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1. Einleitung

1. Einleitung

Zu den Grundbestandteilen der menschlichen Ernahrung zéhlen neben Kohlenhydraten
und EiweiRen auch Fette und Ole, die der Mensch aus pflanzlichen oder tierischen Quellen
gewinnt. Die in den Fetten und Olen enthaltenen Fettsiuren werden im Korper nicht nur zur
Gewinnung von Energie verwendet, sondern sie stellen auch die Ausgangsstoffe fir die
Synthese einer Vielzahl lebensnotwendiger Biomolekdle dar. Von besonderer Bedeutung flr
den Organismus sind die essenziellen, mehrfach ungesittigten ®6- und ®3-Fettséuren
Linolsdure, a- und y-Linolensdure, die vom menschlichen Organismus nicht selbst hergestellt
werden konnen. Im Korper werden aus diesen Fettsduren sehr langkettige, mehrfach
ungeséattigte Fettsduren wie Arachidonséure, Eicosapentaensdure und Docosahexaenséure
hergestellt, die u.a. wichtige strukturbildende Bestandteile der Membranen von Nervenzellen
sind. Aus den essenziellen ®w6- und w3-Fettséduren entstehen dariiber hinaus Hormone bzw.
Signalsubstanzen, wobei die aus w6-Fettsduren entstandenen Substanzen an der Steuerung
entzlndlicher Prozesse beteiligt sind und diese Prozesse in ihrer Wirkung fordern. Als Gegen-
spieler fungieren die Substanzen, die aus den w3-Fettsduren gebildet werden; sie wirken
entziindungshemmend. Eine bevorzugte Aufnahme von w3-Fettsauren durch die Erndhrung
gilt als empfehlenswert, da die positiven Eigenschaften der aus w3-Fettsduren entstandenen
Substanzen praventiv auf das Risiko kardiovaskularer Erkrankungen und lindernd auf die
Beschwerden chronisch-entziindlicher Erkrankungen wirken. Die korpereigene Produktion
der hochungesittigten, sehr langkettigen ®3-Fettsduren ausgehend von a-Linolensdure
erreicht nicht die empfohlene Tagesdosis, so dass eine zusatzliche Aufnahme Uber die

Nahrung angeraten wird.

Zurzeit stellt fettreicher Seefisch und das daraus gewonnene Ol die Hauptquelle sehr
langkettiger w3-Fettsduren dar. Die Fische sind jedoch nicht Primérproduzenten, sondern
vielmehr sind es marine Mikroalgen, die Uber die enzymatische Ausstattung zur Biosynthese
langkettiger, mehrfach ungesattigter Fettsauren verfligen und diese auch in groen Mengen
produzieren. Als Bestandteil des Phyto- und Zooplanktons werden marine Mikroalgen von
Seefisch aufgenommen, der die sehr langkettigen Fettsauren aus den Mikroalgen in seinem
Fettgewebe speichert. Der weltweit steigende Bedarf an diesen Fettsauren bei zugleich
rucklaufigen Fischbestanden erzwingt die Suche nach alternativen Bezugsquellen fiir w3-

Fettsauren.



1. Einleitung

Diese Fettsauren aus dem Samendl genetisch modifizierter Olsaaten wie Raps und Lein
zu gewinnen, konnte eine solche alternative Quelle darstellen. Die vorliegende Arbeit
beschéaftigt sich mit der Identifikation von Enzymen, den sogenannten Acyltransferasen, die in
Mikroalgen an der Biosynthese von Lipiden mit langkettigen, mehrfach ungesattigten
Fettsduren beteiligt sind. Der Einsatz der entsprechenden Gene in transgenen Olsaaten konnte

maoglicherweise eine effizientere Synthese dieser Fettsduren in Pflanzen bewirken.

1.1 Fettsauren und Lipide

Lipide bilden zusammen mit Kohlenhydraten, Proteinen und Nukleinsduren die
essenziellen Bestandteile zelluldrer Strukturen. Im Allgemeinen lassen sich Lipide als
strukturell heterogene Gruppe von organischen, hydrophoben Verbindungen zusammen-
fassen, die eine Vielzahl biologischer Funktionen erfiillen. Die biophysikalischen
Eigenschaften der Lipide werden meist durch Fettsduren, also in der Kettenlédnge variierende,
aliphatische Monocarbonsduren, gepréagt. Natirlich vorkommende Fettsauren variieren in
ihrem Aufbau. So werden Fettsduren mit einer Kettenlange von sechs bis zu zehn
Kohlenstoffatomen als kurzkettige Fettsduren beschrieben. Mittelkettige Fettsduren weisen
bis zu vierzehn Kohlenstoffatome, langkettige Fettsauren bis zu 18 Kohlenstoffatome und
sehr langkettige Fettsduren weisen ber 18 Kohlenstoffatome auf. Neben der Kettenldnge
haben vor allem Doppelbindungen oder Methylverzweigungen innerhalb der Kohlen-
wasserstoffkette einen entscheidenden Einfluss auf die physiologischen und physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Fettsduren. Fahy et al. (2005) entwickelten ein acht-gliedriges
System, bei dem die Einteilung der Lipide nach dem jeweiligen chemischen Grundgerist und

der daran gebundenen hydrophoben oder hydrophilen Elemente erfolgt (Tab. 1).

Die in Zellen am héufigsten vorkommenden Lipide gehdren den Gruppen der
Glycerolipide und Glycerophospholipiden an (Ohlrogge und Browse, 1995). Daher werden

die wichtigsten Vertreter dieser beiden Gruppen im Folgenden naher erlautert.
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Tab. 1 Ubersicht der verschiedenen Lipide mit Vertretern der einzelnen Klassen, sowie deren physio-
logischen Funktionen (Fahy et al., 2005).

Gruppe Vertreter Physiologische Funktion
Fettsauren und Derivate Jasmonsdure Phytohormon
Glycerolipide Triacylglycerin Kohlenstoff-Speicher
Glycerophospholipide Phosphatidylcholin Struktureller Bestandteil von Membranen
Sphingolipide Phytosphingosin Struktureller Bestandteil von Membranen
Sterole Campesterin Struktureller Bestandteil von Membranen
Prenollipide Ubichinon Elektronentransport der Photosynthese

oder Atmungskette
Saccharolipide Lipid A Struktureller Bestandteil bakterieller Membranen
Polyketide Aflatoxine Sekundére Metabolite von Schimmelpilzarten

1.1.1 Glycerolipide und Glyceroglykolipide

Glycerolipide sind Fettsaureester des dreiwertigen Alkohols Glycerin. Das mittlere
Kohlenstoffatom des Glycerin-Grundgersts bildet ein Stereozentrum, das bei den natdrlich
vorkommenden Lipiden stets L-konfiguriert vorliegt. Zur Unterscheidung der einzelnen
Kohlenstoffatome des Grundgerustes wird eine stereospezifische Nummerierung (kurz: sn)
der verschiedenen Positionen angewendet. Das Kohlenstoffatom, das in der Fischer-
Projektion oberhalb der nach links zeigenden, sekundaren Hydroxylgruppe liegt, erhdlt die
Bezeichnung sn-1. Das mittlere Kohlenstoffatom mit der sekundéren Hydroxylgruppe wird
als sn-2 bezeichnet und das darunterliegende Kohlenstoffatom erhélt die Bezeichnung sn-3
(ITUPAC-1UB Commission on Biochemical Nomenclature, 1978). Je nach Substitutionsgrad
wird bei den Glycerolipiden zwischen Mono-, Di- und Triacylglycerinen unterschieden. VVon
besonderer Bedeutung sind flr diese Arbeit die Triacylglycerine, die vielen Organismen als
Kohlenstoff- oder Energiespeicher dienen (Abb. 1 A und B).

Zu der Gruppe der Glycerolipide zahlen ebenfalls die Glyceroglykolipide, die sich
strukturell durch das Vorhandensein von Mono-, Di- oder Oligosacchariden an der sn-3-
Position von den bereits erwéahnten Glycerolipiden unterscheiden (Abb. 1 C). Im Gegensatz
zu den Membranen der Tiere, Hefen und vieler Bakterien besitzen pflanzliche Membranen
hohe Gehalte an den Glyceroglykolipiden Monogalaktosyldiacylglycerin (MGDG),
Digalaktosyldiacylglycerin (DGDG) und Sulfoquinovosyldiacylglycerin (SQDG). Diese
Glykolipide sind besonders hdufig in den photosynthetisch aktiven Membranen der Plastiden
zu finden (Joyard et al., 1998; Yu et al., 2002).
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A Glycerolipide y 3 512 Sl /IOJ\
~
O/\\\\-(\O Rl
\\
R, \n/O H
@)

B Glycerolipide Anzahl und Position des Substituenten
1-Monoacylglycerin Enthalt einen Fettsiureester an Position sn-1
1,2-Diacylglycerin Enthalt zwei Fettsiureester an Position sn-1 und sn-2
1,2,3-Triacylglycerin Enthélt drei Fettséureester an Position sn-1, sn-2 und sn-3

C Glyceroglykolipide Kopfgruppe Strukturformel
HO\CHZ
Monogalaktosyldiacylglycerin Galaktose OH 0 o0—
(MGDG) o p
OH
HO.
CHj
OH (0]
Digalaktosyldiacylglycerin Di-Galaktose QH OQ_CHz
(DGDG) OH OH 0 _0—
OH |3
OH
(|Z)H
O |S| O\CH
Sulfoquinovosyldiacylglycerin Sulfoquinovose I ? 0 o
(SQDG)
o P
OH

Abb. 1 Strukturen der haufigsten pflanzlichen Glycerolipide.

(A) Das Grundgertist der Glycerolipide besteht aus einem Glycerin-Molekiil, dessen Hydroxylgruppen je einen
(B) Fettsdureester tragen konnen. (C) Die Kopfgruppen der Glyceroglykolipide MGDG, DGDG und SQDG sind
mit der sn-3-Position des Glycerin-Grundgeristes verestert. Diese Lipide stellen den Hauptbestandteil der
plastiddren Membranen in hoheren Pflanzen dar. R, Fettsaurerest; X, Fettsdure als Ester mit der sn-3-Position
verkniipft oder eine Kopfgruppe der Glyceroglykolipide.
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1.1.2 Glycerophospholipide

Die Glycerophospholipide z&hlen, mit Ausnahme der Phosphatidséure, zu den
wichtigsten Strukturlipiden eukaryoter Membranen (Abb. 2). Sie besitzen an der sn-3-Postion
des Glycerin-Grundgeriists eine polare, hydrophile Kopfgruppe, die im Fall der Phosphatid-
sdure (PtdOH) aus einem Phosphorsauremonoester besteht. Die weiteren Glycero-
phospholipide stellen Derivate der PtdOH dar, bei denen die Phosphatgruppe mit einem
weiteren Alkohol verestert ist. Zu diesen Alkoholen zdhlen die Aminoalkohole Cholin
(Phosphatidylcholin; PtdCho), Ethanolamin (Phosphatidylethanolamin; PtdEtn), Serin
(Phosphatidylserin; PtdSer), das zyklische Inositol (Phosphatidylinositol; Ptdins) oder der
dreiwertige Alkohol Glycerin (Ohlrogge und Browse, 1995). Das Diphosphatidylglycerin
Cardiolipin (CL) gehort zu einer Gruppe innerhalb der Glycerophospholipide, bei denen das
Glycerin-Grundgerust an der sn-1- und der sn-3-Position mit einem Phosphatidrest verestert
ist (Abb. 2). Cardiolipin ist Bestandteil cytoplasmatischer Membranen von Eubakterien und
ein charakteristisches Lipid der inneren Mitochondrienmembran von Eukaryoten (Hoch,
1992; Fahy et al., 2005; Schlame, 2008b).

1.1.3 Nomenklatur der Fettsauren

Naturliche Fettsduren bestehen in der Regel aus einer geraden Zahl von Kohlenstoff-
atomen und werden im Allgemeinen in gesattigte und ungesattigte Fettsauren eingeteilt. Eine
geséttigte Fettsdure weist keine Doppelbindungen zwischen Kohlenstoffatomen der
Kohlenwasserstoffkette auf. Dagegen besitzen ungeséttigte Fettsduren innerhalb der Kohlen-
wasserstoffkette mindestens eine Doppelbindung, die bei biologisch relevanten Fettséduren
meist in cis-Konfiguration vorliegt. Liegen mehrere Doppelbindungen vor, sind diese in der
Regel durch eine Methylengruppe voneinander getrennt. Die Bezeichnung der Fettséuren
erfolgt meist in Zahlenform. So steht z. B. die Kurzform 18:2n-6 fiir Linolséaure. Dabei wird
in der Kurzform zuerst die Anzahl der Kohlenstoffatome im Molekil genannt; nach dem
Doppelpunkt folgt die Anzahl der Doppelbindungen und zuletzt wird durch die - oder n-
Nomenklatur festgelegt, an welcher Position, ausgehend vom Methylende der
Kohlenwasserstoffkette, sich die erste Doppelbindung befindet. Erfolgt die Bestimmung vom

Carboxylende aus, so wird dies durch ein ,,A* symbolisiert.
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Abb. 2 Strukturen der haufigsten pflanzlichen Glycerophospholipide.

(A) Das Grundgerist der Glycerophospholipide besteht aus einem Glycerin-Molekil mit je einem Fettsdurerest
an den Positionen sn-1 und sn-2 und (B) aus einer polaren Kopfgruppe an der sn-3-Position und. R, Fett-

séurerest; X, Kopfgruppe.
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1.2 Biosynthese von Fettsauren und Lipiden

Das detaillierte Wissen Uber die Biosynthesewege von Fettsduren und Lipiden in
Pflanzen bildet die Grundlage fur biotechnologische Ansatze zur gezielten Modifikation
dieser Wege. In dem nun folgenden Abschnitt wird die Biosynthese der Fettsduren und
Glyceroglykolipide in den Plastiden sowie die Biosynthese der Glycerophospholipide und der
Speicherlipide am Endoplasmatischen Retikulum (ER) hoherer Pflanzen dargestellt.

1.2.1 Biosynthese von Fettsauren

Die de novo Biosynthese der Fettsauren erfolgt zyklisch in mehreren aufeinander-
folgenden Reaktionsschritten, die durch die Fettsdure-Synthase (FAS) katalysiert werden.
Bisher sind zwei hinsichtlich ihres Aufbaus unterschiedliche Typen von FAS bekannt. Im
tierischen System und bei Pilzen liegen die einzelnen enzymatischen Aktivitaten auf ein bis
zwei Polypeptidketten vereint vor (Typ I). Im Gegensatz dazu sind beim Typ Il der Bakterien
und Pflanzen die verschiedenen enzymatischen Aktivitdten durch voneinander unabhédngige
Gene codiert. Die einzelnen Enzyme dieses Typs scheinen sich zu einem funktionellen

Komplex anzuordnen (Harwood, 1988; Ohlrogge et al., 1991).

Im Folgenden wird die Biosynthese von Fettsduren in Pflanzen nédher erldutert. In
Pflanzen erfolgt die de novo Biosynthese der Fettsduren im Stroma der Plastiden. Jeder der
sieben bis acht Zyklen der plastidaren Fettsaure-Synthese beginnt mit der Carboxylierung von
Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA und dem anschlielenden Transfer des Malonyl-CoA auf das
Acyl-Carrier-Protein (ACP) des FAS-Komplexes. Es schlieit sich eine Kondensation der
beiden Substrate an, gefolgt von einer Reduktion, einer Dehydratisierung und einer weiteren,
abschlieenden Reduktion des Intermediats zu Acyl-ACP. Dieser um zwei Kohlenstoffatome
verlangerte Acyl-ACP-Rest durchlduft erneut dieselbe Reaktionsfolge, die mit der
Kondensation eines Malonyl-ACP beginnt (Browse und Somerville, 1991). Die Zyklen enden
mit den geséttigten Fettsauren Palmitoyl-ACP (16:0-ACP) oder Stearoyl-ACP (18:0-ACP).
Lediglich das gebildete Stearoyl-ACP wird auBerst effizient durch die l6sliche, plastidare
Stearoyl-ACP-Desaturase zu Oleoyl-ACP (18:1n-9) umgesetzt. Palmitoyl-ACP wird nicht
durch die Stearoyl-ACP-Desaturase umgesetzt. Damit sind die Hauptprodukte der Fettsaure-
Biosynthese 16:0-ACP und 18:1-ACP, die fir die Synthese von Lipiden innerhalb oder
aullerhalb der Plastiden am ER verwendet werden (Browse und Somerville, 1991; Shanklin
und Somerville, 1991; Thompson et al., 1991).
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1.2.2 Biosynthese von Glyceroglykolipiden und Glycerophospholipiden

In den meisten hoheren Pflanzen wird bei der Glycerolipid- und Glycerophospho-
lipidsynthese innerhalb  der Plastiden selektiv  18:1n-9 durch die l6sliche
Acyl-ACP:sn-Glycerin-3-Phosphat-Acyltransferase (GPAT) auf die sn-1-Position von
Glycerin-3-Phosphat Ubertragen. Auf das gebildete Lyso-PtdOH wird nun durch die
membranstdndige Acyl-ACP:sn-1-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase (LPAAT) aus-
schliel3lich 16:0 auf die sn-2-Position bertragen, wobei PtdOH entsteht. Da diese Substrat-
spezifitaten der Acyl-ACP-Acyltransferasen und die daraus resultierende Verteilung der Fett-
séuren in den Lipiden auch bei Cyanobakterien anzutreffen sind, wird die plastidare Lipid-
synthese auch als prokaryote Glycerolipidsynthese bezeichnet (Ohlrogge und Browse, 1995).
Das gebildete PtdOH kann nun fir die Synthese von PtdGro genutzt werden oder durch die
PtdOH-Phosphatase zu DAG umgesetzt werden. DAG dient als Substrat fiir die am stérksten
in den plastidaren Membranen vertretenen Lipide MGDG, DGDG und SQDG (Joyard et al.,
1994). In den Plastiden existieren neben der loslichen Stearoyl-ACP-Desaturase flinf
membranstandige Acyl-Lipid-Desaturasen. Die Acyl-Lipid-Desaturase FAD4 verwendet
ausschlieBlich PtdGro und FADS5 verwendet ausschliellich MGDG als Substrat (Somerville
und Browse, 1996). Beide Desaturasen haben die gemeinsame Eigenschaft, dass sie jeweils
selektiv das an der sn-2-Position gebundene 16:0 desaturieren (Browse et al., 1985; Kunst et
al., 1989). Die plastidaren Acyl-Lipid-Desaturasen FAD6, FAD7 und FADS8 sind weitaus
weniger selektiv beziglich der Kopfgruppe des Lipids und verwenden die in Plastiden
synthetisierten Glycerolipide PtdGro, MGDG, DGDG und SQDG als Substrate. 16:1n-9 bzw.
18:1n-9 werden durch die Desaturase FAD6 an der w6-Position zu 16:2n-6 bzw. 18:2n-6
desaturiert. Eine weitere Desaturierung zu 16:3n-3 und 18:3n-3 erfolgt durch die Desaturasen
FAD7 und FADS8 (Browse et al., 1986; Falcone et al., 1994; Gibson et al., 1994; McConn et
al., 1994). Fir die Glycerolipidsynthese am ER verwendete Fettsduren werden in den
Plastiden durch Thioesterasen vom ACP abgespalten. Die freien Fettsduren passieren auf
einem bisher unbekannte Weg die innere und &uRere Membran der Plastiden und werden noch
an der aulleren Hullmembran durch Acyl-CoA-Synthetasen auf CoA (bertragen und in dieser
Form der Lipidsynthese am ER zugefihrt (Browse und Somerville, 1991). Im Unterschied zu
den plastidaren Acyl-ACP-Acyltransferasen verwenden die am ER lokalisierten
Acyltransferasen Acyl-CoA-Thioester als Substrate. Dabei transferiert die Acyl-CoA:sn-
Glycerin-3-Phosphat-Acyltransferase (GPAT) bevorzugt 18:1n-9, aber auch 16:0 auf die sn-1-

Position von Glycerin-3-Phosphat.
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Die Acyl-CoA:sn-1-Acylglycerin-3-Phosphat-Acyltransferase (LPAAT) transferiert
nahezu ausschlieflich 18:1n-9 auf die sn-2-Position von Lyso-PtdOH. Die unterschiedliche
Spezifitat zwischen ER-lokalisierter und plastidarer LPAAT fihrt zu jeweils
charakteristischen ~ Acylierungen der sn-2-Positionen und ergibt die eukaryote
Fettsaureverteilung der am ER synthetisierten Lipide.

Fur die Synthese der Glycerophospholipide existieren verschiedene Reaktionswege
(Athenstaedt und Daum, 1999). Ein Weg besteht in der Dephosphorylierung von PtdOH zu
DAG. Katalysiert durch die CDP-Cholin:DAG-Phosphocholintransferase (CPT) bzw. CDP-
Ethanolamin:DAG-Phosphoethanolamintransferase konnen die aktivierten Kopfgruppen
Cytidin-5-Cholin oder Cytidin-5'-Ethanolamin auf die sn-3-Position von DAG (Ubertragen
werden, wodurch PtdCho bzw. PtdEtn entsteht. Durch den zweiten Weg werden die
Glycerophospholipide PtdIns, PtdSer und zu einem wesentlich geringeren Anteil PtdGro
gebildet. Hierfir wird zuerst die Kopfgruppe von PtdOH durch Cytidin-5'-triphosphat zu
CDP-DAG umgesetzt und aktiviert. AnschlieBend werden Inosit, Serin oder Glycerin auf
CDP-DAG iibertragen (Ohlrogge und Browse, 1995). Die am ER lokalisierten Desaturasen
FAD2 und FAD3 modifizieren die an PtdCho gebundenen Fettsduren. Das an PtdCho ge-
bundene 18:1n-9 wird durch die Acyl-Lipid-Desaturase FAD2 zu 18:2n-6 und durch die
Desaturase FAD3 weiter zu 18:3n-3 umgesetzt (Arondel et al., 1992; Okuley et al., 1994). In
Eukaryoten findet die Biosynthese von Cardiolipin in der inneren Mitochondrienmembran
statt. Dabei katalysiert die Cardiolipin-Synthase den Transfer eines Phosphatidrests von CDP-
DAG auf PtdGro (Nowicki et al., 2005; Schlame, 2008a). Am ER synthetisierte Lipide
kdnnen auch fir die Synthese der plastidaren Glycerolipide verwendet werden. Der Reimport
in die Plastiden erfolgt in Form von PtdOH (Xu et al., 2003; Xu et al., 2005). Dadurch wird in
den Plastiden MGDG, DGDG und SQDG mit einer eukaryoten Fettsaureverteilung gebildet.
Anhand des 16:3n-3/18:3n-3-Verhaltnisses an der sn-2-Position von MGDG ist es mdglich,
das Ausmal} des Reimportes zu bestimmen, woriber eine Klassifizierung in 16:3- und 18:3-

Pflanzen erfolgt.
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Abb. 3 Biosynthese von Fettsauren und Lipiden in Pflanzen (modifiziert nach Ohlrogge & Browse, 1995).
—Fortsetzung auf Seite 11—

Biosynthese von Fettsduren und Lipiden sind verschiedene Zellkompartimente beteiligt.
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Abb. 3 —Fortsetzung-

In den Plastiden erfolgen die Fettsduresynthese und die Synthese von Glyceroglykolipiden. (1) Kondensation
von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA durch die Acetyl-CoA-Carboxylase; (2) Reaktionssequenz der Fettsiure-
Synthase (FAS); (3) Desaturierung von 18:0 durch die losliche, plastidére Stearoyl-ACP-Desaturase; (4)
Transfer der Fettsdurereste von Acyl-ACP auf Glycerin-3-Phosphat und die sukzessive Bildung von PtdOH und
DAG mit der fur Prokaryoten charakteristischen Fettsaureverteilung; (5) Synthese des Glycerophospholipids
PtdGro; (6) Synthese der Glyceroglykolipide MGDG, DGDG und SQDG,; (7) Desaturierung der Fettsduren von
Glyceroglykolipiden durch die plastiddren, membranstandigen Acyl-Lipid-Desaturasen; (8) Export der
neugebildeten Fettsauren in das Cytosol unter gleichzeitiger Ubertragung der Fettsauren auf CoA. Am
Endoplasmatischen Retikulum erfolgt die Synthese der Glycerolipide und Glycerophospholipide mit der flr
Eukaryoten charakteristischen Fettsaureverteilung. (9) Transfer der Fettséurereste von Acyl-CoA auf Glycerin-3-
Phosphat und die sukzessive Bildung von (10) Lyso-PtdOH und (11) PtdOH; (11) Synthese von PtdIns, PtdGro
und PtdSer iber den CDP-DAG-Weg; (12) Dephosphorylierung von PtdOH zu DAG; (13) Synthese von PtdEtn
und (14) PtdCho. (15) An der Synthese von TAG sind DAG und PtdCho beteiligt. (16) Desaturierung der
Fettsduren an PtdCho durch die membranstindigen Acyl-Lipid-Desaturasen; (17) Transfer der lipidgebundenen
Fettsduren aus der sn-2-Position von PtdCho auf CoA. (18) Der eukaryote und der prokaryote
Glycerolipidsynthese-Weg sind uber den Reimport des DAG-Restes aus PtdCho oder aus Lyso-PtdCho in die
Plastiden miteinander verbunden; (19) Verwendung des reimportierten DAG-Restes fir die
Glyceroglykolipidsynthese. (20) Der Acyl-CoA-Pool stellt Fettsduren auch fur andere Zellorganellen, wie z. B.
Mitochondrien, bereit (Erlduterungen und Erklérung der Abkilirzungen siehe Text).

1.2.3 Biosynthese von Triacylglycerinen

Triacylglycerine (TAG) haben im Samen der Pflanzen vor allem die Funktion eines
Kohlenstoffspeichers, der wahrend der Etablierung des Keimlings mobilisiert wird und den
notwendigen Kohlenstoff fir die frilhen Biosyntheseprozesse des Keimlings bereitstellt. Die
Speicherung des TAG erfolgt wahrend der spéaten Phase der Samenreifung am ER (Baud et
al., 2002). Das gebildete TAG lagert sich zundchst innerhalb der Doppelmembran eines
definierten Bereichs des ER ab, dehnt diesen Bereich aus und schnirt sich schlieRlich als
Olkorper mit einer umgebenden Glycerophospholipid-Membran ab (Huang, 1996). Die am
haufigsten in TAG vorkommenden Fettsduren sind Palmitat (16:0), Stearat (18:0), Oleat
(18:1n-9), Linoleat (18:2n-6) und a-Linolenat (18:3n-3 (Browse und Somerville, 1991).
Neben diesen gewohnlichen Fettsauren akkumulieren in vielen Samendlen auch sogenannte
ungewohnliche Fettsdauren. Ungewohnliche Fettsauren unterscheiden sich von den
gewdhnlichen C16- und C18-Fettsduren in der Kettenldnge, in der Position oder Anzahl der
Doppelbindungen oder durch das Auftreten anderer funktioneller Gruppen in der
Kohlenstoffkette (Napier, 2007). Gemeinsame Merkmale dieser Fettsauren sind, dass sie in
héheren Mengen nur im Samendl vorkommen und meist keine Bestandteile der Lipide
biologischer Membranen darstellen (Millar et al., 2000). Folglich konnen sich die
Speicherlipide von den Membranlipiden in der Fettsdurezusammensetzung erheblich

unterscheiden.
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So betragt der Anteil an Ricinolséure, einer einfach ungeséttigten, hydroxylierten C18-
Fettsaure, im Samendl von Ricinus communis bis zu 90 % der gesamten Fettsauren. Obwohl
Ricinolsdure durch eine membranstandige Acyl-Lipid-Desaturase am ER gebildet wird, stellt
sie nur einen kleinen Anteil der Membranlipide wahrend der Samenreifung dar (Bafor et al.,
1991; van de Loo et al., 1995; Kroon et al, 2006). Dies zeigt beispielhaft, dass
Samenpflanzen ein hochaktives System besitzen, mit dem sie selektiv ungewdhnliche
Fettsduren vom Ort der Biosynthese in die Speicherlipide uberfiihren kdnnen. Dieses System
besteht aus mehreren, netzwerkartigen miteinander verkniipften enzymatischen Aktivitaten,
die wahrend der Samenreifung die Fettsduren des Acyl-CoA-Pools im Cytosol und des
PtdCho-Pools am ER fiur die Bildung von TAG nutzen (Abb. 4). Beide Pools sind so

miteinander verknlpft, dass ein stdndiger Fettsaureaustausch zwischen ihnen stattfinden kann.

Die Acyl-CoA:Lyso-PtdCho-Acyltransferasen (LPCAT) katalysieren den Austausch
von Fettsduren aus dem Acyl-CoA-Pool mit denen der sn-2-Position von PtdCho (Lands,
1960; Stymne und Stobart, 1984). Phospholipasen A, hydrolysieren selektiv die Fettsduren
von der sn-2-Position des PtdCho. Die daraus entstehenden freien Fettsduren werden
anschlieend durch Acyl-CoA-Synthetasen sehr effizient auf CoA Ubertragen (Fulda et al.,
1997). Dadurch kénnen die im PtdCho-Pool modifizierten Fettsduren dem CoA-Pool
zugefihrt und fur die Synthese von PtdOH, DAG und TAG genutzt werden. Die mehrfach
ungesattigten Fettsduren 18:2n-6 und 18:3n-3 sowie die ungewdhnlichen Fettsduren des
PtdCho-Pools konnen auch (ber die reversible Reaktion der CDP-Cholin:DAG-
Phosphocholintransferase (CPT) flr die TAG-Synthese verfligbar gemacht werden. Bei dieser
Reaktion wird PtdCho in DAG uberflhrt, das allen TAG-synthetisierenden Enzymen als
Substrat dient (Slack et al., 1983). Auf die sn-3-Positon von DAG wird durch die Acyl-
CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen (DGAT) eine Fettsdure des Acyl-CoA-Pools
ubertragen und TAG gebildet. Neben den monofunktionellen DGAT existiert eine Gruppe
neuartiger bifunktionaler Wachsester-Synthase/Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen
(WS/DGAT). So speichert das Gram-negative Bakterium Acinetobacter calcoaceticus ADP1
neben geringen Mengen TAG hauptsachlich Wachsester, an dessen Synthese die
bifunktionalen WS/DGAT beteiligt sind (Kalscheuer et al., 2004). An einem weiteren Weg
sind PtdCho und DAG beteiligt. Katalysiert durch Phospholipid:Diacylglycerin-
Acyltransferasen (PDAT) werden Fettsauren von der sn-2-Position des PtdCho auf die sn-3-
Position von DAG (ubertragen, wobei TAG und Lyso-PtdCho entstehen (Dahlgvist et al.,
2000).
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Abb. 4 Transfer von Fettsauren zwischen Lipiden am ER (modifiziert nach Singh et al., 2005).

Der netzwerkartige Austausch von Fettsduren zwischen den Lipiden am ER (Acyl-CoA, Lyso-PtdCho, PtdCho,
DAG und TAG) wird durch Phospholipasen (PLA) und verschiedenen Acyltransferasen (LPCAT, PDAT, CPT,
PDAT und DGAT) katalysiert. Die Substrat- und Positionsspezifititen der Acyltransferasen bestimmen die
Fettsdurezusammensetzungen der direkt an der TAG-Synthese beteiligten Lipide PtdCho, DAG sowie des Acyl-
CoA-Pools. Somit haben die Acyltransferasen einen entscheidenden Einfluss auf die Fettsdurezusammensetzung
des TAG. Zur Vereinfachung der Darstellung wurden die Enzymaktivitaten der MGAT, der bifunktionellen
DGAT/WS und der DAG:DAG-Transacylasen nicht in das Schema mit aufgenommen.

Alternativ wurde auch eine Transacylierungsreaktion in Membranpraparaten der
Farberdistel Carthamus tinctorius beobachtet, an der ausschlieRlich DAG beteiligt ist. Hierbei
ubertragt eine DAG:DAG-Transacylase eine Fettsdure von einem Molekil DAG auf ein
weiteres Molekul DAG, so dass TAG und MAG entstehen (Stobart et al., 1997). Vor allem
aus dem tierischen System sind sogenannte Acyl-CoA:Monoacylglycerin-Acyltransferasen
(MGAT) bekannt. MGAT synthetisieren DAG aus MAG und einer an CoA gebundenen
Fettsdure. In Pflanzen ist die MGAT-AKktivitat bislang nur in Kotyledonen der Erdnuss
Arachis hypogea beobachtet worden (Tumaney et al., 2001).
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1.3 Die Familie der Acyltransferasen

Die enzymatischen Funktionen, die direkt oder indirekt an der pflanzlichen TAG-
Synthese beteiligt sind, sind schon seit langem bekannt. Jedoch sind viele der Gene, die fir
diese Enzyme codieren, erst seit wenigen Jahren bekannt. Enzyme, die den Transfer von Fett-
séuren auf Glycerin-3-Phosphat oder Lyso-PtdOH (GPAT und LPAAT) oder den Austausch
von Fettséuren zwischen PtdCho und Acyl-CoA (LPCAT) katalysieren, werden in Pflanzen
durch grof3e Genfamilien codiert (Zheng et al., 2003; Kim et al., 2005; Stahl et al., 2008). Die
Familie der DGAT gliedert sich in drei Gruppen; neben zwei Gruppen membranstandiger
DGAT wurde auch eine Gruppe l6slicher DGAT identifiziert (Saha et al., 2006). Fir PDAT
wurden im Genom von A. thaliana zwei Gene identifiziert. Der Beweis, ob beide PDAT-Gene
gleichermalRen oder nur eines der beiden entscheidend an der TAG-Synthese im Samen
beteiligt sind, steht noch aus. Insgesamt gilt, dass fiir viele der beteiligten Acyltransferasen
zwar die enzymatischen Aktivitaten in heterologen Expressionssystemen wie E. coli oder
S. cerevisiae dargestellt werden konnten, aber die exakten stoffwechselphysiologischen

Funktionen in den nativen Organismen sind in vielen Fallen noch véllig unbekannt.

Dieser Abschnitt soll anhand bereits publizierter Arbeiten einen Uberblick zu dem
Wissensstand von Acyltransferase-Familien geben, die auch fur den praktischen Teil dieser

Arbeit von Bedeutung waren.

1.3.1 Acyl-CoA:Lyso-PtdCho-Acyltransferasen

PtdCho stellt das am haufigsten vorkommende Glycerophospholipid eukaryoter
Membranen dar. Wie bereits beschrieben, wird PtdCho ausgehend von Glycerin-3-phosphat
synthetisiert (siehe 1.2.2). Die Fettsdurezusammensetzung des PtdCho wird durch die Acyl-
Lipid-Desaturasen und den Substratspezifitdten der Acyltransferasen bestimmt, die an der
Synthese von PtdCho beteiligt sind (siehe 1.2.2). Andererseits ist die Fettsdure-
zusammensetzung des PtdCho standigen Anderungen unterworfen. Dieses sogenannte fatty
acid remodelling des Lands-Zyklus erfolgt tber eine CoA-unabhangige Hydrolyse durch
Phospholipasen und CoA-abhédngige Transacylierungsreaktionen der Acyl-CoA:Lyso-
PtdCho-Acyltransferasen (Lands, 1960). Neben den LPCAT, die spezifisch PtdCho als
Substrat verwenden, existieren auch fir PtdOH- und PtdIns-spezifische Enzyme (LPAAT,
LPIAT; Kim und Huang, 2004; Lee et al., 2008).
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Die Acyl-CoA:Lyso-Glycerophospholipid-Acyltransferasen (LPLAT) vermdégen als
einzige Enzymfamilie aktivierte Fettsduren direkt in Glycerophospholipide einzubauen. Auf
diese Weise kann die Fettsdurezusammensetzung der Membranlipide als Reaktion auf
verénderte Bedingungen schnell modelliert werden. Die Familie der LPLAT wurde zuerst in
Rattenleber-Mikrosomen beschrieben (Lands, 1960). In Invertebraten, Pilzen, Pflanzen und
Tieren scheinen zwei LPLAT-Familien zu existieren, die evolutiv voneinander unabhéngig
entstanden sein konnten; zumindest weisen sie Kkeine ausgeprégte Aminosauresequenz-
Homologie zueinander auf. Die genauen stoffwechselphysiologischen Unterschiede beider
Familien sind bislang noch véllig unbekannt. Im Folgenden werden diese beiden Familien

anhand einiger représentativer Vertreter aus Pflanzen und Invertebraten vorgestellt.

Von der ersten Familie sind funf Vertreter im Genom von A. thaliana als LPAAT1 bis
5 identifiziert worden (Kim und Huang, 2004; Kim et al., 2005). Die physiologischen
Funktionen sind bisher von LPAAT1, 2 und 3 bekannt. LPAATL, der einzige in Plastiden
lokalisierte Vertreter aus dieser Familie, hat eine essenzielle Funktion wahrend der
Embryogenese. Es wurde gezeigt, dass eine fir diesen Genlocus homozygote A. thaliana-
Mutante keinen normal entwickelten Samen bildet. Der Samen wurde nicht vollstandig
ausgebildet, sondern die Embryogenese kam in einer frithen Phase (Herz-Torpedo-Stadium)
zum Stillstand. Als Grund fur diesen letalen Effekt wurde vermutet, dass die prokaryote
Fettsaureverteilung mit 16:0 in der sn-2-Position der plastidaren Lipide aufgrund der
fehlenden LPAAT1-Aktivitat nicht mehr vorhanden sei. Diese Fettsdureverteilung kdnnte
jedoch essenziell fir die korrekte Funktion der Plastiden sein, ohne die eine normale
Embryogenese nicht erfolgen kann (Kim und Huang, 2004). Eine ebenfalls essenzielle
Funktion wurde fir LPAAT2 beschrieben. In diesem Genlocus heterozygote A. thaliana-
Mutanten entwickelten zu 50 % normalen Samen und zu 50 % abortierte, unbefruchtete
Samenanlagen. Die abortierten Samenanlagen waren auf einen degenerierten weiblichen
Gametophyten zuruickzufiihren. Die Zentralzelle des weiblichen Gametophyten der
heterozygoten A. thaliana-Mutante zeigte in einem friihen Stadium nur schwach ausgebildetes
ER und stattdessen abnorme Starke-Einlagerungen. Aus der Zentralzelle geht nach der
Befruchtung das Endosperm hervor. Das Endosperm stellt das Nahrgewebe des Embryos dar.
Degeneriertes Endosperm hat damit den Abort des Embryos zur Folge. Dass nur der
weibliche Gametophyt von dem Stoffwechseldefekt betroffen war, wurde darauf
zurlickgefiihrt, dass LPAAT3 vermutlich die analogen Funktionen im mannlichen
Gametophyten, dem Pollen, erfillt (Kim et al., 2005).
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Die zweite LPLAT-Familie gehort zu der Superfamilie der am ER lokalisierten
membrangebundenen-O-Acyltransferasen (MBOAT; Hofmann, 2000; Ghaemmaghami et al.,
2003). Diese Superfamilie vereint Acyltransferasen, deren Gemeinsamkeit der Transfer
organischer S&uren auf Hydroxylgruppen membranstéandiger Akzeptoren bildet. Dazu z&hlen
u.a. Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen (DGAT), Acyl-CoA:Cholesterin-Acyl-
transferasen (ACAT), Acyl-CoA:Sterin-Acyltransferasen (ASAT) oder Wachssynthasen
(Hofmann, 2000). Im Genom von A. thaliana sind bislang zwei Genloci identifiziert worden,
die fur LPCAT aus dieser Superfamilie codieren (AtLPCAT1 und AtLPCATZ2; Stahl et al.,
2008). Da auBer den enzymatischen Eigenschaften beider Enzyme Kkeine weiteren
Erkenntnisse tber die stoffwechselphysiologischen Funktionen vorliegen, wird im Folgenden
ein homologes Gen aus dem VLCPUFA produzierenden Organismus Caenorhabditis elegans
vorgestellt. Die Funktion der LPCAT mboa-6 aus C. elegans wurde mittels RNA-Interferenz
untersucht. Hierbei fihrte die gezielte Hemmung der Expression von mboa-6 zu einer
verringerten Inkorporation von exogenen VLCPUFAs in die Glycerophospholipide PtdCho,
PtdEtn und PtdSer (Matsuda et al., 2008). Dariiber hinaus fiihrte die verminderte Gen-
expression von mboa-6 zu verlangsamten Wachstum und zu einer abnormen Morphologie.
Far den Transfer von VLCPUFAs auf Ptdins scheint es in C. elegans eine weitere LPLAT zu
geben (Lee et al., 2008).

1.3.2 Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen

Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen (DGAT) sind meist membranstandige
Enzyme, die den letzten Reaktionsschritt der Biosynthese von TAG in Pflanzen, Pilzen und
Tieren katalysieren. Als Substrat fir die Bildung von TAG nutzen diese Enzyme Fettsauren
des Acyl-CoA-Pools, die auf die sn-3-Position von DAG ubertragen werden, wodurch TAG
entstent. In eukaryoten Organismen wurden bisher drei verschiedene DGAT-Typen
beschrieben. DGAT-Enzyme des Typs 1 (DGAT1) haben eine hohe Homologie zu tierischen
Acyl-CoA:Cholesterin-Acyltransferasen (ACAT), die Fettsaurereste von Acyl-CoA auf
Cholesterin tbertragen (Chang et al., 1997). Anhand dieser Homologie wurde die erste
DGAT1 aus Mus musculus (MmMDGAT1) isoliert (Cases et al., 1998). Die heterologe
Expression der MMDGAT1 in Insektenzellen fiihrte nicht zu der vermuteten ACAT-Aktivitat
in den Membranen dieser Zellen. Stattdessen wurde der erhohte Transfer von Fettsdureresten
aus Acyl-CoA auf DAG festgestellt.
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In den darauffolgenden Jahren wurden weitere DGAT1-Enzyme aus verschiedenen
Organismen isoliert. Darunter waren pflanzliche DGAT1 aus der Ackerschmalwand
Arabidopsis thaliana (Hobbs et al., 1999; Zou et al., 1999; Bouvier-Nave et al., 2000), der
Tabakpflanze Nicotiana tabacum (Bouvier-Nave et al., 2000) und dem Tung6lbaum
Vernicia fordii (Shockey et al., 2006). Die Beteiligung der DGAT1-Enzymfamilie an der
TAG-Biosynthese im Samen wurde durch Uberexpressionsstudien und Gen-Mutationsstudien
anhand der DGAT1 aus A. thaliana gezeigt (Katavic et al., 1995; Routaboul et al., 1999; Jako
et al., 2001).

Vertreter der DGAT-Enzyme des Typs 2 (DGAT2) wurden bislang unter anderem in
Pilzen, Pflanzen und S&ugern identifiziert (Cases et al., 2001; Oelkers et al., 2002; Lardizabal
et al, 2008). Die ersten Vertreter dieser Enzymfamilie wurden in dem Pilz
Mortierella ramanniana entdeckt (MrDGAT2A und MrDGAT2B; Lardizabal et al., 2001).
DGAT des Typs 2 zeigen auf Ebene der Aminosduresequenz keine Homologie zu den
Vertretern des Typs 1. Uber die jeweiligen stoffwechselphysiologischen Funktionen der
DGAT1- und DGAT2-Enzyme ist bislang wenig bekannt. Im Genom des Tungdl-Baums
Vernicia fordii sind DGAT1 und DGAT2 als einzige DGAT-Gene gefunden worden
(VIDGAT1 und VIDGAT2). Wahrend VDGAT1 konstitutiv in verschiedenen Geweben
exprimiert wird, ist die Expression von VDGAT2 spezifisch auf den reifenden Samen
beschrankt und erreicht im Gegensatz zu VIDGAT1 das hochste Expressionsniveau wahrend
der Akkumulation von TAG im reifenden Samen (Shockey et al., 2006). Dariiber hinaus
zeigte VIDGAT?2 in Hefe-Expressionsstudien eine Substratspezifitat gegentber der im Tung6l
akkumulierenden Fettsiure o-Eleostearinsaure (18:3*°%'51%F) was zu einer vermehrten
Bildung von TAG mit a-Eleostearinsaureestern in allen drei sn-Positionen flihrte. Diese be-
vorzugte Verwendung von a-Eleostearinséure als Substrat wurde fir VIDGATL1 in den Hefe-
Expressionsstudien nicht beobachtet. Neben der unterschiedlichen Substratspezifitat sind
VIDGAT1 und VfDGAT2 aullerdem in verschiedenen Bereichen der ER-Membran
lokalisiert. Aufgrund dieser Beobachtungen vermuteten die Autoren, dass DGAT1 und
DGAT?2 vollig verschiedene physiologische Funktionen in Pflanzen erfiillen, wobei DGAT?2
eine Schlisselrolle wahrend der Akkumulation von ungewdhnlichen Fettsduren im TAG des

reifenden Samen einnehmen kdnnte.

Die bislang am geringsten charakterisierte Familie umfasst l6sliche, im Cytosol
lokalisierte DGAT-Enzyme. Der bislang einzige Vertreter dieser Familie konnte aus der
Erdnuss A. hypogaea isoliert werden (AhDGAT; Saha et al., 2006). AhDGAT zeigt keine
ausgepragte Aminosauresequenz-Homologie zu DGAT1 und DGAT2.
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Die heterologe Expression von AhDGAT fiihrte bei in vivo-Studien im Bakterium
Escherichia coli zur Bildung von TAG und Wachsestern. Allerdings wurde bei in vitro-
Studien mit E. coli-Zelllysat lediglich die Bildung von TAG beobachtet.

1.3.3 Phospholipid:Diacylglycerin-Acyltransferasen

Die Familie der membranstandigen Phospholipid:Diacylglycerin-Acyltransferasen
(PDAT) ist an der Acyl-CoA-unabhangigen Synthese von TAG beteiligt, bei dem ein Fett-
séurerest bevorzugt von der sn-2-Position eines Glycerophospholipids auf DAG Ubertragen
wird. Als Quellen der Fettsduren wurden PtdCho und PtdEtn identifiziert, wobei PtdCho den
bevorzugten Fettsdure-Donor darstellt (Dahlqvist et al., 2000; Oelkers et al., 2000). Vertreter
der PDAT-Familie weisen hohe Aminosduresequenz-Homologien zu Lecithin:Cholesterin-
Acyltransferasen (LCAT) aus Sdugern auf, die ebenfalls ohne Beteiligung des Acyl-CoA-
Pools Fettsdauren von Glycerophospholipiden auf Cholesterin tbertragen (Glomset, 1968;
Jonas, 2000). Die PDAT-AKtivitat wurde zuerst mit Hilfe pflanzlicher Membranpréparationen
aus reifenden Samen des Wolfsmilchgewdachses Ricinus communis und der Korbbltler
Crepis palaestina und Helianthus annus (Sonnenblume) dargestellt (Dahlqvist et al., 2000).
Die Samenéle von R. communis und C. palaestina weisen hohe Gehalte an ungewohnlichen
Fettsduren auf (van de Loo et al., 1995; Lee et al., 1998). Ausgehend von der Aminoséure-
sequenz-Homologie zur LCAT-Familie aus Saugern wurde die erste PDAT-Gensequenz in
der Hefe Saccharomyces cerevisiae identifiziert (LRO1, LCAT related open reading frame 1;
Dahlgvist et al., 2000; Oelkers et al.,, 2000). Weitere LCAT-homologe Proteine aus
S. cerevisiae sind die Acyl-CoA:Sterin-Acyltransferasen ARE1 und ARE2. Pflanzliche PDAT-
Enzyme wurden bislang hauptséchlich in A. thaliana untersucht. Im Genom von A. thaliana
wurden sechs Genloci mit einer hohen Homologie zur LCAT-Familie aus Séugern gefunden,
deren Genprodukte jeweils unterschiedliche stoffwechselphysiologische Funktionen erfullen.
Neben den zwei PDAT-Enzymen AtPDAT1 und AtPDAT2 (Dahlqvist et al., 2000; Mhaske et
al., 2005) zahlen zu dieser Enzymfamilie eine Phospholipase des Typs Al (AtPLAL; Noiriel
et al, 2004), eine Phospholipid:Sterol-Acyltransferase = (AtPSAT) und eine
Lecithin:Cholesterin-Acyltransferase (AtLCAT1; Banas et al., 2005). Die physiologischen
Funktionen der zwei PDAT-Enzyme aus A. thaliana sind weitestgehend unbekannt. Es wurde
gezeigt, dass AtPDAT1 in Blattern, Wurzeln, Bliten und reifenden Samen gleichermalien
stark exprimiert wird, wéhrend die Expression von AtPDAT?2 auf den reifenden Samen

beschrankt ist.
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Daher wird vermutet, dass nur AtPDAT?2 an der Akkumulation von TAG beteiligt ist
(Stahl et al., 2004). Diese Vermutung wurde durch Gen-Deletionsstudien indirekt bestéatigt.
Eine AtPDAT1-defiziente A. thaliana-Mutante zeigte im reifen Samen keine Verénderungen
der Fettsdurezusammensetzung im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen (Mhaske et al., 2005).
Allerdings schlossen die Autoren der Studie nicht aus, dass andere Enzyme, wie z.B.
AtPDAT2 oder die DGAT-Enzyme, den Verlust der ATPDATL1-Aktivitdt kompensieren
konnten, so dass ein moglicher Phdanotyp nicht erkennbar wird. Fir AtPDAT1 konnte durch in
vitro-Analysen festgestellt werden, dass PtdCho und PtdEtn als Substrate der Enzymreaktion
akzeptiert werden. Dabei werden selektiv die Fettsauren der sn-2-Postion fir den Transfer auf
DAG verwendet. Des Weiteren zeigt AtPDATL1 eine Substratspezifitit gegentiber mehrfach
ungesattigten C18-Fettsdauren (Stahl et al., 2004).

1.4 Sehr langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren

Sehr langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsauren (very long chain polyunsaturated
fatty acids, VLCPUFA) sind Monocarbonséduren mit einer Kettenlange von mehr als 18
Kohlenstoffatomen und mindestens drei methylenunterbrochenen Doppelbindungen.
VLCPUFAs werden nach der relativen Position der zum Methylende am ndchsten gelegenen
Doppelbindung in n-6 und n-3-Fettsduren eingeteilt. In Bezug auf das Kohlenstoffatom der
endstandigen Methlygruppe von Fettsauren wird alternativ auch die die Bezeichnung w6- und
o3-Fettsduren verwendet. Zu den am weitesten verbreiteten VLCPUFAs zéhlen
Arachidonsédure (ARA; 20:4n-6), Eicosapentaensdure (EPA; 20:5n-3) und Docosahexaenséaure
(DHA, 22:6n-3). Obwohl n-6- und n-3-VLCPUFA im menschlichen Organismus bedeutende
Funktionen Gbernehmen, z&hlen sie zu den essenziellen Fettsduren, deren Bedarf mit der
taglichen Erndhrung gedeckt werden muss. In den folgenden Abschnitten werden das
natlrliche Vorkommen von VLCPUFAS, deren Biosynthesewege in htheren Pflanzen und die

ernahrungsphysiologische Bedeutung der VLCPUFASs néher betrachtet.
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Abb. 5 Strukturen stoffwechselphysiologisch besonders relevanter LCPUFA und VLCPUFA.

Die Anzahl der Kohlenstoffatome der Fettsauren wird durch die Zahl vor dem Doppelpunkt und die Anzahl der
Doppelbindungen durch die Zahl nach dem Doppelpunkt angegeben. Die Position der Doppelbindungen wird
durch die hochgestellten Zahlen wiedergegeben.

1.4.1 Vorkommen und Biosynthese von VLCPUFA

Im Lauf der Evolution haben anaerob und aerob lebende Organismen verschiedene
Strategien zu Synthese von VLCPUFA entwickelt. Prokaryote Vertreter unter den
VLCPUFA-produzierenden Organismen sind vor allem bei marinen Bakterien, wie z.B. den
Gattungen Shewanella und Vibrio, zu finden (Nichols et al., 1997; Kato und Nogi, 2001).
Gemeinsam mit dem eukaryoten Protist Schizochytrium produzieren diese Mikroorganismen
VLCPUFA anaerob mittels Polyketid-Synthasen (PKS; Metz et al., 2001). Es wird dabei
zwischen zwei PKS-Komplexen unterschieden. PKS des Typs | sind aus einem
Multidomanenprotein aufgebaut, die alle notwendigen enzymatischen Funktionen vereinen.
Bei PKS des Typs Il sind die einzelnen enzymatischen Funktionen auf mehrere
monofunktionelle Polypeptide verteilt. Diese Organisation dhnelt den Fettsduresynthasen aus

Bakterien und Plastiden.
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Beide Typen haben gemein, dass die katalytische Reaktionssequenz der entstehenden
Polyketide den Schritten der FAS entspricht, wobei die PKS-Komplexe auch selbst die
Einflhrung der Doppelbindungen in die wachsende Acylkette katalysieren (Hopwood und
Sherman, 1990; Metz et al., 2001).

Die VLCPUFA-Synthese bei den aerob lebenden eukaryoten Organismen, wie den
Séugern, Pflanzen oder Pilzen, verlduft entlang des w6-/m3-Synthesewegs oder bei einigen
wenigen Mikroalgen entlang des alternativen AS8-Synthesewegs. Fur beide Wege ist
kennzeichnend, dass sie desaturierende und kettenverlangernde Reaktionsschritte miteinander
kombinieren, die jedoch von voneinander getrennten Enzymen Kkatalysiert werden. Als
Ausgangssubstanzen dienen beiden Wegen 18:2n-6 und 18:3n-3. Der w6-/ ®»3-Syntheseweg
beginnt mit der Desaturierung von 18:2n-6 und 18:3n-3 zu 18:3n-6 (y-Linolensdure, GLA)
und 18:4n-3 durch die Aktivitét einer A6-Desaturase. Diese Intermediate werden anschlieRend
durch eine A6-Elongase zu den entsprechenden C20-Fettsduren 20:3n-6 und 20:4n-3
elongiert. Eine AS-Desaturase fugt im folgenden Schritt eine weitere Doppelbindung ein,
wodurch ARA und EPA entstehen. Der w6- und der 3-Syntheseweg stehen in manchen
Organismen iiber A15- oder w3-Desaturasen in Verbindung, die n-6-Fettsauren in die ent-
sprechenden n-3-Fettsauren Gberfihren kénnen (Spychalla et al., 1997; Voelker und Kinney,
2001; Sayanova und Napier, 2004). Im alternativen AS8-Syntheseweg werden die
Ausgangssubstrate zundchst durch eine A9-Elongase zu den entsprechenden C20-Fettsduren
20:2n-6 und 20:3n-3 elongiert und erst danach fiigt eine A8-Desaturase eine weitere
Doppelbindung in die Fettsauren ein, gefolgt von der A5-Desaturierung, wobei ARA und
EPA entstehen (Wallis und Browse, 1999; Qi et al., 2002). Die Bildung von DHA erfolgt im
®6-/m3-Syntheseweg und im alternativen A8-Syntheseweg ausgehend von EPA durch eine

A5-Elongase und die abschlieRende A4-Desaturierung zu DHA.

Die Biosynthese von VLCPUFA in Saugetieren beginnt ebenfalls mit den
Ausgangssubstraten 18:2n-6 und 18:3n-3. Jedoch sind Sdugetiere nicht in der Lage diese
Substrate de novo zu synthetisieren, da sie nicht iiber A12- und Al5-Desaturasen verfiigen,
die eine Doppelbindung in die n-6-Postion von 18:1n-9 oder in die n-3-Position von
18:2n-6 einfugen konnen (Marszalek und Lodish, 2005). S&ugetiere kdnnen lediglich
zwischen dem Carboxylende einer Fettsdure und deren A9-Position eine Doppelbindung
einfugen. Aus diesem Grund mussen die n-6- und n-3-Fettsdauren mit der Nahrung auf-
genommen werden,; sie sind essenziell. Jedoch sind S&ugetiere in der Lage aufgenommenes
18:2n-6 und 18:3n-3 zu nutzen und durch das Zusammenspiel spezifischer Elongasen und

Desaturasen zu ARA und EPA entlang des 06- bzw. des @3-Synthesewegs umzusetzen.
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Abb. 6 Schematische Darstellung verschiedener VLCPUFA-Biosynthesewege.

Die verschiedenen Biosynthesewege zur Bildung von ARA, EPA und DHA sind der m6- und ®3-Syntheseweg,
die Synthese durch Polyketidsynthasen und der Sprecher-Weg. Der w6-Syntheseweg ist in einzelnen
Organismen iiber Desaturasen mit dem ®3-Syntheseweg verbunden. Der anaerobe Syntheseweg durch Poly-
ketidsynthasen ist vor allem bei marinen Bakterien zu finden. Der in S&ugern beschriebene Sprecher-Weg enthalt
neben den Desaturierungs- und Elongationsschritten zusitzliche eine partielle 3-Oxidation der Fettsaurekette.
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Die weitere Umsetzung von EPA zu DHA verléuft jedoch unterschiedlich zu dem
bereits erlduterten Weg. Bei diesem alternativen Biosyntheseweg, dem sogenannten Sprecher-
Weg, wird EPA zundchst am ER in zwei Schritten um vier Kohlenstoffatome zu Tetra-
cosapentaenséure (24:5n-3) elongiert und anschlieend durch eine A6-Desaturase zu Tetra-
coashexaenséure (24:6n-3) desaturiert. Die gebildete Fettsdure 24:6n-3 wird in die
Peroxisomen transportiert, wo sie durch particlle p-Oxidation um zwei Kohlenstoffatome
verkirzt und zu DHA umgesetzt wird und abschlieBend wieder zuriick an das ER transportiert
wird (Sprecher, 2000; Ferdinandusse et al., 2001).

1.4.2 Bedeutung von Fettsauren fiir die humane Erndhrung

Als Energie- und Kohlenstoffquelle sind Fette und Ole wichtige Bestandteile der
humanen Erndhrung. Im Gegensatz zu den gesattigten kurzkettigen und mittelkettigen Fett-
séuren werden den einfach und mehrfach ungesattigten Fettsauren ein positiver Einfluss auf
die menschliche Gesundheit zugeschrieben (Schaefer, 1997; Binkoski et al., 2005). Die am
haufigsten konsumierten pflanzlichen Fette und Ole werden aus Soja, Raps, Lein,
Sonnenblume oder dem Palm- und Disteldl gewonnen. Wahrend z.B. das Palmkerndl der
Olpalme Elaeis guineensis einen hohen Anteil der mittelkettigen, gesattigten Fettsaure 12:0
(Laurinsdure) aufweist, sind Raps und Lein reich an den essenziellen mehrfach ungeséttigten
Fettsduren 18:2n-6 und 18:3n-3. Diese beiden Fettsduren dienen dem menschlichen
Organismus als Vorlaufer vieler Fettsdure-Derivate, wobei die aus n-6- und n-3-Fettséuren
abgeleiteten Derivate einen gegensétzlichen Effekt (siehe 1.4.3) aufweisen. 18:2n-6 und
18:3n-3 werden jedoch nicht ausschlielich fir die VLCPUFA-Synthese eingesetzt, vielmehr
konkurrieren verschiedene Stoffwechselwege um diese beiden Fettsduresubstrate. Hierbei
stellt die PB-Oxidation den hauptsdachlichen Verwerter dar. Durch diese unterschiedliche
Aufteilung steht nur ein geringer Anteil der tiber die Nahrung aufgenommenen n-6- und n-3-
Fettsduren der VLCPUFA-Synthese zur Verfigung (Brenna, 2002). Die meisten
konsumierten pflanzlichen Ole und tierischen Fette weisen kein ausgeglichenes Verhéltnis
von n-6- zu n-3-Fettsauren auf, so dass sich das n-6/n-3-Verhéltnis der Ernahrung immer
mehr zu Gunsten des n-6-Anteils verschiebt und in den westlich geprégten Staaten einen
Verhaltnis von 15:1 (Simopoulos, 2006) erreicht. Ein ausgeglichenes n-6/n-3-Verhaltnis in
der Erndhrung gilt aber als vorteilhaft (Hibbeln et al., 2004; Wada et al., 2007). Dieses
unglnstige Verhéaltnis wird zusétzlich durch den immer schwieriger werdenden Zugang zu

marinem Seefisch, der Hauptquelle sehr langkettiger n-3-Fettsauren, verstarkt.

23



1. Einleitung

Der steigende Zugriff auf diese Ressource fiihrt zu einer Uberfischung weiter Teile der
Meere. Gleichzeitig wird den Fischbestdnden, bedingt durch die industriell geprégte
Vorgehensweise, oft nicht die notwendige Zeit zur Regeneration der Populationen gegeben,
was zum Zusammenbruch einzelner Fischbestdnde oder dem Aussterben einzelner Arten
fuhren kann (Pauly et al., 2002). Mariner Fisch stellt somit nicht I&nger eine verlassliche
Quelle fur sehr langkettige n-3-Fettséduren dar, die nachhaltig den wachsenden Bedarf an
Fischdlen allein befriedigen kann (Hites et al., 2004). Die Aufzucht von marinem Seefisch in
Fischfarmen stellt keine Alternative dar, da dieser Fisch einen niedrigeren n-3-Anteil im
Fettgewebe im Vergleich zu Wildfisch aufweist (Blanchet et al., 2005). Die fermentative
Herstellung von n-3-VLCPUFA unter kontrollierten Bedingungen mit Hilfe von Bakterien,
Pilzen und Mikroalgen liefert jahreszeitenunabhangig n-3-VLCPUFA von gleichbleibender
Qualitat. Als entscheidender Nachteil gelten hierbei hohe Investitions- und Betriebskosten.
Eine weitere Quelle, die vor allem in Regionen ohne Zugang zu Seefisch von Bedeutung war,
war das Gehirn von Schlachttieren. Kalbshirn und Kalbsbries stellten dabei Nahrungsmittel
dar, die jedoch heutzutage auch aufgrund der BSE-Problematik als Quellen ausscheiden.

1.4.3 Physiologische Aspekte der VLCPUFA im Menschen

VLCPUFAs ibernehmen im menschlichen Organismus eine Vielzahl physiologischer
Aufgaben. Im Folgenden wird daher beispielhaft die physiologische Bedeutung von
hormonéhnlichen Substanzen, die sich aus VLCPUFAs ableiten, ndher erlautert. Im Korper
werden die aus der Nahrung aufgenommenen VLCPUFA-Vorstufen
18:2n-6 und 18:3n-3 nur zu einem geringen Teil zu ARA, EPA und DHA umgesetzt
(Sprecher, 2000; Brenna, 2002). Das Enzymsystem zur VLCPUFA-Synthese konkurriert
dabei kompetitiv um die Vorstufen 18:2n-6 und 18:3n-3, d.h., das Verhdltnis dieser mit der
Nahrung aufgenommenen Fettsduren bestimmt die Art der gebildeten VLCPUFAs und somit
auch die Art der sich daraus abgeleiteten Signalsubstanzen, die sich in ihren Wirkungen
deutlich unterscheiden. Tritt im Korper eine Entziindung auf, werden VLCPUFASs mittels
Phospholipasen aus Glycerophospholipiden freigesetzt und zur Synthese der Signalmolekile
bereitgestellt. Aus ARA und EPA entstehen dabei Eicosanoide, zu denen die Prostaglandine
und Leukotriene z&hlen. Aus DHA entstehen unter anderem die zu den Docosanoiden
zahlenden Resolvine (Funk, 2001; Marszalek und Lodish, 2005; Smith, 2005).
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Im Allgemeinen wirken die von der Fettsdure ARA abgeleiteten Eicosanoide stark
entzundungsfordernd, vasokonstriktorisch, immunsuppressiv und fordern die Aggregation der
Blutplattchen. Im Gegensatz dazu fungieren die aus den Fettsdauren EPA und DHA gebildeten
Derivate als Antagonisten. Der erhohte Anteil der n-6-Fettsauren in der Erndhrung spiegelt
sich in einer erhohten ARA-Syntheserate und folglich in einer erh6hten Syntheserate der
entzundungsfordernden Eicosanoide wider. Da die ARA-Derivate ihre biologische Aktivitat
bereits in geringen Konzentrationen entfalten, kdnnen sie durch eine vermehrte Bildung zu
einem erhohten Auftreten lokaler Entziindungen oder hypersensitiven Reaktionen beitragen
(Simopoulos, 2006). Ein ausgeglichenes n-6/n-3-Verhéltnis in der Erndhrung oder eine n-3-
Fettsdure reiche Ernahrungstherapie bei entzlindlichen chronischen Erkrankungen ist daher
winschenswert (Hibbeln et al., 2004; Wada et al., 2007).

1.4.4 Biosynthese von VLCPUFA in hoheren Pflanzen

Im Gegensatz zu der bereits beschriebenen de novo Biosynthese von VLCPUFA in
prokaryoten und eukaryoten Organismen sind die meisten héheren Pflanzen nicht in der Lage
VLCPUFAs de novo zu synthetisieren. Dies gilt besonders fir die landwirtschaftlichen Nutz-
pflanzen, deren Samendl flr verschiedene Anwendungen von groRem Interesse ist (Napier,
2007). Die Samendle von einjahrigen Nutzpflanzen wie Raps (Brassica napus) und Lein
(Linum usitatissmum) weisen einen hohen Gehalt an den VLCPUFA-Vorstufen 18:2n-6 bzw.
18:3n-3 auf. Aufgrund dieses Fettsaureprofils eignen sich diese beiden Olsaaten besonders gut

fur die Etablierung eines der in Abb. 6 dargestellten Biosynthesewege.

Die in Mikroalgen, Moosen oder Pilzen vorkommenden Biosynthesewege fir
VLCPUFAs stellen den Ausgangspunkt fur die Etablierung eines solchen Stoffwechselwegs
in Olsaaten dar. lhre genetische Ausstattung bildet die Grundlage fir die Etablierung eines
VLCPUFA-Biosynthesewegs in Kulturpflanzen. Das primére Ziel ist dabei die Identifizierung
und Isolierung von fur die VLCPUFA-Synthese relevanten Genen aus einem oder mehreren
Spenderorganismen und deren Transfer in hdhere Pflanzen. Bislang ist es gelungen die Bio-
synthese von VLCPUFA entlang des w6-/w3-Syntheswegs und des AS8-Synthesewegs in
héheren  Pflanzen  darzustellen.  Als Expressionswirte fur die Gene dienten
Arabidopsis thaliana (Qi et al., 2004; Hoffmann et al., 2008), Tabak (Nicotiana tabacum) und
Lein (Linum usitatissmum; Abbadi et al., 2004), Raps (Brassica juncea; Wu et al., 2005), Soja
(Glycine max; Kinney, 2004).
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Im Folgenden werden drei verschiedene Strategien fiir die transgene VLCPUFA-
Synthese in hoheren Pflanzen vorgestellt, die alle gleichermalRen das Potenzial fur die
VLCPUFA-Produktion besitzen (Abb. 7). Der A8-Syntheseweg wurde zuerst von Qi et al.
(2004) in A. thaliana eingebracht. Die dabei verwendeten Gene wurden aber ubiquitér unter
Kontrolle eines 35S-Promotors exprimiert. Mit diesem Ansatz konnte der A8-Syntheseweg
erfolgreich in A. thaliana dargestellt werden. Dieser Syntheseweg setzte sich zusammen aus
einer A9-Elongase aus der Mikroalge Isochrisis galbana, einer A8-Desaturse aus der Mikro-
alge Euglena gracilis und einer A5-Desaturase aus dem Pilz Mortierella alpina. Der erste
Reaktionsschritt dieses Synthesewegs ist die Elongation von CoA-gebundenem 18:2n-6 und
18:3n-3. Nach dem Transfer der Produkte 20:2n-6 bzw. 20:3n-3 auf PtdCho erfolgt zunachst
die Desaturierung zu 20:3n-6 bzw. 20:4n-3. Die anschlieBende Desaturierung zu ARA und
EPA erfolgte ebenfalls an den PtdCho-gebundenen Fettsduren. Neben verschiedenen
intermedidren Fettsduren des A8-Synthesewegs wurden in den analysierten Blattern ARA-
Gehalte von etwa 7% und EPA-Gehalte von etwa 3% des Gesamtfettsauregehalts
festgestellt. In einer davon unabhangigen Studie wurde berichtet, dass die im Acyl-CoA-Pool
durch die A9-Elongase gebildeten Fettsauren 20:2n-6 und 20:3n-3 nicht effizient aus dem
Acyl-CoA-Pool entfernt werden, sondern dort scheinbar akkumulieren. Es wurde vermutet,
dass die endogene LPCAT die C20-Fettsduren nicht als bevorzugtes Substrat verwendet und
somit keine direkte Verbindung mit dem PtdCho-Pool herstellt, die allerdings flr eine
effiziente Prozessierung notwendig wére (Sayanova et al., 2006). Jedoch lasst sich anhand
dieser Ergebnisse nur bedingt auf die Eignung der verwendeten Enzymkombination in
Olsaaten schlieBen, da bei diesem Versuchsansatz nicht Samen, sondern Blattgewebe fiir die
Expression der Gene und Analysen verwendet wurden. Blattgewebe zeichnet sich durch einen
hohen Gehalt an Glyceroglykolipiden und Glycerophospholipiden aus. Triacylglycerin, das
im Samen akkumulierende Lipid, ist in Blattern nur zu einem &uRerst geringen Anteil
vertreten. Uber die spezifische Akkumulation der VLCPUFAs im TAG lassen sich daher
keine Aussagen treffen. Ein w6-Syntheseweg flr die Bildung von VLCPUFAs wurde von
Abbadi etal. (2004) in N. tabacum und L. usitatissimum etabliert. Die Ergebnisse dieser
Studie werden hier nur flr L. usitatissimum erlautert. Fir diesen Stoffwechselweg wurde die
A6-Desaturase PtA6 und die AS5-Desturase PtAS aus Phaeodactylum tricornutum (Domergue
et al., 2002) und die A6-Elongase PSE1 aus dem Moos Physcomitrella patens (Zank et al.,
2002) verwendet. Im Gegensatz zu dem von Qi et al. etablierten Weg wurde die Expression

der Gene des A6-Synthesewegs durch einen samenspezifischen Promotor reguliert.
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Bei diesem Stoffwechselweg erfolgt die erste Desaturierung an PtdCho-gebundenem
18:2n-6 bzw. 18:3n-3. AnschlieRend mussen die Fettsaurereste flr die Elongation zu 20:2n-6
bzw. 20:3n-3 von PtdCho auf CoA ubertragen werden. Die Endprodukte ARA und EPA
entstenen wie auch bei dem von Qi et al. etablierten VLCPUFA-Syntheseweg an PtdCho-
gebundenen Fettséuren. Daraus folgt, dass fur den letzten Reaktionsschritt die Fettsduren

20:2n-6 bzw. 20:3n-3 wieder zurlick auf PtdCho Ubertragen werden mussen.

Die Analyse der Fettsdurezusammensetzung im reifen Samen zeigte, dass bereits die
primaren Stoffwechselprodukte GLA und SDA zu einem relativ hohen Anteil im Samen
akkumulierten und zusammen rund 42 % des Gesamtfettsduregehalts bildeten. Die
Endprodukte ARA und EPA hatten im reifen Samen einen wesentlich geringeren Anteil am
Gesamtfettsauregehalt von zusammen lediglich etwa 2 %. Die detaillierte Analyse der
Fettsdurezusammensetzung im reifenden Samen zeigte die vermutlichen Griinde fir den
hohen Anteil der intermedidren Stoffwechselprodukte und deren ineffiziente Prozessierung zu
den Endprodukten auf. Einerseits scheint die endogene LPCAT nicht in der Lage zu sein,
einen effizienten Austausch der C18- und C20-PUFAs zwischen PtdCho und CoA zu
vermitteln, was die niedrigen Gehalte an C20-Fettséuren erklaren kdnnte. Andererseits wurde
vermutet, dass im reifenden Samen Acylgruppen-ubertragende Enzyme wie LPCAT, CPT
und PDAT um die Fettsdure-Substrate konkurrieren, denn diese drei Enzyme haben gemein,
dass sie Fettsduren des PtdCho als Substrate nutzen. Die gleichmaRige Verteilung des
priméren Produkts 18:3n-6 zwischen PtdEtn, DAG und MGDG kénnte auf die CPT-Aktivitat
zuruckzufuhren sein, wahrend der hohe Anteil an 18:4n-3 in den TAG auf die PDAT-
Aktivitat zurickzufihren sein konnte. Vermutlich sind es diese beiden Aktivitaten, die dazu
fuhren, dass die primdren Intermediate aus dem transgenen Biosyntheseweg entfernt werden,
wodurch sie den weiteren Umsetzungen hin zu ARA und EPA nicht mehr zur Verfligung

stehen und somit die geringen Ertrage an n-6- und n-3-VLCPUFAs erklaren.

Ein ®3-Syntheseweg fir die Bildung von EPA, dessen Reaktionsschritte
ausschlieBlich unter Beteiligung von CoA-gebundenen Fettsauren verlaufen, wurde im Samen
von A. thaliana etabliert (Hoffmann et al., 2008). Hierflir wurden die Desaturasen MsA6 und
MsAS aus der Mikroalge Mantoniella squamata und die A6-Elongase PSE1 aus dem Moos
P. patens verwendet. Die Fettsdurezusammensetzung des reifen Samens wies einen 20:4n-3-
Anteil von etwa 0,8 % und einen EPA-Anteil von etwa 0,4 % des Gesamtfettsduregehalts auf.
Die unvollstandige Umsetzung des 20:4n-3 wurde auf die geringe Aktivitit der MsAS-
Desaturase zurlickgefiihrt. Bei diesem Ansatz konnte der limitierende Austausch der

Intermediate zwischen CoA und PtdCho umgangen werden.
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Zusatzlich wurden nahezu keine intermedidren Stoffwechselprodukte detektiert, d.h.,
vermutlich wurde das primére Produkt 18:4n-3 nahezu vollstandig der Elongation zu 20:4n-3
zugefuhrt. Des Weiteren akkumulierten 92 % des gebildeten EPA im TAG.

20:5n-3 20:5n-3 20:5n-3

PtdCho CoA PtdCho

A5-Desaturase A5-Desaturase
LPCAT
20:4n-3 20:4n-3 20:4n-3 20:4n-3

PtdCho CoA CoA PtdCho

A8-Desaturase A6-Elongase A6-Elongase

20:3n-3 18:4n-3 18:4n-3 18:4n-3
PtdCho CoA CoA PtdCho

LPCAT A6-Desaturase

A15-Desaturase

A12-Desaturase

20:3n-3 A9-Elongase

Abb. 7 Schematische Darstellung verschiedener Strategien zur VLCPUFA-Biosynthese in héheren
Pflanzen.

(A) Der A8-Syntheseweg zur Bildung von EPA in Bléttern von A.thaliana verlduft unter Beteiligung des
PtdCho- und Acyl-CoA-Pools (Qi et al., 2004). (B) w3-Syntheseweg zu Bildung von EPA im Samen von
A. thaliana (Hoffmann et al., 2008). Die Reaktionsschritte erfolgen ausschlieflich an CoA-gebundenen
Fettsduren ohne Beteiligung des PtdCho-Pools. (C) Kombinierter w6- und ®3-Syntheseweg zur Bildung von
ARA. An der Reaktionsfolge sind abwechselnd Lipid- und CoA-gebundene Fettsduren beteiligt (Abbadi et al.,
2004). Schwarze Schriftzeichen stellen endogene Fettsduren dar. WeilRe Schriftzeichen stellen transgen
produzierte Fettséuren dar.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung und funktionale Charakterisierung
verschiedener Acyltransferasen mit neuartigen Substratspezifitaten, die in Mikroalgen an der

Biosynthese von VLCPUFA und deren Akkumulation in den Reservelipiden beteiligt sind.

Die Biosynthesewege der VLCPUFA und der Reservelipide am ER umfassen ein
umfangreiches Netzwerk verschiedener Reaktionen zu denen neben der Fettsduremodifikation
auch der Transfer von Fettsduren zwischen den verschiedenen Lipiden am ER z&hlen.
Acyltransferasen hoherer Pflanzen verwenden normalerweise C16- oder C18-Fettsauren als
Substrate fir den Acyl-CoA-abhéngigen oder Acyl-CoA-unabhéngigen Fettsduretransfer im
Zuge der Glycerolipid-Synthese am Endoplasmatischen Retikulum. Die Acyltransferasen aus
Mikrolagen konnten sich moglicherweise in ihren Substratspezifitaten insofern von denen
héherer Pflanzen unterscheiden, dass sie neben den C16- und C18-Fettséduren auch oder sogar
ausschlieBlich VLCPUFA als Substrate verwenden. Die Verwendung der Acyltransferasen
mit neuartigen Substratspezifititen in transgenen Olsaaten als Teil eines VLCPUFA-
Biosyntheseweges konnte eine unter Umstdnden effizientere Synthese und hdhere

Akkumulation von VLCPUFA im Samendl zur Folge haben.

Zunéchst sollten geeignete Kandidatengene identifiziert und isoliert werden, die in
Mikroalgen fir die enzymatischen Funktionen von LPCAT, DGAT und PDAT codieren. Im
Anschluss daran sollte die Genfunktion durch heterologe Expression in S. cerevisiae
dargestellt werden. Durch detaillierte Lipidanalytik der mit den neuartigen Acyltransferasen
transformierten Hefen sollte festgestellt werden, ob diese LCPUFA und VLCPUFA als

Fettsauresubstrate préaferieren.

Parallel zu der funktionalen Charakterisierung in S. cerevisiae sollten verschiedene
VLCPUFA-Biosynthesewege in A. thaliana etabliert werden, an denen die neu isolierten
Kandidatengene beteiligt sind. Mit diesem Ansatz sollte tberprift werden, ob die neuartigen
Acyltransferasen aus Mikroalgen zu einer Steigerung der Synthese und hdheren

Akkumulation von VLCPUFA im Samendl beitragen.
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2. Material und Methoden

Die molekular- und mikrobiologischen Methoden sind, soweit nicht anders erwahnt, aus
Current Protocols In Molecular Biology (Ausubel et al., 1993) entnommen. Fir die im
Folgenden beschriebenen Materialien und Methoden wurden hitzesterilisierte Glasgerate (6 h
bei 180 °C) und autoklavierte Plastikmaterialien (20 min bei 120 °C) benutzt. Es wurde

tridestilliertes Wasser (A. dest.) verwendet.

2.1 Chemikalien und biochemische Reagenzien

Tab. 2 Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien

Chemikalien und molekularbiologische
Reagenzien

Bezugsquelle

Agarose
ECL™ Western Blotting Detection Reagents

Complete, EDTA-free; Protease Inhibitor Cocktail
Tablets

Complete Supplement Mixture

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder

NucleoSpin® Extract I

Hybond-P PVDF Membrane

Nucleospin® Plasmid

Nourseothricin (clonNat)

PfuUltra™ High-Fidelity DNA-Polymerase
Phusion™ DNA-Polymerase

Prestained Protein Molecular Weight Marker
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

TaKaRa Ex Tag™ DNA Polymerase
Tfl-Polymerase™

YNB with ammoniom sulfate

Biozym (Hess. Oldendorf, Deutschland)

GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg,
Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

MP Biomedicals (llIkirch, Frankreich)
Applied Biosystems (Warrington, GroRbritannien)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Macherey-Nagel (Diren, Deutschland)

GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg,
Deutschland)

Macherey-Nagel (Diren, Deutschland)
WERNER BioAgents (Jena, Deutschland)
Stratagene (Heidelberg, Deutschland)
Finnzymes (Espoo, Finnland)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

New England Biolabs (Ipswich, GroRbritannien)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Cambrex BioScience (Potsdam, Deutschland)
Biozym (Hess. Oldendorf, Deutschland)

MP Biomedicals (lllkirch, Frankreich)

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwahnt, von den

Firmen Acros (Geel,
Deutschland),

Larodan (Malmd, Schweden),
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Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Munchen, Deutschland) und Serva

(Heidelberg, Deutschland) bezogen.

2.2 Gerate und Materialien

Tab. 3 Gerate und Materialien

Gerate und Materialien

Hersteller

Automatic TLC Sampler (ATS 4)
Chromatogram Immersion Device 111
Electroporator 2510
Horizontal-Entwicklungskammer

IDA Gel-Detektionssystem
Mini-PROTEAN® 3 Electrophoresis System

Mini Trans-Blot® Cell
Netzgerat Consort E835

Phospho- und Fluoreszenz-lmager Fuji FLA-3000
Schwingmihle MM 200

TGradient Thermal Cycler

TLC/HPTLC-Sprayer

TLC Plate Heater

TLC Spray Cabinet

Photometer Ultrospec 1100 pro

Zentrifugen:
Kihlzentrifuge 5415 R
Optima™ L-80 K Ultracentrifuge

CAMAG (Berlin, Deutschland)
CAMAG (Berlin, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
CAMAG (Berlin, Deutschland)

Raytest (Straubenhardt, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Raytest (Straubenhardt, Deutschland)

Retsch GmbH (Haan, Deutschland)

Biometra (Géttingen, Deutschland)

CAMAG (Berlin, Deutschland)

CAMAG (Berlin, Deutschland)

CAMAG (Berlin, Deutschland)

Amersham Pharmacia (Freiburg, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)

2.3 Software

Zur Analyse von DNA-Sequenzen und Proteinen wurden die in Tab. 4 aufgeflihrten

Programme genutzt.

Tab. 4 Verwendete Software zur Analyse von DNA-Sequenzen und Proteinen.

Programm Bezugsquelle

Referenz

BOXSHADE 3.21 www.ch.embnet.org

Graphical Codon Usage  gcua.schoedl.de/
Analyser 2.0

Fuhrmann et al., 2004

ProtScale www.expasy.ch/tools/protscale.ntml  Gasteiger et al., 2005

TMHMM www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/  Sonnhammer et al., 1998; Krogh et al.,
2001

WoLF PSORT wolfpsort.org Horton et al., 2007

VecorNTI® Suite v10.0  Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) -
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2.4 Phylogenetische Analysen

Die Analyse der Aminosauresequenzen (multiple sequence alignments) wurde mit der
Software AlignX (VecorNTI® Suite v10.0; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt.
AlignX verwendet den ClustalW-Algorithmus (Thompson et al., 1994). Mit den erzeugten
Alignments wurden die phylogenetischen Beziehungen untersucht. Dazu wurden Programme
des Software-Pakets PHYLIP (Felsenstein, 1989) eingesetzt: PROTDIST in Kombination mit
FITCH als neighbor-joining Methode, PROML als maximum likelihood Methode. Die
verwendeten Parameter waren: Jones-Taylor-Thornton-Model, global rearrangements,
zufallige Reihenfolge der Sequenzeingabe. Die bootstrap-Werte wurden mit SEQBOOT und
CONDENSE berechnet. Die Darstellung des Phylogramms wurde mit der Software
Treelllustrator berechnet (Trooskens et al., 2005).

2.5 Vektoren

In dieser Arbeit wurden folgende Klonierungs- und Expressionsvektoren verwendet:

Tab. 5 Klonierungsvektoren fur E. coli

Vektor Selektionsmarker Bezugsquelle

pGEM®-T-Vektor AmpR Promega (Mannheim, Deutschland)

pJET1.2 AmpR Fermentas GmbH (St. Leon-Rot,
Deutschland)

pUC57 AmpR GenScript Corp. (Piscataway, NJ,
USA)

pUC19-USP-OCS123 AmpR Dr. M. Fulda, Abt. Biochemie der
Pflanze, Georg-August-Universitat
Gottingen

Der pUC19-USP-OCS123-Vektor (modifiziert nach Abbadi et al., 2004) diente zur
Subklonierung von cDNA-Fragmenten, die in den Expressionsvektor fir Pflanzen kloniert
wurden. Dieser Vektor enthdlt drei verschiedene Insertionsstellen fir cDNA-Fragmente
(multiple cloning sites, mcs) zwischen jeweils einem USP-Promotor (Baumlein et al., 1991)
und einem OCS-Terminator (MacDonald et al., 1991).
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Tab. 6 Expressionsvektoren fir S. cerevisiae

Vektor Selektionsmarker Bezugsquelle

pESC-URA Amp®, URA3 Stratagene (Heidelberg, Deutschland)
pESC-LEU Amp®, LEU2 Stratagene (Heidelberg, Deutschland)
pYES2/CT AmpR, URA3 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Tab. 7 Transformationsvektoren fir Pflanzen

Vektor Selektionsmarker

Bezugsquelle

pCAMBIA2300 Kan® (Bakterien)

nptll (Pflanzen)

pCAMBIA3300 Kan® (Bakterien)

Glufosinat (bar-Gen; Pflanzen)

Dr. M. Fulda, Abt. Biochemie der
Pflanze, Georg-August-Universitét
Gottingen (modifiziert nach Abbadi
et al., 2004)

Dr. M. Fulda, Abt. Biochemie der
Pflanze, Georg-August-Universitat
Gottingen (modifiziert nach Abbadi et
al., 2004)

2.6 Antikorper

Es wurden die folgenden Antik6rper verwendet:

Tab. 8 Verwendete Antikdrper

Priméarer Antikorper
(Bezugsquelle)

Sekundarer Antikérper
(Bezugsquelle)

Anti V5
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Anti-Maus-1gG-HRP
(zur Verfligung gestellt von Dr. Danuta Kaczmarzyk,

Abt. Biochemie der Pflanze, Georg-August-
Universitat, Gottingen)

2.7 Organismen

2.7.1 Bakterien

Die verwendeten Bakterienstdamme sind im Folgenden aufgefhrt:

Tab. 9 Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp

Verwendung

Referenz / Hersteller

Escherichia coli XL1 Blue recAl, endAl, gyrA96,
thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac, [F proAB,

lacq, lacZAM15, Tn10

(Tet?)]

Agrobacterium tumefaciens pTiBo542AT-DNA Rif
EHA 105

Klonierung

Transformation von
Arabidopsis thaliana

(Bullock et al., 1987);
Stratagene, Heidelberg,
Deutschland)

(Hood et al., 1993)
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2.7.2 Hefen

Die in dieser Arbeit verwendeten Saccharomyces cerevisiae-Stdimme und Gen-

Deletionsmutanten sind in Tab. 10 aufgefihrt.

Tab. 10 Verwendete Hefestamme

Stamm Genotyp Reference

BY4741 MATa his341 leu240 met1540 ura340 (Brachmann et al., 1998)

BY4741 alelA MATa his341 leu240 met1540 ura340 EUROSCAREF (Frankfurt,
alel-A::kanMX4 Deutschland)

BY4741 IrolA MATa his341 leu240 met1540 ura340 EUROSCARF (Frankfurt,
Irol-A::kanMX4 Deutschland)

BY4741 IrolA dgalA MATa his341 leu240 met1540 ura340 diese Arbeit
Irol-A::kanMX4 dgal-A::natMX4

BY4741 IrolA dgalAteslA  MATa his341 leu240 met1540 ura340 diese Arbeit

Irol-A::kanMX4 dgal-A::natMX4
tesl-A::hphMX4

BY4741 slc1A Mat a; his341; leu240; met1540; ura340; diese Arbeit
slcl- 4::kanMX4
W303 MATa; ADE2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3 Sten Stymne
trpl-1 ura3-1 (Scandinavian Biotech-
nology Research, Alnarp,
Sweden)
W303 H1246 MATa ADE2-1 can1-100 ura3-1 Sten Stymne
arel-A::HIS3 are2-4::LEU2 dgal-4::KanMX4  (Scandinavian Biotech-
Irol-4::TRP1 nology Research, Alnarp,
Sweden)

2.7.3 Pflanzen

A. thaliana L var. Columbia (Col-0)

2.7.4 Algen

O. tauri, Stamm OTTHO0595-Genome (Roscoff Culture Collection (RCC), Roscoff,

Frankreich)

Ostreococcus lucimarinus, Stamm CCE9901 (Provasoli-Guillard Culture Collection of
Marine Phytoplankton (CCMP), Acc.-Nr. CCMP2514, West Boothbay Harbor, Maine, USA)
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2.8 Kultivierung der Organismen

2.8.1 Kultivierung von Escherichia coli

Der in dieser Arbeit verwendete Stamm von Escherichia coli wurde auf festem oder in
flussigem Vollmedium (LB-Medium, SOC-Medium) bei 37 °C angezogen. Die Flissig-
kulturen wurden durch Schatteln (200 rpm) beluftet. Antibiotika wurden dem Medium, wie in
Tab. 11 beschrieben, steril zugesetzt. Die Antibiotika wurden als tausendfache Stamm-
I6sungen geltst und bei —20 °C gelagert.

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)
(Sambrook et al., 1989)

1% (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

SOC-Medium
(Hanahan, 1983)

2% (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
5mM NaCl

5mM KCI

Direkt vor Gebrauch wurde als autoklavierte Lésung hinzugegeben:
10 mM MgCI2

10 mM MgSO4

20 mM Glukose

Fur die Herstellung von Festmedium wurden 2 % Micro Agar (w/v) dem Flissig-

medium hinzugefugt. Das fertig angesetzte Medium wurde flr 20 min bei 120 °C autoklaviert.

Bei Klonierungen in den Vektor pGEM®-T-Vektor wurde den Selektionsplatten IPTG
(Isopropyl-B-D-thiogalaktosid) und X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid)
zugesetzt (Blau-WeilR-Selektion). Mithilfe der Blau-WeiR-Selektion kénnen Klone aufgrund

ihrer Farbung sehr einfach charakterisiert werden.
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IPTG Stammlosung: 100 mM IPTG in  A.dest, bei -20°C gelagert
Endkonzentration: 200uM

X-Gal: Stammldsung: 2 % (w/v) X-Gal in N,N-Dimethylformamid, bei —20 °C gelagert

Endkonzentration: 80 pg/ml

2.8.2 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens

Der in dieser Arbeit verwendete Stamm von A. tumefaciens wurde auf festem oder in
flussigem Vollmedium (LB-Medium) bei 28 °C angezogen. Die Fliissigkulturen wurden durch
Schitteln (180 rpm) beluftet. Antibiotika wurden dem Medium, wie in Tab. 11 beschrieben,
steril zugesetzt. Die Antibiotika wurden als tausendfache Stammldsungen gel6st und bei

—20 °C gelagert.

Tab. 11 Antibiotika zur Selektion von E. coli und A. tumefaciens

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
Carbenicillin 100 mg/ml in A. dest. 100 pg/mi
Kanamycin 50 mg/ml in A. dest. 25 pg/ml
Rifampicin 50 mg/ml in DMSO 50 pg/ml
Tetracyclin 10 mg/ml in Ethanol 10 pg/mli

2.8.3 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung der Hefe S. cerevisiae erfolgte auf festem oder in flissigem
Vollmedium (YPD-Medium) oder in einem Minimalmedium (Synthetic Defined Media, SD-
Medium) mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen bei 30 °C oder 22 °C. Flissigkulturen
wurden durch Schitteln (210 rpm) belUftet.

Zur Selektion plasmidhaltiger Hefen wurde das SD-Medium eingesetzt, das die er-
forderlichen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen bereitstellte. Durch Zugabe eines Gemisches
essenzieller Aminosauren, Purin- und Pyrimidinbasen (dropout base, DOB), dem jeweils die
Komponente nicht zugesetzt wurde, auf deren Synthese durch den verwendeten Auxotrophie-
Marker selektiert werden sollte, wurde die Zusammensetzung des Mediums entsprechend

angepasst.
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YPD-Medium

1% (w/v) Hefeextrakt
2% (w/v) Pepton

Direkt vor Gebrauch wurde als autoklavierte Lésung hinzugegeben:
2% (w/v) Glukose

SD-Medium

0,67 % (w/v) CSM (Complete Supplement Mixture)

Direkt vor Gebrauch wurden als autoklavierte oder sterilfiltrierte Losungen hinzugegeben:
1%  (w/v) YNB (yeast nitrogen base with ammonium sulfate)

2%  (w/v) Glukose (Festmedium) oder Raffinose (Flussigmedium)

Expressionskulturen enthielten zusétzlich 2 % (w/v) Galaktose (sterilfiltriert).

Complete Supplement Mixture (CSM)

10 mg/l Adenin (Hemisulfat)
50 mg/l L-Arginin-HCI
80 mg/l L-Aspartat

20 mg/l L-Histidin-HCI
50 mg/l L-Isoleucin-HCI
100 mg/l L-Leucin

50 mg/l L-Lysin-HCI
20 mg/l L-Methionin

50 mg/l L-Phenylalanin
100 mg/l L-Threonin

50 mg/l L-Tryptophan
50 mg/l L-Tyrosin

20 mg/l Uracil
140 mg/l L-Valin

Antibiotika wurden den Medien, wie in Tab. 12 beschrieben, steril zugesetzt. Die Antibiotika

wurden als tausendfache Stammlésungen in A. dest. geldst und bei —20 °C gelagert.
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Tab. 12 Antibiotika zur Selektion von S. cerevisiae

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
Hygromycin B 300 mg/ml 300 pg/mi
Nourseothricin (clonNat) 100 mg/ml 100 pg/ml

Die Festmedien enthielten zusétzlich 2 % (w/v) Micro Agar, das vor dem Autoklavieren

(20 min bei 120 °C) dem Flussigmedium hinzugegeben wurde.

2.8.4 Kultivierung von Mantoniella squamata, Ostreococcus tauri und

Ostreococcus lucimarinus

Die Kultivierung von Algen erfolgte in Brackwassermedium bei 20 °C.

Brackwassermedium

2 mM KNO;3
0,1 mM KH,PO,
0,17 mM MgS04-4 H,O
5ml  Spurenelementelésung
30 ml  Erdextrakt
455 ml  gefiltertes Seewasser
450 ml A. dest.

Direkt vor Gebrauch wurde als autoklavierte Lésung hinzugegeben:

5 ug/l Vitamin By

Die Spurenelementelésungen (siehe Tab. 13) wurden zundchst getrennt angesetzt und
autoklaviert (20 min bei 120 °C). Nach dem Autoklavieren wurden 100 ml der

Spurenelementeldsung 11 zu der Spurenelementeldsung | hinzugegeben.

Der Erdextrakt wurde durch dreimaliges Autoklavieren (20 min bei 120 °C) eines Vor-
gartenerde-Wasser-Gemisches hergestellt. Feste Bestandteile wurden durch Filtration

abgetrennt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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Tab. 13 Zusammensetzung der Spurenelementeldsungen

Spurenelementeldsung | Stammlésung Volumen fir 11 Brackwassermedium
ZnS0,4-7 H,O 19/l imi

MnS0O,-4 H,O 19/l 2ml

H3BO3 2/ 5ml

Co(NO,)2-6 H,O 0,29/l 5ml

Na,Mo0O,-2 H,0 0,29/l 5ml

CuS0,-5 H,0 0,005 g/l 1ml

A. dest. 881ml

Spurenelementelésung 11 Stammldsung Volumen flr 1l Brackwassermedium
FeSO,-7 H,0 79/

EDTA 8 g/l 100 ml

2.8.5 Kultivierung von Arabidopsis thaliana
2.8.5.1 Oberflachensterilisation von A. thaliana-Saatgut

Die Anzucht von A. thaliana auf MS-Selektionsmedium erfolgte mit oberflachen-
sterilisiertem Saatgut. Hierfir wurden 10 — 80 mg Saatgut mit 1 ml 70 % Ethanol (v/v) flr
5 min langsam geschwenkt. Nach dem Absinken der Samen wurde das Ethanol abgenommen
und die Samen in einer 1 % NaOCI-Lésung (w/v) mit 0,1 % Triton X-100 (v/v) fir 20 min
schwenkend inkubiert. Anschliefend wurde der Samen sechsmal in sterilem A. dest. ge-
waschen. Das Saatgut wurde nun in 0,1 % Agar (w/v) aufgenommen und bei 4 °C inkubiert
(2 d). Dieses Vorgehen dient dem Brechen der Dormanz und wirkt sich positiv auf eine

gleichmaRige Keimung der Samen aus.

2.8.5.2 Kultivierung auf MS-Medium

Zur sterilen Anzucht auf MS-Medium wurde stratifiziertes, oberflachensterilisiertes
Saatgut (siehe 2.8.5.1) ausgelegt. Die Inkubation erfolgte bei 23 °C und konstanter
Lichtmenge von 120 pE unter Dauerlicht. Zur Selektion transgener A. thaliana wurde dem
MS-Medium Kanamycin (50 g/ml) zugefugt. 4,3 g/l (1x MS) bzw. 2,2 g/l (1/2x MS) MS-
Mischung (Duchefa, Haarlem, Niederlande) und 7 g/l Mikroagar wurden mit destilliertem Wasser
und 1 % Saccharose (w/v) hinzugefiigt. Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren mit KOH auf

5,9 eingestellt.
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2.8.5.3 Kultivierung auf Erde

Fur die Anzucht von A.thaliana in Phytokammern wurde entweder unsteriles
Saatgut direkt auf Erde ausgelegt oder etablierte Keimlinge von MS-Platten auf Erde
(Frithstorfer Erde® Typ: EP Nr. 340, Industrie-Erdenwerk Archut, Lauterbach-Wallenrod,
Deutschland) umgesetzt. Vor Gebrauch wurde die Erde bei 180 °C fiir 4 h inkubiert, was die
Keimzahl reduzierte. Die Pflanzen wurden bei 60 % Feuchte und 22 °C in Phytokammern mit
einer Lichtperiode von 16 h (120 umol/m?s Licht) und einer Dunkelperiode von 8h

angezogen.

Das Herbizid Glufosinat (basta® wurde zur Selektion transgener Pflanzen
eingesetzt. Dazu wurde unsteriles Saatgut auf Erde ausgebracht und fiur 10 — 14 Tage unter
den o.a. Bedingungen angezogen. Danach wurden die Keimlinge im Abstand von sieben
Tagen mit Glufosinat behandelt. Sieben Tage nach der zweiten Glufosinat-Behandlung

wurden resistente Keimlinge vereinzelt und bis zur vollstdndigen Samenreife kultiviert.

2.9 Transformation von E. coli

2.9.1 Préaparation kompetenter E. coli-Zellen zur Elektroporation

Fir die Praparation von elektrokompetenten E. coli-Zellen wurde ein Ausstrich des
Bakterienstamms auf einer LB-Selektionsplatte angelegt und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Von einer Einzelkolonie wurde eine 25 ml Vorkultur (LB-Medium und Antibiotika) angesetzt
und Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd (200 rpm) inkubiert. Die 250 ml enthaltende Hauptkultur
wurde mit der Vorkultur beimpft und unter gleichen Bedingungen bis zur mid log-Phase
(ODggo von 0,8 — 1,0) inkubiert. Die Zellen wurden in einer Sorvall® RC-5B-Kiihlzentrifuge
mit GS-3-Rotor (DuPont, Bad Homburg) bei 4 °C 10 min bei 6000 rpm abzentrifugiert. Mit
gekuhlten Puffern (4 °C) wurden die Zellen mehrfach gewaschen und jeweils in folgenden
Volumina resuspendiert: 1x 1 Vol. 10 % Glycerol in A. dest., 1x ¥ Vol. 10 % Glycerol in
A. dest. und 1x 1/20 Vol. 10 % Glycerol in A. dest. Das Zellsediment wurde in 1/500 bis
1/1000 des urspringlichen Kulturvolumens aufgenommen. Die Zellen wurden aliquotiert

(45 pl), in fltissigem Stickstoff schockgefroren und bei —85 °C bis zur Verwendung gelagert.
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2.9.2 Transformation

Fur die Transformation von E. coli wurden 45 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut
und unter sterilen Bedingungen mit bis zu 5 pl eines Ligationsansatzes (siehe 2.16.1) oder
Plasmid-DNA (siehe 2.14.4) vermischt. Dieser Ansatz wurde in eine Elektroporationskivette
(Biozym Hess. Oldendorf, Deutschland) tberfuhrt, mit einem Deckel verschlossen, in das
Elektrotransformationsgerat (Electroporator 2510; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
gesteckt und mit einem Strompuls von 1,9 kV versetzt. Die Pulsdauer lag zwischen 3,0 und
4,5 ms. Unmittelbar nach dem Strompuls wurden die Zellen in 950 pl SOC-Medium (4 °C)
aufgenommen, in ein Eppendorff-Reaktionsgefal} oder ein PPN-Rohrchen tberfihrt und 60 —
90 min bei 37 °C schittelnd (200 rpm) inkubiert. Zwischen 75 ul und 500 pl des
Transformationsansatzes wurden auf LB-Selektionsplatten (siehe 2.8.1) ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne Kolonien einer Transformation wurden mittels Kolonie-
PCR (siehe 2.15.1) oder mittels eines analytischen Restriktionsverdaus (siehe 2.16.1)

untersucht.

2.10 Transformation von A. tumefaciens

2.10.1 Préaparation chemisch-kompetenter A. tumefaciens

(Hofgen und Willmitzer, 1988)

Zur Préparation chemisch-kompetenter A. tumefaciens-Zellen wurden 5 ml LB-
Selektionsmedium mit einigen Bakterienzellen inokuliert und tber Nacht bei 28 °C schiittelnd
(180 rpm) inkubiert. 2 ml dieser Ubernachtkultur wurden in 50 ml LB-Selektionsmedium
uberflhrt. Bis zum Erreichen einer ODggo Von 0,5 wurden die Zellen fur weitere 5 h bei 28 °C
schuttelnd (180 rpm) inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend sedimentiert (10 min,
2300 g). Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen wurden zweimal in 10 ml
150 mM NaCl gewaschen (10 min, 2.300 g, 4 °C). Der Uberstand wurde dekantiert und das
Zellsediment wurde in 75 mM CaCl, (4 °C) resuspendiert. Die Zellen wurden aliquotiert

(200 pl), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —85 °C bis zur Verwendung gelagert.
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2.10.2 Transformation

Fir die Transformation wurden 200 pl kompetente Zellen in der Hand aufgetaut und
mit 5 pl Plasmid-DNA (siehe 2.14.4) gemischt. Der Ansatz wurde nun fir 5 — 10 min in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Nachdem die Zellen bei RT wieder aufgetaut waren,
wurde 1 ml LB-Medium hinzugeflgt und das Gemisch fur 4 h oder (ber Nacht bei 28 °C
schuttelnd (180 rpm) inkubiert. Der Transformationsansatz wurde auf LB-Selektionsplatten
ausplattiert und fur 2 Tage bei 28 °C inkubiert.

2.11 Transformation von S. cerevisiae
(modifiziert nach Ito et al., 1983)

2.11.1 Praparation chemisch-kompetenter S. cerevisiae

Von einer 5 ml Ubernachtkultur in YPD wurden 20 ml YPD auf eine ODgo von 0,3
angeimpft und fir etwa 4 h bis zu einer ODgy von 0,8 — 1,2 bei 30 °C schittelnd (210 rpm)
inkubiert. Jeweils 10 ml der Kultur wurden durch Zentrifugation (3 min, 1800 g, 1 min, RT)
geerntet und die Uberstande verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal in sterilem

A. dest. gewaschen und in jeweils 400 ul 0,1 M LiAc-TE-L6sung aufgenommen.

10 x TE-Puffer LiAc-TE-Ldsung
100 mM Tris/HCI 10 % (v/v) 10 x TE-Puffer
10 mM EDTAPpH 8.0 0,1M LiAc

2.11.2 Transformation

200 pl der chemisch-kompetenten Hefezellen wurden mit 2 bis 5 pl Plasmid-DNA und
800 pul LiAc-PEG-Mix vermischt. Der Transformationsansatz wurde kréftig geschuttelt und
fur 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fur 25 min.
Im abschlieRenden Zentrifugationsschritt wurden die Zellen bei 4500 g fur 60 s sedimentiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 250 pl SD-Medium aufgenommen
und auf SD- oder YPD-Selektionsplatten ausplattiert und bei 30 °C fir 3 bis 4 Tage inkubiert.
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LiAc-PEG-Mix

4 ml50 % (w/v) PEG 4000
0,5ml 1M LiAc
0,5 ml 10 x TE-Puffer

2.12 Transformation von A. thaliana

(Clough und Bent, 1998)

Fur eine Transformation wurden jeweils etwa 40 —50 A. thaliana-Pflanzen (Col-0)
verwendet, die auf Erde fur etwa 28 Tage angezogen (siehe 2.8.5.3) wurden. Bei der Floral-
Dip-Transformationsmethode werden mit Hilfe von A.tumefaciens Gene, die auf einem
bindren Vektor codiert sind, in Pflanzenzellen Gbertragen. Die sogenannte Transfer-DNA, die
einen Teil des Vektors darstellt, wird in den Zellkern einer Pflanzenzelle libertragen und an
einer zufalligen Stelle des Chromosoms integriert. Hierfur wurde eine Kolonie eines
transformierten Agrobakteriums (siehe 2.10) tber Nacht in 5 ml LB-Selektionsmedium bei
28 °C schiittelnd inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 400 ml LB-Selektionsmedium
inokuliert Gber Nacht bei 28 °C schiittelnd (220 rpm) inkubiert. Anschliefend wurden die
Bakterien sedimentiert (15 min, 1500 g, 4 °C).

Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 ml 5% Saccharose (w/v)
aufgenommen. Unmittelbar vor der A. thaliana-Transformation wurden zu der Agrobakterien-
Suspension 35 pl Silwet L-77 (Endkonzentration 0,05 % (v/v); OSI Specalties, Danbury, CT,
USA) gegeben. Nun wurden die Blitenstande der zu transformierenden A. thaliana-Pflanzen
fur 5-8 s unter leichtem Schwenken in die Agrobakterien-Suspension getaucht.
AnschlieBend wurden die infiltrierten Pflanzen in eine Pflanzschale gestellt und mit einer
Plastikhaube bedeckt, um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewéhrleisten. Die Hauben wurden
nach 24 h entfernt und die Pflanzen bis zur Entwicklung reifer Schoten 4 bis 6 Wochen unter
Langtagbedingungen kultiviert. Die Selektion erfolgreich transformierter Pflanzen ist in
Abschnitt 2.8.5 beschrieben.
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2.13 Herstellen von S. cerevisiae-Deletionsmutanten

(Guldener et al., 1996; Goldstein und McCusker, 1999)

Fir das Herstellen von S. cerevisiae-Deletionsmutanten wurden Deletionskassetten
verwendet, die entweder aus dem Nourseothricin-Acetyltransferasegen  (natl,
Streptomyces noursei) oder dem Hygromycin B-Phosphotransferasegen (hph,
Streptomyces hygroscopicus) bestanden. Hierbei wird die Expression des Resistenz-
vermittelnden Gens von der TEF-Promotor- und der TEF-Terminator-Sequenz aus
Ashbya gossypii  kontrolliert. Diese Expressionseinheit wird von zwei LoxP-Sequenzen
flankiert (loxP-natMX4-loxP bzw. loxP-hphMX4-loxP) und befindet sich auf einem pUG-
Vektor.

Zur Gendeletion wurde mittels praparativer PCR-Reaktion (siehe 2.15) ein PCR-
Fragment hergestellt, das sich aus der loxP-natMX4-loxP-Sequenz bzw. loxP-hphMX4-loxP-
Sequenz, flankiert von den 5’- und 3’-untranslatierten Bereichen des zu entfernenden Gens,
zusammensetzte. Durch  homologe  Rekombinationsereignisse  stromabwarts  und
stromaufwarts des offenen Leserahmens des zu deletierenden Gens wurde dieses PCR-
Fragment in das Hefegenom integriert. Der gesamte Leserahmen des zu deletierenden Gens
wurde somit ersetzt. Fir die Transformation in Zellen von S. cerevisiae (siehe 2.11) wurde der
100 pl umfassende PCR-Ansatz aufgereinigt (siehe 2.16.3) und vollstandig eingesetzt. Die
Transformation der linearen DNA-Fragmente erfolgte wie in 2.11 beschrieben. Abweichend
zu der in 2.11 beschriebenen Vorgehensweise wurden zusétzlich 20 ul Heringssperma-DNA
(direkt vor Gebrauch fiir 5 min bei 65 °C inkubiert) mit dem zu transformierenden, linearen

DNA-Fragment vermischt.

Der Ansatz wurde dann zusammen mit 800 ul LiAc-PEG-Mix zu den chemisch-
kompetenten Zellen gegeben. Des Weiteren erfolgte nach dem Hitzeschock eine zwei bis
dreistundige Inkubation der Zellen in 1 ml YPD bei 30 °C. Die Isolierung erfolgreich trans-
formierter Zellen erfolgte durch Wachstum auf YPD-Selektionsplatten mit Antibiotika (siehe
2.8.3). Von den resistenten Transformanten wurde genomische DNA isoliert (siehe 2.14.2 )
und die Gen-Deletion mittels PCR verifiziert (siehe 2.15). Fir die Genotypisierung der Hefe-
Deletionsmutanten wurden mindestens zwei voneinander unabhdngige PCR-Reaktionen
durchgefuhrt. Hierfir wurden sowohl die Deletionskassetten flankierende Primer, interne
Primer als auch genspezifische Primer verwendet. Dadurch konnten nur bei erfolgreicher

Deletion spezifische PCR-Produkte der erwarteten Grof3e entstehen.
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2.14 Praparation von DNA

2.14.1 Praparation von genomischer DNA aus Algen und Pflanzen

Far die Praparation von genomischer DNA aus Algen und Pflanzen wurde das Gene
Elute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Samtliche im Handbuch als optional aufgefiihrten Schritte wurden
ebenfalls durchgefuhrt. Die Lagerung der isolierten genomischen DNA erfolgte bei —20 °C.

2.14.2 Praparation von genomischer DNA aus Hefen

Fiir die Praparation von genomischer DNA aus Hefen wurde das Master Pure™ Yeast
DNA Purification Kit (Epicentre® Biotechnologies Madison, Wisconsin, USA) verwendet. Im
Unterschied zur Anleitung des Herstellers erfolgte die Aufnahme der DNA in A. dest. anstelle
des empfohlenen Puffers. Die Lagerung der isolierten genomischen DNA erfolgte bei —20 °C.

2.14.3 Praparation von RNA aus O. tauri

Fur die Praparation von Geamt-RNA aus O. tauri wurde bis zu 200 mg Algenmaterial
eingesetzt. Das Algenmaterial wurde in flussigem Stickstoff unter Zugabe von 1 ml Trizol
gemorsert bis ein feines Homogenat entstand. Das Homogenat wurde in ein Eppendorff-
ReaktionsgefaR berfiihrt und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor es fir 10 min
bei 20000 g und 4 °C zentrifugiert wurde. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen

und mit 200 pl Chloroform versetzt und fur 30 s kréftig geschuttelt.

Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 3 min. Nach erneuter Zentrifugation
(15 min, 20000 g, 4 °C) wurde die wassrige Oberphase abgenommen und mit ¥ Vol.
Isopropanol und Y2 Vol. High Salt Precipitation Buffer versetzt und durch Invertieren
gemischt. Nachdem der Ansatz fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde, folgte eine
erneute Zentrifugation (15 min, 20000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen. Der
Niederschlag wurde zweimal mit 900 pl 75 % Ethanol (v/v) gewaschen (5 min 16000 g 4 °C).

Der RNA-haltige Niederschlag wurde in A. dest. aufgenommen.
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Trizol

3,8 ml Roti-Phenol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
2 mi 4 M  Guanidiniumthiocyanat

1mil 4 M  Ammoniumthiocyanat

334l 3M Natriumacetat (pH 5,0)

500 pul  Glycerol

ad 10 ml A, dest.

High Salt Precipitation Buffer

800 mM Natriumcitrat
1,2 M NaCl

2.14.4 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Far die Isolierung von Plasmid-DNA wurden 5 ml LB-Medium mit Antibiotika (siehe
Tab. 11) und einigen Zellen der betreffenden Bakterienkultur inokuliert und Uber Nacht bei
37 °C schittelnd (200 rpm) kultiviert. Anschliefend wurde die Plasmid-DNA entsprechend
des Handbuches des Nucleospin™ Plasmid Kit isoliert. Samtliche im Handbuch als optional
aufgefuhrten Schritte wurden ebenfalls durchgefiihrt. Im Unterschied zur Anleitung des
Herstellers erfolgte die Elution mit A. dest. anstelle des empfohlenen Puffers. Die Lagerung

der isolierten Plasmide erfolgte bei —20 °C.

2.15 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ermdglicht die
selektive Anreicherung eines DNA-Fragments. Ein PCR-Reaktionsansatz enthalt neben der zu
amplifizierenden DNA, eine thermostabile DNA-Polymerase, die vier Desoxy-nukleotide
(Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin) und zwei sequenzspezifische Oligo-nukleotide
(Primer). Eine PCR verlauft zyklisch in drei Schritten bei jeweils unterschiedlichen

Temperaturen (siehe Tab. 14).
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In dieser Arbeit wurden die PfuUltra” High-Fidelity DNA-Polymerase, die Tfl-DNA-
Polymerase” und die TaKaRa Ex Tag™ DNA Polymerase nach Anweisung der Hersteller
verwendet, wobei eine PCR flr analytische Zwecke in 25 pl und fir préparative Zwecke in
50 pl Reaktionsvolumen durchgefuhrt wurden.

Fur eine PCR werden zwei sequenzspezifische Primer eingesetzt, die mit der
komplementédren DNA-Sequenz hybridisieren und so den Startpunkt der DNA-Synthese
bilden. An das freie 3’-Hydroxyl-Ende des Primers addiert die DNA-Polymerase Desoxy-
ribonukleotide entsprechend der Vorgabe durch die Matrizen-DNA. Durch die Sequenz-
homologie der Primer lassen sich Anfang und Ende des amplifizierten DNA-Stranges exakt

definieren.
Die Schmelztemperatur T, (°C) der Primer wurde nach (Suggs et al., 1981) berechnet:
Tm/C]= 2x(Summe der A + T) + 4x(Summe der G + C)

Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer (biomers.net GmbH, Ulm,
Deutschland und Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sind im Anhang aufgeftihrt.

Tab. 14 Standard-Temperaturprofil einer PCR-Reaktion

Schritt Dauer Temperatur
1. Denaturierung 2 bis 10 min 94 °C
2. hot start Halten 80 °C
3. Denaturierung 30s 94 °C
4. Annealing 30s Tm—5°C
5. Elongation 1 min pro kb 72°C
Die Schritte 2. — 4. wurden 25 — 35 x wiederholt
6. Elongation 5 bis 10 min 72°C
7. Abschluss Halten 4°C

2.15.1 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde zur Analyse von transformierten E. coli-Zellen verwendet.
Hierzu wurden einzelne Bakterienkolonien mit einem sterilen Zahnstocher in 10 ul A. dest.
uberfuhrt und in einer PCR als Template verwendet. Zusétzlich wurde auf einer Selektions-
platte ein Ausstrich der Bakterienkolonien angelegt und dieser Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt und sichtbar gemacht (siehe
2.16.2). Wurde ein DNA-Fragment der erwarteten GroRe identifiziert, wurde aus der

entsprechenden Kolonie des Ausstrichs die Plasmid-DNA isoliert (siehe 2.14.2).
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2.15.2 DNA-Sequenzanalyse

(modifiziert nach Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierung wurde in einem ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer
Applied Biosystems, Rodgau, Deutschland) mittels einer nicht-radioaktiven Methode durch-
gefuhrt. Der Reaktionsansatz der verwendeten Cycle-Sequencing-Methode enthélt hierbei
neben den vier Desoxynukleotiden zusétzlich deren 2’,3’-Didesoxyanaloga, die basen-
spezifisch mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Die Didesoxyanaloga fuhren bei
einer DNA-Polymerase-Reaktion zum Kettenabbruch, da sie aufgrund der fehlenden 3’-
Hydroxylgruppe keine Phosphodiesterbindung ausbilden kdnnen. Die so erhaltenen Abbruch-
fragmente mit ihren basenspezifisch fluoreszierenden Enden ermdglichen die Feststellung der
Basenabfolge einer DNA-Sequenz.

Die Reaktion wurde mit dem Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieend mit 2 pl 125 mM EDTA, 2 ul 3 M
Na-Acetat (pH 5,2) und 50 pl 96 % Ethanol (v/v) vermischt und fur 15 min bei RT inkubiert,
um die DNA zu féllen. Danach wurden die DNA-Fragmente durch Zentrifugation (15 min,
16000 g, 4°C) sedimentiert und der Uberstand anschlieBend mdglichst vollstandig
abgenommen. Das Pellet wurde in 70 ul 70 % Ethanol (v/v) gewaschen und erneut
zentrifugiert (15 min 16000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet fir 2 min bei
90 °C getrocknet und anschlieRend in 15 pl deionisiertem Formamid aufgenommen und zur

Sequenzierung bereitgestellt.

Reaktionsansatz

150-300 ng Plasmid-DNA
2,54l  Ready Reaction Mix
2,0 il 5x Sequencing Buffer
1,0yl Primer (10 mM)

ad 10 ul  A. dest.
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Tab. 15 Temperaturprofil der Sequenzierung

Schritt Dauer Temperatur
1. Denaturierung 1 min 96 °C
2. Denaturierung 10s 96 °C
3. Annealing 15s 55°C
4. Elongation 4 min 60 °C
Die Schritte 2. — 4. wurden 25 x wiederholt
5. Abschluss Halten 4°C

2.15.3 cDNA-Synthese und Reverse Transkriptions-PCR

Fir die cDNA-Synthese und Reverse Transkriptions-PCR wurde die SuperScript™ I11
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

2.16 Klonierungsmethoden

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurden diese zunéchst Uber ein praparatives
Agarosegel gereinigt (siehe 2.16.3) und danach in den Klonierungsvektor pGEM®-T-Vektor
oder pJETL1.2 ligiert (siehe Tab. 5). Nach Identifikation positiver Klone (siehe 2.15.1 oder
2.16.1) erfolgte stets eine DNA-Sequenzanalyse (siehe 2.15.2). Fir die Klonierung in die
Hefe-Expressionsvektoren wurden die DNA-Fragmente mit Restriktionsenzymen aus dem
Klonierungsvektor geschnitten, deren Schnittstellen zuvor ber die Primer-Sequenz angefugt
worden waren (siehe Anhang). Die Fragmente konnten dann in den mit den gleichen

Enzymen restringierten Vektor ligiert werden.

2.16.1 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die palindrome DNA-Sequenzen erkennen
und an diesen Stellen den DNA-Strang schneiden und so Fragmente erzeugen. Die Restriktion
von DNA erfolgte fir 3 h bei 37 °C oder iber Nacht bei 37 °C. Das Ergebnis der Restriktion
wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (berprift (siehe 2.16.2) und die erhaltenen

Fragmente Uber praparative Agarosegele aufgereinigt (siehe 2.16.3).
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Der Verdau mit Restriktionsenzymen diente auch der Charakterisierung von Klonen,
die nach einer Transformation von E. coli auf den LB-Selektionsplatten gewachsen waren. Im
Allgemeinen wurden praparative Restriktionsverdaue in 50 pl und analytische
Restriktionsverdaue in 20 pl Restriktionsvolumen durchgefiihrt.

2.16.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Fir die aufzutrennenden PCR-Produkte und DNA-Restriktionsansdtze wurden in
Abhangigkeit der erwarteten FragmentgréRen 0,7 — 1 %-ige Agarosegele (w/v) verwendet.
Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer durch kurzes Erhitzen in einer Mikrowelle geldst und
anschlieRend in die Geltrédger gegossen. Die aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden vor
dem Einfullen in die Geltaschen mit 1/10 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt. Zusétzlich
wurden 3 pl eines GréRenstandards mit DNA-Fragmenten definierter Grol3e in einer separaten
Geltasche mitgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte in einer horizontalen Kammer bei einer
Spannung von 95 — 115 V in 1x TAE als Laufpuffer.

Far die Auswertung wurden die Gele nach der Elektrophorese in einer Ethidium-
bromid-Farbelésung (10 pg/ml in 1XTAE). Durch UV-Licht konnten nun die DNA-
Fragmente im Geldetektionssystem AIDA (Raytest, Straubenhardt, Deutschland) visualisiert

und dokumentiert werden.

TAE-Puffer

40mM  Tris/HCI, pH 7,0
20 mM  Essigsaure
1mM EDTA pH 8,0

DNA-Probenpuffer

100 mM EDTA
01% (w/v) SDS
40 % (w/v) Glycerol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau
0,025 % (w/v) Xylencyanolblau
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2.16.3 Elution von DNA aus Agarosegelen

Fur die Aufreinigung eines PCR-Produkts oder eines Restriktionsverdaus wurden
diese Uber eine praparative Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieend mit dem
NucleoSpin® Extract 1l (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) nach Anleitung des
Herstellers aus dem Gel eluiert. Abweichend zur Empfehlung des Herstellers erfolgte die
Elution mit 25 — 35 pl A. dest. anstelle des im Handbuch aufgefiihrten Elutionspuffers. Die
Lagerung der aufgereinigten DNA erfolgte bei —20 °C.

2.16.4 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um die Religation von linearisierter VVektor-DNA zu verhindern, wurden die 5’-
Phosphatgruppen der restringierten Vektor-DNA enzymatisch abgespalten. Hierfiir wurde die
Antarctic Alkaline Phosphatase (New England Biolabs, Ipswich, GroRbritannien) nach den
Angaben des Herstellers verwendet.

2.16.5 Generierung von blunt-end-Fragmenten

Zum Glatten der Enden (blunt-end) von restringierter DNA wurde die T4 DNA

Polymerase (Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet.
2.16.6 Ligation

Uber Ligation konnen DNA-Fragmente in einen Vektor integriert werden. Die Ver-
knipfung von Vektor-DNA mit Donor-DNA erfolgte durch die T4-DNA-Ligase, wobei die
Ligase die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxylgruppe und 5’-
Phosphatgruppe zweier DNA-Strange katalysiert. Der Ligationsansatz wurde tber Nacht bei
16 °C inkubiert. Flr eine Transformation von E. coli wurden 2 bis 4 pl eines Ligations-

ansatzes verwendet (siehe 2.9.2).
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Ligationsansatz

3-5ul Donor-DNA

1 u Vektor-DNA

1 T4-DNA-Ligase (1 U/ul)
2 ul 10 x Ligationspuffer

ad 20 pl A, dest.

Die bei einer Ligation mit dem pGEM®-T-Vektor eingesetzten PCR-Fragmente be-
sitzen an beiden Enden einen 3’-A-Uberhang (sticky-ends), die mit dem 3’-T-Uberhang des
PGEM®-T Vektors ligieren. Um PCR-Fragmente, die glatte Enden (blunt-ends) besitzen, mit
dem pGEM®-T-Vektor ligieren zu konnen, wurde ein A-Tailing durchgefiihrt, das die
notwendigen 3’-A-Uberhange erzeugte. Die Ligation erfolgte gemaR den Angaben des

Herstellers.
A-Tailing
30-35 pl PCR-Produkt
2 ul 20 x Tfl-Puffer
4 ul MgCl;, (25mM)
1 dATP (0,2 mM)
0,5 ul Tfl-Polymerase (1 U/ul)

Der Ansatz wurde 30 min bei 71 °C inkubiert.

2.17 Erzeugung der verwendeten cDNA-Klone

2.17.1 Isolierung der LPAAT aus M. squamata und P. patens

Anhand der bekannten Sequenz der LPAAT aus C. elegans und M. squamata (Cirpus,
2006) wurde mit Hilfe des Programms BLAST (Altschul et al., 1990) in der JGI-Datenbank
(DOE The Joint Genome Institute; http://genome.jgi-psf.org/; Palenik et al., 2007) nach
weiteren LPAAT-ahnlichen Sequenzen im Genom von P. patens gesucht. Die offenen
Leserahmen der LPAAT-Sequenzen wurden mit der Phusion™ DNA-Polymerase durch PCR

mit cDNA als Matrize amplifiziert.
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Zur Kilonierung der Expressionskonstrukte wurden die codierenden Bereiche der
cDNA-Klone zunéchst Gber PCR modifiziert. Die hierbei verwendeten Primer enthielten
Restriktionsschnittstellen, die an die jeweiligen 5°- und 3’-Enden des offenen Leserahmens
angefugt wurden. Die verwendeten Primer enthielten ebenfalls die Basenfolge ACATA
(Donahue und Cigan, 1990) zwischen der Restriktionsschnittstelle am 5’-Ende und dem
Startcodon zur Erhdhung der Translationseffizienz im verwendeten Expressionswirt
S. cerevisiae. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. Zur
Amplifikation wurde das folgende Temperaturprofil verwendet: 2 min bei 98 °C, hot start, 35
Zyklen von 30s bei 98 °C, 30s 67 °C (AT=-0,4°C pro Zyklus), 75s bei 72 °C und
abschliefend 5 min bei 72 °C. Das erhaltene PCR-Produkt wurde elektrophoretisch tber ein
1 %-iges Agarosegel aufgetrennt, die DNA-Bande der entsprechenden Grof3e ausgeschnitten
und mit Hilfe des ,,NucleoSpin® Extract 11 Kit« (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers gereinigt (siehe 2.16.3).

2.17.2 Isolierung der OILPCAT aus O. lucimarinus

Anhand der bekannten Sequenz der LPCAT ALEL (Riekhof et al., 2007a; Riekhof et
al., 2007b) wurde mit Hilfe des Programms BLAST in der JGI-Datenbank (DOE The Joint
Genome Institute; http://genome.jgi-psf.org/) nach weiteren LPCAT-Sequenzen im Genom
von O. lucimarinus gesucht (Altschul et al., 1990; Palenik et al., 2007). Der offene
Leserahmen der LPCAT-Sequenz wurde mit der Phusion™ DNA-Polymerase durch PCR mit
genomischer O. lucimarinus-DNA als Matrize amplifiziert. Die hierbei verwendeten Primer

enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen.

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. Zur Amplifikation
wurde das folgende Temperaturprofil verwendet: 2 min bei 98 °C, hot start, 35 Zyklen von
30 s bei 98 °C, 30 s 67 °C (AT=-0,4 °C pro Zyklus), 75 s bei 72 °C und abschlieBend 5 min
bei 72 °C. Das erhaltene PCR-Produkt wurde elektrophoretisch (iber ein 1 %-iges Agarosegel
aufgetrennt, die DNA-Bande der entsprechenden GroRe ausgeschnitten und mit Hilfe des
,NucleoSpin® Extract 11 Kit“ (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers gereinigt (siehe 2.16.3).
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2.17.3 Isolierung der OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C aus O. tauri

Anhand der bekannten Sequenzen MrDGAT2A und MrDGAT2B aus
Mortierella ramanniana (Lardizabal et al., 2001) wurde mit Hilfe des Programms BLAST
(Altschul et al., 1990) in der JGI-Datenbank (DOE The Joint Genome Institute;
http://genome.jgi-psf.org/; Palenik et al., 2007) nach weiteren DGAT2-Sequenzen im Genom
von O. tauri gesucht. Die mutmaRlichen DGAT2-Gene OtDGAT2A, OtDGAT2B und
OtDGAT2C wurden mit der Phusion™ DNA-Polymerase und O. tauri-cDNA als Matrize
sowie den im Anhang aufgefiihrten Primern amplifiziert. Die hierbei verwendeten Primer
enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen. Zur Amplifikation wurde das
folgende Temperaturprofil verwendet: 2 min bei 98 °C, 35 Zyklen von 30 s bei 98 °C, 30 s
66 °C (AT= -0,37 °C pro Zyklus), 75s bei 72 °C und abschliefend 5 min bei 72 °C. Das
erhaltene PCR-Produkt wurde elektrophoretisch (iber ein 1 %-iges Agarosegel aufgetrennt,
die DNA-Bande der entsprechenden GroRe ausgeschnitten und mit Hilfe des ,,NucleoSpin®
Extract 1l Kit“ (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
gereinigt (siehe 2.16.3).

2.17.4 lsolierung der OtPDAT aus O. tauri

Anhand der bekannten Sequenzen der PDAT At3g44830 und At5g13640 aus
A. thaliana (Stahl et al., 2004) wurde mit Hilfe des Programms BLAST (Altschul et al., 1990)
in der JGI-Datenbank (DOE The Joint Genome Institute; http://genome.jgi-psf.org/; Palenik et
al., 2007) nach weiteren PDAT-Sequenzen im Genom von O. tauri gesucht. Das mutmaRliche
PDAT-Gen wurde aus zwei Uberlappenden Teilsequenzen (N-terminales Fragment und C-
terminales Fragment) mit der Phusion™ DNA-Polymerase und O. tauri-cDNA als Matrize
amplifiziert. Die verwendeten Primer enthielten ebenfalls die in Abschnitt 2.17.1 genannten

Modifikationen und sind im Anhang aufgefihrt.

Zur Amplifikation wurde das folgende Temperaturprofil verwendet: 8 min bei 98 °C,
hot start, 2 min 98 °C, 20 Zyklen von 45s bei 98 °C, 45s bei 72 °C (AT= -0,25 °C pro
Zyklus), 90 s bei 72 °C, danach 20 Zyklen von 45 s bei 98 °C, 45s 67 °C (AT= -0,7 °C pro
Zyklus), 90 s bei 72 °C und abschlieRend 5 min bei 72 °C.
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden elektrophoretisch tber ein 1 %-iges Agarosegel
aufgetrennt, die DNA-Banden der entsprechenden GroRen ausgeschnitten und mit Hilfe des
,NucleoSpin® Extract Il Kit“ (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers gereinigt (siehe 2.16.3). Nach Subklonierung in den pGEM®-T-Vektor (siehe
2.16.6) und Sequenzierung der Fragmente erfolgte die Fusion der beiden Fragmente zum
vollstandigen offenen Leserahmen. Zunachst wurde der pGEM®-T-Vektor mit dem C-
terminalen Fragment mittels Hindlll, BamHI-Restriktionsverdau linearisiert. AnschlieRend
wurde das N-terminale Fragment mittels Restriktionsverdau mit den Restriktionsendo-
nukleasen Hindlll, BamHI aus dem pGEM®-T-Vektor herausgeschnitten und mit dem im
PGEM®-T-Vektor enthaltene C-terminale Fragment fusioniert. Die Sequenz des Fusions-
produkts wurde durch Sequenzierung (siehe 2.15.2) verifiziert.

2.18 Rekombinante Plasmide fiir die heterologe Expression in S. cerevisiae

2.18.1 Rekombinante Plasmide flir die heterologe Expression von LPAAT aus Algen

und Moosen in S. cerevisiae

Fur die heterologe Expression wurde die cDNA-Sequenz der mutmalilichen
MsLPAAT (Cirpus, 2006) und PpLPAAT zunéchst via PCR amplifiziert, aufgereinigt und in
den pGEM®-T-Vektor (Promega, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben ligiert
(siehe 0 und 2.17.1). Im Anschluss an die Ligationsreaktion wurde die DNA ohne weitere
Reinigung zur Transformation von E. coli eingesetzt (siehe 2.9.2). Die Plasmid-DNA der
erhaltenen Klone wurde mit dem ,,NucleoSpin™ Plasmid-Kit* (Macherey & Nagel, Diiren,
Deutschland) isoliert (siehe 2.14.4) und mittels Restriktionsverdau auf das VVorhandensein und
korrekte Insertion des DNA-Fragments Uberprift (siehe 2.16.1). Positive Klone wurden durch
Sequenzierung mit dem ,,ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit v1.1* (Applied Biosystems, Foster, USA) und dem ,,ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Foster, USA) verifiziert (siehe 2.15.2). AnschlieRend wurde
die offenen Leserahmen der MsSLPAAT und PpLPAAT mit Hilfe der angefiigten
Restriktionsschnittstellen aus dem pGEM®-T-Vektor herausgeschnitten, in den linearisierten
und dephosphorylierten Hefe-Expressionsvektor pESC-URA ligiert und zur Transformation
von E. coli eingesetzt. VVon den resultierenden Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe
2.14.4). Die korrekte Insertion des DNA-Fragments wurde mittels Restriktionsverdau
verifiziert (siehe 2.16.1).
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2.18.2 Rekombinante Plasmide fur die heterologe Expression von OILPCAT in

S. cerevisiae
2.18.2.1 Native Gensequenz

Fur die heterologe Expression wurde die cDNA-Sequenz der mutmalilichen
OILPCAT zunéchst via PCR amplifiziert, aufgereinigt und in den pJetl.2-Vektor-Vektor
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) nach Herstellerangaben ligiert (siehe 0 und 2.17.2).
Im Anschluss an die Ligationsreaktion wurde die DNA ohne weitere Reinigung zur
Transformation von E. coli eingesetzt (siehe 2.9.2). Die Plasmid-DNA der erhaltenen Klone
wurde mit dem ,,NucleoSpin™ Plasmid-Kit“ (Macherey & Nagel, Diiren, Deutschland)
isoliert (siehe 2.14.4) und mittels Restriktionsverdau auf das Vorhandensein und korrekte
Insertion des DNA-Fragments Uberprift (siehe 2.16.1). Positive Klone wurden durch
Sequenzierung mit dem ,,ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit v1.1“ (Applied Biosystems, Foster, USA) und dem ,,ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyser* (Applied Biosystems, Foster, USA) verifiziert (siehe 2.15.2). AnschlieBend wurde
der offene Leserahmen der OILPCAT mit Hilfe der angefligten Restriktionsschnittstellen aus
dem pJetl.2 (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) herausgeschnitten, in den linearisierten
und dephosphorylierten Expressionsvektor pYES2/CT ligiert und zur Transformation von
E. coli eingesetzt. Von den resultierenden Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe
2.14.4). Die korrekte Insertion des DNA-Fragments wurde mittels Restriktionsverdau
verifiziert (siehe 2.16.1).

Die cDNA der OILPCAT wurde ebenfalls als eine C-terminal verkirzte Variante
kloniert, der das Stop-Codon fehlte. Dies ermdglichte eine Fusion der OILPCAT-cDNA mit
dem im Expressionsvektor pYES2/CT enthaltenen Vs-Epitop (siehe Tab. 6). Hierdurch sollte

eine spatere Immundetektion des exprimierten Proteins ermdglicht werden.

Basierend auf dem Konstrukt pJetl.2-OILPCAT wurden die bereits beschriebenen
Klonierungsschritte auf entsprechende Weise durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Primer
enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen. Die Sequenzen der
verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. Die erstellten rekombinanten Plasmide sind
in Tab. 16 dargestellt.
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2.18.2.2 Volistandig Codon-optimierte Gensequenz

Die Anpassung des Codongebrauchs (codon usage) eines Fremdgens an den Codon-
gebrauch in S. cerevisiae kann fir eine erfolgreiche heterologe Uberexpression zwingend
erforderlich sein. Daher wurde der offene Leserahmen der OILPCAT als synthetisches Gen
mit einem fir die heterologe Expression in S. cerevisiae optimierten Codongebrauch von der
Firma GenScript (Piscataway, NJ, USA) bezogen. Das synthetische Gen wurde inklusive der
N-terminalen Basenfolge ACATA (Donahue und Cigan, 1990), der fiir die weiteren
Klonierungsschritte notwendigen Restriktionsschnittstellen und ohne das Stop-Codon vom
Hersteller in den Vektor pUC57 subkloniert. Das Gen wurde mit den Restriktions-
endonukleasen Hindlll und Xbal aus dem pUC57-Vektor herausgeschnitten (siehe 2.16.1),
mittels Elektrophorese aufgetrennt (siehe 2.16.2), in den linearisierten, dephosphorylierten
Expressionsvektor pYES2/CT ligiert (siehe 2.16.4 und 2.16.6) und zur Transformation von
E. coli eingesetzt. Von den resultierenden Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe
2.14.4). Die korrekte Insertion des DNA-Fragments wurde mittels Restriktionsverdau
verifiziert (siehe 2.16.1).

Der codon-optimierte offene Leserahmen wurde ebenfalls ohne Fusion mit dem
pYES2/CT eigenen Vs-Epitop kloniert. Hierflr wurden, basierend auf dem Konstrukt pUC57-
OILPCAT-cuo, die bereits beschriebenen Klonierungsschritte (siehe 2.17.2 fir die PCR-
Bedingungen und 2.18.2.1 fir die Klonierungsschritte) auf entsprechende Weise durch-
gefuhrt. Anstelle des Klonierungsvektor pletl.2-Vektor (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) wurde der pGEM®-T-Vektor (Promega, Mannheim, Deutschland) eingesetzt.
Die hierbei verwendeten Primer enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten
Modifikationen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. Die

erstellten rekombinanten Plasmide sind in Tab. 16 dargestellt.

Tab. 16 Ubersicht der rekombinanten Plasmide fiir die funktionale Charakterisierung der LPCAT aus
O. lucimarinus.

Plasmid Eigenschaften der cDNA-Sequenz
pYES2/CT-OILPCAT nativ native cDNA-Sequenz inkl. Stop-Codon
PYES2/CT-OILPCAT nativ V5  native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop

pYES2/CT-OILPCAT cuo vollstandig optimierte cDNA-Sequenz inkl. Stop-Codon
pYES2/CT-OILPCAT cuo V5 vollstdndig optimierte cDNA Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pESC-LEU-PtA6, PSEI native cDNA-Sequenzen inkl. Stop-Codon
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2.18.3 Rekombinante Plasmide fur die heterologe Expression von PtA6 und PSE1 in

S. cerevisiae

Die funktionale Charakterisierung der OILPCAT in S. cerevisiae erfolgte durch Co-
Expression mit der A6-Destaurase PtA6 aus der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum und
der A6-Elongase PSE1 aus dem Moos Physcomitrella patens (Domergue et al., 2002; Zank et
al., 2002). Die offenen Leserahmen der PtA6 und der PSE1 wurden jeweils in den Hefe-
Expressionsvektor pESC-LEU (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) entsprechend der in
2.17 und 2.18.1 beschriebenen Vorgehensweise kloniert.

Die cDNA wurde freundlicherweise von Frau Silke Schlenczek (Abt. Biochemie der
Pflanze, Georg-August-Universitat, Gottingen) zur Verfugung gestellt. Die hierbei
verwendeten Primer enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen. Die
Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. Die erstellten rekombinanten

Plasmide sind in Tab. 17 dargestellt.

Tab. 17 Ubersicht der rekombinanten Plasmide fiir die heterologe Expression von PtA6 und PSE1 in
S. cerevisiae .

Plasmid Eigenschaften der cDNA-Sequenz
pESC-LEU-PSE1 native cDNA-Sequenzen inkl. Stop-Codon
pESC-LEU-PtA6, PSE1 native cDNA-Sequenzen inkl. Stop-Codon

2.18.4 Rekombinante Plasmide fur die heterologe Expression von DGAT?2 aus O. tauri

in S. cerevisiae
2.18.4.1 Native Gensequenzen

Fur die heterologe Expression wurden die cDNA-Sequenzen der mutmalilichen
OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C zunéchst via PCR amplifiziert, aufgereinigt und in
den pGEM®-T-Vektor (Promega, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben ligiert
(siehe 0 und 2.17.3). Im Anschluss an die Ligationsreaktion wurde die DNA ohne weitere
Reinigung zur Transformation von E. coli eingesetzt (siehe 2.9.2). Die Plasmid-DNA der
erhaltenen Klone wurde mit dem ,,NucleoSpin™ Plasmid-Kit“ (Macherey & Nagel, Diiren)
isoliert und mittels Restriktionsverdau auf das Vorhandensein und korrekte Insertion der
DNA-Fragmente uberpruft (siehe 2.16.1).
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Positive Klone wurden durch Sequenzierung mit dem , ABI Prism BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1“ (Applied Biosystems, Foster, USA)
und dem ,, ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster, USA)
verifiziert (siehe 2.15.2). AnschlieBend wurden die offenen Leserahmen der OtDGAT2A,
OtDGAT2B und OtDGAT2C mit Hilfe der angefiigten Restriktionsschnittstellen aus dem
PGEM®-T-Vektor herausgeschnitten, in den linearisierten und dephosphorylierten
Expressionsvektor pYES2/CT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ligiert und zur
Transformation von E. coli eingesetzt. Von den resultierenden Klonen wurde die Plasmid-
DNA isoliert (siehe 2.14.4). Die korrekte Insertion des DNA-Fragments wurde mittels

Restriktionsverdau verifiziert (siehe 2.16.1).

Die cDNAs der OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C wurden ebenfalls als C-
terminal verkirzte Varianten kloniert, denen das Stop-Codon fehlte. Dies ermdglichte eine
Fusion der cDNA-Sequenzen mit dem im Expressionsvektor pYES2/CT enthaltenen Vs-
Epitop (siehe Tab. 6). Hierdurch sollte eine spatere Immundetektion des exprimierten Proteins
ermoglicht werden. Basierend auf den cDNA-Konstrukten pGEMT_OtDGAT2A,
pGEMT_OtDGAT2B und pGEMT_OtDGAT2C wurden die in diesem Abschnitt be-

schriebenen Klonierungsschritte auf entsprechende Weise durchgefihrt.

Fur vergleichende Charakterisierungen wurde die cDNA der DGAT2 DGA1 aus
S. cerevisiae in entsprechender Weise wie die DGAT?2 aus O. tauri in den Hefe-Expressions-
vektor pYES2/CT kloniert. Die hierbei verwendeten Primer enthielten ebenfalls die unter
2.17.1 genannten Modifikationen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang

dargestellt.

2.18.4.2 Teilweise Codon-optimierte Gensequenzen

Eine Anpassung des Codongebrauchs (codon usage) eines Fremdgens an den Codon-
gebrauch in S. cerevisiae kann fiir eine erfolgreiche heterologe Uberexpression zwingend
erforderlich sein. Meist ist die Optimierung der ersten 20 bis 25 Codons ausreichend. Die
optimierte Gensequenz wurde anhand des Graphical Codon Usage Analyser 2.0 (Fuhrmann et
al., 2004) ermittelt. Anhand dieser Daten wurden Primer erstellt, die die optimierte Sequenz
am 5’- und die zum nativen Gen komplementére Sequenz am 3’-Ende enthielten, so dass die
ersten 25 Codons optimiert werden konnten. Die hierbei verwendeten Primer enthielten eben-
falls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen und die fiir die weiteren Klonierungsschritte

erforderlichen Restriktionsschnittstellen.
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Basierend auf den cDNA-Konstrukten pGEMT_OtDGAT2A, pGEMT_OtDGAT2B
und pGEMT_OtDGAT2C wurden die bereits beschriebenen Klonierungsschritte (siehe
2.18.4.1) auf entsprechende Weise durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Primer enthielten
ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen. Die Sequenzen der verwendeten Primer
sind im Anhang dargestellt. Die erstellten rekombinanten Plasmide sind in Tab. 18 aufgefuhrt.

2.18.4.3 Volistandig Codon-optimierte Gensequenzen

Die Anpassung des Codongebrauchs (codon usage) eines Fremdgens an den Codon-
gebrauch in S. cerevisiae kann fir eine erfolgreiche heterologe Uberexpression zwingend
erforderlich sein. Daher wurden die offenen Leserahmen der OtDGAT2A und OtDGAT2C als
synthetische Gene mit einem flr die heterologe Expression in S. cerevisiae optimierten
Codongebrauch von der Firma GenScript (Piscataway, NJ, USA) bezogen. Diese
synthetischen Gene wurden inklusive der N-terminalen Basenfolge ACATA (Donahue und
Cigan, 1990), der fur die weiteren Klonierungsschritte notwendigen Restriktionsschnittstellen
und ohne das Stop-Codon vom Hersteller in den Vektor pUC57 subkloniert. Die Gene wurden
mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und Xbal fir OtDGAT2A und OtDGAT2C aus
dem pUCS57-Vektor herausgeschnitten (siehe 2.16.1), mittels Elektrophorese aufgetrennt
(siehe 2.16.2), in den linearisierten, dephosphorylierten Expressionsvektor pYES2/CT ligiert
(sieche 2.16.4 und 2.16.6) und zur Transformation von E. coli eingesetzt. Von den
resultierenden Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe 2.14.4). Die korrekte Insertion

des DNA-Fragments wurde mittels Restriktionsverdau verifiziert (siehe 2.16.1).

Der codon-optimierte offene Leserahmen wurde ebenfalls ohne Fusion mit dem
PYES2/CT eigenen Vs-Epitop kloniert. Basierend auf den pUC57-Konstrukten der
OtDGAT2A und OtDGAT2C wurden die bereits beschriebenen Klonierungsschritte auf
entsprechende Weise durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Primer enthielten ebenfalls die
unter 2.17.1 genannten Modifikationen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im

Anhang dargestellt. Die erstellten rekombinanten Plasmide sind in Tab. 18 aufgefiihrt.
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Tab. 18 Ubersicht der rekombinanten Plasmide fiir die funktionale Charakterisierung der DGAT2 aus
O. tauri.

Plasmid Eigenschaften der cDNA-Sequenz
pYES2/CT-OtDGAT2A nativ native cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-OtDGAT2B nativ native cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-OtDGAT2C nativ native cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-OtDGAT2A pcuo partiell optimierte cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
PYES2/CT-OtDGAT2B pcuo partiell optimierte cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-OtDGAT2C pcuo partiell optimierte cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-OtDGAT2A cuo vollstandig optimierte cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-OtDGAT2C cuo vollstandig optimierte cDNA-Sequenz inkl. StopCodon

PYES2/CT-OtDGAT2A nativ V5 native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtDGAT2B nativ V5 native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtDGAT2C nativ V5 native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtDGAT2A pcuo V5 partiell optimierte cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtDGAT2B pcuo V5 partiell optimierte cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pPYES2/CT-OtDGAT2C pcuo V5 partiell optimierte cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtDGAT2A cuo V5 vollstdndig optimierte cDNA in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtDGAT2C cuo V5 vollstandig optimierte cDNA in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-DGA1 native cDNA-Sequenz inkl. StopCodon
pYES2/CT-DGAL V5 native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop

2.18.5 Rekombinante Plasmide fuir die heterologe Expression von OtPDAT in

S. cerevisiae
2.18.5.1 Native Gensequenz

Fir die heterologe Expression wurde die cDNA-Sequenz der mutmallichen OtPDAT
zunichst via PCR amplifiziert, aufgereinigt und in den pGEM®-T-Vektor (Promega,
Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben ligiert (siehe 2.17.4 und 0). Im Anschluss
an die Ligationsreaktion wurde die DNA ohne weitere Reinigung zur Transformation von
E. coli eingesetzt (siehe 2.9.2). Die Plasmid-DNA der erhaltenen Klone wurde mit dem
,NucleoSpin™ Plasmid-Kit* (Macherey & Nagel, Diiren, Deutschland) isoliert und mittels
Restriktionsverdau auf das Vorhandensein und korrekte Insertion der DNA-Fragmente
uberpruft (siehe 2.16.1). Positive Klone wurden durch Sequenzierung mit dem ,,ABI Prism
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1“ (Applied Biosystems,
Foster, USA) und dem ,,ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster,
USA) verifiziert (siehe 2.15.2).

61



2. Material und Methoden

Anschlieend wurde der offene Leserahmen der OtPDAT mit Hilfe der angefiligten
Restriktionsschnittstellen aus dem pGEM®-T-Vektor herausgeschnitten, in den linearisierten
und dephosphorylierten Expressionsvektor pYES2/CT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
ligiert und zur Transformation von E. coli eingesetzt. VVon den resultierenden Klonen wurde
die Plasmid-DNA isoliert (siehe 2.14.4). Die korrekte Insertion des DNA-Fragments wurde
mittels Restriktionsverdau verifiziert (siehe 2.16.1). Die cDNA der OtPDAT wurde ebenfalls
als C-terminal verkirzte Variante kloniert, der das Stop-Codon fehlte. Dies ermdglichte eine
Fusion der cDNA-Sequenz mit dem im Expressionsvektor pYES2/CT enthaltenen Vs-Epitop
(siehe Tab. 6). Hierdurch sollte eine spéatere Immundetektion des exprimierten Proteins
ermdglicht werden. Basierend auf dem Konstrukt pPGEMT_OtPDAT wurden die bereits
beschriebenen Klonierungsschritte auf entsprechende Weise durchgeflihrt. Die hierzu

verwendeten Primer sind im Anhang aufgefthrt.

Fir vergleichende Charakterisierungen wurde die cDNA der PDAT aus Hefe (LRO1)
in entsprechender Weise wie die PDAT aus O.tauri in den Hefe-Expressionsvektor
PYES2/CT Kkloniert. Die hierbei verwendeten Primer enthielten ebenfalls die unter 2.17.1
genannten Modifikationen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang

dargestellt. Die erstellten rekombinanten Plasmide sind in Tab. 19 aufgefiihrt.

2.18.5.1 Teilweise Codon-optimierte Gensequenz

Eine Anpassung des Codongebrauchs (codon usage) eines Fremdgens an den
Codongebrauch in S. cerevisiae kann fiir eine erfolgreiche heterologe Uberexpression
zwingend erforderlich sein. Meist ist die Optimierung der ersten 20 bis 25 Codons aus-
reichend. Die optimierte Gensequenz wurde anhand des Graphical Codon Usage Analyser 2.0
(Fuhrmann et al., 2004) ermittelt. Anhand dieser Daten wurden Primer erstellt, die die
optimierte Sequenz am 5°- und die zum nativen Gen komplementire Sequenz am 3’-Ende
enthielten, so dass die ersten 25 Codons optimiert werden konnten. Die hierbei verwendeten
Primer enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen und die flr die
weiteren Klonierungsschritte erforderlichen Restriktionsschnittstellen. Basierend auf dem
cDNA-Konstrukt pGEMT_OtPDAT wurden die bereits beschriebenen Klonierungsschritte
(siehe 2.18.5.1) auf entsprechende Weise durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Primer
enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 genannten Modifikationen. Die Sequenzen der
verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. Die erstellten rekombinanten Plasmide sind
in Tab. 19 aufgefuhrt.
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Tab. 19 Ubersicht der rekombinanten Plasmide fiir die funktionale Charakterisierung der PDAT aus
O. tauri.

Plasmid Eigenschaften der cDNA-Sequenz

pPYES2/CT-OtPDAT nativ native cDNA-Sequenz inkl. Stop-Codon
pYES2/CT-OtPDAT pcuo partiell optimierte cDNA-Sequenz inkl. Stop-Codon
pYES2/CT-OtPDAT nativ V5 native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-OtPDAT pcuo V5 partiell optimierte cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop
pYES2/CT-LRO1 native cDNA-Sequenz inkl. Stop-Codon
pYES2/CT-LRO1 V5 native cDNA-Sequenz in frame mit Vs-Epitop

2.19 Rekombinante Plasmide fur die heterologe Expression in A. thaliana

Zur Herstellung rekombinanter Plasmide flr die heterologe Expression in A. thaliana
wurden die betreffenden cDNA-Sequenzen via PCR amplifiziert und in den pGEM®-T-
Vektor kloniert. Die hierbei verwendeten Primer enthielten ebenfalls die unter 2.17.1 ge-
nannten Modifikationen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt.
Positive Klone wurden durch Sequenzierung mit dem ,,ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit v1.1“ (Applied Biosystems, Foster, USA) und dem , ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyser* (Applied Biosystems, Foster, USA) verifiziert (siche
2.15.2). Anschliefend wurden die cDNA-Sequenzen mit Hilfe der angefligten Restriktions-
schnittstellen in eine von drei multiple cloning sites des pUC19-USP-OCS123-Vektors
kloniert. Dieser pUC19-basierte Vektor enthielt durch verschiedene Modifikationen eine
Dreifachexpressionskassette, bestehend aus drei USP-Promotoren (unknown seed protein;
Baumlein etal., 1991) drei OCS-Terminationssequenzen (octopine synthase terminator;
MacDonald et al., 1991) und drei multiple cloning sites zwischen je einem USP-Promotor und
einer korrespondierenden Terminatorsequenz. VVon den resultierenden pUC19-USP-OCS123-
Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe 2.14.4). Die korrekte Insertion des DNA-
Fragments wurde mittels Restriktionsverdau verifiziert (siehe 2.16.1). AnschlieBend wurden
die Expressionskassetten, die jeweils drei codierende cDNA-Sequenzen unter Kontrolle eines
USP-Promotors und gekoppelt an jeweils einen OCS-Terminator enthielten, mit Hilfe von
Restriktionsenzymen aus dem pUC19-USP-OCS123-Vektor herausgeschnitten und in den
bindren Pflanzentransformationsvektor pPCAMBIA-2300 oder pPCAMBIA-3300 (siehe Tab. 7)
ligiert. Von den resultierenden Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe 2.14.4). Die
korrekte Insertion des DNA-Fragments wurde mittels Restriktionsverdau verifiziert (siehe
2.16.1). Die so entstandenen Konstrukte wurden zur Transformation von A. thaliana einge-
setzt (siehe 2.10).
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2.20 Heterologe Expression von cDNA in S. cerevisiae

Die funktionale Charakterisierung von Enzymen erfolgte durch heterologe Expression
im eukaryoten System der Hefe. Fir die in dieser Arbeit durchgeflihrten Expressionsversuche

wurden verschiedene S. cerevisiae-Stamme verwendet (siehe 2.7.2).

Die verschiedenen Auxotrophien der Hefestdmme wurden fur die Selektion transgener
Zellen genutzt, die einen oder mehrere Expressionsvektoren mit den zu untersuchenden
Genen, gekoppelt an die Auxotrophie-Marker, enthielten. Die Erstellung der rekombinanten
Plasmide flr die heterologe Expression ist im Abschnitt O erldutert. Die Anzucht der Hefen
erfolgte in 5 bis 20 ml SD-Minimalmedium mit 2 % (v/v) Raffinose als Kohlenstoffquelle
(siehe 2.8.3). Hierfur wurde SD-Selektionsmedium mit einer Kolonie eines Hefeklons
inokuliert und fir 48 h bei 30 °C schittelnd (210 rpm) kultiviert. Die Expressionskulturen
wurden mit der Vorkultur auf eine ODgoo von 0,2 — 0,3 angeimpft und in Abhéngigkeit des
jeweiligen Versuches bis zu 48 h bei 30 °C schuttelnd (210 rpm) inkubiert. Die Expressions-
kulturen enthielten zusétzlich 2 % (v/v) Galaktose. Die verwendeten Expressionsvektoren
(siehe Tab. 6) enthalten jeweils einen Galaktose-induzierbaren Promotor, GAL1 oder GAL10,
unter deren Regulation die Expression der klonierten cDNAs gesteuert wird. Zusétzlich
wurden verschiedene freie Fettsauren als Substratvorstufen der zu untersuchenden Enzymen
zu den Expressionskulturen gegeben. Diese applizierten Fettsdauren werden von den Hefe-
zellen aufgenommen und dem Lipidstoffwechsel als aktivierte Fettsauren in Form von Acyl-
CoA-Thioestern zugefiihrt. Die Aufnahme und Aktivierung von Fettsduren bis zu einer
Kettenldnge von 18 Kohlenstoffatomen findet mit einer hinreichenden Effizienz statt. Im
Gegensatz dazu werden Fettsauren mit einer Kettenldange von 20 und mehr Kohlenstoff-
atomen nur aulerst ungeniigend aufgenommen. Durch gleichzeitige Zugabe von 1 % Igepal
CA 630 (,NP40’; Fluka, Miinchen, Deutschland) zu den Expressionskulturen kann die Auf-

nahme der sehr langkettigen Fettsauren gesteigert werden.

Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (5 min, 1500 g, 4 °C) geerntet und durch
zweimaliges Waschen mit 0,1 M NaHCO3; wurden Reste des Selektionsmediums und nicht
inkorporierter Fettsauren entfernt. Die Zellsedimente wurden direkt fir die Lipidanalytik
(siehe 2.23, 2.25, 2.28 und 2.30) und Proteinanalytik (siehe 2.22) weiterverwendet.
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2.21 *C-Fettsaure-Markierungs-Experiment

Die Anzucht der Hefen erfolgte in 10 ml SD-Minimalmedium mit 2 % (v/v) Raffinose
als Kohlenstoffquelle (siehe 2.8.3). Hierfur wurde SD-Selektionsmedium mit einer Kolonie
eines Hefeklons inokuliert und fur 48 h bei 30 °C schuttelnd (210 rpm) kultiviert. Die
Expressionskulturen wurden mit der Vorkultur auf eine ODgoo von 0,3 inokuliert (End-
volumen: 4 ml). 18 h nach Induktion der Expression wurden jeweils 0,27 uCi **C-markierte
Fettsauren (18:2n-6 und 18:3n-3) zu den Expressionskulturen hinzugegeben. Die Kultivierung
erfolgte in 13 ml PP-R6hrchen (Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland) fur weitere 12 h bei
30°C wund 210rpm. Fir die Préparation des Lipidextrakts wurden 3 ml der
Expressionskulturen fir 5 min bei 950 g sedimentiert und zweimal mit 0,1 M NaHCOs3;
gewaschen, um Reste des Selektionsmediums und nicht inkorporierter Fettsduren zu
entfernen. Zu dem Zellsediment wurden 100 ul Glasperlen (@ 0,25-0,5 mm; Roth,
Karlsruhe, Deutschland), 1,5 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) und 50 pl HCI (32 %)
gegeben. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch starkes Schatteln fur 5 h auf einem Vortex-
Schittler (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Deutschland). Anschlie3end
wurden die Lipide durch Zugabe von 500 pl 0,45 % NaCl-Lésung (w/v) und starkem
Schitteln fur 5 min extrahiert. Die organische Losungsmittelphase wurde entnommen, unter
einem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 40 pl Chloroform/Methanol (1:1, v/v)
aufgenommen und unter einer Argon-Schutzatmosphéare bei —20 °C gelagert. Die so
praparierten Lipidextrakte wurden mittels Dinnschichtchromatographie (siehe 2.27.2) in die

einzelnen Lipidklassen aufgetrennt.
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2.22 Western-Blot und Immundetektion von Proteinen

2.22.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(modifiziert nach Laemmli, 1970)

Proteine lassen sich in Anwesenheit von einem denaturierenden Detergenz in
diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen nach ihrem Molekulargewicht auftrennen. Das ver-
wendete Laemmli-System besteht aus zwei Komponenten: einem Trenngel, dessen Acryl-
amidkonzentration vom gewuinschten Auftrennungsbereich abhangt, und einem Sammelgel,
mit dem das auspolymerisierte Trenngel tberschichtet wird. Zu geernteten und gewaschenen
Hefezellen (siehe 2.20) wurden 300 pl Probenpuffer und 300 ul Glasperlen (& 0,25 — 0,5 mm;
Roth, Karlsruhe, Deutschland) gegeben. Der Zellaufschluss erfolgte durch wiederholtes
Schitteln in einer Schwingmihle (Schwingmiihle MM 200; Retsch, Haan, Deutschland) fur
sechsmal 30 s. Zur Kihlung wurden die Proben nach jedem Schiitteln fur 60 s auf Eis ge-
lagert. AnschlieRend wurden die Proben fiir 5 min bei 1500 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und zur vollstandigen Abtrennung der Zelltrimmer fur
weitere 5 min (1500 g, 4 °C) zentrifugiert. Der daraus resultierende Rohextrakt wurde nun zur
Bestimmung des Proteingehalts (siehe 2.22.2) wund anschlieRender SDS-PAGE
weiterverwendet. Jeweils 25 ug Gesamtprotein des Rohextrakts wurden pro Geltasche einge-
setzt und vor dem Auftragen mit 1x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C denaturiert
und anschlieBend auf Eis aufbewahrt. Mit Hilfe des anionischen Detergenz SDS (Natrium-
dodecylsulfat) im SDS-Probenpuffer wird die Eigenladung der Proteine Gberdeckt. Die SDS-
PAGE erfolgte in einer Gelelektrophoreseapparatur (Mini-PROTEAN® 3 Cell; Bio-Rad,
Minchen, Deutschland) zunédchst fir 15 min bei einer Stromstarke von 15 mA bis zum
Erreichen des Trenngels, und dann fir 40 — 45 min bei 25 mA im Bereich des Trenngels. Als
GroRenstandard wurde der Prestained Molecular Weight Marker (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) in einer separaten Geltasche mitgefuhrt. Zur Visualisierung der Proteine nach
der Elektrophorese schloss sich eine Coomassie-Farbung (2.22.3) oder ein Western-Blot
(2.22) an.

Protein-Aufschlusspuffer

50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,4
1 mM EDTA
5% (w/v) Glycerol
1x Complete, EDTA-free; Protease Inhibitor Cocktail Tablet
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SDS-PAGE-Elektrophoresepuffer (pH 8.3)

25mM  Tris/HCI
200 mM  Glyzin
0,1 % (w/v) SDS

Sammelgel (3,5 %)

125 mM Tris/HCI pH 6,8
3,75 % (w/v) Acrylamid

1 % (whv) Bisacrylamid
0,1 % (w/v) SDS

0,4 % (viv) TEMED

0,08 % (wi/v) APS

Trenngel (10 %)

250 mM Tris/HCI, pH 8,8
10 % (w/v) Acrylamid
2,7 % (w/v) Bisacrylamid
01 % (w/v) SDS

5 % (w/v) Glycerol
04 % (viv) TEMED
0,05% (w/iv) APS
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SDS-Probenpuffer

100 mM Tris/HCI, pH 6,8
20 % (w/v) Glycerol

10 % (w/v) pB-Mercaptoethanol
2 % (w/v) SDS

0,25% (w/v) Bromphenolblau

2.22.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

(Bradford, 1976)

Der bei diesem Verfahren verwendete Farbstoff Coomassie-Briliant-Blue G-250 inter-
agiert mit Proteinen. Diese Interaktion l&sst sich durch die Zunahme der Extinktion bei einer
Wellenlange von 595 nm photometrisch bestimmen. Ein Aliquot der Probe, dessen Protein-
konzentration bestimmt werden sollte, wurde mit A. dest. auf 100 pl aufgefillt und
anschlieend mit 2 ml Bradford-Reagenz vermischt. Die Proben wurden nun fir 15 min bei
RT inkubiert. Zur Kalibrierung der Messung wurde eine Eichreihe mit Rinderserumalbumin
(BSA) erstellt. Dazu wurden wassrige Losungen von BSA mit 0 — 20 ug BSA erstellt mit 2 ml
Bradford-Reagenz aufgefiillt und im Photometer vermessen. Uber die Korrelation mit den

Werten der Eichreihe wurden Proteinmenge und Proteinkonzentration der Probe ermittelt.

Bradford-Reagenz

0,01 % (wi/v) Coomassie-Briliant-Blue G-250
50 ml 96 % (v/v) Ethanol

100 ml 85 % (v/v) Phosphorsaure

ad 11 A. dest.

2.22.3 Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine zu visualisieren, wurde das Poly-
acrylamidgel zunachst fur 1 h bei RT in einer Farbelosung geschwenkt. Im Anschluss daran
wurde das Gel in Entfarberlésung geschwenkt, bis nur noch die aufgetrennten Proteine zu
sehen waren. Die Farbelosung enthalt als Losungsmittel des Coomassie-Farbstoffs Methanol
sowie Essigsdure, um die Proteine im Polyacrylamidgel zu fixieren. Der Coomassie-Farbstoff
lagert sich an basische und aromatische Seitenketten der Aminoséuren an und farbt so alle

Proteine unspezifisch an.
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Farbeldsung

0,25% (w/v) Coomassie Blue (Serva Blau R)
40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

Entfarberlosung

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigséure

2.22.4 Proteintransfer auf Nitrozellulose-Membranen

Um Proteine durch eine Antikorperreaktion zu detektieren und nachzuweisen, wurden
die Proteine zunachst in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.22.1) und
anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen.

Hierflr wurden zwei Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran entsprechend der
GroRe des SDS-Gels zugeschnitten und zusammen mit dem SDS-Gel fur 10 min in Transfer-
puffer aquilibriert. Die Nassblot-Apparatur fur den Western-Blot wurde nach Anleitung des
Herstellers (Mini Trans-Blot® Cell-Apparatur; Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) zusammen-
gesetzt und verwendet. Die Blotkammer wurde mit Transferpuffer gefullt und ein elektrisches
Feld angelegt, so dass die Proteine fir 1 h bei 60 V und etwa 8 °C transferiert wurden. Die
Proteine bleibe bei diesem Verfahren aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an der

Membran haften.

Transferpuffer (pH 8.,4)

25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
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2.22.5 Immundetektion der Proteine

Im Anschluss an den Proteintransfer (siehe 2.22.4) wurde die Nitrozellulosemembran
kurz in TBST-Puffer gewaschen und zur Absattigung Uberschissiger Bindungsstellen Gber
Nacht in Blockierungslosung bei 4 °C schwenkend inkubiert. Die nachfolgenden Schritte
erfolgten bei RT unter kontinuierlichem Schwenken. Nachdem die Membran fiir viermal
10 min in TBST-Puffer gewaschen wurde, erfolgte eine 2-stiindige Inkubation in 15 ml TBST
mit dem primaren Antikorper (siehe Tab. 8). Durch viermaliges Waschen fur 10 min in
TBST-Puffer wurden schwacher haftende, unspezifisch gebundene primare Antikérper von
der Membran entfernt. Die Losung des sekundaren Antikorpers (siehe Tab. 8) wurde fir 1 h
mit der Membran geschwenkt. Dieser Antikorper bindet spezifisch an den priméren
Antikorper. AnschlieBend wurde die Membran viermal fir 10 min in TBST-Puffer
gewaschen. Zur Visualisierung wurden sekundére Antikdrper verwendet, die ein Konjugat mit
der Peroxidase aus Meerrettich (horseradish peroxidase) bildeten. Hierfiir wurden die ECL™
Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland)

nach Angaben des Herstellers verwendet.

TBST-Puffer

10 mM  Tris/HCI, pH 8,0
150 mM  NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20

Blockierungslésung

3 % (w/v) Milchpulver in TBS-Puffer
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2.23 Enzymaktivitatsbestimmungen

2.23.1 Praparation von Zellextrakten aus S. cerevisiae fir Enzymaktivitats-

bestimmungen

Zu geernteten und gewaschenen Zellen wurden Probenpuffer und Glasperlen
(@ 0,25 - 0,5 mm; Roth, Karlsruhe, Deutschland) gegeben. Der Zellaufschluss erfolgte durch
wiederholtes Schutteln in einer Schwingmuhle (Schwingmiihle MM 200; Retsch, Haan,
Deutschland) fiir sechsmal 30 s. Zur Kihlung wurden die Proben nach jedem fir 60 s auf Eis
gelagert. Die Proben wurden anschlieBend fiir 5 min bei 1500 g und 4 °C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden abgenommen und zur vollstandigen Abtrennung der Zelltriimmer fiir
weitere 5 min (1500 g, 4 °C) zentrifugiert. Der daraus resultierende Rohextrakt wurde nun zur
Bestimmung des Proteingehalts (siehe 2.22.2) und anschlieBend fiir Enzymaktivitats-

bestimmungen eingesetzt.

2.23.2 DGAT-AKktivitatsnachweis

(Czabany et al., 2008)

Fur den Acyl-CoA:DGAT-Aktivitatsnachweis wurden 50 ml einer Hefe-Expressions-
kultur aufgeschlossen (siehe 2.23.1). Der Proteingehalt wurde nach Bradford (1976) bestimmt
(siehe 2.22.2). 100 ug des Protein-Homogenats wurden mit **C-Oleoyl-CoA (80.000 dpm),
6 nmol Oleoyl-CoA, 10 ul DAG-CHAPS-L6sung vermischt und mit Probenpuffer auf 100 ul
aufgefullt. Die Proben wurden bei 30 °C bis zu 60 min inkubiert. Durch Zugabe von 100 ul
0,9 % NaCl (w/v) und 500 ul Chloroform wurde die Reaktion gestoppt. Die Lipide wurden
durch starkes Schatteln fir 5 min extrahiert und zur Phasentrennung fur 5 min bei 11000 g
zentrifugiert. Die organische Ldsungsmittelphase wurde abgenommen, unter einem
Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 40 pl Chloroform/Methanol (1:1, v/v) aufge-

nommen und unter einer Argon-Schutzatmosphare bei —20 °C gelagert.

1x Probenpuffer

150 mM  Tris-HCI, pH 7,0
15mM KClI
15mM MgCl,
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DAG-CHAPS-L 6sung

0,5mM di-18:1-DAG
10mM  CHAPS
ad 500 pl Probenpuffer

Das di-18:2-DAG wurde vorgelegt und unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt. AnschlieBend wurden CHAPS und Probenpuffer hinzugefugt und die gesamte
Losung fir 15 min mit Ultraschall behandelt. Die DAG-CHAPS-L6sung wurde bei —20 °C
gelagert. Direkt vor Gebrauch wurde die DAG-CHAPS-LGsung kréftig geschdttelt und erneut
fur 10 min mit Ultraschall behandelt.

2.23.3 PDAT-Aktivitatsnachweis

(Czabany et al., 2008)

Fir den PDAT-Aktivitatsnachweis wurden 50 ml einer Hefe-Expressionskultur wie
beschrieben (siehe 2.23.1) aufgeschlossen und anschliefend fir 1,5 h bei 100.000 g und 4 °C
zentrifugiert (Optima™ L-80 K Ultracentrifuge, Beckman Coulter Krefeld, Deutschland). Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 100 pl Probenpuffer aufgenommen. Der
Proteingehalt wurde nach Bradford (1976) bestimmt (siehe 2.22.2). 100 ug Protein des
Membranextrakts wurde mit **C-markiertem Phospatidylcholin (**C-PtdCho, L-a-1-
Palmitoyl-2-linoleoyl-[linoleoyl-1-*C]-phosphatidylcholin ; 100.000 dpm), 6 nmol Oleoyl-
CoA, 10 pl PC-DAG-CHAPS-L6sung vermischt und mit Probenpuffer auf 100 ul aufgeflit.

Die Proben wurden bei 30 °C bis zu 60 min inkubiert. Alle 5 min wurden die Proben
fur 60 sec stark geschittelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 0,9 % NaCl (w/v)
und 500 ul Chloroform gestoppt. Die Lipide wurden durch starkes Schitteln fur 5 min
extrahiert und zur Phasentrennung fir 5 min bei 11000 g zentrifugiert. Die organische
Losungsmittelphase wurde abgenommen, unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt, in 40 pl Chloroform/Methanol (1:1, v/v) aufgenommen und unter einer Argon-

Schutzatmosphére bei —20 °C gelagert.
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1x Probenpuffer

150 mM  Tris-HCI, pH 7,0
15mM KClI
15mM  MgCl,

PC-DAG-CHAPS-Ldsung

2mM di-18:2-PC
0,5mM di-18:2-DAG
10mM  CHAPS

ad 500 ul Probenpuffer

Das di-18:2-PC und di-18:2-DAG wurde vorgelegt und unter einem Stickstoffstrom
bis zur Trockene eingeengt. AnschlieBend wurden CHAPS und Probenpuffer hinzugefiigt und
die gesamte Losung fir 15 min mit Ultraschall behandelt. Die PC-DAG-CHAPS-LGAsung
wurde bei —20 °C gelagert. Direkt vor Gebrauch wurde die DAG-CHAPS-L6sung kraftig
geschuttelt und fir 10 min mit Ultraschall behandelt.

2.24 Fluoreszenz-Markierung von Lipidkdrpern

(Greenspan et al., 1985)

Lipidkorper sind intrazellulare Lipideinschlisse, die hauptséchlich aus Triacyl-
glycerinen und Sterolestern bestehen (Murphy und Vance, 1999). Mit Hilfe des Farbstoffs
Nile Red (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) ist es moglich, Lipidkdrper
invivo in S. cerevisiae-Zellen nachzuweisen (Greenspan et al., 1985). Fur die Nile Red-
Markierung von Lipidkérpern wurden 500 pl einer Hefe-Expressionskultur (siehe 2.20)

sedimentiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment wurde in 150 pl 1xPBS sowie
5 ul Nile-Red-Losung (1 mg/ml Aceton) zum Anfarben der Zellen aufgenommen. Nachdem
die Zellen fur 15— 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert wurden, wurden die
Zellen mit 200 pl 1xPBS gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und die angefarbten
Zellen wurden in 100 pl 1xPBS aufgenommen und fir die Fluoreszenz-Mikroskopie

verwendet.
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2.25 Praparation von Lipidextrakten aus S. cerevisiae

Fur die Praparation von Lipidextrakten aus S. cerevisiae wurden gewaschene Zell-
sedimente (siehe 2.20) verwendet. Die Zellsedimente wurden in 8 ml Chloroform/Methanol
(1:2, viv) und 2 ml Glasperlen (@ 0,25-0,5 mm; Roth, Karlsruhe, Deutschland) aufge-
nommen und fur 4 h bei 4 °C stark geschittelt. Im Anschluss daran wurden die Zelltrimmer
sedimentiert (5 min, 1500 g, 4 °C). Die Uberstande wurden abgenommen und unter einer
Argon-Schutzatmosphére bei 4 °C aufbewahrt. Die Zelltrimmer wurden in 8 ml
Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen, tber Nacht bei 4 °C stark geschiittelt durch
anschlieRende Zentrifugation abgetrennt (5 min, 1500 g, 4 °C). Die resultierenden Uberstande
wurden abgenommen und mit denen des Vortags vereint. Zu den vereinigten Uberstinden
wurden 3,6 ml 0,9 % NaCl (w/v) gegeben. AnschlieBend wurden die Proben bei 4 °C fur
5 min stark geschuttelt. Durch Zentrifugation (5 min, 1500 g, 4 °C) wurde die Phasentrennung
unterstutzt. Die organische Losungsmittelphase wurde entnommen, unter einem
Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 100 — 200 pl Chloroform/Methanol (1:1, v/v)

aufgenommen und unter einer Argon-Schutzatmosphare bei —20 °C gelagert.

2.26 Praparation von Lipidextrakten aus Samen von A. thaliana

FUr die Praparation von Lipidextrakten aus reifen Samen von A. thaliana wurden
50 mg Samen abgewogen und in 10 ml Chloroform/Methanol (1:2, v/v) homogenisiert. Der
homogenisierte Samen wurde fur 4 h bei 4 °C stark geschiittelt. Im Anschluss daran wurden
die Zelltrimmer sedimentiert (5 min, 1500 g, 4 °C). Die Uberstande wurden abgenommen

und bis zum ndchsten Tag unter einer Argon-Atmosphare bei 4 °C aufbewahrt.

Die Zelltrummer wurden in 10 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen und
uber Nacht bei 4 °C stark geschiittelt und anschlieBend durch Zentrifugation abgetrennt
(5 min, 1500 g, 4 °C). Die resultierenden Uberstande wurden abgenommen und mit denen des
Vortags vereint. Zu den vereinigten Uberstanden wurden 4,5 ml 0,9 % NaCl (w/v) gegeben.
AnschlieRend wurden die Proben bei 4 °C fiir 5 min stark geschittelt. Durch Zentrifugation
(5min, 15009, 4°C) wurde die Phasentrennung unterstutzt. Die organische
Lésungsmittelphase wurde entnommen, unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt und anschlieend in 500 ul Chloroform/Methanol (1:1, v/v) aufgenommen und

unter einer Argon-Schutzatmosphare bei —20 °C gelagert.
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2.26.1 Préaparation von Neutrallipiden, Glykolipiden und Phospholipiden aus
Lipidextrakten

Fur die Préparation von Neutrallipiden, Glykolipiden und Phospholipiden aus
Lipidextrakten von S. cerevisiae oder A. thaliana-Samen wurden die jeweiligen Lipidextrakte
(siehe 2.25 und 2.26) unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt und in 200 —
500 pl Chloroform aufgenommen. Die Proben wurden zur Fraktionierung des Lipidextrakts
auf eine Kieselgelsdule (Strata SI-1 Silica, 55 um, 70 A, 500 mg/6 ml; Phenomenex,
Torrance, USA) geladen, die zuvor mit 5 ml Chloroform konditioniert wurde. Die Neutral-
lipide wurden mit 9 ml Chloroform von der S&ule eluiert, die Glykolipide mit 10 ml
Aceton/lsopropanol  (9:1, v/v) und zuletzt wurden die Phospholipide mit 10 ml
(Methanol/Essigséure 9:1, v/v) eluiert. Die Eluate wurden in einem Stickstoffstrom bis zur
Trockene eingeengt und in 50 — 200 pl Chloroform/Methanol (1:1, v/v) aufgenommen und bis
zur weiteren Verwendung (siehe 2.27 und 2.28) unter einer Argon-Schutzatmosphére bei
—20 °C gelagert.

2.27 Dunnschichtchromatographie

2.27.1 Dunnschichtchromatographie nicht-radioaktiv markierter Lipidextrakte

Die praparierten Lipidextrakte wurden mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie
(DC) weiter aufgetrennt. Die Dunnschichtplatten (Kieselgel 60, 10 x 20 cm oder 20 x 20 cm;
Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden Gber den Automatic TLC Sampler (ATS 4; Camag,
Muttenz, Schweiz) mit einem Aliquot der Lipide beladen. Neutrallipide wurden in
Hexan/Diethylether/Eisessig  (80:20:1, v/v/v) und  Phospholipide  wurden in
Chloroform/Methanol/Eisessig  (65:25:8, v/v/v) als Laufmittel entwickelt. Fir die
Identifizierung der verschiedenen Lipide wurde die Co-Migration von Standardlipiden ge-
nutzt. Die Visualisierung der Lipide erfolgte flr analytische Zwecke durch Inkubation in einer
CuSOQy-Lo6sung (10 g CuSO,4 x 5 H,0, 92 ml H,0, 8 ml H3PO,4) und anschliefender Erhitzung
der Dinnschichtplatte auf 170 °C. Fur préparative Zwecke wurden die Lipide im Anschluss
an die Auftrennung durch 1-Anilino-8-naphthalinsulfonat (0,2% w/v in Methanol) unter UV-
Licht (A = 365 nm und 254 nm) visualisiert. Anschlielend wurden die einzelnen Fraktionen
mit dem Kieselgel von der Dinnschichtplatte abgekratzt und direkt fur die Derivatisierung der

Fettsduren eingesetzt (siehe 2.28).
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2.27.2 Dunnschichtchromatographie radioaktiv markierter Lipidextrakte

Fur die dunnschichtchromatographische Auftrennung radioaktiv markierter Lipid-
extrakte wurden DC-Alufolien (Kieselgel 60, 20 x 20 cm; Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Das Auftragsvolumen war von der Konzentration der Lipide in der Probe
abhéngig. Fur die Identifizierung der verschiedenen Lipide wurde die Co-Migration von
Standardlipiden genutzt. Fur die Auftrennung der Lipide wurden zwei verschiedene
Laufmittel genutzt. Phospholipide wurden in Essigsauremethylester/Isopropanol/Chloroform/
Methanol/0,25 % KCI (w/v) (25/25/28/10/7, viviviviv) aufgetrennt. Nachdem die Proben eine
Laufstrecke von 7 bis 10 cm zuriickgelegt hatten, wurde die DC-Alufolie getrocknet und fir
die Auftrennung der Neutrallipide in Hexan/Diethylether/Eisessig (80/20/1, v/viv) ein
weiteres Mal entwickelt. Die Visualisierung erfolgte durch Exposition eines ,,Phosphor-

Storage-Screens® an einem ,,Fluorescent Image Analyzer (FujiFilm, Japan).

2.28 Derivatisierung von freien und veresterten Fettsduren

(Miquel und Browse, 1992)

Zur Analyse der Fettsdurezusammensetzung wurden die freien und veresterten Fett-
séuren durch saure Methanolyse in Fettsduremethylester tberfiihrt. Als Ausgangsmaterial
dienten gewaschene Zellsedimente aus Expressionskulturen (siehe 2.20) oder Lipidextrakte
(siehe 2.26). Fir die Derivatisierung der Fettsdauren wurden die Proben in 1,5 ml FAMES-
Losung aufgenommen und fir 1 h bei 80 °C in einem Wasserbad schittelnd inkubiert.
AnschlieBend wurden den auf RT abgekihlten Proben 200 pl 5 M NaCl zum Abstoppen der
Reaktion hinzugefigt. Die Extraktion der Fettsauremethylester erfolgte durch Zugabe von
2 ml n-Hexan und kraftigem Schitteln (30 s —5 min). Die organische Losungsmittelphase
wurde abgenommen und unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt. Die Fett-
sduremethylester wurden in 10 — 50 pl Acetonitril aufgenommen und unter einer Argon-

Schutzatmosphére bei —20 °C bis zur gaschromatographischen Analyse (siehe 2.29) gelagert.

FAMES-L 6sung

2,75 % (vIV) H2SO4 (95-97 %)
2 % (v/v) Dimethoxypropan
ad Methanol
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2.29 Gaschromatographie

Fettsdauremethylester (FAME) sind bei hohen Temperaturen in die Gasphase uber-
fuhrbar. Diese Eigenschaft wurde wéhrend der gaschromatographischen Trennung mit der
Agilent GC 6890 Serie (Agilent, Waldbronn, Deutschland) genutzt. Das Injektionsvolumen
war von der Konzentration der FAME in der Probe abhéngig und lag zwischen 0,2 — 1,0 pl.
Zur Bestimmung der Retentionszeiten der FAME diente ein FAME-Standardgemisch
(F.A.M.E. Mix, C4-C24; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland).

Séule: DB-23, 30 m x 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 pum
Tragergas: Helium (konstante Flussrate: 1 ml/min)
Injektion: Split-Modus, 220 °C

Temperatur-Gradient:

Rate Temperatur Dauer
150 °C 1 min
8 °C /min 200 °C 0 min
25 °C /min 250 °C 6 min
Detektor: Flammen-lonisations-Detektor (FID)
Auswertung: ChemStation-Software
Séaule: DB-23, 15 m x 0,18 mm, Filmdicke: 0,2 um
Tréagergas: Helium (konstante Flussrate: 0,8 ml/min)
Injektion: Split-Modus, 220 °C

Temperatur-Gradient

Rate Temperatur Dauer
160 °C 1 min
10 °C /min 200 °C 0 min
25 °C /min 250 °C 1,5 min
Detektor: Flammen-lonisations-Detektor (FID)
Auswertung: ChemStation-Software
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2.30 High performance liquid chromatography

2.30.1 Bestimmung von Acyl-CoA-Estern mittels HPLC

(Larson und Graham, 2001)

Die HPLC-Analysen wurden mit einem Agilent 1100 HPLC-System (Agilent,
Waldbronn, Deutschland) durchgefuhrt. Das Prinzip der auf Fluoreszenzdetektion
basierenden Methode besteht darin, dass die aus biologischen Proben gewonnenen Acyl-CoA-
Ester in fluoreszierende Acyl-etheno-CoA-Ester Uberfihrt werden. Diese werden
anschlieRend durch high performance liquid chromatography (HPLC) aufgetrennt und mittels
eines Fluoreszenzdetektors detektiert.

Zum Integrieren und Quantifizieren der Signalflichen wurde die ChemStation-Software
(Rev. A. 10.02; Agilent, Waldbronn, Deutschland) verwendet.

2.30.2 Extraktion von Acyl-CoAs

(modifiziert nach Rosendal und Knudsen, 1992)

Fur die Analyse der Acyl-CoA-Thioester aus S. cerevisiae wurden 20 ml einer
S. cerevisiae-Kultur (siehe 2.20) nach Zugabe von 2ml 6,6 M Perchlorsédure durch
Zentrifugation geerntet (5 min, 3200 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-
sediment wurde in 3 ml 10 mM Perchlorsaure gewaschen und nach erneuter Zentrifugation
bei —80 °C gelagert. Alle folgenden Schritte der Extraktion wurden unter Kithlung der Proben
auf Eis durchgefiihrt. Als interner Standard wurden Heptadecanoyl-CoA (0,05 nmol) mit-
gefuhrt. Das Zellsediment wurde mit 3 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v), 800 pl A. dest.,
5 ul internem Standard (17:0-CoA, 50 uM) und 200 mg Glasperlen versetzt. Der Zell-
aufschluss erfolgte durch extrem starkes Schitteln fir 30 min bei 4 °C. AnschlieRend wurden
1 ml Chloroform und 1 ml A. dest. hinzugegeben und die Proben erneut fir 30 s stark ge-
schuttelt. Die Phasentrennung erfolgte im nachfolgenden Zentrifugationsschritt (3200 g,
5 min, 4 °C). Nach Entnahme der Ober- und der Unterphase wurde die verbleibende Acyl-
CoA-haltige Interphase mit den Glasperlen unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene ein-
geengt. Die Extraktion der Acyl-CoA-Ester erfolgte durch Zugabe von 400 pl Extraktions-
puffer, 10 ul gesattigter Ammoniumsulfatlésung und 1,2 ml Chloroform/Methanol (1:2, v/v)
und kraftigem Schitteln fir mindestens 3 min. Die Ansatze wurden nun fur 20 min bei

Raumtemperatur inkubiert und danach fur 5 min 3200 g und 4 °C zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml Eppendorff-ReaktionsgefaR tberfiihrt, mogliche
feste Riickstiande wurden fiir 2 min bei 20000 g und 4 °C sedimentiert. Der klare, reine Uber-
stand wurde anschliefend in ein 1,5 ml Eppendorff-Reaktionsgefaly transferiert, bei 50 °C

unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt und zur Derivatisierung eingesetzt.

Extraktionspuffer

2 ml Isopropanol

2 ml KH2PO4 (50mM) pH 7,2
50 pl Essigséure

80 pl BSA (50 mg/ml, entfettet)

2.30.3 Derivatisierung von Acyl-CoAs

Fir die Derivatisierung der Adenineinheit des Coenzyms A zu den entsprechenden
Etheno-Derivaten wurden die Acyl-CoAs mit 100 — 300 pl Derivatisierungsreagenz bei 85 °C
fur 30 min inkubiert. Nachdem die Proben flr wenigstens 30 min bei 4 °C abgekiihlt wurden,
konnten diese zur HPLC-Analyse verwendet werden. Die Lagerung erfolgte bei

-20 °C.

Derivatisierungsreagenz

500 mM Chloroacetaldehyd
150 mM Citratpuffer, pH 4,0
0,5 % (w/v) SDS
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2.30.4 HPLC-Analyse von Acyl-etheno-CoA-Estern

Die Elution der Acyl-etheno-CoA-Ester von der Sdule erfolgte unter alkalischen

Bedingungen in der Gegenwart von Triethylamin unter Nutzung eines quaterndren

Pumpensystems.
Gerat: LC Agilent 1100 Serie
Séule: LUNA 150 x 2,0 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)
Vorséule: 4 x 2mm Phenylpropyl guard (Phenomenex, Aschaffenburg)
Detektor: Fluoreszenzdetektor
Anregungswellenléange: 230 nm
Emissionswellenlédnge: 420 nm
Auswertung: ChemStation-Software
Laufmittel
Laufmittel Zusammensetzung (V/v)
A 100:1 H,O: HOACc
B 90:9:1 MeCN:H,0:HOAc
C 100:0,25 H,O:TEA
D 90:10 MeCN:H,0

Durchfluss-Gradient

Zeit (min) % B % C % D Fluss (ml/min)  Druck (bar)
0 10 0 0,4 300
5 80 0 0,4 300

51 0 80 0 0,4 300
7 0 97 3 0,4 300
10 0 95 5 0,4 300
10,1 0 95 5 0,4 300
50 0 55 45 0,4 300
51,1 0 0 100 0,4 300
52 0 0 100 0,4 300
62 0 0 100 0,4 300
62,1 10 0 0 0,4 300
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2.31 LC-MS/MS

Zur Analyse der Neutrallipide (DAG und TAG) wurden die entsprechenden
Lipidextrakte 400-fach in 300:665:35 CHCI3:MetOH:300 mM NH,OAc verdinnt. Mit einer
Flussrate von ~250 nl/min wurden 8 pl in ein ,,Applied Biosystems* 3200 Hybrid-
Triplequadrupol/Lineare-lonenfalle-Massenspektrometer (MDS Sciex, Ontario, Canada)
infundiert. Die Nanoelektrospray-Analyse von positiven lonen erfolgte mit einer Chip-
gesteuerten lonenquelle (TriVersa NanoMate; Advion BioSciences, Ithaca, NY, USA) bei
einer lonisierungsspannung von 1,2 kV und einem Gasdruck von 0.1 psi. Die Neutrallipide
wurden durch Neutralverlustanalysen der Ammoniumaddukte der entsprechenden
Fettsaurereste detektiert (Schwudke et al., 2006). Diese Neutralverlustanalysen wurden in
einem Massenbereich von m/z 550 bis 950 und bei einer Kollisionsenergie von 30 V mit
Stickstoff in der Kollisionszelle, einem Entclusterungspotential von 90 bis 140 V sowie einem
Eingangspotential von 10 V durchgeflihrt. Die Fragmentionen wurden mit einer Schrittweite
von 0,2 Da und bei den Geriteeinstellungen fiir ,,low*“-Massenauflésung detektiert. Die
automatische Identifizierung der Lipidspezies und Erstellung der Lipidprofile erfolgte mit der
Software ,,LipidProfiler (MDS Sciex, Ontario, Canada; Ejsing et al., 2006).

Neutralverlustanalysen Am/z

16:0 273,3
16:1 271,3
18:0 301,3
18:1 299,3
18:2 297,3
18:3 295,3
18:4 293,3
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von Acyltransferasen mit
neuartigen Substratspezifitaten, die in Mikroalgen und Moosen an den Biosyntheseprozessen
und der Akkumulation von sehr langkettigen, mehrfach ungesattigten Fettsauren (VLCPUFA)
wie Arachidonséure, Eicosapentaensdure und Docosahexaenséure beteiligt sein kdnnten.
Besonderes Interesse galt dabei der Identifizierung und Charakterisierung von Acyl-
CoA:Lyso-Phosphatidylcholin-Acyltransferasen (LPCAT), Acyl-CoA:Diacylglycerin-
Acyltransferasen (DGAT) und Phospholipid:Diacylglycerin-Acyltransferasen (PDAT).
Acyltransferasen mit neuartigen Substratspezifitaten konnten als Bestandteil von VLCPUFA-
Biosynthesewegen in transgenen Olsaaten wie Raps oder Lein eingesetzt werden. Wahrend
die neuartigen LPCAT zu einer verbesserten Biosyntheserate von VLCPUFA beitragen
konnten, sollen spezifische DGAT und PDAT eine gesteigerte Akkumulation von VLCPUFA

in den Reservelipiden des Samens bewirken.

3.1 Auswahl der Spenderorganismen fir die Isolierung von Acyl-

transferasen

Marines Phytoplankton zeichnet sich durch eine hohe Artenvielfalt aus. Das photo-
autotrophe Plankton setzt sich hauptsachlich aus Grinalgen, Kieselalgen (Bacillariophyta),
Dinoflagellaten (Dinoflagellata) und Blaualgen (Cyanobacteria) zusammen. All diese
Gruppen bilden ihre Biomasse mithilfe der Photosynthese und Kohlendioxid als Kohlenstoff-
quelle. Aufgrund dieser elementaren Fahigkeit zur Bildung von Biomasse bildet das Phyto-
plankton die Basis der Nahrungskette in oligotrophen Gewassern. Innerhalb dieses Phyto-
planktons sind auch die kleinsten, bekannten eukaryoten Organismen anzutreffen. Zu diesen
Organismen zéhlen auch die Gattungen Mantoniella und Ostreococcus. Beide Gattungen
werden phylogenetisch den Prasinophyceae zugeordnet, einer Klasse innerhalb der zu Grin-
algen zahlenden Chlorophyta mit einem einfachen zellularen Aufbau (Chrétiennot-Dinet et
al., 1995). Vertreter dieser Gattungen wurden aus verschiedenen marinen Habitaten isoliert
(Courties et al., 1994; Diez et al., 2001; Guillou et al., 2004; Worden et al., 2004; Countway
und Caron, 2006).
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Mantoniella squamata, Ostreococcus tauri und Ostreococcus lucimarinus sind in der
Lage DHA uber den kombinierten ®6-/w3-Syntheseweg zu synthetisieren und verfiigen
demzufolge Gber die enzymatische Ausstattung zur Biosynthese dieser Fettsduren. So wurden
aus diesen Algen bereits Desaturasen und Elongasen isoliert und beschrieben, die an der
Bildung von VLCPUFA beteiligt sind (Meyer et al., 2003; Meyer et al., 2004; Domergue et
al., 2005; Hoffmann et al.,, 2008). Des Weiteren zeigte die Analyse der Fettsaure-
zusammensetzung beider Algenarten, dass der Anteil an n-3-VLCPUFA im Vergleich zu n-6-
Fettsduren stark erhoht ist und n-3-VLCPUFA vorwiegend in Glycerophospholipiden und
TAG auftreten (M. Heilmann, Dissertation). Darlber hinaus sind die Sequenzinformationen
beider Genome in offentlichen Datenbanken hinterlegt und frei zugénglich (Derelle et al.,
2006; Palenik et al., 2007). Zu den EPA-Produzenten z&hlt auch das Moos P. patens, dessen
Genom ebenfalls in Datenbanken hinterlegt und 6ffentlich zugénglich ist. Aufgrund dieser
Ausgangssituation wurden fir diese Arbeit O. tauri, O. lucimarinus und P. patens als
Spenderorganismen  fur die Isolierung und funktionale Charakterisierung von
Acyltransferasen mit neuartigen Substratspezifitdten verwendet, die mdglicherweise an der
Biosynthese von VLCPUFA und deren Akkumulation in den Reservelipiden beteiligt sein

kdnnten.

3.2 ldentifizierung und funktionale Charakterisierung von LPCAT

Acyl-CoA:Lyso-Phosphatidylcholin-Acyltransferasen  (LPCAT) katalysieren den
Austausch von Fettsauren zwischen dem zytosolischen Acyl-CoA-Pool und dem PtdCho-Pool
des ER (Stymne und Stobart, 1984). Abbadi et al. (2004) postulierten, dass der unzureichend
ablaufende Fettsdureaustausch zwischen den beiden an der VLCPUFA-Synthese beteiligten
Pools limitierend auf die Biosyntheserate von VLCPUFA in transgenen Pflanzen wirken
konnte, da die endogenen LPCAT im reifenden Samen der untersuchten transgenen Tabak-
und Leinpflanzen die intermedidren Fettsduren der VLCPUFA-Synthese nicht als Substrate
akzeptieren wirden. LPCAT aus pflanzlichen VLCPUFA produzierenden Organismen
hingegen kdnnten (ber die passenden Substratspezifitaten verfligen, mit denen der in Tabak

und Lein etablierte transgene Biosyntheseweg erweitert und vervollstandigt werden kénnte.
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3.2.1 Identifizierung von LPCAT aus VLCPUFA-produzierenden Organismen

Zur ldentifizierung mutmalilicher LPCAT aus VLCPUFA synthetisierenden
Organismen wurden Genom-Datenbanken der Mikrolagen von O. tauri, O. lucimarinus und

dem Moos P. patens durchsucht (DOE Joint-Genome Institute, http://genome.jgi-psf.org/).

Zu Beginn dieser Arbeit lagen keine Sequenzinformationen zu Genen aus eukaryoten
Organismen vor, die fir Enzyme mit LPCAT-Aktivitadt codieren. Daher wurden in einem
ersten Ansatz Gensequenzen aus der Ackerschmalwand A. thaliana als Sequenzvorlagen fiir
die Datenbanksuche verwendet, von denen bekannt war, dass sie fur Enzyme mit LPAAT-
Aktivitat codieren (Kim und Huang, 2004; Kim et al., 2005). Obwohl die Enzyme aus
A. thaliana keine Kopfgruppengruppenspezifitat fur PtdCho aufweisen, wurde angenommen,
dass LPCAT und LPAAT identische konservierte Aminoséure-Motive enthalten und daher
einer gemeinsamen Enzymfamilie angehdren konnten. Diese Annahme wurde durch die
biochemischen Eigenschaften von zwei Enzymen aus dem Fadenwurm C. elegans und der
Alge M. squamata bestatigt. CeLPAAT und MsSLPAAT sollen Lyso-PtdCho und Acyl-CoA
als Substrate verwenden kénnen (Cirpus, 2006). Diese beiden Enzyme wurden aufgrund ihrer
Homologie zu einer LPAAT aus der Maus Mus musculus identifiziert. In vitro-Studien
zeigten flr diese MMLPAAT eine spezifische Acylierung von Lyso-PtdOH mit Arachidonyl-
CoA (20:4n-6-CoA; Kume und Shimizu, 1997). Die Datenbanksuche mit den Sequenzen
AtLPAATL bis AtLPAATS5, CeLPAAT und MsLPAAT als Vorlagen ergaben als Ergebnisse
jeweils ein homologes Protein aus O. lucimarinus (OILPAAT), O. tauri (OtLPAAT)und
P. patens (PpLPAAT; siehe Abb. 8).

Im Laufe der Arbeiten zur Identifizierung von LPCAT aus VLCPUFA-
akkumulierenden Organismen wurde die LPCAT ALE1l aus der Hefe S. cerevisiae be-
schrieben, bei der zweifelsfrei eine Kopfgruppenspezifitat fur PtdCho vorliegt (Benghezal et
al., 2007; Chen et al., 2007; Jain et al., 2007; Riekhof et al., 2007a; Riekhof et al., 2007b;
Tamaki et al., 2007). Zusétzlich handelt es sich bei Alelp um ein Protein, das keine aus-
gepréagte Sequenzhomologie zu MMLPAAT zeigt. Basierend auf der Sequenzinformation der
LPCAT aus S. cerevisiae wurden in entsprechenden Datenbanksuchen drei mutmaRliche
LPCAT aus P. patens (PpLPCAT1-3), zwei aus A.thaliana (AtLPCAT1 und AtLPCAT?2)
und jeweils eine LPCAT aus O. lucimarinus (OILPCAT) und O.tauri (OtLPCAT)
identifiziert (siehe Abb. 8).

84



3. Ergebnisse

Vertreter dieser Enzymfamilie sind in vielen eukaryoten Organismen, wie Hefen,
Invertebraten, Pflanzen und Tieren zu finden. Sie gehdren einer gemeinsamen Superfamilie
an, den sogenannten membranstandigen-O-Acyltransferasen (membrane-bound O-acyl
transferases, MBOAT), die ein breites Spektrum verschiedener Acyltransferasen umfassen.
Neben LPCAT gehdren dieser Superfamilie auch Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen
(DGAT),  Acyl-CoA:Cholesterin-Acyltransferasen ~ (ACAT),  Acyl-CoA:Sterin-Acyl-
transferasen (ASAT) oder Wachs-Synthasen an (Hofmann, 2000). AulRer einem konservierten
Histidin-Rest innerhalb eines relativ grolRen hydrophoben Aminosduresequenzabschnitts
existieren keine besonders stark ausgepragten Aminosauresequenz-Homologien innerhalb der
MBOAT-Superfamilie. Die gemeinsame katalytische Aktivitat der Enzymfamilie besteht in
dem Transfer organische Sauren auf Hydroxylgruppen membransténdiger Akzeptoren.

Abb. 8 Phylogramm der
5 LPAAT und LPCAT aus
a Pflanzen, Hefen, Invertebraten
s und Saugern.

Das Phylogramm zeigt neben
bereits funktional identifizierten
Enzymen auch die in dieser
Arbeit identifizierten mdoglichen
LPAAT und LPCAT sowie
einige funktional noch nicht
AtLPAATL charakterisierte Enzyme, deren
Sequenzen aus Vverschiedenen
genomischen Datenbanken ent-
nommen wurden und aufgrund
ihrer ~ Ahnlichkeit zu  den
LPAAT- und LPCAT-Proteinen

Atlpgy, dem Phylogramm hinzugefigt
< wurden. Griun hinterlegt ist die
SN LPAAT/LPCAT-Familie, die
S <1 den gelb hinterlegten LPCAT
ALLPAATS & P\\:\’c“’~ der MBOAT-Superfamilie ge-
?s& Yo ag geniiberstenen. Die Genbank-
§3 g‘%oo Ary Identifikationsnummern sind im
3 S Anhang 7 aufgefiihrt. Details zur
o Y;\ E Berechnung und Erstellung des
j s - Phylogramms kdnnen dem Ab-
= schnitt 2.4 enthommen werden.

(&)

o1 Die Skala gibt einen Sequenz-
unterschied von 10 % wieder
(number of replacement).
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Das in Abb. 8 dargestellte Phylogramm wurde aus einem Aminoséuresequenz-
Alignment LPAAT- und LPCAT-&hnlicher Proteine berechnet. Die LPCAT aus Hefe bildet
zusammen mit den Homologen aus Invertebraten, S&ugern und Pflanzen eine
monophyletische Gruppe (gelb hinterlegt). Diese Gruppe teilt sich auf, wobei die pflanzlichen
LPCAT und die LPCAT aus S&ugern und Invertebraten jeweils eine eigene Subfamilie bilden.

Die LPCAT aus Hefe gruppiert zwischen den beiden Subfamilien.

Den LPCAT der MBOAT-Superfamilie steht die LPAAT/LPCAT-Familie der
Invertebraten, S&ugern und Pflanzen gegentber (grin hinterlegt). Zwischen beiden
Enzymfamilien besteht keine erkennbare Sequenzhomologie. Innerhalb der LPAAT/LPCAT-
Familie teilen sich die Sequenzen ebenfalls auf; in pflanzliche am ER lokalisierte LPAAT
(ATLPAAT?2 bis 5), in plastidare LPAAT aus Algen, Moos und A. thaliana sowie die
LPAAT/LPCAT aus Saugern und Invertebraten.

3.2.2 Sequenzanalyse der LPAAT-Homologen aus Mikroalgen und Moos

Aus dem Moos P.patens sowie aus den beiden Mikroalgen O.tauri und
O. lucimarinus wurden insgesamt drei offene Leserahmen mit hoher Sequenzhomologie zu
MsLPAAT und AtLPAATL bei der Datenbanksuche identifiziert. Der offene Leserahmen der
maoglichen PpLPAAT hat eine L&nge von 1119 bp, welcher fir ein Polypeptid von
372 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 40,5 kDa codiert. Die offenen Lese-
rahmen der beiden moglichen LPAAT OtLPAAT und OILPAAT haben je einer Lange von
645 bp, die jeweils flr ein Polypeptid von 214 Aminosauren codieren. Mit einem Molekular-
gewicht von 23,8 kDa bzw. 24,1 kDa unterscheiden sie sich deutlich von PpLPAAT.

Eine bioinformatische Analyse der Polypeptidsequenzen ergibt fur PpLPAAT
Hinweise auf eine N-terminal gelegene Signalsequenz fur die Lokalisierung in Chloroplasten
oder Mitochondrien (WoLF PSORT; Horton et al., 2007). Dagegen wird fir MsLPAAT,
OtLPAAT und OILPAAT eine Lokalisierung im Cytoplasma vorhergesagt. Allerdings sind
letztere VVorhersagen nur unter Vorbehalt zulassig, da LPAAT als membranstandige Enzyme
gelten und bislang keine verlasslichen Methoden fur Vorhersage der Lokalisation von

Membranproteinen existieren.
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Abb. 9 zeigt einen Vergleich der Aminoséuresequenzen der drei moglichen LPAAT
mit den bereits identifizierten AtLPAAT1, CeLPAAT und Slclp. Die dargestellten Proteine
dieser Enzymfamilie weisen eine relativ hohe Ahnlichkeit zueinander auf, dies gilt
inshesondere innerhalb der pflanzlichen Vertreter dieser Familie. Diese Ahnlichkeit zeigt sich
vor allem anhand mehrerer konservierter Bereiche, die sich Uber die gesamte Aminosaure-
sequenz erstrecken. Lediglich im N- und C-terminalen Bereich sind die Sequenzen weniger
stark konserviert. Die hochsten Ubereinstimmungen weisen OtLPAAT und OILPAAT mit
84 % ldentitat auf. Die MSLPAAT der nah verwandten Alge M. squamata weist mit 66 %
bzw. 63 % ldentitdt zu OtLPAAT und OILPAAT ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung auf.
PpLPAAT zeigt die hochste Ubereinstimmung mit 60 % zu MsLPAAT. PpLPAAT,
OtLPAAT und OILPAAT haben zu der bekannten plastidaren AtLPAAT1 Identitatswerte
zwischen 41 % und 50 %. Diese relativ hohe Ubereinstimmung ist insofern interessant, als
AtLPAATL eine essenzielle Funktion wéhrend der Embryogenese zugeschrieben wird. Es
wurde beobachtet, dass homozygote A.thaliana LPAAT1-Mutanten keinen normal
entwickelten Samen ausbilden, da die Embryogenese bereits in einer sehr friihen Phase (Herz-
Torpedo-Stadium) zum Stillstand kommt (Kim und Huang, 2004).

LPAAT weisen mindestens vier charakteristische, hochkonservierte Aminosdure-
Motive auf, die als Bestandteil des katalytischen Zentrums fiir die Funktion der Enzyme
essenziell sind und in Bakterien, Hefen, Pflanzen und Tieren anzutreffen sind (Heath und
Rock, 1998; Lewin et al., 1999; Kim und Huang, 2004). Die identifizierten, méglichen
LPAAT aus O. lucimarinus, O. tauri und P. patens besitzen ebenfalls diese fur LPAAT
charakteristischen Sequenzen. In Abb. 9 sind diese hochkonservierten Aminoséure-Motive
dargestellt (schwarze Balken 1 bis 1V). Wahrend die beiden Motive NHXSXXD und FPEGTR
(Iund 11'in Abb. 9) charakteristisch fiir die gesamte LPAAT/LPCAT-Familie sind, scheinen
die konservierten Bereiche 111 und IV dagegen nur bei wenigen Proteinen der
LPAAT/LPCAT-Familie aufzutreten.

87



3. Ergebnisse
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Abb. 9 Vergleich der Aminosauresequenzen von verschiedenen Vertretern der LPAAT/LPCAT-Familie.

Vergleich der Aminosauresequenzen der LPAAT-Homologen aus O. tauri, O. lucimarinus und P. patens mit
bekannten LPAAT aus A.thaliana, S. cerevisiae, C.elegans und M. squamata. Das Alignment zeigt fir
PpLPAAT, AtLPAAT1 und Slclp nicht die vollstdndigen Aminosduresequenzen, sondern nur die Bereiche mit
ausgepragter Ahnlichkeit zu den anderen LPAAT. Die konservierten Bereiche der LPAAT/LPCAT-Familie mit
den charakteristischen Sequenzmotiven sind durch schwarze Balken gekennzeichnet (I, I, 111 und IV).
Hochkonservierte Aminosduren sind unterhalb des Alignments dargestellt. Das Alignment wurde mit dem
Programm VecorNTI® Suite v10.0 errechnet und das Abbild wurde durch das Programm Boxshade 3.21 erzeugt.
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3.2.3 Versuche zur funktionalen Charakterisierung der LPAAT-Homologen aus

M. squamata und P. patens

Die Aufklarung einer Genfunktion kann prinzipiell auf verschiedenen Wegen
erfolgen. Zum einen besteht die Mdglichkeit des partiellen oder vollstdndigen Ausschaltens
des zu untersuchenden Gens in dem Organismus, in dem das Gen identifiziert wurde. Der
Vergleich des Phanotyps von Wildtyp und dem mutierten Organismus liefert Hinweise auf die
stoffwechselphysiologische Funktion des Gens. Eine weitere Maoglichkeit stellt die
funktionale Expression eines Gens in einem heterologen System dar. Durch die Analysen der
resultierenden Phanotypen in den transgenen Organismen konnen Rickschlisse auf die
Funktion des Gens im Ursprungsorganismus gezogen werden. Fir die heterologe Expression
von Genen, deren Genprodukte als Reaktionsumgebung das eukaryote Endomembransystem
bendtigen, ist der Hefestamm S. cerevisiae besonders gut geeignet. Enzyme, die am Lipid-
Stoffwechsel beteiligt sind, lassen sich in Hefen aus mindestens zwei Griinden besonders gut
untersuchen. Zum einen lasst sich die Fettsdurezusammensetzung von S. cerevisiae leicht
modifizieren. Hefe ist in der Lage exogene Fettsduren aus dem Nahrmedium aufzunehmen,
sie in den Lipid-Stoffwechsel zu integrieren und diese exogenen Fettsauren in seine Lipide zu
inkorporieren. Solche exogenen Fettsduren kénnen den zu untersuchenden Enzymen als
maogliche Substrate oder Substratvorstufen dienen. Ein zweiter Grund besteht in dem relativ
schlichten Fettsauremuster der Hefe. Die endogenen Fettsauren der Hefe setzen sich lediglich
aus den gesattigten Fettsduren Palmitin- und Stearinsaure bzw. den einfach ungeséattigten
Fettsauren Palmitolein- und Olséure zusammen, so dass sich die exogen zugefiihrten
Fettsdauren, wie LCPUFA und VLCPUFA, leicht von den hefeeigenen Fettsduren
unterscheiden lassen. Fir die funktionale Charakterisierung von Genen im Rahmen dieser

Arbeit wurden die dargestellten Mdglichkeiten miteinander kombiniert.

Nach der Identifizierung von geeigneten Kandidatengenen aus VLCPUFA-
produzierenden Organismen in den Datenbanken wurden deren Homologe aus dem Genom
von S. cerevisiae entfernt bzw. vorhandene Deletionsmutanten der Euroscarf-Kollektion
(Frankfurt, Deutschland) bezogen. AnschlieBend wurden deren biochemische Phanotypen
charakterisiert. Die heterologe Expression der Kandidatengene aus pflanzlichen VLCPUFA-
produzierenden Organismen in den Hefe-Deletionsmutanten sollte den beobachteten Stoff-
wechseldefekt kompensieren konnen, um Hinweise auf die stoffwechselphysiologische

Funktion im Ursprungsorganismus zu erhalten.
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Uber die weitere biochemische Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften
sollte eine Bewertung hinsichtlich der Eignung der Kandidatengene flir die Beteiligung an der
VLCPUFA-Biosynthese in htheren Pflanzen erfolgen.

Zur funktionalen Charakterisierung von MSLPAAT und PpLPAAT wurden deren
cDNA-Sequenzen jeweils stromabwaérts eines Galaktose-induzierbaren Promotors des Hefe-
Expressionsvektors pESC-URA kloniert. Die A6-Desaturase PtA6 und die A6-Elongase PSE1
wurden zusammen in den Hefe-Expressionsvektor pESC-LEU Kkloniert; ebenfalls unter
Kontrolle je eines Galaktose-induzierbaren Promotors.

3.2.3.1 Funktionale Charakterisierung der LPAAT-Homologen in S. cerevisiae

Zur ldentifizierung der Funktionen der LPAAT-Homologen MsLPAAT aus
M. squamata und PpLPAAT aus P.patens wurden die cDNA-Sequenzen jeweils in
S. cerevisiae exprimiert. Hierfiir wurden die Hefen entweder mit dem Leervektor pESC-URA
oder eines der Expressionskonstrukte pESC-URA-PpLPAAT oder pESC-URA-MsLPAAT
transformiert. Zusétzlich wurden dieselben Hefen mit dem Expressionskonstrukt pESC-LEU-
PtA6-PSE1 transformiert. Durch diese Cotransformation der pESC-URA- und pESC-LEU-
Expressionskonstrukte sollten transgene Hefen erzeugt werden, die in der Lage sind,
VLCPUFA zu synthetisieren. Der Vergleich der Fettséureprofile von transgenen Hefen, die
das Expressionskonstrukt pESC-LEU-PtA6-PSE1 und den Leervektor pESC-URA enthielten,
mit den Hefen, die neben dem Expressionskonstrukt pESC-LEU-PtA6-PSE1 zusétzlich eines
der LPAAT-Kandidatengene trugen, sollte die vermutete Beteiligung der MsLPAAT bzw.
PpLPAAT am VLCPUFA-Stoffwechsel darstellen.

VVon besonderem Interesse ist dabei, ob die LPPAT-Aktivitat das Zusammenspiel der
Aktivitaten der A6-Desaturase PtA6 aus P. tricornutum (Domergue et al., 2002) und der A6-
Elongase PSE1 aus P. patens (Zank et al., 2002) verbessern kann. Die fir diese Versuche
gewdhlte A6-Desaturase nutzt an PtdCho gebundene Fettsduren als Substrate und die
gewidhlte A6-Elongase nutzt an CoA gebundene Fettséuren als Substrate (Domergue et al.,
2003). Beide Enzyme haben insofern aufeinander abgestimmte Substratspezifitaten, als die
A6-Desaturase und die A6-Elongase nur geringfligig um das Substrat konkurrieren und die
A6-Desaturase das bevorzugte Substrat der A6-Elongase produziert. Damit die A6-Elongase
ausreichend mit Substrat versorgt wird, muss folglich ein effizienter Transfer des an PtdCho

gebildeten Substrates auf CoA erfolgen.
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Aus dem Genom des verwendeten Hefestamms wurde das SLC1-Gen entfernt, das
vermutlich auch fir diesen Transfer verantwortlich sein konnte und eine hohe Homologie zu
MsLPAAT und PpLPAAT aufweist (Nagiec et al., 1993). Somit sollte ein mutmallicher
Phéanotyp des SLC1-defizienten Hefestamms durch die heterologe Expression von MSLPAAT
oder PpLPAAT kompensiert werden. Der Hefestamm BY4741 wurde mit dem
Expressionskonstrukt pESC-LEU-PtA6-PSE1 und dem Leervektor pESC-URA transformiert.
Die Deletionsmutante BY4741 slc1A wurde mit dem Expressionskonstrukt pESC-LEU-PtA6-
PSE1 und pESC-URA-MsLPAAT oder pESC-URA-PpLPAAT oder pESC-URA als
Leervektor-Kontrolle transformiert. Nach der Transformation wurden die transgenen Hefen in
Selektionsmedium kultiviert und die Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (2.20).
Zu diesem Zeitpunkt erfolgte auch die Applikation von 18:2n-6. Diese Fettsaure stellt das
Substrat der Desaturase PtA6 dar, das zu dem bevorzugten Substrat 18:3n-6 der Elongase
PSE1 desaturiert wird. Die Expression erfolgte fur 48 h bei 22 °C. Weder die Applikation von
18:2n-6 noch die Uberexpression der drei Gene flihrten zu einer Veranderung des
Wachstumsverhaltens der transgenen Hefen. Die Ernte der Hefezellen und die Derivatisierung
der Fettsduren wurden wie in den Abschnitten 2.20 und 2.28 beschrieben durchgefihrt. In
Abb. 10 und Abb. 11 sind Ausschnitte der Fettsdureprofile von transgenen Hefekulturen nach
Coexpression von MsLPAAT bzw. PpLPAAT mit PtA6 und PSE1 in Gegenwart von 250 uM
18:2n-6 dargestellt. Die abgebildeten Gaschromatogramme zeigen neben den hefeeigenen
geséttigten und einfach ungeséttigten Fettsduren 18:0, 18:1n-9, 18:1n-7, dass grofle Mengen
der exogen applizierten Fettsdure 18:2n-6 von den Hefezellen aufgenommen wurden.
Exogene Fettsduren werden von den Hefezellen nach der Aufnahme sofort auf CoA
Ubertragen. In dieser aktivierten Form sind sie dem Lipid-Stoffwechsel der Hefe zuganglich.
Der Anteil der hefeeigenen Fettsdaure 18:1n-7 am Gesamtfettsduregehalt der
Expressionskulturen war aufgrund der PSE1-Aktivitat leicht erhdht. PSEL besitzt keine
ausgepragte Substratspezifitét, die sich auf eine einzelne C16- oder C18-Fettsdure beschrénkt.
Das Enzym akzeptiert verschiedene C16- und C18-Fettséduren als Substrate, allerdings mit
stark unterschiedlicher Affinitat. Im Allgemeinen werden die C18-Fettsauren mit einer
Doppelbindung in der A6-Position gegeniiber den anderen geséttigten und ungeséttigten C16-
und C18-Fettsduren deutlich bevorzugt als Substrate verwendet (Zank et al., 2002). In den
Fettsaureprofilen waren aulRerdem das Desaturaseprodukt 18:3n-6 und die Elongaseprodukte
20:2n-6 und 20:3n-6 zu erkennen. 20:2n-6 entstand als Nebenprodukt durch die direkte
Elongation der applizierten Fettsaure 18:2n-6 durch PSE1.
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PSE1 besitzt ein breites Fettsauresubstrat-Spektrum, weist allerdings auch eine
Fettsauresubstrat-Selektivitat fur 18:3n-6 und 18:4n-3 auf (Zank et al., 2002). 20:3n-6
hingegen konnte nur aus dem Desaturaseprodukt 18:3n-6 entstehen, nachdem 18:3n-6 von
PtdCho, dem Reaktionspartner der Desaturase, auf CoA, dem Reaktionspartner der Elongase
ubertragen wurde. In Abb. 10 und Abb. 11 ist die katalytische Effizienz der beteiligten
Enzyme in den verschiedenen Expressionskulturen dargestellt. Die Werte bilden den
prozentualen Anteil des Substrats ab, der durch die enzymatische Aktivitdt eines Enzyms
umgesetzt wurde. Der Umsatz der exogenen Fettsaure 18:2n-6 erfolgte unabhéngig vom
Genotyp des Expressionswirts in allen Kulturen mit vergleichbarer Effizienz. In den
Expressionskulturen der Versuche in Abb. 10 lag die Umsetzung von 18:2n-6 im Wildtyp bei
etwa 13 % und in der slc1A-Mutante bei 11 %. Die Elongationseffizienz von 18:2n-6 lag im
Wildtyp mit 7,5 % unterhalb der entsprechenden Werte der slc1A-Mutante mit 11 % fir
Kulturen mit der Leervektor-Kontrolle pESC-URA und 11 % mit dem Expressionskonstrukt
pESC-URA-MsLPAAT. Unterschiede in den Elongationseffizienzen waren hingegen fur die
Fettsdure 18:3n-6 zu beobachten. Wahrend in den Kulturen des Wildtyps 18:3n-6 zu 34 %
umgesetzt wurde, erreichte die Elongation von 18:3n-6 in den Kulturen der slc1A-Mutante
einen geringeren Wert von 24 %. Die geringere Elongation von 18:3n-6 zu 20:3n-6 durch die
A6-Elongase PSE1 in Abwesenheit von SLC1 kdnnte einen ineffizienteren Transfer der
Fettsaure 18:3n-6 von PtdCho auf CoA widerspiegeln. Durch den resultierenden, niedrigeren
Anteil von 18:3n-6 im CoA-Pool steht der A6-Elongse PSE1 weniger Substrat zur Verfiigung.
Die Expression von MsLPAAT schien keinen Einfluss auf die Elongation von

18:3n-6 zu haben, da in diesen Kulturen die Elongationseffizienz ebenfalls bei 24 % lag.

Eine vergleichbare Situation ergab die Analyse des Fettsaureprofils nach heterologer
Expression von PpLPAAT (Abb. 11). Wahrend die Elongationseffizienz von 18:3n-6 im
Wildtyp 48 % betrug, lagen die entsprechenden Werte der slc1A-Mutante fur Kulturen mit der
Leervektor-Kontrolle pESC-URA bei 36 % und mit dem Expressionskonstrukt pESC-URA-
MsLPAAT bei 34 %. Fur die Ubrigen enzymatischen Reaktionen, die bei diesem
Versuchsaufbau betrachtet wurden, ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
im Fettsaureprofil nach Expression von PpLPAAT im Vergleich zu den SLC1-defizienten
Hefekulturen mit dem Leervektor pESC-URA als Kontrolle. Bei den in Abb. 11 gezeigten
Daten handelt es sich nicht um die Expression des kompletten offenen Leserahmen von
PpLPAAT, sondern um eine N-terminal verkirzte Variante, die ein im offenen Leserahmen
von PpLPAAT naturlich vorkommendes ATG-Triplett als Start-Codon nutzt.
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Die Position dieses fir das Experiment genutzten, mutmaRlich artifiziellen, initialen
Methionins ist in Abb. 9 durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die relative Position dieses
Methionins innerhalb des in Abb. 9 gezeigten Aminosdure-Sequenzalignments stimmt mit den
relativen Positionen der initialen Methionine von MsLPAAT, OtLPAAT und OILPAAT
sowie der relativen Position eines internen Methionins von AtLPAATL1 uberein. Wie in
Abschnitt  3.2.2 dargestellt, enthdlt PpLPAAT vermutlich ein N-terminal gelegenes
Signalsequenz fiir die Lokalisierung in Chloroplasten oder Mitochondrien, das sich
stromaufwarts des in Abb. 9 durch einen Pfeil gekennzeichneten Methionins befindet. Die in
einem weiteren Experiment durchgefliihrte heterologe Expression des gesamten offenen
Leserahmens von PpLPAAT fiihrte ebenfalls nicht zu einer Steigerung der
Elongationseffizienz von 18:3n-6 (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend gilt: Durch die heterologe Expression in Hefe ergaben sich fur die
beiden Kandidatengene MsSLPAAT und PpLPAAT keine Hinweise fiir einen positiven
Einfluss auf die VLCPUFA-Syntheseleistung. Mdglicherweise besitzen diese Enzyme eine
reine LPAAT-AKktivitat, d.h., sie kdnnten in den Ursprungsorganismen ausschlief3lich an der
Synthese von PtdOH beteiligt sein. LPAAT-Aktivitaten konnten jedoch durchaus zu einer
gesteigerten Akkumulation definierter Fettsauren Samendl beitragen, indem sie als Teil der
TAG-Synthese entlang des Kennedy-Weges solche Fettsauren vermehrt aus dem CoA-Pool
entnehmen und diese auf Lyso-PtdOH transferieren. Aus dem so gebildeten PtdOH kdnnte
TAG entstehen, das an der sn-2-Position mit einer definierten Fettsdure angereichert ist. Da
im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch eine Enzymaktivitat gesucht wurde, die am
Fettsdureaustausch zwischen CoA-Pool und PtdCho-Pool beteiligt sein sollte, wurde die
Darstellung der tatséachlichen Funktionen von MsLPAAT und PpLPAAT zugunsten der

weiteren Problemstellungen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.
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Abb. 10 Heterologe Expression der MSLPAAT in S. cerevisiae.

Die MsLPAAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSE1 in Gegenwart von 250 uM
18:2n-6 in S. cerevisiae exprimiert. Die Hefen wurden fur 48 h bei 22 °C kultiviert. (A) BY4741 mit der
Leervektor-Kontrolle pESC-URA (B) BY4741slcl1A mit der Leervektor-Kontrolle pESC-URA (C)
BY4741slcl1A  mit dem  Expressionskonstrukt  pESC-URA-MsLPAAT. Die Elongations- und
Desaturierungseffizienz (Umsetzung %) wurde aus den prozentualen Anteilen der jeweiligen Fettsdure als
(100 x Produkt)/(Produkt + Edukt) berechnet. Die Mittelwerte mit Standardabweichungen (links) und die
Fettsaureprofile (rechts) représentierten die Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 11 Heterologe Expression der PPLPAAT in S. cerevisiae.

Die PpLPAAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSE1 in Gegenwart von 250 pM
18:2n-6 in S. cerevisiae exprimiert. Die Hefen wurden fiur 48 h bei 22 °C kultiviert. (A) BY4741 mit der
Leervektor-Kontrolle pESC-URA (B) BY4741slcl1A mit der Leervektor-Kontrolle pESC-URA (C)
BY4741slcl1A  mit dem  Expressionskonstrukt  pESC-URA-PpLPAAT. Die Elongations- und
Desaturierungseffizienz (Umsetzung %) wurde aus den prozentualen Anteilen der jeweiligen Fettsdure als
(100 x Produkt)/(Produkt + Edukt) berechnet. Die Mittelwerte mit Standardabweichungen (links) und die
Fettsaureprofile (rechts) représentierten die Ergebnisse von drei unabhé&ngigen Experimenten.
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3.2.4 Sequenzanalyse der LPCAT aus O. lucimarinus

Der aus der Datenbanksuche erhaltene offene Leserahmen der OILPCAT mit 1209 bp
codiert flr ein Protein mit 402 Aminosauren. Daraus ergibt sich ein Molekulargewicht von
45,1 kDa. Die Aminosauresequenz von OILPCAT weist mit 68 % die hochste Identitat zu
einer bisher nicht charakterisierten LPCAT aus der nah verwandten Mikroalge O. tauri auf.
Ungleich niedrigere Identitdten bestehen zu den bereits charakterisierten LPCAT aus
S. cerevisiae und A. thaliana (Riekhof et al., 2007b; Stahl et al., 2008). Zu Alelp besteht eine
Identitat von 25 %, zu AtLPCAT1 und AtLPCAT2 bestehen Aminosdure-ldentitdten von
33 % bzw. 32 %. Zu den ebenfalls bei der Datenbanksuche identifizierten, mutmafBlichen
LPCATI bis Il aus P.patens bestehen Aminosauresequenz-ldentitdten von 32 % fur
PpLPCATI und 34 % zu PpLPCATII und IlI. Ein Vergleich der Aminoséuresequenzen von
OILPCAT mit den Sequenzen aus O. tauri, A.thaliana, P. patens und S. cerevisiae ist in
Abb. 12 dargestellt. Vertreter der MBOAT-Familie weisen zwei charakteristische, hoch-
konservierte Aminosduren auf. Die erste hochkonservierte Position besteht entweder aus
einem Histidin- oder Asparagin-Aminosédurerest und die zweite Position stets aus einem
Histidin-Aminosdurerest, der inmitten eines langeren hydrophoben Bereichs innerhalb der
Polypeptidkette liegt. Bei den untersuchten pflanzlichen LPCAT ist die erste hochkonservierte
Position mit der Aminoséure Asparagin besetzt. Diese beiden hochkonservierten Amino-
séuren werden als mogliche essenzielle Bestandteile des katalytischen Zentrums angesehen
(Hofmann, 2000). AuBerdem sind die in Abb. 12 dargestellten LPCAT-Homologen
vermutlich am ER lokalisiert. Die Konzentration der basischen Aminoséurereste Lysin und
Arginin am C-terminalen Ende mit den Konsensussequenzen KKXX, RKXX oder KXKXX
sind in allen dargestellten Proteinen vertreten. Diese C-terminalen Konsensussequenzen
fungieren als typische ER-Retentionssignale von Membranproteinen (Shin et al., 1991;
Teasdale und Jackson, 1996). Eine Hydropathieanalyse der ER-lokalisierten, membran-
standigen LPCAT ist in Abb. 13 dargestellt. Im Hydropathie-Profil sind die typischen hydro-
phoben Bereiche der untersuchten LPCAT aus der MBOAT-Superfamilie zu erkennen.
Hierbei liegen im N- und C-terminalen Bereich vier hydrophobe, transmembrane Bereiche (1,
I, 111 und IV; schwarze Balken) und im mittleren Bereich des Proteins vermutlich zwei
hydrophobe, periphere Membranbereiche (i, ii und iii; graue Balken) vor. Besonders deutlich
ist der fur MBOAT charakteristische, lange hydrophobe Abschnitt zu erkennen, in dem Teile

des katalytischen Zentrums vermutet werden (Hofmann, 2000).
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Abb. 12 Vergleich der Aminosauresequenzen von verschiedenen Vertretern der LPCAT-Familie.

Vergleich der Aminosauresequenzen der LPCAT-Homologen aus O. tauri, O. lucimarinus und P. patens mit
bekannten LPCAT aus A. thaliana und S. cerevisiae. Es ist ein C-terminal verkirzter Ausschnitt von Alelp
dargestellt. Durch Sternchen sind Aminoséuren gekennzeichnet, die im katalytisch aktiven Zentrum vermutet
werden. Die C-terminalen ER-Retentionssignale sind schwarz umrandet. Hochkonservierte Aminosauren sind
unterhalb des Alignments dargestellt. Das Alignment wurde mit dem Programm VecorNTI® Suite v10.0
errechnet und das Abbild wurde durch das Programm Boxshade 3.21 erzeugt.
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Abb. 13 Hydropathieanalyse der LPCAT
aus O. lucimarinus.

Die mit rdmischen Zahlen versehenen
schwarzen Balken kennzeichnen potenzielle
transmembrane Helices (I bis V). Potenzielle
periphere Membranbereiche wurden mit grauen
Balken in das Profil eingezeichnet und mit i bis
iii gekennzeichnet. His, hochkonservierter
Histidinrest. Das Hydropathie-Profil wurde mit
Hilfe des Programms ProtScale berechnet
(Gasteiger etal.,, 2005); die Vorhersage der
transmembranen Bereiche erfolgte durch das
Programm TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMMY/).
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3.2.5 Versuche zur funktionalen Charakterisierung der LPCAT aus O. lucimarinus

Zur funktionalen Charakterisierung der OILPCAT wurden Expressionsexperimente in
S. cerevisiae durchgefiihrt. Der hierbei verwendete Versuchsaufbau entspricht prinzipiell dem
in Abschnitt 3.2.3.1 geschilderten Ansatz. Anstelle der Deletionsmutante BY4741 slc1A
wurde fir die im Folgenden geschilderten Versuche die Deletionsmutante BY4741 alelA
verwendet. ALEL1 ist die hefeeigene LPCAT mit einer relativ hohen Homologie zu OILPCAT
(siehe 3.2.4 und Riekhof et al., 2007b). Fir die Expressionsstudien wurde die cDNA-Sequenz
der OILPCAT stromabwarts eines Galaktose-induzierbaren Promotors des Hefe-Expressions-
vektors pYES2/CT kloniert. Daruber hinaus wurde der offene Leserahmen der OILPCAT als
synthetisches Gen von der Firma GenScript (Piscataway, NJ, USA) bezogen. Der synthetische
offene Leserahmen wurde anschlielend in den Hefe-Expressionsvektor pYES2/CT unter

Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors kloniert.

Zur Darstellung der enzymatischen Funktion der OILPCAT wurden Coexpressionen
mit einer pflanzliche Acyl-Lipid-Desaturase und einer pflanzlichen Elongase durchgefiihrt.
Dazu wurden die A6-Desaturase PtA6 und die A6-Elongase PSE1 ebenfalls unter Kontrolle je
eines Galaktose-induzierbaren Promotors zusammen in den Hefe-Expressionsvektor pESC-
LEU Kkloniert. Fir die homologe Komplementation der alelA-Mutanten wurde ein
Expressionskonstrukt verwendet, das den offenen Leserahmen von ALE1 stromabwarts eines
Galaktose-induzierbaren  Promotors enthalt. Dieses  Expressionskonstrukt — wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. UIf Stahl (Department of Plant Biology, Swedish University

of Agricultural Sciences, Uppsala, Sweden) zur Verfugung gestellt.

3.2.5.1 Analyse der Proteinmenge von OILPCAT in S. cerevisiae

In einem ersten Ansatz zur funktionalen Charakterisierung der OILPCAT sollte Gber-
priift werden, ob der Expressionswirt S. cerevisiae fur die heterologe Expression des Gens aus
O. lucimarinus geeignet ist. Dazu wurde mittels des graphical codon usage analysers 2.0
(http://gcua.schoedl.de/; Fuhrmann et al., 2004) der Codongebrauch von O. lucimarinus und
S. cerevisiae miteinander verglichen. Anhand des offenen Leserahmens von OILPCAT wurde
gezeigt, dass O. lucimarinus und S. cerevisiae eine stark unterschiedliche Codonpréferenz

aufweisen.
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Da die Adaption des Codongebrauchs eines Fremdgens an den Codongebrauch von
S. cerevisiae fur eine erfolgreiche heterologe Expression zwingend erforderlich sein kann
(Bennetzen und Hall, 1982; Hoekema et al., 1987), wurde der offene Leserahmen der
OILPCAT als synthetisches Gen mit einem fiir die heterologe Expression in S. cerevisiae
optimierten Codongebrauch von der Firma GenScript (Piscataway, NJ, USA) bezogen.

Um die Proteinmengen von OILPCAT in S. cerevisiae zu analysieren, wurden die
native und die optimierte DNA-Sequenz von OILPCAT in einen Leserahmen mit dem Vs-
Epitop des pYES2/CT-Vektors kloniert. Die so erstellten Expressionskonstrukte wurden fur
die Transformation des Hefestamms BY4741 alelA eingesetzt. Die mit dem
Expressionsvektor pYES2/CT transformierten Hefen BY4741 und BY4741 alelA stellten
hierbei die Leervektor-Kontrollen dar. Die Expression erfolgte fir 20 h bei 30 °C. Die
Uberexpression der Gene flihrte zu keiner Veranderung des Wachstumsverhaltens der
transgenen Hefen. Der Zellaufschluss, die Préparation der Proteine im Anschluss an die
Expression sowie der Western-Blot und die Immundetektion der Proteine wurden, wie in
Abschnitt 2.22 beschrieben, durchgefiihrt. Die Proteine wurden mittels eines Vs-Antikorpers,
der spezifisch das C-terminale Vs-Epitop detektiert, nachgewiesen (Abb. 14).

Abb. 14 Immundetektion von
kDa OILPCAT nach heterologer
Expression in BY4741 alelA.

Je 25 ug der Gesamtproteinextrakte
aus S.cerevisiae wurden in ein-
dimensionalen SDS-Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt, auf Nitrozellulose-
Membran transferiert und mit einem
Antiserum gegen das C-terminale
Vs-Epitop inkubiert. Die unter-
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Der fur den Codongebrauch in Hefe optimierte offene Leserahmen von OILPCAT
hatte eine hohere Proteinsyntheserate zur Folge. Die stérkere Signalintensitat in den Proben
mit der optimierten OILPCAT-Sequenz spiegelt eine wesentlich hohere Proteinmenge wider.
Wie zu erwarten war, erfolgte in den Kulturen mit dem Expressionsvektor pYES2/CT als
Leervektor-Kontrolle kein spezifischer Proteinnachweis. Aufgrund des Ergebnisses der
Western-Blot-Analyse wurde fir die folgenden Experimente der optimierte, offene
Leserahmen verwendet. Dadurch war gewahrleistet, dass in S. cerevisiae eine ausreichend
hohe Proteinmenge fir die Darstellung der enzymatischen Funktion von OILPCAT
synthetisiert wird.

3.2.5.2 Funktionale Charakterisierung der OILPCAT in S. cerevisiae

Fur die Versuche zu Darstellung der enzymatischen Funktion der OILPCAT wurde
die Deletionsmutante BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pESC-LEU-PtA6-PSE1
und pYES2/CT-OILPCAT bzw. pYES2-ALE1 oder dem Expressionsvektor pYES2/CT als
Leervektor-Kontrolle transformiert. Der Hefestamm BY4741 wurde mit dem Expressions-
konstrukt pESC-LEU-PtA6-PSE1 und dem Expressionsvektor pYES2/CT als Leervektor-
Kontrolle transformiert. Nach der Transformation wurden die transgenen Hefen in
Selektionsmedium kultiviert und die Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (siehe
2.20). Zu diesem Zeitpunkt erfolgte auch die Zugabe des Fettséuresubstrats der Desaturase
PtA6. Als Substrate wurden entweder 18:2n-6 oder 18:3n-3 eingesetzt. Mit diesem Ansatz
sollte untersucht werden, ob OILPCAT eine Fettsdure-Substratspezifitat fir PUFA aufweist.
Die Expression erfolgte fir 48 h bei 22 °C. Weder die Applikation von 18:2n-6 oder 18:3n-3
noch die Uberexpression der Gene fiihrten zu einer Veranderung des Wachstumsverhaltens
der transgenen Hefen. Die Ernte der Hefezellen und die Derivatisierung der Fettsauren

wurden, wie in 2.20 und 2.28 beschrieben, durchgefihrt.

Abb. 15 zeigt Ausschnitte der Fettsaureprofile von transgenen Hefen nach
Coexpression von PtA6 und PSE1 in Gegenwart von 250 uM 18:2n-6. Neben den hefeeigenen
geséttigten und einfach ungeséttigten Fettsdauren 18:0, 18:1n-9, 18:1n-7 und der exogen
applizierten Fettsdure 18:2n-6 sind die Produkte der Desaturase und Elongase zu erkennen.
Die Desaturierung der exogenen Fettsdure 18:2n-6 erfolgte unabhéngig vom Genotyp des
Expressionswirts in allen Kulturen mit vergleichbarer Effizienz (Abb. 15 A und B). Eine
erhdhte Desaturierungseffizienz der Fettsédure 18:2n-6 ergab sich mit etwa 12 % Umsetzung
fir Kulturen, die OILPCAT exprimierten (Abb. 15 C).
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Die entsprechenden Werte lagen fur die in Abb. 15A, B und C gezeigten
Hefekulturen zwischen 3 und 7 %. 18:2n-6 ist nicht nur das Substrat der Desaturase PtA6,
sondern wird auch von der Elongase PSE1 als Substrat akzeptiert. Da die Fettsdure 18:2n-6
nach der Aufnahme durch die Hefezellen auf CoA U(bertragen wird und zuerst dem Acyl-
CoA-Pool zugefuhrt wird, kann 18:2n-6 direkt zu 20:2n-6 elongiert werden. Die
Elongationseffizienz von 18:2n-6 erreichte in Hefekulturen mit OILPCAT den hochsten Wert
von etwa 18 %, verglichen 7 —8 % fur die Kulturen ohne OILPCAT bzw. mit ALE1. Abb.
15 A zeigt das Fettsdureprofil des Wildtyp-Hefestamms BY4741. Die Elongations-effizienz
von 18:3n-6 betrug etwa 45 %. Damit erreichte die Elongationseffizienz des Wildtyps in etwa
den doppelten Wert im Vergleich zu der Mutante BY4741 alelA. In der Mutante wurden nur
etwa 21 % des gebildeten 18:3n-6 zu 20:3n-6 elongiert (Abb. 15 B). In Gegenwart der
OILPCAT erreichte die Elongationseffizienz von 18:3n-6 einen Wert von etwa 31 % (Abb.
15 C) und unterschied sich damit deutlich von dem Wert der Leervektor-Kontrolle. Die
Steigerung der Elongationseffizienz in Gegenwart der OILPCAT spiegelt eine Beteiligung
dieses Enzyms am Transfer von Fettsduen zwischen Lipiden und CoA wider. Nach
Expression von ALE1 wurde eine &ulerst starke Steigerung der Elongationseffizienz von
18:3n-6 in dem Hefemutantenstamm beobachtet (Abb. 15 D). Mit einem Wert von etwa 80 %
erfolgte eine nahezu vollstdndige Elongation des gebildeten 18:3n-6 zu 20:3n-6. Dieser hohe
Wert zeigt, dass der Transfer von 18:3n-6 auf CoA mit einer hohen Effizienz unter
Beteiligung von Alelp stattfindet. Darlber hinaus vermag Alelp auch nicht-hefeeigene Fett-
séuren als Substrate zu nutzen. Des Weiteren war der Anteil der Fettsdure 18:1n-7 am
Gesamtfettsauregehalt in Hefekulturen mit OILPCAT gegeniiber den anderen Hefekulturen
deutlich erhoht (Abb. 15 C). 18:1n-7 wird aus 16:1n-7 durch die Elongase PSE1 gebildet.
PSE1 besitzt eine hohe Selektivitét fiir A6-PUFA, d.h., mehrfach ungeséttigte C18-Fettsduren,
die eine Doppelbindung in der A6-Postion aufweisen, werden gegenuber anderen C18- und
C16-Fettsauren bevorzugt als Substrate verwendet (Zank et al., 2002). In der Literatur ist
16:3n-3 als die bislang einzige mehrfach ungesattigte C16-Fettsaure beschrieben, die als
Substrat von der PSE1-Elongase akzeptiert wird (Zank et al., 2002). Ein gegenlber 18:2n-6
und 18:3n-6 deutlich erhdhter Anteil der Fettsdure 16:1n-7 im Acyl-CoA-Pool der Hefe
konnte zur Akzeptanz dieser Fettsdure durch PSE1 fuhren und somit die vermehrte Bildung
von 18:1n-7 erklaren. Eine vergleichbare Situation ergab sich in Gegenwart der n-3-
Fettsduren 18:3n-3, 18:4n-3 und 20:4n-3 (Abb. 16).
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Die Desaturierungseffizienz von 18:3n-3 lag in Hefekulturen mit OILPCAT bei etwa
13 % (Abb. 16 C) und war damit wesentlich hoher als in den Kulturen des Wildtyps BY4741
(Abb. 16 A) oder den Kulturen der Mutante BY4741 alelA mit oder ohne homolog
exprimiertem ALE1 (Abb. 16 B und D). Auch die direkte Elongation der applizierten
Fettsaure 18:3n-3 erfolgte in den Hefekulturen mit OILPCAT am effizientesten. Im Vergleich
zur Leervektor-Kontrolle BY4741 alelA mit pYES2/CT war die Elongationseffizienz in den
OILPCAT-Kulturen um das 2,3-fache erhoht (Abb. 16 B und C). Deutliche Unterschiede
waren ebenfalls fir die Elongationseffizienzen von 18:4n-3 zu beobachten. Die alelA-
Mutante setzte 25 % des gebildeten 18:4n-3 zu 20:4n-3 um. Im Gegensatz dazu waren die
Werte der Wildtyp-Kulturen mit 45 %, den OILPCAT-exprimierenden Kulturen mit 37 % und
den ALE1-exprimierenden Kulturen mit 67 % eindeutig erhdht. Auch in dieser Versuchsreihe
war der Anteil von 18:1n-7 am Gesamtfettsduregehalt nach Coexpression der OILPCAT im
Vergleich zu den anderen Kulturen deutlich erhdéht (Abb. 16 C). Die partielle
Komplementation des alelA-Phanotyps zeigte die mogliche enzymatische Aktivitdt von
OILPCAT auf. Die massive Steigerung der Elongationseffizienzen von 18:3n-6 und 18:4n-3
nach Expression von ALE1 lasst vermuten, dass es sich bei den LPCAT der MBOAT-
Superfamilie um die von Abbadi et al. (2004) geforderte, zusatzliche enzymatische Aktivitét

zur Steigerung der VLCPUFA-Synthese in transgenen Olsaaten handeln kénnte.
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Abb. 15 Partielle Komplementation des ale1A-Phanotyps in Gegenwart von n-6-PUFA.

Die OILPCAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSE1l in Gegenwart von 250 uM
18:2n-6 in S. cerevisiae exprimiert. Die Hefen wurden fiir 48 h bei 22 °C kultiviert. Die Zugabe der Fettséure
erfolgte nach 19 h. (A) BY4741 mit der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT; (B) BY4741 alelA mit der
Leervektor-Kontrolle pESC-URA,; (C) BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pYES2/CT-OILPCAT; (D)
BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pYES2-ALEL. Die Effizienz der Elongation und Desaturierung
(Umsetzung %) wurde aus den prozentualen  Anteilen der jeweiligen  Fettsdure als
(100 x Produkt) / (Produkt + Edukt) berechnet. Die Mittelwerte mit Standardabweichungen (links) und die
Fettsaureprofile (rechts) représentierten die Ergebnisse von drei unabhé&ngigen Experimenten.
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Abb. 16 Partielle Komplementation des ale1A-Phanotyps in Gegenwart von n-3-PUFA.

Die OILPCAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSE1l in Gegenwart von 250 uM
18:3n-3 in S. cerevisiae exprimiert. Die Hefen wurden fiir 48 h bei 22 °C kultiviert. Die Zugabe der Fettsdure
erfolgte nach 19 h. (A) BY4741 mit der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT; (B) BY4741 alelA mit der
Leervektor-Kontrolle pESC-URA,; (C) BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pYES2/CT-OILPCAT; (D)
BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pYES2-ALEL. Die Effizienz der Elongation und Desaturierung
(Umsetzung %) wurde aus den prozentualen Anteilen der jeweiligen  Fettsdure als
(100 x Produkt) / (Produkt + Edukt) berechnet. Die Mittelwerte mit Standardabweichungen (links) und die
Fettsaureprofile (rechts) représentierten die Ergebnisse von drei unabhé&ngigen Experimenten.
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3.2.5.3 Zeitverlauf der Coexpression von PtA6, PSE1 und LPCAT-Genen

Um den Zeitverlauf der Coexpression von PtA6, PSEl und LPCAT-Genen zu
analysieren, wurde zundchst die Expression der Gene induziert. Die Zugabe der Fettsauren
18:2n-6 bzw. 18:3n-3 erfolgte nach 19 h zu einem Zeitpunkt als sich die Kulturen in der
frihen exponentiellen Wachstumsphase befanden und eine ODggo VOn etwa 1,5 aufwiesen. Zu
diesem Zeitpunkt wurde von den Expressionskulturen die Fettsdurezusammensetzung des
Acyl-CoA-Pools und der Lipide bestimmt. Die dominierenden Fettsduren des Acyl-CoA-
Pools waren zu diesem Zeitpunkt 16:0 und 16:1n-7. In den OILPCAT exprimierenden
Kulturen waren es dagegen 16:1n-7 und 18:1, wobei sich das Signal der Acyl-CoA-Messung
fur 18:1 vermutlich aus 18:1n-9 und 18:1n-7 zusammensetzt. Dieses Verhaltnis ist auch in
den gebundenen Fettsduren zu erkennen, in denen der Anteil von 18:1n-7 in den Kulturen mit
OILPCAT am hdchsten ist. 5 h nach Zugabe der Fettsauren konnte im Acyl-CoA-Pool neben
den hefeeigenen Fettsduren vor allem die applizierten Fettsduren 18:2n-6 bzw. 18:3n-3 und
deren direkte Elongationsprodukte detektiert werden. Die Produkte der Desaturase wurden
nicht als Acyl-CoA-Thioester detektiert, jedoch in Form von lipidgebundenen Fettsauren. Als
Teil von Lipiden waren zum Zeitpunkt 5 h neben den hefeeigenen Fettsduren auch die
Produkte der A6-Desaturase 18:3n-6 bzw. 18:4n-3 und deren Elongationsprodukte 20:3n-6
bzw. 20:4n-3 nachweisbar. lhre Anteile variierten jedoch stark. 20:3n-6 hatte den gréiten
Anteil in der Kultur nach Expression von ALE1 bei gleichzeitig niedrigem 18:3n-6-Gehalt,
was eine sehr effiziente Elongation und einen effizienten Transfer von 18:3n-6 in den CoA-
Pool widerspiegelt. Wahrend die Werte flr 20:3n-6 in den Wildtyp- und OILPCAT-Kulturen

vergleichbar waren, wies die alelA-Kultur den niedrigsten Anteil von 20:3n-6 auf.

Nach Zugabe von 18:3n-3 ergab sich eine entsprechende Situation fiir das A6-
Desaturaseprodukt. Dagegen war der Gehalt an 20:4n-3 in der ale1A-Kultur deutlich niedriger
als in den anderen Kulturen, die vergleichbar hohe Gehalte aufwiesen. Die Verhaltnisse der
einzelnen lipidgebundenen Fettsduren zueinander danderten sich im Gegensatz zur
Fettsdaurezusammensetzung des Acyl-CoA-Pools Uber die Zeitdauer des Versuchs nicht mehr
wesentlich. Der Anteil der applizierten Fettsauren nahm Uber die Zeit ab. Nur in der ALE1-
Expressionskultur wurde 20:3n-6 im CoA-Pool detektiert. 20:2n-6 war besonders stark in der
alelA-Kultur vertreten und 18:1n-7 dominierte den Acyl-CoA-Pool der OILPCAT-Kultur wie

zum Zeitpunkt der Fitterung. 18:4 n-3 war in allen Kulturen gleichermalien nachweisbar.
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Abb. 17 Heterologe Expression der OILPCAT in S. cerevisiae.

Die OILPCAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSE1 in S. cerevisiae exprimiert. Die
Kulturen wurden fir 19h bei 22 °C kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe von 250 UM 18:2n-6. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Fettsdure wurden die veresterten Fettsduregehalte mittels saurer
Methanolyse und Gaschromatographie analysiert. Dargestellt sind die Fettsduregehalte von (A) 18:2n-6, (B)
18:3n-6 und (C) 20:3n-6 5h, 10 h und 15 h nach Zugabe der Fettsdure. Die Werte sind das Ergebnis einer
Messung.
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Abb. 18 Analyse der Fettsaurezusammensetzung des Acyl-CoA-Pools von S. cerevisiae nach Expression
von OILPCAT.

Die OILPCAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSEL in S. cerevisiae exprimiert. Die
Kulturen wurden fir 19h bei 22°C kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe von 250 uM 18:2n-6. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Fettsdure wurde die Fettsdurezusammensetzung des Acyl-CoA-
Pools mittels HPLC analysiert. (A) Elutionsprofil der verwendeten Standards mit denen die derivatisierten Acyl-
CoA-Thioester identifiziert wurden. (B) BY4741 mit der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT, (C) BY4741 alelA
mit der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT, (D) BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pESC-URA-
OILPCAT und (E) BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pYES2-ALE1. Mit * gekennzeichnete Flachen
stellen den internen Standard 17:0-CoA dar. Die Werte stellen das Ergebnis einer Messung dar.
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Abb. 19 Heterologe Expression der OILPCAT in S. cerevisiae.

Die OILPCAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSE1 in S. cerevisiae exprimiert. Die
Kulturen wurden fiir 19h bei 22 °C kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe von 250 uM 18:3n-3. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Fettsdure wurden die veresterten Fettsduregehalte mittels saurer
Methanolyse und Gaschromatographie analysiert. Dargestellt sind die Fettsauregehalte von (A) 18:3n-3, (B)
18:4n-3 und (C) 20:4n-3 5h, 10 h und 15 h nach Zugabe der Fettsaure. Die Werte stellen das Ergebnis einer
Messung dar.
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Abb. 20 Analyse der Fettsaurezusammensetzung des Acyl-CoA-Pools von S. cerevisiae nach Expression
von OILPCAT.

Die OILPCAT wurde mit der A6-Desaturase PtA6 und der A6-Elongase PSEL in S. cerevisiae exprimiert. Die
Kulturen wurden fir 19h bei 22°C kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe von 250 uM 18:3n-3. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Fettsdure wurde die Fettsdurezusammensetzung des Acyl-CoA-
Pools mittels HPLC analysiert. (A) Elutionsprofil der verwendeten Standards mit denen die derivatisierten Acyl-
CoA-Thioester identifiziert wurden. (B) BY4741 mit der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT, (C) BY4741 alelA
mit der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT, (D) BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pESC-URA-
OILPCAT und (E) BY4741 alelA mit dem Expressionskonstrukt pYES2-ALEL. Mit * gekennzeichnete Flachen
stellen den internen Standard 17:0-CoA dar. Die Werte stellen das Ergebnis einer Messung dar.
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Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der Coexpressionen darauf schlieRen, dass
OILPCAT im Ursprungsorganismus am Transfer von Fettsauren zwischen dem CoA-Pool und
dem PtdCho-Pool beteiligt sein konnte. Die heterologe Expression von OILPCAT in der
alelA-Mutante flihrte zu einer Transferrate der an PtdCho gebildeten Fettsduren 18:3n-6 bzw.
18:4n-3 auf CoA, die vergleichbar mit den Werten des Wildtyps BY4741 war. Die hier
dargestellten Experimente bilden die Grundlage fur weitergehende Versuche zur umfassenden
funktionalen Charakterisierung von OILPCAT, mit denen die mdgliche Substratspezifitat des
Enzyms sowie weitere potenzielle Glycerophospholipide als Reaktionspartner identifiziert

werden kdnnten.
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3.3 ldentifizierung und funktionale Charakterisierung von mdoglichen
DGAT2 aus O. tauri

Der letzte Reaktionsschritt der Biosynthese von TAG entlang des Kennedy-Wegs
(Kennedy und Weiss, 1956) wird von Acyl-CoA:Diacylglycerin-Acyltransferasen (DGAT)
katalysiert, die einen Acylrest von Acyl-CoA auf DAG ubertragen, wodurch TAG entsteht. In
eukaryoten Organismen wurden bisher drei verschiedene DGAT-Familien beschrieben.
Neben den am ER lokalisierten membranstandigen DGAT des Typs 1 und 2 wurde kirzlich
eine im Zytosol lokalisierte l6sliche DGAT aus der Erdnuss A. hypogaea (AhDGAT) isoliert,
die keine Sequenzhomologie zu DGAT1 und DGAT2 aufweist und daher als DGAT Typ 3
klassifiziert wurde (Saha et al., 2006). Heterologe Expressionsstudien in S. cerevisiae und
A. thaliana zeigten, dass in verschiedenen Pflanzen Mitglieder der DGAT2-Enzymfamilie
mafRgeblich an der Akkumulation von ungewdhnlichen Fettsduren in den Reservelipiden
beteiligt sind (Shockey et al., 2006). Daher kénnten DGAT2-Enzyme in Mikroalgen eine
vergleichbare Funktionalitdt fir die Anreicherung von VLCPUFA in TAG besitzen. Eine
solche Substratspezifitat konnte entscheidend zu einem VLCPUFA-angereicherten Samenél

in transgenen Olsaaten beitragen.

Da zu einem friihen Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit die Sequenzinformationen des
Genoms von O. tauri 6ffentlich zugénglich wurden und dartber hinaus bereits verschiedene
an der DHA-Biosynthese beteiligte Gene aus diesem Organismus isoliert wurden (Meyer et
al., 2004; Domergue et al., 2005), wurde diese Mikroalge als bevorzugter Spender der DGAT-
Kandidatengene eingesetzt. In den folgenden Abschnitten werden die Identifizierung und
weitere Versuche zur funktionalen Charakterisierung von méglichen DGAT2 aus der Mikro-

alge O. tauri dargestellt.

3.3.1 Identifizierung von DGAT?2 aus Mikrolagen

Zur Identifizierung mutmaBlicher Gene, die fir DGAT-Enzyme in O. tauri codieren,
wurde eine Genom-Datenbank dieser Mikrolage durchsucht (DOE Joint-Genome Institute,
http://genome.jgi-psf.org/). Anhand der homologen DGAT1 aus M. musculus (MmDGAT1)
und N. tabacum (NtDGAT1) wurde die Datenbank durchmustert (Cases et al., 1998). Die
Suche ergab, dass O. tauri nicht Gber DGAT1 homologe Proteine verfigt.
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Ebenso konnten keine zu der léslichen DGAT3 aus A. hypogaea (AhDGAT)
homologen Proteine im Genom von O. tauri identifiziert werden. Ausgehend von den
DGAT2 MrDGAT2A und MrDGAT2B aus dem Pilz M. ramanniana (Lardizabal et al., 2001)
wurden drei vollstandige offene Leserahmen von mdglichen DGAT2 im Genom von O. tauri
identifiziert.

Vertreter der DGAT1- und DGAT2-Familie weisen keine Verwandtschaft zueinander
auf. Die DGAT1-Familie wurde aufgrund ihrer Homologie zu ACAT-Enzymen identifiziert
und gehort somit der Superfamilie der MBOAT an (siehe 3.2.1, 3.2.4 und Hofmann, 2000).
Diese Homologie und Zugehorigkeit zu den MBOAT besteht bei der DGAT2-Familie nicht.
Waéhrend sich DGAT2-Enzyme meist aus einem Polypeptid von etwa 350 — 400 Aminoséuren
zusammensetzten, bestehen DGAT1-Enzyme aus einem Polypeptid von etwa
500 Aminosauren (Yen et al., 2008). Die beiden Proteinfamilien unterscheiden sich aber nicht
nur in ihrer Primarstruktur, sondern auch in ihrer Sekundéarstruktur. DGAT1-Enyzme weisen
die fur MBOAT charakteristischen mehrfachen transmembranen Helices auf und fiir humane
DGATL1 konnte die Ausbildung von Homotetrameren gezeigt werden (Cheng et al., 2001;
Shockey et al., 2006). DGAT2 weisen weniger hydrophobe Doménen auf und scheinen
lediglich ein bis zwei transmembrane Helices zu besitzen (Cases et al., 2001; Lardizabal et al.,
2001). DGAT1 und DGAT?2 interagieren in vivo moglicherwiese auch mit unterschiedlichen
Proteinen, was auf verschiedene Funktionen bei der TAG-Synthese hindeutet. So konnte am
Modell der Maus M. musculus gezeigt werden, dass die Enzyme DGAT?2 und die Stearoyl-
CoA-Desaturase 1 (SCD1) am ER colokalisieren (Man et al., 2006). Der Verlust der SCD1-
Aktivitdt durch Gendeletion hatte eine Reduktion des TAG-Gehalts und die DGAT2-
Gendeletion einen nahezu vollstandigen Verlust von TAG zur Folge (Man et al., 2006). Diese
Beobachtung wurde durch Gendeletionsstudien in der Hefe S. cerevisiae bestétigt. Die
Deletion der hefeeigenen DGAT2 DGA1 bewirkte eine deutliche Reduktion des TAG-
Gehalts, wahrend durch die Deletion der DGAT1 homologen Gene ARE1 und ARE2 keine
signifikanten Anderungen im TAG-Gehalt der Hefezellen festgestellt wurden (Oelkers et al.,
2002; Sorger und Daum, 2002). All diese Beobachtungen weisen auf eine dominierende Rolle
von Mitgliedern der DGAT2-Familie bei der Akkumulation von TAG hin.

Zur Darstellung der Verwandtschaft der mdglichen DGAT?2 aus O. tauri wurde aus
einem  Aminosauresequenz-Alignment DGAT-homologer Enzyme ein  Phylogramm
berechnet. Dieses beinhaltet auch funktional noch nicht charakterisierte DGAT-&hnliche

Proteine aus O. lucimarinus und P. patens.

113



3. Ergebnisse

Abb. 21 Phylogramm der
2 DGAT2 und MGAT aus
2 ?n; Pflanzen, Hefen,
g:,‘ < Invertebraten und Saugern.
~
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Das in Abb. 21 dargestellte Phylogramm umfasst neben DGAT2 aus verschiedenen
pflanzlichen und tierischen Organismen auch tierische Acyl-CoA:Monoacylglycerin-
Acyltransferasen (MGAT), die aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu den DGAT2 in das Phylogramm
aufgenommen wurden. Es ist zu erkennen, dass sich die DGAT2-Familie in zwei Klassen
gliedert, was auf Unterschiede in hochkonservierten Bereichen der Proteine zurlickzufiihren
ist. Von diesen Bereichen wird angenommen, dass sie das katalytisch aktive Zentrum der
Enzyme bilden. Diese Unterschiede werden im folgenden Abschnitt detaillierter betrachtet.
Die bei der Datenbanksuche im Genom von O. tauri identifizierten OtDGAT2B und
OtDGAT2C gruppieren in verschiedenen Asten des in Abb. 21 gezeigten Phylogramms. Der
Ast, in dem sich OtDGAT2C einordnet, zeigt hohe Homologie zu den tierischen MGAT.
OtDGAT?2A ist keiner der beiden Gruppen zuzuordnen. Vielmehr ordnet sie sich zwischen
den Gruppen ein; steht jedoch OtDGAT2B néher als OtDGAT2C.
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3.3.2 Sequenzanalyse der DGAT?2 aus O. tauri

Bei der Datenbanksuche wurden drei offene Leserahmen von mdéglichen DGAT2 im
Genom der Mikroalge O. tauri identifiziert (Tab. 20). Die L&nge der offenen Leserahmen und
die Molekulargewichte der OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C sind in Tab. 20
dargestellt. Die offenen Leserahmen der moglichen DGAT?2 aus O. tauri weisen eine Lange
von 978 bp bis 1041 bp auf, die fur Proteine mit 325 bis 346 Aminosduren codieren. Die
Molekulargewichte der Proteine liegen zwischen 36,3 kDa und 39,3 kDa.

Tab. 20 Charakteristika der Sequenzen von OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C.

Gen ORF Polypeptid Molekulargewicht ~ Konservierte Motive
OtDGAT2A 1041 bp 346 aa 39,3 kDa RAYLF, HPHG
OtDGAT2B 978 bp 325aa 36,3 kDa RAYLF, EPHG
OtDGAT2C 1017 bp 338 aa 38,1 kDa LDPXXNY, HPHG

Die berechneten ldentitats- und Ahnlichkeitswerte der in die Aminosiuresequenz-
Vergleiche einbezogenen Proteine sind in Tab. 21 und Tab. 22 aufgefihrt. Die Identitatswerte
der DGAT2-Subfamilie, zu der OtDGAT2A und OtDGAT2B zahlen, liegen zwischen 32 und
77 % und die Ahnlichkeitswerte zwischen 49 und 85 % (Tab. 21). OtDGAT2A und
OtDGAT2B haben jeweils die groRten Ahnlichkeiten zu homologen, bislang nicht
charakterisierten DGAT2 aus der nah verwandten Alge O. lucimarinus. Dariber hinaus hat
OtDGAT2A mit 26 % die hochste Identitat zu der funktional charakterisierten VIDGATZ2, die
in V. fordii an der Akkumulation der konjugierten Linolenséure (o-Eleostearinsdure;
18:39%ME13EY im Samend| beteiligt ist (Shockey et al., 2006). OtDGAT2B hat zu VDGAT?2
eine Identitat von 32 %, aber eine geringfligig héhere Identitat von 34 % besteht zu einer
DGAT2 aus A. thaliana.

Tab. 21 Identitats- und Ahnlichkeitswerte der OtDGAT2A und OtDGAT2B zu pflanzlichen DGAT?2.

Grau hinterlegt sind die jeweils zwei hochsten Werte. Wahrend die Identitatswerte den prozentualen Anteil
von ausschlieRlich identischen Aminoséuren angeben, geben die Ahnlichkeitswerte den prozentualen Anteil
sowohl identischer als auch isofunktioneller Aminosauren an. Die Berechnungen wurden mit dem Programm
VecorNTI® Suite v10.0 durchgefiihrt.

OtDGAT2B OIDGAT2A OIDGAT2B RcDGAT2 VIDGAT?2 At3g51520
OtDGAT2A 22%/35% 76%/84% 23%/36% 24%/37% 26%/40% 25%/37%

OtDGTAZ2B - 25%/38% 62%/73% 28%/46% 32%/49% 34%/50%

OtDGAT2C zeigt die hochsten ldentitaten zu bislang nicht charakterisierten DGAT?2
aus O. lucimarinus (83 %) und C. elegans (37 %). Die Verwandtschaft zu tierischen MGAT
wird anhand der Identitat von 36 % zu MMMGAT2 deutlich (Tab. 22).
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Tab. 22 Identitats- und Ahnlichkeitswerte der OtDGAT2C zu pflanzlichen und tierischen DGAT?2 sowie
MGAT aus Saugern.
Grau hinterlegt sind die jeweils hochsten Werte. Wahrend die Identititswerte den prozentualen Anteil von
ausschlieBlich identischen Aminosiuren angeben, geben die Ahnlichkeitswerte den prozentualen Anteil
sowohl identischer als auch isofunktioneller Aminoséuren an. Die Berechnungen wurden mit dem Programm
VecorNTI® Suite v10.0 durchgefiihrt.

OIDGAT2C MrDGAT2A MrDGAT2B CeDGAT2 MmMMGAT2 HsSMGAT2
OtDGTA2C 83%/91% 33%/50% 32%/49% 37%/50% 36%/51% 35%/49%

Im Allgemeinen enthalten DGAT2-Enzyme im mittleren Bereich der Polypeptidkette
einen konservierten Bereich, der als Teil des katalytisch aktiven Zentrums der Enzyme
angesehen wird (Stone et al., 2006). DGAT2 aus Hefen, Invertebraten und Vertebraten und
die tierischen MGAT besitzen an dieser Position meist das hochkonservierte Sequenzmotiv
HPHG (Abb. 22). Mutationen in diesem Motiv, die mit einem Aminoséureaustausch ver-
bunden sind, fiihren zu einem Verlust der DGAT-Aktivitat (Stone et al., 2006). In geringem
Abstand dazu finden sich stromaufwérts davon zwei weitere hochkonservierte Motive (YFP
und LDPXXNHI/L/V). Diese Motive sind in der zweiten Subfamilie durch eine unter-
schiedliche Aminoséurefolge ersetzt. Anstelle des HPHG-Motivs liegt das Motiv EPHSV vor.
Die benachbarten, stromaufwérts gelegenen Aminoséuren formen die Motive YFP und
RAYV/LFG. Unterschiede in weiter stromabwaérts gelegenen konservierten Bereichen sind
weniger stark ausgepragt. Auf diesen Unterschieden basiert die Gliederung der DGAT?2-
Familie in zwei Klassen. In den Aminoséuresequenzen der OtDGAT2A und OtDGAT2B
liegen die verschiedenen konservierten Bereiche beider DGAT2-Klassen vereint vor (siehe
Tab. 20 und Abb. 22). Unterschiede bestehen jedoch nicht nur in den Aminosduren der
konservierten Bereiche der beiden DGAT2-Klassen, sondern auch in der Sekundérstruktur.
Wahrend die Klasse, zu der u.a. VIDGAT2, RcDGAT2, OtDGAT2A und OtDGAT2B
gehoren, meist zwei transmembrane Helices am N-Terminus besitzen (Abb. 23 A), worlber
die Proteine vermutlich in der ER-Membran verankert sind (Shockey et al., 2006; Burgal et
al., 2008), besitzt die Klasse der DGAT2/MGAT-Familie lediglich eine N-terminale trans-
membrane Helix (Abb. 23 C; Cases et al., 2001). OtDGAT2B bildet hierbei vermutlich eine
Ausnahme, da die computergestitzte Analyse fir OtDGAT2B nur eine transmembrane Helix
vorschlagt (Abb. 23 B).
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B

OtDGAT2C L e e MIY‘FLL AECE
O1DGAT2C 5 TP MIYRWILA i
CeDGAT?2 T e, MLNYQIHKKLTDIKW NIFSPWDRQRAYFALFGYPFCCLCQVAP
MmMOGT2 L e MVE[INSRLVPWERRLOTFAVLOWYaSEMATMRAOLC T
HSMOGT?2 L e MVE N FMPWERRLOTLAVLOFYaSaMAMNE TCT
MrDGAT2A 1 MASKDQHLQQKVKHTLEAIPSPRMNEER . . . VPLRRRLOTLAAILWCS |sc FF F
MrDGAT2B 1 e, MEQVQVTALLDHIPKVHIENGIRG . . ITPLKRRLOTSAN TWLPC IYLY
OtDGAT2C 19 GHAT RNAF

O1DGAT2C 19 GPSM KNFF
CeDGAT2 50 LFFTGQW

MmMOGT2 41 LLFTR WL .. <MMISD Y F PV MKEAELD
HSMOGT?2 41 LLFTR WLLT :ﬁDYFPILVKTAELD
MrDGAT2A 58 CSIPVLiW ' . €& PMR T IAN A A T, FEGNgRE A T AR s
MrDGAT2B 53 @TIP. UL

OtDGAT2C 79

O1DGAT2C NP SN YL FGYHPHGV IGVGAIMMFATEATGFMERF PGEIRRT, 1. TLSMN FRIgP FINRE
CeDGAT2 110 [ENONNriergstztels ie\eNT s Clge FlCN VKOG K Ensa F N Cid P I3 T A Mg
MmMOGT?2 CEM P SN Y TAGHEHPHGVEARGA FIRMES T ERT G RS F PG T REML

HsMOGT?2 99 PSNYIEGFHPHGVLA\/GAFTETGFIFPGIRLiﬁ

MrDGAT2A 117 PSKNYIFGYHPHGIISIGEFCTFSTNATGFDDLFPGIRPSLLTLTSNFNIPLYRDYLM‘C
MrDGAT2B 110

P NY HPHG G L R

OtDGAT2C 139 . RRKGFVEMALRTGA
O1DGAT2C 139 . NRRKGFVKMALRTGA
CeDGAT?2 170 VT vvGcARNEATEARPClT LT LEANRKGFVREARKTGA
MmMGAT2 159 LA THVGGASEALDAR PGV L MLENRKGFERIAL GA
HsMGAT2 159 RKGFVREAL
MrDGAT2A 177 ASTA TVVGGARERLNARPGIUUBT YT KRR FGFIKIA
MrDGAT2B 170 . PEREviRyT/ele

G S L I GGA E L PG LL RGF A GA

OtDGAT2C 198
O1DGAT2C 198 SLVPVF‘FGENDIFEQVENPEGGRLRNFQ VARKQIFHeRNi PIZ A V(@R ST SIREGVINRR T

CeDGAT2 ACIONm:| T/ PVYINEGEND I MIMOEDNIZE G S KLREMO GKKKMGISLPLIYG....RGEFQMA
MmMGAT2 219 ALVPIFSFGENNLFNQVENTPGT L
HsMGAT2 219 PLVPIFSFGENDLFDQIENSSGS In

MrDGAT2A 237 [AAET I[SSASBN -5\ atef 8l NENS Tl H T K
MrDGAT2B 229

OtDGAT2C 258
O1DGAT2C 258

CeDGAT2 284
MmMGAT?2 273
HsMGAT2 273

MrDGAT2A 291
MrDGAT2B 283

P PI V Y

OtDGAT2C 314 RGGSSiyeISDLIKRKNNLOQAMTFK
O1DGAT2C 314 RGGSSMeARSDLLTROGKLONMQFK

CeDGAT2 338 . .KDTRLIYFQ........ ...
MmMGAT?2 327 ....EBQHEFC.............
HsMGAT2 327 ....ABOHMEFC.............

MrDGAT2A 348
MrDGAT2B 342

Abb. 22 Vergleich der Aminosauresequenzen von verschiedenen Vertretern der DGAT2- und MGAT-
Familie.

(A) OtDGAT2A und OtDGAT2B (B) OtDGAT2C. Durch schwarze Balken sind Bereiche gekennzeichnet, die
vermutlich am katalytisch aktiven Zentrum beteiligt sind. Die C-terminalen ER-Retentionssignale sind schwarz
umrandet. Konservierte Aminosduren sind unterhalb des Alignments dargestellt. Das Alignment wurde mit dem
Programm VecorNTI® Suite v10.0 errechnet und das Abbild wurde durch das Programm Boxshade 3.21 erzeugt.
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Abb. 23 Hydropathieanalysen der
DGAT2 aus O. tauri.

Die mit rémischen Zahlen versehenen
schwarzen Balken kennzeichnen
potenzielle transmembrane Helices. Die
Positionen der hochkonservierten Amino-
saure-Motive sind durch graue Balken
gekennzeichnet. (A) OtDGAT2A; (B)
OtDGAT2B und (C) OtDGAT2C. Das
Hydropathie-Profil wurde mit Hilfe des
Programms ProtScale berechnet (Gasteiger
etal., 2005). Die Vorhersage der trans-
membranen Bereiche erfolgte durch das
Programm TMHMM  (www.cbs.dtu.dk/
services/ TMHMM/).
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3.3.3 Versuche zur funktionalen Charakterisierung der DGAT?2 aus O. tauri

Zur funktionalen Charakterisierung der moglichen DGAT2 aus O. tauri wurden
heterologe Komplementationsstudien in S. cerevisiae durchgefiihrt. Fir die im Folgenden
geschilderten Versuche wurden zwei Hefe-Deletionsmutanten verwendet, die nicht in der
Lage sind TAG zu synthetisieren. S. cerevisiae besitzt vier Gene, die fir TAG-
synthetisierende Enzyme codieren. An der Biosynthese von TAG in S. cerevisiae sind haupt-
séchlich die Enzyme Dgalp (DGAT2) und Lrolp (PDAT) beteiligt (Sorger und Daum, 2003).
Die hefeeigenen Acyl-CoA:Sterin-Acyltransferasen Arelp und Are2p nehmen beziglich der
Bildung von TAG nur eine untergeordnete Rolle ein (Oelkers et al., 2002; Sandager et al.,
2002). Bereits durch den Verlust der Genfunktionen von DGAL und LRO1 wird TAG in Hefe-
zellen kaum nachweisbar (Shockey et al., 2006; Burgal et al., 2008).

Fir die Komplementationsstudien wurden die Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA
und die Vierfachmutante H1246 eingesetzt (Sandager et al., 2002). Da H1246 bei den
durchgefiihrten Versuchen eine &uRerst hohe Sensitivitdt gegenuber exogenen mehrfach
ungesattigten Fettsauren aufwies, die meist zum Zelltod fuhrte (Daten nicht gezeigt), wurde
die Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA fir die Uberwiegende Zahl der Experimente
verwendet. Fir einige wenige Komplementationsstudien, die auch die Abwesenheit von ARE1
und ARE2 erforderten, wurde die Vierfachmutante H1246 verwendet. Fir die heterologe
Expression der moglichen DGAT?2 aus O. tauri wurden die nativen und die codon-optimierten
cDNA-Sequenzen der jeweiligen Kandidatengene stromabwarts eines Galaktose-
induzierbaren Promotors des Hefe-Expressionsvektors pYES2/CT kloniert. Die Adaption des
Codongebrauchs wurde wie in Abschnitt 3.2.5.1 beschrieben durchgefuhrt. Darlber hinaus
wurden die offenen Leserahmen von OtDGAT2A und OtDGAT2C als synthetische Gene mit
einem an S. cerevisiae adaptierten Codongebrauch von der Firma GenScript (Piscataway, NJ,
USA) bezogen. Die synthetischen offenen Leserahmen wurden anschliefend in den Hefe-
Expressionsvektors pYES2/CT unter Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors
kloniert. Fir die homologe Komplementation der TAG defizienten Hefe-Mutanten wurde ein
Expressionskonstrukt verwendet, das die cDNA-Sequenz von DGAL stromabwaérts eines

Galaktose-induzierbaren Promotors enthielt.
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3.3.3.1 Analyse der Proteinmengen der DGAT?2 aus O. tauri in S. cerevisiae

Zunéchst sollte festgestellt werden, ob der Expressionswirt S. cerevisiae fiir die
heterologe Expression der DGAT2-Gene aus O. tauri geeignet ist. Um die Proteinmengen der
DGAT2 in S. cerevisiae zu analysieren, wurden die nativen bzw. die optimierten cDNA-
Sequenzen von OtDGAT2A, OtDGAT2B, OtDGAT2C und DGAL jeweils in einen Lese-
rahmen mit dem Vs-Epitop des pYES2/CT-Vektors kloniert. Die so erstellten Expressions-
konstrukte wurden fir die Transformation des Hefestamms BY4741 IrolA dgalA eingesetzt.
Die mit dem Expressionsvektor pYES2/CT transformierten Hefen BY4741 und
BY4741 IrolA dgalA stellten hierbei die Leervektor-Kontrollen dar. Nach der
Transformation wurden die transgenen Hefen in Selektionsmedium kultiviert und die
Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (2.20). Die Expression erfolgte fiir 20 h bei
30 °C. Die Uberexpression der Gene fiihrte zu keiner Veranderung des Wachstumsverhaltens
der transgenen Hefen. Der Zellaufschluss, die Praparation des Zelllysates im Anschluss an die
Expression sowie der Western-Blot und die Immundetektion der Proteine wurden, wie in
Abschnitt 2.22 beschrieben, durchgefiihrt. Vermutlich fuhrte die Expression der nativen Gen-
sequenzen von OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C zu keiner Proteinsynthese in Hefe,
da die Proteine nicht im Western-Blot detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Die
Optimierung der ersten 25 Codons der offenen Leserahmen der Kandidatengene ermdglichte
nur fur OtDGAT2B die Proteinsynthese in Hefe (Abb. 24). Erst die vollstandige Adaption der
offenen Leseranmen der OtDGAT2A und OtDGAT2C an die Codonverwendung in
S. cerevisiae bewirkte die erfolgreiche Expression und Synthese der Proteine in Hefe (Abb.

24).
kDa

Abb. 24 Immundetektion der DGAT2 aus
O. tauri nach heterologer Expression in
BY4741 IrolA dgalA.
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3.3.3.2 Komplementationsstudien der DGAT?2 aus O. tauri in S. cerevisiae

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression von OtDGAT2A, OtDGAT2B
und OtDGAT2C mit einer an S. cerevisiae adaptierten Codonverwendung zur Synthese der
Proteine flihrte, sollte nun untersucht werden, ob die heterologe Expression auch zur
Komplementation des IrolA dgalA-Phanotyps beziiglich der Triacylglycerin-Synthese fuhrt.
Dazu wurde der Hefestamm BY4741 IrolA dgalA mit dem Expressionskonstrukt pYES2/CT-
OtDGAT2A, pYES2/CT-OtDGAT2B, pYES2/CT-OtDGAT2C, pYES2/CT-DGA1 oder dem
Expressionsvektor pYES2/CT als Leervektor-Kontrolle transformiert. Zusétzlich wurde der
Hefestamm BY4741 mit dem Expressionsvektor pYES2/CT als Leervektor-Kontrolle
transformiert. In einem ersten Ansatz wurde untersucht, ob die moglichen DGAT2 aus
O. tauri die hefeeigenen Fettsduren 16:0, 16:1n-7, 18:0, 18:1n-9 und 18:1n-7 flr die
Acylierung von DAG verwenden kdnnen. Daher erfolgte die Kultivierung der transgenen
Hefen ohne Zugabe von nicht-hefeeigenen Fettsauren in das Selektionsmedium. Im Anschluss
an die Expression wurden Lipidextrakte der transgenen Hefen hergestellt (siehe 2.26). Die
einzelnen Lipidklassen der Extrakte wurden mittels Dunnschichtchromatographie

voneinander getrennt, so dass nach einer erfolgreichen Komplementation TAG zu detektieren
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Abb. 25 Komplementation der Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA durch OtDGAT2B.

Dargestellt ist ein Diinnschichtchromatogramm der Lipidextrakte von transgenen Hefen, die mit dem Leervektor
pYES2/CT oder einem der Expressionskonstrukte pYES2/CT-OtDGAT2B bzw. pYES2/CT-DGAL transformiert
wurden. Nach der Transformation wurden die transgenen Hefen in Selektionsmedium kultiviert und die
Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (siehe 2.20). Die Expression erfolgte fiir 28 h bei 30 °C. Die
Uberexpression der Gene filhrte zu keiner Verinderung des Wachstumsverhaltens der transgenen Hefen.
Dargestellt ist das reprasentative Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen.
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Es zeigte sich, dass die Expression von OtDGAT2B und DGAl zu einer
Komplementation des IrolA dgalA-Phénotyps fuhrte (Abb. 25), jedoch nicht die Expression
von OtDGATZ2A bzw. OtDGAT2C (Daten nicht gezeigt). Damit wurde die OtDGAT2B
funktional als DGAT2 identifiziert. Es wurde spekuliert, dass die fehlende Komplementation
von OtDGAT2A und OtDGAT2C auf besondere Substratspezifitdten der mutmalilichen
Enzyme hindeuten konnte, die im Gegensatz zu OtDGAT2B, geséttigte und einfach
ungeséttigte C16- und C18-Fettsauren als Substrate diskriminieren. Es wurde vermutet, dass
OtDGAT2A und OtDGAT2C stattdessen ausschlie(lich PUFA und/oder VLCPUFA als
Substrate verwenden konnten. Zur Uberprifung dieser Vermutung wurden weitere
Komplementationsstudien durchgefiihrt. Fir diese Studien sollte das hefeeigene
Fettsdauremuster um PUFA und VLCPUFA erweitert werden. Dazu wurden die Hefestdimme
BY4741 und BY4741 IrolA dgalA entweder mit dem Leervektor pYES2/CT oder einem der
Expressionskonstrukte pYES2/CT-OtDGAT2A, pYES2/CT-OtDGAT2C bzw. pYES2/CT-
DGAL transformiert.
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Abb. 26 Coexpression von PSE1 und OtDGAT2A bzw. OtDGAT2C in BY4741 IrolA dgalA.
Nach der Transformation wurden die transgenen Hefen in Selektionsmedium Kkultiviert und die Expression durch

Zugabe von Galaktose induziert (siehe 2.20). Die Expression erfolgte fir 28 h bei 30 °C in Gegenwart von
jeweils 100 uM der Fettsduren 18:2n-6, 18:3n-6, 18:3n-3 und 18:4n-3, die von der A6-Elongase PSE1 als
Substrate verwendet werden kénnen. Die Uberexpression der Gene filhrte zu keiner Verdnderung des
Wachstumsverhaltens der transgenen Hefen. Dargestellt sind die GC-Profile von transgenen Hefen, die mit den
Expressionskonstrukten pESC-LEU-PSE1 und (A) pYES2/CT-OtDGAT2A oder (B) pYES2/CT-OtDGAT2C
transformiert wurden. Dargestellt sind die reprasentativen Ergebnisse von zwei unabhangigen Experimenten. (C)
Dunnschichtchromatogramm der Lipidextrakte von Hefekulturen nach Coexpression von PSE1 und OtDGAT2A
bzw. OtDGAT2C in BY4741 IrolA dgalA. Dargestellt sind die reprasentativen Ergebnisse von zwei
unabhéangigen Experimenten.

Zusatzlich wurden dieselben Hefen mit dem Expressionskonstrukt pESC-LEU-PSE1
transformiert. Durch diese Cotransformation der Expressionskonstrukte sollten transgene
Hefen erzeugt werden, die exogene, mehrfach ungeséttigte C18-Fettsduren zu den
korrespondierenden C20-Fettsdauren umsetzen konnen. Abb. 26 zeigt beispielhaft die
Fettsdurezusammensetzung der transgenen Hefen nach Coexpression von PSE1 und
OtDGAT2A (Abb. 26 A) bzw. OtDGAT2C (Abb. 26 B). Neben den hefeeigenen C16- und
C18-Fettsauren sind deutlich die applizierten C18-PUFA und die Produkte der A6-Elongase
PSE1 (20:2n-6, 20:3n-6, 20:3n-3 und 20:4n-3) zu erkennen. Dies zeigt, dass das hefeeigene
Fettsduremuster erfolgreich erweitert werden konnte. Abb. 26 C zeigt die mittels
Dunnschichtchromatographie aufgetrennten Lipidextrakte nach den Coexpressionen der
OtDGAT2A bzw. OtDGAT2C mit PSEL. In den Lipidextrakten der Leervektor-Kontrolle

BY4741 und der IrolA dgalA-Mutante nach Expression von DGAL wurde TAG detektiert.
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3. Ergebnisse

Die Leervektor-Kontrolle der IrolA dgalA-Mutante zeigte wie erwartet kein TAG.
Das um C18-PUFA und C20-VLCPUFA erweiterte Fettsdurespektrum sollte den heterolog
exprimierten Genen weitere potentielle Substrate neben den hefeeigenen Fettsauren anbieten.
Jedoch bewirkte dies nicht die Komplementation des IrolA dgalA-Phénotyps nach
Expression von OtDGAT2A oder OtDGAT2C.

Obwohl die in Abb. 26 C dargestellten Ergebnisse eindeutig keine DGAT-Aktivitét
nach Expression der Kandidatengene aus O. tauri erkennen lassen, sollte ein weiterer
sensitiverer Versuchsansatz Aufschluss liber die mdgliche Genfunktion von OtDGAT2A und
OtDGAT?2C geben. Hierfiir wurden ebenfalls die in Abb. 26 dargestellten Expressionskonstrukte
verwendet und die Kulturen mit radioaktiv markierten Fettsauren inkubiert. Abb. 27 zeigt die
aufgetrennten Lipidextrakte der transgenen Hefen nach den Coexpressionen mit PSE1. Die
radioaktive Markierung der Fettsduren wurde in freien Fettsduren und den Glycerolipiden
einschlieBlich TAG detektiert. Wie erwartet, konnten in den Lipidextrakten des Hefestamms
BY4741 und der IrolA dgalA-Mutante nach Expression von DGA1 die Bildung von TAG
festgestellt werden. In der Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA konnte unabhdngig von der
heterologen Expression der OtDGAT2A und OtDGAT2C kein TAG nachgewiesen werden.

Abb. 27 Coexpression von PSE1
A - o~ und OtDGAT2A bzw. OtDGAT2C
B — TAG
- - in BY4741 IrolA dgalA.

Die transgenen Hefen wurden in
FEA Gegenwart der radioaktiv markierten
Fettsduren 18:2n-6 und 18:3n-3
kultiviert, die den Kulturen 18 h nach
Induktion der Expression hinzugefigt
wurden. Die Praparation der Lipid-
extrakte erfolgte nach der in Abschnitt
2.21 beschriebenen Methode. Die
Auftrennung der einzelnen Lipid-
klassen erfolgte Uber Dinnschicht-
chromatographie.  Dieser  Versuch
PtdEtn wurde einmal durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Der Nachweis der mdglichen Funktionen von OtDGAT2A und OtDGAT2C wurde
zugunsten der weiteren Problemstellungen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. Nachdem
gezeigt werden konnte, dass die heterologe Expression OtDGAT2B den IrolA dgalA-
Mutanten-Phénotyp komplementieren kann, sollte dieses Enzym durch weitere Expressions-
studien biochemisch charakterisiert werden.

3.3.3.3 Nachweis von Lipidkorpern in S. cerevisiae

In S. cerevisiae werden TAG und Sterolester (SE), wie in den meisten eukaryoten
Zellen, am ER synthetisiert und anschlieBend in Lipidkorpern (lipid bodies) eingelagert
(Murphy, 2001). Die Lipidkorper der Hefe bilden kleine sphérische Kompartimente mit einem
Durchmesser von etwa 0,4 um aus, die nahezu ausschlielich aus Neutrallipiden, TAG, SE
und zu einem geringen Anteil aus Glycerophospholipiden bestehen (Leber et al., 1994). Die
Glycerophospholipide bilden dabei eine einzelne Glycerophospholipidschicht aus, die den
hydrophoben Kern der Lipidkdrper umgibt, in dem TAG und SE akkumulieren (Athenstaedt
et al., 1999). In dieser Glycerophospholipidoberflache der Lipidkorper lagern sich Proteine
ein, die Uberwiegend an der Lipid-Biosynthese teilhaben (Oelkers et al., 2002; Athenstaedt
und Daum, 2005). Aufgereinigte Lipidkorper aus S. cerevisiae zeigten hohe Dgalp-Aktivitat.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass Dgalp an der Oberflache der Lipidkérper lokalisiert sein
konnte (Sorger und Daum, 2002). Die Arbeiten von Sandager et al. (2002) belegten, dass die
Anwesenheit von Dgalp, Lrolp, Arelp oder Are2p essenziell fir die Bildung von Lipid-

korpern in S. cerevisiae ist. Dem Hefestamm H1246 fehlen diese vier Gene.

Lipidkorper lassen sich in vivo mit dem fluoreszierenden Farbstoff Nile Red nach-
weisen (Greenspan et al., 1985). Zum Nachweis von Lipidkérpern in H1246 wurden Hefe-
zellen nach Expression von OtDGAT2B mit Nile Red angeféarbt. Wéhrend Lipidkdrper in den
Hefezellen des Wildtyps W303 nachweisbar waren (Abb. 28 A), waren sie in den Hefezellen
der Vierfachmutante H1246 abwesend (Abb. 28 D). Nach Expression von OtDGAT2B in
H1246 wurden auch in diesem Hefestamm Lipidkorper sichtbar (Abb. 28 B). Dies bestatigte
die Aktivitdit von OtDGAT2B, die bereits durch die Lipidanalyse nach Expression von
OtDGATZ2B in der Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA gezeigt worden war (Abb. 25). Wie
erwartet, komplementierte die Expression von DGA1 den Mutanten-Phénotyp von H1246
(Abb. 28 C). Damit konnte durch einen zweiten unabhéngigen Versuchsansatz die Aktivitat
von OtDGAT?2B in vivo dargestellt werden.
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Abb. 28 Nachweis von Lipidkérpern im Hefestamm H1246 nach Expression von OtDGAT2B.

Fir die Fluoreszenz-Markierung von Lipidkdrpern wurden 500 pl der Hefe-Expressionskulturen sedimentiert.
Das Zellsediment wurde in 150 pl PBS-Puffer sowie 5 pl Nile-Red-Ldsung (1 mg/ml Aceton) zum Anfarben der
Zellen aufgenommen. Nach Inkubation flir 15 — 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Zellen mit
200 pl PBS-Puffer gewaschen. (A) W303-Leervektor-Kontrolle; (B) H1246-pYES2/CT-OtDGAT2B; (C)
H1246-pYES2/CT-DGAL; (D) H1246-Leervektor-Kontrolle Diese Untersuchungen wurden im Rahmen eines
Gastaufenthaltes in unserem Labor von Tibor Czabany (Technische Universitit Graz, Osterreich) durchgefiihrt.
Dargestellt ist das reprasentative Ergebnis von zwei bzw. drei unabh&ngigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

3.3.3.4 Invitro-Untersuchungen zur Aktivitat von OtDGAT2B

Fir die in vitro-Untersuchungen der Enzymaktivitdt von OtDGAT2B wurde der
Hefestamm BY4741 IrolA dgalA teslA mit den Expressionskonstrukten pYES2/CT-
OtDGAT2B, pYES2/CT-DGA1 oder dem Leervektor als Kontrolle transformiert. Nach der
Transformation wurden die transgenen Hefen in Selektionsmedium kultiviert und die
Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (siehe 2.20). Der Zellaufschluss, die
Préaparation des Zellextrakts (Protein-Homogenat) im Anschluss an die Expression wurden,
wie in Abschnitt 2.23.1 beschrieben, durchgefuhrt.

m : o o | m : m Im
CE GE IGE IGE IGE GE
B0 SIN 0Id 0 S0 0 In0ISH0S
Y2 Sy 25% 2 5Y 2 5 25Y eSS
o O 0O OO0 O Ol O 0Oia O 0Ol O O

t(min) 0 5 10 15 20 30

Abb. 29 In vitro-Untersuchungen zur Aktivitat von OtDGAT2B.
Zur Darstellung der Aktivitdt von OtDGAT2B in vitro wurden von den Expressionskulturen Zellextrakte
(Protein-Homogenat) hergestellt. 100 pg des Protein-Homogenats wurden mit radioaktiv markiertem **C-Oleoyl-
CoA (80.000 dpm) und di-18:1*°-DAG bei 30 °C inkubiert. Nach 5, 10, 15, 20 und 30 min sowie unmittelbar
nach Zugabe der Substrate wurde die Reaktion gestoppt. AnschlieBend wurden die Lipide mit Chloroform aus
dem Reaktionsansatz extrahiert und mittels Dunnschichtchromatographie aufgetrennt. Der Versuch wurde
einmal durchgefihrt.

Abb. 29 zeigt die aufgetrennten Lipidextrakte der in vitro-Enzymaktivitats-
untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Substrate. Es ist zu erkennen,
dass in den Lipidextrakten der Hefemutante mit dem Expressionsvektor pYES2/CT als

Leervektor-Kontrolle kein TAG nachweisbar war.
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Die Aktivitat von OtDGAT2B wurde erst zehn Minuten nach Zugabe der Substrate
anhand der TAG-Bande sichtbar. Der TAG-Gehalt in den OtDGAT2B-Proben nahm uber
einen Zeitraum von 20 min stetig zu, was an der intensiver werdenden Schwarzung des
Signals zu erkennen ist. Im Vergleich dazu zeigte Dgalp eine hohere Aktivitat. Obwohl die
Reaktion unmittelbar nach Zugabe der Substrate gestoppt wurde (Zeitpunkt t=0 min), kam es
in dieser sehr kurzen Zeit bereits zur Bildung von TAG in den Dgalp-Proben. Die Menge des
gebildeten TAG &nderte sich in den Dgalp-Proben nur innerhalb der ersten funf Minuten. Fir
die spateren Zeitpunkte wurde keine weitere Zunahme des TAG-Gehalts beobachtet.

3.3.3.5 Untersuchungen zur Fettsdure-Substratspezifitat von OtDGAT2B

Die Versuche zur Komplementation des IrolA dgalA-Phdnotyps zeigten, dass
OtDGAT2B TAG auf Basis der hefeeigenen Fettsauren synthetisieren kann, also gesattigte
und einfach ungeséttigte C16- und C18-Fettsauren als Substrate nutzen kann (Abb. 25). In den
nun folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob auch LCPUFA und VLCPUFA als
Substrate von OtDGAT2B akzeptiert werden. Zu diesem Zweck wurden weitere Expressions-
versuche in transgenen Hefen durchgefihrt, die entweder den Leervektor pYES2/CT oder
eines der Expressionskonstrukte pYES2/CT-OtDGAT?2B bzw. pYES2/CT-DGA1 enthielten.
Der Vergleich der Fettsaureprofile des in Hefe gebildeten TAG sollte mdgliche Unterschiede
in den Fettsdure-Substratspezifitdten von OtDGAT2B und Dgalp aufzeigen.

Die transgenen Hefen wurden in Gegenwart von 18:3n-6, 18:3n-3 (Abb. 30 A und
B), 20:3n-6 oder 20:3n-3 (Abb. 30 C und D) kultiviert. Die Inkorporation beschreibt das
prozentuale Verhaltnis des Anteils der jeweiligen Fettsaure an TAG zu dem gesamten Anteil
der jeweiligen Fettsdure an den Glycerolipiden. In der IrolA dgalA-Mutante, die den
Expressionsvektor pYES2/CT als Leervektor-Kontrolle enthielt, wurde kein TAG detektiert.
Die C18-Fettsauren 18:3n-6 und 18:3n-3 wurden von den transgenen Wildtyp-Hefen jeweils
zu ungefahr gleichen Anteilen in TAG inkorporiert. Die Expression von OtDGAT2B
resultierte in einer Inkorporation von 30 % 18:3n-6 in TAG wéhrend die Expression von
Dgalp einen entsprechenden Wert von 38 % ergab. Fir 18:3n-3 ergab sich das gegenteilige
Verhaltnis. Hier inkorporierte OtDGAT2B mit 37 % etwas mehr 18:3n-3 in TAG als Dgalp
mit einer Inkorporation von 31 % (Abb. 30 A und B).
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Abb. 30 Expression von OtDGAT2B in Gegenwart verschiedener mehrfach ungesattigter Fettsauren.
Die Expression erfolgte in Gegenwart verschiedener mehrfach ungeséttigter Fettséuren, die jeweils einzeln

appliziert wurden. Im Anschluss an die Expressionen wurden Lipidextrakte prépariert und mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Die TAG- und Glycerophospholipid-enthaltenen Fraktionen wurden
daraufhin isoliert und deren Fettsdurezusammensetzung gaschromatographisch analysiert. Die Inkorporation von
(A) 18:3n-6, (B) 18:3n-3, (C) 20:3n-6, (D) 20:3n-3 in TAG wurde aus den prozentualen Anteilen der jeweiligen
Fettsdure als (100 x TAG-%) / (TAG-% + Glycerophospholipde-%) berechnet Die dargestellten Werte
reprasentieren die Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten.

Nach Expression in Gegenwart der C20-Fettséduren 20:3n-6 und 20:3n-3 ergaben sich
fur OtDGAT2B jeweils niedrigere Werte flir die Inkorporation im Vergleich zu Dgalp (Abb.
30 C und D). Fur die Wildtyp-Hefen wurde eine erhéhte Inkorporation von 20:3n-6 in TAG
im Vergleich zu 20:3n-3 beobachtet. Die Fettsaureprofile des TAG zeigten, dass OtDGAT2B
zum einen nicht zwischen PUFA und VLCPUFA der n-6- und n-3-Serie unterscheidet und
zum anderen keine ausgepragte Praferenz fur C18- oder C20-Fettsduren aufweist. Wahrend
die Werte flr die Inkorporation fur 18:3n-6, 20:3n-6 und 20:3n-3 nahezu identisch waren, war

die Inkorporation von 18:3n-3 leicht erhoht.
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3.3.3.6 Analyse der molekularen TAG-Spezies nach Expression von OtDGAT2B

OtDGAT?2B zeigte bisher keine enge Fettsdure-Substratspezifitat. Vielmehr scheint
das Enzym gesattigte und ungeséttigte Fettsduren gleichermallen gut als Substrate zu
akzeptieren. Fir weitergehende Charakterisierungen der Enzymaktivitdt wurde OtDGAT2B in
Gegenwart aquimolarer Mengen verschiedener Fettsauren exprimiert, um die molekularen
Spezies des von OtDGAT2B gebildeten TAG aufzuzeigen. Die zu testenden Fettsdaure-
substrate waren 18:2n-6, 18:3n-6, 18:3n-3 und 18:4n-3. Im Anschluss an die Expression
wurden Lipidextrakte prapariert und die molekularen Spezies des TAG und des DAG mittels
LC-MS/MS analysiert. Anhand dieses Ansatzes sollte versucht werden Hinweise auf die
Substratspezifitat und die Substratselektivitat zu erhalten. Die Messungen ergaben insgesamt
34 verschiedene TAG-Spezies und 18 verschiedene DAG-Spezies. Ein Vergleich der
molekularen TAG-Spezies im Wildtyp BY4741, der Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA
nach Expression von OtDGAT2B, DGAL bzw. der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT ist in
Abb. 31 dargestellt. In der Abbildung sind von links nach rechts zuerst die DAG-Spezies und
danach die TAG-Spezies dargestellt. Wahrend im Wildtyp und in der IrolA dgalA-Mutante
nach DGAL-Expression kaum DAG vorliegt, scheint DAG in der Leervektor-Kontrolle der
IrolA dgalA-Mutante zu akkumulieren. Dies ist nicht unerwartet, da DAG als direkte TAG-
Vorstufe von der Doppelmutante nicht bzw. kaum verwertet werden kann. In Abb. 31 B ist
aullerdem zu erkennen, dass in der Doppelmutante zwei TAG-Spezies vorliegen, die aus-
schliellich aus den gesattigten Fettsduren 16:0 und 18:0 bestehen (TAG-52:0 und TAG-54:0).
Die Synthese dieser TAG-Spezies ist vermutlich auf die Nebenaktivitdten von Arelp und
Are2p zuriickzufiihren. Beide Enzyme sind Acyl-CoA:Sterin-Acyltransferasen, deren Neben-
produkt TAG darstellt (Sandager et al., 2002). Interessanterweise sind keine weiteren TAG-
Spezies in der Doppelmutante zu erkennen, so dass Arelp und Are2p vermutlich exklusiv
geséttigte DAG-Spezies mit gesattigten Fettsauren acylieren. Dagegen haben TAG-52:0 und
TAG-54:0 im Wildtyp und in der IrolA dgalA-Mutante nach DGA1-Expression nur einen
sehr geringen Anteil an den verschiedenen TAG-Spezies. Nach Expression von OtDGAT2B
waren die TAG-52:0- und TAG-54:0-Anteile in der Doppelmutante ebenfalls erniedrigt.
Dennoch waren auch hier verschiedene DAG-Spezies vorhanden, die im Wildtyp und in der

IrolA dgalA-Mutante nach Expression von DGAL nicht sichtbar waren.
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Abb. 31 Analyse der molekularen DAG- und TAG-Spezies nach Expression von OtDGAT2B.

Die Expression erfolgte in Gegenwart dquimolarer Mengen der Fettsduren 18:2n-6, 18:3n-6, 18:3n-3 und
18:4n-3. Im Anschluss an die Expressionen wurden Lipidextrakte prépariert und mittels LC-MS/MS analysiert.
Die prozentualen Anteile der jeweiligen DAG- und TAG-Spezies wurden berechnet. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von (A) der Leervektor-Kontrolle des Wildtyps BY4741, (B) der
Leervektor-Kontrolle der Mutante BY4741 IrolA dgalA, (C) der Mutante BY4741 IrolA dgalA nach
Expression von OtDGAT2B und (D) der Mutante BY4741 IrolA dgalA nach Expression von DGAL. Die Werte
reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils drei unabhéngigen Expressionskulturen.
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Weitere Unterschiede zwischen den molekularen TAG-Spezies in den Kulturen von
OtDGAT2B und Dgalp sind in Abb. 32 zu erkennen. Wahrend die molekularen TAG-Spezies
48:1, 50:1, 52:1 und 54:1 in Dgalp-Expressionskulturen auftraten, fehlten diese in den
OtDGAT2B-Expressionskulturen. Die TAG-Spezies 54:12, die an allen sn-Positionen des
TAG-Molekuls die Fettsdure 18:4n-3 aufweist, trat umgekehrt nur in den OtDGAT2B-
Expressionskulturen auf. Abb. 32 bildet die relativen Verhéltnisse der jeweiligen TAG-
Spezies aus den OtDGAT2B-Lipidextrakten und den Dgalp-Lipidextrakten als Quotienten
ab. TAG-Spezies mit Werten oberhalb der gepunkteten Linie kommen h&ufiger in den
OtDGAT2B-Lipidextrakten als in den Dgalp-Lipidextrakten vor und TAG-Spezies mit
Werten unterhalb der gepunkteten Linie kommen hdufiger in Dgalp-Lipidextrakten vor. Die
auffalligsten Unterschiede in der TAG-Zusammensetzung waren der etwa 8-fach hohere
Anteil der 54:3-Spezies und der etwa 4-fach hohere Anteil der Spezies 52:3. Eine weitere
Beobachtung war, dass TAG-Spezies mit mehrfach ungeséttigten Fettsauren in den
OtDGAT2B-Lipidextrakten tendenziell einen hoheren Anteil hatten als in den Lipidextrakten
von Dgalp. Im Allgemeinen war der Anteil an TAG-Spezies mit C18-Fettsduren an allen drei
Positionen und sieben, acht, neun oder zehn Doppelbindungen in den OtDGAT2B-Kulturen
um etwa das 1,5-fache erhoht (Abb. 32).
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Abb. 32 Verhaltnis der TAG-Spezies aus OtDGAT2B- und Dgalp-Expressionskulturen.

Die Werte geben das Verhdltnis von TAG-Spezies aus Kulturen nach Expression von OtDGAT2B bzw. DGA1
aus Abb. 24 an. TAG-Spezies mit Werten oberhalb der gepunkteten Linie kommen h&ufiger in den OtDGAT2B-
Lipidextrakten als in den Dgalp-Lipidextrakten vor und TAG-Spezies mit Werten unterhalb der gepunkteten
Linie kommen hdufiger in Dgalp-Lipidextrakten vor. Mit o markierte TAG-Spezies sind nur in OtDGAT2B-
Kulturen und mit ® markierte TAG-Spezies sind nur in Dgalp-Kulturen zu finden.
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Zusammenfassend gilt, dass im Genom von O.tauri drei mogliche DGAT2-
Kandidatengene identifiziert werden konnten. Die Mikroalge O. tauri scheint nicht ber
DGAT1 oder DGAT3 zu verfigen, so dass auf eine Beteiligung der identifizierten
OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C an der TAG-Synthese geschlossen werden kann.
Obwohl die Proteine der drei mdglichen DGAT?2 aus O. tauri in transgenen Hefen nach
heterologer Expression nachgewiesen wurden, konnten OtDGAT2A und OtDGAT2C den
IrolA dgalA-Phénotyp nicht komplementieren. Dagegen lieR sich OtDGAT2B erfolgreich in
Hefe exprimieren, so dass in verschiedenen Versuchsansatzen die enzymtische Aktivitit von
OtDGAT2B dargestellt werden konnte. Von besonderem Interesse war bei den durch-
gefuhrten Arbeiten die Substratspezifitat der OtDGAT2B. Hierbei wurde festgestellt, dass das
Enzym vermutlich geséttigte und ungesattigte C16- und C18-Fettsduren als Substrate
gleichermallen gut akzeptiert und keine signifikante Substratspezifitat fur VLCPUFA auf-

weist.
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3.4 ldentifizierung und funktionale Charakterisierung einer PDAT aus

O. tauri

Die Familie der membranstandigen Phospholipid:Diacylglycerin-Acyltransferasen
(PDAT) ist an der Acyl-CoA-unabhéngigen Synthese von TAG beteiligt (Dahlgvist et al.,
2000; Oelkers et al., 2000). Wéhrend in der Hefe S. cerevisiae die TAG-Synthese der
stationdaren Wachstumsphase vornehmlich Uber den Acyl-CoA-abhéngigen Weg erfolgt,
dominiert der Acyl-CoA-unabhangige Weg die TAG-Synthese wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase (Oelkers et al., 2002). In Pflanzen wurde die Acyl-CoA unabhéngige TAG-
Synthese zuerst in Membranpréparationen von reifenden Samen des Wolfsmilchgewéchses
Ricinus communis und der Korbblutler Crepis palaestina bzw. Helianthus annus beobachtet
(Dahlgvist et al., 2000). Von besonderer Bedeutung ist hierbei, dass die Reservelipide von
R. communis und C. palaestina hohe Gehalte einer ungewoéhnlichen Fettsaure aufweisen (van
de Loo et al., 1995; Lee et al., 1998). Ungewdhnliche Fettsduren werden haufig durch
Enzyme gebildet, die den A12-Acyl-Lipid-Desaturasen &hnlich sind und meist an PtdCho
gebundene Fettsduren als Substrate nutzen. Im Allgemeinen sind die ungewodhnlichen
Fettsduren in hoheren Pflanzen keine strukturellen Bestandteile biologischer Membranen,
sondern sie akkumulieren vielmehr spezifisch im Samendl (Millar et al., 2000). Die in
Membranpraparationen von R. communis und C. palaestina beobachteten PDAT-Aktivitaten,
sowie die Substratspezifititen der PDAT beider Pflanzen deuten eine aktive Beteiligung
dieser Enzymfamilie an der Akkumulation von ungewdhnlichen Fettsauren im Samendl an.
Marine Mikroalgen, die VLCPUFA in Reservelipiden akkumulieren, kénnten daher Uber
PDAT mit entsprechenden Substratspezifitaten fir VLCPUFA verflgen.

In den folgenden Abschnitten werden die Identifizierung und die Versuche zur

funktionalen Charakterisierung einer PDAT aus der Mikroalge O. tauri dargestelit.
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3.4.1 Identifizierung von PDAT aus Mikroalgen

Far die Identifizierung von PDAT-Enzymen in der Mikroalge O. tauri wurde eine
Genom-Datenbank dieses Algen-Stammes nach Homologen zu den PDAT aus S. cerevisiae
und A. thaliana durchsucht (DOE Joint-Genome Institute, http://genome.jgi-psf.org/). Hierbei
konnte der vollstandige Leserahmen einer mdglichen PDAT-Sequenz identifiziert werden.
Die Aminoséduresequenz der OtPDAT wurde zusammen mit weiteren durch Datenbanksuchen
identifizierten moglichen PDAT aus P. patens und O. lucimarinus in einem Phylogramm
zusammengefasst (Abb. 33). Zudem besitzen die drei mdglichen PDAT aus O. tauri,
O. lucimarinus und P. patens begrenzte Sequenzéhnlichkeit zu Enzymen, deren gemeinsame
Substrate Glycerophospholipide darstellen. Diese Enzyme bilden zusammen mit den PDAT
die Superfamilie der Lecithin:Cholesterin-Acyltransferasen (LCAT), die verschiedene
enzymatische Funktionen vereint (Dahlgvist et al., 2000; Noiriel et al., 2004; Banas et al.,
2005). LCAT-AKktivitat ist vor allem aus dem tierischen System bekannt. Dort bilden LCAT
aus Cholesterin und Fettsduren des PtdCho (Lecithin) die Cholesterinester (Jonas, 2000).

Verschiedene Proteine der LCAT-Superfamilie sind im Phylogramm der Abb. 33 dar-
gestellt. Im Genom von A. thaliana wurden bisher sechs Gene identifiziert, die eine hohe
Homologie zu den tierischen LCAT aufweisen. Die Aktivitaten der sechs LCAT-Homologen
teilen sich auf in PDAT-Aktivitdt (At5g13640, At3g44830; Stahl etal., 2004), PSAT-
Aktivitat (At1lg04010), LCAT-Aktivitat (Atlg27480; Noiriel et al., 2004) und Phospholipase
Al-Aktivitat (At3g03310, At4g19860; Noiriel et al., 2004). Die vermuteten Genfunktionen
von At1g27480 und At4919860 wurden bisher experimentell noch nicht bestétigt. Wahrend
im Genom der pflanzlichen Vertreter A.thaliana, P.patens und des Schneckenklees
Medicago truncatula die vier LCAT-Homologen PDAT, PSAT, LCAT und PLA1 zu finden
sind, scheinen die Genome von O. tauri und O. lucimarinus nur tGber PDAT zu verfligen
(Abb. 33). AuBerdem ist zu erkennen, dass die beiden mdglichen PDAT der Mikroalgen-
Gattung Ostreococcus eine nahere Verwandtschaft zu den PDAT aus den Hefen S. cerevisiae
und Schizosaccharomyces pombe als zu den pflanzlichen PDAT zeigen (Oelkers et al., 2000;
Zhang et al., 2003). Die mogliche PDAT des EPA-produzierenden Moos P. patens scheint

dagegen den PDAT aus A. thaliana und M. truncatula evolutiv naherzustehen.
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Abb. 33 Phylogramm von Vertretern der LCAT-Familie aus Pflanzen, Hefen, Amphibien und Saugern.

Das Phylogramm zeigt neben bereits funktional identifizierten Enzymen, die in dieser Arbeit identifizierten
mdoglichen PDAT sowie einige funktional noch nicht charakterisierte Enzyme, deren Sequenzen aus
verschiedenen genomischen Datenbanken entnommen wurden und aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu den PDAT-
Proteinen dem Phylogramm hinzugefligt wurden. Die PDAT wurden gelb hinterlegt, die PSAT wurden blau
hinterlegt, die LCAT wurden rot hinterlegt und die PLA wurden griin hinterlegt. Die Genbank-
Identifikationsnummern sind im Anhang 9 aufgefiihrt. Details zur Berechnung und Erstellung des Phylogramms
kénnen dem Abschnitt 2.4 enthommen werden. Die Skala gibt einen Sequenzunterschied von 10 % wieder
(number of replacement).

3.4.2 Sequenzanalyse der PDAT aus Mikroalgen

Der bei der Datenbanksuche identifizierte Leserahmen der mdglichen PDAT aus
O. tauri mit 1998 bp codiert fur ein Protein mit 665 Aminosauren. Daraus ergibt sich ein
Molekulargewicht von 73,2 kDa. Der offene Leserahmen der OtPDAT war in der Datenbank
unvolistandig annotiert. Der dort annotierte Leserahmen mit 1542 bp ist deutlich kirzer als
die offenen Leserahmen der meisten bisher bekannten PDAT, die eine durchschnittliche
Lange von etwa 2000 bp besitzen. Zudem beginnt der annotierte Leserahmen mit einem fir
die Aminoséure Isoleucin codierenden Codon, anstelle des initialen Methionins. Das zu
diesem Isoleucin stromaufwérts am ndchsten gelegene Methionin-codierende Triplett wurde
als das native Start-Codon der OtPDAT angesehen.
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Die Identitats- und Ahnlichkeitswerte der OtPDAT zu PDAT aus Pflanzen und Hefen
sind in Tab. 23 aufgefiihrt. Zu der bisher nicht charakterisierten PDAT aus O. lucimarinus
besteht eine Identitat von 67 %. Des Weiteren bestehen sowohl zu den pflanzlichen PDAT als

auch zu der PDAT aus S. pombe vergleichbare Identitatswerte von 28 bis 30 %.

Tab. 23 Identitats- und Ahnlichkeitswerte der OtPDAT zu PDAT aus Pflanzen und Hefen.

Grau hinterlegt sind die jeweils zwei hochsten Werte. Wéhrend die Identitatswerte den prozentualen Anteil
von ausschlieRlich identischen Aminosauren angeben, geben die Ahnlichkeitswerte den prozentualen Anteil
sowohl identischer als auch isofunktioneller Aminoséuren an. Die Berechnungen wurden mit dem Programm
VecorNTI® Suite v10.0 durchgefiihrt.

OIPDAT At3g44830  At5g13640 PpPDAT MtPDAT SpPDAT
OtPDAT 67%/76% 28%/41% 28%/42% 23%/32% 29%/42% 30% /45%

ElIf charakteristische konservierte Bereiche sind in Abb. 34 markiert. Die Proteine der
LCAT-Superfamilie weisen zumindest in einigen wenigen Bereichen eine hohe Ahnlichkeit
zueinander auf. Dies zeigt sich vor allem anhand von vier konservierten Bereichen (1, 1V, V
und XI in Abb. 34 B), die zwischen allen Enzymen konserviert sind. Ferner existieren zwolf
hochkonservierte Aminosauren, die in allen Proteinen dieser Superfamilie vorhanden sind
(schwarz hinterlegt unterhalb des Alignments in Abb. 34 A). Drei dieser Aminoséuren bilden
die sogenannte katalytische Triade der LCAT-Superfamilie (Peelman et al., 1998). Bezogen
auf die Aminoséuresequenz der OtPDAT sind es die Reste S297 (Serin), D560 (Aspartat) und
H613 (Histidin), die am Transfer von Fettsauren der sn-2-Position von PtdCho beteiligt sind.
Eine Besonderheit der moglichen PDAT aus O. tauri und O. lucimarinus tritt im hoch-
konservierten Bereich V auf. Dort befindet sich in allen bisher bekannten Mitgliedern der
LCAT-Superfamilie eine Position stromabwarts des fur die katalytische Aktivitat wichtigen
S297 stets ein Methioninrest oder ein Leucinrest. OtPDAT und OIPDAT besitzen in diesem
auflRerst hochkonservierten Bereich stattdessen ein Tyrosin (Abb. 34 A und B). Des Weiteren
ist eine Position von besonderem Interesse, die in den meisten LCAT-Proteinen von einem
Serin besetzt wird. Der Serinrest S262 liegt in unmittelbarer Nachbarschaft zu dem
hochkonservierten Bereich 1V und scheint eine Determinante der Substratspezifitat zu sein
(Abb.34 A; Zhao et al., 2003). Die Bereiche II, Ill, VI bis X sind zwischen den LCAT-
Proteinen weniger stark konserviert und eher als charakteristisch fiir die PDAT anzusehen.
Besonders auffallig sind die Unterschiede in den Bereichen VIII und IX zwischen OtPDAT
bzw. OIPDAT und den tbrigen PDAT aus Pflanzen und Hefe (Abb. 34 B). Zu der Bedeutung
dieser Unterschiede in der Primdrstruktur in Bezug auf die katalytische Aktivitat der OtPDAT

und OIPDAT kénnen keine Aussagen getroffen werden.
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Abb. 34 Vergleich der Aminosauresequenzen von Vertretern der LCAT-Superfamilie.

(A) Vergleich der Aminoséuresequenzen der mdglichen PDAT aus O. tauri und O. lucimarinus mit PDAT aus
A.thaliana, M. truncatula, P.patens und S.cerevisiae. Durch Sternchen gekennzeichnet sind die
Aminosdurereste der katalytischen Triade von LCAT-Enzymen. Die C-terminalen ER-Retentionssignale sind
schwarz umrandet. Die grauen Balken markieren konservierte Aminosauresequenzen der LCAT-Familie und
schwarze Balken konservierte Bereiche der PDAT. Wahrend hochkonservierte Aminoséurereste der LCAT-
Superfamilie unterhalb des Alignments schwarz hinterlegt dargestellt sind, sind die konservierten
Aminoséurereste der PDAT-Familie unterhalb des Alignments in fettgedruckten Buchstaben dargestellt. (B)
Partielles Aminosauresequenz-Alignment bekannter Proteine der LCAT-Superfamilie. Der Ausschnitt zeigt zwei
hochkonservierte Bereiche innerhalb der LCAT-Superfamilie. Abweichend zu den konservierten
Aminoséureresten Methionin und Leucin findet man in OtPDAT und OIPDAT einen Tyrosinrest in Position 298.
Der Serinrest in Position 262 ist eine Determinante der Fettsaure-Substratspezifitat in der humanen LCAT
HsLCAT (Zhao et al., 2003). X, beliebiger Aminosaurerest innerhalb einer Konsensussequenz. Das Alignment
wurde mit dem Programm VecorNTI® Suite v10.0 errechnet und das Abbild wurde durch das Programm
Boxshade 3.21 erzeugt.

Die Unterschiede in der Primarstruktur wirken sich jedoch nicht auf die
Sekundarstruktur aus. Hier zeigen OtPDAT und OIPDAT die typischen Charakteristika der
LCAT mit einer N-terminalen transmembranen Helix, die vermutlich der VVerankerung in der
Membran dient (Abb. 35). Jedoch zeigen die mdglichen PDAT aus O. tauri und
O. lucimarinus gemeinsam mit Lrolp keine C-terminalen ER-Retentionssignale wie sie in

anderen pflanzlichen PDAT vorhanden sind (Abb. 34 B; Shin et al.,, 1991; Teasdale und
Jackson, 1996; McCartney et al., 2004).
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Abb. 35 Hydropathieanalyse der PDAT aus O. tauri.

Die Lage der fir LCAT-Enzyme charakteristischen N-terminalen transmembranen Helix ist durch einen
schwarzen Balken gekennzeichnet. Die sogenannte katalytische Triade der LCAT-Enzyme umfasst die drei
Aminosdurereste Serin, Aspartat und Histidin, deren Positionen durch Pfeile markiert sind. Das Hydropathie-
Profil wurde mit Hilfe des Programms ProtScale berechnet (Gasteiger et al., 2005); die Vorhersage der
transmembranen Bereiche erfolgte durch das Programm TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMMY/).

3.4.3 Versuche zur funktionalen Charakterisierung der PDAT aus O. tauri

Zur Darstellung der Funktion von OtPDAT wurden ebenfalls Expressionsexperimente
in S. cerevisiae durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Hefestdmme entsprechen denen in
Abschnitt 3.3.3.

Fur die heterologe Expression der mdglichen PDAT aus O. tauri wurden die nativen
und teilweise codon-optimierten cDNA-Sequenzen der jeweiligen Kandidatengene
stromabwarts eines Galaktose-induzierbaren Promotors des Hefe-Expressionsvektors
PYES2/CT kloniert. Die Adaption der Codonverwendung wurde auch fur OtPDAT, wie in
Abschnitt 3.2.5.1 beschrieben, durchgefiihrt. Fir die homologe Komplementation der TAG-
defizienten Hefe-Mutanten wurde das Expressionskonstrukt pYES2/CT-LRO1 verwendet, das
die cDNA-Sequenz von LRO1 stromabwaérts eines Galaktose-induzierbaren Promotors
enthélt.
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3.4.3.1 Analyse der Proteinmengen von OtPDAT in S. cerevisiae

Die Eignung von S. cerevisiae als Expressionswirt fur die funktionale Expression der
OtPDAT wurde, wie in den vorangehenden Abschnitten dieser Arbeit, als erstes Gberprift.
Fur die Analyse der Proteinmengen in S. cerevisiae wurde die native bzw. die am 5-Ende
optimierte cDNA-Sequenz von OtPDAT sowie der offene Leserahmen von LRO1 jeweils in
einen Leserahmen mit dem Vs-Epitop des PpYES2/CT-Vektors kloniert. Die
Expressionskonstrukte wurden fiir die Transformation des Hefestamms BY 4741 IrolA dgalA
eingesetzt. Die mit dem Expressionsvektor pYES2/CT transformierten Hefen BY4741 und
BY4741 IrolA dgalA stellten hierbei die Leervektor-Kontrollen dar. Nach der
Transformation wurden die transgenen Hefen in Selektionsmedium Kkultiviert und die
Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (siehe 2.20). Die Expression erfolgte fir
20h bei 30°C. Die Uberexpression der Gene filhrte zu keiner Veranderung des
Wachstumsverhaltens der transgenen Hefen. Der Zellaufschluss, die Préparation des
Zelllysates im Anschluss an die Expression sowie der Western-Blot und die Immundetektion
der Proteine wurden, wie in Abschnitt 2.22 beschrieben, durchgefuhrt. Wie bereits fir die
moglichen DGAT2 aus O. tauri beobachtet, fiuhrte auch die Expression der nativen
Gensequenz von OtPDAT nicht zur Proteinsynthese in Hefe (Daten nicht gezeigt). Die
Optimierung der ersten 25 Codons des offenen Leserahmens ermdglichte jedoch die
Proteinsynthese der OtPDAT in Hefe (Abb. 36).

kDa : : : ~ Abb. 36 Immundetektion der PDAT aus
PO e Ay O. tauri nach heterologer Expression in
120 — o : BY4741 IrolA dgalA.
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. OtPDAT (78,1kDa) und den Leervektor-

Kontrollen sowie 12,5 ug des Gesamtprotein-
extrakts von Lrolp (80,5 kDa) wurden in ein-
dimensionalen SDS-Polyacrylamidgelen aufge-
trennt, auf Nitrozellulose-Membran transferiert
und mit einem Antiserum gegen das C-terminale
V5-Epitop inkubiert. Die hier angegebenen
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3.4.3.2 Komplementationsstudien der OtPDAT in S. cerevisiae

Nachdem die erfolgreiche Proteinsynthese von OtPDAT in S. cerevisiae nach-
gewiesen wurde, sollte im Folgenden untersucht werden, ob OtPDAT den IrolA dgalA-
Phanotyp komplementieren kann. Dazu wurden weitere Expressionsversuche in transgenen
Hefen durchgefiihrt, die entweder den Leervektor pYES2/CT oder eines der Expressions-
konstrukte pYES2/CT-OtPDAT bzw. pYES2/CT-LRO1 enthielten. Als erstes sollte unter-
sucht werden, ob die mdgliche PDAT aus O. tauri die hefeeigenen gesattigten und einfach
ungesattigten C16- und C18-Fettsdauren als Substrate fur die Synthese von TAG aus DAG und
PtdCho akzeptiert. Zu diesem Zweck wurden die transgenen Hefen ohne den Zusatz von
nicht-hefeeigenen Fettsauren kultiviert. Im Anschluss an die Expression wurden Lipidextrakte
der transgenen Hefen hergestellt (siehe 2.25) und die einzelnen Lipidklassen der Extrakte
wurden mittels Dinnschichtchromatographie voneinander getrennt. Wahrend die Expression
von LRO1 zur Bildung von TAG in der BY4741 IrolA dgalA-Mutante fuhrte, kam es nach
Expression von OtPDAT in Abwesenheit exogener Fettsduren nicht zu einer
Komplementation des IrolA dgalA-Phéanotyps (Abb. 37 A). Auch nach Zusatz von 18:1n-9 in
das Kulturmedium, was vermutlich eine Anreicherung dieser Fettsaure in den Glycerolipiden
der Hefen bewirkte, konnte die Bildung von TAG nicht beobachtet werden (Abb. 37 B). Dies
fuhrte zu der Annahme, dass OtPDAT mdglicherweise die hefeeigenen geséttigten und

einfach ungesattigten C16- und C18-Fettséuren als Substrate der TAG-Synthese diskriminiert.
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Abb. 37 Hefeeigene Fettsduren werden von OtPDAT nicht zur Bildung von TAG verwendet.
Wahrend im Wildtyp BY4741 und in der BY4741 IrolA dgalA-Mutante nach Expression von LRO1 TAG

nachgewiesen werden konnte, konnte die Expression von OtPDAT nicht den IrolA dgalA-Phéanotyp
komplementieren. (A) Kultivierung ohne Zugabe von Fettsduren und (B) Kultivierung in Gegenwart von
18:1n-9. Dargestellt ist ein Dunnschichtchromatogramm der Lipidextrakte von transgenen Hefen, die mit dem
Leervektor pYES2/CT oder einem der Expressionskonstrukte pYES2/CT-OtPDAT bzw. pYES2/CT-LRO1
transformiert wurden. Nach der Transformation wurden die transgenen Hefen in Selektionsmedium Kkultiviert
und die Expression durch Zugabe von Galaktose induziert (siehe 2.20). Die Expression erfolgte fur 28 h bei
30 °C. Die Uberexpression der Gene fiihrte zu keiner Veranderung des Wachstumsverhaltens der transgenen
Hefen. Dargestellt ist das reprasentative Ergebnis von drei unabhéngigen Versuchen.

Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden weitere Komplementationsstudien durch-
gefuhrt, bei denen die transgenen Hefen in Gegenwart verschiedener mehrfach ungesattigter
Fettsauren kultiviert wurden, die als potenzielle Substrate der PDAT erkannt werden kdnnten.
Abb. 38 zeigt die aufgetrennten Lipidextrakte nach Expression in Gegenwart verschiedener
mehrfach ungesattigter C18- und C20-Fettséuren. Im Einzelnen verwendet wurden die Fett-
séuren 18:2n-6, 18:3n-6, 20:3n-6 und 20:4n-6 der n-6-Reihe und 18:3n-3, 18:4n-3, 20:3n-3
und 20:5n-3 der n-3-Reihe. Im Gegensatz zu der Situation mit lediglich hefeeigenen
Fettsduren, zeigte sich in Gegenwart dieser mehrfach ungeséattigten Fettsauren die Synthese
von TAG nach Expression von OtPDAT. Es wird davon ausgegangen, dass die Fettsaure-
zusammensetzung durch die jeweils applizierte Fettsdure so verandert wurde, dass OtPDAT
die Lipide PtdCho und DAG als Substrate akzeptierte und der Transfer einer Fettsaure von
PtdCho auf die sn-3-Position von DAG erfolgen konnte. Dabei scheint OtPDAT nicht
zwischen mehrfach ungeséttigten Fettsauren der n-3- und n-6-Reihe zu unterscheiden, da der
IrolA dgalA-Phanotyp davon unabhédngig in allen Féllen komplementiert wurde. Diese
Beobachtung deutet eine Substratspezifitdt der OtPDAT fur mehrfach ungesattigte Fettséuren

an.
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Abb. 38 In Gegenwart von LCPUFA und VLCPUFA wurde der IrolA dgalA-Phénotyp nach Expression
von OtPDAT komplementiert.

(A) Kultivierung in Gegenwart von mehrfach ungeséttigten C18-Fettsduren und (B) Kultivierung in Gegenwart
von mehrfach ungesattigten C20-Fettsduren. Dargestellt ist ein Dunnschichtchromatogramm der Lipidextrakte
von transgenen Hefen, die mit dem Leervektor pYES2/CT oder einem der Expressionskonstrukte pYES2/CT-
OtPDAT bzw. pYES2/CT-LROL1 transformiert wurden. Die Expression erfolgte fiir 28 h bei 30 °C. Dargestellt
ist das représentative Ergebnis von drei unabhéngigen Versuchen.
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3.4.3.3 Nachweis von Lipidkorpern in S. cerevisiae

Nachdem die Komplementation des IrolA dgalA-Mutanten-Phanotyps durch
OtPDAT in Gegenwart von mehrfach ungesattigten Fettsauren dargestellt werden konnte,
sollte die PUFA-Spezifitat der OtPDAT anhand der Bildung von Lipidkdrpern im Hefestamm
H1246 bestatigt werden. Die Versuchsbedingungen und der Lipidkdrper-Nachweis entspricht
der in Abschnitt 3.3.3.3 dargestellten VVorgehensweise. Wie erwartet, konnten in Zellen des
Wildtyps W303 und in Zellen H1246 nach Expression von LRO1 Lipidkorper detektiert
werden (Abb. 39 A und E). Der H1246-Mutantenphanotyp wurde durch das Fehlen von
Lipidkorpern sichtbar (Abb. 39F). In den transgenen Hefezellen, die das
Expressionskonstrukt pYES2/CT-OtPDAT enthielten, waren nach Zugabe von 18:1n-9 keine
Lipidkorper nachweisbar (Abb. 39 B). Im Unterschied dazu waren Lipidkorper in den
Hefezellen deutlich erkennbar, die in Gegenwart von 18:2n-6 oder 18:3n-3 kultiviert wurden
(Abb. 39 C und D). Die Komplementation durch OtPDAT in Anwesenheit von mehrfach
ungeséattigten C20-Fettséuren ist mit dem gewéhlten Versuchsaufbau nicht darstellbar, da
diese nur in &ulerst geringen Mengen von den Hefezellen aufgenommen werden (Daten nicht
gezeigt). Dennoch bestatigten sich die Beobachtungen der vorangehenden Experimente (siehe
3.4.3.2). Nur in Gegenwart von mehrfach ungesattigten Fettsduren wird die TAG-Synthese in
den Hefestdmmen H1246 und BY4741 IrolA dgalA wiederhergestellt, so dass OtPDAT als
PUFA-spezifische PDAT angesehen werden kann.
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Abb. 39 Nachweis von Lipidkdrpern im Hefestamm H1246 nach Expression von OtPDAT.

Fur die Fluoreszenz-Markierung von Lipidkdrpern wurden 500 ul der Hefe-Expressionskulturen sedimentiert.
Das Zellsediment wurde in 150 pl PBS-Puffer sowie 5 ul Nile-Red-Ldsung (1 mg/ml Aceton) zum Anférben der
Zellen aufgenommen. Nach Inkubation der Zellen fiir 15 — 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln, wurden die
Zellen mit 200 pl PBS-Puffer gewaschen. (A) W303-Leervektor-Kontrolle; (B) H1246-pYES2/CT-OtPDAT in
Gegenwart von 18:1n-9; (C) wie (B), jedoch in Gegenwart von 18:2n-6; (D) wie (B), jedoch in Gegenwart von
18:3n-6; (E) H1246-pYES2/CT-LRO1; (F) H1246-Leervektor-Kontrolle. Diese Untersuchungen wurden im
Rahmen eines Gastaufenthaltes in unserem Labor von Tibor Czabany (Technische Universitit Graz, Osterreich)
durchgefiihrt. Dargestellt ist das représentative Ergebnis von zwei bzw. drei unabhéngigen Experimenten.

3.4.3.4 Invitro-Untersuchungen zur Aktivitat von OtPDAT

Da es sich bei OtPDAT vermutlich um ein membranstédndiges Protein handelt,
wurden flr die Darstellung der OtPDAT-Enzymaktivitét in vitro Membranpraparationen von
BY4741 IrolA dgalA-Expressionskulturen verwendet. Abb. 40 zeigt die Immundetektion des
Proteins von OtPDAT nach Expression in Hefe. Im Zellextrakt lag die Proteinkonzentration
von OtPDAT unterhalb des Detektionslimits, wodurch der Proteinnachweis im Anschluss an
einen Western-Blot negativ ausfiel. Die intrazellularen Membranen der Hefe wurden durch
Zentrifugation des Zellextrakts bei 100.000 g von den l6slichen cytoplasmatischen Bestand-
teilen abgetrennt. Dies filhrte gleichzeitig zu einer Anreicherung des Proteins von OtPDAT in
dem Membranextrakt, so dass das Protein im Anschluss an einen Western-Blot nachgewiesen
werden konnte (Abb. 40). Anschliefend wurden 100 pg der Membranpraparation fir die

in vitro-Untersuchungen eingesetzt.
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Abb. 40 Immundetektion von OtPDAT in Zellextrakten und Membranpréaparationen nach Expression in
BY4741 IrolA dgalA.

Je 25 pg des Rohextrakts von OtPDAT (78,1 kDa), Lrolp (80,5 kDa) und den Leervektor-Kontrollen sowie
15 ug der Membranpréparationen wurden in eindimensionalen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf
Nitrozellulose-Membran transferiert und mit einem Antiserum gegen das C-terminale V5-Epitop inkubiert. Die
hier angegebenen Molekulargewichte verstehen sich inkl. des Vs-Epitops. Dargestellt ist das Ergebnis eines
Experimentes.

Die Membranextrakte wurden bei 30 °C fir 60 min inkubiert. In Abb. 41 werden die
aufgetrennten Lipidextrakte nach der Durchfiihrung des in vitro-Versuchs gezeigt. Die radio-
aktive Markierung findet sich hauptsachlich im nicht umgesetzten Anteil des PtdCho und in
Form freier Fettsduren wieder. Wie erwartet, fand in der Leervektor-Kontrolle der
IrolA dgalA-Mutante keine TAG-Synthese statt. In der Leervektor-Kontrolle des Wildtyps
BY4741 und in der IrolA dgalA-Mutante nach Expression von LRO1 sind TAGs zu
erkennen. Somit sind die gewahlten Versuchsbedingungen fiur die in vitro-Darstellung der
Lrolp-Aktivitat ausreichend gut geeignet. Unter diesen in vitro-Versuchsbedingungen war
jedoch keine TAG-Synthese im Membranextrakt der IrolA dgalA-Mutante nach Expression

von OtPDAT feststellbar.
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Abb. 41 In vitro-Untersuchungen zur Aktivitat von OtPDAT.

Zur Darstellung der Aktivitat von OtPDAT in vitro wurden von den Expressionskulturen Membranpréparationen
hergestellt. 100 pg der Membranpréaparationen wurden mit **C-markiertem PtdCho (L-a-1-Palmitoyl-2-
linoleoyl-[linoleoyl-1-**C]-phosphatidyl~cholin; 100.000 dpm) und di-18:2"%*2-DAG bei 30 °C inkubiert. Nach
60 min und unmittelbar nach Zugabe der Substrate wurde die Reaktion gestoppt. Anschliefend wurden die
Lipide mit Chloroform aus dem Reaktionsansatz extrahiert und mittels Dunnschichtchromatographie
aufgetrennt. Dieser Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

3.4.3.5 Untersuchungen zur Substratspezifitait von OtPDAT

Bei den Komplementationsstudien zur Darstellung der Funktion von OtPDAT
konnte bereits gezeigt werden, dass die PDAT aus O.tauri vermutlich nur an der
Inkorporation von PUFA in TAGbeteiligt ist. Eine weitergehende Bestimmung der
Substratspezifitdt erfolgte durch Expressionsversuche in Gegenwart verschiedener, einzeln
applizierter PUFA. Die Ergebnisse sind in Abb. 42 zusammengefasst. Die Inkorporation von
18:3n-6 in TAG erfolgte in den Kontrollhefen zu 45 % fiir den Wildtyp BY4741 und 46 % fr
die LRO1-exprimierende Doppelmutante (Abb. 42 A). Fir OtPDAT-exprimierende Kulturen
lag dieser Wert bei 53 %. Fir die n-3-Fettsaure 18:3n-3 konnten hingegen keine signifikanten
Unterschiede bei den Werten flr die Inkorporation beobachtet werden (Abb. 42 B).
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Abb. 42 Expression von OtPDAT in Gegenwart verschiedener mehrfach ungesattigter Fettsauren.
Die Expression erfolgte in Gegenwart verschiedener mehrfach ungeséttigter Fettséuren, die jeweils einzeln

appliziert wurden. Im Anschluss an die Expressionen wurden Lipidextrakte prépariert und mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Die TAG- und Glycerophospholipid-enthaltenen Fraktionen wurden
daraufhin isoliert und deren Fettsaurezusammensetzung gaschromatographisch analysiert. Die Inkorporation von
(A) 18:3n-6, (B) 18:3n-3, (C) 20:3n-6, (D) 20:3n-3 in TAG wurde aus den prozentualen Anteilen der jeweiligen
Fettsdure als (100 x TAG-%) / (TAG-% + Glycerophospholipide-%) berechnet Die dargestellten Werte
reprasentieren die Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten.

Waéhrend 20:3n-6 bei den Kontrollhefen eine Inkorporation von 68 % im Wildtyp
und 36 % in der LRO1-komplementierten Doppelmutante erreichte, lag der entsprechende
Wert der OtPDAT-exprimierenden Kulturen bei ungefédhr 51 % (Abb. 42 C). Als letzte
Fettsdure wurde 20:3n-3 analysiert. Mit 51 % Inkorporation nach Expression der OtPDAT
zeigte die komplementierte Doppelmutante einen nur geringfligig niedrigeren Wert als der
Wildtyp mit 53 %, aber eine deutlich erhéhten Wert im Vergleich zu Lrolp mit 29 %
Inkorporation von 20:3n-3 (Abb. 42 D). Anhand der in Abb. 42 dargestellten Werte konnte
keine ausgepréagte Fettsdure-Substratspezifitat festgestellt werden, da die Werte der einzelnen
Fettsduren sich nur geringflgig voneinander unterscheiden. Vielmehr scheint OtPDAT
mehrfach ungeséttigte C18- und C20-Fettsduren, mdglicherweise auch unabhéngig von der
Zugehorigkeit zur n-6- oder n-3-Reihe, mit vergleichbarer Préferenz als Substrate zu

akzeptieren.

152



3. Ergebnisse

3.4.3.6 Analyse der molekularen TAG-Spezies nach Expression von OtPDAT

Fur OtPDAT konnte bisher eine Substratspezifitat gezeigt werden, die gesattigte und
einfach ungesattigte C16- und C18-Fettsauren diskriminiert und mehrfach ungesattigte C18-
und C20-Fettsduren als Substrate fiir die Acylierung von DAG nutzt. Weitere Expressions-
studien von OtPDAT in Gegenwart aquimolarer Mengen verschiedener Fettsauren sollten
mogliche Unterschiede in den molekularen Spezies des gebildeten TAG belegen. Als
Substrate wurden 18:2n-6, 18:3n-6, 18:3n-3 und 18:4n-3 eingesetzt. Im Anschluss an die
Expression wurden Lipidextrakte prépariert und die molekularen Spezies des TAG und DAG
mittels LC-MS/MS analysiert, um die molekularen Spezies des synthetisierten TAG
darzustellen. Das Spektrum der molekularen TAG-Spezies des Wildtyp-Hefestamms
BY4741, der Doppelmutante BY4741 IrolA dgalA nach Expression von OtPDAT, LRO1
bzw. der Leervektor-Kontrolle pYES2/CT ist in Abb. 43 dargestellt. In Abb. 43 sind von links
nach rechts zuerst die DAG-Spezies und danach die TAG-Spezies dargestellt. Die
Komplementationsstudien wurden parallel zu den in Abschnitt 3.3.3.6 beschriebenen
Experimenten durchgefiihrt wurden, so dass die hier gezeigten Messwerte des Wildtyps und
der IrolA dgalA-Mutante den in Abb. 31 gezeigten Messwerten entsprechen. Aus diesem
Grund wird auf eine detaillierte Darstellung der Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der
IrolA dgalA-Mutante an dieser Stelle verzichtet und stattdessen auf den Abschnitt 3.3.3.6

verwiesen.

Zusammenfassend sei erwahnt, dass in der IrolA dgalA-Mutante aufgrund der
aulRerst geringen TAG-Synthese DAG intrazelluldr akkumulierte und die einzigen detektierten
TAG-Spezies in der Doppelmutante 52:0 und 54:0 waren. Beide Spezies resultierten aus der
Aktivitat von Arelp und Are2p (Sandager et al., 2002), die vermutlich ausschlieBlich DAG-
Spezies mit gesattigten Fettsduren als Substrate erkennen und diese mdglicherweise aus-
schlielich mit gesattigten C16- und C18-Fettsduren acylieren. Nach Expression von OtPDAT
waren die TAG-Spezies 52:0 und 54:0 in der Doppelmutante ebenfalls deutlich zu erkennen.
Die Profile der Leervektor-Kontrolle und der OtPDAT-Expression unterschieden sich auch
deutlich durch die DAG-Akkumulation von dem Profil des Wildtyps und der Doppelmutante

nach LRO1-Komplementation.
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Abb. 43 Analyse der molekularen DAG- und TAG-Spezies nach Expression von OtPDAT.

Die Expression erfolgte in Gegenwart dquimolarer Mengen der Fettsauren 18:2n-6, 18:3n-6, 18:3n-3 und
18:4n-3. Im Anschluss an die Expressionen wurden Lipidextrakte prépariert und mittels LC-MS/MS analysiert.
Die prozentualen Anteile der jeweiligen DAG- und TAG-Spezies wurden berechnet. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von (A) der Leervektor-Kontrolle des Wildtyps BY4741, (B) der
Leervektor-Kontrolle der Mutante BY4741 IrolA dgalA, (C) der Mutante BY4741 IrolA dgalA nach
Expression von OtPDAT und (D) der Mutante BY4741 IrolA dgalA nach Expression von LROL. Die Werte
reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils drei unabhéngigen Expressionskulturen.
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3. Ergebnisse

In Abb. 44 wird die Akkumulation von DAG und die unvollstandige Umsetzung von
DAG zu TAG in der Doppelmutante nach Expression von OtPDAT deutlich. Wahrend in den
Kulturen des Wildtyps und der DGA1-Komplementation nahezu 100 % des DAG zu TAG
umgesetzt wurden, flihrte die Expression von OtPDAT nur zu einer unvollstandigen
Umsetzung von etwa 31 %. Fir die IrolA dgalA-Mutante wurde eine Umsetzung von etwa
9 % festgestellt (Abb. 44). Diese Werte zeigen, dass OtPDAT den IrolA dgalA-Phanotyp im
Vergleich zu Lrolp vermutlich nur unvolistdndig komplementierte. Weitere Unterschiede
zwischen den molekularen TAG-Spezies in den Kulturen von OtPDAT und Lrolp sind in
Abb. 45 zu erkennen. Wahrend die molekularen TAG-Spezies 48:0, 48:1 und 54:1 sowohl in
den Lipidextrakten von OtPDAT als auch Lrolp fehlten, gab es einige molekulare Spezies,
die nur in den Lipidextrakten von Lrolp-Lipidextrakten auftraten (Abb. 45). Diese waren
meist Spezies deren Fettsduren gesattigt oder nur einfach ungesattigt waren. Dass rein
geséttigte TAG-Spezies, abgesehen von 52:0 und 54:0, sowie TAG-Spezies mit einer einfach
ungeséttigten Fettsure nicht in den Lipidextrakten von OtPDAT vorkamen, bestétigte die
beobachtete Substratspezifitat der OtPDAT fur mehrfach ungeséttigte Fettsauren. Allerdings
wurden die TAG-Spezies mit der hochsten Anzahl von Doppelbindungen 54:11 und 54:12 nur
in Lrolp-Lipidextrakten detektiert. Abb. 45 bildet die relativen Verhéltnisse der jeweiligen
TAG-Spezies aus den OtPDAT-Lipidextrakten und Lrolp-Lipidextrakten als Quotienten ab.
TAG-Spezies mit Werten oberhalb der gepunkteten Linie kommen héufiger in den OtPDAT-
Lipidextrakten als in den Lrolp-Lipidextrakten vor und TAG-Spezies mit Werten unterhalb

der gepunkteten Linie kommen héufiger in Lrolp-Lipidextrakten vor.

100 Abb. 44 DAG wird in OtPDAT-
Expressionskulturen nur unvollstandig
zu TAG umgesetzt.

Die Effizienz der Umsetzung von DAG
(Umsetzung %) wurde aus den prozentualen
Anteilen der jeweiligen Lipide aus Abb. 43
als (100 x TAG) / (TAG + DAG) berechnet.
Die Mittelwerte mit Standardabweichungen
reprasentierten die Ergebnisse von jeweils
drei unabh&ngigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

Die auffalligsten Unterschiede in der Fettsaurezusammensetzung des TAG bestanden
in dem etwa 7-fach hoheren Anteil der 52:0-Spezies und dem etwa 4-fach hoheren Anteil der
Spezies 54:0. Da sich diese beiden Spezies aus den gesattigten C16- bzw. C18-Fettséuren
zusammensetzen und diese als einzige TAG-Spezies in der IrolA dgalA-Mutante
vorkommen, ist anzunehmen, dass der relative hohe Anteil auf die Aktivitat von Arelp und
Are2p zurlckzufuhren ist. Da OtPDAT den Transfer von mehrfach ungeséttigten Fettséuren
katalysiert, war zu erwarten, dass bestimmte molekulare TAG-Spezies in den OtPDAT-
Lipidextrakten haufiger auftreten konnten als in den Lrolp-Lipidextrakten. Diese Annahme
bestatigte sich nicht. Es gab keine solchen molekularen TAG-Spezies mit einer Haufung
mehrfach ungeséttigter Fettsduren, die im Vergleich zu den Lrolp-Lipidextrakten haufiger in
den OtPDAT-Lipidextrakten vorkamen. Lediglich die Spezies 50:6 war in den OtPDAT- und
Lrolp-Lipidextrakten etwa gleich haufig vertreten. Ansonsten lag der relative Anteil an mehr-
fach ungeséttigten TAG-Spezies in den OtPDAT-Lipidextrakten niedriger als in den Lrolp-
Lipidextrakten (Abb. 45).
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Abb. 45 Verhéltnis der TAG-Spezies aus OtPDAT- und LRO1-Expressionskulturen.
Die Werte geben das Verhéltnis von TAG-Spezies aus Kulturen nach Expression von OtPDAT bzw. LRO1 aus

Abb. 43 an. TAG-Spezies mit Werten oberhalb der gepunkteten Linie kommen héaufiger in den OtPDAT-
Lipidextrakten als in den Lrolp-Lipidextrakten vor und TAG-Spezies mit Werten unterhalb der gepunkteten
Linie kommen haufiger in Lrop-Lipidextrakten vor. Mit o markierte TAG-Spezies sind nur in OtPDAT-Kulturen
und mit e markierte TAG-Spezies sind nur in Lrolp-Kulturen zu finden.

Zusammenfassend lasst sich aus den Expressionsstudien schlieen, dass es sich bei
OtPDAT um eine Acyltransferase mit neuartiger Substratspezifitdt handelt. Das aus der
Mikroalge O. tauri stammende Gen konnte erfolgreich in S. cerevisiae exprimiert werden und
fihrte dort zur Komplementation des IrolA dgalA-Phénotyps. Hierfir verwendete das Enzym
keine gesattigten oder einfach ungesattigten Fettséduren als Substrate, sondern die Synthese

von TAG erfolgte ausschlieRlich in Gegenwart mehrfach ungeséttigter Fettsauren.
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3.5 Etablierung eines ARA- und EPA-Biosyntheseweges in A. thaliana

In Analogie zu den von Abbadi et al. (2004) veroffentlichten Arbeiten wurden fiir die
Etablierung eines EPA-Biosyntheseweges in A.thaliana die A6-Desaturase PtA6 aus
P. tricornutum, die A6-Elongase PSE1 aus P.patens und die A5-Desaturase aus
P. tricornutum eingesetzt. Die erstellten rekombinanten Expressionskonstrukte wurden durch
Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in das Genom von A.thaliana integriert. Die
Expression der beteiligten Gene wurde durch den im reifenden Samen aktiven USP-Promotor
(Unknown Seed Protein) reguliert. Die Expressionskonstrukte waren so gestaltet, dass jedes
Gen einzeln reguliert wurde. Zur Identifizierung von Transgenen enthielten die Expressions-

konstrukte zusatzlich das ubiquitér exprimierte Kanamycinresistenz-vermittelnde nptli-Gen.

Nach der Selektion antibiotikaresistenter T1-Pflanzen sollten zundchst transgene
A. thaliana-Linien identifiziert werden, die tber mehrere Generationen hinweg relativ stabile
ARA- und EPA-Anteile im Samendl aufweisen. Eine solche Linie sollte dann fiir die Super-
transformation der Acyltransferasegene aus O. tauri, M. squamata und P. patens dienen. Mit
diesem experimentellen Ansatz sollte versucht werden, den mdglichen Einfluss der ver-
schiedenen Acyltransferasen auf die transgene VLCPUFA-Biosynthese in planta darzustellen.
In den nun folgenden Abschnitten wird zundchst die Identifizierung einer transgenen
A. thaliana-Linie mit relativ stabilen ARA- und EPA-Anteilen im Samendl beschrieben.
Darauffolgend werden die Arbeiten zu der Supertransformation der Acyltransferasegene dar-

gestellt.
3.5.1 Lipidabhangige VLCPUFA-Synthese in A. thaliana

Aus den Transformationsereignissen erhaltene Pflanzen der T1-Generation wurden
nach der Selektion bis zur vollstandigen Reife der Samen unter Gewéchshausbedingungen
angezogen. Die Analyse der Fettsdurezusammensetzung des T2-Samens von 38 T1-Pflanzen
ist in Abb. 46 dargestellt. Dabei bilden die endogenen Fettsauren 18:2n-6 und 18:3n-3 die
priméren Substrate der lipidabhdngigen VLCPUFA-Synthese (Abb. 46 A), die von der A6-
Desaturase PtA6 umgesetzt werden. Wahrend die Produkte der initialen Desaturierung
18:3n-6 und 18:4n-3 noch in 24 der 38 analysierten Pflanzen detektiert wurden, konnten die
korrespondierenden Produkte der A6-Elongase PSEL in nur 14 Pflanzen nachgewiesen
werden (Abb. 46 B und C).
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Abb. 46 Ausschnitt der Fettsdureprofile von T2-Samen transgener A. thaliana-Pflanzen.
Nach der Selektion wurden 38 Pflanzen unter Gewéchshausbedingungen bis zur vollstdndigen Reifer der Samen

angezogen. Jeweils 1 mg Samen wurde fiir die Analyse der Fettsdureprofile eingesetzt. Dargestellt sind die
Werte der einzelnen Pflanzen und die daraus resultierenden Mittelwerte (A) der endogenen Fettsauren 18:2n-6
und 18:3n-3, (B) der Produkte der A6-Desaturase PtA6 18:3n-6 und 18:4n-3, (C) der Produkte der A6-Elongase
PSE1 20:3n-6 und 20:4n-3 und (D) der Produkte der A5-Desaturase 20:4n-6 und 20:5n-3. Graue Balken
markieren die Werte der Linien, die fur die Anzucht der Folgegenerationen ausgewahlt wurden.

Von diesen 14 Pflanzen enthielten zehn Pflanzen auch die beiden Folgeprodukte der
A5-Desaturase 20:4n-6 und 20:5n-3 im Samen (Abb. 46 D). Die Linien 2, 21 und 38 wurden
anhand der Fettsaureprofile fiir die Anzucht der Folgegeneration ausgewahlt. Die Auswahl-
kriterien waren hierbei der prozentuale Anteil aller transgenen Fettsdauren am Gesamt-
fettsauregehalt und insbesondere die Hohe des 20:4n-6- und 20:5n-3-Anteils. Von der
folgenden Generation wurde der T3-Samen von insgesamt 20 T2-Pflanzen hinsichtlich der

VLCPUFA-Synthese analysiert.
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Abb. 47 Ausschnitt der Fettsdureprofile von T3-Samen transgener A. thaliana-Pflanzen.
Von den Nachkommen der Linie 2 wurden jeweils etwa 1 mg Samen von sechs Einzelpflanzen analysiert.

Dargestellt sind die Werte der einzelnen Pflanzen und die daraus resultierenden Mittelwerte (A) der endogenen
Fettsduren 18:2n-6 und 18:3n-3, (B) der Produkte der A6-Desaturase PtA6 18:3n-6 und 18:4n-3, (C) der
Produkte der A6-Elongase PSE1 20:3n-6 und 20:4n-3 und (D) der Produkte der A5-Desaturase 20:4n-6 und
20:5n-3. Graue Balken markieren die Werte der Linien, die flr die Anzucht der Folgegenerationen ausgewéahlt
wurden.

Die Ergebnisse der Analysen von sechs Nachkommen der Pflanze 2 sind hier
reprasentativ dargestellt (Abb. 47). Im Vergleich zu den Werten der T2-Samen ist im T3-
Samen eine deutlich erhéhte Syntheserate von VLCPUFA zu erkennen. Besonders auffallig
ist die Reduktion des endogenen 18:2n-6-Anteils am Gesamtfettsauregehalt zugunsten des
gebildeten 18:3n-6 (Abb. 47 A und B). 18:3n-6 machte im T3-Samen in etwa 16 % aus,
wéhrend der Wert im T2-Samen der Pflanze 2 noch bei etwa 9,9 % lag. Die héhere Synthese-
rate der n-6-Fettséure geht jedoch nicht mit einem gleich starken Anstieg der Folgeprodukte

20:3n-6 und 20:4n-6 einher (Abb. 47 A und B).
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Fir die transgenen n-3-Fettsduren gilt &hnliches. Zwar steigt der 18:4n-3-Anteil von
etwa 0,7 % im T2-Samen der Pflanze 2 auf durchschnittlich 2,9 % im T3-Samen, jedoch fallt
der Anstieg der Folgeprodukte 20:4n-3 und 20:5n-3 weniger stark aus. Dies bestétigt die
Beobachtungen von Abbadi et al. (2004) in Lein und Tabak auch fur. A. thaliana. Eine der
sechs analysierten Pflanzen (2-3 in Abb. 47) zeigt keine transgenen Fettsauren, was
moglicherweise den Verlust des Expressionskonstrukts widerspiegelt und Heterozygotie der
ausgewahlten Linie 2 andeutet. Der Samen der Pflanzen 2-1, 2-4 und 2-6 (Abb. 47) wurde fur
die Anzucht der Folgegenerationen ausgewahlt.

Im T3-Samen der Nachkommen aus den Linien 21 und 38 (Abb. 46) akkumulierten
die intermedidren Fettsduren 18:3n-6, 18:4n-3, 20:3n-6 und 20:4n-3 zu wesentlich geringeren
Anteilen und dartber hinaus wurden die Endprodukte 20:4n-6 und 20:5n-3 meist nicht
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der geringeren Syntheseleistung im Vergleich
zu den Nachkommen der Linie 2 und der fehlenden 20:4n-6- und 20:5n-3-Synthese wurde die

Linien 21 und 38 von der weiteren Bearbeitung ausgeschlossen.

Der T4-Samen der T3-Pflanzen zeigte keine weitere Steigerung in den VLCPUFA-
Anteilen (Abb. 48). Die Gehalte erzielten zu der T3-Generation vergleichbare Werte. Eben-
falls ist sehr deutlich zu erkennen, dass die Intermediate der 20:4n-6- und 20:5n-3-
Biosynthese im Samen akkumulieren und nur dufRerst unvollstandig zu den gewiinschten End-
produkten prozessiert werden. Finf der 20 analysierten Pflanzen der Linie 2-4 zeigten neben
den endogenen Fettsduren keine weiteren transgenen Fettsauren im Samen. Aufspaltung
konnte auch hier die fehlende Genaktivitat erklaren. Von den Linien 2-1 und 2-6 wurden
ebenfalls T4-Samenanalysen von jeweils 12 bzw. 21 Pflanzen durchgefuhrt. Auch bei diesen
Nachkommen konnte keine Steigerung der VLCPUFA-Akkumulation beobachtet werden,
meist lagen die Werte sogar unterhalb denen der 2-4-Nachkommen. Vermutlich segregierten
die Nachkommen von 2-1 und 2-6 in einem noch stérkeren Male als es bei den Nachkommen
von 2-4 der Fall war. Allerdings kann auch die Inaktivierung der Genexpression (gene
silencing) als Grund fur die fehlenden Aktivitaten nicht auBer Acht gelassen werden. Acht der
analysierten 12 Nachkommen von 2-1 und 16 der analysierten 21 Nachkommen von 2-6

zeigten keine transgenen Fettsauren im Samendl.

Obwohl zu erwarten war, dass die Nachkommen der Linie 2-4-11 erneut segregieren
konnten und somit ein bestimmter Anteil der Nachkommenschaft wieder das Fettsaureprofil
des Wildtyps aufweisen konnte, wurde die Linie 2-4-11 flr die Supertransformation der

Acyltransferasegene als am ehesten geeignet bewertet.
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Abb. 48 Ausschnitt der Fettsdureprofile von T4-Samen transgener A. thaliana-Pflanzen.

Von den Nachkommen der Linie 2-4 wurden jeweils etwa 1 mg Samen von 20 Einzelpflanzen analysiert.
Dargestellt sind die Werte der einzelnen Pflanzen und die daraus resultierenden Mittelwerte (A) der endogenen
Fettsduren 18:2n-6 und 18:3n-3, (B) der Produkte der A6-Desaturase PtA6 18:3n-6 und 18:4n-3, (C) der
Produkte der A6-Elongase PSE1 20:3n-6 und 20:4n-3 und (D) der Produkte der A5-Desaturase
20:4n-6 und 20:5n-3. Graue Balken markieren die Werte der Linie, die fiir die Anzucht der Folgegeneration und
fur die Supertransformation ausgewahlt wurden.
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3.5.2 Supertransformation transgener A. thaliana mit Acyltransferasegenen

Fur die Supertransformation der transgenen A. thaliana-Linie wurden rekombinante
Expressionskonstrukte mit den einzelnen Kandidatengenen der LPAAT/LPCAT-Familie
(siehe 3.2.1), den DGAT2-Kandidatengenen (siehe 3.3.1) und dem PDAT-Kandidatengen aus
O. tauri (siehe 3.4.1) erstellt. Dabei wurden MSLPAAT und PpLPAAT jeweils einzeln in die
Expressionskonstrukte kloniert. Die DGAT?2-Kandiatengene und das PDAT-Kandidatengen
wurden entweder einzeln oder miteinander kombiniert in die Expressionskonstrukte kloniert
und anschlieBend transformiert (Tab. 24). Die Expressionskonstrukte waren so gestaltet, dass
die Expression der Gene durch den samenspezifischen USP-Promotor reguliert wurde. Fir die
Selektion der supertransformierten Pflanzen wurde ein Herbizidresistenz-vermittelndes Gen
(bar-Gen) eingesetzt. Aus den Transformationsereignissen erhaltene Pflanzen der T1-
Generation wurden nach der Selektion bis zur vollstandigen Reife der Samen unter Gewéchs-
hausbedingungen angezogen. Als Referenz wurde der Leervektor pCAMBIA 3300, der
lediglich den Pflanzen die Resistenz gegentiber Glufosinat vermittelt, in die Linie 2-4-11
supertransformiert. Zusatzlich wurden die nach der Selektion erhaltenen Pflanzen mittels PCR
genotypisiert. Dazu wurde genomische DNA aus Rosettenblattern prapariert und als Matrize
in zwei voneinander unabhé&ngigen PCR-Reaktionen eingesetzt. Zum Nachweis des
Expressionskonstruktes flr die Synthese von 20:4n-6 und 20:5n-3 wurden sequenzspezifische
Oligonukleotide eingesetzt, mit denen die A6-Elongase PSE1 im Genom detektiert werden
sollte. Fur die zweite PCR-Reaktion wurden sequenzspezifische Oligonukleotide eingesetzt
mit denen das jeweilige Acyltransferasegen im Genom der supertransformierten A. thaliana-
Pflanzen detektiert werden sollte. Die Ergebnisse der Genotypisierung sind in Tab. 24
zusammenfassend dargestellt. Von allen Linien wurden jeweils 30 glufosinatresistente
Pflanzen selektiert und genotypisiert. Die Anzahl der Pflanzen mit positivem Genotyp, d.h.
beide PCR-Reaktionen ergaben ein positives Ergebnis, variiert stark zwischen den einzelnen
Transformationsereignissen. Wahrend von 30 glufosinatresistenten Pflanzen, die neben dem
VLCPUFA-Expressionskonstrukt auch das Doppelkonsrukt OtDGAT2A-OtPDAT enthalten
sollten, nur eine einzige Pflanze mit positivem Genotyp identifiziert wurde, waren es bei dem
Expressionskonstrukt der PpLPAAT 15 Pflanzen mit positivem Genotyp. Haufig war ein
negativer Genotyp durch den fehlenden Nachweis von PSE1 bei gleichzeitiger Anwesenheit
des jeweiligen Acyltransferasegens bestimmt (Daten nicht gezeigt). Die Abwesenheit von
PSE1 wurde als Fehlen des gesamten VLCPUFA-Expressionskonstruktes gewertet. Aus
diesem Grund wurden von den 270 selektierten Pflanzen nur diejenigen weitergehend

analysiert, die einen positiven Genotyp aufwiesen.
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Die Anzahl der Pflanzen einer Linie, die VLCPUFA inkl. der Endprodukte 20:4n-6
und 20:5n-3 Samen enthielten, sind ebenfalls in Tab. 24 aufgefiihrt.

Tab. 24 Ubersicht der Expressionskonstrukte fiir die Supertransformation transgener A. thaliana-
Pflanzen.

Die verschiedenen Expressionskonstrukte wurden in den Transformationsvektor pCAM3300 kloniert. Des
Weiteren gibt die Ubersicht die Anzahl der selektierten Pflanzen nach Herbizid-Behandlung, die Ergebnisse
der Genotypisierung sowie die Anzahl der Pflanzen, deren Samen 20:4n-6 und 20:5n-3 beinhaltet an. Mit *
markierte Linien wurden nicht genotypisiert.

Konstrukt Anzahl positiver VLCPUFA
pCAM330 selektierter Pflanzen Genotyp inkl. 20:4n-6 und 20:5n-3
MsLPAAT 30 4 2
PpLPAAT 30 15 1
OtDGAT2A 30 6 2
OtDGAT2B 30 5 1
OtDGAT2C 30 8 0
OtPDAT 30 9 1
OtPDAT-OtDGAT?2A 30 1 0
OtPDAT-OtDGAT2B 30 3 1
OtPDAT-OtDGAT2C 30 8 2
Leervektor 30 -* 12

Obwohl die Analysen mit Samen von Pflanzen durchgefuhrt wurden, die einen
eindeutig positiven Genotyp aufwiesen, sind es in den meisten Linien lediglich zwei oder
weniger Pflanzen, die berhaupt VLCPUFA inkl. der beiden Endprodukte im Samen
enthalten. In Abb. 49 sind die Ergebnisse der Versuche zur Supertransformation einer
transgenen A. thaliana-Linie anhand ausgewadhlter Linien zusammenfassend dargestellt. Abb.
49 A zeigt nochmals Ausschnitte des Fettsaureprofils der Ausgangslinie 2-4-11, deren
Nachkommen flr die Supertransformation verwendet wurden. Parallel zu den fir die
Supertransformation vorgesehenen Pflanzen wurden 20 Nachkommen der Linie 2-4-11
angezogen. Die Fettsaureprofile des T5-Samens dieser T4-Pflanzen sind in Abb. 49 B
dargestellt. Fiir die Analyse der Fettsdurezusammensetzung dieser Samen wurde jeweils 1 mg
Samen der 20 Pflanzen zu einem Pool vereint und anschliefend ein Lipidextrakt prapariert
und Uber Gaschromatographie analysiert. Die in Abb. 49 B dargestellten Werte reprasentieren

somit die Fettsaureprofile von 20 Einzelpflanzen.
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Abb. 49 Ausschnitt der Fettsaureprofile von Samen transgener A. thaliana-Pflanzen.

(A) T4-Samen der Linie 2-4-11, (B) T5-Samenpool von 20 Nachkommen der Linie 2-4-11 (C) Mittelwerte der
T2-Samenanalyse von zwolf Pflanzen der Leervektor-Kontrolle, (D) T2-Samenanalyse der Pflanze mit dem
Expressionskonstrukt OtDGAT2B, die auch VLCPUFA im Samen enthdlt und (E) T2-Samenanalyse von neun

Pflanzen mit dem Expressionskonstrukt OtPDAT.
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Es ist zu erkennen, dass die VLCPUFA-Anteile im Vergleich zu den T4-Samen mit
Ausnahme von 20:5n-3 leicht erhéht sind. Insbesondere (bersteigt in dieser Generation zum
ersten Mal der Anteil der transgenen Fettsdure 18:3n-6 den Anteil der endogenen Fettsdure
18:2n-6 im Samen. In Abb. 49 C bis E sind die Fettsaureprofile von T2-Samen ausgewéhlter
T1-Pflanzen der Supertransformationsversuche mit Acyltransferasegenen gezeigt. Das
Fettsaureprofil der T2-Samen von den zwolf Pflanzen, die den Leervektor pCAMBIA 3300
und die beiden Endprodukte 20:4n-6 und 20:5n-3 enthielten, ist mit dem Fettséureprofil der
T5-Samen aus Abb. 49 B vergleichbar. Die Werte fir die VLCPUFA liegen im selben
Bereich. Auch in diesen Samen ist der transgene 18:3n-6-Gehalt hoher als der endogene
18:2n-6-Gehalt. Im Gegensatz dazu sind die Werte der transgenen Fettsauren im T2-Samen
der Linien mit OtDGAT2B (Abb. 49 D) und OtPDAT (Abb. 49 E) stark erniedrigt. Ahnliches
gilt auch fur den Samen der anderen Linien (siehe Tab. 24), bei denen die VLCPUFA-Anteile
ebenfalls deutlich unter den Werten der Ausgangslinie 2-4-11 und den in Abb. 49 B und C
gezeigten Linien liegen. Es ist nicht davon auszugehen, dass die Reduktion der Gehalte
ausschlieBlich auf die Aktivitat der Acyltransferasen zurtickzufiihren ist, da einige der
maoglichen Acyltransferasen auch in den Hefe-Komplementationsstudien keine Aktivitat
zeigten. Daruber hinaus wurden fur die Supertransformation nicht die Codon adaptierten
offenen Leserahmen eingesetzt. Da A. thaliana und S. cerevisiae keine signifikanten
Unterschiede beziglich der Codonverwendung zeigen, werden die beiden Gene der funktional
identifizierten Gene OtDGAT2B und OtPDAT vermutlich exprimiert, aber kaum oder gar

nicht zu den entsprechenden Proteinen umgesetzt.
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3.6 Etablierung von DHA-Biosynthesewegen in A. thaliana

Neben der lipidabhangigen VLCPUFA-Biosynthese, dessen Reaktionsschritte unter
Beteiligung des Acyl-CoA-Pools und des PtdCho-Pools verlaufen, konnen VLCPUFA auch
ausschlieBlich im Acyl-CoA-Pool synthetisiert werden. Hierbei erfolgt die Desaturierung, im
Gegensatz zu dem lipidabhangigen Weg, an CoA-gebundenen Fettsduren. Ein solcher ®3-
Syntheseweg flr die Bildung von EPA wurde im Samen von A. thaliana etabliert (Hoffmann
et al., 2008). Bei diesem Ansatz konnte der limitierende Austausch der intermedidren Fett-
séuren zwischen Acyl-CoA- und PtdCho-Pool umgangen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Acyl-CoA-abhéngige Biosynthesewege fir DHA
(22:6n-3) im reifenden Samen von A. thaliana etabliert werden. Flr die Biosynthese von
22:6n-3 aus 18:3n-3 gilt es, funf enzymatische Aktivitdten in Pflanzen einzubringen.
Zusatzlich zu den bereits in Abschnitt 3.5 erwéhnten drei enzymatischen Aktivitaten, die zur
Bildung von 20:5n-3 flhren, sind eine sich daran anschlieBende A5-Elongation zur Bildung
von 22:5n-3 und eine A4-Desaturierung zur Bildung von 22:6n-3 notwendig. VVon vier der
bendtigten flnf Aktivitdten waren zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit Enzyme bekannt,
die eine Acyl-CoA-Spezifitat aufweisen (Zank et al., 2002; Meyer et al., 2004; Domergue et
al., 2005; Hoffmann et al., 2008). Lediglich eine Acyl-CoA-spezifische A4-Desaturase wurde
bisher noch nicht identifiziert. Aus diesem Grund musste fir den letzten Reaktionsschritt, der
Desaturierung von 22:5n-3 zu 22:6n-3, eine lipidabhingige A4-Desaturase aus der zu den

Euglenaphyceae zdhlenden Alge Euglena gracilis eingesetzt werden (Meyer et al., 2003).

Die erstellten zwoIf Expressionskonstrukte sind in Tab. 25 und Tab. 26 aufgelistet. Die
Konstrukte unterscheiden sich hauptsachlich durch die Gene, deren Genprodukte die Synthese
von 20:5n-3 katalysieren. Fur die Synthese von 22:6n-3 entlang des CoA I-Weges (Tab. 25)
wurden die Acyl-CoA-spezifischen Desaturasen MsA6 und MsA5 aus M. squamata, die A6-
Elongase PSE1 aus P. patens sowie die AS5-Elongase OtELO2 aus O.tauri und die
lipidabhingige A4-Desaturase EgA4 aus E. gracilis verwendet. Der CoA I1-Weg setzt sich
zusammen aus den Acyl-CoA-spezifischen Desaturasen OtA6 und OtAS, der Elongase
OtELO1 aus O. tauri sowie der AS-Elongase OtELO2 und A4-Desaturase EgA4. Die an der
DHA-Synthese beteiligten Gene wurden zusatzlich mit den Acyltransferasen OtDGAT2A,
OtDGAT2B, OtDGAT2C und OtPDAT sowie der prozessiven bifunktionalen
OleoylA12/Linoleoyl-o3-Desaturase  Anl aus dem  filamentdsen  Schimmelpilz
Aspergillus nidulans kombiniert (Tab. 25 und Tab. 26).
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Die erstellten rekombinanten Expressionskonstrukte wurden durch Agrobakterien-
vermittelten Gentransfer in das Genom von A. thaliana integriert. Die Expression der Gene
wurde durch den USP-Promotor reguliert. Zur Identifizierung von Transgenen enthielten die
Expressionskonstrukte zusatzlich ein Herbizidresistenz-vermittelndes Gen. Als Referenz
wurde der Leervektor transformiert, der den Pflanzen lediglich die Resistenz gegeniiber
Glufosinat vermittelt.

Tab. 25 Ubersicht der Expressionskonstrukte CoA | fiir die DHA-Biosynthese in A. thaliana.

Die verschiedenen Expressionskonstrukte wurden in den Pflanzen-Transformationsvektor pPCAM3300 kloniert.
Neben den Enzymen fir die DHA-Synthese (MsA6, PSEl, MsA5, OtEIO2, EgA4) enthielten die
Expressionskonstrukte kein weiteres Gen (-frei-), die Desaturase Anl oder eine der angegebenen
Acyltransferasen. Des Weiteren gibt die Ubersicht die Anzahl der selektierten Pflanzen nach Herbizid-
Behandlung und die Anzahl der Pflanzen, deren Samen 20:4n-6 und 20:5n-3 beinhaltet an. Mit —
gekennzeichnete Linien wurden nicht analysiert.

CoA | Anzahl VLCPUFA
MsA6, PSE1, MsAS5, OtE102, selektierter Pflanzen inkl. DHA

EgA4

-frei- 50 -

Anl 30 -
OtDGAT2A 30 -
OtDGAT2B 30 0
OtDGAT2C 30 -

OtPDAT 30 -

Tab. 26 Ubersicht der Expressionskonstrukte CoA |1 fiir die DHA-Biosynthese in A. thaliana.

Die verschiedenen Expressionskonstrukte wurden in den Pflanzen-Transformationsvektor pCAM3300 kloniert.
Neben den Enzymen fiir die DHA-Synthese (OtA6, OtELOI1, OtA5, OtELO2, EgA4) enthielten die
Expressionskonstrukte kein weiteres Gen (-frei-), die Desaturase Anl oder eine der angegebenen
Acyltransferasen. Des Weiteren gibt die Ubersicht die Anzahl der selektierten Pflanzen nach Herbizid-
Behandlung und die Anzahl der Pflanzen, deren Samen 20:4n-6 und 20:5n-3 beinhaltet an. Mit —
gekennzeichnete Linien wurden nicht analysiert.

CoA Il Anzahl VLCPUFA
OtA6, OtELO1, OtAS, OtELO2, EgA4 transgener Pflanzen inkl. DHA
-frei- 50 -
Anl 30 -
OtDGAT2A 30 -
OtDGAT2B 100 0
OtDGAT2C 30 -
OtPDAT 100 -
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Abb. 50 Mit der gewahlten Enzymkombination konnte die DHA-Biosynthese in A. thaliana nicht etabliert
werden.

Jeweils 1 mg Samen wurde fir die Analyse der Fettsaureprofile eingesetzt. Dargestellt sind die Werte der
einzelnen Pflanzen und die daraus resultierenden Mittelwerte (A) der endogenen Fettsauren 18:3n-3, (B) das
Produkt der A6-Desaturasen 18:4n-3 und (C) das Produkt der Elongase 20:4n-3. Weitere Intermediate der DHA-
Biosynthese und DHA selbst wurden nicht detektiert.

Aus den zwolf Transformationsereignissen erhaltene Pflanzen der T1-Generation
wurden nach der Herbizid-Selektion bis zur vollstdndigen Reife der Samen unter Gewéchs-
hausbedingungen angezogen. Die Anzahl der selektierten, transgenen Pflanzen ist in Tab. 25
und Tab. 26 aufgelistet. Die Analyse der Fettsaurezusammensetzung des T2-Samens von zwei
ausgewadhlten Linien ist in Abb. 50 zusammenfassend dargestellt. Unabhangig von den
Biosynthesewegen CoA | und CoA Il wurde in keinem der analysierten Samen die Bildung
von 22:6n-3 festgestellt. Ebenso waren die Vorstufen 22:5n-3 und 20:5n-3 nicht detektierbar.
Vermutlich liegt ein Grund fur den Abbruch der DHA-Synthese in der geringen oder
fehlenden Aktivitdt der A5-Desaturasen MsA3S fur CoA | und OtA5 fur CoA I, so dass keine

Folgeprodukte in den GC-Analysen zu erkennen waren.
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Die ersten beiden Reaktionsschritte der DHA-Synthese waren dagegen in den Fett-
séureprofilen wiederzuerkennen. Wie bereits von Hoffmann et al. (2008) beobachtet, fihrt die
Enzymkombination MsA6 und PSE1 (Abb. 50, CoAl) zu einer nahezu vollstandigen
Elongation des primaren Produktes 18:4n-3 zu 20:4n-3 in transgenen A. thaliana-Pflanzen.
Diese Beobachtung wird durch die hier vorliegenden Daten bestétigt. Die gewahlte Enzym-
kombination sowie die Elongase OtELO1 (Abb. 50, CoA Il) scheinen dagegen flr eine
effiziente Elongation von 18:4n-3 weniger gut geeignet zu sein. Ahnliches gilt auch fur
18:3n-6, dem zweiten Produkt der A6-Desaturase OtA6 (Daten nicht gezeigt). Beide C18-
Fettsduren akkumulierten im Samen und wurden nur sehr ineffizient elongiert. Die in Abb. 50
gezeigten Ergebnisse lieBen die Schlussfolgerung zu, dass auch die weiteren in Tab. 25 und
Tab. 26 aufgefuhrten Linien kein DHA synthetisieren wirden. Aus diesem Grund wurde die
Analyse der Fettsdureprofile des Samens dieser Linien nicht weiter verfolgt.
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4. Diskussion

Der weltweit steigende Bedarf an VLCPUFA als Bestandteil der menschlichen
Erndhrung erfordert die Suche nach alternativen Bezugsquellen, da sich der nachhaltige
Zugang zu fettreichem Seefisch als Hauptquelle fiir das daraus gewonnene Ol immer
schwieriger gestaltet. VLCPUFA aus dem Samen6l genetisch modifizierter Olsaaten wie Raps
und Lein zu gewinnen, kdnnte einen entscheidenden Beitrag zu der ErschlieBung alternativer
Quellen leisten. Die biotechnologische Umsetzung dieser Idee bis hin zu dem
agrarwirtschaftlichen Einsatz solcher Olsaaten birgt jedoch noch einige Herausforderungen.
Wéhrend bereits eine Vielzahl an Enzymen identifiziert wurden, die fur die Biosynthese von
VLCPUFA verantwortlich sind, ist das Wissen Uber die spezifische Akkumulation von
VLCPUFA in Reservelipiden noch sehr begrenzt. Erste Ergebnisse zur transgenen
VLCPUFA-Synthese in der Modellpflanze A. thaliana und in Nutzpflanzen liegen bereits vor
und sie alle zeigen, dass die erwiinschten Fettsduren nur in geringem Malie akkumulieren
(Abbadi et al., 2004; Kinney, 2004; Qi et al., 2004; Wu et al., 2005; Hoffmann et al., 2008).
Diese Beobachtungen der geringen Synthese und Einlagerung von VLCPUFA im Samendl
transgener Pflanzen fihrt zu der Annahme, dass Uber die reine Biosynthese dieser Fettsduren
durch Desaturasen und Elongasen hinaus noch weitere enzymatische Funktionen existieren
missen, die in nativen VLCPUFA-Produzenten aktiv die Akkumulation dieser Fettsauren in
Reservelipiden betreiben. Der Einsatz solcher enzymatischen Funktionen kénnte den
VLCPUFA-Ertrag in transgenen Olsaaten steigern. Fir mittelkettige Fettsauren (MCFA) ist
ahnliches bereits gezeigt worden. So filhrte die Coexpression einer Acyl-ACP-Thioesterase
aus dem Kalifornischen Lorbeer Umbellularia californica und einer LPAAT aus der Kokos-
palme Cocos nucifera zu einer gesteigerten Akkumulation von Laurinsdure in transgenem
Raps (Voelker, 1996; Knutzon et al., 1999).

Die Fettsduremodifikation und die Biosynthese von TAG am ER umfassen ein
umfangreiches Netzwerk verschiedener Reaktionen zu denen auch der Transfer von
Fettsduren zwischen den verschiedenen Lipiden am ER zadhlen (Abb. 4). Am Beispiel der
Synthese und Akkumulation von Ricinolséure in Ricinus communis werden diese Reaktionen
sehr gut erkennbar. Das Samendl dieser Pflanze kann einen Anteil von bis zu 90 %

Ricinolsdure am Gesamtfettsauregehalt aufweisen.
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Obwohl diese Fettsaure durch eine membranstandige Acyl-Lipid-Desaturase am ER
synthetisiert wird, wird sie wahrend der Samenreifung von der Inkorporation in Membran-
lipide nahezu ausgeschlossen. Stattdessen findet ein selektiver und hochaktiver Transfer in die
Reservelipide statt (Bafor et al., 1991; van de Loo et al., 1995; Kroon et al., 2006). Daraus
wird ersichtlich, dass VLCPUFA-akkumulierende Organismen wie Mikroalgen auch tber ein
entsprechendes Transfersystem verfigen konnten. Diese Acyltransferasen mit neuartigen
Substratspezifitaten aus Mikrolagen kdnnten sich moglicherweise in ihren Substratspezifitaten
insofern von denen hoherer Pflanzen unterscheiden, als dass sie neben den gewdhnlichen
C16- und C18-Fettsduren auch oder sogar ausschlie3lich VLCPUFA als Substrate verwenden
konnten. Als Teil eines VLCPUFA-Biosynthesewegs in transgenen Olsaaten konnten die neu-
artigen Acyltransferasen eine unter Umstanden effizientere Synthese und eine hdhere
Akkumulation von VLCPUFA im Samendl bewirken. Zusétzlich wéren Limitierungen im
VLCPUFA-Ertrag aufgrund  inkompatibler  Substratspezifititen = der  endogenen

Acyltransferasen vermeidbar.

Die wachsende Verfugbarkeit der genomischen Sequenzinformationen VLCPUFA-
produzierender Organismen erlaubte es im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Kandidaten-
gene zu identifizieren, die in Mikroalgen an der Biosynthese und Akkumulation von
VLCPUFA teilhaben kdnnten. Zunachst sollte die Funktion der Kandidatengene von LPAAT,
LPCAT, DGAT und PDAT durch heterologe Expression in S. cerevisiae dargestellt werden.
Durch detaillierte Lipidanalytik der mit den neuartigen Acyltransferasen transformierten
Hefen sollte festgestellt werden, ob diese LCPUFA und VLCPUFA als Substrate bevorzugen.

Parallel zu der funktionalen Charakterisierung in S. cerevisiae sollte Gberpruft werden, ob
die neuartigen Acyltransferasen aus Mikroalgen zu einer Steigerung der Synthese und zu

einer héheren Akkumulation von VLCPUFA im Samendl von Olpflanzen beitragen kénnen.
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4.1 Identifizierung und Charakterisierung von LPCAT

Die Enzymfamilie der LPCAT katalysiert den Austausch von Fettsduren zwischen dem
zytosolischen Acyl-CoA-Pool und Glycerophospholipiden (Kim und Huang, 2004; Riekhof et
al., 2007a; Matsuda et al., 2008). Von einzelnen Vertretern dieser Enzymfamilie ist bekannt,
dass sie zum Teil essenzielle stoffwechselphysiologische Funktionen erfullen (Kim und
Huang, 2004; Kim et al., 2005; Lee et al., 2008). Als Teil des sogenannten Lands-Zyklus
nehmen sie vermutlich aktiv an der Modellierung der Fettsdurezusammensetzung von
Membranlipiden teil, indem sie den Acyl-CoA-Pool und den PtdCho-Pool so miteinander
verknlpfen, dass ein standiger Fettsdureaustausch zwischen beiden Pools gewahrleistet ist.
Ihre stoffwechselphysiologische Funktion wird dabei meist in einem engen Zusammenspiel
mit Phospholipasen gesehen. Im Lands-Zyklus sind es Phospholipasen, die aus den
Membranlipiden Fettsauren tber eine von CoA unabhangige Hydrolyse freisetzen, die durch
Acyl-CoA-Synthetasen auf CoA Ubertragen werden und so dem Acyl-CoA-Pool zugefiihrt
werden. In diesem Modell katalysieren LPCAT hauptsachlich die Reacylierung der
Membranlipide, d.h., sie entnehmen Fettsduren aus dem CoA-Pool und transferieren sie auf
die Membranlipide (Lands, 1960). Es wird in diesem Zusammenhang aber auch
angenommen, dass LPCAT den Fettsdureaustausch in beide Richtungen zu katalysieren
vermogen, d.h., sie kdnnten in einer Hinreaktion den Transfer einer Fettsaure von Acyl-CoA
auf Lyso-PtdCho katalysieren und in einer Rlckreaktion den Transfer einer Fettsdure aus der
sn-2-Position von PtdCho auf freies CoA (Stymne und Stobart, 1984). Die Arbeiten von
Abbadi et al. (2004) zeigten, dass im Zuge der lipidabhangigen VLCPUFA-Synthese in
Olsaaten vermutlich der unzureichend ablaufende Fettsaureaustausch zwischen beiden Pools
limitierend auf die VLCPUFA-Biosyntheserate in transgenem Lein und Tabak wirkte. Die
endogene LPCAT schien keine Substratspezifitat fur die C18- und C20-PUFAs aufzuweisen,
wodurch der Fettsaureaustausch nur unzureichend ablief. Flr die vorliegende Arbeit waren
daher LPCAT aus marinen VLCPUFA produzierenden Mikroalgen von besonderem
Interesse, da diese Uber die geeigneten Substratspezifitaten verfiigen kdnnten, mit denen die
Biosyntheserate der lipidabhangigen VLCPUFA-Synthese in transgenen Olsaaten gesteigert
werden kénnte. Zu Beginn dieser Arbeit waren keine Sequenzinformationen zu Genen aus
eukaryoten Organismen verfugbar, die fur die Identifizierung von LPCAT-Kandidatengenen
hatten genutzt werden konnen. Lediglich die Arbeiten zu zwei LPAAT-homologen Genen aus
dem Fadenwurm C. elegans und der Alge M. squamata dienten als erste Anhaltspunkte
(Cirpus, 2006).
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Erst die Identifizierung und hinreichende biochemische Charakterisierung der LPCAT
Alelp aus S. cerevisiae eroffnete neue Maoglichkeiten fur die Identifizierung von LPCAT aus
pflanzlichen Organismen (Benghezal et al., 2007; Chen et al., 2007; Jain et al., 2007; Riekhof
et al., 2007a; Riekhof et al., 2007b; Tamaki et al., 2007).

4.1.1 Funktionale Charakterisierung von LPAAT-Homologen aus Moosen und Algen

In den offentlich verfligbaren Genomen der VLCPUFA-produzierenden Organismen
P. patens, O. tauri und O. lucimarinus konnten sowohl zu CeLPAAT homologe Gene als
auch zu Alelp homologe Gene identifiziert werden. Die phylogenetische Analyse belegte,
dass die jeweiligen Vertreter keinen gemeinsamen evolutiven Ursprung haben (Abb. 8). Somit
stehen sich in Eukaryoten vermutlich zwei nicht miteinander verwandte Enzymfamilien
gegenuber, deren gemeinsame Substrate Glycerophospholipide und CoA-gebundene
Fettsauren darstellen. Die mittels Datenbanksuche identifizierten MSLPAAT, PpLPAAT,
OtLPAAT und OILPAAT zeigen auf Ebene der Aminosauresequenz die héchste Homologie
zu der plastiddren AtLPAAT1 und sie unterscheiden sich damit deutlich von den anderen
pflanzlichen und tierischen Vertretern dieser Enzymfamilie (Abb. 8). Allein von den
tierischen LPAAT/LPCAT-Homologen in Abb. 8 ist bisher LPCAT-Aktivitat gezeigt worden.
Anhand von Komplementationsstudien sollte die vermutete Funktion von MsSLPAAT und
PpLPAAT in Hefe dargestellt werden. In S. cerevisiae existiert ein zu diesen pflanzlichen
LPAAT homologes Protein (Slclp; Nagiec et al., 1993). Die SLC1-Mutante wurde daher als
Expressionswirt fir die heterologe Expression von MsLPAAT und PpLPAAT gewahlt. Die
gesuchte Enzymaktivitat sollte das Zusammenspiel von Acyl-Lipid-Desaturasen und CoA-
abhéngigen Elongasen verbessern, indem der PtdCho-Pool mit dem bevorzugten
Fettsauresubstrat der Elongase abgereichert und der CoA-Pool gleichzeitig damit angereichert
wird. Dieser Anreicherung konnte eine verbesserte Elongationseffizienz und somit eine
erhdhte Produktbildung folgen. Die dafiir gewéhlte Enzymkombination PtA6 und PSE1 wurde
auch von Abbadi et al., (2004) als Teil des Biosyntheseweges von 20:4n-6 und 20:5n-3 in
transgenem Lein und Tabak gewéhlt. Dort akkumulierten bereits die Produkte der A6-
Desaturase PtA6 im Samendl, und nur ein geringer Anteil der Produkte wurde der A6-
Elongase im CoA-Pool als Substrat zugefiihrt. Die heterologe Expression von PtA6 und PSE1
in Gegenwart von 18:2n-6 hatte in der slc1A-Mutante einen nur maRig stark ausgepréagten
biochemischen Phanotyp zur Folge, der sich in einer reduzierten Elongationseffizienz zeigte
(Abb. 10 und Abb. 11).
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Die Reduktion lag bei 10 % bis 12 %. Die heterologen Expressionen von MSLPAAT
und PpLPAAT fuhrte nicht zu einer Komplementation dieses schwach ausgepragten
Phanotyps. Das Ergebnis war besonders fir MSLPAAT unerwartet. Schlie3lich hatten Cirpus
etal. (2006) MsLPAAT in einem vergleichbaren Versuchsansatz funktional als LPCAT
identifiziert. Im Unterschied zu den hier durchgefuhrten Untersuchungen wurde dort der
S. cerevisiae-Stamm INVSc1 und die A6-Desaturase PpA6 aus P. patens verwendet. Es bleibt
unklar, inwiefern die Verwendung eines Wildtyp-Hefestamms oder die Verwendung einer
unterschiedlichen A6-Desaturase die unterschiedlichen Ergebnisse bezuglich MsSLPAAT
begriinden konnten. Durch die heterologe Expression in Hefe ergaben sich flr die beiden
Kandidatengene MsLPAAT und PpLPAAT keine Hinweise fur einen positiven Einfluss auf
die VLCPUFA-Akkumulation. Die hohen Sequenzhomologien der beiden Kandidatengene zu
der plastidaren AtLPAATL1 lassen vermuten, dass beide Gene nicht firr Proteine codieren, die
geeignet sind den Fettséureaustausch zwischen Acyl-CoA und PtdCho zu erleichtern. Das
Vorhandensein der N-terminalen Signalsequenz in PpLPAAT fiir die Lokalisation in
Chloroplasten oder Mitochondrien unterstitzt diese Vermutung. Ahnliches gilt auch fir
MsLPAAT. Das Fehlen eines ER-Retentionssignals am C-Terminus des Proteins deutet
ebenfalls darauf hin, dass MSLPAAT nicht an den Prozessen des Lipid-Stoffwechsel am ER
beteiligt ist. Zugunsten der weiteren Problemstellungen dieser Dissertation wurden die
Bestatigungen der genannten Vermutungen und die Darstellung der tatsachlichen Funktionen

nicht weiter verfolgt.

4.1.2 OILPCAT optimiert das Zusammenspiel lipid- und CoA-abhangiger Enzyme

Waéhrend in den Genomen der Mikroalgen O. tauri und O. lucimarinus jeweils eine
LPCAT-Sequenz identifiziert wurde, kdnnen in anderen pflanzlichen Genomen auch mehrere
LPCAT-Isoformen auftreten, wie fur P. patens und A.thaliana gezeigt (Abb. 8). Die
identifizierten pflanzlichen LPCAT konnen der Superfamilie der membrangebundenen-O-
Acyltransferasen (MBOAT) zugeordnet werden. MBOAT weisen zwei charakteristische
hochkonservierte Aminosédurereste auf, die in den hier beschriebenen Vertretern ebenfalls zu
finden sind (Abb. 12). Kennzeichnend fur diese Enzymfamilie ist auerdem das Auftreten von
mehreren transmembranen Helices, wie eine Hydropathieanalyse der OILPCAT verdeutlicht
(Abb. 13). Charakteristische C-terminale Konsensussequenzen deuten dariber hinaus auf eine
madgliche Lokalisation der Enzyme in der Membran des ER hin (Abb. 12; Shin et al., 1991,
Teasdale & Jackson, 1996).
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Wie bereits im vorangehenden Abschnitt dargestellt, wurden flr die funktionale
Charakterisierung transgene Hefen erzeugt, die Gene der VLCPUFA-Synthese exprimieren.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich der Stoffwechseldefekt der alelA-Mutante auf das
enzymatische Zusammenspiel der Desaturase PtA6 und der Elongase PSE1 auswirkt. PtA6
und PSE1 haben insofern aufeinander abgestimmte Fettsdure-Substratspezifitaten, als die A6-
Desaturase das bevorzugte Fettsduresubstrat der A6-Elongase produziert. Sowohl in
Gegenwart von 18:2n-6 als auch von 18:3n-3 wurde eine signifikante Reduktion der
Elongationseffizienz von PSE1 in der alelA-Mutante festgestellt, was indirekt die
ungenugende Verfligbarkeit der Substrate 18:3n-6 bzw. 18:4n-3 widerspiegelt (Abb. 15 B und
Abb. 16 B). Die Elongationseffizienz war im Vergleich zum Wildtyp um durchschnittlich
50 % reduziert. Nach Expression von OILPCAT wurde der alelA-Phdnotyp partiell
komplementiert. Die Elongationseffizienz stieg im Vergleich zu der alelA-Mutante an,
erreichte jedoch nicht die Effizienz des Wildtyps bzw. die Effizienz der Mutante nach
Expression von ALE1 (Abb. 15C und Abb. 16 C). Dennoch zeigte die partielle
Komplementation des ale1A-Phanotyps die mdgliche enzymatische Aktivitat von OILPCAT
auf. Die homologe Komplementation des Phanotyps durch Alelp fihrte zu einem deutlichen
Anstieg der Elongationseffizienz, die sogar die Werte des Wildtyps deutlich Gbertrafen (Abb.
15 D und Abb. 16 D). Obwohl das hefeeigene Fettsaureprofil keine mehrfach ungesattigten
Fettsduren aufweist, ist bekannt das Alelp in vitro ein breites Fettsdure-Substratspektrum
aufweist, das sogar die Fettsdure 20:4n-6 umfasst (Jain et al., 2007). Die hier gezeigten Daten
bestétigen das weit gefasste Substratspektrum von Alelp zum ersten Mal durch ein in vivo-
Verfahren. Bisherige Arbeiten nutzten flr die Darstellung der Alelp-Aktivitat meist in vitro-
Techniken (Benghezal et al., 2007; Chen et al., 2007; Tamaki et al., 2007; Stahl et al., 2008).
Der Fokus lag dabei meist auf der Hinreaktion, also der Acylierung von Lyso-Phospholipiden.
So zeigte sich in den in vitro-Studien, dass Alelp besonders effektiv Lyso-PtdCho acyliert.
Mdglicherweise werden auch andere Lyso-Phospholipde von Alelp als Substrate akzeptiert,
doch finden sich dazu in der Literatur unterschiedliche Angaben. Fur die bislang einzigen
bekannten pflanzlichen LPCAT AtLPCAT1 und AtLPCAT?2 aus A. thaliana wurde gezeigt,
dass sie im Vergleich zu Alelp verschiedene Lyso-Phospholipide nur sehr eingeschrankt als
Substrate nutzen (Stahl et al., 2008). Der in dieser Arbeit gewéhlte in vivo-Ansatz betont
jedoch die Reversibilitadt der LPCAT-Reaktion. Das optimierte Zusammenspiel von PtA6 und
PSE1 nach Expression von OILPCAT bzw. Alelp deutet zumindest eine mdogliche

biologische Relevanz der Riickreaktion an.
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Diese Vermutung wird auch durch die zeitabhdngigen Anderungen der Fettsaure-
zusammensetzung des CoA-Pools und der gebundenen Lipide bestatigt. Bereits zu einem
frihen Zeitpunkt nach Applikation der Fettsauren zeigte die alelA-Mutante eine verminderte
Umsetzung der Desaturaseprodukte 18:3n-6 und 18:4n-3 zu den korrespondierenden C20-
Fettsduren (Abb. 17 und Abb. 19) im Vergleich zum Wildtyp und zu der nach OILPCAT-
und Alelp-Expression komplementierten alelA-Mutante. Dieser Zustand &nderte sich (ber
den gesamten betrachteten Zeitraum von 20 h nicht. Daraus folgt, dass in der alelA-Mutante
in Gegenwart einer LPCAT die Reaktionsfolge Aktivierung der aufgenommenen Fettsdure,
Inkorporation in Glycerophospholipide, Desaturierung durch PtA6, Transfer in den Acyl-
CoA-Pool, Elongation durch PSE1 und Inkorporation der elongierten Fettsduren in Lipide
insgesamt beschleunigt ablauft. Die Expression von OILPCAT scheint diese Reaktionsfolge
ebenfalls zu beschleunigen, erreichte der Gehalt der Elongationsprodukte 5 h nach Fettsaure-
Zugabe doch etwa das Niveau des Wildtyps (Abb. 17 bis Abb. 20). Von besonderem
Interesse ist in diesem Zusammenhang auch die Fettsdure-Substratspezifitat der LCPAT.
OILPCAT schien weder n-6- noch n-3-Fettsauren zu bevorzugen. Inwiefern geséattigte oder
einfach ungesattigte sowie Fettsduren anderer Kettenldange als C18 von OILPCAT als
Substrate akzeptiert werden, konnte durch in vitro-Studien in weiterfihrenden Arbeiten
dargestellt werden. Eine Besonderheit, die moglicherweise auf eine Interaktion der OILPCAT
mit einfach geséttigten Fettsduren hindeutet, wird besonders in den Analysen des Acyl-CoA-
Pools deutlich. Vor der Fettsdurezugabe war der Acyl-CoA-Pool der OILPCAT
exprimierenden Kulturen mit 18:1-Fettsduren derart angereichert, dass diese Spezies die
dominierende Fettsdure des Acyl-CoA-Pools darstellte (Abb. 18 und Abb. 20). Ob es sich
dabei um 18:1n-9 oder 18:1n-7 handelte kann nicht eindeutig belegt werden. Vermutlich
handelte es sich um 18:1n-7, da die Fettséureprofile der Lipide einen erhéhten 18:1n-7-Anteil
im Vergleich zu den anderen Expressionskulturen zeigten (Abb. 15 und Abb. 16). 18:1n-7 hat
als hefeeigene Fettsdure nur einen auBerst geringen Anteil am Gesamtfettsduregehalt in
S. cerevisiae. Die Erhéhung ist vermutlich auf die Elongation von 16:1n-7 durch PSE1
zuriickzufuhren. Ob OILPCAT eine Spezifitat fir 16:1n-7 besitzt und daher den Acyl-CoA-
Pool aktiv mit diesem Substrat der PSE1 anreichert kann jedoch nicht eindeutig gesagt
werden. Fir Alelp konnte ein solcher Effekt, der sich auf die Fettsaure 16:1n-7 bezieht, nicht
beobachtet werden. Vielmehr ist Alelp aufgrund der hier dargestellten enzymatischen
Eigenschaften auch als geeigneter Kandidat fir VLCPUFA-Biosynthesewege in Olsaaten in
Erwégung zu ziehen. Fur die LPAAT Slclp aus S. cerevisiae konnte bereits die erfolgreiche

Verwendung in transgenen B. napus-Pflanzen gezeigt werden.
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Dort fuhrte das Hefeenzym im Zusammenspiel mit AtFAEL1 (A. thaliana fatty acid
elongase 1) zu einer deutlichen Steigerung des Erucaséure-Gehalts bis zu 12 % im Samen
sowie zu einer Steigerung des Olgehalts im Samen um 11 % (Katavic et al., 2000, 2001). Die
hier dargestellten Ergebnisse zur biochemischen Charakterisierung der ersten funktional
identifizierten LPCAT aus VLCPUFA-produzierenden Mikroalgen geben einen Einblick in
die enzymtische Aktivitat dieses Enzyms, die in weiteren Analysen vertieft werden sollten.
Obwohl erst nach umfassender biochemischer Charakterisierung eine Bewertung von
OILPCAT hinsichtlich der Verwendung als Teil eines VLCPUFA-Syntheseweges in Olsaaten
erfolgen sollte, zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die LPCAT der MBOAT-
Superfamilie aktiv an der Modellierung der Fettsdurezusammensetzung von PtdCho teilhaben.
In weiterflilhrenden Experimenten sollte jedoch zunéchst die Substratspezifitat der OILPCAT
und die bevorzugte Reaktionsrichtung, d.h., Transfer von Fettsduren aus dem CoA-Pool
heraus auf Lyso-Phospholipide oder Transfer von PtdCho gebundenen Fettsduren auf CoA,
untersucht werden. Da die bislang einzigen bekannten pflanzlichen LPCAT AtLPCAT1 und
AtLPCAT?2 in in vitro-Studien auch andere Lyso-Phospholipide auBer Lyso-PtdCho als
Substrate akzeptierten, sollte dieses Reaktionsverhalten auch fir OILPCAT beriicksichtigt
und untersucht sowie in die Bewertung mit einbezogen werden. Insgesamt gilt, dass
OILPCAT und Alelp vermutlich Uber geeignete Enzymaktivitaten verfugen, mit deren Hilfe
die VLCPUFA-Biosynthese in transgenen Olsaaten entlang des lipidabhidngigen Weges

gesteigert werden konnte.

4.2 ldentifizierung und Charakterisierung von DGAT?2

In eukaryoten Organismen wurden bisher zwei membranstandige DGAT-Familien
(DGAT1 und 2) und eine einzelne lésliche DGATS3 aus A. hypogea beschrieben. Bislang ist
noch nicht umfassend geklart, welchen Anteil die verschiedenen Familien an der
Akkumulation ungewohnlicher oder sehr langkettiger mehrfach ungesattigter Fettsauren
haben. Jedoch zeigten heterologe Expressionsstudien in S. cerevisiae und A. thaliana bereits,
dass vermutlich DGAT2 und nicht DGAT1 uberwiegend an der Akkumulation von
ungewohnlichen Fettsauren in den Reservelipiden beteiligt sind (Shockey et al., 2006; Burgal
et al., 2008). Daher konnten homologe DGAT2-Enzyme aus Mikroalgen mdglicherweise die
Anreicherung von VLCPUFA in TAG bewirken.
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4.2.1 OtDGAT2B besitzt ein breites Substratspektrum

Im Genom von O. tauri wurden drei Kandidatengene fir DGAT?2 identifiziert (Tab.
20). Durch die Komplementationsstudien in S. cerevisiae konnten die OtDGAT2A und
OtDGAT2C funktional nicht als DGAT des Typs 2 identifiziert werden, obwohl die Gene
erfolgreich in S. cerevisiae exprimiert werden konnten (Abb. 24). Die fehlende Aktivitat der
OtDGAT2A kann nicht zufriedenstellend begriindet werden. Die Aminosduresequenz von
OtDGAT2A weist zwar nur 18 % Identitat zu der hier funktional identifizierten OtDGAT2B
und 24 % ldentitat zu RcDGAT?2 auf (Tab. 21), verfugt aber tber die typischen konservierten
Aminosaure-Motive der DGAT2-Famile (Abb. 22), so dass eine Funktion als DGAT2 stark
vermutet werden kann. Andererseits widerspricht die separierte Stellung der OtDGAT2A im
Phylogramm (Abb. 21) einer eindeutigen Klassifizierung als DGAT2. Eine Zuordnung zu
DGAT1 bzw. DGATS ist ebenfalls ausgeschlossen, so dass abschlielend keine begriindete
Vermutung zur Enzymfunktion gegeben werden kann. Die fehlende Aktivitdt von
OtDGAT2C kann wiederum unterschiedlich interpretiert werden. OtDGAT2C weist eine
relativ nahe Verwandtschaft zu den tierischen MGAT auf. Es ist daher nicht auszuschlieRen,
dass OtDGAT2C fiir ein Protein mit MGAT-Aktivitat codieren konnte. In Pflanzen ist die
MGAT-AKktivitat bislang nur flr ein Protein aus den Kotyledonen der Erdnuss A. hypogea
beschrieben worden (Tumaney et al., 2001). Obwohl das Protein der MGAT aus A. hypogea
bereits aufgereinigt werden konnte, sind die Aminosduresequenz und auch die cDNA-
Sequenz bislang unbekannt. Daher koénnen nur vage Aussagen U(ber die evolutive
Verwandtschaft von pflanzlichen und tierischen MGAT getroffen werden. Wéhrend es sich
bei der MGAT aus A. hypogea um ein losliches Protein handelt, sind die bislang bekannten
tierischen MGAT vermutlich membranstandige Proteine (Cao et al., 2003a; Cao et al., 2003b;
Yen und Farese, 2003). Uber die stoffwechselphysiologische Bedeutung der MGAT aus
A. hypogea liegen keine Informationen vor. Dass S. cerevisiae fur die heterologe Expression
von DGAT?2 prinzipiell geeignet ist, zeigten u.a. die Arbeiten von He et al., (2004), Kroon
et al. (2006), Shockey et al. (2006) und Burgal et al. (2008), so dass die fehlende Aktivitat mit
der Wahl des Expressionswirtes nicht hinreichend begriindet werden konnte. Dennoch ist
nicht auszuschlieBen, dass das heterologe System der Hefe nicht die ndtige
Reaktionsumgebung fur die Aktivitdt der OtDGAT2A und OtDGAT2C bietet. Die Arbeiten
von Shockey et al. (2006) zeigten, dass VFDGAT1 und VIDGAT2 in unterschiedlichen
Subdomédnen des ER lokalisiert an verschiedenen stoffwechselphysiologischen Prozessen

teilnehmen.
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Moglicherweise  unterscheiden  sich  Hefe und Alge bezuglich  der
Subkompartimentierung von OtDGAT2A und OtDGAT2C, so dass beide Enzyme im
heterologen Expressionssystem der Hefe nicht ihre Aktivitat entfalten kdnnen und von der
TAG-Synthese ausgeschlossen sind (Graham et al., 2007). Erwéhnt werden sollte in diesem
Zusammenhang, dass in dem Genom der zu O. tauri nah verwandten Alge O. lucimarinus
zwei Gene identifiziert werden, die auf Ebene der Aminoséuresequenzen sehr hohe
Identitaten von 76 % bzw. 62 % zu OtDGAT2A und OtDGAT2C aufweisen (Tab. 21 und
Tab. 22). Nachdem gezeigt werden konnte, dass die heterologe Expression von OtDGAT2B
den IrolA dgalA-Mutanten-Phanotyp komplementieren konnte, wurde die Darstellung der
moglichen Funktionen von OtDGAT2A und OtDGAT2C nicht weiter verfolgt.

Die Aminosduresequenz von OtDGAT2B ist zu etwa 31 % identisch mit anderen
pflanzlichen DGAT2 (Tab. 21). Im Gegensatz zu anderen DGAT2 scheint OtDGAT2B nur
uber eine transmembrane N-terminale Helix zu und kein C-terminales ER-Retentionssignal zu
verfugen (Abb. 22 und Abb.23 B; McCartney et al., 2004; Shockey et al., 2006). Daruber
hinaus besteht in der Aminoséduresequenz ein Unterschied in einem fir die katalytische
Aktivitat hochkonservierten Bereich (Stone et al., 2006). Wéahrend bisher charakterisierte
DGAT2 entweder das Motiv HPHG oder das Motiv EPHSV aufweisen, besitzt OtDGAT2B
das Motiv EPHG (Abb. 22). Weitergehende Untersuchungen kdnnten die moégliche Relevanz
der Unterschiede erklaren. OtDGAT2B ist in der Lage den IrolA dgalA-Mutanten-Phanotyp
in vivo und in vitro zu komplementieren (Abb. 25 und Abb. 29). Somit zeigte sich, dass es
sich bei OtDGAT2B um eine DGAT des Typs 2 handelte. Der Nachweis von Lipidkdrpern in
dem Hefestamm H1246 nach Expression von OtDGAT2B kdnnte daraufhin deuten, dass das
Enzym trotz des fehlenden typischen ER-Retentionssignals am ER lokalisiert ist (Abb. 28), da
Lipidkdrper zunachst am ER gebildet werden und sich dann vom ER abschniren (Huang,
1996). Da in der Glycerophospholipid-Membran der Lipidkorper aus S. cerevisiae
Uberwiegend Proteine der Lipid-Biosynthese lokalisiert sind, u.a. auch Dgalp, kdnnte
OtDGAT2B vermutlich auch an Lipidkdrpern lokalisiert sein (Athenstaedt et al., 1999; Sorger
und Daum, 2002).

Die Untersuchungen zu den mdglichen Substraten der OtDGAT2B ergaben, dass das
Enzym keine enge Substratspezifitat besitzt. Vielmehr scheint das Enzym gesattigte und
ungesattigte Fettsauren gleichermaRen gut als Substrate zu akzeptieren und nicht zwischen
PUFA und VLCPUFA der n-6- und n-3-Serie zu unterscheiden (Abb. 30).
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Die auffalligsten Unterschiede in der TAG-Zusammensetzung zwischen Dgalp und
OtDGAT2B waren der etwa 8-fach hohere Anteil der 54:3-Spezies und der etwa 4-fach
hohere Anteil der Spezies 52:3 und die exklusive Bildung der Spezies 54:12, die an allen drei
sn-Positionen des TAG-Molekiils die Fettsaure 18:4n-3 aufweist (Abb. 31 und Abb. 32). Im
Allgemeinen war der Anteil an TAG-Spezies mit sieben, acht, neun und zehn
Doppelbindungen in den Lipidextrakten der OtDGAT2B exprimierenden Zellen um etwa das
1,5-fache erhéht (Abb. 32). In diesem Zusammenhang ist es Uberraschend, dass OtDGAT2B
nicht zur spezifischen Akkumulation von VLCPUFA beitragen konnte. Hier gilt es allerdings,
die Analysen der TAG-Spezies nach Expressionen in Gegenwart dquimolarer Mengen
mehrfach ungesattigter C20-Fettsduen abzuwarten. Die Versuche hierzu sind weitestgehend
abgeschlossen, und nach Auswertung der Messdaten kénnte das Bild vervollstandigt werden.
Schliellich wurden in anderen pflanzlichen Organismen, wie dem Tungdl-Baum V. fordii,
bereits DGAT2 identifiziert, die das hochste Expressionsniveau wahrend der Akkumulation
von TAG im reifenden Samen erreichen und zur spezifischen Akkumulation von
ungewohnlichen Fettsaure im Samendl beitragen (Shockey et al., 2006; Burgal et al., 2008).
Falls nicht OtDGAT2A bzw. OtDGAT2C, deren Funktionen in Hefe nicht dargestellt werden
konnten, entscheidend zur Akkumulation von VLCPUFA beitragen, konnte die Acyl-CoA-
abhéngige TAG-Synthese wahrend der VLCPUFA-Akkumulation in der Alge nicht den
Hauptweg darstellen. Zudem konnten auch keine DGAT1- oder DGAT3-Homologe im
Genom von O. tauri identifiziert werden, die anstelle der DGAT2 die VLCPUFA-
Akkumulation katalysieren konnten. Gegen diese Hypothese konnte jedoch das
Vorhandensein von Acyl-CoA abhangigen Desaturasen in O. tauri und der nah verwandten
Mikroalge M. squamata sprechen (Domergue et al., 2005; Hoffmann et al., 2008). Zusammen
mit den Acyl-CoA-abhdngigen Elongasen findet sehr wahrscheinlich in diesen Algen die
VLCPUFA-Synthese im Acyl-CoA-Pool statt. Der Ausschluss von VLCPUFA-spezifischen
DGAT2-Enzymen wirde beispielsweise bedeuten, dass die im Acyl-CoA-Pool synthetisierten
Fettsauren zunadchst Uber LPCAT-vermittelten Transfer auf PtdCho Ubertragen werden, und
sie anschlieBend durch die Aktivitat einer PDAT in den Triacylglycerinen akkumulieren.
Obwohl  dieser Weg unter Beteiligung von  Glycerophospholipiden  eine
stoffwechselphysiologisch aufwendigere Alternative darstellt, ist zu beachten, dass in
M. squamata neben TAG auch die Glycerophospholipide hohe Gehalte an VLCPUFA
aufweisen (Hoffmann et al., 2008).
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Zusammenfassend gilt, dass von den drei identifizierten DGAT2-Kandidatengenen
OtDGAT2A, OtDGAT2B und OtDGAT2C aus O. tauri nur OtDGAT2B im heterologen
Expressionssystem der Hefe funktional charakterisiert werden konnte. Zumindest in Hefe
zeigte OtDGAT2B keine Préferenz gegenuber VLCPUFA als Substrate fir die Acylierung
von DAG. Obwohl bislang keine Daten uber die enzymatischen Eigenschaften von
OtDGAT2B in transgenen Pflanzen vorliegen, ist anzunehmen, dass OtDGAT2B als Teil
eines VLCPUFA-Biosyntheseweges in transgenen Olsaaten vermutlich keine gesteigerte
VLCPUFA-Akkumulation im Samendl bewirken wird.

4.3 ldentifizierung und Charakterisierung von PDAT

Neben dem Acyl-CoA-abhangigen Weg der TAG-Synthese existiert ein Acyl-CoA-
unabhangiger Weg an dem PtdCho und DAG als Reaktionspartner beteiligt sind. Katalysiert
wird diese TAG-Synthese durch die membranstdndige PDAT (Dahlqvist et al., 2000; Oelkers
et al., 2000). Welchen Anteil diese Aktivitit an der Olakkumulation wahrend der
Samenreifung hat, ist bislang nicht geklart. In S. cerevisiae konnte demonstriert werden, dass
beide Wege in Abhéngigkeit des Wachstumsstadiums mehr oder weniger stark an der TAG-
Synthese beteiligt sind (Oelkers et al.,, 2002). Speziell wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase ist eine effiziente Modellierung der Fettsdurezusammensetzung von
Membranlipiden von besonderer Bedeutung, was die hdhere Aktivitdit der PDAT Lrolp
wéhrend dieser Wachstumsphase erklaren kdnnte. Ob eine solche entwicklungsspezifische
Spezialisierung der einzelnen Synthesewege auch in Pflanzen vorliegt, die moglicherweise
von dem Entwicklungsstadium des reifenden Samens reguliert werden konnte, ist bisher
unbekannt. Zumindest in R. communis scheinen RcDGAT2 und RcPDAT1a gemeinsam an
der Ricinolsaure-Akkumulation aktiv beteiligt zu sein (Browse et al., 2006; Burgal et al.,
2008). Dies deutet zudem auf eine Substratspezifitdt von RcPDAT1a hin, die sie von PDAT
aus Organismen ohne hohe Anteile ungewohnlicher Fettsdauren im Samendl unterscheidbar
werden lasst. Daher sind PDAT aus VLCPUFA produzierenden Organismen ebenso wie
DGAT2 von besonderem Interesse und kénnten eventuell aufgrund ihrer Substratspezifitaten
durch ihre gemeinsame Verwendung in transgenen VLCPUFA-Produzenten einen additiven
Effekt auf die VLCPUFA-Akkumulationsrate im Samendl haben.
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4.3.1 OtPDAT ist eine PUFA-spezifische PDAT aus O. tauri

In den Genomen von O. tauri, O. lucimarinus und P. patens wurde jeweils eine
PDAT-Sequenz identifiziert (Tab. 23). Zu anderen pflanzlichen PDAT bestehen
Aminoséuresequenz-ldentitaten von etwa 27 %. Die hochkonservierten Bereiche I, IV und X
in der Aminosduresequenz sowie die typischen Aminosdurereste der katalytischen Triade
kennzeichnen OtPDAT als einen Vertreter der LCAT-Superfamilie (Abb. 34 und Abb. 35).
Eine Besonderheit weisen die Aminosduresequenzen von OtPDAT und OIPDAT auf,
Innerhalb des hochkonservierten Bereichs V befindet sich eine Position stromabwarts des fur
die katalytische Aktivitat essenziellen Serinrestes (S297) bei LCAT-Enzymen typischerweise
ein Methionin- oder Leucinrest. OtPDAT und OIPDAT besitzen in dieser &ulerst
hochkonservierten Aminosdureposition ein Tyrosin (Abb. 34 B). Inwiefern sich dieser
Aminosdureaustausch auf die enzymatischen Eigenschaften von OtPDAT und OIPDAT
auswirken, konnte durch gerichtete Mutagenesestudien in weiterfihrenden Arbeiten
dargestellt werden. Abweichungen zu der charakteristischen Sekundérstruktur von LCAT-
Enzymen liegen bei den beiden Enzymen aus O. tauri und O. lucimarinus vermutlich nicht
vor. Hier zeigten die Hydropathieanalysen fur OtPDAT und OIPDAT jeweils eine N-
terminale transmembrane Helix, die vermutlich der Verankerung in der Membran dient.
Jedoch zeigen die beiden PDAT in Analogie zu Lrolp keine C-terminalen ER-
Retentionssignale, wie sie u.a. in pflanzlichen PDAT vorhanden sind (Abb. 34 A; Shin et al.,
1991; Teasdale & Jackson, 1996; McCartney et al.,, 2004). Anhand der erfolgreichen
Komplementation des IrolA dgalA-Phanotyps wurde OtPDAT funktional als PDAT
identifiziert (Abb. 38). OtPDAT ist, wie auch OtDGAT2B, an der Bildung von Lipidkdrpern
im Hefestamm H1246 beteiligt (Abb. 39). Bei beiden Komplementationsstudien wurde
festgestellt, dass es sich bei OtPDAT um eine PUFA-spezifische PDAT handelt, die keine
geséttigten und einfach ungeséttigten C16- und C18-Fettséuren als Substrate nutzt (Abb. 37
bis Abb. 39). Da das Fettsaureprofil und insbesondere das TAG-Fettsaureprofil von O. tauri
keine signifikante Akkumulation von gesattigten und einfach ungesattigten C20-Fettsauren
zeigt (M. Heilmann, Dissertation), kdnnten diese Fettsdauren im Ursprungsorganismus
maoglicherweise ebenfalls keine préferierten Substrate der OtPDAT darstellen. Dagegen
dominieren mehrfach ungesattigte C18- und C20-Fettsauren das typische Fettsaureprofil der
Alge O. tauri.
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OtPDAT weist ein zu diesem Profil passendes Fettséure-Substratspektrum auf, indem
das Enzym die hier UGberpruften Fettsduren 18:2n-6, 18:3n-6, 18:4n-3, 20:3n-6,
20:3n-3, 20:4n-6 und 20:5n-3 als Substrate fur den Transfer von PtdCho auf DAG nutzt. Zu
den im Rahmen dieser Arbeit nicht Gberpruften Substraten z&hlt auch die Fettsdure 22:6n-3,
die einen Hauptbestandteil der VLCPUFA in O. tauri darstellt. Im Allgemeinen werden
Fettsduren mit Kettenldangen ab 20 Kohlenstoffatomen von Hefezellen nur &duRerst
ungenugend aus dem N&hrmedium aufgenommen, aktiviert und dem Lipidstoffwechsel
zugefuhrt. U.a. auch aus diesem Grund sollte ein Testverfahren etabliert werden, um die
biochemische Charakterisierung in vitro mit entsprechenden, radioaktiv markierten DAG- und
PtdCho-Spezies als Substrate durchfiihren zu kénnen. Unter den hier gewéhlten in vitro-
Versuchsbedingungen war jedoch keine TAG-Synthese in Membranextrakten der
IrolA dgalA-Mutante nach Expression von OtPDAT feststellbar (Abb. 41). Da jedoch die
homologe Komplementation des IrolA dgalA-Phénotyps durch Lrolp erfolgreich in dem
in vitro-Verfahren dargestellt werden konnte, sind die gewahlten Versuchsbedingungen zur
Darstellung der PDAT-AKktivitat prinzipiell geeignet. Daruber hinaus konnte das Enzym in
den Membranextrakten angereichert werden (Abb. 40), und es konnte in vivo auch mit dem C-
terminalen V5-Epitop den IrolA dgalA-Phéanotyp erfolgreich komplementieren. Um die
Substratspezifitdt der OtPDAT bewerten zu kdnnen, wurden die TAG-Fettsaureprofile nach
Expression von LRO1 bzw. OtPDAT in Gegenwart verschiedener, einzeln applizierter PUFA
miteinander verglichen. Dabei konnte keine ausgepréagte Substratspezifitat fur eine definierte
Fettsdaure im Vergleich zu Lrolp festgestellt werden. OtPDAT scheint C18- und C20-
Fettsduren mit vergleichbarer Préferenz als Substrate zu akzeptieren (Abb. 42). Weitere
Expressionsstudien von OtPDAT in Gegenwart &dquimolarer Mengen verschiedener
Fettsauren sollten mdgliche Unterschiede in den molekularen Spezies des gebildeten TAG
belegen, und auf eine mdgliche Fettsdure-Substratselektivitat hinweisen. Wie erwartet,
wurden vollstandig gesattigte TAG-Spezies, abgesehen von 52:0 und 54:0, und Spezies mit
einfach ungesattigten Fettsduren in den Lipidextrakten von OtPDAT Dies bestétigte die
Beobachtungen der vorangehenden Experimente, dass OtPDAT die gesattigten und einfach
ungesattigten Fettsauren diskriminiert. Es wurde jedoch keine Haufung von TAG-Spezies
festgestellt, die eine Substratselektivitat der OtPDAT fir eine definierte C18-Fettsdure
widerspiegeln konnte (Abb. 43 und Abb. 45). Ein entsprechender Versuchsansatz mit
mehrfach ungeséttigten C20-Fettsduren wurde bereits durchgefiihrt, jedoch lagen die

Messdaten bis zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit nicht vollstandig vor.
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Zusammenfassend gilt, dass es sich bei OtPDAT aus O. tauri vermutlich um die erste
funktional identifizierte PUFA-spezifische PDAT aus einem pflanzlichen Organismus
handelt, die gesattigte und einfach ungeséttigte Fettsduren als Substrate diskriminiert. Fir die
abschlieBende Bewertung von OtPDAT hinsichtlich der Verwendung dieses Enzyms als Teil
der VLCPUFA-Synthese in transgenen Olsaaten sollten zunachst die Ergebnisse von
Expressionsstudien in der Modellpflanze A. thaliana abgewartet werden, da die hier
erhaltenen Erkenntnisse mit Hilfe des Hefe-Systems nicht direkt auf Pflanzen bzw. Samen
ubertragbar sind. Sollte sich die Spezifitdt des Enzyms im pflanzlichen System bestatigen,
stellt OtPDAT ein auBerst interessantes Enzym dar, mit dessen Hilfe erndhrungsphysiologisch

relevante Fettsauren in Pflanzen effizienter produziert werden konnten.

4.4 Etablierung von VLCPUFA-Biosynthesewegen in A. thaliana

Parallel zu den Expressionsstudien in S. cerevisiae sollten verschiedene VLCPUFA-
Biosynthesewege in A. thaliana etabliert werden. Zum einen war dies ein kombinierter
®6-/m3-Weg fir die Synthese von 20:4n-6 und 20:5n-3, wie ihn Abbadi et al., (2004) bereits
in Tabak und Lein untersuchten und zum anderen waren es zwei DHA-Biosynthesewege,
deren einzelne Reaktionen weitestgehend unter ausschlieRlicher Beteiligung des Acyl-CoA-
Pools ablaufen sollten. Mit diesen Versuchsansétzen sollte zusétzlich tberprift werden, ob die
neuartigen Acyltransferasen aus Mikroalgen zu einer Steigerung der Synthese und einer
héheren Akkumulation von VLCPUFA im Samendl beitragen konnen. Dabei wurden zwei

verschiedene Strategien verfolgt.

Fur die Bewertung der Acyltransferasegene aus O. tauri, M. squamata und P. patens
sollte zunédchst eine transgene A. thaliana-Linien identifiziert werden, die Uber mehrere
Generationen hinweg relativ stabile Anteile der Fettsauren 20:4n-6 und 20:5n-3 im Samendl
enthielt. Eine solche Linie sollte dann fir die Supertransformation der Acyltransferase-
Expressionskonstrukte dienen. Der kombinierter ®w6-/m3-Weg mit den lipidabh&ngigen
Desaturasen PtA6 und PtAS5S sowie der A6-Elongase konnte erfolgreich im Samen von
A. thaliana etabliert werden (Abb. 46 bis Abb. 49). Entsprechend der Substratspezifitat der
PtA6 erfolgte eine gegenliber 18:3n-3 bevorzugte Desaturierung von 18:2n-6 (Domergue et
al., 2002), wodurch die VLCPUFA-Synthese in Richtung des w6-Weges gelenkt wurde, so
dass die Folgeprodukte 20:3n-6 und 20:4n-6 einen hoheren Anteil am Samendl hatten als die

Fettsduren des w3-Weges.
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Ubereinstimmend mit den Beobachtungen von Abbadi et al. (2004), erfolgte keine
vollstandige Prozessierung der A6-desaturierten Produkte, sondern die intermedidren
Fettsauren des VLCPUFA-Synthesewegs akkumulierten zu einem wesentlich héheren Anteil
im Samendl als die Endprodukte 20:4n-6 und 20:5n-3. Dies zeigt deutlich, dass die endogenen
AtLPCAT1 und 2 vermutlich nicht tiber die geeigneten Substratspezifitdten verfiigen, um die
intermedidren C18-Fettsduren dem Acyl-CoA-Pool zufiihren zu kdnnen. Vielmehr scheinen
die A6-desaturierten Fettsdauren ohne Beteiligung des Acyl-CoA-Pools im Samendl
eingelagert zu werden. Neben PDAT, die ohne Beteiligung des Acyl-CoA-Pools den direkten
Transfer von PtdCho-gebundenen Fettsduren auf DAG katalysieren, konnte moglicherweise
auch durch die reversible Aktivitdt CDP-Cholin:DAG-Phosphocholintransferase (CPT) das
PtdCho in DAG umgewandelt werden (Millar et al., 2000; Abbadi et al., 2004). Dadurch
wirden die transgenen Fettséuren vorzeitig dem VLCPUFA-Syntheseweg entzogen werden.
So gebildetes DAG konnte dann flr die Synthese von TAG genutzt werden. Wie oben
angefuhrt sollte fir die Transformation eine genetisch stabile Ausgangslinie mit stabilen
Gehalten von VLCPUFAs erzeugt werden. Dieses Ziel konnte nur eingeschrankt erreicht
werden. Zwar erwiesen sich die VLCPUFA Gehalte in verschiedenen Linien tiber mehrere
Generationen als weitgehend konstant, allerdings waren diese Linien genetisch nicht stabil.
Vielmehr spalteten die Linien auch nach mehreren Generationen auf in VLCPUFA
produzierende Nachkommen und solche mit einer dem Wildtyp vergleichbaren
Fettsaureprofil. Trotz weitergehender Analysen konnte der Grund flr dieses Aufspalten nicht

ermittelt werden.

Aufgrund des zeitlichen Rahmens des Projektes wurde entschieden, eine der besten
Linien mit stabilen VLCPUFA-Gehalten im T3-Samen (Abb. 47) und im T4-Samen (Abb. 48)
und einem glnstigen Aufspaltungsverhaltens fir die  Supertransformation der
Acyltransferasegene einzusetzen. Das Fettsaureprofil der T2-Samen von Pflanzen, die den
Leervektor und die Endprodukte 20:4n-6 und 20:5n-3 enthielten (Abb. 49 C), ist mit dem
Fettsaureprofil der T5-Samen (Abb. 49 B) weitestgehend bereinstimmend. Im Gegensatz
dazu waren die Werte der transgenen Fettsauren im T2-Samen der anderen Linien stark
erniedrigt (Abb. 49D und E) und nur wenige der supertransformierten Pflanzen zeigten
uberhaupt VLCPUFA inklusive der beiden Fettsduren 20:4n-6 und 20:5n-3. In vielen Fallen
segregierten die supertransformierten Pflanzen zu einem hoheren Anteil als erwartet (Tab.
24). Rund 25 % der analysierten Pflanzen der Ausgangslinie 2-4-11 zeigten keine transgenen
Fettsduren. Bei den mit dem Leervektor supertransformierten Pflanzen stieg der Anteil auf
40 % an.
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Vermutlich ist auch die Anzahl der Expressionskonstrukte problematisch fur eine
effiziente Expression der Gene des VLCPUFA-Biosynthesewegs. Die Expression der Gene
des lipidabhdngigen VLCPUFA-Wegs werden ebenso wie die Acyltransferasegene durch
jeweils einen USP-Promotor reguliert. Moglicherweise ist mit einer Anzahl von vier bis funf
Promotoren desselben Typs ein kritischer Bereich erreicht worden, der sich negativ auf das
Expressionsniveau auswirkt. Dies konnte erklaren, dass die Pflanzen mit der Leervektor-
Kontrolle, die keine Expressionskassette, zum Teil die VLCPUFA-Gehalte der Ausgangslinie
2-4-11 erreicht. Welche Griinde tatsachlich ausschlaggebend fiir den Verlust der Genaktivitat
waren, bleibt jedoch in diesem Zusammenhang spekulativ.

Fur die Etablierung von DHA-Biosynthesewegen in A. thaliana wurden bis zur Stufe
von 22:5n-3 Acyl-CoA-abhangige Desaturasen eingesetzt (Tab. 25 und Tab. 26). Mit diesem
Versuchsansatz sollte versucht werden, den bereits erwdhnten limitierenden Transfer der
Intermediate zwischen Acyl-CoA-Pool und dem Lipid-Pool soweit mdglich zu umgehen. Da
zum Zeitpunkt der durchgefihrten Arbeiten keine Acyl-CoA-abhangige A4-Desaturase flr
den letzten Reaktionsschritt der Synthese von DHA verfugbar war, wurde stattdessen die
lipidabhéngige A4-Desaturase EgA4 eingesetzt. Zusétzlich wurden die an der DHA-Synthese
beteiligten Gene mit den Acyltransferase-Kandidatengenen kombiniert, so dass insgesamt bis
zu sechs verschiedene enzymatische Funktionen in A. thaliana eingebracht wurden. Die
analysierten Linien zeigten, dass die Synthese von DHA durchgehend bereits nach den ersten
zwei von funf Reaktionen abbrach. Somit konnte in den Samen der analysierten Linien kein
DHA detektiert werden (Tab. 25 und Tab. 26). Mdglicherweise wirkt die geringe Aktivitat der
verwendeten AS5-Desaturaen MsAS und OtAS limitierend auf die Synthese. Fiir OtA5 wurde
die geringe Aktivitat auch bereits in Hefe-Expressionsstudien und in transgenen A. thaliana-
Pflanzen als ursachlich flr eine geringe EPA-Synthese angesehen (Hoffmann et al., 2008).
Die Verwendung von sechs USP-Promotoren zur Regulation der Genexpression konnte sich
in diesem Fall ebenfalls als nachteilig ausgewirkt haben. Die Arbeiten von Robert et al.
(2005) demonstrieren, dass ein DHA-Biosyntheseweg prinzipiell in A. thaliana etabliert
werden kann. In den dort vorgestellten Arbeiten wurde ein kombinierter ®6-/w3-Syntheseweg
fiir DHA wurde mit dem Einsatz einer bifunktionelle A5/A6-Desaturase erfolgreich im Samen
von A. thaliana etabliert. Die Anzahl der dort eingesetzten napin-Promotoren blieb durch die
Bifunktionalitdt einer der Desaturasen auf vier begrenzt (Robert et al., 2005). Dies zeigt
eindeutig, dass die Wahl der Enzyme und mdglicherweise auch die Wahl des Promotors bei
der Gestaltung der Expressionskonstrukte einen entscheidenden Einfluss auf den Erfolg der

Etablierung von VLCPUFA-Biosynthesewegen in Pflanzen haben.
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Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass fir die erfolgreiche Etablierung von
transgenen Stoffwechselwegen in hoheren Pflanzen nicht nur die Auswahl der beteiligten
Genfunktionen entscheidend fur eine effiziente Synthese ist, sondern auch individuelle
stoffwechselphysiologische Besonderheiten der Wirte hinreichend beriicksichtigt werden
mussen, wie die lipidabhéngige Synthese von EPA in transgenen A. thaliana-Pflanzen zeigte.
Die Versuche zur Etablierung von DHA-Biosynthesewegen blieben im Rahmen dieser Arbeit
erfolglos, dennoch ermutigen die Arbeiten von Robert et al. (2005) neue Ansétze zur DHA-
Synthese in héheren Pflanzen zu verfolgen. Ebenso erscheint es sinnvoll, die identifizierten
Acyltransferasen aus O. tauri und O. lucimarinus in modifizierten Ansatzen in Pflanzen auf
einen Beitrag zur Akkumulation von VLCPUFAS im Samendl zu tberprifen. Die im Verlauf
der vorliegenden Arbeiten publizierten Ergebnisse zu DGAT2- und PDAT-Enzymen mit einer
Spezifitat fir Hydroxyfettsduren belegen die prinzipielle Eignung dieser Enzymfamilien fur
die Anreicherung von ungewohnlichen Fettsduren im Samendl transgener Pflanzen (Browse
et al., 2006; Burgal et al., 2008).

187



5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die ErschlieRung alternativer Quellen fiir die Gewinnung von VLCPUFA-haltigen Olen
gewinnt immer mehr an Bedeutung, gilt eine n-3-Fettséure reiche Ernahrung doch als duRerst
vorteilhaft fur die menschliche Gesundheit. Wahrend sich viele der bisherigen Forschungs-
arbeiten erfolgreich mit der Suche nach geeigneten Desaturasen und Elongasen fir die
effiziente VLCPUFA-Biosynthese in transgenen Olsaaten beschaftigten, gilt es nun durch den
Einsatz weiterer enzymatischer Funktionen die spezifische VLCPUFA-Akkumulation im
Samendl zu steigern. Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit die
Identifizierung und Charakterisierung verschiedener Acyltransferasen mit neuartigen
Substratspezifitdten, deren Verwendung in transgenen Olsaaten eine Steigerung der Bio-
synthese und héhere VLCPUFA-Akkumulation bewirken kénnte.

Verschiedene LPAAT-, LPCAT-, DGAT- und PDAT-Kandidatengene wurden in den
Genomen der Mikrolagen O.tauri und O. lucimarinus sowie dem Moos P. patens
identifiziert, aus den jeweiligen Organismen isoliert und anhand von Komplementations-
studien in S. cerevisiae funktional charakterisiert. Vertreter der LPAAT-Familie aus
M. squamata und P. patens scheinen dabei nicht an dem Fettsauretransfer zwischen dem
PtdCho-Pool und dem Acyl-CoA-Pool teilzuhaben. Dagegen zeigte die neuartige OILPCAT
aus O. lucimarinus, dass sie das Zusammenspiel von PtdCho-abhangigen Reaktionsschritten
und CoA-abhéngigen Reaktionsschritten der transgenen VLCPUFA-Synthese in S. cerevisiae
optimieren kann. VVon drei Vertretern der DGAT2-Enzymfamilie aus O. tauri zeigte lediglich
OtDGAT2B Aktivitat im heterologen Expressionssystem der Hefe. Dabei wurde ein breites
Substratspektrum festgestellt, dass vermutlich die Beteiligung an der unspezifischen
Akkumulation verschiedener Fettsauren in den Reservelipiden der Alge widerspiegelt. Des
Weiteren wurde die PUFA-spezifische OtPDAT isoliert, die geséttigte und einfach unge-
séttigte Fettsduren als Substrate diskriminiert und im Ursprungsorganismus O. tauri
vermutlich aktiv an der VLCPUFA-Akkumulation in Triacylglycerinen teilnimmt. Die
Bewertung der enzymatischen Eigenschaften im Zusammenwirken mit transgenen
VLCPUFA-Biosynthesewegen in Pflanzen steht noch aus, doch stellen OILPCAT und
OtPDAT die attraktivsten neuartigen Acyltransferasen dar, die zukunftig zu einer gesteigerten

Akkumulation von VLCPUFA im Samen6l beitragen kdnnten.
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10. Anhang

10. Anhang

Anhang 1 Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Amplifikation der moglichen LPAAT aus M. squamata und
P. patens eingesetzt wurden.

Primer

Sequenz

MsLPAAT-fBamHI
MsLPAAT-rXhol
PpLPAAT-f1BamHI
PpLPAAT-f2BamHI
PpLPAAT-rNhel

S5-GGATCCATGTCTTTTTACCTCGTCACCTTCACC-3'
5'-CTCGAGTCACGAGTACTTGACAAGGC-3'
5-TGGATCCACATAATGATGGTCGCCTGCAGGACCGGGAG-3'
5-TGGATCCACATAATGCTGATATTACAGCCCTTCGTACTC-3'
5'-AGCTAGCCTAATGAACAGGAAGACCGTGTTTGATCAAGGTC-3'

Anhang 2 Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Amplifikation der A6-Desaturase PtA6 aus P. tricornutum
und der A6-Elongase PSE1 aus P. patens eingesetzt wurden.

Primer Sequenz

PSE1-fBamHI 5-ATGCGGATCCTATGGAGGTCGTGGAGAGAT-3
PSE1-rNhel 5'-ATGCGCTAGCTCACTCAGTTTTAGCTCCCTT-3'
PiA6-fNotl 5'-AGCGGCCGCACATAATGGGCAAAGGAGGGGACG-3'
PiA6-rBglll 5-AGATCTTTACATGGCGGGTCCATCGCGTAC-3

Anhang 3 Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Amplifikation von OILPCAT aus O. lucimarinus eingesetzt

wurden.

Primer

Sequenz

OILPCAT-fBamHI
OILPCAT-fXbaNhel

5'- TGGATCCACATAATGCTGAGCGCGGCGGCGTTCGGGC-3'
5'- TGCTAGCTCTAGATTACGCCGATTTGGGCTTGGACGAGC-3'

OILPCAT-fXbaNhel-V5  5- TGCTAGCTCTAGACGCCGATTTGGGCTTGGACGAGC-3'
OILPCAT-fBamHI-cuo 5'- GGATCCACATAATGTTATCTGCCGC-3
OILPCAT-rXbaNhel-cuo  5- GCTAGCTCTAGATTAGGCAGACTTAGGTTT-3'
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10. Anhang

Anhang 4 Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Amplifikation von OtDGAT2A, OtDGAT2B und
OtDGAT2C aus O. tauri sowie von DGAL aus S. cerevisiae eingesetzt wurden.

Primer Sequenz

OtDGAT2A-fHindlIlI 5-AAAGCTTACATAATGCGAACCTCCTCGGGCGCGG-3'
OtDGAT2A-fApaHindlIll-cuo 5'-GGGCCCAAGCTTACATAATGTCCAGACCAGAACCAG-3'
OtDGAT2A-rXbal 5-ATCTAGATTACACCAACTTTGTGCGTTGCGTCGG-3'
OtDGAT2A-rXbal-V5 5-ATCTAGACACCAACTTTGTGCGTTGCGTCGGATAC-3'
OtDGAT2A-rXbaHpal 5'-GTTAACTCTAGAGATTATACCAATTTAGTT-3'
OtDGAT2B-fBamHlI 5-GCGGATCCACATAATGTCGCGCTCGATCGTCGATCACGGCGT-3'
OtDGAT2B-rXbal 5'-ATCTAGATCAGCACACGACGAGGTCGACGTCGGC-3'
OtDGAT2B-rXbal-V5 5-TCTAGAGCACACGACGAGGTCGACGTCGGCATA-3'
OtDGAT2C-fBamHI 5'-TGGATCCACATAATGATTTATGCGTTCTTATTGAGCGCG-3'
OtDGAT2C-fHindBamHI-cuo  5'- GGATCCAAGCTTACATAATGATTTATGCAT -3'
OtDGAT2C-rNotl 5'-TGCGGCCGCCTATTTGAATGTCATGGCTTGGAG-3'
OtDGAT2C-rNotl-V5 5-TGCGGCCGCGGTTTGAATGTCATGGCTTGGAGGTTG-3'
OtDGAT2C-rXbaNhel-cuo 5'-GCTAGCTCTAGACTACTTAAATGTCATAGCTTGC-3'
DGAL-fBamHI 5'-GGATCCACATAATGTCAGGAACATTCAATGATATAAG-3'
DGA1-rNotl 5-TGCGGCCGCTTACCCAACTATCTTCAATTCTGCATC-3'
DGA1-rNotl-V5 5-TGCGGCCGCGGCCCAACTATCTTCAATTCTGCATC-3'

Anhang 5 Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Amplifikation von OtPDAT aus O. tauri sowie LRO1 aus
S. cerevisiae eingesetzt wurden.

Primer Sequenz

OtPDAT-fintern 5-TAAGCTTACATAATGGCTTTGGGAGGCGCAGAGCCGAAGC-3
OtPDAT-rintern 5-TTATTTGGCTTCCGATGAAACGTCCCATCGC-3'
OtPDAT-fHindllII 5-TAAGCTTACATAATGGCGGTGACGCGTCGAACGACG-3'
OtPDAT-rXbal 5-TTCTAGACTAAAACGACTCGCGTGGGTTGGCTG-3'
OtPDAT-rXbal-V5 5-TTCTAGAAAACGACTCGCGTGGGTTGGCTGAGG-3
LRO1-fBamHI 5'-TGGATCCACATAATGGGCACACTGTTTCGAAGAAATG-3'
LRO1-rNotl 5'-TGCGGCCGCTTACATTGGGAAGGGCATCTGAGAAAC-3'
LRO1-rNotl-V5 5'-TGCGGCCGCGGCATTGGGAAGGGCATCTGAGAAAC-3'
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Anhang 6 Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Adaption der Codonverwendung eingesetzt wurden.

Primer

Sequenz

OtDGAT2A-fHindlIl-pcuo

OtDGAT2B-fBamHI-pcuo

OtDGAT2C-fBamHI-pcuo

OtPDAT-fHindIlI-pcuo

S5-TAAGCTTACATAATGGGTTCCAGACCAGAACCAGGTTCTTTG
TGGAGACAACACGTTAGAGCTTTCGACGCTGTTAGAAGAGAGATG
CGAGAGGCGCGAGGGATCG-3'

5-TGGATCCACATAATGGGTTCCAGATCTATTGTTGACCACGGT
GTTTTGTTGGTTTGGTTGGGTTTGTTCCACGCTTTGGTTGTTGTTGTT
GTTGTTGCGATCGTCGCGCTCGAGCGACGACG-3'

S5-TGGATCCACATAATGGGTATTTACGCTTTCTTGTTGTCTGCTATTT
TCATTTACCCAACTTACTGTGTTTTCGGTCACGCTACTTGGATGCGG
AACGCGTTCTTGGGATACATTGG-3'

S-TAAGCTTACATAATGGCTGTTACTAGAAGAACTACTAGAGCT
GGTGCTAGAGCTCCAGGTACTGGTGCTTCTTCTTCTAGAGCTCCAA
GACCGGCGATTCGAGCGTCGTCGTCGAGG-3
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10. Anhang

Anhang 7 Genbank-Identifikationsnummern, die fir die Erstellung des Phylogramms in Abb. 8 verwendet
wurden. Die in dieser Arbeit identifizierten Proteine sind ebenfalls aufgefiihrt.

Abkirzung Organismus Genbank-Identifikationsnummer
AtLPAAT1 A. thaliana Q8GXUS8
AtLPAAT?2 A. thaliana NP_567052
AtLPAAT3 A. thaliana NP_175537
AtLPAAT4 A. thaliana NP_565098
AtLPAATS A. thaliana NP_188515
AtLPCAT1 A. thaliana NP_172724
AtLPCAT?2 A. thaliana NP_176493
CeLPAAT C. elegans Cirpus et al., 2006
CeLPCAT C. elegans NP_001022735
HsLPCAT1 H. sapiens Q8NF37
HsLPCAT2 H. sapiens NP_060309
HsLPCAT3 H. sapiens NP_005759
MmLPAAT M. musculus NP_061350
MmLPCAT1 M. musculus NP_663351
MmLPCAT2 M. musculus Q8BYI6
MmLPCAT3 M. musculus Q91Vvo01
MsLPAAT M. squamata Cirpus et al., 2006
OILPAAT O. lucimarinus XM_001418707
OILPCAT O. lucimarinus XP_001418744
OtLPAAT O. tauri Cirpus et al., 2006
OtLPCAT O. tauri CAL58542
PpLPAAT P. patens XP_001773658
PpLPCATL1 P. patens XP_001780460
PpLPCAT2 P. patens XP_001751825
PpLPCAT3 P. patens XP_001763507
ALE1 S. cerevisiae NP_014818

SLC1 S. cerevisiae CAA98614
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Anhang 8 Genbank-Identifikationsnummern, die fiir die Erstellung des Phylogramms in Abb. 21 verwendet
wurden. Die in dieser Arbeit identifizierten Proteine sind ebenfalls aufgefiihrt.

Abkirzung Organismus Genbank-Identifikationsnummer
At3g951520 A. thaliana AAK32844
CeDGAT?2 C. elegans NP_507469
DGA1 S. cerevisiae NP_014888
HsDGAT?2 H. sapiens NP_115953
HSMGAT2 H. sapiens Q35YC2
MmDGAT?2 M. musculus NM_026384
MmMGAT?2 M. musculus NP_803231
MrDGAT2A M. ramanniana Q96UY2
MrDGAT2B M. ramanniana Q96UY1
OIDGAT2A O. lucimarinus XP_001419156
OIDGAT2B O. lucimarinus XP_001421576
OIDGAT2C O. lucimarinus XP_001421075
OtDGAT2A O. tauri CAL54993
OtDGAT2B O. tauri CAL58088
OtDGAT2C O. tauri CAL56438
PpDGAT2A P. patens XP_001758758
PpDGAT2B P. patens XP_001777726
RcDGAT?2 R. communis AAY16324
VIDGAT2 V. fordii ABC94473
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10. Anhang

Anhang 9 Genbank-Identifikationsnummern, die fiir die Erstellung des Phylogramms in Abb. 33 verwendet
wurden. Die in dieser Arbeit identifizierten Proteine sind ebenfalls aufgefiihrt.

Abkirzung Organismus Genbank-Identifikationsnummer
At1g04010 A. thaliana NP_AY989885
Atlg27480 A. thaliana NP_564286
At3g03310 A. thaliana NP_566201
At3g44830 A. thaliana NP_190069
At4g19860 A. thaliana AAY?25440
At5g13640 A. thaliana NP_196868
HsLCAT H. sapiens NP_000220
MmLCAT M. musculus NP_032516
MtLCAT M. truncatula AAQ10316
MtPLA M. truncatula ABNO06031
MtPDAT M. truncatula AY210981
MtPSAT M. truncatula AAN77002
NtPLA N. tabacum AF468223
OIPDAT O. lucimarinus XP_001419605
OtPDAT O. tauri CAL55479
PpLCAT P. patens XP_001758018
PpPDAT P. patens XP_001782657
PpPLA P. patens XP_001782233
PpPSAT P. patens XP_001782337
LRO1 S. cerevisiae NP_014405
SpPDAT Schizosaccharomyces pombe 094680
XILCAT X. laevis NP_001005715
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