozentualen
Anteile des Gesamtfettsduregehalts sind fiir Fettsduren mit Kettenldngen ab 18 Kohlenstoffatomen
dargestellt. (A) Fettsdurezusammensetzung von drei Wochen alten O. fauri-Kulturen, (B)
Fettsdurezusammensetzung von drei Wochen alten M. squamata-Kulturen. Die
Fettsdurezusammensetzung wurde durch GC-Analyse der Fettsduremethylester bestimmt. Die Daten
stellen Mittelwerte von drei bzw. sechs FEinzelmessungen dar. Fehlerbalken geben die

Standardabweichungen der Messungen an und sind zum Teil im Mafstab der Abbildung nicht
darstellbar.
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12+3%

29 £ 10 %

48 +8 %

40 + 9 %
66+ 4%

Abb. 10. Akkumulation von ®3-VLCPUFA in Phospholipiden und Neutrallipiden von M.
squamata. Die Verteilung von ©w3-VLCPUFA auf verschiedene Lipidklassen in M. squamata weist
auf eine bevorzugte Inkorporation in Phospholipide und Neutrallipide hin. (A) Anteile der
Lipidklassen an den Gesamtlipiden; (B) Anteile der ®3-VLCPUFA, die assoziiert mit den
verschiedenen Lipidklassen vorliegen. Die Daten sind Mittelwerte von drei Einzelmessungen =+
Standardabweichung. GL, Glykolipide; NL, Neutrallipide; PL, Phospholipide.
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Abb. 11. Detektion der Intermediate der VLCPUFA-Biosynthese im Acyl-CoA-Pool von M.
squamata-Kulturen. Die Identifizierung von Intermediaten und Endprodukten der VLCPUFA-
Biosynthese im Acyl-CoA-Pool von M. squamata weist auf einen CoA-abhingigen Syntheseweg hin.
Die Acyl-CoA-Extraktion erfolgte mit ca. sechs bisacht Wochen alten Algenkulturen. Die
Identifizierung der Acyl-CoAs erfolgte durch Retentionsvergleiche mit authentischen Standards und
durch anschlieBende GC-MS-Analyse. Die Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis. Die Messung
wurde zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.
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3.1.2 Vorarbeiten zur Identifizierung von cDNA-Klonen mutmaBlicher ,,Front End*“-

Desaturasen

Die Mikroalgen O. tauri und M. squamata wurden als Genspenderorganismen fiir
Acyl-CoA-abhingige Desaturasen ausgewéhlt. Das Genom von O. tauri wurde im August
2006 vervollstindigt (Derelle et al.,, 2006), und die Sequenzinformation war seitdem
Offentlich verfiigbar. Fiir die Alge M. squamata gibt es hingegen noch immer keine
genomische Information. Zur Identifizierung von Desaturasegenen aus M. squamata wurde
im Vorfeld dieser Arbeit eine Expressed Sequence Tag (EST)-Datenbank erstellt. Beim
Durchmustern dieser EST-Daten konnten zwei cDNA-Teilsequenzen mit Ahnlichkeit zu
»Front End"-Desaturasen (Napier et al., 1997) identifiziert werden, Msl und Msll. Diese
Teilsequenzen wurden mir von Dr. Amine Abbadi (Norddeutsche Pflanzenzucht, Hans-Georg
Lembke KG Hohenlieth, Holtsee) zur Verfiigung gestellt und dienten als Ausgangspunkt fiir

die Isolierung der vollstindigen Gensequenzen.

3.1.3 Isolierung mutmaBlich Acyl-CoA-abhiingiger Desaturasen aus M. squamata und

O. tauri

Basierend auf diesen ESTs wurde die fehlende Sequenzinformation der Ms/ und MsII
cDNAs mit Hilfe der 5°- und 3’-Rapid Amplifikation of cDNA Ends (RACE)-Technik mittels
korrekturlesender Polymerasen erhalten (siche 2.19.1). Die ermittelte 5’- und 3’-
Sequenzinformation beider cDNA-Klone wurde durch mehrfache Amplifikation und
Sequenzierung der vollstdndigen Klone bestitigt. Dall der Beginn der neu isolierten cDNA-
Klone tatsdchlich dem Transkriptionsstart entsprach, wurde durch 5’-RACE iiber die
mutmaBlichen Startcodons hinaus in den 5’-untranslatierten Bereich der jeweiligen Gene
bestitigt. Die dabei erhaltenen Sequenzen ergaben keine alternativen Startcodons. Vergleiche
mit den jeweiligen amplifizierten genomischen DNA-Sequenzen zeigten, da3 jene der cDNA
und der genomischen DNA-Sequenz identisch waren und somit in beiden Genen keine Introns
vorliegen. Die so identifizierten offenen Leserahmen von Ms/ und MslI hatten eine Lange von
1350 bp (Msl) bzw. von 1449 bp (MsII).

Der offene Leserahmen von Ms/ mit 1350 bp kodiert fiir ein Polypeptid von 449
Aminosduren. Sequenzvergleiche der abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigten, dall Msl
mit 66,5 % Identitit eine hohe Ubereinstimmung mit der Acyl-CoA-abhiingigen A6-
Desaturase =~ der  verwandten  Mikroalge  O. fauri  aufweist  (NCBI-Genbank
Identifikationsnummer: AY746357; (Domergue et al., 2005). Ebenfalls hohe Identititen

zeigten mit 64 % eine bisher nicht charakterisierte Teilsequenz der nahe verwandten

59



Ergebnisse

Mikroalge Ostreococcus lucimarinus CCE9901 (Prasinophyceae; Genbank
Identifikationsnummer: XM 001421036) und mit 42 % die A5-Desaturase der Mikroalge
Pavlova salina (Prymnesiophyceae; Genbank Identifikationsnummer: DQ995517; Zhou et al.,
2007). Der offene Leserahmen des zweiten Klons, Ms/l, kodierte mit 1449 bp fiir ein
Polypeptid von 482 Aminosduren. Sequenzvergleiche der abgeleiteten Aminosduresequenz
zeigten, daB MsIl mit 66 % Identitit eine hohe Ubereinstimmung mit einer nicht
charakterisierten mutmaBlichen A5-Desaturase von O. tauri aufweist (Genbank
Identifikationsnummer: CR954212). Ebenfalls hohe Identititen zeigte mit 64 % eine bislang
nicht  charakterisierte  Teilsequenz ~ von  O. lucimarinus ~ CCE9901  (Genbank
Identifikationsnummer: XM 001420818) und mit 51 % bzw. 32 % die A5-Desaturasen von
Physcomitrella patens (Genbank Identifikationsnummer: DS54492; Kaewsuwan et al., 2006)
und Marchantia polymorpha (Genbank Identifikationsnummer: AY583465; Kajikawa et al.,
2004). Aufgrund der Sequenzéhnlichkeit zu Msl/l wurde die mutmaBliche A5-Desaturase aus
O. tauri ebenfalls kloniert und der Klon vorerst Ot/I genannt. Da die Genomsequenzdaten von
O. tauri zu der mafB3geblichen Zeit schon verdffentlicht waren, konnte die Ot/l cDNA iiber
direkte PCR-Amplifikation kloniert werden (siehe 2.19.2). Der offene Leserahmen von Otl]
kodierte mit 1476 bp fiir ein Polypeptid von 491 Aminosduren.

Die Vergleiche der abgeleiteten Aminosduresequenzen von Msl, MsII und OtIl mit
dhnlichen Sequenzen aus Offentlichen Datenbanken sind in Abb. 12 A und B dargestellt.
Erkennbar sind die fiir ,,Front-End“-Desaturasen typischen konservierten Bereiche, wie die
drei Histidin-Boxen (schwarze Balken; Shanklin et al., 1994) des katalytischen Zentrums und
eine N-terminale Cytochrom bs-Fusionsdomine mit dem dafiir kennzeichnenden HPGG-
Sequenzmotiv (in Abb. 12 mit Sternchen gekennzeichnet; Sperling et al., 1995; Mitchell und
Martin, 1997; Napier et al., 1997; Napier et al., 1999). Die acht bzw. sieben Histidine des
katalytischen Zentrums koordinieren zwei Eisenatome als Redox-Einheit des katalytischen
Zentrums der Desaturasen und sind somit wesentlich fiir ihre enzymatische Aktivitit
(Shanklin und Cahoon, 1998). Ebenfalls typisch fiir ,Front-End“-Desaturasen ist die
Substitution des ersten Histidins der dritten Histidin-Box gegen Glutamin (in Abb. 12 mit
einem Pfeil gekennzeichnet). Sayanova et al. (2001) konnten zeigen, daB3 dieses Glutamin,
wie auch die sieben restlichen Histidine, eine Rolle in der katalytischen Aktivitit der
Desaturasen spielt und eine Deletion oder der Austausch gegen ein Histidin zum Verlust der

Enzymaktivitét fiihrt.
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Abb. 12. Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenzen von MsI, Msll und OtII mit nahe
verwandten Proteinsequenzen. Der Sequenzvergleich und die Darstellung erfolgte mit dem
Programm MultAlin (Corpet, 1988) und Boxshade 3.21. Die konservierten Aminosdurereste der
Cytochrom bs-Fusionsdoméne sind durch Sterne markiert. Die drei Histidin-Motive sind durch
schwarze Balken gekennzeichnet wobei die H zu Q Substitution in der dritten Histidin-Box durch
einen Pfeil gekennzeichnet ist. (A), Msl im Vergleich zu OtA6, der Teilsequenz einer mutmaBlichen
Desaturase von O. lucimarinus (Ol-putA6) und der A5-Desaturase von P. salina (PsA5). (B), MsIl im
Vergleich zu einer mutmaBlichen AS5-Desaturase von O. [lucimarinus CCE9901 (Ol-putAS), einer
mutmaBlichen A5-Desaturase von O. tauri (Otll), der A5-Desaturase von P. patens (PpAS,) und zu der
AS5-Desaturase von M. polymorpha (MpAS).
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3.1.4 Funktionale Charakterisierung der isolierten Klone durch heterologe

Expression in Hefe

Die funktionale Charakterisierung der moglichen Desaturasen erfolgte in vivo durch
heterologe Expression in Hefe (siche 2.21). Hefe stellt als eukaryotischer Organismus durch
das Vorhandensein von Endomembranen und den bendtigten Cofaktoren der
Desaturasereaktion ein geeignetes Expressionssystem dar, in dem Desaturasen auf ihre
Substratspezifitit getestet werden konnen. Zudem ist die Expression in Hefe eine etablierte
Plattform zur Charakterisierung solcher Enzyme (beispielhafte Referenzen dafiir sind
Michaelson et al., 1998a; Domergue et al., 2002; Whitney et al., 2003). Trotz der
Moglichkeit, da3 die heterologe Expression in Hefe nicht die in vivo Situation eines Enzyms
in seinem natlirlichen Kontext widerspiegelt (Heilmann et al.,, 2004a), kann die
Charakterisierung in Hefe doch das biochemische Potential eines Enzymes zeigen.

Der verwendete Hefestamm INVScl, ist eine Baickerhefe, die verschiedene
Auxotrophien aufweist, die als Selektionsmarker fiir die Transformation benutzt werden
konnen. Anders als die meisten Algen oder hoheren Pflanzen enthélt Hefe endogen nur
wenige verschiedene Fettsduren, nimlich 16:0, 16:1*%, 18:0 und 18:1%°, und in sehr geringen
Mengen 18:1%", die als Substrate fiir heterolog exprimierte mutmafliche Desaturasen dienen
konnen. Allerdings kénnen Hefezellen Fettsduren aus dem Kulturmedium aufnehmen, und
daher wurden den exprimierten mutmalBlichen Desaturasen definierte Fettsduresubstrate durch
Applikation zugefiihrt.

Fiir die heterologe Expression der mutmaBlichen Desaturasen Msl, MsII und Ot
wurden die cDNA-Klone in die Hefeexpressionsvektoren pESC-LEU oder pESC-TRP
kloniert. Als Kontrolle wurde bei jeder Expression der entsprechende Leervektor unter den
gleichen Bedingungen mitgefiihrt (Kontrollkulturen). Die Expression der Transgene wurde in
allen Féllen durch den GAL-Promotor kontrolliert, der durch die Zugabe von Galaktose
induziert werden kann. Die Klone Msl, MsIl, Otll und die entsprechenden Leervektoren
wurden zundchst einzeln in Hefe in der Gegenwart potenzieller Fettsduresubstrate exprimiert
und die Hefekulturen anschlieBend auf ihre Fettsdurezusammensetzung untersucht (siche
2.22.3). In den Kontrollkulturen konnten nur die hefeeigenen und die jeweils exogen
applizierte Fettsdure detektiert werden (Abb. 13 A). Nach der Expression von Ms/ konnte nur
nach der Zugabe des ©3-18:3%'%!°_Substrats eine zusitzliche Fettsiure identifiziert werden,
die nach Vergleich mit den Retentionszeiten authentischer Fettsdurestandards als w3-
18:4%%1215 (Stearidonsdure) erkannt wurde (Abb. 13 B). Dieses Reaktionsprodukt wies auf

eine A6-Desaturierung durch das Msl-Enzym hin, das deshalb von nun an als MsA6
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bezeichnet wurde. Andere Substrate als 18:3%%!*!> wurden von MsA6 nicht oder nur in sehr

geringen Mengen desaturiert (siehe S. 66 Tab. 1); MsA6 zeigte somit eine enge

Substratspezifitit fiir m3-18:3%%1%15.
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Abb. 13. MsI kodiert fiir eine A6-Desaturase. Dargestellt sind GC-Profile von Hefekulturen, die
(A) mit dem Leervektor pESC-LEU oder (B) mit dem Ms/-pESC-LEU-Konstrukt transformiert
wurden. Die Expressionskulturen wurden fiir 72 h bei 22 °C mit 150 pM 18:3%%'>!% kultiviert. Die
Identifikation der Fettsduren erfolgte anhand von authentischen Standards. Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives Ergebnis von sechs unabhéngigen Messungen.

Bei Expression von MslIl, wurden neue Fettsdureprodukte bei Fiitterung von ®6-
20:3A8’“’14, Di-homo-y-Linolensdure, (Abb. 14 C) und 0)3—20:4A8’“’14’17, Di-homo-y-
Stearidonsédure, (Abb. 14 D) detektiert. Die entsprechenden Desaturaseprodukte konnten als
©6-20:42%1119 AN (Abb. 14 C) und ©3-20:5°%111%417 EPA (Abb. 14 D), identifiziert
werden. AuBerdem akzeptierte MslI in geringem MaBe ®3-20:3%'""'*!7 (Eicosatriensdure) als
Substrat und desaturierte diese Fettsdure zu Juniperonsiure (20:4*>11417 Tap 1), Die
Regiospezifitit der Substratumsetzung durch MslI charakterisierte das Genprodukt als AS-

Desaturase, die von nun an als MsA5 bezeichnet wurde.
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Abb. 14. MsII kodiert fiir eine AS-Desaturase. Dargestellt sind GC-Profile von Hefekulturen. (A)
und (B) zeigen die Fettsdurezusammensetzungen von Hefekulturen, die mit dem Leervektor pESC-
TRP transformiert wurden. (C) und (D) zeigen die Fettsdurezusammensetzungen von Hefekulturen,
die mit Ms/I-pESC-TRP transformiert wurden. Die Expressionskulturen wurden im Fall von (A) und
(C) fiir 72 h bei 22 °C mit 200 uM 20:3*%'"* im Fall von (B) und (D) fiir 72 h bei 22 °C mit 200 uM
20:4"%1417 kyltiviert. Die Identifikation der Fettsiduren erfolgte anhand von authentischen Standards.
Die Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis von sechs unabhéngigen Messungen.

Wegen der hohen Ubereinstimmung der abgeleiteten Aminosiuresequenzen (siehe
3.1.3) von MsAS und OtlIl, wurde vermutet, da3 O¢/I ebenfalls fiir eine A5-Desaturase kodiert.
Expressionsstudien in Analogie zu den bisher beschriebenen Experimenten zeigten, da3 OtIl
ebenfalls die A5-Desaturierungssubstrate ®6-20:3**'""* und ©3-20:4*%'"*17 7y den
jeweiligen AS-desaturierten Fettsduren umsetzt, wenn auch mit nur sehr geringer Aktivitét
(Abb. 15). Infolgedessen wurde OtIl von nun an OtA5 genannt. Wegen der geringen Aktivitét
nahe dem Detektionslimit wurden die in den folgenden Paragraphen beschriebenen

Experimente nur mit MsA6 und MsAS, nicht aber mit OtAS durchgefiihrt.
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Abb. 15. O¢I kodiert fiir eine AS-Desaturase. Dargestellt sind GC-Profile von Hefekulturen, die
(A) mit dem Leervektor pESC-TRP oder (B) mit dem OtI-pESC-TRP-Konstrukt transformiert
wurden. Beispielhaft ist hier das Fettsiureprofil nach Applikation von 200 pM 20:3*%''* dargestellt.
Die Identifikation der Fettsduren erfolgte anhand von authentischen Standards. Die Abbildung zeigt
ein reprasentatives Ergebnis von vier unabhidngigen Messungen.

Tab. 1. Analyse der Substratspezifitit von MsA6 und MsAS durch heterologe Expression in
Hefe. Expressionskulturen fiir MsA6 oder MsAS5 wurden fiir 72 h bei 22 °C mit verschiedenen
Fettsduresubstraten inkubiert. Nach Aufarbeitung der Kulturen wurden die Fettsduremethylester
gaschromatographisch analysiert. Die Desaturierungseftizienz (Desaturierung %) wurde aus den
prozentualen Anteilen der Gesamtfettsduren als (Produkt - 100)/(Edukt + Produkt) berechnet. Die
Werte sind als Mittelwerte von drei bzw. sechs unabhéngigen Experimenten mit der entsprechenden
Standardabweichung angegeben. n.d., nicht detektierbar.

MsA6 MsAS5

Substrat Desaturierung (%) Substrat Desaturierung (%)

16:1% n.d. 16:1%° n.d.

18:1%° n.d. 18:1% n.d.

18:24%12 0,3 + 0,01 18:28%12 n.d.

18:34%12:15 34,2 + 4,90 18:34%12:15 n.d.

203481114 0,3 + 0,01 20:241113 1,0 £ 0,04

203511417 n.d. 20:348.11.14 9,5 + 2,20

2()-458.11.14.17 nd. 20:3A1L14.17 1,0 £ 0,40
20:4%%1H 82 + 0,50
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3.1.5 Katalytische Effizienz von MsA6 und MsAS im Vergleich zu bekannten Lipid-
und Acyl-CoA-abhiingigen Desaturasen

Nachdem MsA6 und MsA5 als A6- bzw. A5-Desaturasen identifiziert waren, wurden
weitere Experimente durchgefiihrt, um die Substratspezifitit und die Desaturierungseffizienz
beider Enzyme ndher zu untersuchen. Die Eigenschaften der neuen Enzyme wurden dazu mit
denen bekannter Desaturasen verglichen. Zum Vergleich wurden die Acyl-CoA-abhingige
A6-Desaturase aus O. tauri (OtA6; Domergue et al., 2005) und die bekannten lipid-
abhingigen Desaturasen PtA6 und PtAS5 aus P. tricornutum (Domergue et al., 2002)
herangezogen.

Die A6-Desaturase aus M. squamata hatte zunichst eine enge Substratspezifitét
gezeigt (vgl. 3.1.4). Die Mehrzahl beschriebener A6-Desaturasen fiihrt die A6-Doppelbindung
in Abhdngigkeit von einer vorhandenen A9-Doppelbindung ein und akzeptiert daher sowohl
18:2%%!% als auch 18:3%%'%" als Substrate. Fiir die O. tauri A6-Desaturase war bereits gezeigt
worden, dafl das Enzym beide Fettsdure-Substrate akzeptiert und mit etwa gleicher Effizienz
desaturiert (Domergue et al., 2005). Unterschiede in den Substratspezifititen von MsA6 und
OtA6 werden in Abb. 16 deutlich. In diesem Experiment wurden die Klone MsA6 und OtA6
und als Kontrolle der entsprechende Leervektor pESC-LEU einzeln in Hefe exprimiert. Die
zu testenden Substrate, 18:2°*'2 und 18:3%%'%!* wurden den Kulturen in dquimolaren Mengen
(200 uM) zugegeben. Abb. 16 A zeigt das Hefeprofil nach Expression mit dem Leervektor
pESC-LEU. Die Analyse der Fettsdurezusammensetzung der MsA6- und OtA6-Kulturen
zeigte, dal MsA6 nur das 18:3%*'%!°-Substrat nicht aber das gleichzeitig angebotene 18:2°%-
Substrat umsetzte (Abb. 16 B), OtA6 hingegen setzte beide Substrate um (Abb. 16 C). MsA6

A9,12,15
38714

wies also eine engere Substratspezifitit fiir das gewiinschte w3-Substrat 18: auf als

OtA6.

67



Ergebnisse

A~ 3 pESC-LEU

) N

— 3

0 N

— o0 N

— 9

<
o
3
[=)}
<
N
o0
—

MsA6

18 1A9Z

. \?18:0
18:2A9Z,12Z C—

18:4A6Z9Z,12Z,15Z

FID-Signalstarke

18:3A92,122,152

e
C

OtA6

18:1497

18:209Z,122
18:349Z.122.15Z

18:4A6Z9Z,12Z,15Z

18:3 AN6Z9Z,12Z

<
0
—
T T

T T T T
10 12

Retentionszeit (min)

Abb. 16. Enge Substratspezifitit von MsA6 bei kompetetivem Substratangebot. Die Hefekulturen
wurden fiir 72 h bei 22 °C mit dquimolaren Mengen (200 uM) von 18:2°%'? und 18:3%*'*' inkubiert.
(A) Expressionskulturen transformiert mit dem Leervektor pESC-LEU. (B) Fettsdureprofil von Hefe
bei Expression von MsA6; (C) Fettsdureprofil von Hefe bei Expression von OtA6. Die Identifikation
der Fettséuren erfolgte anhand von authentischen Standards. Die Abbildung zeigt ein représentatives
Ergebnis von drei unabhingigen Messungen.

In Abb. 17 ist die Aktivitdt von MsA6 (Abb. 17 B) im Vergleich zu denen der Acyl-
CoA-spezifischen Desaturase OtA6 (Abb. 17 C) und der lipidabhéngigen Desaturase PtA6

(Abb. 17 D) dargestellt. Der Umsatz des angebotenen Substrats 18:3%%'%!°

erfolgte mit
unterschiedlicher katalytischer Effizienz (Abb. 17 E), wobei jeweils gleichen Proteinmengen
der verwendeten Enzyme angenommen werden. Die katalytische Effizienz ist der prozentuale
Anteil des Substrats, der durch die Enzymaktivitit in das Produkt umgewandelt wurde. Etwa
34 % des in den Zellen zur Verfiigung stehenden 18:3%%'*!*-Substrats wurde durch MsA6
umgesetzt. Damit ist die Desaturierungseffizienz von MsA6 mit jener der A6-Desaturase aus

O. tauri vergleichbar (Abb. 17 E und vgl. Abb. 17 B und C). Im Gegensatz dazu zeigte PtA6
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eine wesentlich geringere Desaturierungseffizienz, und nur etwa 15 % der 18:3**'*!* wurden

zu 18:4°%1215 qesaturiert (Abb. 17 E).
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Abb. 17. Vergleich der Kkatalytischen Aktivitit und Desaturierungseffizienz von MsA6 mit
bekannten A6-Desaturasen. Verschiedene A6-Desaturasen wurden fiir 72 h bei 22°C in
Anwesenheit von 200 pM 18:3%%'! exprimiert. (A) Leervektorkontrolle; (B) MsA6; (C) OtA6; (D)
PtA6. Gezeigt sind reprisentative Fettsdureprofile von jeweils sechs unabhéngigen Experimenten. (E)
Die Desaturierungseffizienz der A6-Desaturasen wurde als (Produkt - 100)/(Edukt + Produkt) aus den
prozentualen Anteilen der Gesamtfettsduren berechnet. Die Werte in (E) geben die Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus sechs unabhéngigen Experimenten an.
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Die Effizienz, mit der MsAS5 die Substrate 20:3%81L1% ynd 20:48811417 Gn die
entsprechenden A5-Desaturaseprodukte AA bzw. EPA umwandelte, wurde mit jener der PtAS
verglichen (Abb. 18 und Abb 19). Nur etwa 8 — 10 % der inkorporierten Substrate wurden
von MsAS zu den entsprechenden A5-Produkten desaturiert (Abb. 18 D und Abb. 19 D), was
ein vergleichsweise geringer Wert ist im Vergleich zur Effizienz von PtA5 mit etwa

21 bis 26 % (Abb. 18 C und D und Abb. 19 C und D).
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Abb. 18. Katalytische Aktivitit und Desaturierungseffizienz von MsAS mit dem 6-
Fettsiuresubstrat 20:3**''* im Vergleich zu PtA5. (A-C) Beide A5-Desaturasen wurden fiir 72 h
bei 22 °C in Anwesenheit von 200 pM 20:3*%!""1* exprimiert. (A) Leervektorkontrolle; (B) MsA35; (C)
PtAS. Gezeigt sind repriasentative Fettsdureprofile von jeweils sechs unabhingigen Experimenten. (D)
Die Desaturierungseffizienz der A5-Desaturasen wurde als (Produkt - 100)/(Edukt + Produkt) aus den
prozentualen Anteilen der Gesamtfettsduren berechnet. Die Werte geben die Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus sechs unabhingigen Experimenten an.
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Abb. 19. Katalytische Aktivitit und Desaturierungseffizienz von MsA5 mit dem ®3-
Fettsiduresubstrat 20:4**'"'*'7 im Vergleich zu PtA5. Beide A5-Desaturasen wurden fiir 72 h bei
22 °C in Anwesenheit von 200 pM 20:4*>%!""* exprimiert. (A) Leervektorkontrolle; (B) MsA5; (C)
PtAS5. Gezeigt sind reprisentative Fettsdureprofile von jeweils sechs unabhingigen Experimenten. (D)
Die Desaturierungseffizienz der A5-Desaturasen wurde als (Produkt - 100)/(Edukt + Produkt) aus den
prozentualen Anteilen der Gesamtfettsduren berechnet. Die Werte geben die Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus sechs unabhéngigen Experimenten an.

3.1.6 Charakterisierung der Substrate von MsA6 und MsAS: Lipidabhiingige oder

CoA-abhingige Desaturierung

Durch die nahe Verwandtschaft von M. squamata und O. tauri, aus der kiirzlich die

erste CoA-abhingige Desaturase identifiziert worden war (Domergue et al., 2005), lag die
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Moglichkeit nahe, daB auch die aus M. squamata klonierten A6- und AS5-Desaturasen
Acylreste bevorzugt CoA-abhingig desaturierten. Die Verteilung der Desaturierungsprodukte
von MsA6 und MsAS auf verschiedene Phospholipidklassen nach Expression in Hefe sollte
einen Hinweis auf den bevorzugten Acyltrager der Desaturasen geben. Als Vergleich dienten
die CoA-abhingige Desaturase OtA6 und die lipidabhéngigen Desaturasen PtA6 und PtAS.
Eine gleichmifige Verteilung der Desaturierungsprodukte auf verschiedene Phospholipide
der Hefe wiirde auf eine Acyl-CoA-abhédngige Desaturierung hinweisen, eine Akkumulation
in einem bestimmten Phospholipid dagegen fiir eine lipidabhéngige Aktivitét sprechen.

A9,12,15
3 oder

MsA6 oder MsAS wurden in Hefe in Anwesenheit von entweder 18:
20:3%%111% oxprimiert und die Verteilung der Desaturaseprodukte in den Neutrallipiden und
den bedeutendsten Phospholipid-Klassen in Hefe analysiert (siche 2.22.1 und 2.22.3). Parallel
dazu wurden Kontrollexperimente mit der Acyl-CoA-abhidngigen Desaturase OtA6 und den
lipidabhéingigen Desaturasen PtA6 und PtAS durchgefiihrt. Fiir alle getesteten A6-Desaturasen

konnte gezeigt werden, daB das Desaturierungsprodukt 18:44%%1%15

iiberwiegend in den
Neutrallipiden und in PtdCho akkumulierte und nur einen geringeren Anteil der Fettsduren in
den Phospholipiden PtdEtn, der PtdIns/PtdSer-Fraktion und CL ausmachte (Abb. 20).
Erwartungsgeméal resultierte die Expression der lipid-abhingigen Desaturase PtA6 in der
Akkumulation von 35% des Desaturaseproduktes 18:4°%*'*!* bevorzugt in PtdCho
(Abb. 20 A). Nach Expression der Acyl-CoA-abhingigen Desaturase OtA6 konnte das
Produkt 18:4°®*'%25 7y anndhernd gleichen Anteilen von 25% und 27 % in der
Neutrallipidfraktion und in PtdCho detektiert werden (Abb. 20 B). Die Expression von MsA6
resultierte in einer Akkumulation von 31 % des gebildeten 18:4°%'*! in den Neutrallipiden,
wihrend in PtdCho nur 24 % zu finden waren (Abb. 20 C), was als Hinweis auf eine evtl.
nicht lipidabhéngige Desaturierung zu deuten ist. Die Verteilung des Desaturaseproduktes

18:42691215 auf die tibrigen Phospholipide, PtdEtn, PtdIns/PtdSer und CL, war in allen A6-
Desaturase Expressionskulturen anndhernd gleich (vgl. Abb. 20 A, B, C).
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Abb. 20. Verteilung der A6-Desaturierungsprodukte auf verschiedene Phospholipide und die
Neutrallipidfraktion. Hefekulturen, die PtA6 (A), OtA6 (B) oder MsA6 (C) exprimierten, wurden fiir
72 h bei 22 °C mit 200 uM 18:3%*'>!* kultiviert und anschlieBend der Lipidanalyse unterzogen. Die
Daten zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung aus sechs FEinzelmessungen. PtdCho,
Phosphatidylcholin;  PtdIns/PtdSer, = Phosphatidylinositol und  Phosphatidylserin;  PtdEtn,
Phosphatidylethanolamin; CL, Cardiolipin; NL, Neutrallipide.

Produkte der A5-Desaturasen, MsAS und PtAS, konnten nach der Expression in Hefe
in der Neutrallipidfraktion und allen analysierten Phospholipiden detektiert werden (Abb. 21).
Der Vergleich der Produktverteilung der Desaturasen zeigte, dal das Desaturaseprodukt sich
nach Expression der lipidabhidngigen Desaturase PtAS zu 59 % in PtdCho anreicherte
(Abb. 21 A), wihrend 20:4*%%'"1 nur zu geringen Anteilen in den Neutrallipiden und den
tibrigen Phospholipiden zu finden war. Nach der Expression von MsAS5 akkumulierte ihr
Produkt 20:4*>%!1* (AA) zu etwa gleichen Mengen in den Neutrallipiden (22 %) und den
analysierten Phospholipiden PtdCho (27 %), PtdEtn (13 %), PtdIns/PtdSer (19 %) und CL
(18 %) (Abb. 21 B).
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Abb. 21. Verteilung der AS-Desaturierungsprodukte auf verschiedene Phospholipide und die
Neutrallipidfraktion. Hefekulturen, die PtAS (A) oder MsA5 (B) exprimierten, wurden fiir 72 h bei
22 °C mit dem Substrat 200 pM 20:3*%''* kultiviert und anschlieBend der Lipidanalyse unterzogen.
Die Daten zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung aus sechs Einzelmessungen. PtdCho,
Phosphatidylcholin;  PtdIns/PtdSer, = Phosphatidylinositol und  Phosphatidylserin;  PtdEtn,
Phosphatidylethanolamin; CL, Cardiolipin; NL, Neutrallipide.

3.1.7 Detektion der Desaturaseprodukte von MsA6 und MsAS als Coenzym A-Ester

Die bisherigen Daten wiesen darauf hin, dal MsA6 und MsAS5 Fettsduren nicht
bevorzugt an PtdCho gebunden desaturierten, sondern vielmehr ein Verteilungsmuster
zeigten, das dem der OtA6 Desaturase dhnelte, die Acyl-CoA-Thioester den Lipidsubstraten
vorzieht. Fettsduren, die an CoA gebunden desaturiert werden, sollten im Acyl-CoA-Pool
detektierbar sein, bevor sie in Lipide inkorporiert werden. Im Gegensatz dazu sollten
Desaturaseprodukte lipidabhingiger Desaturasen zuerst in den Lipiden nachzuweisen sein,
ehe sie durch Acyltransferase-Aktivititen in den Acyl-CoA-Pool gelangen. Um die Acyl-
CoA-Abhingigkeit von MsA6 und MsAS zu testen, wurden Acyl-CoA- und lipidgebundene
Fettsduren in den entsprechenden Hefeexpressionskulturen zu bestimmten Zeitpunkten nach
Zugabe des Fettsduresubstrats analysiert. Parallel dazu wurden Kulturen getestet, die die
Acyl-CoA-abhingige A6-Desaturase OtA6 oder die lipidabhidngigen Desaturasen PtA6 oder
PtAS exprimierten. Die angewandte Methode wurde zuerst von Domergue et al. (2005)
beschrieben. Die hier gewédhlten Zeitpunkte der Ernte waren fiir die A6-Desaturasen 5 min
und 60 min, und fiir die A5-Desaturasen 60 min, 4 h, 8 h und 24 h nach Zugabe der Fettsdure.
Transgene Hefen wurden in Hefeexpressionsmedium in Abwesenheit der jeweiligen

Fettsduresubstrate bis zu einer ODgy von 1,5 - 2,0 kultiviert. Dadurch wurden die jeweiligen
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cDNAs bereits exprimiert wenn der Versuch durch Zugabe der entsprechenden Fettsduren
gestartet wurde. Bei Expression der A6-Desaturasen wurde den Kulturen 18:3%%'*!° bei A5-
Desaturasen 20:3°*'"* zugesetzt. Kulturen, die nicht mit exogenem Substrat versehen
wurden, dienten als Kontrolle. Diese Kulturen zeigten Fettsédure- und Acyl-CoA-Muster, die
nur die endogenen Hefefettsduren reprisentierten.

Schon fiinf Minuten nach Zugabe von 18:34%1215_Substrates zu Kulturen, die MsA®6,
OtA6 oder PtA6 exprimierten, konnte das Substrat in den Fettsdure- und Acyl-CoA-Profilen
detektiert werden (Abb. 22 A - C), was auf eine erfolgreiche Aufnahme und Aktivierung des

A6,9,12,15 -
42621215 41 den

Substrats in Hefe hinweist. Gleichzeitig konnte das Desaturierungsprodukt 18
MsA6- und OtA6-exprimierenden Kulturen im Acyl-CoA-Pool identifiziert werden, nicht aber
in den Kulturen, die PtA6 exprimierten (vgl. Abb.22 D - F). In keiner Kultur war das
18:46%1215_produkt in den parallel gemessenen lipidgebundenen Fettsduren detektierbar. Erst
60 Minuten nach Zugabe von 18:3**'>!* konnten Spuren des 18:4%%%'*">_Produktes in lipid-
gebundenen Fettsduren der MsA6, OtA6 und der PtA6 Kulturen nachgewiesen werden
(Abb. 22 G, H, ). Parallel dazu konnten nun auch geringe Mengen des 18:4*%*'*>_Produkts
im Acyl-CoA-Pool der PtA6-Kulturen gemessen werden (Abb. 22 J).

Die Verdnderungen im Gesamtfettsdure- und Acyl-CoA-Pool bei Hefekulturen, die
die A5-Desaturasen MsA5 oder PtAS exprimierten, wurden wie bei den A6-Desaturasen
analysiert. Verdndert wurden hier die Zeitpunkte, bei denen die Kulturen nach Zugabe des
Substrats geerntet wurden, da beide A5-Desaturasen wesentlich ineffizienter Edukte zu
Produkten desaturierten. Die Expressionskulturen wurden daher direkt vor der Zugabe der
Fettsidure 20:3**''* und 1, 4, 8 und 24 h nach Zugabe des Substrats analysiert. Eine Stunde
nach Zugabe von 20:3*%''* konnte in allen Kulturen nur die aufgenommene Fettsiure als
aktivierter CoA-Thioester oder in die Lipide inkorporiert detektiert werden (Abb. 23 A, B).
Nach 4 h war 20:4*>*'"!% das Produkt der PtA5-Desaturase, gleichzeitig im Lipid- als auch
im Acyl-CoA-Pool nachweisbar (Abb. 23 F und H). In den MsAS5 Kulturen hingegen war
20:4%%11% nach 4h nur im Acyl-CoA-Pool detektierbar, nicht aber in den Lipiden
(Abb. 23 E und G). Erst nach 24 h Inkubation mit dem Substrat 20:3%%1114 yonnte die
4AS 81114

Aktivitat der MsAS5-Desaturase, in Form von 20
werden (Abb. 23 M). Das friihere Erscheinen der A6- und A5-Desaturaseprodukte 18:44%%1%13

auch im Lipid-Pool nachgewiesen
bzw. 20:4*>*1% im Acyl-CoA-Pool gegeniiber dem im Lipid-Pool spricht fiir eine Acyl-

CoA-abhingige Desaturierung durch MsA6 und MsAS. Gestérkt wird diese Schlu3folgerung

durch den Vergleich mit der bereits durch Domergue et al. (2005) charakterisierten und sich
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hier dhnlich verhaltenden Acyl-CoA-Desaturase OtA6 und den gegensétzlichen Fettsdure- und

Acyl-CoA-Mustern der lipidabhéngigen Desaturasen PtA6 und PtAS.
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Abb. 22. Nachweis des MsA6-Desaturierungsproduktes im Acyl-CoA-Pool vor der
Inkorporation in Lipide. Hefekulturen, die entweder MsA6, OtA6 oder PtA6 exprimierten, wurden
nach Erreichen einer OD von 1,5 — 2,0 mit 18:3%%'*!° ergiinzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Acyl-CoA-Pool und Lipid-Pool auf die Aufnahme des Substrats in die Hefezellen und auf die neu
gebildete A6-desaturierte Fettsdure analysiert. Oben links, typisches Profil transesterifizierter
Fettsduren von Hefe. Oben rechts, typisches Acyl-CoA-Profil von Hefe. Zur besseren Visualisierung
werden im unteren Bereich Ausschnitte der entsprechenden Profile gezeigt. (A-C) Ausschnitte der
Fettsaure-GC-Profile, 5 Minuten nach Zugabe von 200 pM 18:3**'*"* (D-E) Ausschnitt aus den
Acyl-CoA-Profilen. Bereits nach 5 min konnte das Desaturierungsprodukt von MsA6 und OtA6 im
Acyl-CoA-Pool gemessen werden. (G-I) Detektion des Desaturierungsproduktes in der
lipidgebundenen Fettsdurefraktion aller Expressionsansidtze 60 min nach Zugabe des Substrats. (J-L)
Korrespondierende Acyl-CoAs der Expressionskulturen. Die dargestellten Lipid- und Acyl-CoA-
Profile sind reprasentativ fiir die Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten. (*) markiert die
hefeeigene Fettsdure 14:0.
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Abb. 23. Nachweis des MsAS-Desaturierungsproduktes im Acyl-CoA-Pool vor der
Inkorporation in Lipide. Hefekulturen, die entweder MsAS oder PtA5 exprimierten, wurden nach
Erreichen einer OD von 1,5 — 2,0 mit 20:3*%'"'* ergéinzt und zu verschiedenen Zeitpunkten auf die
Aufnahme des Substrats in die Hefezellen und auf die neu gebildete A6-desaturierte Fettsdure im
Acyl-CoA und Lipid-Pool analysiert. Oben links, typisches Profil transesterifizierter Fettsduren von
Hefe; oben rechts, typisches Acyl-CoA-Profil von Hefe. Zur besseren Visualisierung werden im
unteren Bereich Ausschnitte der entsprechenden Profile gezeigt. (A und B) Ausschnitte der Fettsdure-
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GC-Profile, 1 h nach Zugabe von 200 uM 20:3**'"""* Die Fettsiure wurde in die Zellen aufgenommen
und in die Lipide inkorporiert. (C und D) Ausschnitte aus den korrespondierenden Acyl-CoA-
Profilen. (E und F) Detektion des Desaturierungsprodukt in der lipidgebundenen Fettsdurefraktion
nach Expression von PtAS5, nicht aber nach Expression von MsAS 4 h nach Zugabe des Substrats. (G
und H) Korrespondierende Acyl-CoAs der Expressionskulturen. In beiden Expressionsansitzen
(MsAS und PtAS) konnte das Desaturierungsprodukt der A5-Desaturasen detektiert werden. (I und J)
Fettsdureprofil-Ausschnitte 8 h nach Zugabe des Fettsdure-substrats sowie (K und L) die
korrespondierenden Acyl-CoA-Daten. (M) Fettsdureprofil-Ausschnitte 24 h nach Zugabe des
Fettsduresubstrats. Erst jetzt konnte in den MsAS5-Expressionskulturn das Desaturierungsprodukt auch
in den lipidgebundenen Fettsduren gemessen werden. Die dargestellten Lipid- und Acyl-CoA-Profile
sind reprédsentativ fiir die Ergebnisse von drei unabhingigen Experimenten. (¥*) markiert die
hefeeigene Fettsdure 17:1%°.

3.1.8 Test des biosynthetischen Zusammenspiels der M. squamata-Desaturasen mit

Elongasen

Als Erginzung der Acyl-CoA-Pool-Messungen wurde ein zusétzlicher in vivo
Nachweis der Acyl-CoA-abhingigen Desaturierung durch MsA6 und MsAS gesucht. Beide
Desaturasen wurden dazu individuell mit einer Elongase coexprimiert, die fiir die
entsprechenden Desaturaseprodukte spezifisch ist. Das grundlegende Prinzip des Tests ist,
dafl die Fettsdureelongation Acyl-CoA-abhingig ist (Ghanevati und Jaworski, 2002;
Domergue et al., 2003), und daB folglich Fettsduren, die durch Acyl-CoA-abhingige
Desaturierung entstehen und gleichzeitig Substrate fiir die Elongase darstellen, effizienter
elongiert werden als solche, die an PtdCho desaturiert werden und der Elongase erst nach
Umesterung vom Lipid auf CoA zu Verfiigung stehen. Die Effizienz der kombinierten
Desaturase/Elongase-Aktivitdt wurde mit der der bekannten Desaturasen OtA6, PtA6 oder
PtAS verglichen.

Die A6-Desaturasen wurden jeweils zusammen mit der A6-Elongase PSE1 aus dem
Moos Physcomitrella patens (Zank et al., 2002) in Gegenwart des A6-Desaturasesubstrats
18:3%!21% in Hefe exprimiert. Als Kontrolle wurde parallel der Leervektor pESC-LEU
exprimiert (Abb. 24 A). In Abb. 24 B und C sind Ausschnitte aus den Fettsdure-Profilen von
Hefekulturen nach Coexpression von MsA6 bzw. OtA6 mit PSEI1 dargestellt. Neben dem
gefiitterten Fettsduresubstrat und den endogenen Hefefettsduren, war das Desaturaseprodukt
18:4%%1215 in beiden Ansitzen nur in Spuren detektierbar. Stattdessen wurde 18:4°¢%1%13
nahezu vollstindig in das Elongationsprodukt der PSE1, 20:4*%'"1*!" ymgewandelt. Die
Elongationseffizienzen der beiden Enzyme lagen bei 96 % und 97 % (Abb. 24 E). Eine

Al1,14,17
3athlg

weitere gebildete Fettsdure konnte als 20: identifiziert werden, die durch die direkte

Elongation des aufgenommenen und CoA-aktivierten Fettsiuresubstrates 18:3**'>'" durch
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PSE1 oder durch eine der hefeeigenen Elongasen entstand. Die Beobachtung, da3 PSE1 keine
strikte Substratspezifitdt aufweist, wurde schon zu fritherer Gelegenheit beschrieben (Zank et
al., 2002; Domergue et al., 2002). Im Gegensatz zur Situation nach Expression von MsA®6,
resultierte die Coexpression von PtA6 mit PSEl in einer Akkumulation des

A6,9,12,15
18:4

Desaturaseproduktes und in einer ineffizienteren Elongation zu 20:4*%!"1*17: nur

etwa 60 % des Substrates wurden umgesetzt (Abb. 24 D und E). Dabei ist bemerkenswert,
daB die angebotene Fettsdure 18:3°*'%!% effizienter zu 20:3%'"'*!7 clongiert wurde, als das
A6-desaturierte Produkte der lipidabhidngigen PtA6 Desaturase, die das eigentliche Substrat

der A6-Elongase darstellt. Die CoA-aktivierte aufgenommene Fettsdure 18:3°%'%!°

A6,9,12,15
-4080:7:12,

war
demnach ein besseres Substrat fiir PSE1 als das lipidgebundene 18 , trotz der
Priferenz von PSE1l fiir A6-desaturierte Fettsduren. Die geringere Akkumulation von
20:3411%417 pej Expression von MsA6 oder OtA6 erklirt sich durch die hohe Effizienz mit der
diese Enzyme 18:3%%'%!% zuy 18:4%%%1%1 ymsetzen, so daB das gebildete 18:4°*1%! mit
18:3%%12!> ym Bindung an PSE1 konkurriert (Abb. 24 B, C, D).

Das effiziente Zusammenspiel der MsA6-Desaturase mit der A6-Elongase, PSE1, lie3
sich durch Acyl-CoA-Pool Messungen bestitigen. Ein vergleichbares Experiment wie unter
3.1.7 beschrieben zeigte, dal bei Coexpression von MsA6 zusammen mit PSE1 die
Reaktionsfolge vollstindig im Acyl-CoA-Pool ablduft. Das A6-Desaturase-Intermediat,
18:4A6’9’12’15, das das Substrat der PSE1 darstellt, war weder im Acyl-CoA-Pool, noch im
Lipid-Pool nachzuweisen (Abb.25 A, B). Statt dessen war das Endprodukt der
Reaktionsfolge, 20:4%311417 5 min nach Zugabe des 18:3%%1215_Qubstrates direkt im CoA-
Pool zu detektieren (Abb. 25 B) noch bevor es im Lipid-Pool nachweisbar war (Abb. 25).

Die A5-Desaturasen MsAS5 und PtAS5 wurden in Hefe mit der A5-Elongase OtELO2
aus O. tauri (Meyer et al., 2004) coexprimiert. Den Kulturen wurde das w3-Substrat
20:4%%11417 angeboten, da die jeweils coexprimierte A5-Elongase eine Priferenz fir o3-
Fettsduren hat (Meyer et al., 2004) und das entstehende A5-Desaturaseprodukt vorzieht. In
Abb. 26 sind Ausschnitte der Fettsdureprofile nach der Expression der AS5-Desaturasen
zusammen mit OtELO2 dargestellt. Wihrend von MsA5 gebildetes 20:5%%!1417 (EPA)
durch OtELO2 zu 88 %, d.h. nahezu vollstindig zu 22:5°7'%'181% elongiert wurde
(Abb. 26 B und D), akkumulierte das Desaturaseprodukt 20:5%>*!1*17 (EPA) in Kulturen, in
denen PtAS5 zusammen mit OtELO2 exprimiert wurde (Abb. 26 C). Die Elongationseffizienz
zu 22:5471031619 war in diesen Kulturen mit etwa 24 % Konversion sehr gering (Abb. 26 D).

Faf3t man die bisherigen Daten der Expressionsstudien zusammen, zeigten MsA6 und MsAS

Charakteristika, die eher fiir CoA-abhéngige als fiir lipidabhdngige Desaturierung sprechen.
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Abb. 24. Effiziente Elongation des MsA6 Produkts 18:4%*'>!5 durch PSE1. Verschiedene A6-
Desaturasen wurden mit der A6-Elongase PSE1 aus P. patens in Anwesenheit von 200 pM 18:3%%'%1
coexprimiert. Nach 72 h bei 22 °C wurden die Kulturen auf ihre Fettsdureprofile hin analysiert. (A)
Leervektor; (B) MsA6-PSE1l; (C) OtA6-PSE1l; (D) PtA6-PSEl. Die gezeigten Profile sind
reprasentativ  fiir drei unabhidngige Experimente. (E) Die Elongationseffizienz wurde als
(Produkt - 100)/Edukt + Produkt) der A6-Elongase des durch die A6-Desaturierung bereitgestellten
Substrates berechnet. Die Daten in (E) reprisentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
Experimenten.
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Abb. 25. Zeitverlauf der Fettsiureakkumulation in Gesamtfettsiiuren und Acyl-CoA-Pool bei
Coexpression von MsA6 und PSE1. Hefekulturen, die MsA6 zusammen mit der A6-Elongase PSE1
exprimierten, wurden bei einer ODgy = 1,5 -2,0 mit 200 uM 18:3°*'>!* versetzt. Direkt vor der
Fettsdurezugabe und 5 bzw. 60 min nach der Fettsdurezugabe wurden Proben der Expressionskulturen
geerntet und ihre Fettsdurezusammensetzung im Lipid- und CoA-Pool analysiert. (A) Lipid-Pool;
gemessen wurden die Fettsduremethylester lipidgebundener Fettsduren (GC). (B) Acyl-CoA-Pool. Die
dargestellten Lipid- und Acyl-CoA-Profile sind repridsentativ flir die Ergebnisse von drei
unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 26. Effiziente Elongation des MsA5 Produkts 20:5*>*''*!7 durch OtELO2. Verschiedene
AS5-Desaturasen wurden mit der A5-Elongase OtELO2 aus O. tauri in Anwesenheit von 200 pM
20:4*%11417 coexprimiert. Nach 72 h bei 22 °C wurden die Kulturen auf ihre Fettsiuren analysiert. (A)
Leervektor; (B) MsAS5-OtELO2; (C) PtAS-OtELO2. Die gezeigten Profile sind reprisentativ fiir drei
unabhingige Experimente. (D) Die Elongationseffizienz wurde als (Produkt - 100)/Edukt + Produkt)
der A5-Elongase des durch die AS5-Desaturierung bereitgestellten Substrates, berechnet. Die Daten in
(D) reprisentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Experimenten.

3.1.9 Akkumulation von EPA bei CoA-abhingiger- oder lipidabhéingiger Biosynthese
in Hefe

Die Charakterisierung der neu identifizierten Desaturasen MsA6 und MsAS5 ergab
eindeutige Hinweise auf ihre CoA-abhidngige Desaturierung. Um zu testen, ob das
Zusammenspiel der Acyl-CoA-spezifischen Desaturasen zu einer effizienteren Synthese von
20:54 811417 (EPA) fiihrt als das der lipidabhingigen Desaturasen, wurden MsA6 und MsA5
und analog dazu PtA6 und PtA5 zusammen mit der A6-Elongase PSE1 in Hefe exprimiert.
Die Expressionskulturen wurden mit 18:3*%'*"° versetzt und anschlieBend auf ihre

Fettsdurezusammensetzung untersucht.
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In beiden Expressionskulturen konnten EPA-Biosyntheseintermediate wie
18:42021215 oder 20:4°%1417 sowie EPA selbst, identifiziert werden (Tab. 2 und Abb. 27).
AuBerdem konnten Nebenprodukte der Enzymreaktionen wie 20:3%'"'*17 und 20:44>11417
identifiziert werden. Die EPA-Biosynthese konnte also durch heterologe Expression jedes der
beiden Biosynthesewege in Hefe etabliert werden. Hinsichtlich der erreichten Akkumulation
von EPA =zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede bei Expression des Acyl-CoA-
abhingigen und des lipidabhdngigen Weges (Tab.2 und Abb.27B und C). EPA
akkumulierte in den Hefekulturen durch das Zusammenwirken der Acyl-CoA-abhingigen
Desaturasen MsA6 und MsAS mit der Acyl-CoA-abhéngigen A6-Elongase zu ungefahr 0,6 %
der Gesamtfettsduren und damit zwei bis drei mal hoher als bei Expression lipidabhéngiger
Desaturasen mit nur 0,23 % EPA (siehe Abb. 27 D). Dieses Ergebnis wurde erzielt, obwohl
die  MsA5  Desaturase  weniger  effizient war als die  PtA5-Desaturase
(vgl. auch Abb. 18 und 19) und nur 23 % der elongierten Fettsdureintermediate durch MsAS
zu EPA desaturiert wurden. Der vergleichsweise hohere EPA-Gehalt ist also auf die hohe
MsA6-Aktivitdt und die mit 97 % Umsatz sehr effiziente Elongation des A6-desaturierten
Substrates zuriickzufiihren.

Der Umsatz der gefiitterten 18:3%%%!°

zum Endprodukt EPA war bei Verwendung
der Acyl-CoA-abhédngigen Desaturasen deutlich effizienter als mit den hier zum Vergleich
herangezogenen lipidabhéngigen Desaturasen. Es ist von entscheidender Wichtigkeit
anzumerken, dafl die Akkumulation der A6-desaturierten Produkte im lipidspezifischen
Biosyntheseweg als limitierender Faktor der EPA Biosynthese in Lein identifiziert worden
war (Abbadi et al., 2004). In der komplett Acyl-CoA-abhingigen Reaktionsfolge kam es zu
keiner oder nur geringer Haufung der Biosyntheseintermediate, wéhrend im lipidabhédngigen
Biosyntheseweg bereits das A6-Desaturaseprodukt akkumulierte und nur in begrenztem
Umfang der darauf folgenden Elongase-Reaktion zur Verfiigung stand.

Durch die in Hefe zur EPA-Produktion exprimierten Enzyme entstanden auch die
Nebenprodukte 20:3''*'7 und 20:4*>'"'*7 Wie schon unter 3.1.8 beschrieben, wird
20:34M1%17 qurch die unspezifische A6-Elongase PSEI und bis zu einem gewissen Grad auch
durch die Aktivitit der in Hefe vorkommenden Elongasen gebildet (siche Abb. 27 A). Die
Fettsiure 20:4211%17 entsteht durch die Aktivitit der A5-Desaturasen, die das durch die A6-
Elongase gebildete Nebenprodukt 20:3%'"'*!" umsetzen (siche Abb. 27 und auch Tab. 1).
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Abb. 27. Etablierung eines ausschlielich Acyl-CoA-abhiingigen EPA-Biosyntheseweges in Hefe.
Die EPA Akkumulation in Hefe bei Coexpression Acyl-CoA-abhédngiger Desaturasen mit PSE1 und
die bei Coexpression lipidabhéngiger Desaturasen mit PSEl wurde verglichen. Die
Expressionskulturen wurden fiir 72 h bei 22 °C mit 200 pM 18:3**'** dem Ausgangssubstrat der
EPA-Synthese, kultiviert und anschlieBend auf ihre Fettsdurezusammensetzung untersucht. (A)
Leervektorkontrolle; (B) Coexpression der CoA- abhingigen MsA6, MsAS5 und PSEl; (C)
Coexpression der lipidabhingigen PtA6, PtA5 mit PSE1. Das Nebenprodukt der Enzyme, 20:4°%!!1%!7
ist mit einem Stern gekennzeichnet. Die gezeigten Profile reprisentieren Ergebnisse von drei
unabhingigen Experimenten. (D) Die ermittelten prozentualen EPA-Anteile an den
Gesamtfettsduregehalten der Hefeexpressionskulturen. Die Daten in (D) sind Mittelwerte mit
Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten.
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Tab. 2. Fettsiurezusammensetzung von Hefe nach Coexpression von MsA6, PSE1 und MsAS
oder von PtA6, PSE1 und PtAS. Zur Kontrolle wurden Hefekulturen analysiert, die mit der
Leervektorkombination transformiert worden waren. Die Expressionskulturen wurden fiir 72 h bei
22 °C mit 18:3**'*" als Ausgangssubstrat der EPA-Synthese kultiviert und anschlieBend auf ihre
Fettsdurezusammensetzung untersucht. Die mit einem Stern gekennzeichneten Fettsduren sind hefe-
eigene Fettsduren, die mit zwei Sternen gekennzeichnete das den Hefekulturen applizierte Substrat.

Fettsdure Leervektor MsA6-PSE1-MsA5S PtA6-PSE1-PtAS
16:0%* 14,5 £ 0,3 16,7 £ 0,5 17,4 £ 1,6
16:1%%% 273 + 03 28,9 + 0,2 28,2 + 0,6
18:0% 59 + 0,4 42 + 0,2 46 + 0,2
18:14%% 16,3 + 0,6 16,7 + 0,3 16,7 + 0,4
18:34%12:155 27,6 + 12 22,6 + 1,5 233 + 27
18:4460:9:12:15 n.d. 0,1 + 0,01 0,6 £ 0,3
20:3A111417 0,1 + 0,02 1,0 + 0,3 24 + 02
20:445111417 n.d. 0,1 + 0,04 0,2 + 0,04
20:4581114.17 n.d. 2,3 £ 02 0,4 + 0,1
20:5458 L1417 n.d. 0,6 + 0,1 0,2 + 0,03

b

3.1.10 Etablierung eines samenspezifisch exprimierten Acyl-CoA-abhingigen

VLCPUFA-Biosynthesewegs in Arabidopsis

Die Etablierung eines Acyl-CoA-abhidngigen EPA Biosynthesewegs in Hefe hat
gezeigt, daBl es mdglich ist, durch ausschlieSlich Acyl-CoA-spezifische Enzymaktivitdten den
Engpal} des Substrat-/Produkttransports zwischen CoA und Lipiden zu umgehen und die bei
der lipidabhidngigen Desaturierung zusdtzlich benétigten enzymatischen Aktivitidten der
LPCAT zu vermeiden. Da Hefe kein Olakkumulierender Organismus ist und das
Ausgangssubstrat der Reaktionsfolge nicht endogener Natur ist, sondern in hohen Mengen
dem Expressionsystem Hefe zugesetzt wird, dienten die bisher beschriebenen Experimente
der Uberpriifung des Gesamtkonzepts fiir den neuen VLCPUFA-Biosyntheseweg. Durch die
Etablierung des Biosynthesewegs mit Acyl-CoA-abhingigen Enzymreaktionen in
Arabidopsis sollte getestet werden, ob der beschriebene Engpall der VLCPUFA-Biosynthese
(Abbadi et al., 2004) auch in einem pflanzlichen Organismus umgangen werden kann. Dazu
wurden Vektoren fiir die transgene Expression der neuen Desaturasen erstellt und iiber
Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in Arabidopsis-Pflanzen transformiert.

Die so erzeugten transgenen Arabidopsis-Pflanzen exprimierten samenspezifisch
(USP-Promoter; Baumlein et al., 1991) entweder die neue Enzymkombination MsA6, MsAS
und PSEI oder andererseits die lipidabhéngigen Desaturasen PtA6 und PtA5 zusammen mit

PSE1, in Anlehnung an die bereits verdffentlichten Versuche in Lein und Tabak (Abbadi et
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al., 2004). Zum Vergleich wurden auch die ebenfalls mutmaBlich Acyl-CoA-abhingige
Enzymkombination OtA6 und OtAS5 in Kombination mit PSE1 getestet.

Die aus den Transformationsereignissen resultierenden Pflanzen wurden
entsprechend der Herkunft der Desaturasen in den Dreifachkonstrukten entweder Triple-Ms,
Triple-Ot oder Triple-Pt genannt. T2-Samen BASTA-resistenter T1-Pflanzen wurden geerntet
und auf ihre Fettsdurezusammensetzung hin untersucht. Die Fettsdureprofile von Einzelsamen
der Triple-Ms-, -Ot- und -—Pt-Pflanzen zeigten neue, nicht Arabidopsis-eigene,
Fettsduresignale, die als (03-18:4A6’9’12’15, ©3-20:4°311417 ynd EPA identifiziert werden
konnten (Abb. 28). Zusitzlich waren in den Triple-Ot- und Triple-Pt-Pflanzen auch w6-
VLCPUFAs identifizierbar, und zwar ©6-18:3*"" ©6-20:3**'"'* und ©6-20:4*>%'"!*, In
den transgenen Triple-Ms-Pflanzen konnte demnach der w3-Biosyntheseweg und in den
Triple-Ot- und Triple-Pt-Pflanzen sowohl der @3- als auch der w6-Biosyntheseweg etabliert
werden. In einzelnen Triple-Ms-Pflanzen konnte auch das w6-Desaturierungsprodukt
18:3%%%12 und das daraus resultierende Elongationsprodukt m6-20:3%%'""1* detektiert werden
(siche Abb. 28 A). Diese Beobachtung war insofern interessant, als dal MsA6 in Hefe bei
kompetetivem Angebot der moglichen A6-Desaturasesubstrate, nur das ®3-Substrat
18:3%%121> umsetzte, nicht aber das 6-Substrat 18:3*%'* (vgl. Abb. 16). Trotz dieser

A9,12,15
347

Beobachtung wurde das w3-Substrat 18: von MsA6 auch in Pflanzen deutlich

bevorzugt (Abb. 28 A).
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Abb. 28. Fettsiaureprofile von Einzelsamenanalysen der Triple-Ms-, Triple-Ot- und Triple-Pt-
Pflanzen. Dargestellt sind repridsentative GC-Pprofile von Einzelsamen der transgenen Triple-Ms-
(A), Triple-Ot- (B) und Triple-Pt- (C) Arabidopsis-Pflanzen aus drei bis acht unabhingigen
Messungen. Die Fettsduren wurden durch Vergleich mit einem Gemisch authentischer Standards
identifiziert (D).
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Der prozentuale Anteil der endogenen Fettsiuren 18:2°%'2 und 18:3%*'%!* sowie der
neu gebildeten ®3-und ®6-VLCPUFA am Gesamtfettsduregehalt der transgenen
Arabidopsis-Samen ist in den Abb. 29 und 30 dargestellt. Die endogenen Fettsduren 18:2%%'2
und 18:3%%'%" dienten als Ausgangssubstrate der neu eingebrachten VLCPUFA-Biosynthese.
Die prozentualen Anteile der beiden Fettsduren waren in allen drei transgenen Ansitzen
gleich hoch (Abb.29 A und 30 A). Die am stirksten akkumulierenden neu gebildeten
Fettsduren in den Triple-Ms- und Triple-Ot-Pflanzen waren die Elongationsprodukte der A6-
Elongase, ©3-20:4"*'"""*!7 bzw in den Triple-Ot-Pflanzen ©3-20:4"*'"'"*'" ynd w6-
20:3%%!1% (Abb. 29 C und Abb. 30 C). In den Triple-Pt-Pflanzen waren hingegen die A6-
desaturierten Fettsduren ®3-18:4°%*'%!> und w6-18:3%%%'? am stirksten vertreten (Abb. 29 B
und Abb. 30 B). Durch nahezu vollstindige Elongation von ®©3-18:4%%"'*"5 bzw. ©6-
18:3%12 zu den entsprechenden C20-VLCPUFAs in den Triple-Ms- und Triple-Ot-Pflanzen
konnten im Gegensatz zu den Triple-Pt-Pflanzen keine oder nur geringe Mengen der A6-
Desaturaseprodukte detektiert werden (Abb.29 B und Abb. 30 B). Diese Ergebnisse
demonstrieren, dafl das ineffiziente Umestern der Fettsduren zwischen dem Ort der
Desaturierung (PtdCho) und dem Ort der Elongation (CoA) in der lipidabhidngigen
VLCPUFA-Synthese durch das Einbringen eines ausschlieBlich Acyl-CoA-abhingigen
VLCPUFA-Biosyntheseweges (Triple-Ms und Triple-Ot) auch in der pflanzlichen
Fettsduresynthese umgangen werden konnte.

Die niedrige Akkumulation an EPA in den Triple-Ms- und Triple-Ot-Pflanzen
verwiesen auf geringe AS-Desaturase Aktivititen von MsAS und OtAS, durch die die
Akkumulation von EPA in den Arabidopsis-Samen nach der zuvor limitierenden LPCAT-
Aktivitdt  eingeschrinkt wird. Dieses FErgebnis entspricht den Daten, der
Hefeexpressionsstudien, in denen sich die MsA5 und OtA5-Desaturasen ebenfalls als nur

wenig aktiv prasentierten.
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Abb. 29. ®3-Fettsduregehalt transgener Arabidopsis-Pflanzen. Einzelsamenanalyse von jeweils
zwei bzw. drei unabhidngigen Triple-Ms-, Triple-Ot- und Triple-Pt-Linien. (A) Mittelwerte und
Einzelwerte der Samenanalysen von ©3-18:3**'>"5  (B) dem A6-Desaturierungsprodukt w3-
18:4%%%1255 " (C) dem Elongationsprodukt der A6-Elongase, ®3-20:4"*'"'*!" ynd (D) dem Endprodukt
des 3-VLCPUFA-Biosynthsesewegs EPA, 03-20:5>%!11417,
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Abb. 30. m6-Fettsiduregehalt transgener Arabidopsis-Pflanzen. Einzelsamenanalyse von zwei
oder drei unabhingigen Triple-Ot- und Triple-Pt-Linien. (A) Mittelwerte und Einzelwerte der
Samenanalysen von 6-18:2°"'2, (B) dem A6-Desaturierungsprodukt «©6-18:3%%*!> (C) dem
Elongationsprodukt der A6-Elongase, ©6-20:3*'"'* und (D) dem Endprodukt des m6-VLCPUFA-
Biosynthsesewegs AA, m6-20:4%>%11-14,
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3.1.11 Verteilung der VLCPUFA auf verschiedene Lipidklassen der Arabidopsis-Samen

Die verdnderten Fettsdure-Profile in den Samen der Triple-Ms- und Triple-Ot-
Pflanzen zeigten, dall die Akkumulation der A6-desaturierten Biosyntheseintermediate durch
das Verwenden von Acyl-CoA-abhingigen Desaturasen erfolgreich vermieden werden
konnte. Neben der Optimierung der VLCPUFA-Biosynthese in transgenen Pflanzen ist die
Akkumulation dieser neugebildeten Fettsduren in den TAGs ein weiteres Ziel. Um zu testen,
ob VLCPUFA in den transgenen Pflanzen mit TAG assoziierten oder in den Phospholipiden
akkumulierten, wurden die Samen auf die Verteilung der VLCPUFA in verschiedenen
Lipidklassen untersucht. Die Verteilung der VLCPUFA in TAGs und Phospholipiden wurde
als prozentualer Anteil der Gesamtlipide berechnet. Die Analyse der Zusammensetzung der
Lipidklassen in den transgenen Samen zeigte, dal TAG in den drei transgenen Linien zu
anndhernd vergleichbaren Anteilen akkumulierte (Abb. 31 A). Interessanterweise zeigten sich
aber Unterschiede in der Verteilung der neu gebildeten VLCPUFA auf TAG und die
analysierten Phospholipide in Samen, die entweder das Triple-Ms-, Triple-Ot- oder zum
Vergleich das Triple-Pt-Konstrukt exprimierten. Die Daten deuten an, dafl die ®3- und ®6-
Endprodukte, EPA und AA, nach ausschlieBlich Acyl-CoA-abhidngiger VLCPUFA-
Biosynthese in den Triple-Ms- und Triple-Ot-Pflanzen signifikant effizienter in die TAGs
inkorporiert wurden als nach Expression des Triple-Pt-Konstrukts, welches die lipid-
abhingigen Desaturasen PtA6 und PtAS kodiert. Abb. 31 B zeigt die prozentuale Verteilung
von EPA auf die Lipidanteile in den Samen. In den Samen der Triple-Ms- bzw. Triple-Ot-
Pflanzen wurden 92 % bzw. 90 % des gebildeten EPA in die TAGs inkorporiert (Abb. 31 B)
wihrend es in den Triple-Pt-Samen nur 73 % waren. Das ®6-Produkt AA, das aufgrund der
Substratspezifititen der in die Pflanzen eingefiihrten A6-Desaturasen nur in den Triple-Ot-
bzw. in den Triple-Pt-Pflanzen gebildet wurde, akkumulierte in den Samen der Triple-Ot
Pflanzen zu 73 % in den TAG, wihrend es in den Triple-Pt-Pflanzen nur 61 % waren
(Abb. 31 C). Das restliche gebildete EPA und AA verblieb in den Phospholipiden.

Diese Ergebnisse zeigen, da3 das w3-Produkt EPA zu signifikant hoheren Anteilen in
die TAGs inkorporiert wurde, als das ®6-Produkt AA (vergleiche in Abb. 31 B und C).
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Triple-Ms Triple-Ot Triple-Pt
A 1% 1% 2%
1% 1% 1%
3% \ 2% 4 % \
B 5%
8 % 10 % 22%
90 %
14 % 8 %
C 4 %

27 % \

Abb. 31. Akkumulation der CoA-abhingig synthetisierten VLCPUFAs in Glycerolipiden
transgener Arabidopsis-Samen. Die Verteilung der transgen synthetisierten VLCPUFAs auf
verschiedene Lipidklassen in Arabidopsis-Samen weist auf eine bevorzugte Inkorporation in TAGs
hin. (A) Anteile der analysierten Lipidklassen an den Gesamtlipiden; (B) Anteile von EPA, das
assoziiert mit den verschiedenen Lipidklassen vorliegt; (C) Anteile von AA, das assoziiert mit den
verschiedenen Lipidklassen vorliegt. Die Daten beruhen auf jeweils drei Einzelmessungen. Die Werte
zeigen Mittelwerte aus drei Analysen. Der Fehler lag unter 5 %. Hellgrau, Neutrallipide; Dunkelgrau,
PtdCho; Weil3, PtdIns zusammen mit PtdSer; Schwarz, PtdEtn.
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3.2 Sequenzdeterminanten der Bifunktionalitit von Desaturasen und optimierte

Produktion mehrfach ungesiittigter Fettsduren durch bifunktionale Enzyme

Fettsduredesaturasen katalysieren die Einfilhrung von Doppelbindungen. Die
Substratspezifitit und Regioselektivitit, nach der die Enzyme kategorisiert werden, kann
bisher nur durch heterologe Expressionsstudien bestimmt werden. Mit Ausnahme der
16slichen chloroplastiddren Stearoyl-ACP-Desaturasen reprédsentiert die Mehrzahl der
Desaturasen integrale Membranproteine. Das derzeitige Verstdndnis von Enzymstruktur und
enzymatischer Aktivitit beruht auf Mutantenanalysen (Shanklin et al., 1994; Shanklin et al.,
1997), biochemischen Topologieanalysen (Prasad et al., 1980; Stukey et al., 1990; Diaz et al.,
2002a; Man et al., 2006) und vergleichenden Studien verwandter Enzyme (Broun et al., 1998;
Dyer et al., 2002). Da es keine Kristallstruktur von membrangebundenen Desaturasen gibt,
konnten bisher keine Analysen zur Beziehung von Enzymstruktur und Funktionsweise

beitragen.

3.2.1 Optimierung der Biosynthese mehrfach ungesiittigter Fettsiduren durch

Expression einer bifunktionalen Desaturase

Durch vergleichende Genomanalysen konnten von Dr. Phillip Ternes zwei neue
Desaturasesequenzen im Genom von Aspergillus nidulans identifiziert werden. Nach
heterologer Charakterisierung in Hefe konnte Dr. Ellen Hornung eine der kodierenden
Sequenzen als eine strikt monofunktionale Oleoyl-Al12-Desaturase (An2) und eine als
prozessive bifunktionale Oleoyl-A12/Linoleoyl-w3-Desaturase (Anl) beschreiben (Abb. 32).
Die weitere Charakterisierung in Hefe zeigte, dal Anl ein breites Substratspektrum besitzt
(Tab. 3) und ihre Substrate zunéchst in die jeweiligen Al12-Desaturierungsprodukte, dann aber
prozessiv weiter in die jeweiligen ®3-Desaturierungsprodukte umsetzt (Tab. 3). Die
Desaturase-Klone, Anl und An2, wurden mir von Dr. Ellen Hornung zur Verfiigung gestellt

und dienten als Ausgangspunkt fiir die weiteren in dieser Arbeit beschriebenen Analysen.
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Abb. 32. Identifikation einer mono- und einer bifunktionalen Desaturase aus A. nidulans.
Dargestellt sind GC-Fettsdureprofile von Hefekulturen, die (A) mit dem Leervektor pESC-HIS
transformiert wurden, (B) mit der monofunktionalen Oleoyl-Al12-Desaturase (An2) oder (C) mit der
prozessiven bifunktionalen Oleoyl-A12/Linoleoyl-m3-Desaturase (Anl). Die Daten sind
freundlicherweise von Dr. Ellen Hornung zur Verfiigung gestellt worden.

94



Ergebnisse

Tab. 3. Analyse der Substratspezifitiit der bifunktionalen Desaturase Anl durch heterologe
Expression in Hefe. Expressionskulturen von Anl-pESC-TRP wurden mit verschiedenen
Fettsduresubstraten kultiviert. Nach Aufarbeitung der Kulturen wurden die Fettsduremethylester
gaschromatographisch ~ analysiert. = Dargestellt sind die  prozentualen  Anteile des
Gesamtfettsduregehaltes. Die Werte sind als Mittelwerte von drei bis sieben unabhédngigen
Experimenten (n = Anzahl der durchgefiihrten Analysen) mit Standardabweichung angegeben.

detektierte applizierte Fettsduren

Fettsduren } 18:2 A9,12 18:3A6,9,12 20:3&;,11,14 20:4A5,8,11,14
[%0] [o] [%] [%0] [%o]

16:0 11,5+0,5 14,6 £2.2 13,7+0.8 11,9+0,3 122402

16:1% 52,7+3,0 44,1 £3.8 40,0+ 1,5 53,1+0,6 423+6,7

16:2%12 0,8+ 0,0 0,6+ 0,0 0,6 +0,1 0,6 + 0,0 0,6 +0,1

18:0 50+0,5 4,8+0.2 4,6+0,5 42+0,1 4,5+0,9

18:1% 269+ 1,1 422+1,0 204+ 1,5 27,0 +0.4 18,8 +3.9

18:24%12 0,7+0,1 6,3+2.6 0,6+0,2 0,5+0,0 0,6 +0,1

18:346912 10,9+5,6

18:3412:13 32+0,3 6,0+ 1,0 2,0+0,6 2,0£0,0 2,5+0,3

18:446.212:13 74413

20:348%11.14 o 0,6 +0,1

20:445811.14 16,4+ 8,5

20:4A8,11,14,17 0 2 + 0 1

20:5A5,8,11,14,17 T 32405
n=3 n=7 n=>5 n=4 =3

Um zu testen, ob die bifunktionale Desaturase Anl einen optimierenden Effekt auf
den 3-Fettsduregehalt des Samendls von Arabidopsis hat, wurde die fiir das Enzym
kodierende cDNA in einen Pflanzenexpressionsvektor kloniert und iiber Agrobakterien-
vermittelten Gentransfer in Arabidopsis-Pflanzen transformiert. Die Expression in
Arabidopsis wurde durch den Samenspezifischen USP-Promotor (Baumlein et al., 1991)
kontrolliert. Die  T3-Samen dreier unabhdngiger Linien wurden auf ihre
Fettsdurezusammensetzung hin untersucht und mit dem Fettsduremuster von Kontrollpflanzen
verglichen, die mit einem leeren Vektor transformiert waren. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 als
mol% der Gesamtfettsiuren und als Quotient von 18:3%%'>19/18:2%!% dargestellt. In
transgenen Pflanzen, die Anl exprimierten, war der 18:3%%'%!*-Gehalt gegeniiber dem der
Kontrollpflanzen erhéht, was sich in der Anderung des 18:3%'%'%/18:2%'2.Quotienten von
0,82 in den Kontrollpflanzen auf 1,33 in den Anl-Expressoren widerspiegelte. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, da Anl in Arabidopsis-Samen zunédchst die w6-Fettséure

3891215 ymwandelte und somit in der

18:2%%12 erzeugte und dann weiter in das ®3-Produkt 18
Optimierung der w3-VLCPUFA-Synthese in Pflanzen einsetzbar ist. Da ein bifunktionales

Enzym wie Anl zwei Reaktionen katalysiert, fiir die sonst zwei eigenstindige Enzyme nétig
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sind, bietet Bifunktionalitit prinzipiell die Mdglichkeit, die Zahl benétigter Desaturase-

z.B. fir die VLCPUFAs, zu reduzieren. Die

Transgene, Produktion von
Sequenzdeterminanten fiir Bifunktionalitit sind also von grundlegendem Interesse fiir
weiterfiilhrende Studien zum Design multifunktionaler Enzyme fiir biotechnologische

Anwendungen.

Tab. 4. Verinderte Fettsiurezusammensetzung durch heterologe Expression von Anl in
Arabidopsis-Samen. Einzelsamenanalysen von je fiinf Pflanzen drei unabhéngiger Anl-Arabidopsis-
Linien (T3-Genration) wurden durchgefiihrt. Die Daten geben die Mittelwerte des prozentualen
Anteils der jeweiligen Fettsdure an dem Gesamtfettsduregehalt in transgenen Arabidopsis-Samen an.
Gemessen wurden 10 bis 20 Einzelsamen pro Pflanze. Zur Kontrolle wurden die Fettsduremuster der

transgenen Pflanzen mit denen BASTA-resistenter Kontrollpflanzen verglichen.

Fettsdure  16:0 18:0 18:1% 18:2471  18:3%12  20:18"  Verhiltnis
(18:3/18:2)
Kontrolle 6,6+04 3,1+0,5 12,5+0,2 274+08 21,5+1,5 152+1,0 0,82+0,01
Linie 1
1-1 7506 3,6+03 125+04 222+1,1 260+0,8 165+0,8 1,16=+0,08
1-2 73«07 35+0,6 102+0,8 228+08 27,722 159+14 1,31+0,05
1-3 7,102 3,1+£02 109+03 232+0,7 245+1,1 159+1,0 1,10%£0,08
1-4 7,108 28+02 10,0+0,7 23,0+1,1 278+1,3 142+14 1,25+0,01
1-5 6,8+£03 32+£06 122+26 22,1+2,6 263+£20 14,1+09 1,17+0,07
Linie 2
2-1 6,9+02 29+02 106+0,8 284+0,7 21,604 153+0,2 0,76%0,07
2-2 6,9+03 29+02 106+04 257+08 224+£08 151+0,8 0,92+0,07
2-3 7,708 3,606 108+1,6 254+1,2 257+0,7 139+04 1,01+0,03
2-4 7,0£04 29+£02 10,6+0,5 259+0,8 248+1,1 149+13 0,95+0,02
2-5 7,1+03 33+02 12,709 248+04 23,0+09 17,8+0,8 0,97+0,05
Linie 3
3-1 82+02 4706 123+1,0 232+1,5 27,1+£1,6 145+0,8 1,33+£0,9
3-2 6,604 28+02 11,709 24,7+0,5 259+1,2 159+1,1 1,05+0,05
33 6,2+02 3,0+£02 134+0,7 238+0,1 21,8+09 162+14 0,92+0,04
3-4 76+05 46+1,0 122+09 226+14 267+1,8 14206 12 +0,04
3-5 7,103 32+£03 12,709 248+04 23,0£09 142+20 0,93+0,05
3.2.2 Computergestiitzte Erstellung eines Topologiemodells fiir membrangebundene

Desaturasen und Annotierung moglicher funktionaler Doméinen

Die Isolierung und Charakterisierung der Desaturasen Anl und An2 mit hoher
Sequenzédhnlichkeit aber unterschiedlicher biosynthetischer Kapazitit (Abb. 32) bot die
Moglichkeit, die Sequenzdeterminanten zu identifizieren, die fiir die ungleiche
Substratspezifitit und vor allem fiir die Bifunktionalitit verantwortlich sind. Durch den
Austausch von Doménen der monofunktionalen Al2-Desaturase (An2) gegen die
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entsprechenden Doménen der bifunktionalen Al12/w3-Desaturase (Anl) sollte der
Sequenzabschnitt identifiziert werden, der Bifunktionalitit in der zundchst nur
monofunktionalen Desaturase etablieren kann.
A
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Abb. 33. Hydropathieprofile von den Aminosiuresequenzen der bifunktionalen und der

monofunktionalen Desaurase aus A. nidulans. Die Hydrophobizitit der Proteinbereiche ist anhand
der Kyte-Doolittle-Skala dargestellt. Proteindoménen, die in der Kyte-Doolittle-Skala einen Wert von
iiber Null zugewiesen bekommen, haben einen hydrophoben Charakter und stellen mutmafliche
transmembrane Sequenzbereiche dar. Die mutmallichen Sequenzdoménen der transmembranen
Helices sind durch schwarze Balken in den Profilen gekennzeichnet und mit rémischen Zahlen von
jeweils I - IV numeriert. Die Proteindoménen, die als mutmaBliche periphere Membrandoménen
interpretiert worden sind, wurden durch i und ii gekennzeichnet. His, Position konservierter Histidin-

Motive; (A) An2; (B) Anl.
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Anhand computergestiitzter Analysen der Hydropathie und Sekundéarstruktur wurden
die Positionen transmembraner Helices und cytosolischer Sequenzbereiche beider
Desaturasen bestimmt und miteinander verglichen (Abb. 33). In beiden Sequenzen wurden
vier transmembrane Helices und zwei mdglicherweise membranperiphere Sequenzdoménen
identifiziert, was mit dem akzeptierten Topologiemodell (Prasad et al., 1980; Stukey et al.,
1990; Diaz et al., 2002a; Man et al., 2006) fiir membrangebundene Desaturasen
iibereinstimmt (Abb. 33). Nach den hier durchgefiihrten computergestiitzten Analysen
orientieren sich N- und C-Termini sowie die Sequenzabschnitte mit den drei konservierten
Histidin-Motiven (Shanklin et al., 1994; Shanklin und Cahoon, 1998) von Anl und An2 zum
Cytosol (Abb. 33). Die erste Histidin-Box befindet sich dabei jeweils zwischen der zweiten
transmembranen Helix und der ersten membranperipheren Sequenzregion (i in Abb. 33), die
zweite Histidin-Box zwischen den beiden membranperipheren Sequenzregionen (i und ii in
Abb. 33) und die dritte Histidin-Box hinter der vierten transmembranen Helix im
cytosolischen C-Terminus der Desaturasen Anl oder An2. Die Ndhe der Histidin-Boxen zu
transmembranen oder membranassoziierten Regionen innerhalb des Enzyms bringt das aktive
Zentrum der Desaturase (gebildet durch die Histidin-Boxen) in unmittelbare Nachbarschaft
potentieller Substratlipide innerhalb der Membran.

Basierend auf den Hydropathie- und Topologie-Analysen wurden die Sequenzen von
Anl und An2 in jeweils neun aufeinanderfolgende Doménen A — I eingeteilt (siche Abb. 34).
Die Doméne A ist dquivalent zum cytosolischen N-Terminus; Domédne B umfaft die beiden
ersten transmembranen Helices; Doméne C beinhaltet den folgenden cytosolischen
Sequenzbereich, einschlieBlich der ersten Histidin-Box; Domédne D umfaBit den ersten
membranperipheren Sequenzbereich; Domine E die zweite cytosolische Schleife mit der
zweiten Histidin-Box, und Doméne F umfalit die zweite membranperiphere Proteindoméne.
Das zweite Paar der transmembranen Helices, das durch einen kurzen ER-luminalen
Sequenzbereich verbunden wird, ist in Domédne H zusammengefallt. Der cytosolische C-
Terminus mit der dritten Histidin-Box bildet Doméne I (siche Abb. 34).

Die Doménen A,-I, der monofunktionalen A12 Desaturase An2 wurden systematisch
einzeln gegen die jeweils entsprechenden Doménen A;-I; der bifunktionalen A12/w3-
Desaturase Anl ausgetauscht. Die Hybridgene wurden nach der elterlichen monofunktionalen
Desaturase An2 benannt, gefolgt von einem Buchstaben der die entsprechende eingefiigte
Domine der bifunktionalen Desaturase Anl spezifiziert. Abb. 35 veranschaulicht die Struktur
der chiméren Gene, die durch den Austausch der korrespondierenden cDNA-Sequenz der

A12-Desaturase-Doménen gegen die Doménen der bifunktionalen Desaturase entstanden.
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Cytosol

ER-Membran

Lumen

Abb. 34. Einteilung der Aminosiuresequenzen von Anl und An2 in auszutauschende Doménen.
Basierend auf den Hydropathievorhersagen und Vergleichen mit dem Topologiemodell von
membrangebundenen Desaturasen (Diaz et al., 2002a; Man et al.,
Desaturasesequenzen Anl und An2 in neun Doménen unterteilt (A bis I). Die Abgrenzungen der
Doménen sind mit schwarzen Balken markiert.

Anl

An2

An2 A,
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Abb. 35.
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Schema der Kkonstruierten chimiren c¢cDNAs von An2 und Anl. Jede der vorher

bestimmten einzelnen Doménen (A,-I,) der monofunktionalen Desaturase An2 wurde einzeln gegen
die entsprechende Doméne (A;-1;) der bifunktionalen Desaturase Anl ausgetauscht. Die Hybride
wurden nach der elterlichen monofunktionalen Desaturase An2 benannt, gefolgt von einem
Buchstaben der die entsprechende eingefiigte Doméne der bifunktionalen Desaturase Anl spezifiziert.
Zahlen zeigen die Aminoséurepositionen der einzelnen Doménen an.
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3.2.3 Test der Hybridenzyme auf Bifunktionalitit bei heterologer Expression in Hefe

Zur funktionalen Charakterisierung der Hybridenzyme wurden diese einzeln
heterolog in Hefe exprimiert. Getestet wurde, i) ob die chimidren Enzyme trotz
Dominenaustausches als Fettsduredesaturasen aktiv waren und ii) inwieweit die
Substratspezifitit bzw. Regiospezifitit der Enzyme sich gegeniiber der elterlichen
monofunktionalen Al12-Desaturase veridndert hatte. Zur Kontrolle wurden die unverdnderten
Anl- und An2-Desaturasen und auch der Leervektor exprimiert. Die Analyse auf neue
Fettsdureprodukte in den Hefeexpressionskulturen ergab, daB3 alle Hybridenzyme als
Fettsduredesaturasen katalytisch aktiv waren (Tab. 5). Die meisten Hybridenzyme zeigten
aber keine Bifunktionalitit und akkumulierten somit nur 18:2°%'? (Tab. 5).

Nur auf zwei der neun Hybridenzyme, An2 D; und An2 E,, war Bifunktionalitét
ibertragen worden, und diese Hybridenzyme zeigten verdnderte Substrat und Regiospezifitit:
Mit Expression von An2 D; oder An2 E;, konnte sowohl das Produkt der Al2-
Regiospezifitit, 18:2°%' als auch das prozessiv daraus gebildete w3-Produkt, 18;3%%'%!
nachgewiesen (sieche Tab. 5 und Abb. 36 A) und iiber GC-MS Analyse bestétigt werden (Abb.
36 C).

Tab. 5. Ubersicht der Fettsiurezusammensetzung von Hefe nach Expression der Hybridgene.
Die Desaturaseprodukte sind als Prozent der zelluliren Gesamtfettsduren dargestellt. Die heterologe
exprimierten Genkonstrukte in Hefe wurden abgekiirzt mit: An2 = A. nidulans monofunktionale A12-
Desaturase; Anl = A. nidulans bifunktionale A12/w3-Desaturase; An2_A;-I; = Hybridgene, benannt
nach An2, der elterlichen Desaturase, gefolgt von einem Buchstaben, der die Doméne benennt, die
gegen die entsprechende Domine des bifunktionalen Enzyms (Anl) ausgetauscht wurde. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert von 2 bisS5S unabhédngigen Experimenten; die entsprechenden
Standardabweichungen sind dargestellt. n.d., nicht detektierbar

Desaturase 18:24%12 18:34%121 Verhiltnis (18:3/18:2)
Leervektor n.d. n.d. n.d.
An2 9,294 + 1,156 n.d. n.d.
Anl 0,174 £ 0,023 0,100 + 0,004 0,544 + 0,026
An2 A, 0,022 + 0,006 n.d. n.d.
An2 B, 0,017 £ 0,008 n.d. n.d.
An2 C, 0,091 + 0,003 n.d. n.d.
An2 D, 5,772 £ 1,06 0,256 + 0,033 0,045 + 0,018
An2 _E, 0,127 £ 0,02 0,028 £ 0,003 0,244 + 0,042
An2 F, 0,055 + 0,001 n.d. n.d.
An2 G, 0,028 + 0,01 n.d. n.d.
An2 H, 0,137 +£0,05 n.d. n.d.
An2 I, 0,020 + 0,002 n.d. n.d.
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Abb. 36. Ubertragung der Anl-Domiinen D und E erzeugt Bifunktionalitit in An2. Die
Hybridenzyme, An2_D; und An2_E,, und die Kontrollenzyme Anl und An2 wurden in Hefe fiir 72 h
bei 22 °C exprimiert. Nach Aufarbeitung der Kulturen wurden die Fettsduremethylester
gaschromatographisch analysiert. (A) Gezeigt sind Ausschnitte der jeweiligen GC-Profile. (B) Das
Verhiltniss der durch Desaturierung gebildeten 18:3“*'*"> Fettsiure und der 18:2°*'*-Fettsiure
(18:3%%1215/18:2%%1%)_ Die Daten reprisentieren die Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten.
(C) Verifizierung der neu gebildeten 18:3%"'*"_Fettsiuren durch GC-MS. Das Massenspektrum

reprasentiert das Vorhandensein der 18:3-Fettsdure (292 m/z). n.d., nicht detektierbar.
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Die Domédnen D und E der bifunktionalen Desaturase Anl konnten somit als
hinreichende Determinanten identifiziert werden, die die Bifunktionalitdt des Anl Enzyms auf
die monofunktionale An2-Desaturase iibertragen. Die Doméne D stellt einen hydrophoben
Sequenzabschnitt von 18 Aminosduren dar und ist dem Topologiemodell zufolge nahe des
aktiven Zentrums gelegen (Abb. 34). Die Doméne E umfalit 49 Aminosduren und liegt in dem
cytosolischen Sequenzbereich der Desaturase, der auch die zweite Histidin-Box enthalt, ist
also ebenfalls in der Nihe des katalytischen Zentrums lokalisiert oder sogar direkt an seiner
Bildung beteiligt (Abb. 34). Da die Sequenzdoménen, die maf3geblich zu der Bifunktionalitét
beitragen, direkt nebeneinander lagen, wurde getestet, ob ein simultaner Austausch beider
Domédnen (D und E) in der Al2-Desaturase gegen die Domidnen der bifunktionalen
Desaturase den Effekt der Einzelaustausche verstirken wiirde. Die Charakterisierung der
Doppelaustausch-Chimére in Hefe zeigte aber, dafl dieses Hybridenzym katalytisch inaktiv

war.
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4. Diskussion

4.1 Etablierung eines Acyl-CoA-abhingigen Syntheseweges fiir VLCPUFAs in Hefe
und Arabidopsis

Transgene Pflanzen geraten als ,grine Fabriken zur kostengilinstigen und
zukunftsfahigen Produktion von gesundheitsfordernden VLCPUFAs zunehmend in das
Blickfeld biotechnologischer Anwendungen. Vorteile der Produktion wertvoller Inhaltsstoffe
in Pflanzen sind die leichte Kultivierbarkeit und die bestehende Infrastruktur fiir Ernte und

Prozessierung (Voelker und Kinney, 2001; Thelen und Ohlrogge, 2002).

4.1.1 Neue Enzyme aus Algen

Die Produktion wertvoller Ole in den Samen transgener Kulturpflanzen gehort zu den
klassischen Beispielen der ,,griinen Biotechnologie®, und eine Vielzahl von Studien hat sich
bereits mit der Optimierung der Synthese von VLCPUFAs in Samendlen befaf3t. Bisherige
transgene Ansitze zur Produktion von VLCPUFAs in Samendlen haben gezeigt, da3 die
Substratdichotomie eingefiihrter  biosynthetischer Desaturasen einen bedeutenden
limitierenden Faktor der VLCPUFA-Synthese darstellt. Die Notwendigkeit des Transportes
der Fettsduren zwischen dem Ort der Desaturierung im Lipid-Pool und dem Ort der
Elongation, dem Acyl-CoA-Pool, fiihrt bei bisher gewéhlten transgenen Ansétzen dazu, da3
Intermediate der Synthese an ihrem Acyltriger verblieben und weiterfithrenden Enzymen
nicht als Substrate zur Verfiigung standen (Abbadi et al., 2004; Sayanova et al., 2006b). Der
so begrenzte Umsatz des Stoffwechselweges, der durch die Desaturasen und Elongasen
definiert war, fiihrte bisher zu einer geringen Bildung an VLCPUFAs. Durch die
Identifizierung geeigneter Enzyme aus Algen und die Etablierung eines ausschlielich Acyl-
CoA-abhingigen VLCPUFA-Biosynthesewegs sollte im Rahmen dieser Arbeit der
beschriebene Engpall umgangen werden.

Gene fiir die benétigten neuen Acyl-CoA-abhidngigen Desaturasen sollten aus
Mikroalgen, den Primérproduzenten von VLCPUFAs, isoliert werden. Als Genspender sind
Algen nicht neu. Viele der bekannten Desaturasegene wurden aus Algen isoliert (z.B.(Wallis
und Browse, 1999; Domergue et al., 2002; Meyer et al., 2003; Pereira et al., 2004b). Als
erfolgversprechende Kandidaten zur Isolierung von Acyl-CoA-abhidngigen Desaturasen
stellten sich die Mikrolagen O. tauri und M. squamata heraus. Die Fettsdure-

zusammensetzung  (vgl. Abb. 9), die Detektierbarkeit von VLCPUFA-Biosynthese-
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intermediaten im Acyl-CoA-Pool (vgl. Abb. 11) und die Tatsache, dall aus O. tauri bereits
eine Acyl-CoA-abhidngige A6-Desaturase isoliert werden konnte (Domergue et al., 2005),
fiihrten zur Auswahl der beiden verwendeten Algenstimme. Die Wahl von M. squamata war
zusitzlich durch die Beobachtung bedingt, da3 fast ausschlieflich ®3-VLCPUFAs in dieser
Alge detektiert werden konnten (vgl. Abb. 9). Da speziell ®3-VLCPUFAs in der
menschlichen Physiologie und in verschiedenen Stoffwechselprozessen eine wesentliche
Rolle spielen, sind diese Fettsduren fiir unsere Erndhrung von besonderer Bedeutung. Eine
unzureichende Zufuhr von ®3-VLCPUFAs, wie sie erndhrungsbedingt in westlichen
Industrieldndern iiblich ist, kann diverse Fehlentwicklungen beim Fotus aber auch Stérungen
physiologischer Funktionen beim Erwachsenen zur Folge haben. Organismen, die wie M.
squamata Enzyme enthalten, die spezifisch im ®»3-VLCPUFA-Biosyntheseweg aktiv sind,
sind also von besonderem Interesse, da die entsprechenden Gene gezielt fiir die Produktion
von ®3-VLCPUFAs in transgenen Pflanzen eingesetzt werden konnen.

Durch das Vorhandensein von EST-Sequenzen, die freundlicherweise von Dr. Amine
Abbadi zur Verfligung gestellt wurden, konnten aus der Mikroalge M. squamata zwei
mutmalBliche Desaturasesequenzen, Msl und Msll, isoliert werden. Da das Genom von
O. tauri sequenziert und veroffentlich ist (Derelle et al., 2006), konnte aulerdem eine weitere
mutmaBliche Desaturasesequenz, Otll, isoliert werden. Die von den isolierten cDNA-
Sequenzen abgeleiteten Aminosduresequenzen enthielten die typischen Merkmale von ,,Front-
End‘“-Desaturasen, die in anderen Organismen an der Synthese von VLCPUFAs beteiligt
sind. Die heterologe Expression der cDNA-Klone in Hefe ergab, dal MsI, MsIl und OtIl
zugesetzte Fettsduren desaturierten, also aktive Enzyme darstellten (Abb.13 - 15). Die
Analyse der gebildeten Desaturierungsprodukte zeigte, dal es sich bei Msl um eine A6-
Desaturase (MsA6) und bei MslI und OtII jeweils um A5-Desaturasen handelte (MsAS5 und
OtAS). Mit diesen neuen Enzymen war es nun moglich, die Biosynthese von EPA in Hefe zu
etablieren. MsA6 zeigte im Vergleich zu der lipidabhéngigen PtA6 eine hohe
Desaturierungseftizienz, die mit der der OtA6 Desaturase vergleichbar war. OtA6 zeigte bei
den hier durchgefiihrten Experimenten allerdings nicht die hohe Desaturierungseffizienz, die

fiir dieses Enzym beschrieben ist (Domergue et al., 2005).

4.1.2 MsAG6 als Schrittmacherenzym fiir die Bildung von ®3-VLCPUFAs

Bisher charakterisierte A6-Desaturasen katalysieren die Umsetzung sowohl von w6-
18:2%%!2 als auch von ®3-18:3*"'>'* in die A6-desaturierten Produkte w6-18:3%%*'* und w3-

18:4%¢%1215 ynd vermitteln so die einleitenden Schritte der A6-Stoffwechselwege zur
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VLCPUFA-Synthese (Abb. 4). MsAG6 stellt durch seine deutliche Substratpréaferenz fiir o3-
18:3%%1215 (Abb. 16) im Vergleich zu bekannten Desaturasen eine Besonderheit dar
(D'Andrea et al., 2002; Guillou et al., 2004). Seine hohe Spezifitit grenzt MsA6 deutlich von
der nahe verwandten OtA6-Desaturase ab, die keine ausgeprigte Substratpriferenz zeigte und
verschiedene Fettsduren mit bestehender A9-Doppelbindung umsetzte (vgl. Abb. 16;
Domergue et al,, 2005). Ein Vergleich der Verhéltnisse der durch verschiedene A6-
Desaturasen umgesetzten @3- und w6-Substrate zeigt die Unterschiede der Enzyme besonders
deutlich: Wahrend mit OtA6 das Verhiltnis von ®3- zu w6-desaturierten Fettsduren nur 1,3
betrug (Domergue et al., 2005), zeigte die bereits als w3-spezifisch charakterisierte A6-
Desaturase aus Primula luteola ein Verhéltnis von 5,8 (Sayanova et al., 2003; Sayanova et al.,
2006c¢). Das fiir MsA6 bestimmte Verhiltnis von m3- zu w6-desaturierten Fettsduren war mit
einem Wert von 114 deutlich hoher als das der anderen Enzyme, was gut mit der bestimmten
Fettsdurezusammensetzung in der Herkunftsalge M. squamata {ibereinstimmt, die
ausschlieBlich ®3-VLCPUFAs akkumuliert (Abb. 9). Die meisten Olsaaten enthalten ©6-
18:2°"% und ©3-18:3*"'>"* als Substrate fiir die VLCPUFA-Synthese. Desaturasen ohne
strikte Substratpriaferenz bilden daher verschiedene Zwischenprodukte, die um die transgen
etablierten Enzyme der VLCPUFA-Biosynthese konkurrieren. Fiir die Synthese von
VLCPUFAs in transgenen Pflanzen zeigt sich MsA6 wegen seiner Spezifitit also als
besonders vielversprechender Kandidat, da das Enzym schon beim einleitenden Schritt die
Synthese in Richtung der m3-Produkte lenken kann, so dafl die Akkumulation unerwiinschter
w6-Nebenprodukte vermieden wird.

Wegen des Besitzes eines N-terminalen HPGG-Motivs und der Modifikation des
ersten Histidinrestes der dritten Histidin-Box zu Glutamin waren die aus Algen identifizierten
Desaturasen den ,Front-End“-Desaturasen zugerechnet worden (Abb. 12), und die
beobachtete A6-Desaturierung bestétigte diese Zuordnung (Abb. 13). Die Spezifitit von
»Front-End“~-Desaturasen ist durch die Position einer im Substrat bestehenden Doppelbindung
vorgegeben, wobei eine neue Doppelbindung zwischen der bestehenden Doppelbindung und
der Carbxylgruppe eingefiigt wird (Napier et al., 1997). Verschiedene Gruppen haben die
Hypothese aufgestellt, da eine weitere ®3-Doppelbindung keinen Effekt auf die
Substratspezifitit von ,,Front-End““-Desaturasen ausiibt (Napier et al., 1997; Domergue et al.,
2002). Fiir verschiedene ,Front-End“-Desaturasen wurde gezeigt, daB das w-Ende der
Fettsdurekette keinen Einflull auf die Substratwahl hat, wie z.B. fiir die menschliche A6-
Desaturase, die sowohl ©6-18:2"1? und ®3-18:32"'>15 und auch ©6-24:4*>1%1>1% ynd @3-

24:58912131821 qegaturiert (de Antueno et al., 2001). Im Gegensatz zu bisher charakterisierten
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Desaturasen war MsA6 fahig, zwischen ®3- und w6-Substraten zu diskriminieren, was
bedeutet, dal die Kontrolle der Regiospezifitit von ,Front-End“-Desaturasen doch
facettenreicher ist als bisher angenommen.

Neben MsA6 wurden zwei neue AS-Desaturasen isoliert. Die Substratspezifitit von
MsAS und OtAS war nach Expression in Hefe mit der bekannter A5-Desaturasen vergleichbar
(Michaelson et al., 1998b; Domergue et al., 2002; Hornung et al., 2005), und es wurden C20-
®6- und w3-Fettsduren in dhnlichem Malle umgesetzt (Abb. 14). Die Effizienz des Umsatzes
war allerdings sowohl fiir 6-20:3**'"1 als auch fir m3-20:44%11417 gering, der Umsatz
durch OtAS sogar nahe dem Detektionslimit (Abb. 15). Auch durch Modifizierung der
Expressionsbedingungen oder durch Anpassung der Codons der ersten 10 - 20 Aminosduren
der Enzyme an den Codongebrauch von Hefe konnte die Desaturierungseffizienz nicht
gesteigert werden. Bei der Bewertung der Ergebnisse der heterologen Expression in Hefe muf3
als mogliche Erkldrung in Betracht gezogen werden, da3 in den Algen bislang unbekannte
akzessorische Proteine oder Cofaktoren eine effizientere Funktion von MsAS5 und OtAS
ermoglichen konnten. Um die Moglichkeit zu erkunden, dafl eine unterschiedliche oder
fehlgeleitete subzelluldre Lokalisierung von A6- oder AS5-Desaturasen einen effizienten
Austausch verhinderte, wurden computergestiitzte Vorhersagen der subzelluldren Verteilung
durchgefiihrt. Keiner der getesteten Algorithmen (Predotar, iPSORT, ChloroP) ergab dabei
eine eindeutige Zuordnung. Es ist wichtig anzumerken, dafl die Ergebnisse nicht auf eine
chloroplastidire Lokalisierung hinwiesen. Wegen der evolutiondren Distanz von M.
squamata und O. tauri zu anderen, besser untersuchten eukaryotischen Organismen besteht

allerdings die Moglichkeit, dal die Ergebnisse der Computervorhersagen unsicher sind.

4.1.3 Die neu isolierten Enzyme vermitteln Acyl-CoA-abhingige Desaturierung

Eine grundlegende Vorraussetzung fiir den hier verfolgten Ansatz zur Optimierung
der VLCPUFA-Produktion in transgenen Pflanzen war die Isolierung Acyl-CoA-abhingiger
Desaturasen. Um die Abhédngigkeit der neu identifizierten Desaturasen bewerten zu konnen,
wurden Vergleichstudien mit der bekannten von Acyl-CoA abhingigen OtA6-Desaturase als
Positivkontrolle und den lipidabhéngigen Desaturasen PtA6 und PtAS aus P. tricornutum als
Negativkontrollen durchgefiihrt. Im Rahmen fritherer Untersuchungen zur Préiferenz
verschiedener Desaturasen hinsichtlich ihrer Acyltrager konnte gezeigt werden, dafl die
lipidabhéngige Desaturierung an PtdCho stattfindet und dafl das Produkt der Desaturierung an
diesem Lipid bevorzugt akkumuliert (Domergue et al., 2003). Erfolgt die Desaturierung

hingegen an Acyl-CoA-Estern, war eine gleichmiBigere Verteilung der desaturierten
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Fettsdauren auf verschiedene Lipide =zu beobachten, da Acyltransferasen das
Desaturaseprodukt sowohl auf PtdCho als auch auf andere Lipide verteilen, wie fiir die
menschliche CoA-abhingige A6-Desaturase FADS?2 gezeigt werden konnte (Domergue et al.,
2003). Die Verteilung der neu gebildeten desaturierten Fettsduren auf verschiedene
Lipidklassen kann also Hinweise auf den bevorzugten Acyltriger geben. Fiir die Analyse der
neu isolierten Desaturasen wurden diese einzeln oder in Kombination mit entsprechenden
Elongasen in Hefe exprimiert und die Verteilung der Desaturaseprodukte auf die
verschiedenen Lipidklassen getestet. Obwohl Hefe die Substrate der VLCPUFA-Synthese
endogen nicht produziert, werden zugefiitterte Fettsduren von diesen Zellen aufgenommen.
Die Produkte von MsA6 und MsAS5 (03-18:4%%"1%1 bzw. 6-20:4*>*'"1%) akkumulierten
schlieBlich wie erwartet nicht zu hohen Anteilen an PtdCho, wie die der entsprechenden
lipidabhéngigen Vergleichsenzyme, sondern wurden entweder bevorzugt in TAGs detektiert
oder gleichmiBig auf alle untersuchten Lipidklassen verteilt (Abb. 20 und 21). Die zum
Vergleich analysierte Verteilung der Produkte der Acyl-CoA-abhingigen OtA6 (Domergue et
al., 2005) weisen darauf hin, daB3 die Desaturasen von M. squamata Acyl-CoA-Ester als
Substrate bevorzugen.

In einem parallelen Ansatz wurde die Priferenz der neu isolierten Desaturasen fiir
CoA-Thioester durch direkte Detektion der Produkte im Acyl-CoA-Pool getestet. Bei der
Bewertung dieser Experimente ist zu beachten, dafl aufgenommene Fettsduren in Hefezellen
schnell durch Acyl-CoA-Synthetasen zu CoA-Thioestern aktiviert (Wagner und Paltauf,
1994) und erst dann in Lipide inkorporiert werden. Die Analyse der Desaturierung gefiitterter
Substrate in Abhdngigkeit von der Zeit (Domergue et al., 2003) erlaubt also Aussagen iiber
die bevorzugten Acyltriager der verschiedenen heterolog exprimierten Enzyme. Die Produkte
von MsA6, MsA5 und OtA6 waren deutlich frither in isolierten Acyl-CoA-Estern
nachzuweisen als in den Lipiden (Abb. 22), was auf eine Priferenz fiir CoA-gebundene
Substrate hinweist. Im Gegensatz dazu waren die Desaturierungsprodukte der lipidabhéngigen
Desaturasen zuerst in der Lipidfraktion detektierbar und erschienen erst spiter im Acyl-CoA-
Pool. Die erhaltenen Ergebnisse stimmen mit beschriebenen Eigenschaften von PtA6 und
PtAS5 tberein (Domergue et al., 2002; Domergue et al., 2003). Die Coexpression von MsA6
oder MsA5 mit den entsprechenden A6- bzw. A5-Elongasen PSE1 bzw. OtELO?2 fiihrte in
allen Féllen zu einer effizienten Elongation der jeweiligen Produkte. Intermediate, die
ebenfalls Produkte der Desaturierung darstellen, konnten bei der Analyse von
Gesamtfettsduren nur in geringen Mengen detektiert werden (Abb. 24 und 26). Gleichzeitig

akkumulierten die jeweiligen Elongationsprodukte, was fiir eine effiziente Weitergabe der
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Desaturierungsprodukte direkt im Acyl-CoA-Pool spricht. Die direkte Messung von Acyl-
CoA- und Lipid-Pool bei Coexpression von MsA6 und PSE1 zeigte, dafl das direkt nach der
Substrataufnahme im CoA-Pool gebildete Desaturaseprodukt ©3-18:4"'15  nicht
akkumulierte, sondern sofort zu ©3-20:4**'"'*17 ymgesetzt wurde (Abb. 25 A). In Lipiden
erschien das Produkt der Reaktionsfolge erst zu spéteren Zeitpunkten (Abb. 25 B). Der direkte
Nachweis Acyl-CoA-gebundener Fettsduren konnte wegen der Coelution verschiedener
Fettsduren in dieser Weise nur fiir MsA6/PSE1 durchgefiihrt werden, da die Produkte der
entsprechenden AS5-Reaktionsfolge nicht als separate Signale eluieren. Die als Kontrollen
getesteten Coexpressionen der lipidabhidngigen Desaturasen PtA6 oder PtAS mit PSE1 bzw.
mit OtELO2 ergaben im Einklang mit fritheren Beobachtungen (Domergue et al., 2002;
Abbadi et al., 2004) daB die Elongation der jeweiligen Produkte nur mit geringerer Effizienz
stattfand (Abb. 24 und 26). Eine mogliche Erkldrung fiir die geringere Elongationseffizienz
nach lipidabhéngiger Desaturierung ist, dafl eine hefeeigene Acyltransferase zunédchst den
Transport der Fettsduren vom Lipid- in den Acyl-CoA-Pool katalysieren muf}, um die
Desaturaseprodukte fiir die Elongation bereitzustellen. Da in verschiedenen Studien
beschrieben wurde, dall Acyltransferasen den Transport von Fettsduren aus dem Acyl-CoA-
Pool in die Lipide effizient vermitteln, der umgekehrte Transport aber weniger effizient ist
(Stymne und Stobart, 1984; Wagner und Paltauf, 1994; Domergue et al., 2003), verbleiben die
desaturierten Fettsduren an den Lipiden und stehen der Elongase nur in geringer Menge zur
Verfiigung. Zusammengenommen weisen die Daten darauf hin, dal MsA6 und MsAS ihre
jeweiligen Fettsduresubstrate zumindest in Hefe abhédngig von Acyl-CoA desaturierten. Daher
stellen MsA6 und MsAS nicht nur wegen ihrer geeigneten Regiospezifititen, sondern auch
wegen der bevorzugten Acyltriager-Spezifitit ideale Enzyme fiir eine Acyl-CoA-abhéngige
Produktion von ®3-VLCPUFAs dar.

4.1.4 Acyl-CoA-abhingige Synthese von VLCPUFAs: Funktionalitit in Hefe und

transgenen Pflanzen

Ein ausschlieBlich von Acyl-CoA abhingiger VLCPUFA-Biosyntheseweg sollte den
limitierenden Austausch von Fettsduren zwischen PtdCho und Acyl-CoA-Pool auf ein
Minimum reduzieren. Um das Zusammenspiel und die Effizienz der VLCPUFA-Synthese
durch die neu identifizierten Desaturasen zu testen, wurden MsA6 und MsAS zusammen mit
der A6-Elongase PSE1 in Hefe exprimiert und die Akkumulation von EPA getestet (Abb. 27).
Als Kontrolle diente die Coexpression der lipidabhidngigen PtA6 und PtAS mit PSEIL. Die
vergleichende Analyse der in Hefe erzielten EPA-Gehalte zeigte, da3 durch die Acyl-CoA-
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abhédngige Reaktionsfolge etwa dreimal mehr EPA in den Hefezellen akkumulierte als durch
den lipidabhédngigen Syntheseweg (Abb. 27 D). Dieses Ergebnis wurde trotz der schwachen
Effizienz von MsAS5 (vgl. Abb. 18) erzielt und war mit hoher Wahrscheinlichkeit im
effektiveren Zusammenspiel von MsA6 und PSE1 im Acyl-CoA-Pool begriindet. Die Analyse
der Zwischenprodukte des Stoffwechselweges zeigte, dall das zundchst gebildete w3-
18:46%1215 qurch PSEI nahezu vollstindig elongiert wurde, was die erfolgreiche Umgehung
des beschriebenen LPCAT-Engpasses (Abbadi et al., 2004) der VLCPUFA-Synthese
darstellt. Die resultierende Akkumulation von ©3-20:4°%'"'*!7 pot MsAS5 ausreichend
Substrat, um trotz geringer Desaturierungseffizienz letztlich mehr EPA zu produzieren als
beim lipidabhingigen Kontrollversuch beobachtet werden konnte. Der LPCAT-Engpal3 der
VLCPUFA-Synthese trat bei lipidabhéngiger Desaturierung anschaulich durch die
Akkumulation des w3-18:4*%*!>1> Zwischenproduktes in Erscheinung, und die Elongation zu
®3-20:4""1417 qurch PSE! erfolgte mit nur geringer Effizienz. Beim Vergleich der von
Acyl-CoA abhédngigen und der lipidabhéngigen EPA-Synthese mull beachtet werden, dal3 das
Ausgangssubstrat den Hefekulturen exogen zugesetzt wurde, nach der Aufnahme zuerst durch
hefeeigene Acyl-CoA-Synthetasen CoA-aktiviert wurde (Wagner und Paltauf, 1994;
Faergeman et al., 2001; Domergue et al., 2003), und so dem Acyl-CoA-abhingigen Weg
direkt zur Verfiigung stand, wihrend das Substrat fiir den lipidabhéngigen Weg zunichst in
PtdCho inkorporiert werden mufte. Der Acyl-CoA-abhidngige Weg war somit moglicherweise
durch den Stoffwechsel des Hefeexpressionssystems bevorteilt, so dal eine abschlieende
Bewertung des Acyl-CoA-abhidngigen Weges zur VLCPUFA-Synthese erst nach Analyse der
entsprechenden transgenen Pflanzen vorgenommen werden kann. Auller EPA konnten in
beiden Ansdtzen Nebenprodukte der VLCPUFA-Biosyntheseenzyme detektiert werden, wie
sie auch schon von anderen beschrieben wurden (Beaudoin et al., 2000; Domergue et al.,
2002). Fiir die Entstehung dieser unspezifischen Produkte waren vor allem die A6-Elongase
und die beiden A5-Desaturasen verantwortlich, die alle in Frage kommenden Substrate in
Hefe umsetzten. Die Nebenprodukte zeigen die oben erwihnte Konkurrenz der Enzyme um
die Substrate, die den Umsatz der gewiinschten VLCPUFA-Intermediate zu EPA hemmt. Es
ist anzumerken, daB3 die in Hefe beobachteten Nebenprodukte in den Spenderalgen M.
squamata (diese Arbeit) und P. tricornutum (Domergue et al., 2002) selbst nicht detektierbar
waren (vgl. auch Abb. 9), was darauf hinweist, dal in den Algen mdgliche akzessorische
Proteine einen gerichteten Substrat-Produkt-Transport zwischen den einzelnen Enzymen
gewdhrleisten, durch den Nebenreaktionen ausbleiben. Welcher Art solche akzessorischen

Proteine sind, bleibt an dieser Stelle spekulativ. In diesem Zusammenhang erscheint die
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Hypothese relevant, daB3 die Synthese von PtdCho oder TAG jeweils in spezifischen
Subdoménen des ER stattfindet (Hills et al., 1993; Shockey et al., 2006), die auf bisher
unbekannte Weise etabliert werden. Die postulierte Subkompartimentierung der
Synthesewege fiir bestimmte Lipide in ER-Domédnen kompliziert die Verwendung heterolog
exprimierter Enzyme wie Acyltransferasen, Desaturasen oder Elongasen, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit im heterologen System nicht im korrekten physiologischen Kontext aktiv
sind, da mogliche akzessorische Proteine fehlen, die im homologen System die
entsprechenden Subdoménen mitgestalten (Graham et al., 2007).

Die Konzeptstudie fiir die Etablierung eines Acyl-CoA-abhingigen EPA-
Syntheseweges in Hefe zeigte die prinzipielle Moglichkeit auf, die komplette Reaktionsfolge
in Acyl-CoA-abhéngiger Weise durchzufiihren. Da Hefe kein 6lakkumulierender Organismus
ist und, wie schon oben erwéhnt, die Substrate der VLCPUFA-Synthese exogen zugegeben
werden miissen, konnen die bisherigen Beobachtungen nicht unmittelbar auf die Situation in
Pflanzen oder Samen iibertragen werden. Aus verschiedenen Griinden, die mit dem gegeniiber
Hefe unterschiedlichen Stoffwechsel der Pflanzen zusammenhingen, stellt sich die
Etablierung der VLCPUFA-Biosynthese in Pflanzen erheblich Komplexer dar als in Hefe.
Obwohl die Produktion von VLCPUFAs in Pflanzen bereits prinzipiell erfolgreich stattfindet,
wurden verschiedene Faktoren identifiziert, die speziell die Bildung von ®3-VLCPUFAs in
Olsaaten erschweren. In den letzten Jahren sind alternative Biosynthesewege fiir VLCPUFAs
mit verschiedenen Kombinationen von Desaturasen, Elongasen und Acyltransferasen in
verschiedenen Modellpflanzen und Olsaaten getestet worden (Abbadi et al., 2004; Kinney,
2004; Qi et al., 2004; Wu et al., 2005; Sayanova et al., 2006b). Dabei wurde u.a. erkannt, daf3
die Akkumulation der gewiinschten VLCPUFAs in den einzelnen Pflanzen nicht optimal war,
weil die verwendeten Desaturasen nicht fiir w3-Fettsduren spezifisch waren und daher neben
®3-Produkten vor allem auch w6-Produkte gebildet wurden. Da im Gegensatz zu Hefe in den
meisten Pflanzen sowohl w6- als auch w3-Substrate in grolen Mengen vorliegen, 146t sich
dieses Problem vorzugsweise durch die Verwendung eines w3-spezifischen Enzyms 16sen,
was aber bislang nicht beschrieben war. Ein weiteres Problem entsteht durch die
Substratdichotomie der eingebrachten Enzyme. Da die Verbindung von lipidspezifischer
Desaturierung und Acyl-CoA-abhingiger Elongation durch LPCATSs erfolgt, fillt diesen
Enzymen eine Schliisselrolle bei der VLCPUFA-Synthese zu. Die fiir den Austausch von
Fettsduren zwischen Lipiden und Acyl-CoA-Pool verantwortlichen LPCATs scheinen in
Pflanzen Substratspezifititen zu besitzen, die Fettsduren mit Doppelbindungen vor der A9-

Position ausschlieen. Neu gebildete VLCPUFAs verblieben so entweder in den Lipiden
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(Abbadi et al., 2004) oder im CoA-Pool (Qi et al., 2004; Sayanova et al., 2006b). Die
Diskriminierung A6-desaturierter Fettsduren durch die LPCAT in Lein und Arabidopsis, zwei
Pflanzenarten mit dhnlicher endogener Fettsdurezusammensetzung, 146t vermuten, dafl die
Spezifitit von LPCATSs auf Haushaltssubstrate festgelegt ist und fremde Fettsduren nicht als
Substrat erkannt werden. Ein alternativer Ansatz der Optimierung der VLCPUFA-
Biosynthese in Pflanzen hat die Identifizierung von LPCATs mit den in der VLCPUFA-
Synthese gewiinschten Substratspezifititen zum Ziel, die gezielt die Intermediate der
VLCPUFA-Synthese zwischen Lipid-Pool und Acyl-CoA-Pool transportieren, um sie den
beiden Syntheseenzymen zuginglich zu machen (Kinney et al., 2002; Abbadi et al., 2004;
Beaudoin und Napier, 2004; Domergue et al., 2005). Ahnlich zum in dieser Arbeit verfolgten
Ansatz wird versucht, Kandidatengene fiir LPCATs in Mikroalgen oder anderen VLCPUFA-
produzierenden Organismen zu identifizieren und diese Enzyme auf geeignete biochemische
Eigenschaften zu testen. Auch nach erfolgreicher Bildung von VLCPUFAs bleiben Fragen
zur VLCPUFA-Akkumulation und Synthese offen. Nur im Samendl konnen VLCPUFAs in
signifikanter Menge akkumulieren, weil sie hier vor einer weiteren Modifikation geschiitzt
sind (Kinney, 2006) Der gerichtete Transport neu gebildeter VLCPUFAs in die Speicherlipide
der Samen ist daher ein weiterer als problematisch erkannter Aspekt. Da die
phospholipidabhingige TAG-Synthese durch die PDAT nicht spezifisch fiir ein bestimmtes
Phospholipid ist wurden lipidabhédngig vorwiegend an PtdCho gebildete VLCPUFAs selten
vollstédndig aus dem Phospholipid-Pool in Speicherlipide inkorporiert (Stahl et al., 2004). Der
hier beschriebene transgene Ansatz der ausschlielich Acyl-CoA-abhingigen VLCPUFA-
Synthese sollte zumindest einige der eben angesprochenen Probleme der VLCPUFA-
Akkumulation in Pflanzen 16sen oder zu vielleicht neuen Lésungsansdtzen fiihren.

Um die Effektivitit der EPA-Synthese mittels der neu identifizierten Enzyme im
Zusammenhang mit der Olakkumulation in Samen zu testen, wurden MsA6 und MsAS5
zusammen mit PSE1 samenspezifisch in 4. thaliana exprimiert. Als Kontrollen wurden wie
schon bei den Hefeexperimenten die lipidabhingigen Desaturasen PtA6 und PtAS5 zusammen
mit PSEl wunter gleichen Bedingungen samenspezifisch exprimiert und die EPA-
Akkumulation in den transgenen Pflanzen getestet. Ebenfalls getestet wurde das
Zusammenspiel von OtA6 und OtAS mit PSE1. Aufgrund der bereits diskutierten schwachen
Aktivitdit von OtA5 in den anfinglichen Hefecharakterisierungen, waren die oben
beschriebenen Experimente mit diesem Enzym nicht durchgefiihrt worden. Die Coexpression
der O. tauri-Enzyme in Samen wurde dagegen untersucht,um zu testen, ob OtAS5 in Pflanzen

ein anderes Profil zeigte als in Hefe.
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Das Ergebnis der Expression des Triple-Ms-Konstrukts in Arabidopsis-Samen zeigte,
daf} ein w3-spezifischer EPA-Biosyntheseweg in den Samen der Pflanzen etabliert werden
konnte (Abb. 28). Durch die Spezifitit von MsA6 fiir das @3-Substrat 18:3%'>'* konnte die
Synthese in Richtung der ®3-VLCPUFA gelenkt werden (Abb. 28 A). Die Ergebnisse der
Pflanzenanalysen stimmen also gut mit den zuvor in Hefe gemachten Beobachtungen {iberein
(vgl. Abb. 27 und 28). Die in Triple-Ms-Pflanzen detektierte geringe Menge an ©6-18:34%%!2
oder dem C20-Elongationsprodukt »6-20:3*%'"""* weist darauf hin, daB die erwihnte Substrat-
Enzym-Konkurrenz bei Bildung von ®6-Nebenprodukten durch  Verwendung
hochspezifischen MsA6 vermieden werden konnte. Mit MsA6 war also eine gezielte
Produktion von fast ausschlieBlich ®3-VLCPUFAs auch in Arabidopsis moglich, wo sowohl
®3- als auch w6-Ausgangssubstrate vorlagen. Die Kontrollexperimente mit Triple-Ot- und
Triple-Pt-Pflanzen unterstreichen die Ergebnisse der Triple-Ms-Pflanzen. In beiden Fillen
akkumulierten neben ®3- auch w6-VLCPUFAs in den Samendlen (Abb. 28 B und C), und in
den Triple-Pt-Pflanzen machten ®6-Produkte sogar den Hauptanteil der gebildeten
VLCPUFAs aus (vgl. Abb. 29 und 30). Bei Verwendung von A6-Desaturasen mit breiter
Substratspezifitit konnte in den Kontrollpflanzen also keine gerichtete Biosynthese von ®3-
VLCPUFAs etabliert werden. Auf der Ebene der detektierbaren Metabolite wurde in Triple-
Pt-Pflanzen eine substantielle Akkumulation der A6-Produkte von PtA6 beobachtet (Abb. 29
B und 30 B), was die bereits in Leinpflanzen gemachten Beobachtungen von Abbadi et al.
(2004) bestitigt und zeigt, da auch in Arabidopsis LPCATs einen Engpall der
lipidabhéingigen VLCPUFA-Biosynthese darstellen. Im Gegensatz zu den Kontrollen zeigte
sich in den Triple-Ms-Pflanzen eine nahezu vollstindige Elongation von 18:4°%*1%1> 7y
20:4*%11417 qurch PSEL (Abb. 29 B und 30 B), was darauf hinweist, daf der limitierende
LPCAT-Engpall durch effektives Zusammenspiel von MsA6 und PSE1 im Acyl-CoA-Pool
erfolgreich umgangen werden konnte. Das Uberwinden des LPCAT-Engpasses (siche Abb.
29 B und 30 B) stellt die erfolgreiche Losung der eingangs formulierten Zielsetzung dieser
Arbeit dar.

Trotz dieses Erfolges zeigte sich dhnlich wie in Hefe nur eine geringe Akkumulation
von 0,04 % EPA im Samenol. Ein maB3geblicher Grund fiir die niedrige Akkumulation ist die
schwache Aktivitit von MsAS bzw. OtAS5. Der Umsatz des durch die A6-Elongase
produzierten Substrates war so gering, dal nach Umgehung des LPCAT-Engpasses nun das
folgende Elongationsprodukt 20:44%111417 gkkumulierte (Abb. 29 C). Es ist anzumerken, daB
MsA6 und OtA6 in Arabidopsis-Samen auBlerdem eine geringere Umsatzrate zeigten als

aufgrund der Hefeexperimente zu erwarten war, was ebenfalls zur nur geringen VLCPUFA-
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Produktion beitrug. Eine mogliche Erkldrung fiir die in Pflanzen geringere Effizienz von
MsA6 und OtA6 ist das Vorliegen des Ausgangssubstrates 18:3%'>!* in Membranlipiden der
Samen im Gegensatz zu Acyl-CoA-Estern nach Zufiitterung der Hefeexpressionskulturen.
Eine weitere mdgliche Erklarung ist ein Fehlen VLCPUFA-spezifischer Acyl-CoA-
Synthetasen, das die Aktivierung freier VLCPUFAs zu CoA-Estern verhindern wiirde. Diese
Erklarung erscheint allerdings unwahrscheinlich, da die VLCPUFA-Synthese von endogenem
18:3%1213 ausgeht, fiir das Arabidopsis endogen kompatible Acyl-CoA-Synthetasen besitzt
(Shockey et al., 2003). Ist 18:3%'%!% erst aktiviert, bleibt es fiir alle weiteren Schritte der
EPA-Synthese an CoA gebunden, da im Acyl-CoA-abhingigen Biosyntheseweg die
Umesterung und Reaktivierung der Intermediate gerade umgangen wird. Auch nach dem
Einbau der gebildeten VLCPUFAs in TAGs findet dann kein Umbau der Lipide mehr statt
(Kinney, 2006).

Neben den Details des pflanzlichen Lipidstoffwechsels konnen sich auch genetische
Faktoren ungiinstig auf die VLCPUFA-Synthese in transgenen Pflanzen auswirken. Solche
Probleme konnen durch die genomische Insertionsposition des Expressionskonstruktes oder
die Aktivitdt der verwendeten Promotoren bedingt sein. Durch die zufillige Insertion der
transgenen Kassette in das pflanzliche Genom konnen Einfliissse promotorregulierender
Faktoren umliegender Genombereiche entstehen, die im Voraus nicht einschitzbar sind
(Kinney, 2004). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dall die
Expressionseinheiten von Promotor, cDNA und Terminatorsequenz am besten funktionieren,
wenn sie in bestimmten Abstinden zueinander unterbrochen von untranskribierten
Sequenzabschnitten vorliegen (Kinney et al., 2002). Erst systematische Expressionsstudien
oder die Analyse der transgen erzeugten Produkte einer gréferen Zahl unabhingiger
Transformanten kann zeigen, wie effektiv die eingefithrten Transgene im Optimalfall
exprimiert werden. Da im zeitlich begrenzten Rahmen dieser Arbeit naturgeméf nur eine
eingeschriankte Zahl transgener Linien analysiert werden konnte, hingt die beobachtete
niedrige EPA-Akkumulation moglicherweise mit nicht optimaler genomischer Insertion und
den damit verbundenen Positionseffekten oder anderen genetischen Faktoren zusammen.
Letztlich konnen nach bisherigem Verstdndnis nur iiber grole Zahlen analysierter Pflanzen

transgene Linien identifiziert werden, die eine gesteigerte Produktivitit aufweisen.

4.1.5 Erhohte VLCPUFA-Einlagerung in Speicherlipide

Neben gesteigerter Effizienz der VLCPUFA-Synthese durch die Acyl-CoA-

abhingige Reaktionsfolge sollten auch weitere als Problem erkannte Faktoren der
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VLCPUFA-Produktion in Pflanzen untersucht werden. Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit
bezieht sich daher auf die Einlagerung gebildeter VLCPUFAs in TAGs des Samendls. Die
Verteilung der transgen produzierten w6- und ®3-VLCPUFAs, besonders der Endprodukte
AA und EPA, auf verschiedene Lipidklassen (Abb. 31) zeigte, daB VLCPUFAs, die iiber den
Acyl-CoA-abhingigen Syntheseweg gebildet wurden, effizienter in TAGs inkorporiert
wurden als lipidabhédngig gebildete VLCPUFAs (Abb. 31 B und C). Aullerdem konnte gezeigt
werden, dal ®3-VLCPUFAs gegeniiber w6-VLCPUFAs bevorzugt in TAGs inkorporiert
wurden (vgl. Abb. 31 B und C). Beide Beobachtungen lassen neue Annahmen iiber die
bevorzugten TAG-Biosynthesewege in Arabidopsis-Samen zu. Ein bevorzugter Einbau CoA-
gebundener VLCPUFAs in TAG weist darauf hin, daB die DAGAT-Aktivitit eine
bedeutendere Rolle spielt als die PDAT-Aktivitit, daBl also TAGs bevorzugt durch
Einfiihrung Acyl-CoA gebundener Fettsduren an DAG entsteht. Dabei ist es moglich, dal3 die
samenspezifische DAGAT in Arabidopsis eine unerwartete Priaferenz flir w3-Fettsduren
aufweist und so die bevorzugte Inkorporation von ®w3-Produkten in TAGs bedingt. Um einen
besseren Flu der VLCPUFA in die TAGs zu bekommen wire es denkbar, Gene fiir
spezifische DAGATs oder PDATs in VLCPUFA-produzierenden Organismen zu
identifizieren, um diese gezielt zur Verbesserung der transgenen Produktion von VLCPUFAs
einsetzen zu konnen (Abbadi et al., 2004; Graham et al., 2007). Allerdings zeigen die Daten
der hier présentierten Arbeit, daf die in Arabidopsis endogen vorkommenden DAGAT- und
die PDAT-Aktivitdten keine limitierenden Enzyme bei der TAG-Synthese sind, sondern nur
die LPCAT-Reaktion. Die effiziente Einlagerung in TAGs stellt insgesamt einen Vorteil dar,
durch den sich die Acyl-CoA-abhingige VLCPUFA-Biosynthese von anderen moglichen
Synthesewegen, z.B. liber Expression von spezifischen LPCATs, abhebt.

4.2 Bifunktionale Enzyme zur Optimierung biotechnologischer Anwendungen

Wie schon erwdhnt kann die Beeinflussung der Fettsdurezusammensetzung von
Samendlen durch Desaturasen von gesundheitlicher und 6konomischer Bedeutung sein. Die
gezielte Manipulation der Olgehalte oder Fettsiurezusammensetzung von Samendlen durch
transgene Expression von Desaturasen ist daher das Ziel verschiedener alternativer
Forschungsansitze. Das im folgenden Abschnitt beschriebe Projekt geht auf die
Identifizierung zweier Desaturasen aus dem GieBkannenschimmel 4. nidulans zuriick, der
strikt monofunktionalen A12- Desaturase An2 und der bifunktionalen Al12/w3-Desaturase

Anl. Da die Enzyme 40 % Sequenzidentitit besitzen, bestand die Maoglichkeit,
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Sequenzbereiche zu identifizieren, die flir die verdnderte Substratspezifitdt der bifunktionalen
Desaturase verantwortlich sein konnten. Heterologe Expression erst in Hefe und dann in
Arabidopsis-Samen zeigte die breite Substratspezifitdt von Anl gegeniiber m6-Fettsduren und
die Bifunktionalitit der Desaturase, wie sie auch schon fiir Desaturasen verwandter
Ascomyceten-Spezies beschrieben wurde (Damude et al., 2006). Die biologische Relevanz
der in Ascomyceten gehduft vorkommenden Bifunktionalitit von Desaturasen ist nicht klar.
Man nimmt an, daf die bifunktionalen Enzyme auf eine frithe Duplikation eines Genes fiir
eine monofunktionale Al2-Desaturase zuriickgehen, und daB8 sich durch den Verlust des
selektiven Drucks eines der beiden Gene im Laufe der Evolution so verdnderte, dal3 ein
bifunktionales Enzym mit breiterer Regiospezifitit entstand (Damude et al., 2006). Erweiterte
Spezifititen werden als erster evolutiver Schritt in der Entwicklung neuer Enzymaktivititen

angesehen (Shanklin, 2000; Sperling et al., 2003).

4.2.1 Expression einer bifunktionalen Desaturase in Arabidopsis erhoht ®3-Substrate

Bifunktionale Enzyme sind fiir die transgene Produktion von ®3-VLCPUFAs in
Pflanzen von Interesse, da Pflanzendle der Nutzpflanzen, wie Raps oder Soja, oftmals hohe

Gehalte der w6-Fettsiure 18:22%12

aufweisen. Um eine effizient gesteigerte w3-VLCPUFA
Synthese in Pflanzen wie Arabidopsis oder Lein etablieren zu konnen, ist es wiinschenswert,
die VLCPUFA-Synthese nicht nur durch die oben diskutierten spezifischen A6-Desaturasen
in Richtung der w3-Fettsduren zu bewegen, sondern auch die Menge des Ausgangssubstrates
®3-18:3*"">" zy erhohen. Durch Expression von Anl in Arabidopsis-Samen konnte der
Gehalt an ©3-18:3%"'%!* gegeniiber dem der Kontrollpflanzen erhdht werden (Tab. 4), was
sich in einem von 0,8 auf 1,3 gesteigerten Verhiltnis gebildeter m3-18:3%%'%1% zy 18:24%12
Fettsduren zeigte. Die absoluten Werte mit Expression von Anl waren geringer als die zuvor
bei Expression einer bifunktionalen Desaturase aus Fusarium moniliforme in Sojaembryonen
beobachteten (Damude et al., 2006). Die von Damude et al. (2006) berichteten Verhiltnisse
von 18:3/18:2 in Kontrollen und transgenen Sojapflanzen betrugen 0,4 und 18. Ein direkter
Vergleich der hier présentierten Arabidopsis-Daten mit denen aus Sojaembryonen ist
allerdings wegen der unterschiedlichen Fettsdurezusammensetzungen der Pflanzen nur
begrenzt moglich. Das Verhiltnis von 18:1%° zu 18:2°%'* war in den transgenen Arabidopsis-
Pflanzen unverindert (Tab. 4) und der Beitrag von Anl zur Bildung von 18:2°%'? ist wegen
der endogenen Al2-Desaturaseaktivitit unklar. Da jedoch mit Expression von Anl eine

deutliche Steigerung der 18:3°%'*">_Gehalte zu verzeichnen war (Tab. 4), kann angenommen
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werden, daB Anl auch zur Bildung von 18:2%%' beitrug. Grundsitzlich zeigte die Expression

in Arabidopsis, da3 Anl als Werkzeug in der Produktion von @3-VLCPUFA einsetzbar ist.

4.2.2 Hinreichende Determinanten der Bifunktionalitit von Desaturasen

Trotz groBen Interesses an der Produktion pflanzlicher Ole, ist das Wissen iiber die
Determinanten der relevanten Substrat- und Regiospezifititen von Desaturasen eher gering.
Die Losung der Kristallstruktur einer plastiddren Stearoyl-ACP-Desaturase (Lindqvist et al.,
1996) brachte zwar einige Informationen liber Zusammenhinge zwischen Struktur und
Funktion 16slicher Desaturasen, die Mehrzahl der Desaturasen sind aber membrangebundene
Enzyme, deren Funktionsprinzipien wegen fehlender struktureller Daten bislang nicht
verstanden sind. Die wenigen verfiigbaren Strukturinformationen iiber membrangebundene
Desaturasen wurden iiber Mutanten- und Topologieanalysen ermittelt (Prasad et al., 1980;
Stukey et al.,, 1990; Diaz et al, 2002a; Man et al., 2006). Die Determinanten der
unterschiedlichen Regiospezifititen von Fettsduredesaturasen wurden anhand des
systematischen Vergleiches der monofunktionalen An2 mit der bifunktionalen Anl
untersucht. Eine wichtige Vorbereitung fiir das Doméinenaustauschexperiment war die
FEinteilung der Anl und An2 in neun charakteristische Dominen anhand eines
Topologiemodells membrangebundener Desaturasen (Abb. 34). Durch systematischen
Austausch der kodierenden DNA-Bereiche einzelner Domédnen von An2 gegen die
korrespondierenden Bereiche von Anl wurde eine Reihe von Hybridgenen geschaffen, die fiir
Proteine kodierten, in denen einzelne Proteindominen ausgetauscht waren (Abb. 35).
Systematische Tests, welche der Chimérenproteine Bifunktionalitit von Anl {ibernommen
hatten (Tab. 5 und Abb. 36), zeigten, daB hinreichende Determinanten der Bifunktionalitdt in
einer kurzen membranperipheren Doméne von 18 Aminosduren (Doméne D) und einer direkt
darauf folgenden Doméne von 54 Aminosduren (Doméne E) lagen, die sich in unmittelbarer
Nachbarschaft zum postulierten katalytischen Zentrum befinden (Abb. 34). Trotz der Nihe
zum katalytischen Zentrum der Desaturase sind die Domédnen D und E wahrscheinlich nicht
selbst an der Bildung des Zentrums beteiligt. Wegen ihrer membranperipheren Topologie
liegt es nahe anzunehmen, dal Doméine D mit Substraten interagiert und diese dem
katalytischen Zentrum zur Modifikation zufiihrt. In dhnlicher Weise konnte auch Doméne E
die Positionierung von Fettsduren fiir den Angriff des katalytischen Zentrums steuern. Der
Doménenaustausch eines kombinierten D/E-Abschnittes von An2 gegen den entsprechenden

Abschnitt von Anl ergab ein katalytisches inaktives Protein. Eine mogliche Erklarung ist, daf3
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das Proteinriickgrat von An2 die Aufnahme des groBeren kombinierten Abschnittes nicht
ohne Konformationsidnderungen erlaubte, die zur Inaktivierung des Enzyms fiihrten.

Die Bestimmung der Sequenzabschnitte, die Bifunktionalitdt in Fettsduredesaturasen
vermitteln konnen, erdffnet neue Wege der genetischen Manipulation von Enzymen der
VLCPUFA-Synthese. Vergleiche der Aminosduresequenzen der Domidne D der
monofunktionalen mit der bifunktionalen Desaturase zeigten an, daB3 von 18 ausgetauschten
Aminoséuren nur vier unterschiedlich waren. Diese vier Aminoséduren stellen also sehr prézise
Determinanten der Bifunktionalitit dar und sind Kandidaten fiir die Substratinteraktion
membrangebundener Desaturasen. Vergleiche der Sequenzen fiir Doméne E ergaben kein so
klares Bild, da 34 der 54 ausgetauschten Aminosduren unterschiedlich sind. Hier sind weitere
Experimente ndtig, um die Zahl der relevanten Positionen weiter einzugrenzen. Es bleibt
abzuwarten, ob Austausch oder Modifikation anderer biotechnologisch interessanter
Desaturasen entsprechende Anderungen in der Regiospezifitit bewirken, und ob sich die

entstehenden Chimérenenzyme fiir biotechnologische Anwendungen eignen.

4.3 Fragen, Losungen und neue Fragen

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Faktoren untersucht, die zur
Optimierung der VLCPUFA-Synthese in Kulturpflanzen beriicksichtigt werden miissen. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dafl die systematische Untersuchung des pflanzlichen
Fettsdure- und Lipidstoffwechsels zu einem zunehmenden Wissen fiihren kann, das die
schrittweise Eliminierung der bekannten Hindernisse und Engpédsse bei der Produktion
wertvoller Inhaltsstoffe in Pflanzen erlaubt. Die Komplexitit des pflanzlichen Stoffwechsels
prisentiert dabei immer neue Hindernisse, z.B. in Form einer nur schwach aktiven A5-
Desaturase, deren Umgehung Ziel kiinftiger Experimente sein wird.

Neben den biologisch-wissenschaftlichen Aspekten zur Losung praktischer Probleme
der Erzeugung niitzlicher Produkte in transgenen Pflanzen stellt sich die mindestens ebenso
relevante Frage der gesellschaftlichen Akzeptanz genetisch verdnderter Nutzpflanzen und
biotechnologisch erzeugter Produkte. Wegen der leider immer noch unzureichenden
Offentlichkeitsarbeit sowohl biotechnologisch aktiver Firmen als auch von Medien und
Umweltorganisationen, die aus unterschiedlichen Motiven alle fiir den Verbraucher nur
schwer bewertbare Inhalte vermitteln, wird die griine Biotechnologie -viel mehr als die
Pflanzenziichtung- von verschiedenen Seiten als Risikofaktor angesehen. Es bleibt zu hoffen,

daB ein verantwortungsvoller Umgang mit der verfiigbaren Technologie und die Verbreitung

117



Diskussion

verstidndlicher Information in Schulen und oOffentlichen Medien in zunehmender Weise
praktiziert werden, um in Zukunft Akzeptanz und einen wirklich nutzbringenden Umgang mit

den Moglichkeiten der modernen Biotechnologie zu gewéhrleisten.
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5. Zusammenfassung

Die Erzeugung ernihrungsrelevanter VLCPUFAs in transgenen Olsaaten stellt eine
bedeutende Herausforderung fiir die pflanzliche Biotechnologie dar. Die VLCPUFA-
Akkumulation in Pflanzen wurde in bisherigen Ansdtzen durch die Umesterung von
VLCPUFA-Vorstufen zwischen an CoA gebundenen und lipidgebundenen Formen
beschrinkt. Dieser ineffiziente Transportprozess hatte in friiheren Arbeiten zur Akkumulation
von A6-desaturierten Fettsduren gefiihrt, die fiir weitere Syntheseschritte dann nicht mehr zur
Verfligung standen. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Engpass der VLCPUFA-Biosynthese
zu umgehen und einen ausschlieflich von CoA abhédngigen VLCPUFA-Biosyntheseweg zu
testen.

Neue Gene fiir CoA-spezifische A6- und A5-Desaturasen wurden aus den Mikroalgen
Mantoniella squamata und Ostreococcus tauri isoliert und die rekombinanten Enzyme durch
heterologe Expression in Hefe charakterisiert. Eine neue A6-Desaturase aus M. squamata
zeigte ausgeprigte Spezifitit fiir die Umsetzung von ®3-Substraten, was beim einleitenden
Schritt der Reaktionsfolge die VLCPUFA-Synthese in Richtung von ®3- anstatt weniger
erwlinschter w6-Produkte lenken kann. Die weiteren neuen A5-Desaturasen aus M. squamata
und O. tauri zeigten nur geringe Aktivitit. Die neuen Acyl-CoA-abhingigen A6- und AS-
Desaturasen wurden in Kombination mit der bekannten Elongase PSEl aus Physcomitrella
patens eingesetzt, um einen ausschlieflich im CoA-Pool agierenden Biosyntheseweg fiir EPA
in Arabidopsis-Samen zu etablieren. Die systematische Analyse der transgenen Samen auf
den Gehalt an EPA und relevanten Zwischenprodukten zeigte, daBl der limitierende
Umesterungsschritt durch die von CoA abhingige Biosynthese erfolgreich umgangen werden
konnte. Eine wichtige Beobachtung war, dal von Acyl-CoA abhingig synthetisierte
VLCPUFAs effizienter in Speicherlipide eingebaut wurden als solche, die in Kontrollpflanzen
iiber einen alternativen, lipidabhidngigen Biosyntheseweg produziert wurden.

Eine weitere Mdoglichkeit, die VLCPUFA-Biosynthese in Pflanzen zu optimieren, stellt
der Einsatz bifunktionaler Enzyme dar. Anhand des Vergleiches einer bifunktionalen A12/®3-
Desaturase mit einer verwandten, strikt monofunktionalen Al2-Desaturase wurden die
Sequenzdeterminanten untersucht, die fiir Bifunktionalitit von Desaturasen verantwortlich
sind. Durch systematischen Dominenaustausch zwischen den beiden Enzymen wurde ein
kurzer Sequenzabschnitt identifiziert, der hinreichende Determinanten fiir Bifunktionalitét
enthilt und als membranperipherer Bereich nahe dem katalytischen Zentrum der Desaturase

liegt.
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Abkiirzungsverzeichnis

9. Abkiirzungsverzeichnis

AA Arachidonséure (Arachidonic acid)

Abb. Abbildung

ACP Acyl-Carrier-Protein

ad bis zu

Amp Ampicillin

ATP Adenosin-5’-triphosphat

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

°C Grad (Celsius)

cDNA Copy-DNA

CoA Coenzym A

CTP Cytidin 5’-Triphosphat

DAG Diacylglycerin

DAGAT Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferase
dd doppelt destilliert

DGDG Digalaktosyldiacylglycerin

DHA Docosahexaensdure (Docosahexaenoic acid)
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsiure

dNTP Desoxynucleotidtriphosphat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EPA Eicosapentaensiure (Eicosapentaenoic acid)
ER Endoplasmatisches Retikulum

EST Expressed sequence tags

et al. et alii

FAME Fettsduremethylester

FID Flammenionisationsdetektor

g Gramm; Erdbeschleunigung

G3p Glycerin-3-Phosphat

GC Gaschomatographie

GC-MS Gaschomatographie-Massenspektrometrie
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HPLC
IPTG
kb

MGDG

min

ml

mRNA
MsAS (MslI)
MsA6 (MsI)

ng

ul

pum

uM

nm

nmol

nM

ODy
OtAS (OtlI)
OtA6
OtELO2
PtdOH
PCR
PDAT
pH

PSE1
PtAS
PtA6
PtdCho/PC
PtdEtn
PtdGly
PtdIno/PI
PtdSer/PS

Stunde

High performance liquid chromatography
Isopropyl-pB-D-Thiogalactopyranosid
Kilobase(n)

Liter

Monoglakatosyldiacylglycerin

Minute

Milliliter

messenger-Ribonukleinsdure

Mantoniella squamata deltaS-Desaturase
Mantoniella squamata delta6-Desaturase
Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Mikromolar

Nanometer

nanomol

nanomolar

Optische Dichte bei x Nanometern
Ostreococcus tauri deltaS-Desaturase
Ostreococcus tauri deltab-Desaturase
Ostreococcus tauri delta5-Elongase
Phosphatidylsidure
Polymerase-Kettenreaktion
Phospholipid:Diacyglycerin-Acyltransferase
negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Physcomitrella patens delta6-Elongase
Phaeodactylum tricornutum delta5-Desaturase
Phaeodactylum tricornutum delta6-Desaturase
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylglycerin

Phosphatidylinositol

Phosphatidylserin
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vgl.
VLCPUFA
Vol

X-Gal

Polyunsaturated fatty acids

Rapid Amplification of cDNA Ends
Ribonukleinsédure

Reversed-phase HPLC

Reverse Transkriptase
Triacylglycerin
Anlagerungs-Temperatur

Thermus aquaticus
Schmelztemperatur
Trishydroxymethylaminomethan
Enzym-Einheit (Unit)

Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen

vergleiche

Very long chain polyunsaturated fatty acids
Volumen

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid
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10. Anhang

Anhang 1. Oligonukleotidprimer zur Isolierung vollstindiger cDNA-Sequenzen aus M. squamata durch

RACE-PCR.

Primer Sequenz

MsI-5’-RACE-1 5-TTGAAGAACGCCACCGCGGGTGTG-3'
MsI-3’-RACE-1 5'-AACCTCGGGCGACATGTGGAACCAGAT-3'
MsI-5’-RACE-2 5'-GTCGAAGATGACGCTGCCGCCCGGATG-3'
MsI-3’-RACE-2 5'-CCCTCCAAGGGTTACGTCAACTGG-3'
MslII-5’-RACE-1 5'-CTCACCCGATGGTTTGAAGGCTGG-3'
MsII-3’-RACE-1 5'-GGCTCAACTACCAGGTAGCTCACC-3'
MsII-5°-RACE-2 5'-TGGAGTGCAGGAACCCCCTGCTCTTAC-3'
MsII-3’-RACE-2 5'-CACTCTCCGGCGGGCTCAACTACC-3'

MsII-3°-RACE-3

5-CAGTCCCCACCGGCTTTGACCCAGATC-3'

Anhang 2. Oligonukleotidprimer zur Amplifikation der Vollingen cDNAs der Desaturase und
Elongasen aus M. squamata, O. tauri, P. tricornutum und P. patens fiir die Klonierung in pGEM-T oder
die Hefeexpressionsvektoren.

Primer Sequenz

MsI-for 5-ATGTGTCCTCCCAAGGAATCCACG-3'
Msl-rev 5'-CTAGTGAGCGTGCGCCTTCCCGTG-3'
MslI-for 5'-ATGCATGCCCCCGCGCGAGACCACCAC-3'
Msll-rev 5'-ATGCTCACCCGATGGTTTGAAGGCTGG-3'
Otll-for 5'-ATGCATGGGGACGACCGCGCGCGACGCG-3'
Otll-rev 5'-ATGCTCATCCGACGGTTTGGAGGGACGG-3'

MslI-for-Notl
(MsA6-for-Notl)

Msl-rev-Bglll
(MsA6-rev-Bglll)

MslI-for-BamHI
(MsA5-for-BamHI)

5-ATGCGCGGCCGCACATAATGTGTCCTCCCAAGGAAT-3'

5-ATGCAGATCTCTAGTGAGCGTGCGCCTTC-3'

5'-ATGCGGATCCACATAATGCCCCCGCGCGAGACCA-3'
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MslII-rev-Nhel
(MsA5-rev-NheHI)

Otll-for-Notl
(OtA5-for-Notl)

Otll-rev-Bglll
(OtA5-rev-Bglll)

OtA6-for-Notl
OtA6-rev-Bglll
PtA6-for-Notl
PtA6-rev-Bglll
PtA5-for-Notl
PtA5-rev-Bglll
PSEI-for-BamHI
PSE[-rev-Nhel
OtELO2-for-BamHI

OtELO2-rev-Nhel

5-ATGCGCTAGCTCACCCGATGGTTTGAAGG-3'

5-ATGCGCGGCCGCACATAATGGGGACGACCGCGCGCGAC-3'

5'-ATGCAGATCTTCATCCGACGGTTTGGAGGGACGG-3'

5'-ATGCGCGGCCGCACATAATGTGCGTGGAGACGGAAAAT-3'

5-ATGCAGATCTTTACGCCGTCTTTCCGGAGTGT-3'

5'-ATGCGCGGCCGCACATAATGGGCAAAGGAGGGGACGC-3'

5'-ATGCAGATCTTTACATGGCGGGTCCATGCG-3'

5-ATGCGCGGCCGCACATAATGGCTCCGGATGCGGATAAG-3'

5-ATGCAGATCTTTACGCCCGTCCGGTCAAGGG-3'

5-ATGCGGATCCTATGGAGGTCGTGGAGAGAT-3'

5-ATGCGCTAGCTCACTCAGTTTTAGCTCCCTT-3'

5-ATGCGGATCCATGAGCGCCTCCGGTGCGCTGCTGCC-3'

5'-ATGCGCTAGCTTAGTCAATTTTTCGAGATCG-3'

Anhang 3. Oligonukleotidprimer zur Amplifikation der Vollingen cDNAs der Desaturase
Elongasen aus M. squamata, O. tauri, P. tricornutum und P. patens fiir die Klonierung in den

Pflanzenexpressionsvektor.

und

Primer Sequenz
MsA6-for-Notl 5'-ATGCGCGGCCGCACATAATGTGTCCTCCCAAGGAAT-3'
MsA6-rev-Xbal 5'-GCATTCTAGATTACATGGCGGGTCCATCGCGTA-3'

MsA5-for-Neol
MsA5-rev-Agel
OtAd5-for-Ncol
OtA5-rev-Agel
OtA6-for-Notl
OtA6-rev-Xbal

PtA6-for-Notl

5'-ATGCCCATGGACATAATGCCCCCGCGCGAGACCACC-3'

5-ATGCACCGGTTCACCCGATGGTTTGAAGGCTGGGCAC-3'

5'-ATGCCCATGGACATAATGTGGACGCCCGCGCGCGA-3'

5-ATGCACCGGTTCATCCGACGGTTTGGAGGG-3'

5'-ATGCGCGGCCGCACATAATGTGCGTGGAGACGGAAAAT-3'

5-ATGCTCTAGATTACGCCGTCTTTCCGGAGTGT-3'

5'-ATGCGCGGCCGCACATAATGGGCAAAGGAGGGGACGC-3'
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PtA6-rev-Xbal 5-GCATTCTAGATTACATGGCGGGTCCATCGCGTA-3'
PitA45-for-Neol 5'-ATGCCCATGGACATAATGGCTCCGGATGCGGATAAGC-3'
PitA5-rev-AsiSI 5'-ATGCGCGATCGCTTACGCCCGTCCGGTCAAGGGATTTTC-3'
PSE]-for-BamHI 5-AGTCGGATCCTATGGAGGTCGTGGAGAGAT-3'
PSEI-rev-Nhel 5'-GACTGCTAGCTCACTCAGTTTTAGCTCCCTT-3'

Anhang 4. Oligonukleotidprimer fiir die Konstruktion von Hybridgenen zwischen der
monofunktionalen A12-Desaturase (An2) und der bifunktionalen A12/®m3-Desaturase (Anl) aus
Aspergillus nidulans.

Bifunktionale A12/®3-Desaturase, Anl

Primer Sequenz

Anlfor 5'-GGGAATTCGCTATGGCTGCAACTGCAACAACC-3'
An2A rev 5'-GCGAGATCACGGAAGACGTAGGCAGAGGAAA-3'
AnlB;for 5-TCAGGAGTCTGTCCTATGTCGTCCGCGATCTCC-3'
AnlBjrev 5-TGAGCAAGAACCCAAATGATTCCGGTGCC-3'
AnlC,for 5'-GGTCTGTTCGGTACCGGTATCTGGATCCTC-3'
AnlCjrev 5'-GATCCAGCCAACAGTGTCGTTCCACGTTTG-3'
AnlD,for 5'-ACTTCCAAGGTGCTCAACGATGTCGTCGGA-3'
AnlDjrev 5'-CTTGCCGTGAGAGATCTTCCAGCTGAAA-3'

AnlE,for 5-GTCCCCTATTTCTCGTGGAAGATCACGCA-3'

AnlE rev 5'-CAGGATGGAGTGGGTGGCGACGGGCGTGTCCTC-3'
AnlF,for 5'-GAGACCCCCTTGGCCACTTACAACCTTATTAGCCTA-3'
AnlF,rev 5-TGTCGTGACCGGTAACGTTACAGAGATACATCTG-3'
AnlGfor 5'-CCCTTGTACCTGCTCACCTTTTACGTTAGCGCC-3'
AnlGjrev 5'-GGCGGTGATGGCGAGGCCCGAAATCGCAATCAG-3'
AnlH,for 5-TCATCATTCTGAGTGATATCGACCTGGGGTTGCTG-3'
AnlHrev 5'-GCTGGTAGTGGGGGGAGAGTGGGGTGTGTGTGG-3'
Anll,for 5'-GCCATCACCTACCTCCAGCACACACACCCCT-3'
Anlrev 5'-GTCACTCGAGTTCCGCTTTGGCACCCTTCTT-3'
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Monofunktionale A12-Desaturase, An2

Primer Sequenz

An2for 5'-GGGAATTCGCTATGGCCTCGGATGCGGGCAAG-3'
An2A,rev 5'-GGAGATCGCGGACGACATAGGACAGACTCCTGA-3'
An2B,for S-TTTCCTCTGCCTACGTCTTCCGTGATCTCGC-3'
An2B,rev 5'-GAGGATCCAGATACCGGTACCGAACAGCCA-3'
An2C,for 5'-GGCACCGGAATCATTTGGGTTCTTGCTCA-3'
An2C,rev 5'-TCCGACCACATCGTTGAGCACCTTGGAAGT-3'
An2D,for 5'-CAAACGTGGAACGACACTGTTGGCTGGATC-3'
An2Djrev 5-TGCGTGATCTTCCACGAGAAATAGGGGAC-3'
An2E,for S-TTTCAGCTGGAAGATCTCTCACGGCAAG-3'
An2E,rev 5'-GCTAATAAGGTTGTAAGTGGCCAAGGGGGTCTC-3'
An2F,for 5'-GAGGACACGCCCGTCGCCACCCACTCCATCCTG-3'
An2F,rev 5'-GGCGCTAACGTAAAAGGTGAGCAGGTACAAGGG-3'
An2G,for 5'-CAGATGTATCTCTGTAACGTTACCGGTCACGACA-3'
An2Grev 5'-CAGCAACCCCAGGTCGATATCACTCAGATTCATGA-3'
An2H,for 5'-CTGATTGCGATTTCGGGCCTCGCCATCACCGCC-3'
An2H,rev 5'-AGGGGTGTGTGTGCTGGAGGTAGGTGATGGC-3'
An2l,for 5'-CCACACACACCCCACTCTCCCCCCACTACCAGC-3'
An2rev 5'-GTCACTCGAGGTTAGGCTTGGTCAGCTT-3'

Anhang 5. Oligonukleotidprimer fiir Sequenzierungen

Primer Sequenz

T7 5'-GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGG-3'
SP6 5'-ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3'

GALI1-for S-ATTTTCGGTTTGTATTACTTC-3'

GALIl-rev 5-GTTCTTAATACTAACATAACT-3'

GAL10-for 5'-GGTGGTAATGCCATGTAATATG-3'

GAL10-rev 5'-GGCAAGGTAGACAAGCCGACAAC-3'
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Anhang 6. Schematische Darstellung des Aufbaus der Triple-Konstrukte fiir die Expression in Pflanzen.

Wie dargestellt wurde jeweils entweder MsA6 und MsA5 zusammen mit PSE1 oder OtA6 mit OtAS und PSE1
oder PtA6 mit PtA5 und PSE1 kloniert.

USP, unbekanntes Samen Protein; Béumlein et al., 1991; OCS, Terminationssequenzen des Octopin-Synthetase

Gens (MacDonald et al., 1991); mcs, multiple Klonierungsstelle; 35S-Prom, Promotorsequenz des Cauliflower-

Mosaik-Virus (CaMV). bar, Resistenzgen gegen Glufosinat (BASTA"); 35S-Term, Terminationssequenze des

CaMYV; Right-Border und Left-Border, Sequenzen des Ti-Plasmids der Agrobakterien zur Vermittlung der

Rekombination in das pflanzliche Genom.

Notl Xbal
Notl Xbal
Ptd6
Sacl
Sbfl

BamHI Nhel

BamHI Nhel
PSEI

BamHI Nhel

PSEI
0CS OCS 3
OCS
pUCI19-
USP1230CS
5,4 kb

Ncol Agel
Ncol Agel
—|_0145 |

Ncol AsiSI
—_Peas

Sacl
Sl

Shfl- Sacl Right Border
35S-Promotor

35S-Term

Left Border
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