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Für Wiebke und meine Eltern

”
Der Blick einer Sphinx ist was ganz und gar anderes, als der

Blick irgendeines anderen Wesens. Wir beide und alle anderen, wir

nehmen durch unseren Blick etwas auf. Wir sehen die Welt. Aber eine

Sphinx sieht nichts, sie ist in gewissem Sinne blind. Dafür senden

ihre Augen etwas aus. Und was ist das, was ihr Blick aussendet? Alle

Rätsel der Welt. Deshalb schauen die beiden Sphinxen sich immerfort

gegenseitig an. Denn den Blick einer Sphinx kann nur eine andere

Sphinx ertragen.“

Michael Ende, Die unendliche Geschichte
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2.1 Materialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.2 Bioinformatik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.3 Sequenzierung und Klonierung putativer Sphingolipid-∆4-Desatu-

rasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

2.4 Kultur und Transformation von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.5 Kultur und Transformation von S. cerevisiae . . . . . . . . . . . . 43

2.6 Bedingungen für die Expression putativer Sphingolipid-∆4-Desa-

turasen in S. cerevisiae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

2.7 HPLC-Analyse der Sphingobasen von S. cerevisiae . . . . . . . . 49

2.8 NMR-Spektroskopie der Sphingobasen von S. cerevisiae . . . . . . 53

3 Ergebnisse 58

3.1 Identifizierung einer Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen 58

3.2 Einteilung der membrangebundenen Desaturasen und Hydroxyla-

sen in Familien mit TRIBE-MCL . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

3.3 Graphische Darstellung der Familien mit BioLayout und LinkLay-

out . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64



3.4 Phylogenie der Desaturasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

3.5 Expression putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen in S. cerevisiae 68

3.6 Optimierung der Expression der Sphingolipid-∆4-Desaturasen . . 72

3.7 HPLC/MS- und ESI/MS/MS-Analyse der bei der Expression in

S. cerevisiae gebildeten ∆4-ungesättigten Sphingobasen . . . . . . 80

3.8 1H-NMR-Analyse der bei der Expression in S. cerevisiae gebildeten

∆4-ungesättigten Sphingobasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83

4 Diskussion 88

4.1 In silico-Identifizierung einer neuen ∆4-Desaturase-/C4-Hydroxy-

lase-Familie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

4.2 Einordung der neuen ∆4-Desaturase-/C4-Hydroxylase-Familie . . 92

4.3 Evolution membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen . 96

4.4 In vivo-Funktionen der Sphingolipid-∆4-Desaturase . . . . . . . . 110
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Nomenklatur der Sphingobasen

Die Nomenklatur der Sphingobasen erfolgt in Anlehnung an die Empfehlungen

der IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN) von

1997 [15].

• Die einfachste Sphingobase, (2S, 3R)-2-Aminooctadecan-1,3-diol, wird mit

dem Namen Sphinganin bezeichnet. Dabei wird, wenn nicht anders ange-

geben, stehts eine Kettenlänge von 18 C-Atomen und die Konfiguration

(2S, 3R) impliziert.

• Von Sphinganin abgeleitete Sphingobasen werden im Text wie folgt bezeich-

net:

– Eine Sphingobase mit einer Doppelbindung wird mit dem Grundna-

men Sphingenin, eine mit zwei Doppelbindungen mit dem Grund-

namen Sphingadienin bezeichnet. Die Position der Doppelbindung

wird der Silbe
”
en“ vorgestellt, also z.B. Sphing-8-enin für (2S, 3R)-

2-Aminooctadec-8-en. Zur Bezeichnung der Konfiguration der Dop-

pelbindung wird die E/Z -Nomenklatur verwendet, also (E )-Sphing-8-

enin oder (4E,8Z )-Sphinga-4,8-dienin.

– Eine zusätzliche Hydroxygruppe wird mit dem Präfix
”
Hydroxy-“ be-

zeichnet, also z.B. 4-Hydroxysphinganin. Die JCBN empfiehlt hierfür

den vollen IUPAC-Namen, also in diesem Beispiel 2-Aminooctadecan-

1,3,4-triol.

• Die Konfiguration der chiralen C-Atome wird im Text meistens in Anleh-

nung an die Fischer-Nomenklatur für Kohlenhydrate angegeben. Folgende

Bezeichnungen werden im Text für Sphingobasen mit zwei oder drei chiralen

C-Atomen verwendet:



– d-erythro entspricht (2S, 3R)

– l-threo entspricht (2S, 3S )

– d-ribo entspricht (2S, 3S, 4R)

• Folgende Trivialnamen werden im Text verwendet:

– Sphingosin für d-erythro-(E )-Sphing-4-enin.

– Phytosphinganin für d-ribo-4-Hydroxysphinganin.

Die Konfiguration der Doppelbindungen und der chiralen C-Atome ist bei

Verwendung der Trivialnamen implizit festgelegt.

• An einigen Stellen im Text wird eine Kurzform der Nomenklatur verwendet,

z.B. d18:0, t18:0 oder d18:14E :

– d steht für eine Sphingobase mit 2 Hydroxygruppen, t für eine mit drei

Hydroxygruppen. Die Konfiguration der chiralen C-Atome entspricht

der bei Sphinganin bzw. Phytosphinganin.

– Die Zahl vor dem Doppelpunkt gibt die (unverzweigte) Länge der Koh-

lenwasserstoffkette in C-Atomen an.

– Die Zahl hinter dem Doppelpunkt gibt die Anzahl der Doppelbindun-

gen an. Die hochgestellte Zahl gibt die Position der Doppelbindung an,

E oder Z die Konfiguration.

Nach diesen Regeln steht d18:0 für Sphinganin, t18:0 für Phytosphinganin

und d18:14E für Sphingosin.



1 Einleitung

Das Cytoplasma der lebenden Zellen ist von einer Membran umgeben, die aus

Proteinen und Lipiden besteht. Die Lipide haben dabei nicht nur strukturelle

Aufgaben, sie sind auch an der Kommunikation einer Zelle mit ihrer Umgebung

beteiligt.

Signale von Nachbarzellen und aus der Umwelt erreichen zuerst die Plasma-

membran. Sie werden von hier durch spezifische Mechanismen wahrgenommen

und dann ins Innere der Zelle weitergeleitet. Die Zelle kann dann durch Anpas-

sung ihres Stoffwechsels und Steuerung der Genexpression auf diese Reize reagie-

ren. An der Aufnahme und Weiterleitung dieser Signale sind die Membranlipide

sowohl aktiv als auch passiv beteiligt. Sie bestimmen die Struktur der Membran

und steuern so die räumliche Anordnung und die gegenseitigen Interaktionen der

in sie eingebetteten Proteine. Unter diesen Proteinen befinden sich Rezeptoren

und Komponenten von Signalübermittlungswegen, aber auch Ionenkanäle und

metabolische Enzyme. Die Membranlipide und besonders die Zwischenstufen ih-

rer Biosynthese und ihres Abbaus stellen auch selbst wichtige Botenstoffe dar, die

Signale ins Innere der Zellen weiterleiten.

In eukaryoten Zellen gibt es drei große Klassen von Membranlipiden. Diese

sind die Glycerolipide, die Sterole und die Sphingolipide. Sie unterscheiden sich

durch ihre chemische Struktur. Glycerolipide haben als Rückgrat einen Glyce-

rinrest, an den zwei Fettsäurereste und eine polare Kopfgruppe durch Esterbin-

dungen geknüpft sind. Sterole haben eine völlig andere Struktur, die sich auf

sechs Isopreneinheiten zurückführen lässt. Sie bestehen aus einem viergliedrigen

aliphatischen Ringsystem mit einer kurzen Kohlenwasserstoffkette als
”
Schwanz“.

Die Struktur der Sphingolipide ähnelt äußerlich derjenigen der Glycerolipide. Sie

besitzen statt eines Glycerinrestes einen langkettigen Aminoalkohol, die Sphingo-

base, als Rückgrat. Sie ist über eine Amidbindung mit einer langkettigen Fettsäure
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und über eine Ester- oder glykosidische Bindung mit einer polaren Kopfgruppe

verknüpft. Die Sphingobase entsteht durch die Kondensation einer Fettsäure mit

Serin. Die Struktur und die Biosynthese der Sphingolipide sind in Abschnitt 1.1

näher beschrieben.

Die Glycerolipide bilden die typische Bilayer -Struktur der Plasmamembran.

Die Zwischenstufen ihrer Biosynthese und ihres Abbaus dienen als Signalmolekü-

le. Dies sind zum Beispiel Diacylglycerol, Inositol-1,4,5-Trisphosphat, Phospha-

tidsäure, Lysophosphatidsäure und freie Fettsäuren. Sterole modulieren die bio-

physikalischen Eigenschaften der Plasmamembran. Durch ihre kompakte, hydro-

phobe Struktur lagern sie sich zwischen die übrigen Lipidmoleküle und bewirken

einen fließenden Übergang zwischen flüssig-kristalliner und fest-kristalliner Phase

der Membran. Eine Reihe wichtiger Botenstoffe ist von den Sterolen abgeleitet.

Die Sphingolipide bilden mit Sterolen zusammen abgegrenzte Bereiche in der

Plasmamembran, die sogenannten Lipid rafts [27, 82]. Diese Membranmikrodo-

mänen bilden Organisationszentren, in denen viele Membranproteine auf engem

Raum zusammengelagert sind. Sie tragen so zur räumlichen und funktionellen

Integration der Signalübermittlungswege bei. Wie auch bei den Glycerolipiden

dienen die Zwischenstufen der Biosynthese und des Abbaus von Sphingolipiden

als Signalmoleküle. Diese sind zum Beispiel an der Regulation von Zellteilung und

Apoptose, der Schließung der Spaltöffnungen von Pflanzen bei Wassermangel, der

Reaktion auf Hitzestress bei Hefe, der Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und

phytopathogenen Pilzen und der Steuerung des Entwicklungszyklus von Pilzen

beteiligt. Diese Beispiele der Beteiligung von Sphingolipiden an der Signalüber-

mittlung sind in Abschnitt 1.4 näher beschrieben.

1.1 Struktur und Biosynthese der Sphingolipide

Den Kern der Sphingolipide bildet das Ceramid. Es ist über zwei lange Kohlenwas-

serstoffketten in der Membran verankert. Das Ceramid besteht aus einem langket-

tigen Aminoalkohol, der Sphingobase, und einer langkettigen Fettsäure, die mit

der Sphingobase über eine Amidbindung verknüpft ist. An die C1-Hydroxygruppe
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Abbildung 1.1: Strukturen von freien Sphingobasen und Ceramid. a d-erythro-

Sphinganin, b d-erythro-Sphingosin (d-erythro-(E )-Sphing-4-enin), c d-ribo-Phyto-

sphinganin (d-ribo-4-Hydroxysphinganin), d Ceramid mit Sphinganin als Sphingobase

und Stearinsäure als Fettsäure (”Dihydroceramid“)

des Ceramids ist bei komplexen Sphingolipiden eine polare Kopfgruppe geknüpft.

Die Struktur des Ceramids und einiger Sphingobasen ist in Abbildung 1.1 gezeigt.

Die Sphingobase und die langkettige Fettsäure des Ceramids tragen verschie-

dene funktionelle Gruppen. Im einfachsten Fall trägt die Sphingobase eine Ami-

nogruppe an ihrem C2-Atom und je eine Hydroxygruppe an ihrem C1- und

C3-Atom. Die Aminogruppe am C2- und die Hydroxygruppe am C3-Atom liegen

beide in der d-Konfiguration vor. Die Kohlenwasserstoffkette ist typischerweise

18 C-Atome lang. Diese einfachste Sphingobase heißt Sphinganin oder (2S, 3R)-

2-Aminooctadecan-1,3-diol (siehe Abbildung 1.1a). Sie entsteht durch die Kon-

densation der aktivierten Fettsäure Palmitoyl-CoA (16:0-CoA) und der Amino-

säure l-Serin. Diese Reaktion wird durch das Enyzm Serin-Palmitoyltransferase

katalysiert. Die dabei entstehende Ketoverbindung heißt 3-Ketosphinganin. Sie
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Abbildung 1.2: Beispiele für Sphingolipide aus Säugetieren. a Sphingomyelin aus Säu-

getieren mit Phosphocholin als Kopfgruppe, Sphingosin als Sphingobase und Stearin-

säure als Fettsäure. b Gangliosid GM1 des Menschen mit einem Oligosaccharid be-

stehend aus Galaktose, Glukose, N-Acetylgalaktosamin und N-Acetylneuraminsäure.

Der Ceramidrest hat Sphingosin als Sphingobase und Stearinsäure als Fettsäure.

Die vollständige Bezeichnung ist 4-(β-d-Galaktosyl-(1→3)-β-d-N-Acetylgalaktosamin)-

3-(α-d-N-Acetylneuraminyl)-β-d-Galaktosyl-(1→4)-β-d-Glukosyl-(1→1)-Ceramid [60].

wird vom Enzym 3-Ketosphinganin-Reduktase unter Verbrauch eines NAD(P)H

zum Sphinganin reduziert.

Die C1-Hydroxygruppe des Sphinganins entspricht der Hydroxygruppe des

Serins. Die C2-Aminogruppe des Sphinganins entspricht der Aminogruppe des

Serins. Die ursprüngliche Konfiguration dieser Aminogruppe wird bei der Syn-

these des Sphinganins beibehalten (nur die Bezeichnung ändert sich von l nach

d). Die Carboxygruppe des Serins wird bei der Kondensation mit der Fettsäure

abgespalten. Die C3-Hydroxygruppe des Sphinganins geht aus der Carboxygrup-

pe der Fettsäure hervor. Bei der Reduktion des 3-Ketosphinganins zu Sphinganin

entsteht an dieser Stelle ein neues chirales Zentrum.

Die C2-Aminogruppe des Sphinganins ist im Ceramid über eine Amidbindung

mit einer langkettigen Fettsäure verknüpft (siehe Abbildung 1.1d). Die Ketten-
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Abbildung 1.3: Beispiele für Sphingolipide aus Pflanzen. a Glykosylinositolphosphoryl-

ceramid (GIPC) aus Nicotiana tabacum (Tabak) mit einer Kopfgruppe bestehend aus

N-Acetylglukosamin, Glukuronsäure und Phosphoinositol in all-α-Verknüpfung. Der

Ceramidrest besteht aus Phytosphinganin als Sphingobase und 2-Hydroxyhexacosan-

säure als Fettsäure. Zusätzlich ist ein Ceramidrest mit 4-Hydroxysphing-8-enin als

Sphingobase gezeigt. Die ∆8-Doppelbindung kann sowohl in der (E )- als auch in der

(Z )-Konfiguration vorliegen. Die vollständige Bezeichnung ist α-d-N-Acetylglukosamin-

(1→4)-α-d-Glukuronosyl-(1→2)-d-myo-Inositol-1-O-Phosphoceramid [40]. b Cerebro-

sid aus Triticum aestiva (Weizen) mit einer Kopfgruppe bestehend aus Mannose und

Glukose in all-β-Verknüpfung. Der Ceramidrest besteht aus Sphing-8-enin als Sphin-

gobase und 2-Hydroxyhexadecansäure als Fettsäure. Zusätzlich sind zwei Ceramidre-

ste mit Sphinga-4,8-dienin bzw. 4-Hydroxysphing-8-enin als Sphingobasen gezeigt. Die

∆4-Doppelbindung liegt immer in der (E )-Konfiguration vor, die ∆8-Doppelbindung

kann sowohl in der (E )- als auch in der (Z )-Konfiguration vorliegen. Die vollständige

Bezeichnung ist β-d-Mannosyl-(1→4)-β-d-Glukosyl-(1→1)-Ceramid [32].
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Abbildung 1.4: Beispiele für Sphingolipide aus Pilzen. a Mannosyl-(Inositolphos-

phoryl)2-Ceramid (M(IP)2C) aus der Hefe S. cerevisiae. Der Ceramidrest besteht aus

Phytosphinganin als Sphingobase und 2-Hydroxyhexacosansäure als Fettsäure. Die

vollständige Bezeichnung ist d-myo-Inositolphosphoryl-(1→6)-α-d-Mannosyl-(1→2)-

d-myo-Inositol-1-O-Phosphoceramid [64]. b Cerebrosid des pathogenen Pilzes Hi-

stoplasma capsulatum mit Glukose als Kopfgruppe. Der Ceramidrest besteht aus

(4E, 8E )-9-Methylsphing-4,8-dienin als Sphingobase und 2-Hydroxyoktadecansäure als

Fettsäure. Zusätzlich ist ein Ceramidrest mit (E )-2-Hydroxyoktadek-3-ensäure als Fett-

säure gezeigt. Die vollständige Bezeichnung ist β-d-Glukosyl-(1→1)-Ceramid [89, 113].
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länge dieser Fettsäure beträgt typischerweise 24 oder 26 C-Atome. Ceramid kann

auf zwei verschiedene Arten synthetisiert werden. Das Enzym Ceramid-Synthase

bildet Ceramid in einer irreversiblen Reaktion aus Sphinganin und einer durch

CoA aktivierten Fettsäure. Das Enzym Ceramidase bildet Ceramid aus Sphinga-

nin und einer freien Fettsäure in einer reversiblen Reaktion. Die Ceramidase ist

deshalb sowohl an der Biosynthese als auch am Abbau des Ceramids beteiligt.

In komplexen Sphingolipiden ist die C1-Hydroxygruppe des Ceramids mit

einer polaren Kopfgruppe verknüpft. Diese kann zum Beispiel aus einem oder

mehreren Zuckerresten bestehen. In diesem Fall bezeichnet man das komplexe

Sphingolipid als Cerebrosid. Ein typisches Cerebrosid mit nur einem Zucker-

rest ist das Glukosylceramid (siehe Abbildung 1.4b). Es wird vom Enzym

Glukosylceramid-Synthase (Ceramid-Glukosyltransferase) aus einem Ceramid und

UDP-Glukose gebildet. Der Glukoserest ist über eine β-(1→1)-glykosidische Bin-

dung mit der C1-Hydroxygruppe des Ceramids verknüpft. In komplexen Cere-

brosiden sind verschieden Zuckerreste zu einem Oligosaccharid kombiniert (siehe

Abbildung 1.3b). Dabei kommen auch Zuckerderivate wie N-Acetylglukosamin,

N-Acetylgalaktosamin und Glukuronsäure vor. Cerebroside kommen bei Pflan-

zen, Pilzen und Tieren vor. Einer der wenigen eukaryoten Organismen, der keine

Cerebroside enthält, ist die Hefe Saccharomyces cerevisiae. Bei Tieren gibt es

von den Cerebrosiden abgeleitete Varianten der komplexen Sphingolipide, die

Ganglioside (siehe Abbildung 1.2b). Bei ihnen besteht die polare Kopfgrup-

pe aus einem Oligosaccharid mit mindestens einem der sauren Zuckerderivate

N-Acetylneuraminsäure oder N-Glykoylneuraminsäure.

Bei einer weiteren großen Gruppe der komplexen Sphingolipide ist die

C1-Hydroxygruppe des Ceramids mit dem Phosphatrest von 1-Phospho-myo-

Inositol über eine Esterbindung verknüpft. Diese Sphingolipide bezeichnet man

als Glykosylinositolphosphorylceramide (GIPCs, auch Phytoglykolipide oder Phy-

tosphingolipide, siehe Abbildung 1.3a und 1.4a). Sie kommen bei Pflanzen und

Pilzen vor. Die Phosphoinositol-Einheit stammt von Phosphatidylinositol und

wird bei Pilzen durch das Enzym IPC-Synthase (Phosphatidylinositol:Ceramid-
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Phosphoinositoltransferase) auf die C1-Hydroxygruppe des Ceramids übertra-

gen. An die C2-Hydroxygruppe des Phosphoinositols können Zuckerreste oder

auch weitere Phosphoinositol-Einheiten angehängt werden. Bei Tieren gibt es

eine andere Gruppe komplexer Sphingolipide, die einen Phosphatrest enthal-

ten. Beim Sphingomyelin ist die C1-Hydroxygruppe des Ceramids über eine

Esterbindung mit dem Phosphatrest von Phosphocholin verknüpft (siehe Ab-

bildung 1.2a). Die Phosphocholin-Einheit stammt von Phosphatidylcholin und

wird durch das Enzym Sphingomyelin-Synthase (Phosphatidylcholin:Ceramid-

Phosphocholintransferase) auf die C1-Hydroxygruppe des Ceramids übertragen.

Die Biosynthese von Glykosylinositolphosphorylceramiden und Sphingomyelin

führt zu einer interessanten Verknüpfung des Sphingolipid- und des Glycerolipid-

Stoffwechsels. Bei der Übertragung einer Phosphoinositol-Einheit von Phosphati-

dylinositol auf Ceramid wird ein Molekül Phosphatidylinositol in Diacylglycerol

umgewandelt. Bei der Sphingomyelin-Synthese wird durch die Übertragung einer

Phosphocholin-Einheit von Phosphatidylcholin auf Ceramid ein Molekül Phos-

phatidylcholin ebenfalls in Diacylglycerol umgewandelt. Da sowohl Diacylglycerol

als auch Ceramid als Signalübermittler wirken, bedeutet diese Verknüpfung des

Stoffwechsels von Glycerolipiden und Sphingolipiden gleichzeitig eine Verknüp-

fung der entsprechenden Signalübermittlungswege.

Die Sphingolipid-Biosynthese wurde vor allem in Säugetieren [60] und in

der Hefe Saccharomyces cerevisiae [19] aufgeklärt. Eine Übersicht über die

Sphingolipid-Biosynthese in Pflanzen und in Pilzen findet sich in [69] und [120].

1.2 Modifikationen am Ceramid-Gerüst

Die Sphingobase und die langkettige Fettsäure des Ceramids sind häufig durch

weitere funktionelle Gruppen modifiziert. Im Folgenden sind die typischen Modi-

fikationen der Sphingobase zusammengefasst.

• Eine C4-Hydroxygruppe (bei Pflanzen, Pilzen und Tieren)

• Eine ∆4-(E )-Doppelbindung (bei Pflanzen, Pilzen und Tieren)
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• Eine ∆8-(E )- oder eine ∆8-(Z )-Doppelbindung (bei Pflanzen und Pilzen)

• Eine C9-Methylverzweigung (bei Pilzen)

Typische Modifikationen der langkettigen Fettsäure sind:

• Eine C2-Hydroxygruppe (bei Pflanzen, Pilzen und Tieren)

• Eine ∆3-(E )-Doppelbindung (bei einigen Pilzen)

Diese funktionellen Gruppen können in verschiedenen Kombinationen auftre-

ten. Die Kombinationen sind bei Pflanzen und Pilzen spezifisch für die jeweilige

Gruppe von Sphingolipiden. In den Cerebrosiden von Pflanzen treten als Sphin-

gobasen hauptsächlich (E/Z )-Sphing-8-enin, (E/Z )-4-Hydroxysphing-8-enin und

(4E, 8E/Z )-Sphinga-4,8-dienin auf [42, 50] (siehe Abbildung 1.3b). Dagegen sind

in den pflanzlichen Glykosylinositolphosphorylceramiden hauptsächlich Phyto-

sphinganin und (E/Z )-4-Hydroxysphing-8-enin zu finden [44, 49, 52] (siehe Ab-

bildung 1.3a).

In Pilzen findet sich eine ähnliche Unterteilung. So sind die Sphingobasen

der Glykosylinositolphosphorylceramide aus Pilzen in der Regel C4-hydroxyliert

[89] (siehe Abbildung 1.4a), während die Sphingobasen der Cerebroside aus Pil-

zen meist eine ∆4-(E )- und eine ∆8-(E )-Doppelbindung sowei eine C9-Methyl-

verzweigung haben [51, 85]. Die Ceramide einiger Pilze haben zusätzlich eine

∆3-Doppelbindung am Fettsäurerest (siehe Abbildung 1.4b). Eine Übersicht über

die Sphingolipidzusammensetzung von Pflanzen und Pilzen findet sich in [120].

Die Modifikation des Ceramidgerüsts durch zusätzliche funktionelle Gruppen

ist in einigen Fällen mit einer spezifischen physiologischen Funktion korreliert. In

Pilzen ist die langkettige Fettsäure der Cerebroside meistens C2-hydroxyliert,

während das Auftreten der ∆3-Doppelbindung bei einigen Pilzen den Über-

gang von der Hefe- in die Mycelform einleitet [112, 113]. Bei Pflanzen wur-

de gefunden, dass die Cerebroside vieler kälteresister Sorten mehr ∆8-(Z )- als

∆8-(E )-ungesättigte Sphingobasen haben, während das (E/Z )-Verhältnis von

kälteempfindlichen Sorten sehr unterschiedlich sein kann [42, 50].
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Bei Säugetieren ist die typische Sphingobase generell Sphingosin, in einigen

Geweben kommt auch Phytosphinganin vor [17, 18].

Von den für die Einführung dieser zusätzlichen funktionellen Gruppen verant-

wortlichen Genen ist bereits ein großer Teil identifiziert worden:

• Die Sphingolipid C4-Hydroxylase aus Hefe [34, 36]

• Die Sphingolipid C4-Hydroxylase aus Pflanzen (zwei Isoenzyme) [101]

• Die Sphingolipid ∆8-(E/Z )-Desaturase aus Pflanzen (zwei Isoenzyme) ([72,

97, 99, 103] und P. Sperling, unveröffentlicht)

• Die Sphingolipid ∆8-(E )-Desaturase aus Pilzen ([106] und P. Sperling,

unveröffentlicht)

• Die Fettsäure-α-Hydroxylase aus Hefe [24, 36, 77]

• Die Fettsäure-α-Hydroxylase aus Pflanzen [77]

Die folgenden für die Einführung zusätzlicher funktioneller Gruppen verant-

wortlichen Gene sind noch nicht identifiziert worden:

• Die Sphingolipid-∆4-Desaturase aus Pflanzen, Pilzen und Tieren

• Die Sphingolipid C4-Hydroxylase aus Tieren

• Die Fettsäure-α-Hydroxylase aus Tieren

• Die Fettsäure-∆3-Desaturase aus Pilzen

• Die Sphingolipid-C9-Methyltransferase aus Pilzen

Die Fettsäure-α-Hydroxylase ist bereits aus Pflanzen und Pilzen bekannt

[24, 36, 77]. In Säugetieren gibt es ein hierzu homologes Protein (Sequenz 31

in Abbildung 4.1), dieses ist jedoch noch nicht funktionell charakterisiert worden.

Die Sphingolipid-C4-Hydroxylase ist ebenfalls bereits aus Pflanzen und Pilzen be-

kannt [34, 36, 101], es gibt jedoch kein homologes Enzym in Tieren [101]. Es muss
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daher angenommen werden, dass die Sphingolipid-C4-Hydroxylase-Aktivität in

Tieren von einem Gen kodiert wird, das nicht zur Sphingolipid-C4-Hydroxylase

aus Pflanzen und Pilzen homolog ist. Eine Sphingolipid-C4-Hydroxylase-Aktivität

in Säugetieren ist bereits biochemisch nachgewiesen worden [18].

Die Sphingolipid-∆4-Desaturase, die Fettsäure-∆3-Desaturase und die

Sphingolipid-C9-Methyltransferase sind bisher aus keinem Organismus bekannt.

In dieser Arbeit möchte ich die Sphingolipid-∆4-Desaturase aus Pflanzen, Pilzen

und Tieren identifizieren.

1.3 Membrangebundene Desaturasen und Hydroxylasen

Die in Abschnitt 1.2 beschriebenen zusätzlichen funktionellen Gruppen des

Ceramid-Gerüsts werden, soweit bekannt, durch Enzyme aus der Familie der

membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen eingeführt. Die einzige Aus-

nahme ist die (noch nicht identifizierte) C9-Methyltransferase, die wahrscheinlich

zur Gruppe der S-Adenosylmethionin- (SAM) abhängigen Methyltransferasen ge-

hört.

Es gibt zwei (auf Ebene der Primärsequenz) nicht miteinander verwandte

Gruppen von Enzymen, die Membranlipide oder deren Vorläufer desaturieren

[94, 102]. Dies sind zum einen die löslichen Acyl-ACP-Desaturasen, zum anderen

die membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen. Während die Enzyme

der ersten Gruppe nur Acyl carrier protein- (ACP) gebundene Acyl-Reste de-

saturieren, akzeptieren die Enzyme der zweiten Gruppe eine Vielzahl von Lipi-

den als Substrat, darunter Acyl-CoA, freie Sphingobasen, Glycerolipide, Sphin-

golipide und Sterole. Die Acyl-ACP-Desaturasen kommen nur bei Pflanzen vor

und sind im Stroma der Plastiden lokalisiert. Interessanterweise sind bisher keine

Acyl-ACP-Desaturasen aus Blaualgen bekannt. Membrangebundene Desaturasen

und Hydroxylasen kommen bei allen Eukaryoten sowie bei Blaualgen und einigen

Bakterien1 vor. Die eukaryoten Enzyme sind im ER lokalisiert [25], bei Pflanzen

1In dieser Arbeit werden Blaualgen getrennt von den übrigen Bakterien behandelt, da sie

im Lipidstoffwechsel eine Sonderstellung einnehmen.
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gibt es sowohl ER-gebundene als auch plastidäre Enzyme.

Beide Gruppen von Enzymen verwenden wahrscheinlich den selben Reakti-

onsmechanismus [94]. Den Kern des Reaktionszentrums bildet ein Zwei-Eisen-

Zentrum, das zwischen vier verschiedenen Zuständen wechselt. Im reaktionsberei-

ten Zustand haben beide Eisenatome die Oxidationsstufe +4 und sind durch zwei

Sauerstoffatome der Oxidationsstufe −2 verbunden (bis-µ-oxo-di-ferryl-Zustand).

Bei der Desaturierung werden zwei Wasserstoffatome (einschließlich ihres jewei-

ligen Elektrons) von den beiden der zu desaturierenden Bindung benachbarten

C-Atomen in einer syn-Eliminierung abgezogen und an eines der beiden Sauer-

stoffatome des Zwei-Eisen-Zentrums gebunden. Durch Abgabe von Wasser geht

das Zwei-Eisen-Zentrum in den Ruhezustand (µ-oxo-di-ferri-Zustand) über. In

diesem Zustand haben beide Eisenatome die Oxidationsstufe +3 und sind durch

ein Sauerstoffatom der Oxidationsstufe −2 verbunden. Bei der Hydroxylierung

entsteht kein Wassermolekül, stattdessen wird eines der beiden Sauerstoffatome

des Zwei-Eisen-Zentrums in die neu gebildete Hydroxygruppe integriert. Desa-

turierung und Hydroxylierung verlaufen also über den selben Reaktionsmecha-

nismus. Neben Desaturierung und Hydroxylierung werden von Enzymen dieser

Familien auch Epoxidierung, Acetylenierung (Umwandlung einer Doppel- in eine

Dreifachbindung) und die Einführung konjugierter Doppelbindungen vermittelt.

Nach Abschluss der Reaktion und Freisetzung des Produkts wird das Zwei-

Eisen-Zentrum durch Übertragung zweier Elektronen auf die Oxidationsstufe

+2 reduziert. Dabei wird unter Aufnahme zweier Protonen ein weiteres Mole-

kül Wasser frei. Das Zwei-Eisen-Zentrum hat jetzt keinen Sauerstoff mehr ge-

bunden (di-ferro-Zustand). Als Elektronendonator für die beiden Elektronen

dient NAD(P)H. Bei den im ER lokalisierten Enzymen werden die Elektronen

über die NAD(P)H:Cytochrom b5-Oxidoreduktase und Cytochrom b5 auf die

Desaturase übertragen, bei den plastidären Enzymen und den Enzymen aus

Cyanobakterien läuft der Elektronentransport über die Ferredoxin:NAD(P)H-

Oxidoreduktase und Ferredoxin [94, 98, 102]. Im Anschluss an die Abgabe von

Wasser geht das Zwei-Eisen-Zentrum durch Aufnahme eines Moleküls Sauerstoff

in den µ-peroxo-di-ferri-Zustand über, in dem die beiden Eisenatome der Oxi-
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dationsstufe +3 durch eine Peroxo-Brücke der Oxidationsstufe −1 verbunden

sind. Diese Peroxo-Brücke lagert sich spontan um, sodass wieder der aktivierte

bis-µ-oxo-di-ferryl-Zustand entsteht, in dem die beiden Eisenatome der Oxidati-

onsstufe +4 durch zwei Sauerstoffatome der Oxidationsstufe −2 verbunden sind.

Dieser vierstufige Zykus wird auch als
”
reinigen, laden, entsichern und schießen“

beschrieben.

Das Zwei-Eisen-Zentrum wird bei den Acyl-ACP-Desaturasen durch Aspar-

tat-, Glutamat- und Histidin-Seitenketten koordiniert, die in zwei charakteristi-

schen Sequenzmotiven (D/E)XXH organisiert sind [94]. Bei den membrangebun-

denen Desaturasen und Hydroxylasen wird das Zwei-Eisen-Zentrum dagegen von

acht Histidin- bzw. Glutamin-Seitenketten koordiniert, die in den drei
”
Histidin-

boxen“ HXXX(X)H, HXX(X)HH und (H/Q)XX(X)HH angeordnet sind [95, 100].

Während für die Acyl-ACP-Desaturasen eine Kristallstruktur verfügbar ist [65],

sind die strukturellen Informationen über die membrangebundenen Desaturasen

und Hydroxylasen auf Analysen der Membrantopologie mit computergestützten

Methoden und durch Fusionsproteine beschränkt [21, 25, 95]. Dabei ist nicht

vollständig klar, ob die membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen mit

vier oder mit sechs transmembranen Helices in die Membran eingebettet sind. In

Abbildung 4.1 ist eine Skizze der Membrantopologie gezeigt, die auf der Annah-

me von vier transmembranen Helices basiert. Die computergestützte Erstellung

eines dreidimensionalen Modells der membrangebundenen Desaturasen und Hy-

droxylasen durch Modellierung auf die Struktur der Acyl-ACP-Desaturase ist

nicht möglich, da keine Ähnlichkeit in der Primärstruktur zwischen diesen beiden

Familien erkennbar ist. Mit einer neuen computergestützten Methode ist zwar die

de novo-Erstellung dreidimensionaler Modelle möglich, solche Modelle sind bisher

jedoch nur für Proteine bis zu einer Länge von 150 Aminosäuren verfügbar [6].

Bei einigen membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen ist der

Elektronendonator Cytochrom b5 nicht mehr frei, sondern mit der Desatura-

se oder Hydroxylase fusioniert [98, 100]. Die ganze Familie der
”
Front end“-

Desaturasen (siehe Abschnitt 4.3.3) besteht, bis auf die Sequenzen aus Blau-

algen, aus N-terminalen Cytochrom b5-Fusionsproteinen (*N in Abbildung 4.4).
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Die Acyl-CoA-∆9-Desaturasen aus Pilzen (siehe Abschnitt 4.3.1) sind dagegen

C -terminale Cytochrom b5-Fusionsproteine, während die Acyl-CoA-∆9-Desatu-

rasen aus Tieren und ihre Homologe aus Pflanzen keine Fusionsproteine sind (*C

in Abbildung 4.2). In der Familie der Fettsäure-α-Hydroxylasen gibt es sowohl

N-terminale Cytochrom b5-Fusionsproteine als auch nicht fusionierte Hydroxyla-

sen (*N in Abbildung 4.1). Ein Blick auf den Stammbaum in Abbildung 4.1 zeigt,

dass die Cytochrom b5-Fusionen in diesen drei Familien unabhängig voneinander

entstanden sein müssen.

1.4 Signalübermittlung durch Sphingolipide

Sphingolipide sind in den letzten Jahren in den Mittelpunkt des Interesses ge-

rückt, da sich ihre Beteiligung an vielen wichtigen Signaltransduktionswegen ab-

zeichnet. Beispiele sind die vor allem bei Säugetieren erforschte Kontrolle von

Zellteilung und Apoptose und die Reaktion auf Hitzestress bei Hefe. Des Weite-

ren sind Sphingolipide an der Schließung der Spaltöffnungen in den Blättern von

Pflanzen bei Wassermangel [79], an der Erkennung phytopathogener Pilze durch

Pflanzen [58, 115, 116], an der Integration von Defensinen in die Plasmamembran

von Pilzen [109, 110] und an der Steuerung des Entwicklungszyklus von Pilzen

beteiligt sind [112, 113]. In diesem Abschnitt werden die Kontrolle von Zellteilung

und Apoptose bei Säugetieren durch Sphingosin-1-phosphat und Ceramid sowie

die mit der Bildung freier Sphingobasen verbundene Reaktion auf Hitzestress bei

Hefe vorgestellt. Eine Diskussion der übrigen Beispiele findet sich in Abschnitt

4.5.

Die optimale Wachstumstemperatur für die Hefe S. cerevisiae beträgt 30◦C.

Wird die Temperatur auf 37–39◦C erhöht, reagiert die Hefe auf diesen Hitzeschock

mit einer vorübergehenden Einstellung des Wachstums. Der Zellzyklus der Hefe

wird dabei spezifisch und reversibel in der G1-Phase angehalten. Die Blockade des

Zellzyklus ist mit einer geringeren Expression der G1-Zykline Cln1p und Cln2p

verbunden [88]. Diese Reaktion wird von einer schnellen und vorübergehenden

Zunahme der Menge der freien Sphingobasen Sphinganin und Phytosphinganin
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begleitet, der eine langsamere und länger anhaltende Zunahme der Menge an

Ceramid folgt [22, 46, 121]. Die Zunahme der Menge an freien Sphingobasen

und Ceramid erfolgt dabei durch Neusynthese. Die freien Sphingobasen, vor al-

lem Phytosphinganin, scheinen die eigentlichen Auslöser der Hitzeschockantwort

zu sein [16, 45]. Einige Zeit nach der Einstellung des Wachstums wird der Zell-

zyklus wieder aufgenommen. Für die Wiederaufnahme des Wachstums sind die

Sphingobasen-Kinasen Lcb4p und Lcb5p [45] sowie das G1-Zyklin Cln3p und das

S-Zyklin Clb5p [67] notwendig.

Ein bei Säugetieren sehr gut erforschtes Signalmolekül ist Sphingosin-1-phos-

phat. Sphingosin-1-phosphat wird vom Enzym Sphingosin-Kinase durch Phos-

phorylierung von Sphingosin an der C1-Hydroxygruppe gebildet. Für den Ab-

bau von Sphingosin-1-phosphat stehen zwei alternative Wege zur Verfügung.

Einmal kann Sphingosin-1-phosphat durch das Enzym Sphingosin-1-phosphat-

Phosphatase dephosphoryliert werden. Hierbei wird zusammen mit anorgani-

schem Phosphat Sphingosin frei, das bei Bedarf wieder von der Sphingosin-1-phos-

phat-Kinase phosphoryliert werden kann. Alternativ kann Sphingosin-1-phosphat

durch das Enzym Sphingosin-1-phosphat-Lyase an seiner C-2—C-3-Bindung in

Hexadecanal (Palmitaldehyd) und Phosphoethanolamin gespalten werden. Durch

diese Spaltung wird das betreffende Molekül Sphingosin-1-phosphat dem Sphingo-

lipidstoffwechsel entzogen. Dafür entsteht ein Molekül Phosphoethanolamin, das

eine typische Zwischenstufe des Glycerolipid-Stoffwechsels ist. Phosphoethanol-

amin kann durch das Enzym CTP:Phosphoethanolamin-Cytidyltransferase akti-

viert und durch die CDP-Ethanolamin:Diacylglycerol-Ethanolaminphosphotrans-

ferase auf Diacylglycerol übertragen werden. Dabei entsteht das Glycerolipid

Phosphatidylethanolamin.

Eine Übersicht über den Stoffwechsel von Sphingosin-1-phosphat und seine

Wirkung als Signalübermittler findet sich zum Beispiel in [84, 104]. Sphingosin-

1-phosphat stimuliert generell Zellteilung, Differenzierung und Bewegung. Es ist

damit ein Antagonist zu Ceramid (siehe unten). Es gibt Hinweise, dass Sphin-

gosin-1-phosphat an der Signalübermittlung von Wachstumsfaktoren wie dem

Platelet-derived growth factor (PDGF) [1, 39, 87], dem Epidermal growth factor
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(EGF) [53] und dem Vasculur endothelial growth factor (VEGF) [108] beteiligt ist.

Sphingosin-1-phosphat wird an der Plasmamembran von Rezeptoren der EDG-

Familie registriert [56]. Diese Familie von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren um-

fasst spezifische Rezeptoren für Sphingosin-1-phosphat und für das strukturell

ähnliche Glycerolipid Lysophosphatidsäure [56]. Es ist umstritten, ob es auch in-

trazelluläre Rezeptoren für Sphingosin-1-phosphat gibt, die mit der Freisetzung

von Kalzium aus intrazellulären Vorratsstätten gekoppelt sind [84, 104].

Der Gegenspieler von Sphingosin-1-phosphat in der Signalübermittlung bei

Tieren ist Ceramid. Wenn in der Literatur über die Signalübermittlung bei Tieren

von Ceramid die Rede ist, ist dabei immer ∆4-ungesättigtes Ceramid gemeint. Ge-

sättigtes Ceramid wird traditionell als Dihydroceramid bezeichnet. Dihydrocera-

mid wird bei der Sphingolipid-Biosynthese vom Enzym Ceramid-Synthase durch

N-Acylierung von Sphinganin gebildet (siehe Abschnitt 1.1). Ceramid im oben ge-

nannten Sinne wird durch ∆4-Desaturierung von Dihydroceramid gebildet. Das

dafür verantwortliche Enzym wird traditionell als Dihydroceramid-Desaturase be-

zeichnet.2 Ceramid wird auch durch hydrolytische Abspaltung der Kopfgruppe

von komplexen Sphingolipiden gebildet. Ein Beispiel hierfür ist die Hydrolyse von

Sphingomyelin zu Phosphocholin und Ceramid durch das Enyzm Sphingomyeli-

nase. Die Sphingomyelin-Synthase kann durch Übertragung eines Phosphocholin-

restes von Phophatidylcholin das Ceramid wieder zu Sphingomyelin
”
recyceln“.

Dies wird als Sphingomyelin-Zyklus bezeichnet.

Ceramid kann durch das Enzym Ceramidase reversibel in eine freie Sphin-

gobase und eine freie Fettsäure gespalten werden. Ein alternatives Enzym zur

Ceramidase ist die Ceramid-N-Deacylase, die neben Ceramid auch komplexe

Sphingolipide deacyliert. Die Spaltung von Ceramid durch die Ceramidase oder

die Ceramid-N-Deacylase ist der einzige Weg, auf dem bei Säugetieren freies

2Die Desaturierung auf Ebene der Ceramide ist bisher nur bei Säugetieren gezeigt wor-

den [74]. Da bei anderen Organismen wie Pflanzen oder Pilzen auch freie Sphingobasen oder

komplexe Sphingolipide als Substrat dienen könnten, wird in dieser Arbeit die allgemeinere

Bezeichnung Sphingolipid-∆4-Desaturase verwendet.
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Sphingosin entsteht, da die Dihydroceramid-Desaturase keine freien Sphingoba-

sen für die ∆4-Desaturierung akzeptiert [74]. Das freie Sphingosin kann durch die

Sphingosin-Kinase (siehe oben) zu Sphingosin-1-phosphat phosphoryliert werden

oder durch die Ceramid-Synthase wieder zum Ceramid
”
recycelt“ werden.

Die Signalübermittlung durch Ceramid ist sehr ausführlich in [37, 38, 70] be-

schrieben. Ceramid dient im allgemeinen als Stresssignal. Je nach Zelltyp und phy-

siologischem Zustand der Zelle kann es einen Wachstumsstopp durch Anhalten des

Zellzyklus in der G0/G1-Phase oder die Einleitung der Apoptose bewirken. Cera-

mid interagiert mit einer Reihe wichtiger Signalübermittlungswege. Vier Beispiele

sind die Signalübermittlung über die Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAPK),

über das Retinoblastoma-Genprodukt (Rb), über die c-Jun-N-terminale Kinase

(JNK) und über die Aktivierung von Caspasen. Die beiden letzteren Beispiele

führen zur Einleitung der Apoptose. Die Aktivierung der MAPK bewirkt eine ent-

zündliche Reaktion, während die Aktivierung des Retinoblastoma-Genprodukts

zur Blockade des Zellzyklus in der G0/G1-Phase führt. An der Blockade des Zell-

zyklus sind Zykin A und p21Cip1/Waf1 beteiligt [105]. Direkt durch Ceramid ak-

tivierte Ziele sind die Ceramid-aktivierte Protein-Kinase (CAPK), die Protein-

Kinase Cζ und die Ceramid-aktivierte Protein-Phosphatase (CAPP). Die Protein-

Kinase Cζ ist ein Isoenzym der Protein-Kinase C, die durch Diacylglycerol ak-

tiviert wird. Diacylglycerol und Ceramid sind sich strukturell sehr ähnlich. Die

Ceramid-aktivierte Protein-Phosphatase ist eine Serin/Threonin-Phosphatase aus

der Protein-Phosphatase 2A- (PP2A) Familie.

Die experimentelle Untersuchung der physiologischen Effekte von Sphin-

gosin-1-phosphat, freien Sphingobasen und Ceramid ist sehr schwierig. Diese

drei Signalmoleküle werden durch die Enzyme Ceramid-Synthase, Ceramidase,

Ceramid-N-Deacylase, Sphingosin-Kinase und Sphingosin-1-phosphat-Phosphat-

ase laufend ineinander umgewandelt. Dabei liegt das Gleichgewicht je nach Zelltyp

und physiologischem Zustand der Zelle mal mehr auf der einen und mal mehr auf

der anderen Seite. Es ist nicht immer leicht zu sagen, auf welches Signalmolekül

ein beobachteter Effekt tatsächlich zurückgeht.
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1.5 Identifizierung und biochemische Charakterisierung einer

Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen

In Abschnitt 1.2 sind drei Enzyme aufgezählt, die bisher aus keinem Organismus

bekannt sind. Von diesen ist die Sphingolipid-∆4-Desaturase besonders interes-

sant. ∆4-ungesättigte Sphingolipide gibt es in fast allen Tieren, Pflanzen und

Pilzen. In Säugetieren sind ∆4-ungesättigte Sphingolipide so typisch, dass sich

die Trivialnamen Sphingosin und Ceramid darauf beziehen, während die entspre-

chenden gesättigten Verbindungen mit den abgeleiteten Namen Dihydrosphin-

gosin und Dihydroceramid bezeichnet werden.3 Einer der wenigen eukaryoten

Organismen ohne ∆4-ungesättigte Sphingolipide ist S. cerevisiae.

Viele Studien bei Säugetieren haben gezeigt, dass die ∆4-Doppelbindung

des Ceramids für seine physiologische Aktivität als Signalmolekül erforderlich

ist. Dihydroceramid ist dagegen unwirksam [5, 105]. Diese Beobachtung macht

das Enzym Sphingolipid-∆4-Desaturase zu einem der meistgesuchten Enzyme

des Sphingolipid-Stoffwechsels. Ich möchte daher in dieser Arbeit das für die

Sphingolipid-∆4-Desaturase kodierende Gen identifizieren.

Aus der Hefe S. cerevisiae ist bereits seit längerem die Sphingolipid-

C4-Hydroxylase Sur2p bekannt [34, 36]. Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben, ist

der Reaktionsmechanismus von Desaturasen und Hydroxylasen mit einem Zwei-

Eisen-Zentrum sehr ähnlich. Mit der Fettsäure-∆12-Desaturase aus Arabidopsis

thaliana [81], der Fettsäure-C12-Hydroxylase aus Ricinus communis [68] und der

bifunktionalen Fettsäure-∆12-Desaturase/C12-Hydroxylase aus Lesquerella fend-

lieri [10] war bereits ein Beispiel für eine Familie mit Desaturasen und Hydroxyla-

sen bekannt, die sich auf Sequenzebene sehr ähnlich sind (siehe Abbildung 4.3).

Damit lag die Vermutung nahe, dass die gesuchte Sphingolipid-∆4-Desaturase

der Sphingolipid-C4-Hydroxylase Sur2p aus S. cerevisiae ähnlich sein könnte.

A. thaliana besitzt zwei Sequenzen mit hoher Ähnlichkeit zu Sur2p. Bei

3In dieser Arbeit werde ich die Bezeichnung Sphinganin für von Dihydrosphingosin und

Sphingolipid-∆4-Desaturase für Dihydroceramid-Desaturase verwenden. Die Bezeichnung Cera-

mid verwende ich sowohl für gesättigte als auch für ungesättigte Ceramide.
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ihrer funktionellen Charakterisierung stellte sich heraus, dass es sich bei bei-

den Enzymen ebenfalls um Sphingolipid-C4-Hydroxylasen handelte [101]. Dar-

über hinaus fehlten Sequenzen mit Ähnlichkeit zu Sur2p in Säugetieren, obwohl

∆4-desaturierte Sphingolipide gerade für Säugetiere besonders typisch sind. Dies

führte zu dem Schluss, dass die gesuchten Sphingolipid-∆4-Desaturasen zu einer

Enzymfamilie gehören, die nicht mit Sur2p verwandt ist.

Aufgrund von biochemischen Untersuchungen konnte jedoch als sicher angese-

hen werden, dass die Sphingolipid-∆4-Desaturasen zur Gruppe der membrange-

bundenen Desaturasen und Hydroxylasen (siehe Abschnitt 1.3) gehören. Indizien

hierfür waren die für die Desaturase-Aktivität nötigen Kofaktoren NAD(P)H, Cy-

tochrom b5 und O2 sowie die intrazelluläre Lokalisierung der Desaturase-Aktivität

in der ER-Membran oder im Golgi-Apparat [14, 33, 59, 73, 74, 75].

In dieser Arbeit wird eine neue, computergestützte Strategie zur Identifizie-

rung der Sphingolipid-∆4-Desaturasen entwickelt. Die einzige Annahme dabei

ist, dass es sich bei den Sphingolipid-∆4-Desaturasen um membrangebundene

Desaturasen handelt. Die membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen

sind auf Sequenzebene durch die in Abschnitt beschriebenen 1.3 drei Histidinbox-

Motive gekennzeichnet. Die Strategie besteht aus drei Stufen:

• Erstellen einer möglichst umfassenden Sammlung von Sequenzen membran-

gebundener Desaturasen und Hydroxylasen.

• Einteilen dieser Sequenzen in einzelne Familien.

• Identifizierung einer Familie mit Kandidaten für die ∆4-Desaturase.

Für die Erstellung der Sammlung membrangebundener Desaturasen und Hy-

droxylasen wird das Programm PSI-Blast [2] verwendet. PSI-Blast ist wie Blast

[2] ein Programm zur Identifizierung ähnlicher Sequenzen in einer Datenbank.

PSI-Blast ist beim Identifizieren entfernter Ähnlichkeiten jedoch sehr viel emp-

findlicher als Blast.

Für die Einteilung der mit PSI-Blast gefundenen Sequenzen in Familien wer-

den zwei verschiedene Methoden getestet. Einmal wird die Einteilung weitgehend
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manuell anhand von mit ClustalX [111] erstellten Alignments und phylogeneti-

schen Stammbäumen vorgenommen. Außerdem werden die gefundenen Sequenzen

mit Hilfe des Programms TRIBE-MCL [30] automatisch in Familien eingeteilt.

Das Programm BioLayout [31] wird dabei zur graphischen Darstellung der Er-

gebnisse verwendet. Die Ergebnisse dieser beiden Methoden werden miteinander

verglichen.

Für die Identifizierung einer Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen

werden Kenntnisse über das Vorkommen von ∆4-desaturierten Sphingolipiden

in verschiedenen Organismen genutzt. ∆4-desaturierte Sphingolipide kommen in

Tieren, Pflanzen und Pilzen vor. Einer der wenigen eukaryoten Organismen oh-

ne ∆4-desaturierte Sphingolipide ist die Hefe Saccharomyces cerevisiae. Hieraus

wurden Kriterien zur Identifizierung einer Familie mit putativen Sphingolipid-

∆4-Desaturasen entwickelt. Diese sind in Abschnitt 3.1 aufgeführt.

Aus der auf diese Weise identifizierten Familie putativer Sphingolipid-

∆4-Desaturasen werden mehrere Sequenzen durch heterologe Expression im

S. cerevisiae-Stamm TDY2037-sur2 ∆ [36] biochemisch charakterisiert. In die-

sem Hefestamm ist die hefeeigene Sphingolipid-C4-Hydroxylase Sur2p inakti-

viert, sodass Sphingolipide mit den unmodifizierten Sphingobasen Sphinganin und

C20-Sphinganin als Substrat für eine Desaturierung zur Verfügung stehen. Die

Sphingobasenzusammensetzung der die putativen Sphingolipid-∆4-Desaturasen

exprimierenden Hefe wird nach Bariumhydroxydhydrolyse und Dinitrophenyl-

(DNP) Derivatisierung per HPLC analysiert. Die Identität der in der HPLC-

Analyse gefundenen Sphingobasen wird in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Ste-

phan Franke (Institut für Organische Chemie, Universität Hamburg) und Herrn

Prof. Dr. Ulrich Zähringer (Forschungszentrum Borstel) per Massen- und NMR-

Spektrospektroskopie bestätigt.



2 Experimentelle Durchführung

2.1 Materialien

Brutschrank (Binder)

Brutschrank (Heraeus Instruments)

Cleanbench
”
DLF/BSS4“ (Clean Air)

Elektrischer Heizblock
”
Dri-Block DB-3“ (Techne)

Elektrischer Heizblock (Liebisch)

Gelkammer
”
Horizon 11-14“ (BRL)

Glasgeräte (Merck-Eurolab)

Inkubations-Rotor
”
CMV-E“ (Fröbel Labortechnik)

Inkubations-Schüttler
”
Multitron“ (Infors)

Magnetrührer
”
IKAMAG RH“ (Janke & Kunkel)

Mikroliterspritzen (Hamilton)

Mikrozentrifuge
”
Mikrofuge E“ (Beckman)

Mikrozentrifuge
”
Biofuge pico“ (Heraeus Instruments)

PCR-Gerät
”
TRIO-Thermoblock TB-1“ (Biometra)

PCR-Gerät
”
Primus“ (MWG-Biotech)

PCR-Gerät
”
Tgradient“ (Biometra)

pH-Meter
”
761 Calimatic“ (Knick)

Photometer
”
Genequant II“ (Pharmacia)

Pipetten
”
Finnpipette“ (Labsystems)

Pipetten (Eppendorf)
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Pipettierhilfe
”
Pipetus-Akku“ (Hirschmann Laborgeräte)

Rotationsverdampfer
”
Rotavapor RE 120“ (Büchi)

UV-Transilluminator (Herolab)

Video-Printer
”
429K“ (Herolab)

Vortex
”
Paramix II“ (Julabo Labortechnik)

Zentrifuge
”
Centrifuge 5810R“ (Eppendorf)

Zentrifuge
”
Centrikon H-401“ (Kontron)

Zentrifuge
”
Rotanta“ (Hettich)

Chemikalien wurden, soweit nicht explizit angegeben, von den Firmen Biomol

(Hamburg), Biozym (Hessisch Oldendorf), Carl Roth (Karlsruhe), Invitrogen Li-

fe Technologies (Karsruhe), Klüver & Schulz (Schenefeld), Lancester Synthesis

(Mühlheim a.M.), Merck Eurolab (Darmstadt) und Sigma-Aldrich Chemie (Dei-

senhofen) bezogen.

Die Sphingobasen-Standards Sphinganin (dl-erythro-Dihydrosphingosin, syn-

thetisch, 99%), Sphingosin (d-Sphingosin aus Rinderhirn-Sphingomyelin, 99%)

und Phytosphinganin (d-Phytosphingosin-Hydrochlorid aus Hefe, 97%) wurden

von Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen) geliefert. CDCl3 (99.96%) stammt von

Cambridge Isotope Laboratories (Andover, Massachusetts, U.S.A.).

Enzyme, DNA-Längenstandards und andere Reagenzien für die molekular-

biologischen Arbeiten wurden von Boehringer Mannheim (Mannheim), Invito-

gen Life Technologies (Karsruhe), New England Biolobs (Schwalbach/Taunus)

und Promega (Mannheim) bezogen. Kits für die Präparation und Reinigung von

Plasmid-DNA stammen von QIAGEN (Hilden), SIGMA-ARK (Steinheim) und

Machery-Nagel (Düren). Die PCR-Primer wurden von SIGMA-ARK (Steinheim)

synthetisiert.

Der Hefe-Expressionsvektor pYES2 wurde von Invitrogen Life Technologies

(Karsruhe), der E. coli -Stamm XL1 blue MRF′ von Stratagene (Amsterdam, Nie-

derlande) bezogen. Der S. cerevisiae-Stamm TDY2037-sur2 ∆ [36] wurde freund-
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licherweise von Frau Prof. Dr. Teresa Dunn (Uniformed Services University of the

Health Sciences, Bethesda, Maryland, U.S.A.) zur Verfügung gestellt.

Zutaten für die Herstellung von Kulturmedien für E. coli und S. cerevisiae

stammen von Difco Laboratories (Augsburg), Duchefa Biochemie (Haarlem, Nie-

derlande) und Invitrogen Life Technologies (Karsruhe), Sterilfilter von Millipore

(Eschborn).

2.2 Bioinformatik

2.2.1 Identifizierung einer Familie putativer

Sphingolipid-∆4-Desaturasen

PSI-Blast

Mit Hilfe von PSI-Blast [2] wurde eine möglichst umfangreiche Sammlung von

Sequenzen bekannter und putativer membrangebundender Desaturasen und Hy-

droxylasen erstellt. Dazu wurden drei Suchläufe mit den Aminosäuresequenzen

der putativen ∆9-Acyl-CoA-Desaturase aus A. thaliana (SWISS-PROT O65797),

der Sphingolipid-C4-Hydroxylase Sur2p aus S. cerevisiae (SWISS-PROT P38992)

und der Fettsäure-α-Hydroxylase Scs7p aus S. cerevisiae (SWISS-PROT Q03529)

als Eingabesequenz in der GenBank-nr-Proteindatenbank durchgeführt. Bei Scs7p

wurden die ersten 100 Aminosäuren abgeschnitten, um die Cytochrom b5-Domäne

zu entfernen.

Bei jeder Iteration wurden alle neu gefundenen Sequenzen manuell auf das

Vorhandensein der drei Histidinbox-Motive überprüft. Nur Sequenzen mit drei

vollständigen Histidinbox-Motiven wurden zur Berechnung der positionsspezifi-

schen Substitutionsmatrix für die nächste Iteration verwendet. Die Suche wurde

nach 10 Iterationen (∆9-Desaturase), 11 Iterationen (Sur2p) bzw. 3 Iterationen

(Scs7p) abgebrochen, da keine neuen Sequenzen mehr hinzugekommen waren.

Die Suche mit der ∆9-Desaturase als Eingabesequenz ergab 312 Sequenzen,

die mit Sur2p ergab 85 Sequenzen und die mit Scs7 ergab 8 Sequenzen (jeweils

inklusive der Eingabesequenz). Die im Suchlauf mit Scs7p gefundenen Sequenzen
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wurden alle auch im Suchlauf mit Sur2p gefunden. Es ergab sich damit insgesamt

ein Anzahl von 397 Sequenzen.

Einteilung in Familien

Von den mit der ∆9-Desaturase und mit Sur2p als Eingabesequenz gefundenen

Sequenzen wurden mit ClustalX [111] zwei getrennte phylogenetische Stamm-

bäume erstellt. Anhand dieser Stammbäume wurden die in der PSI-Blast-Suche

gefundenen Sequenzen manuell in Familien eingeteilt. Für die Einteilung in Fami-

lien wurden Sequenzen bekannter biochemischer Funktion (z.B. ∆9-Desaturasen,

∆12-Desaturasen, ∆15-Desaturasen, Sterol-Desaturasen/Hydroxylasen etc.) als

Anhaltspunkt genommen. Nach den in Abschnitt 3.1 aufgeführten Kriterien wur-

de eine Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen identifiziert.

2.2.2 Einteilung in Familien mit TRIBE-MCL

Die in Abschnitt 2.2.1 erstellte Sammlung membrangebundener Desaturasen und

Hydroxylasen wurde mit TRIBE-MCL [30] in Familien einteilt, um die Eignung

von TRIBE-MCL für diesen Zweck zu testen.

Die 397 in der PSI-Blast-Suche gefundenen Sequenzen wurden in einer einzigen

Datei vereinigt. Die Sequenzen wurden mit Blast (blastp) [2] paarweise mitein-

ander verglichen. Als obere Grenze für den Blast-e-Wert wurden 10−4, 10−8 und

10−16 verwendet. Die Ergebnisse des Blast-Vergleichs dienten direkt als Eingabe

für TRIBE-MCL.

Die Größe der mitTRIBE-MCL ermittelten Familien wird durch einen einzigen

Parameter I mit einem Wertebereich von 1 bis 5 gesteuert. Kleine Werte für I

ergeben größere Familien, große Werte für I ergeben engere Familien. Es wurden

Läufe mit I = 1,2, I = 1,5, I = 2, I = 2,5, I = 3 und I = 3,5 durchgeführt.

Die mit TRIBE-MCL ermittelten Familien wurden mit BioLayout Java [31]

visualisiert. Dabei wurde jede Familie in einer unterschiedlichen Farbe dargestellt.

Näheres hierzu ist in Abschnitt 3.3 beschrieben.
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Für die Arbeit mit TRIBE-MCL und BioLayout wurden mehrere Hilfspro-

gramme in der Programmiersprache Python geschrieben:

IDSet: Liest eine oder mehrere Dateien mit einer Liste von Datenbank-

Zugangsnummern und vereinigt sie zu einer einzigen Datei, in der jede

Datenbank-Zugangsnummer nur einmal vorhanden ist.

FastaSet: Liest eine oder mehrere Dateien mit Sequenzen im Fasta-Format und

vereinigt sie zu einer einzigen Datei, in der jede Sequenz nur einmal vor-

handen ist.

CountEntries: Liest eine oder mehrere Dateien mit Datenbank-Zugangsnum-

mern oder mit Sequenzen im Fasta-Format und zählt die Einträge.

LabelClusters: Ergänzt die in der Ausgabe von TRIBE-MCL angegebenen Da-

tenbank-Zugangsnummern der einzelnen Sequenzen durch eine ausführli-

chere Beschreibung.

Clusters2Fasta: Liest die Ergebnisse von TRIBE-MCL und schreibt die Sequen-

zen nach Familien geordnet im Fasta-Format in einzelne Dateien, sodass sie

weiter analysiert werden können.

Blast2Biolayout: Liest die Ergebnisse des Blast-Vergleichs einer Menge von

Sequenzen und erstellt eine Eingabedatei für BioLayout.

Clusters2BioLayout: Liest die Ergebnisse von TRIBE-MCL und erstellt eine

Tabelle, mit deren Hilfe BioLayout die einzelnen Familien farblich markieren

kann.

2.2.3 LinkLayout: Analyse der Vernetzungsstruktur eines Graphs

Bei der Darstellung von Sequenzfamilien mit BioLayout werden die Ähnlichkeits-

beziehungen zwischen den einzelnen Sequenzen normalerweise mit dem negativen

Logarithmus des Blast-e-Wertes gewichtet. Eine Veröffentlichung über eine einfa-

che Methode zur Analyse der Vernetzungsstruktur von Internetseiten [26] führte
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zu der Idee, eine ähnliche Methode zur Analyse der Ähnlichkeitsbeziehungen zwi-

schen Proteinsequenzen zu entwickeln.

In der Arbeit über die Verknüpfungsstruktur von Internetseiten wird die

”
Krümmung“ einer Internetseite definiert. Die Krümmung ist ein Maß für die Ein-

bindung dieser Internetseite in ein Netzwerk gegenseitig miteinander verbundener

Seiten. Die Verknüpfungsstruktur des Internet wird dazu in Dreiecke zerlegt.

Die Krümmung einer Internetseite ist definiert als die Zahl der Dreiecke, die

diese Internetseite als Eckpunkt haben, geteilt durch die maximal mögliche Zahl

an Dreiecken. Damit lässt sich die Krümmung cn einer Internetseite n mathema-

tisch ausdrücken als:

cn =
2 tn

vn(vn − 1)

Dabei ist tn die Zahl der Dreiecke, die die Internetseite n als Eckpunkt haben

und vn die Zahl der mit der Internetseite n direkt verbundenen Seiten.

Diese Definition lässt sich direkt auf die Ähnlichkeitsbeziehungen zwischen Se-

quenzen in Proteinfamilien übertragen. Eine Proteinsequenz entspricht dabei ei-

ner Internetseite und eine Ähnlichkeitsbeziehung zwischen zwei Proteinsequenzen

entspricht einer Verknüpfung zwischen zwei Internetseiten. Eine Proteinsequenz

ist ein Eckpunkt eines Dreiecks genau dann, wenn sie ähnlich zu zwei anderen

Proteinsequenzen ist, die ihrerseits zueinander ähnlich sind. Die maximal mögli-

che Zahl an Dreiecken, in die eine Proteinsequenz eingebunden sein kann, wird

erreicht, wenn alle mit ihr direkt verbundenen Proteinsequenzen ihrerseits auch

eine direkte Verbindung zwischen sich haben. Damit läßt sich die Krümmung

einer Proteinsequenz in gleicher Weise wie die Krümmung einer Internetseite be-

rechnen.

Darüber hinaus lässt sich die Idee der Zerlegung einer Verknüpfungsstruktur

in Dreiecke nutzen, um eine neue Gewichtungsfunktion für die Ähnlichkeitsbezie-

hungen zwischen den Sequenzen zu entwickeln. Eine Verbindung zwischen zwei

Sequenzen ist genau dann die Seite eines Dreiecks, wenn die durch sie verbundenen

Sequenzen beide eine direkte Verbindung zu ein und derselben dritten Sequenz
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haben. Eine Ähnlichkeitsbeziehung zwischen zwei Sequenzen lässt sich mit der

Zahl der Dreiecke gewichten, von denen sie eine Seite bildet.

Beide Ideen wurden in dem in der Programmiersprache Python geschriebenen

Programm LinkLayout implementiert. LinkLayout liest eine beliebige Eingabeda-

tei für BioLayout und erstellt daraus eine neue Eingabedatei, die die Informatio-

nen über die Krümmung der Sequenzen und die Gewichtung der Ähnlichkeitsbe-

ziehungen enthält. Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgt mit BioLayout Java.

Dabei wird die Krümmung der Sequenzen durch die Größe der die Sequenzen re-

präsentierenden Punkte dargestellt. Die Gewichtung der Ähnlichkeitsbeziehungen

beeinflusst den Abstand zwischen den Punkten und lässt sich zusätzlich durch die

Farbe der Verbindungslinien darstellen.

Die Verknüpfungsstruktur der Ähnlichkeitsbeziehungen zwischen den Prote-

insequenzen lässt sich sehr einfach durch die objektorientierte Struktur der Pro-

grammiersprache Python modellieren. Die Proteinsequenzen und die Ähnlich-

keitsbeziehungen zwischen ihnen werden durch je eine Objektklasse repräsentiert.

Dabei enthält jedes Ähnlichkeits-Objekt Verweise auf die beiden Protein-Objekte,

die die Ähnlichkeitsbeziehungen verbindet. Jedes Protein-Objekt enthält Verweise

auf die mit ihm durch eine Ähnlichkeitsbeziehung direkt verbundenen Nachbar-

proteine. Auf diese Weise lässt sich sehr einfach die Zahl der Dreiecke ermitteln,

an denen eine Proteinsequenz bzw. eine Ähnlichkeitsbeziehung beteiligt ist.

Die Krümmung jeder Proteinsequenz wird nach der oben angegebenen Formel

berechnet. Die Fläche jeder Punktes in der Darstellung mit BioLayout Java ist

proportional zur Krümmung der entsprechenden Proteinsequenz. Die Gewichtung

jeder Ähnlichkeitsbeziehung entspricht dem Logarithmus der Zahl der Dreiecke,

von denen diese Ähnlichkeitsbeziehung eine Seite bildet.

Im Folgenden ist der Programmcode für die Knoten- und die Verknüpfungs-

objekte gezeigt:
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# Definition einer Klasse für Knotenobjekte:

class Node:

def __init__(self):

self.linkednodes = {}

def add_linked_node(self, node):

i = id(node)

self.linkednodes[i] = node

def has_linked_node(self, node):

i = id(node)

if i in self.linkednodes:

return 1

else:

return 0

# Ein Knoten n ist Teil eines Dreiecks, wenn zwischen zwei

# verschiedenen mit n verknüpften Knoten n1 und n2 eine

# Verknüpfung existiert. Die Zahl der Dreiecke, an denen n

# beteiligt ist, ist gleich der Hälfte der Zahl der geordneten

# Paare (n1, n2), die diese Bedingung erfüllen.

def get_number_triangles(self):

linkedpairs = 0

for i in self.linkednodes:

for j in self.linkednodes:

if self.linkednodes[i].has_linked_node(self.linkednodes[j]):

linkedpairs = linkedpairs + 1

return linkedpairs / 2
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def get_curvature(self):

numbertriangles = self.get_number_triangles()

numberlinks = len(self.linkednodes)

if numberlinks > 1:

curvature = 2.0 * numbertriangles /

(numberlinks * (numberlinks - 1))

else:

curvature = 0.0

return curvature

# Definition einer Klasse für Verknüpfungsobjekte:

class Link:

def __init__(self, n1, n2):

self.node1 = n1

self.node2 = n2

# Ein Link l zwischen zwei Knoten n und m ist Teil eines Dreiecks,

# wenn es einen Knoten k != n, m gibt, sodass es sowohl von m als

# auch von n ein Link zu k gibt. Die Anzahl der Dreiecke, an denen

# Link l beteiligt ist, ist gleich der Zahl der Knoten k, die

# diese Bedingung erfüllen.

def get_number_triangles(self):

linkednodes1 = self.node1.linkednodes

numbertriangles = 0

for i in linkednodes1:

if linkednodes1[i].has_linked_node(self.node2):

numbertriangles = numbertriangles + 1

return numbertriangles
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2.2.4 Phylogenie der Desaturasen

Die Proteinsequenzen für die Erstellung der Stammbäume einzelner Desaturase-

Familien wurden aus der SWISS-PROT/TrEMBL-Datenbank heruntergeladen.

Von den Sequenzen wurde mit T-COFFEE [80] ein Alignment erstellt.

Zur Berechnung der Stammbäume wurden die Stammbaumfunktion von

ClustalX [111] sowie die reinen Phylogenetik-Programme Phylip (http://

evolution.genetics.washington.edu/phylip.html), TREE-PUZZLE [93]

und MRBAYES [41] verwendet.

Zur Erleichterung der Arbeit mit der Phylogenetik-Software wurden zwei Hilf-

programme in der Programmiersprache Python geschrieben:

ConvertALN: Konvertiert Alignments zwischen den Formaten Clustal, Fasta

und Phylip.

LabelTree: Ergänzt die in den Stammbäumen angegebenen Datenbank-Zu-

gangsnummern der einzelnen Sequenzen durch eine ausführlichere Beschrei-

bung.

Zur Vorhersage der transmembranen Helices membrangebundener Desatura-

sen und Hydroxylasen wurde TMHMM [61] benutzt.

2.3 Sequenzierung und Klonierung putativer

Sphingolipid-∆4-Desaturasen

2.3.1 Allgemein verwendete Puffer

⇒ Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning (Literatur [90])

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0

1 mM EDTA

TBE-Puffer: 45 mM Tris

45 mM Borsäure

1 mM EDTA
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2.3.2 Sequenzierung von cDNA-Klonen

Die in Abschnitt 3.1 identifizierten cDNA-Klone, die putative Sphingolipid-

∆4-Desaturasen kodieren, wurden doppelsträngig sequenziert. Die verwendeten

Sequenzierprimer sind in Tabelle 2.1 angegeben.

Die Sequenzen der cDNAs sowie die davon abgeleiteten Proteinsequenzen wur-

den in der GenBank/EBI-Datenbank hinterlegt. Die Zugangsnummern sind in

Tabelle 2.2 angegeben.

Der ein DES2-Homolog aus Homo sapiens kodierende cDNA-Klon I.M.A.G.E.

2109176 enthielt einen offenen Leserahmen, bei dem ein längeres Stück in der Mit-

te fehlte. Diese Sequenz wurde daher nicht in GenBank/EBI-Datenbank hinterlegt

und nicht weiter experimentell untersucht.

Die cDNA-Klone des I.M.A.G.E.-Konsortiums (Lawrence Livermore National

Laboratory) wurden über das Deutsche Ressourcenzentrum für Genomforschung

(RZPD, Berlin) bezogen, der Drosophila melanogaster -cDNA-Klon LP11871 des

Berkeley Drosophila Genome Project über Research Genetics (Huntsville, Alaba-

ma, U.S.A.) und der Lycopersicon esculentum-cDNA-Klon cLET2D1 vom Clem-

son University Genomics Institute (Clemson, South Carolina, U.S.A.).

2.3.3 PCR-Amplifikation der offenen Leseraster

Die vollständigen offenen Leseraster der putativen Sphingolipid-∆4-Desaturasen

wurden durch PCR mit spezifischen Primern amplifiziert. Die Primer-Sequenzen

sind in der Tabelle 2.3 angegeben. Zur Klonierung in den Hefe-Expressionsvektor

pYES2 (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) wurden an das 5′-Ende der PCR-

Primer Adaptersequenzen mit den Restriktionsschnittstellen BamHI (Vorwärts-

Primer) bzw. XbaI (Rückwärts-Primer) angehängt (unterstrichen in Tabelle 2.3,

der Pfeil gibt die Position des Schnitts an). Um den direkten Restriktionsverdau

der PCR-Produkte zu ermöglichen, wurden die Nukleotide ,CGC‘ bzw. ,GC‘ vor

die Restriktionsschnittstellen gesetzt. Die Schmelztemperatur Tm wurde nach der

Formel Tm [◦C] = 2 · NAT + 4 · NGC + 4 abgeschätzt. Dabei ist NAT die Zahl der

A- oder T-Nukleotide und NGC die Zahl der G- oder C-Nukleotide.
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cDNA-Klon Vektor Sequenzierprimer

I.M.A.G.E. 2123522

(DES1 M. musculus)
pME18S-FL3

vorwärts: CTT CTG CTC

TAA AAG CTG CG

rückwärts: CGA CCT GCA

GCT CGA GCA C

I.M.A.G.E. 2578328

(DES1 H. sapiens)
pCMV-SPORT6

vorwärts: SP6

rückwärts: T7 (*)

I.M.A.G.E. 920524

(DES2 M. musculus),

I.M.A.G.E. 2109176

(DES2-Homolog

H. sapiens)

pT7T3D-Pac
vorwärts: T7

rückwärts: T3

LP11871

(DES-1 D. melanogaster)
pOT2a

vorwärts: T7

rückwärts: CGT TAG AAC

GCG GCT ACA AT

cLET2D1

(DES-Homolog

L. esculentum)

pBlueScript SK(−)
vorwärts: T3

rückwärts: T7 (*)

Tabelle 2.1: Sequenzierung der putative Sphingolipid-∆4-Desaturasen kodierenden

cDNA-Klone. Die mit den angegebenen Sequenzierprimern begonnenen Sequenzen wur-

den durch Primer walking verlängert, bis der offene Leserahmen vollständig erfasst

war. In einigen Fällen (*) konnte die Sequenz des Rückwärts-Stranges hinter dem

Poly-A-Schwanz nicht mehr ausgewertet werden. Hier wurden für die Sequenzierung des

Rückwärts-Stranges spezielle Sequenzierprimer komplementär zum 3′-Ende der cDNA

abgeleitet. Die Sequenzierung wurde von AGOWA (Berlin) durchgeführt.
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Produkt Clone ID Nukleotid Protein

DES1 M. musculus I.M.A.G.E. 2123522 AF466376 AAM12532

DES1 H. sapiens I.M.A.G.E. 2578328 AF466375 AAM12531

DES2 M. musculus I.M.A.G.E. 920524 AF466377 AAM12533

DES2-Homolog I.M.A.G.E. 2109176 — —

H. sapiens

DES-Homolog cLET2D1 AF466378 AAM12534

L. esculentum

DES-1 D. melanogaster LP11871 AF466379 AAM12535

Tabelle 2.2: GenBank-Zugangsnummern der Sequenzen der putative Sphingolipid-

∆4-Desaturasen kodierenden cDNA-Klone.

Die PCR wurde mit PfuTurbo-DNA-Polymerase (Stratagene, Amsterdam,

Niederlande), einer hitzestabilen DNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion,

unter Verwendung von Plasmid-DNA (in Abschnitt 2.3.2 aufgeführte cDNA-

Klone) bzw. genomischer DNA (Candida albicans) nach den Angaben des Herstel-

lers durchgeführt. Das PCR-Programm hatte eine Denaturierungs-, Binde- und

Synthese-Zeit von je 1 min. Die Binde-Temperatur betrug Tm−5◦C. Die Plasmid-

DNA wurde wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben präpariert. Die genomische DNA

von C. albicans (Stamm CAI4) wurde freundlicherweise von Frau Dr. Martina

Leipelt (Institut für Allgemeine Botanik, Universität Hamburg) zur Verfügung

gestellt.

2.3.4 Klonierung in den S. cerevisiae-Expressionsvektor pYES2

Die PCR-Produkte wurden quantitativ auf einem 1% igen (w/v) Agarose-TBE-

Gel gereinigt, wie in Abschnitt 2.3.5 beschrieben aus dem Gel extrahiert und

mit den Restriktionsenzymen BamHI und XbaI geschnitten. Die geschnittenen

PCR-Produkte wurden quantitativ auf einem 1% igen (w/v) Agarose-TBE-Gel

gereinigt und wie in Abschnitt 2.3.5 beschrieben aus dem Gel extrahiert.

DNA des Hefe Expressionsvektors pYES2 wurde wie in Anschnitt 2.3.6 be-
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Produkt Primer-Sequenz

DES1 M. musculus

(pMausDES1)

vorwärts: CGC
↓

GGA TCC ATG GGT AGC CGC

GTG TCC Tm = 64◦C

rückwärts: GC
↓

TCT AGA TTA CTC CAG AAT

CTC GTT CC Tm = 62◦C

DES1 H. sapiens

(pMenschDES1)

vorwärts: CGC
↓

GGA TCC ATG GGG AGC CGC

GTC TCG Tm = 66◦C

rückwärts: GC
↓

TCT AGA TTA CTC CAG CAC

CAT CTC TC Tm = 64◦C

DES2 M. musculus

(pMausDES2)

vorwärts: CGC
↓

GGA TCC ATG GGT AAT AGC

CGC GCC C Tm = 66◦C

rückwärts: GC
↓

TCT AGA TCA CAG GTG GTC

CTT CGC C Tm = 66◦C

DES-1 D. melanogaster

(pDroDES)

vorwärts: CGC
↓

GGA TCC ATG GGA CAG AAA

GTT TCG CG Tm = 64◦C

rückwärts: GC
↓

TCT AGA TTA GGA GGC CAG

GCC GCG Tm = 66◦C

DES-Homolog

L. esculentum

(pTomDES)

vorwärts: CGC
↓

GGA TCC ATG GGA TTT GAA

GGG GAA AA Tm = 60◦C

rückwärts: GC
↓

TCT AGA CTA TTC GGA CTT

GTT TGC TT Tm = 60◦C

Des1p C. albicans

(pCaDES)

vorwärts: CGC
↓

GGA TCC ATG GAC GCT GAA

ATC AAG CA Tm = 62◦C

rückwärts: GC
↓

TCT AGA TTA GTT CTC GTC

TAA CCT ATT A Tm = 62◦C

Tabelle 2.3: PCR-Primer für die Amplifikation der DES1 H. sapiens, DES1 M. muscu-

lus, DES2 M. musculus, das DES-Homolog aus L. esculentum, DES-1 D. melanogaster

und Des1p C. albicans kodierenden offenen Leseraster. In Klammern sind die Bezeich-

nungen der in den Expressionsvektor pYES2 ligierten offenen Leseraster angegeben.
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schrieben präpariert und mit den Restriktionsenzymen BamHI und XbaI geschnit-

ten. Gleichzeitig mit dem Restriktionsverdau wurde der Vektor mit alkalischer

Phosphatase behandelt (
”
gecippt“), um die endständigen 5′-Phosphatgruppen zu

entfernen. Der geschnittene und mit alkalischer Phosphatase behandelte Vektor

wurde auf einem 0,7% igen (w/v) Agarose-TBE-Gel gereinigt und wie in Ab-

schnitt 2.3.5 beschrieben aus dem Gel extrahiert.

Die mit BamHI und XbaI geschnittenen PCR-Produkte wurden mit T4-DNA-

Ligase in den mit BamHI und XbaI geschnittenen und mit alkalischer Phosphatase

behandelten pYES2-Vektor ligiert und wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben in kom-

petente E. coli -Zellen (Stamm XL1 blue MRF′) transformiert. Die Bezeichnungen

der fertigen Konstrukte sind in Tabelle 2.3 angegeben.

Einige der transformierten Kolonien wurden in LB-Medium mit Ampicillin

angeimpft. Aus diesen Kulturen wurde Plasmid-DNA isoliert (siehe Abschnitt

2.3.6), mit den Restriktionsenzymen BamHI und XbaI geschnitten und auf einem

1% igen Agarose-TBE-Gel analysiert.

Bei dem in pYES2 ligierten offenen Leserahmen für DES2 Mus musculus war

ein Nachweis der korrekten Ligation durch einen Restriktionsverdau nicht mög-

lich, da sich die XbaI-Schnittstelle mit einer Dam-Methylierungsstelle überschnei-

det. Statt dessen wurde die korrekte Klonierung über PCR mit den in Abschnitt

2.3.3 angegebenen Primern nachgewiesen.

Die Konstrukte pTomDES und pCaDES wurden zusätzlich durch einzel-

strängige Sequenzierung überprüft. Die Sequenzen wurden mit dem pYES2-

spezifischen Sequenzierprimer ATT GTT AAT ATA CCT CTA TAC begonnen

und durch Primer walking bis zum Ende des offenen Leserahmens verlängert. Die

Sequenzierungen wurde bei AGOWA durchgeführt.

Die Sequenz des offenen Leserasters in pTomDES ist identisch mit der Sequenz

des cDNA-Klons cLET2D1. Die Sequenz des offenen Leserasters in pCaDES un-

terscheidet sich in einer Position (G statt C in Position 585) von der Sequenz aus

dem C. albicans-Genom-Projekt. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die abgelei-

tete Aminosäure-Sequenz. Für das C. albicans-Genom-Projekt wurde ein anderer

C. albicans-Stamm (SC5314) verwendet als für diese Arbeit (CAI4).
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2.3.5 Extraktion von DNA aus einem Agarose-Gel

Protokoll 1:

In den Deckel eines 2 ml-Eppendorf-Gefäßes wurde ein kleines Loch gebohrt und

eine mit Glaswolle gestopfte 1000µl-Pipettenspitze hineingesteckt. Die zu extra-

hierende Bande wurde aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und in die mit Glas-

wolle gestofte Pipettenspitze überführt. Dieser Aufbau wurde mit dem Eppendorf-

Gefäß nach unten in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen gestellt und 5 min bei 3220 g zen-

trifugiert.

Die im Eppendorf-Gefäß angesammelte Füssigkeit wurde in ein neues 1,5 ml-

Eppendorf-Gefäß überführt und einmal mit dem einfachen Volumen Phenol/Chlo-

roform 1 : 1 ausgeschüttelt. Die Probe wurde 5 min bei höchster Geschwindigkeit

in der Mikrozentrifuge zentrifugiert, und der Überstand wurde in ein neues 1,5 ml-

Eppendorf-Gefäß überführt. Anschließend wurde die Probe ein- bis zweimal auf

die gleiche Weise mit Chloroform ausgeschüttelt, um Phenolreste zu entfernen.

Die DNA wurde durch Zugabe von 1
10

Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,3)

und dem zweifachen Volumen absolutem Ethanol gefällt, ≥ 30 min auf Eis oder

bei −20◦C inkubiert und 15 min bei höchster Geschwindigkeit in der Mikrozen-

trifuge pelletiert. Der Überstand wurde entfernt, das Pellet mit 500µl 70% igem

(v/v)Ethanol gewaschen und 5 min bei höchster Geschwindigkeit in der Mikro-

zentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet an der Luft

getrocknet.

Die DNA wurde in 10 mM Tris/HCl pH 8,0 aufgenommen und bei −20◦C

gelagert.

Protokoll 2:

⇒ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

Die zu extrahierende Bande wurde aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Die DNA

wurde mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) nach den

Angaben des Herstellers aus dem Gel extrahiert, mit 10 mM Tris/HCl pH 8,5 von
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der QIAquick-Membran eluiert und bei −20◦C gelagert.

2.3.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Protokoll 1 (Mini-Präparation):

⇒ McLachlan & Riggs (1986), Biotechniques 4, 310–313 (Literatur [71])

BF-Puffer: 8% (w/v) Saccharose

0,5% (w/v) Triton X-100

50 mM EDTA

10 mM Tris/HCl pH 8,0

IS-Mix: 5 Teile 2-Propanol

1 Teil 5 M Natriumacetat pH 5,2

frisch angesetzt

Lysozym-Stammlösung: 20 mg/ml, Lagerung bei −20◦C

RNase A-Stammlösung: 10 mg/ml, Lagerung bei −20◦C

Mit einem Plasmid transformierte E. coli -Kulturen wurden über Nacht (ca. 16 h)

in 2–5 ml LB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum bei 37◦C unter Schüt-

teln angezogen.

Die Zellen wurden in 2 ml-Eppendorf-Gefäßen überführt und 2 min bei

6000 rpm in der Mikrozentrifuge pelletiert. Die Überstände wurden abgenommen

und die E. coli -Zellen in 220µl BF-Puffer mit 1 mg/ml Lysozym resuspendiert.

Die resuspendierten Zellen wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zel-

len wurden 90 s bei 95◦C im elektrischen Heizblock aufgebrochen, dann wurden

die Zelltrümmer 30 min bei höchster Geschwindigkeit in der Mikrozentrifuge se-

dimentiert.

200µl des Überstandes wurden in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß über-

führt. Zur Fällung der DNA wurden 480µl IS-Mix zugegeben und die Probe

wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die gefällte DNA wurde 20 min bei
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höchster Geschwindigkeit in der Mikrozentrifuge pelletiert und der Überstand ent-

fernt. Das DNA-Pellet wurde mit 500µl 70% igem (v/v) Ethanol gewaschen und

5 min bei höchster Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt

und das Pellet an der Luft getrocknet.

Die DNA wurde in 100µl 10 mM Tris/HCl pH 8,0 mit 0,3 mg/ml RNAse A

aufgenommen und 30 min bei 37◦C im Brutschrank inkubiert. Die DNA wurde

bei −20◦C gelagert.

Protokoll 2: (Mini-Präparation)

⇒ GenElute Plasmid Mini Kit (Sigma-ARK)

Die E. coli -Kulturen wurden über Nacht (ca. 16 h) in 2–5 ml LB-Medium mit

einem geeigneten Antibiotikum bei 37◦C unter Schütteln angezogen.

Die Zellen wurden in 2 ml-Eppendorf-Gefäße überführt und durch 2 min Zen-

trifugieren bei 6000 rpm in der Mikrozentrifuge pelletiert. Die weitere Verarbei-

tung erfolgte mit Hilfe des GenElute Plasmid Mini Kits (Sigma-ARK, Steinheim).

Die DNA wurde mit 10 mM Tris/HCl pH 8,0 von der Membran eluiert und

bei −20◦C gelagert.

Protokoll 3: (Maxi-Präparation)

⇒ Nucleobond AX Kit (Machery-Nagel)

200 ml LB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum wurden 1 : 1000 von

einer E. coli -Vorkultur angeimpft und über Nacht (ca. 16 h) bei 37◦C unter Schüt-

teln angezogen.

Die Zellen wurden durch 5 min Zentrifugieren bei 4000 g pelletiert. Die weitere

Verarbeitung erfolgte mit Hilfe des Nucleobond AX Kits (Machery-Nagel, Düren)

mit einer AX 500-Säule.

Die DNA wurde nach der Fällung in 10 mM Tris/HCl pH 8,0 aufgenommen

und bei −20◦C gelagert.
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2.4 Kultur und Transformation von E. coli

2.4.1 Medien für die Kultur von E. coli

LB-Medium:

Das LB-Medium ist ein komplexes Vollmedium, das flüssig oder in Form von

Agarplatten als Standardmedium für die Kultur von E. coli verwendet wurde:

10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt

5 g NaCl

15 g Agar (nur für Agarplatten)

ad 1000 ml H2O

Das Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert, Antibiotika wurden nach

dem Abkühlen zugegeben.

Zur Verwendung als Selektionsmedium wurden die Antibiotika Ampicillin oder

Chloramphenicol eingesetzt. Die unten angegebenen Stammlösungen wurden in

einer Verdünnung von 1 ml auf 1000 ml Medium zugegeben:

Ampicillin-Stammlösung: 100 mg/ml Ampicillin (sterilfiltriert)

Endkonzentration im Medium: 100µg/ml

Chloramphenicol-Stammlösung: 30 mg/ml Chloramphenicol (sterilfiltriert)

Endkonzentration im Medium: 30µg/ml

SOB-Medium:

Das SOB-Medium wurde für die Herstellung und Transformation kompetenter

E. coli -Zellen verwendet:
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10 g Bacto-Pepton (Difco)

2,5 g Hefe-Extrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl2 (erst nach dem Autoklavieren zugegeben)

10 mM MgSO4 (erst nach dem Autoklavieren zugegeben)

ad 500 ml H2O

Das Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert, die beiden Magnesiumsalze

wurden erst nach dem Abkühlen hinzugefügt. Alle Salze wurden in Form von

Stammlösungen zugegeben:

1 M NaCl (autoklaviert)

2,5 M KCl (autoklaviert)

1 M MgCl2 (sterilfiltriert)

1 M MgSO4 (sterilfiltriert)

2.4.2 Kompetente E. coli-Zellen

Protokoll 1:

⇒ Inoue et al. (1990), Gene 96, 23–28 (Literatur [43])

TB: 10 mM PIPES/KOH pH 6,7

250 mM KCl

15 mM CaCl2

55 mM MnCl2

in H2O, unter sterilen Bedingungen frisch angesetzt

Der TB-Puffer wurde für jede Verwendung aus den folgenden Stammlösungen

unter sterilen Bedingungen frisch angesetzt:
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0,1 M PIPES in H2O (sterilfiltriert)

pH 6,7 eingestellt mit KOH

2,5 M KCl in H2O (autoklaviert)

1 M CaCl2 (sterilfiltriert)

1 M MgCl2 (sterilfiltriert)

100 ml SOB-Medium wurden mit 1 ml Übernachtkultur des E.-coli -Stammes

XL1 blue MRF′ angeimpft und bei 37◦C im Schüttler bis zu einer OD600 von

0,5 inkubiert. Die Kultur wurde auf 50 ml-Falcon-Tubes aufgeteilt, 10 min auf Eis

abgekühlt und 10 min bei 3220 g und 4◦C pelletiert. Die Zellen wurden in 40 ml eis-

kaltem TB-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und dann erneut 10 min

bei 3220 g und 4◦C pelletiert. Die Pellets wurden in 4 ml eiskaltem TB-Puffer re-

suspendiert und dabei in einem Falcon-Tube vereinigt. 560µl DMSO (7% (v/v)

Endkonzentration) wurden zugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsus-

pension wurde in 200µl-Aliquots in 1,5 ml-Eppendorf-Gefäße aufgeteilt und in

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei −80◦C

gelagert.

Protokoll 2:

⇒ QIAGEN (2000), The QIAexpressionist 01/2000

TFB1: 100 mM RbCl

50 mM MnCl2

30 mM Kaliumacetat

10 mM CaCl2

15% Glycerin

pH 5,8, sterilfiltriert
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TFB2: 10 mM MOPS

10 mM RbCl

75 mM CaCl2

15% Glycerin

pH 6,8 eingestellt mit KOH, sterilfiltriert

100 ml auf 37◦C vorgewärmtes LB-Medium in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben

wurden mit 1 ml einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37◦C unter Schütteln

inkubiert, bis eine OD600 von 0,4 erreicht war. Die Kultur wurde in 50 ml-Falcons

aufgeteilt, 5 min auf Eis abgekühlt und 5 min bei 3220 g und 4◦C pelletiert. Die

Zellen wurden in 30 ml eiskaltem TFB1-Puffer resuspendiert, 90 min auf Eis in-

kubiert und dann erneut 5 min bei 3220 g und 4◦C pelletiert. Die Pellets wur-

den in 4 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in

200µl-Aliquots in 1,5 ml-Eppendorf-Gefäße aufgeteilt und in flüssigem Stickstoff

schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei −80◦C gelagert.

2.4.3 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

⇒ Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning (Literatur [90])

Die bei −80◦C eingefrorenen kompetenten Zellen wurden auf Eis 10–15 min

vollständig aufgetaut. 50 ng Plasmid-DNA wurden zu den kompetenten Zellen zu-

gegeben (≤ 1
10

des Volumens) und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden

die Zellen für 90 s bei 42◦C im Wasserbad einem Hitzeschock unterworfen und

1–2 min auf Eis abgekühlt. 800µl SOB-Medium wurden zugegeben und 45 min

bei 37◦C inkubiert.

Die Zellen wurden auf LB-Agar-Platten mit geeignetem Antibiotikum aus-

plattiert. In der Regel ergaben bereits 100µl des Transformationsansatzes eine

ausreichende Zahl transformierter Kolonien.

Die Platten wurden über Nacht (ca. 16 h) bei 37◦C im Brutschrank inkubiert.

Die Transformationsrate lag in der Größenordnung von 1–2×107 transformierten

Zellen pro µg eingesetzter Vektor-DNA.
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2.5 Kultur und Transformation von S. cerevisiae

2.5.1 Medien für die Kultur von S. cerevisiae

YPD-Medium

YPD-Medium ist ein nicht selektives Vollmedium für die Kultur von S. cerevisiae:

10 g Hefeextrakt

20 g Bacto-Pepton (Difco)

20 g Bacto-Agar (Difco)

1 NaOH-Plätzchen (nur für Agarplatten)

2% (w/v) d-Glukose (erst nach dem Autoklavieren zugegeben)

ad 1000 ml H2O

Das Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert. Die Glukose wurde nach

dem Abkühlen in Form einer 20% igen oder 40% igen (w/v) sterilfiltrierten oder

autoklavierten Stammlösung zugegeben.

CM-Medium

⇒ Treco & Lundblad (1993), in Current Protocols in Molecular Biology (Li-

teratur [114])

Das CM- (Complete Minimal) Medium ist ein synthetisches Medium für

die Kultur von S. cerevisiae. Es dient zur Selektion unter Ausnutzung von

Aminosäure-, Adenin- oder Uracil-Auxotrophien der verwendeten Hefestämme.

Das Medium enthält alle in Tabelle 2.4 aufgeführten Bestandteile außer denjeni-

gen, die zur Selektion genutzt werden sollen (daher der Name Complete Minimal).

In dieser Arbeit wurde Uracil-Selektion in Verbindung mit dem pYES2-Vektor

und Leucin-Selektion in Verbindung mit dem pVT-Leu-Vektor eingesetzt.

Als Kohlenstoffquelle wurden Raffinose oder Glukose verwendet. Das Medi-

um wird entsprechend als CM-Raffinose- oder CM-Glukose-Medium bezeichnet.

Für die Expression eines unter der Kontrolle des induzierbaren GAL1 -Promotors
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Konzentration

Endkonzentration Menge im der Stamm-

im Medium Dropout-Powder lösung Bestandteil

40µg/ml 2,5 g — Adenin (Hemisulfat)

20µg/ml 1,2 g — l-Arginin (Chlorid)

100µg/ml 6,0 g — l-Aspartat (Na-Salz)

100µg/ml 6,0 g — l-Glutamat (Na-Salz)

20µg/ml — 10 mg/ml l-Histidin

60µg/ml — 10 mg/ml l-Leucin

30µg/ml 1,8 g — l-Lysin (Chlorid)

20µg/ml 1,2 g — l-Methionin

50µg/ml 3,0 g — l-Phenylalanin

375µg/ml 22,5 g — l-Serin

200µg/ml 12,0 g — l-Threonin

40µg/ml — 10 mg/ml l-Tryptophan

30µg/ml 1,8 g — l-Tyrosin

150µg/ml 9,0 g — l-Valin

20µg/ml — 2 mg/ml Uracil

Tabelle 2.4: Aminosäuren, Adenin und Uracil für die Herstellung von CM-Medium.

Das Dropout-Powder stellt die meisten Aminosäuren und Adenin bereit. Histidin, Leu-

cin, Tryptophan und Uracil werden häufig zur Selektion verwendet. Sie sind deshalb

nicht Bestandteil des Dropout-Powder, sondern werden bei Bedarf aus Stammlösungen

zugegeben. Alle Stammlösungen werden sterilfiltriert. Tabelle in Anlehnung an [114].
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befindlichen offenen Leserasters wurde CM-Raffinose-Medium verwendet, da Glu-

kose diesen Promotor reprimiert. Zur Induktion des GAL1 -Promotors wurde dem

CM-Raffinose-Medium Galaktose ad 2% (v/v) aus einer sterilfiltrierten 20%igen

Stammlösung zugefügt. CM-Glukose-Medium wurden verwendet, wenn eine Ex-

pression nicht benötigt oder nicht gewünscht wurde.

20 g Bacto-Agar (Difco Laboratories, Augsburg) (nur für Agarplatten)

1 NaOH-Plätzchen (nur für Agarplatten)

1,16 g Dropout-Powder (siehe Tabelle 2.4)

1× Yeast Nitrogen Base (Difco Laboratories, Augsburg)

(sterilfiltiert, erst nach dem Autoklavieren zugegeben)

2% (w/v) Raffinose oder Glukose

(sterilfiltriert, erst nach dem Autoklavieren zugegeben)

Leucin-, Histidin-, Tryptophan- oder Uracil-Stammlösung

(sterilfiltriert, erst nach dem Autoklavieren zugegeben)

ad 1000 ml H2O

Das Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert. Glukose bzw. Raffinose,

Yeast Nitrogen Base sowie Histidin, Leucin, Tryptophan oder Uracil wurden

nach dem Abkühlen in Form von Stammlösungen zugegeben. Die Raffinose-

Stammlösung war 20% ig, die Glukose-Stammlösung 20- oder 40% ig und die

Yeast-Nitrogen-Base-Stammlösung 10 fach konzentriert. Die Konzentration der

Aminosäure- und Uracil-Stammlösungen sind in Tabelle 2.4 angegeben. Die

Stammlösungen wurden sterilfiltriert, die Glukose-Stammlösung kann alternativ

auch autoklaviert werden.

2.5.2 Kompetente S. cerevisiae-Zellen

⇒ Dohmen et al. (1991), Yeast 7, 691–692 (Literatur [23]), modifiziert von

Michael von Pein, Dissertation (1992)
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Lösung A: 1 M Sorbit

10 mM Tricin/NaOH pH 8,35

3% (v/v) Ethylenglykol

autoklaviert, Lagerung bei 4–8◦C

Histaminlösung: 1 M Histamin

sterilfiltriert, Lagerung bei −20◦C

Heringssperma-DNA: 10 mg/ml einzelsträngige Heringssperma-DNA

in 10 mM TE-Puffer, per Ultraschall auf eine Fragment-

größe von 2–15 kb zerkleinert und hitzedenaturiert

Lagerung bei −20◦C

⇒ Becker & Lundblad (1993), in Current Protocols

in Molecular Biology (Literatur [4])

100 ml YPD-Medium wurden mit 5 ml einer Übernachtkultur angeimpft und 4 h

bei 30◦C im Schüttler inkubiert. Die Kultur wurde auf 50 ml-Falcon-Tubes auf-

geteilt und 5 min bei 3220 g pelletiert. Die Zellen wurden einmal in 20 ml Lö-

sung A gewaschen, anschließend in 4 ml Lösung A resuspendiert und dabei in ei-

nem Falcon-Tube vereinigt. 100µl 1 M Histaminlösung und 100µl Heringssperma-

DNA (10 mg/ml) wurden zupipettiert und durch Schwenken des Falcon-Tubes mit

der Hand vermischt. Die Zellen wurden in 200µl-Aliquots in 1,5 ml-Eppendorf-

Gefäßen aufgeteilt und bei −80◦C eingefroren (kein Schockgefrieren in flüssigem

Stickstoff). Die Zellen blieben vor der ersten Verwendung mindestens 2 h einge-

froren, da sie erst hierdurch ihre vollständige Kompetenz erlangen.

2.5.3 Transformation kompetenter S. cerevisiae-Zellen

⇒ Dohmen et al. (1991), Yeast 7, 691–692 (Literatur [23]), modifiziert von

Michael von Pein, Dissertation (1992)

Lösung B: 40% (w/v) PEG 3350

200 mM Tricin/NaOH pH 8,35

autoklaviert, Lagerung bei 4–8◦C
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Lösung C: 0,15 mM NaCl

10 mM Tricin/NaOH pH 8,35

autoklaviert, Lagerung bei 4–8◦C

1–5µg Plasmid-DNA wurden direkt auf die noch gefrorenen kompetenten Zellen

gegeben. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 37◦C unter leichtem Schütteln inku-

biert (Hitzeschock), dann wurden 1,2 ml Lösung B zugeben und durch mehrmali-

ges Umdrehen des Eppendorf-Gefäßes vorsichtig vermischt. Anschließend wurde

60 min bei 30◦C ohne Schütteln inkubiert.

Die Zellen wurden 1 min bei 6000 rpm in der Mikrozentrifuge pelletiert, der

Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Die Zellen wurden 2 mal

mit 1 ml Lösung C gewaschen, um das PEG zu entfernen, und in 1 ml Lösung C

resuspendiert.

Die Zellen wurden auf CM-Glukose-Platten zur Selektion auf Aminosäure-

oder Uracil-Auxotrophie ausplattiert. In der Regel ergaben bereits 100µl des

Transformationsansatzes eine ausreichende Zahl transformierter Kolonien.

Die Platten wurden 2–3 Tage bei 30◦C im Brutschrank inkubiert. Die Trans-

formationsrate lag in der Größenordnung von 1–8×103 transformierter Zellen pro

µg eingesetzter Vektor-DNA.

2.6 Bedingungen für die Expression putativer

Sphingolipid-∆4-Desaturasen in S. cerevisiae

Die Sphingolipid-∆4-Desaturasen liegen auf dem Hefe-Expressionsvektor pYES2

(Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) vor. Ihre Expression steht un-

ter der Kontrolle des induzierbaren GAL1 -Promotors. Als Hefestamm wird

TDY2037-sur2 ∆ (MATα lys2 ura3–52 trp1 ∆ leu2 ∆ sur2 ::TRP1 ) [36] ver-

wendet. Dieser Hefestamm wurde freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Teresa

Dunn (Uniformed Services University of the Health Sciences, Bethesda, Mary-

land, U.S.A.) zur Verfügung gestellt.

Zur Expression der Sphingolipid-∆4-Desaturasen in S. cerevisiae wurde

CM-Medium ohne Uracil verwendet. Dabei wurden für Vor- und Hauptkultu-
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ren verschiedene Kombinationen von Glukose und Raffinose als Kohlenstoffquelle

verwendet. Die Induktion des GAL1 -Promotors erfolgte durch Zugabe von Ga-

laktose ad 2% (v/v) aus einer sterilfiltrierten 20%igen Stammlösung entweder

sofort oder 24 h nach dem Animpfen der Hauptkultur. Erfolgte die Anzucht der

Hefe zunächst in CM-Glukose-Medium, wurde spätestens zum Zeitpunkt der In-

duktion das Medium gegen CM-Raffinose-Medium gewechselt, da Glukose den

GAL1 -Promotor reprimert.

Die Hauptkulturen wurden von über 3 Tage angezogenen Vorkulturen auf eine

berechnete OD600 von 0,020 in Erlenmeyerkolben angeimpft und bei 30◦C unter

Schütteln inkubiert. Das Volumen der Erlenmeyerkolben betrug das 5–10 fache

des Kulturvolumens. Die Ernte erfolgte 48 h nach dem Animpfen der Hauptkul-

turen. Für die HPLC-Analyse der Sphingobasen wurde ein Kulturvolumen von

50 ml, für die NMR-Analyse ein Kulturvolumen von 2,4 l verwendet.

Bei einigen Versuchen wurden die Hauptkulturen mit Hitzeschock behandelt.

Dies führt nach mehreren Studien zu einem erhöhten Anteil von freiem Ceramid

[22, 46]. Dieser Effekt wurde ausgenutzt, um die Bildung von ∆4-ungesättigten

Sphingolipiden bei der Expression zu erleichtern. Die Hitzeschockbehandlung er-

folgte für 1 h oder 1,5 h bei 37◦C.

Die bei der Ernte der Hauptkulturen erreichte OD600 hing von den Anzuchtbe-

dingungen, manchmal auch von weiteren nicht näher bekannten Faktoren ab. Bei

den hier beschriebenen optimierten Bedingungen wurde in der Regel eine OD600

von 2–3 erreicht. Die Kontrolle der Anzucht erfolgte immer nach der Inkubati-

onszeit, nicht nach der erreichten OD600.

Die Anzuchtbedingungen wurden wie in Abschnitt 3.6 beschrieben opti-

miert. Wenn nicht anders angegeben, wurden zur Expression der Sphingolipid-

∆4-Desaturase die folgenden optimierten Bedingungen verwendet:

• Anzucht der Vorkulturen in CM-Glukose-Medium.

• Animpfen der Hauptkulturen in CM-Raffinose-Medium mit sofortiger In-

duktion des GAL1 -Promotors durch Zugabe von Galaktose.
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• Bei Anzucht ohne Hitzeschock Inkubation für 48 h bei 30◦C.

• Bei Anzucht mit Hitzeschock Inkubation für 70 h bei 25◦C gefolgt von 1,5 h

Hitzeschock bei 37◦C.

Für die Koexpression der Sphingolipid-∆4-Desaturasen mit der Glukosyl-

ceramid-Synthase aus H. sapiens wurde CM-Medium ohne Uracil und Leucin

verwendet. Die Glukosylceramid-Synthase liegt auf dem Hefeexpressionsvektor

pVT-Leu vor und wurde freundlicher Weise von Frau Dr. Martina Leipelt, Insti-

tut für Allgemeine Botanik, Universität Hamburg, zur Verfügung gestellt. Ihre

Expression steht unter der Kontrolle des konstitutiven ADH -Promotors.

2.7 HPLC-Analyse der Sphingobasen von S. cerevisiae

Die hier beschriebene Methode zur HPLC-Analyse der Sphingbasen wurde von

P. Sperling et al. (1998) [103] basierend auf der Ba(OH)2-Hydrolyse nach Mor-

rison & Hay (1970) [78]) und der DNP-Derivatisierung nach Karlsson (1970)

[48] entwickelt. Die Methode wurde in dieser Arbeit leicht modifiziert, was zu

einer verbesserten Ausbeute und Reinheit der Proben führte.

2.7.1 Ba(OH)2-Hydrolyse der Hefezellen

⇒ Morrison & Hay (1970), Biochim. Biophys. Acta 202, 460–467 (Literatur

[78])

0,1–0,5 g Hefezellen wurden in ein Sovirel-Gläschen überführt und in 1,5 ml

H2O resuspendiert. 1,5 ml 1,4-Dioxan und 300 mg Ba(OH)2 · H2O (entspricht 20%

(w/v) im H2O-Anteil) wurden zugegeben und die Proben im verschlossenen Gläs-

chen 20 h bei 110◦C im elektrischen Heizblock erhitzt.

Nach dem Abkühlen wurden 2,5 ml H2O und 4 ml CHCl3 zugegeben, sodass

sich ein Verhältnis CHCl3/Dioxan/H2O von 8 : 3 : 8 einstellte. Die hydrolysierten

Lipide wurden durch Schütteln in die CHCl3-Phase extrahiert.

Durch kurzes Zentrifugieren bei 1300 g wurde eine Phasentrennung herbeige-

führt. Die CHCl3-Phase wurde in ein 20 ml-Schliffgläschen überführt. Die wässrige
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Phase wurde einmal mit 4 ml CHCl3 nachextrahiert.

Die vereinigte CHCl3-Phase wurden zweimal mit 8 ml 0,1 M KOH+0,5 M KCL

gewaschen. Die gewaschene CHCl3-Phase wurde in ein neues Sovirel-Gläschen

überführt. Das CHCl3 wurde nach Zugabe einiger Tropfen 2-Propanol unter Ar-

gon vollständig abgedampft.

2.7.2 DNP-Derivatisierung der freien Sphingobasen

⇒ Karlsson (1970), Chem. Phys. Lipids 5, 6–43 (Literatur [48])

FDNB-Lösung: 0,5% (v/v) 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol (FDNB) in Methanol,

frisch angesetzt

Boratpuffer: 2 M Borsäure/KOH pH 10,5

Die hydrolysierten Lipide wurden in 0,2 ml FDNB-Lösung gelöst. Unter Mi-

schen wurden 0,8 ml Boratpuffer langsam zugegeben. Die Probe wurde im ver-

schlossenen Gläschen 30 min bei 60◦C erhitzt.

Nach dem Abkühlen wurde durch Zugabe von 1,2 ml H2O, 1,8 ml Metha-

nol und 4 ml CHCl3 ein Verhältnis von CHCl3/Methanol/H2O 2 : 2 : 1 eingestellt.

Die DNP-derivatisierten Sphingobasen wurden durch kräftiges Schütteln in die

CHCl3-Phase extrahiert.

Durch kurzes Zentrifugieren bei 1300 g wurde eine Phasentrennung herbeige-

führt. Die CHCl3-Phase wurde in ein 10 ml-Schliffgläschen überführt. Die wässrige

Phase wurde einmal mit 4 ml CHCl3 nachextrahiert. Das CHCl3 wurde nach Zu-

gabe einiger Tropfen 2-Propanol unter Argon vollständig abgedampft.

2.7.3 DC-Reinigung der DNP-derivatisierten Sphingobasen

⇒ Karlsson (1970), Chem. Phys. Lipids 5, 6–43 (Literatur [48])

Die DNP-derivatisierten Sphingobasen wurden in einer geringen Menge

CHCl3/Methanol 2 : 1 gelöst und 6,5 cm breit auf eine Kieselgel 60-DC-Platte

aufgetragen. Als Referenz wurde eine Mischung DNP-derivatisierter Standards
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von Phytosphinganin (t18:0), Sphingosin (d18:14E ) und Sphinganin (d18:0) auf-

getragen.

Die DCs wurden in CHCl3/Methanol 9 : 1 entwickelt. Die Lipidbanden wur-

den unter UV-Licht mit Bleistift markiert. Die DNP-Derivate der Sphingobasen

erschienen unter UV-Licht blau-schwarz.

Das Kieselgel wurde in dem Bereich, in dem die DNP-derivatisierten Sphin-

gobasen liefen, nach Besprühen mit H2O weiträumig abgekratzt und in ein 20 ml-

Schliffgläschen überführt. Es wurden 9 ml CHCl3/Methanol 2 : 1 zugegeben. Die

Probe wurde gemischt und anschließend 5–10 min im Ultraschallbad inkubiert.

Nach nochmaligem Mischen wurden 3 ml 0,1 M KOH zugegeben. Die DNP-

derivatisierten Sphingobasen wurden durch Schütteln in die CHCl3-Phase extra-

hiert. Durch kurzes Zentrifugieren bei 1300 g wurde eine Phasentrennung herbei-

geführt.

Die CHCl3-Phase wurde durch eine mit Watte gestopfte Pasteurpipette in ein

10 ml-Schliffgläschen filtriert. Die wässrige Phase wurde mit 6 ml CHCl3 einmal

nachextrahiert. Die neue CHCl3-Phase wurde ebenfalls filtriert und mit der ersten

vereinigt. Das CHCl3 wurde nach Zugabe einiger Tropfen 2-Propanol unter Argon

vollständig abgedampft. Die DNP-derivatisierten Sphingobasen wurden in einem

geeigneten Volumen Methanol (in der Regel 500µl) gelöst und in Autosampler-

Gläschen überführt.

2.7.4 DNP-derivatisierte Sphingobasen-Standards

1–5 mg freie Sphingobasen-Standards (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) wur-

den in ein Sovirel-Gläschen überführt und wie in Abschnitt 2.7.2 beschrie-

ben mit FDNB derivatisiert. Die weitere Präparation der DNP-derivatisierten

Sphingobasen-Standards erfolgte wie die der Proben.

2.7.5 HPLC-Analyse

⇒ Sperling et al. (1998), J. Biol. Chem. 273, 28590–28596 (Literatur [103]),

optimiert von C. Ott (unpubliziert) und in dieser Arbeit
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HPLC-System:

Pumpen: SpektraSYSTEM P4000

Autosampler: SpektraSYSTEM AS3000

Entgaser: SpektraSYSTEM SCM1000

UV-Detektor: SpektraSYSTEM UV6000LP

Software: ChromQuest Version 2.51 für Windows NT

Hersteller: ThermoQuest, San Jose, California, U.S.A.

Laufbedingungen:

Säule: Multospher RP18–5, 250× 4 mm

(CS-Chromatographie, Langerwehe)

temperiert auf 30◦C

Laufmittel A: H2O

Laufmittel B: Methanol/Acetonitril/2-Propanol 10 : 3 : 1

Programm: Detektorwellenlänge: 350 nm

Einspritzvolumen: 5–20µl

Fluss: 0,8 ml/min

Lauf: konkaver Gradient von 84 auf 100% B in 55 min,

15 min isokratisch bei 100% B

2.7.6 HPLC/MS- und ESI/MS/MS-Analyse

Die HPLC/MS- und ESI/MS/MS-Analyse wurde auf einem MAT 95XL-Trap-

Massenspektrometer (Thermoquest, San Jose, California, U.S.A.) durchgeführt.

Das Gerät verfügte über ein Einspritzsystem mit Electrospray-Ionisation (ESI),

einen hochauflösenden Quadrupol und eine nachgeschaltete Ionenfalle. Alle Mes-

sungen wurden im negativen Ionen-Modus durchgeführt.

Die DNP-derivatisierten Sphingobasen wurden über ein HPLC-System (Hi-

tachi, Düsseldorf) aufgetrennt und über ein Splitventil in das Massenspektrome-

ter eingespritzt. Während des HPLC-Laufs wurden in Echtzeit das Massenspek-

tum im Bereich m/z = 300 bis 1200 sowie der Gesamtionenstrom bestimmt. Die
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HPLC-Säule und die Laufbedingungen waren identisch mit denen in Abschnitt

2.7.5. Als Referenzsubstanzen wurden DNP-derivatisiertes Sphinganin (d18:0),

Sphingosin (d18:14E ) und Phytosphinganin (t18:0) verwendet.

Für die Durchführung der HPLC/MS- und ESI/MS/MS-Analyse und die In-

terpretation der Daten danke ich Herrn Dr. Stephan Franke (Institut für Organi-

sche Chemie, Universität Hamburg).

2.8 NMR-Spektroskopie der Sphingobasen von S. cerevisiae

Die hier beschriebene Methode zur Herstellung per-N,O-acetylierter Sphingoba-

sen für die NMR-Spektroskopie wurde von P. Sperling et al. (1998) [103] ba-

sierend auf der Ba(OH)2-Hydrolyse nach Morrison & Hay (1970) [78]) und der

Acetylierung mit N,N-Dimethyl-4-aminopyridin nach Gupta et al. (1977) [35]

entwickelt. Die Methode wurde in dieser Arbeit leicht modifiziert.

2.8.1 Ba(OH)2-Hydrolyse der Hefezellen

⇒ Morrison & Hay (1970), Biochim. Biophys. Acta 202, 460–467 (Literatur

[78])

Die hier beschriebene Ba(OH)2-Hydrolyse unterscheidet sich von dem in Ab-

schnitt 2.7.1 angegebenen Protokoll hauptsächlich durch den größeren Maßstab

der Präparation. Die Ba(OH)2-Hydrolyse der Hefezellen erfolgte wegen der großen

Menge der eingesetzten Hefe in zwei Durchgängen. Insgesamt wurden 12 g Hefe-

zellen für die Aufarbeitung eingesetzt. Die folgenden Angaben gelten für jeweils

einen Durchgang.

5–7 g Hefezellen wurden mit 60 ml H2O in einen 100 ml-Zweihalskolben über-

geführt. 60 ml 1,4-Dioxan und 12 g Ba(OH)2 · H2O (entspricht 20% (w/v) im H2O-

Anteil) wurden zugegeben. Der Ansatz wurde 24 h bei ständigen Rühren unter

Rückfluss erhitzt.

Nach dem Abkühlen wurde der gesamte Hydrolyseansatz mit 360 ml CHCl3

und 300 ml H2O in einen 1000 ml-Scheidetrichter transferiert, sodass sich im Schei-

detrichter ein Verhältnis CHCl3/Dioxan/H2O von 6 : 1 : 6 einstellte.
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Die hydrolysierten Lipide wurden durch kräftiges Schütteln in die CHCl3-

Phase extrahiert. Die CHCl3-Phase wurde abgelassen und in einem 1000 ml-

Rundkolben aufgefangen. Die wässrige Phase wurde einmal mit 360 ml CHCl3

nachextrahiert.

Die CHCl3-Phase (720 ml) wurde auf zwei 1000 ml-Scheidetrichter aufgeteilt

und durch Ausschütteln mit dem gleichen Volumen 0,1 M KOH + 0,5 M NaCl ge-

waschen.1 Bei einem der beiden Durchgänge wurde die CHCl3-Phase zusätzlich

durch einen Papierfilter filtriert. Die Probe wurde dadurch sehr schön klar. Zu-

sätzliche Versuche ergaben, dass durch das Filtrieren kurzkettige Sphingobasen

(14 C-Atome) verloren gehen, während die Ausbeute von Sphingobasen normaler

Kettenlänge (16–18 C-Atome) nicht beeinträchtigt wird.

Das CHCl3 wurde nach Zugabe einiger Milliliter 2-Propanol am Rotations-

verdampfer abgedampft. Die hydrolysierten Lipide wurden mit einigen Millilitern

CHCl3/Methanol 2 : 1 in ein 10 ml-Schliffgläschen übergeführt. Das Lösungsmit-

tel wurde nach Zugabe einiger Tropfen 2-Propanol unter Argon vollständig abge-

dampft.

Ab hier erfolgte die Verarbeitung der Proben aus beiden Durchgängen wieder

gemeinsam.

2.8.2 DC-Reinigung der freien Sphingobasen

Die hydrolysierten Lipide wurden in einer geringen Menge CHCl3/Methanol 2 : 1

gelöst und auf vier Kieselgel-60-DC-Platten je 15 cm breit aufgetragen. Die DC-

Platten wurden in CHCl3/Methanol/25% NH3 40 : 20 : 3 entwickelt.2 Nach dem

1Ba(OH)2 ist zu einem geringen Teil in Chloroform löslich. Durch das Waschen werden Reste

von Ba(OH)2 aus der CHCl3-Phase entfernt, die sonst bei der nachfolgenden DC-Reinigung

der freien Sphingobasen das Laufverhalten verändern. Die Entfernung des Ba(OH)2 ist nicht

quantitativ, und die Phasentrennung stellt sich recht langsam ein. Inzwischen wird 0,1 M KOH+

0,5 M KCl statt 0,1 M KOH + 0,5 M NaCl verwendet.

2Bei den Versuchen zur Optimierung dieses Laufmittels wurde auch ein Laufmittel auf Basis

von Aceton getest. Aceton/25% NH3 100 : 1 trennt sehr gut Sphinganin und Phytosphinganin.

Es ist jedoch nicht zur Trennung von gesättigten und ungesättigten Sphingobasen geeignet.
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Abdampfen des Laufmittels wurden die DC-Platten mit ANS besprüht und die

Lipidbanden unter UV-Licht mit Bleistift markiert. Das Kieselgel im Bereich der

gesättigten und ungesättigten Sphingobasen wurde getrennt abgekratzt und in

40 ml-Schliffgläschen überführt.

Die freien Sphingobasen wurden mit 8 ml Methanol/25% NH3 10 : 1 aus dem

Kieselgel extrahiert (15–20 min im Ultraschallbad, Schütteln über Nacht bei 8◦C).

Die Probe wurde einige Minuten bei 1300 g zentrifugiert, der Überstand wurde

durch eine mit Watte gestopfte Pasteurpipette in ein 40 ml-Schliffgläschen filtriert.

Die Kieselgel-Reste wurden einmal mit 8 ml Methanol/25% NH3 10 : 1 nachextra-

hiert (2 h Schütteln bei 8◦C).

Das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgedampft, die Lipide

wurden in einigen Millilitern 2-Propanol wieder gelöst und erneut abgedampft.

Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis die Probe vollständig trocken war.

2.8.3 Per-N,O-Acetylierung der freien Sphingobasen

⇒ Gupta et al. (1977), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74, 4315-4319 (Literatur

[35])

Acetylierungs-Mix: 10 Teile getrocknetes Pyridin

2 Teile 3,7% (w/v) N,N-Dimethyl-4-aminopyridin

in getrocknetem Pyridin

1 Teil Essigsäureanhydrid

frisch angesetzt

Die freien Sphingobasen wurden in 6 ml Acetylierungs-Mix gelöst. Die Proben

wurden über Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Nach dem Ende der Inkubationszeit war der Acetylierungsansatz durch Ne-

benprodukte der Reaktion dunkelbraun gefärbt. Das Lösungsmittel wurde am

Rotationsverdampfer abgedampft, die Probe wurde in 2-Propanol/H2O 1 : 1 wie-

der gelöst und erneut abgedampft. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis die Probe

vollständig trocken und kein Pyridin mehr zu riechen war. Beim letzten Abdamp-

fen wurde reines 2-Propanol verwendet.
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2.8.4 DC-Reinigung der acetylierten Sphingobasen

Die acetylierten Sphingobasen wurden in einer geringen Menge CHCl3/Methanol

2 : 1 gelöst und 15 cm breit auf Kieselgel-60-DC-Platten aufgetragen. Die DC-

Platten wurden in CHCl3/Methanol 20 : 1 entwickelt. Nach dem Abdampfen des

Laufmittels wurden die DC-Platten mit ANS besprüht und die Lipidbanden unter

UV-Licht mit dem Bleistift markiert.3 Das Kieselgel im Bereich der Banden der

acetylierten Sphingobasen wurde abgekratzt und in 20 ml-Schliffgläschen über-

führt. Die acetylierten Sphingobasen wurden mit 6 ml CHCl3/Methanol 2 : 1 aus

dem Kieselgel extrahiert (10–20 min im Ultraschallbad, Schütteln über Nacht bei

8◦C). Es wurden 2 ml 0,1 M KOH+0,5 M NaCl zugegeben, sodass sich ein Verhält-

nis CHCl3/Methanol/H2O 2 : 1 : 1 einstellt. Die acetylierten Sphingobasen wurden

durch Schütteln in die CHCl3-Phase extrahiert.

Durch kurzes Zentrifugieren bei 1300 g wurde eine Phasentrennung herbeige-

führt. Die CHCl3-Phase wurde durch eine mit Watte gestopfte Pasteurpipette

in ein 10 ml-Schliffgläschen filtriert. Die wässrige Phase wurde einmal mit 4 ml

CHCl3 nachextrahiert.

Das Lösungsmittel wurde unter Argon abgedampft. Die acetylierten Sphingo-

basen wurden mit einer geringen Menge CHCl3/Methanol 2 : 1 in ein Bördelkap-

pengläschen überführt und unter Argon vollständig abgedampft.

3Es waren sehr viele Banden von bei Acetylierung entstandenen Nebenprodukten zu erken-

nen. Dieses Problem könnte auf folgende Weise vermindert werden:

• Einsatz einer geringeren Menge Acetylierungsmix, z.B. 1 ml.

• Extraktion aus dem Acetylierungsansatz mit einer Phasentrennung. Hierbei ergibt sich

jedoch die Gefahr von Ausbeuteverlusten.

• Verwendung eines DC-Laufmittels, das eine bessere Trennung von acetylierten Sphingo-

basen und Nebenprodukten ergibt, z.B. reiner Diethylether.
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2.8.5 Acetylierte Sphingobasen-Standards

1–5 mg freie Sphingobasen-Standards (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) wur-

den in einen 25 ml-Spitzkolben überführt. Die freien Sphingobasen wurden in

1 ml Acetylierungs-Mix gelöst und über Nacht bei Raumtemperatur im Dun-

keln inkubiert. Die weitere Präparation der per-N,O-derivatisierten Sphingobasen-

Standards erfolgte wie die der Proben.

2.8.6 1H-NMR-Spektroskopie

Die 1H-NMR-Spektroskopie wurde auf einem AVANCE DRX-600-Spektrometer

(Bruker, Rheinstetten) bei 600 MHz durchgeführt. Die Spektren wurden bei einer

Temperatur von 300 K in CDCl3 mit den CHCl3-Verunreinigungen des CDCl3 als

internem Standard (δH = 7, 24) aufgenommen.

Von den in Abschnitt 2.8.1–2.8.4 erhaltenen per-N,O-acetylierten Sphingo-

basen wurden eindimensionale 1H- und zweidimensionale 1H,1H-COSY-Spektren

aufgenommen. Als Referenzsubstanz wurde per-N,O-acetyliertes Sphingosin

(d18:14E ) verwendet.

Für die Aufnahme und Interpretation der 1H-NMR-Spektren danke ich Herrn

Prof. Dr. Ulrich Zähringer (Forschungszentrum Borstel).



3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde in einer computergestützten Suche in öffentlich zugäng-

lichen Sequenzdatenbanken eine Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen

identifiziert. Einige Mitglieder dieser Familie aus dem Menschen (Homo sapi-

ens), der Maus (Mus musculus), der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), der

Hefe Candida albicans und der Tomate (Lycopersicon esculentum) wurden an-

schließend experimentell durch heterologe Expression in der Hefe Saccharomyces

cerevisiae biochemisch charakterisiert.

3.1 Identifizierung einer Familie putativer

Sphingolipid-∆4-Desaturasen

Wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben, wurde mit PSI-Blast [2] eine Sammlung von

397 bekannten und putativen membrangebundenen Desaturasen und Hydroxyla-

sen erstellt. Die Sequenzen wurden mit Hilfe von mit ClustalX [111] berechneten

Stammbäumen manuell in Familien eingeteilt. Jeder Familie wurde, soweit mög-

lich, anhand von Sequenzen mit bekannter Funktion eine biochemische Funktion

zugeordnet.

Es wurde angenommen, dass eine Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desatu-

rasen drei Kriterien erfüllen müsste:

• Die Familie sollte keine Enzyme mit bekannter biochemischer Funktion ent-

halten.

• Die Familie sollte Sequenzen aus Pflanzen, Pilzen und Tieren enthalten, da

in allen drei eukaryoten Reichen ∆4-desaturierte Sphingolipide nachgewie-

sen wurden.
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• Es sollte keine Sequenz aus S. cerevisiae vorkommen, da in S. cerevisiae

keine ∆4-desaturierten Sphingolipide nachweisbar sind.

Es wurde genau eine Familie mit sieben Sequenzen gefunden, die diesen drei

Kriterien entsprach. Sie enthielt Sequenzen aus Homo sapiens, Mus musculus,

Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans (zwei Sequenzen), Arabidopsis

thaliana und Schizosaccharomyces pombe. Drei dieser Sequenzen waren bereits

mit molekularbiologischen Methoden untersucht worden, ihre biochemische Funk-

tion war jedoch noch nicht bekannt [12, 28, 29].

Um weitere Sequenzen aus dieser Familie zu finden, wurden die TIGR Gene

Indices (http://www.tigr.org/tdb) per Blast (tblastn) [2] durchsucht. Neben

Tentative consensus-Sequenzen, die den per PSI-Blast gefundenen Sequenzen aus

H. sapiens, M. musculus und D. melanogaster entsprachen, wurden auch Sequen-

zen von weiteren Familienmitgliedern aus H. sapiens, M. musculus und Lycoper-

sicon esculentum (Tomate) gefunden. Die entsprechenden cDNA-Klone wurden

sequenziert und die Sequenzen in der GenBank/EBI-Datenbank hinterlegt (siehe

Abschnitt 2.3.2).

Um weitere Sequenzen aus Pilzen zu finden, wurden die genomischen Se-

quenzen der Hefen Candida albicans (Stanford Genome Technology Center,

http://sequence-www.stanford.edu/group/candida) und Neurospora cras-

sa (Neurospora Genome Project, http://mips.gsf.de/proj/neurospora) per

Blast (tblastn) durchsucht. In beiden Organismen wurde je eine Sequenz gefun-

den, die ein neues Familienmitglied kodiert.

In Tabelle 3.1 sind die in diesem Abschnitt identifizierten Mitglieder der DES-

Familie zusammengefasst. In Abbildung 3.1 ist ein Alignment der Sequenzen ge-

zeigt, die in dieser Arbeit experimentell untersucht wurden (siehe Abschnitt 3.5).

Die drei schon zuvor in molekularbiologischen Studien untersuchten Familien-

mitglieder sind DES-1 aus D. melanogaster [28], MDES aus M. musculus [29] und

MLD aus H. sapiens [12]. Um die Nomenklatur zu vereinfachen, wird in dieser

Arbeit die neu gefundene Familie als DES-Familie bezeichnet. MDES und MLD

werden beide als DES1 bezeichnet, das zweite Familienmitglied aus M. musculus
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Bezeichnung Organismus Quelle

DES1 (*) M. musculus cDNA-Klon I.M.A.G.E. 2123522

(Mdes) [29] GenBank NP 031879

DES1 (*) H. sapiens cDNA-Klon I.M.A.G.E. 2578328

(MLD) [12] GenBank NP 003667

DES2 (*) M. musculus cDNA-Klon I.M.A.G.E. 920524

DES2-Homolog H. sapiens cDNA-Klon I.M.A.G.E. 2109176

DES-1 (*) D. melanogaster cDNA-Klon LP11871

[28] GenBank CAA63889

DES-Homolog 1 C. elegans GenBank NP 493549

DES-Homolog 2 C. elegans GenBank NP 501256

DES-Homolog A. thaliana GenBank AAD17340

DES-Homolog L. esculentum cDNA-Klon cLET2D1

Des1p (*) C. albicans Basen 7499–8611, Contig 6-2340

Des1p-Homolog N. crassa Basen 17916–16535, Contig 9a58

Des1p-Homolog S. pombe GenBank T40333

Tabelle 3.1: Bezeichnungen und Quellenangaben der in Abschnitt 3.1 identifizierten

Mitglieder der DES-Familie. Die mit einem Sternchen (*) gekennzeichneten Sequenzen

wurden in dieser Arbeit biochemisch als Sphingolipid-∆4-Desaturasen charakterisiert.

Bei den drei durch molekularbiologische Arbeiten zuvor charakterisierten Sequenzen

ist in eckigen Klammern die Literaturreferenz angegeben. Bei M. musculus DES1 und

H. sapiens DES1 ist in runden Klammern zudem die in diesen Arbeiten verwendete

ursprüngliche Bezeichnung angegeben. Für nähere Angaben zu den cDNA-Klonen siehe

Abschnitt 2.3.2.
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Abbildung 3.1: Alignment der in dieser Arbeit untersuchten putativen Sphingolipid-

∆4-Desaturasen. Das Alignment wurde mit T-Coffee [80] und Jalview erstellt. Konser-

vierte Bereiche sind grau hinterlegt, die drei Histidinboxen sind durch einen schwarzen

Hintergrund hervorgehoben.
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als DES2 und das Familienmitglied aus C. albicans als Des1p. Familienmitglieder,

deren biochemische Funktion in dieser Arbeit nicht nachgewiesen wurde, werden

allgemein als
”
DES-Homologe“ bezeichnet.

Es gibt auch ein DES2-Homolog aus H. sapiens. Dieses wurde aber nicht

weiter untersucht, da die entsprechende cDNA eine Deletion in der Mitte des

offenen Leserahmens aufwies. Es sei darauf hingewiesen, dass nur bei DES1 und

DES2 aus M. musculus und H. sapiens die Zahl in der Bezeichnung eine direkte

Homologie impliziert. Des1p aus C. albicans ist zum Beispiel in gleichem Maße

mit DES1 wie mit DES2 aus M. musculus verwandt (siehe Abbildung 4.5).

3.2 Einteilung der membrangebundenen Desaturasen und

Hydroxylasen in Familien mit TRIBE-MCL

Die in Abschnitt 3.1 beschriebene manuelle Einteilung der membrangebundenen

Desaturasen und Hydroxylasen in Familien anhand von Stammbäumen hat zur

erfolgreichen Identifizierung einer neuen Familie membrangebundener Desatura-

sen und Hydroxylasen geführt. Die Methode war aber zu einem hohen Grade

subjektiv und wegen der großen Zahl der in der PSI-Blast-Suche gefundenen Se-

quenzen technisch problematisch. Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten

wurde mit TRIBE-MCL [30] eine alternative Methode zur automatischen Ein-

teilung beliebiger Sequenzen in Familien veröffentlicht. Um die Eignung dieser

Methode für zukünftige Studien zu testen, wurden die 397 in Abschnitt 3.1 per

PSI-Blast identifizierten Sequenzen mit TRIBE-MCL erneut analysiert.

Die 397 Sequenzen wurden wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben zunächst

per Blast paarweise miteinander verglichen. Die Ergebnisse des Blast-Vergleichs

dienten direkt als Eingabe für TRIBE-MCL. Dabei wurden verschiedene Werte

für den Blast-e-Wert und für den Inflationsparameter I von TRIBE-MCL gete-

stet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Die mit TRIBE-MCL erzielte Einteilung der membrangebundenen Desatura-

sen und Hydroxylasen entspricht sehr gut den Familien, die sich durch die bio-

chemische Funktion der Sequenzen definieren lassen (siehe Tabelle 3.2). Durch
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Familie Farbe Sequenzen Beschreibung

1 113 ∆12- und ∆15-Desaturasen

Pflanzen, Pilze, C. elegans, Blaualgen, (Bakterien)

2 99 ∆9-Desaturasen

alle Eukaryoten, Blaualgen, Bakterien

3 51 ∆5-, ∆6- und ∆8- (
”
Front end“-) Desaturasen

alle Eukaryoten, Blaualgen, Bakterien

4 42 Sterol-Desaturasen und -Hydroxylasen,

Sphingolipid-C4-Hydroxylasen

alle Eukaryoten, (Blaualgen, Bakterien)

5 25 Xylol-, p-Cymol- und Alkan-Hydroxylasen

Bakterien

6 18 Carotinoid-Hydroxylasen

Pflanzen, Bakterien

7 17 Hydroxylasen der Wachs-Biosynthese

Pflanzen, (Blaualgen, Bakterien)

8 11 Carotinoid-Ketolasen

Blaualgen, Bakterien

9 8 Fettsäure-α-Hydroxylasen

Pflanzen, Tiere, Pilze

10 7 Sphingolipid-∆4-Desaturase

Pflanzen, Tiere, Pilze

11 3 unbekannte Funktion

Bakterien

12 3 unbekannte Funktion

D. melanogaster

Tabelle 3.2: Einteilung der 397 in Abschnitt 3.1 identifizierten membrangebundenen

Desaturasen und Hydroxylasen in Familien mit TRIBE-MCL [30]. Die Parameter waren

ein e-Wert von e ≤ 10−4 für den paarweisen Blast-Vergleich und ein Inflationsparameter

von I = 1,5 für TRIBE-MCL. Die Farbe bezieht sich auf die farbliche Kennzeichnung

der Familien in Abbildung 3.2. Bei der phylogenetischen Verteilung der einzelnen Fa-

milien sind die Blaualgen getrennt von den übrigen Bakterien aufgeführt, da sie im

Lipidstoffwechsel eine Sonderstellung einnehmen. Die Bakterien und Blaualgen sind in

Klammern gesetzt, wenn die angegebene biochemische Funktion bei ihnen nicht zutrifft.
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Variation des Parameters I ließ sich eine feinere oder gröbere Einteilung errei-

chen, die aber immer gut mit der biologischen Funktion der Familienmitglieder

übereinstimmte.

Die mit TRIBE-MCL ermittelten Familien waren jedoch nicht immer im

strengen Sinne monophyletisch. So bildeten z.B. bei einem Inflationsparame-

ter von I ≥ 2,0 die pflanzlichen ERG3-Homologe eine eigene Gruppe, die sich

von den übrigen Sterol-Desaturasen und -Hydroxylasen sowie der Sphingolipid-

C4-Hydroxylase SUR2 abgespalten hat. Während die Gruppe der pflanzlichen

ERG3-Homologe immer noch monophyletisch war, war die Gruppe mit den üb-

rigen Sterol-Desaturasen und -Hydroxylasen jetzt paraphyletisch.

Die Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen bildete über einen weiten Be-

reich des Inflationsparameters 1,5 ≤ I ≤ 3,5 eine eigene Gruppe. Sie ließ sich

also mit Hilfe von TRIBE-MCL sehr leicht als eine neue Familie membrangebun-

dener Desaturasen und Hydroxylasen mit unbekannter Funktion identifizieren.

Dies zeigt, dass für zukünftige Studien TRIBE-MCL eine hervorragend geeignete

Methode darstellt.

3.3 Graphische Darstellung der Familien mit BioLayout und

LinkLayout

Die mit TRIBE-MCL ermittelten Familien lassen sich mit BioLayout [31] visuali-

sieren. Dabei werden die Sequenzen durch Punkte symbolisiert, die in einer Ebene

angeordnet werden. Jede Familie wird in einer anderen Farbe dargestellt. Die Ver-

bindungslinien zwischen den Sequenzen stellen die im paarweisen Blast-Vergleich

gefundenen Ähnlichkeitsbeziehungen dar. Sie halten benachbarte Punkte zusam-

men und lassen sich mit einem beliebigen Zahlenwert gewichten.

Für die Darstellung von Proteinsequenzen bietet es sich an, die Verbindungsli-

nien zwischen zwei Sequenzen mit dem negativen Logarithmus des Blast-e-Wertes

zu gewichten. Dieser stellt eine ungefähre Abschätzung der Ähnlichkeit zwischen

zwei Sequenzen dar. Diese Darstellungsweise ist in Abbildung 3.2a gezeigt.

Die Farben der Punkte in Abbildung 3.2 entsprechen der mit TRIBE-MLC
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←−

a

−→

b

∆12-, ∆15-Desaturasen, ∆9-Desaturasen, ∆5-, ∆6-, ∆8-Desaturasen,

Sterol-Desaturasen, Sphingolipid-C4-Hydroxylasen, Xylol-, p-Cymol-, Alkan-

Hydroxylasen, Carotinoid-Hydroxylasen, Hydroxylasen der Wachs-Biosyn-

these, Carotinoid-Ketolasen, Fettsäure-α-Hydroxylasen, Sphingolipid-

∆4-Desaturasen (mit −→ gekennzeichnet), unbekannt, unbekannt

Abbildung 3.2: Darstellung der Familien membrangebundener Desaturasen und Hy-

droxylasen mit BioLayout Java [31]. a Die Ähnlichkeitsbeziehungen wurden mit dem

negativen Logarithmus des Blast-e-Wertes gewichtet. b Die Gewichtung der Ähnlich-

keitsbeziehungen sowie die Punktgrößen wurden mit LinkLayout (siehe Abschnitt 2.2.3)

berechnet. Die farbliche Markierung entspricht Tabelle 3.2.



3 ERGEBNISSE 66

ermittelten Einteilung in Familien (siehe Tabelle 3.2). Die farbliche Markierung

stimmt gut mit der anhand der Anordnung der Punkte erkennbaren Gruppen

überein. In einem Fall (dunkelgelb und türkisgrün) besteht jedoch eine Gruppe

aus zwei Farben. Dies zeigt, dass die Einteilung in Familien mit TRIBE-MCL

feiner ist als die in der Darstellung mit BioLayout erkennbaren Gruppierungen.

Kürzlich wurde eine einfache Methode zur Analyse der Vernetzungsstruktur

des Internet veröffentlicht [26]. Das Vernetzungsmuster des Internet wird dabei in

Dreiecke zerlegt, deren Eckpunkte von Internetseiten und deren Seiten von Ver-

knüpfungen zwischen den Internetseiten gebildet werden. Der Vernetzungsgrad

ist um so höher, je stärker eine Internetseite in solche Dreiecke eingebunden ist.

Ich habe daraufhin den Algorithmus LinkLayout implementiert, der in gleicher

Weise die Verknüpfungsstruktur der Sequenzfamilien analysiert (siehe Abschnitt

2.2.3). Die Ergebnisse lassen sich mit BioLayout darstellen. Dabei wird die Zahl

der Dreiecke, in die eine Ähnlichkeitsbeziehung zwischen zwei Sequenzen einge-

bunden ist, als Maß für die Gewichtung dieser Ähnlichkeitsbeziehung genommen.

Die in Abschnitt 2.2.3 beschriebene
”
Krümmung“ einer Proteinsequenz dient als

Maß für die Größe des entsprechenden Punktes.

Die Ergebnisse von LinkLayout sind in Abbildung 3.2b dargestellt. Die mit

LinkLayout erzeugten Gruppen haben eine etwas rundere Form als die Grup-

pen in der
”
normalen“ Darstellung mit BioLayout. Insgesamt unterscheiden sich

die beiden Darstellungsweisen jedoch nicht stark voneinander. Die verschiedenen

Punktgrößen zeigen, wie eindeutig sich die Punkte den einzelnen Gruppen zu-

ordnen lassen. Während die in runden, scharf abgegrenzten Gruppen liegenden

Punkte sehr groß sind, sind die zwischen zwei Gruppen liegenden Punkte klei-

ner. Die Punktgröße eignet sich also als Maß der
”
Vertrauenswürdigkeit“ der mit

BioLayout ermittelten Zuordnung eines Punktes zu einer Gruppe.

3.4 Phylogenie der Desaturasen

Mit T-Coffee [80] wurden ein Alignment und ein Stammbaum einer Sammlung

repräsentativer Sequenzen membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen
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erstellt. Dabei sind von jeder der 12 mit TRIBE-MCL ermittelten Familien (siehe

Abschnitt 3.2) mindestens zwei Sequenzen vertreten. Der Stammbaum ist in Ab-

bildung 4.1 gezeigt. Eine ausführliche Darstellung der Ergebnisse findet sich aus

Gründen der Übersichtlichkeit zusammen mit der Diskussion in Abschnitt 4.2.

Mit TMHMM [61] wurde eine mögliche Membrantopologie einiger der in Ab-

bildung 4.1 gezeigten membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen vor-

hergesagt. Die Zahl der ermittelten Helices reicht von drei bis sechs. Ein Vergleich

der Position der vorhergesagten Helices in den einzelnen Sequenzen ergab, dass

eine Membrantopologie mit vier transmembranen Helices insgesamt am wahr-

scheinlichsten ist. Dabei wurde berücksichtigt, dass die drei Histidinbox-Motive

wahrscheinlich auf der cytoplasmatischen Seite der Membran liegen [21, 95]. Fer-

ner wurde angenommen, dass alle membrangebundenen Desaturasen und Hydro-

xylasen unabhängig von der Zahl der mit TMHMM vorhergesagten Helices in

Wirklichkeit dieselbe Membrantopologie haben. Eine Skizze dieser Topologie ist

in Abbildung 4.1 gezeigt. Die hier dargestellte Topologie membrangebundener

Desaturasen und Hydroxylasen stimmt mit der [95] vorgeschlagenen Topologie

überein. Sie steht im Gegensatz zu der in [21] ermittelten Topologie der Fettsäure-

∆5-Desaturase des Bakteriums Bacillus subtilis.

Bei der Analyse des dem in Abbildung 4.1 gezeigten Stammbaum zugrun-

deliegenden Alignments fiel auf, dass sich die membrangebundenen Desaturasen

und Hydroxylasen in zwei große Gruppen einteilen lassen, die sich durch einen

unterschiedlichen Abstand zwischen den Histidinbox-Motiven und den transmem-

branen Helices unterscheiden. Diese beiden Gruppen sind in Abbildung 4.1 durch

einen verschiedenfarbigen Hintergrund markiert. Außerdem sind die unterschied-

lich langen Segmente in den beiden Skizzen der Membrantopologie farbig hervor-

gehoben.

Von mehreren Familien membrangebundener Desaturasen wurden detaillier-

tere phylogenetische Untersuchungen durchgeführt. Diese Familien sind:

• Die Acyl-CoA-∆9-Desaturasen

• Die
”
Front end“-Desaturasen
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• Die Fettsäure-∆12- und -∆15-Desaturasen

• Die in Abschnitt 3.1 identifizierte Familie (putativer) Sphingolipid-∆4-De-

saturasen

Die Stammbäume dieser Familien sind in den Abbildungen 4.2 bis 4.5 dar-

gestellt. Die Ergebnisse werden aus Gründen der Übersichtlichkeit in Abschnitt

4.3 beschrieben und gleichzeitig diskutiert. Die für die phylogenetischen Untersu-

chungen verwendete Software ist in Abschnitt 2.2.4 aufgeführt.

3.5 Expression putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen

in S. cerevisiae

Die offenen Leserahmen der in Abschnitt 3.1 identifizierten putativen Sphingo-

lipid-∆4-Desaturasen wurden sequenziert, über PCR mit spezifischen Primern

amplifiziert und in den Hefe-Expressionsvektor pYES2 kloniert (siehe Abschnitte

2.3.2 bis 2.3.4).

Zur Expression in S. cerevisiae wurde der Hefestamm TDY2037-sur2 ∆

[36] mit den Konstrukten pMenschDES1, pMausDES1, pMausDES2, pTom-

DES, pDroDES, und pCaDES transformiert (siehe Abschnitt 2.5.3). Im Hefe-

stamm TDY2037-sur2 ∆ ist das die Sphinganin-C4-Hydroxylase Sur2p kodieren-

de Gen ausgeschaltet, sodass die Sphingolipide dieses Stammes Sphinganin und

C20-Sphinganin als einzige Sphingobase enthalten. Es wurde erwartet, dass diese

Sphingolipide ein geeignetes Substrat für die ∆4-Desaturierung darstellen.

Die Expression erfolgte unter der Kontrolle des durch Zugabe von Galakto-

se zum Kulturmedium induzierbaren GAL1 -Promotors. Die Kulturbedingungen

hatten einen entscheidenden Einfluss auf den Erfolg der Expression. Die hier be-

schriebenen Ergebnisse wurden mit den in Abschnitt 2.6 angegebenen optimierten

Bedingungen mit Hitzeschockbehandlung erzielt. Eine detaillierte Beschreibung

des Einflusses der einzelnen Parameter findet sich in Abschnitt 3.6.

Die Sphingobasenzusammensetzung der die putativen Sphingolipid-∆4-Desa-

turasen exprimierenden Hefe wurde nach Ba(OH)2-Hydrolyse und Dinitrophenyl-
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Abbildung 3.3: Expression putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen im S. cerevisiae-

Stamm TDY2037-sur2∆. a, b DES1 H. sapiens, c, d DES1 M. musculus, e, f DES2

M. musculus. Die Teilbilder in der linken Spalte zeigen das gesamte Chromatogramm,

die in der rechten Spalte zeigen einen vergrößerten Ausschnitt im Bereich von d16:0,

d18:1 und t18:0, dem das Chromatogramm des pYES2-Leervektors als Kontrolle hin-

terlegt ist. Die HPLC-Chromatogramme der DNP-derivatisierten Sphingobasen zeigen

die Bildung von Sphingosin (d18:1) und/oder Phytosphinganin (t18:0).
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Abbildung 3.3 (Fortsetzung): g, h DES-1 D. melanogaster, i, j Des1p C. albicans,

k, l DES-Homolog L. esculentum. Beim DES-Homolog aus L. esculentum ist keine

Desaturase- oder Hydroxylase-Aktivität zu erkennen. Die Absorption bei 350 nm ist in

Einheiten relativ zur Höhe der höchsten Peaks angegeben.
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d18:1 t18:0

Expression [mol-%] [mol-%] t18:0/d18:1

DES1 H. sapiens 2,1 < 0,1 0,01

DES1 M. musculus 0,2 n.d. 0

DES2 M. musculus 0,7 0,3 0,4

DES-1 D. melanogaster 5,4 < 0,1 0,02

Des1p C. albicans 6,3 < 0,1 0,01

DES-Homolog n.d. n.d. —

L. esculentum

Tabelle 3.3: Bei der Expression putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen im S. cerevi-

siae-Stamm TDY2037-sur2∆ erzielte Anteile an Sphingosin (d18:1) und Phytosphinga-

nin (t18:0) an den Gesamt-Sphingobasen. In der dritten Spalte ist das molare Verhältnis

von Phytosphinganin zu Sphingosin angegeben. Bei der Expression des DES-Homologs

aus L. esculentum konnte weder Sphingosin noch Phytosphinganin nachgewiesen wer-

den. n.d.: nicht detektiert.

(DNP) Derivatisierung per HPLC analysiert (siehe Abschnitt 2.7). Bei der Ex-

pression von DES1 H. sapiens, DES1 und DES2 M. musculus, DES-1 D. mela-

nogaster und Des1p C. albicans konnten ∆4-desaturierte Sphingolipide mit den

Sphingobasen Sphingosin (d18:1) und C20-Sphingosin (d20:1) nachgewiesen wer-

den (siehe Abbildung 3.3 und Tabelle 3.3). Die Expression des DES-Homologs aus

L. esculentum führte dagegen nicht zur Bildung ∆4-ungesättigter oder anderer

neuer Sphingobasen.

Bei der Expression von DES2 M. musculus konnte zusätzlich zu ∆4-desatu-

rierten Sphingolipiden die Bildung von C4-hydroxylierten Sphingolipiden mit der

Sphingobase Phytosphinganin nachgewiesen werden. Der Anteil an Phytosphin-

ganin (t18:0) war mit einem t18:0/d18:1-Verhältnis von 1 : 2,5 knapp halb so

hoch wie der Anteil an Sphingosin (d18:1). Bei der Expression von DES1 H. sapi-

ens, DES-1 D. melanogaster und Des1p C. albicans konnte ebenfalls die Bildung

von Phytosphinganin nachgewiesen werden, allerdings nur in Spuren mit einem

t18:0/d18:1-Verhältnis von 1 : 60 bis 1 : 70. Bei der mit dem pYES2-Leervektor
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transformierten Kontrolle konnten weder ∆4-ungesättigte noch C4-hydroxylierte

Sphingolipide nachgewiesen werden.

3.6 Optimierung der Expression der Sphingolipid-∆4-Desaturasen

Bei den ersten Versuchen zur Expression der putativen Sphingolipid-∆4-Desa-

turasen im S. cerevisiae-Stamm TDY2037-sur2 ∆ stellte sich heraus, dass der

Erfolg der Expression sehr stark von den gewählten Kulturbedingungen abhing.

Aus diesem Grunde wurden die Kulturbedingungen für eine maximale Ausbeu-

te an ∆4-ungesättigten Sphingobasen optimiert. Dies war um so wichtiger, da

die Ausbeute an ∆4-ungesättigten Sphingobasen bei den ersten Versuchen nur

bei ca. 2 mol% lag (Des1p C. albicans). Eine ∆4-Desaturase-Aktivität der DES-

Homologe aus M. musculus und H. sapiens konnte erst nach Optimierung der

Anzuchtbedingungen nachgewiesen werden. Die in Abschnitt 3.5 gezeigten Ergeb-

nisse sind bereits unter optimierten Bedingungen erzielt worden. Die optimierten

Bedingungen sind in Abschnitt 2.6 zusammengefasst.

3.6.1 Wahl des Mediums und Zeitpunkt der Induktion und der

Ernte

Die Wahl des Kulturmediums und der Zeitpunkt der Induktion des GAL1 -

Promotors und der Ernte der Kulturen hatten einen entscheidenden Einfluss auf

die Ausbeute an ∆4-ungesättigten Sphingobasen. Die Ausbeute an Sphingosin

(d18:1) und C20-Sphingosin (d20:1) in zu verschiedenen Zeiten nach dem Animp-

fen geernteten Kulturen ist in Tabelle 3.4 zusammengefasst. Die Auswirkungen

der Wahl des Kulturmediums für die Vor- und Hauptkultur und des Zeitpunkts

der Induktion des GAL1 -Promotors sind in Tabelle 3.5 gezeigt.

Die Ergebnisse in Tabelle 3.4 zeigen deutlich, dass bei Verwendung von

CM-Raffinose-Medium für Vor- und Hauptkultur bei einer sehr kurzen Inkubati-

onszeit von 18 h die Ausbeute an Sphingosin (d18:1) mit 3,9 mol% am höchsten

war. Die Summe der Anteile an Sphingosin (d18:1) und C20-Sphingosin (d20:1)

betrug bei dieser Inkubationszeit 5,0 mol%. Bei einer Inkubationszeit von 24 h
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Zeitpunkt d18:1 d20:1 Summe

der Ernte mol% mol% mol%

18 h 3,9 1,1 5,0

24 h 2,9 1,0 3,9

30 h 2,4 0,5 2,9

141 h 2,8 2,6 5,4

Tabelle 3.4: Ausbeute an Sphingosin (d18:1) und C20-Sphingosin (d20:1) in zu ver-

schiedenen Zeiten nach dem Animpfen geernteten Kulturen. Eine Vorkultur C. albi-

cans Des1p exrimierender Hefe des Stammes TDY2037-sur2∆ wurde in CM-Raffinose-

Medium (siehe Abschnitt 2.5.1) angezogen. Von dieser Vorkultur wurden gleichzeitig

vier Hauptkulturen in je 100 ml CM-Raffinose-Medium mit 2% (w/v) Galaktose zur

Induktion des GAL1 -Promotors angeimpft und zu den angegebenen Zeiten geerntet.

Die Analyse der Sphingobasenzusammensetzung ist in Abschnitt 2.7 beschrieben.

und 30 h waren die Anteile an Sphingosin (d18:1) und C20-Sphingosin (d20:1)

deutlich geringer als bei einer Inkubationszeit von 18 h. Bei der sehr langen In-

kubationszeit von 141 h (ca. 6 Tage) war die Ausbeute an Sphingosin (d18:1)

wieder leicht angestiegen. Außerdem wurde mit 2,6 mol% ein viel höherer Anteil

an C20-Sphingosin (d20:1) als bei den kürzeren Inkubationszeiten erreicht. Dies

ist vor allem auf den insgesamt höheren Anteil an C20-Sphingobasen bei dieser

Inkubationszeit zurückzuführen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Neben der Inkubationszeit haben auch die Wahl des Kulturmediums für die

Vor- und Hauptkultur und der Zeitpunkt der Induktion des GAL1 -Promotors

durch Zugabe von Galaktose einen entscheidenden Einfluss auf die Ausbeu-

te an ∆4-ungesättigten Sphingobasen. In Tabelle 3.5 ist zu erkennen, dass ei-

ne Anzucht der Vorkultur in CM-Glukose-Medium zu einer höheren Ausbeu-

te an ∆4-ungesättigten Sphingobasen führt als eine Anzucht der Vorkultur

in CM-Raffinose-Medium. Ebenso bewirkt eine sofortige Induktion des GAL1 -

Promotors eine deutlich höhere Ausbeute als eine Induktion 24 h nach dem An-

impfen der Hauptkultur. Eine Induktion des GAL1 -Promotors 24 h nach dem

Animpfen mit gleichzeitigem Wechsel CM-Glukose-Mediums gegen CM-Raffinose-
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Medium für die Zeitpunkt d18:1 d20:1 Summe

Vorkultur Hauptkultur der Induktion mol% mol% mol%

CM-Raffinose CM-Raffinose sofort 5,0 4,3 9,3

CM-Raffinose CM-Raffinose nach 24 h 1,2 1,5 2,7

CM-Glukose CM-Raffinose sofort 6,0 4,2 10,2

CM-Glukose CM-Raffinose nach 24 h 4,0 2,9 6,9

CM-Glukose CM-Glukose nach 24 h 5,8 2,9 8,8

Tabelle 3.5: Ausbeute an Sphingosin (d18:1) und C20-Sphingosin (d20:1) bei verschie-

denen Anzuchtbedingungen. Je eine Vorkultur von C. albicans Des1p exprimierender

Hefe des Stammes TDY2037-sur2∆ wurde in 100 ml CM-Raffinose- und CM-Glukose-

Medium (siehe Abschnitt 2.5.1) angeimpft. Von diesen Vorkulturen wurden vier Haupt-

kulturen in CM-Raffinose- und eine Hauptkultur in CM-Glukose-Medium angeimpft.

Die Induktion des GAL1 -Promotors durch Zugabe von Galaktose ad 2% (w/v) erfolg-

te entweder sofort oder 24 h nach dem Animpfen. Bei der in CM-Glukose-Medium

angeimpften Hauptkultur wurde zum Zeitpunkt der Induktion das Medium gegen

CM-Raffinose-Medium ausgetauscht, da Glukose den GAL1 -Promotor reprimiert. Die

Ernte der Kulturen erfolgte 48 h nach dem Animpfen. Die Analyse der Sphingobasen-

zusammensetzung ist in Abschnitt 2.7 beschrieben.

Medium bringt eine geringere Ausbeute an ∆4-ungesättigten Sphingobasen als

eine Induktion sofort nach dem Animpfen der Hauptkultur.

Der Wechsel des Mediums von CM-Glukose-Medium bei der Vorkultur zu

CM-Raffinose-Medium bei der Hauptkultur führte zu einem interessanten Effekt:

Während bei einer Anzucht der Vorkultur in CM-Raffinose-Medium die Haupt-

kultur sofort weiterwuchs, kam es bei einer Anzucht der Vorkultur in CM-Glukose-

Medium nach dem Animpfen der Hauptkultur in CM-Raffinose-Medium zu einer

deutlichen Verzögerung des Wachstums. Während der ersten 24 h wuchsen diese

Kulturen nur minimal, holten ihren Rückstand jedoch in den zweiten 24 h wieder

vollständig auf.

Nach den Ergebnissen aus Tabelle 3.5 sind die optimalen Bedingungen eine

Anzucht der Vorkultur in CM-Glukose-Medium, eine Anzucht der Hauptkultur in
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CM-Raffinose-Medium und eine Induktion des GAL1 -Promotors sofort nach dem

Animpfen der Hauptkultur. Nach Tabelle 3.4 wäre die optimale Inkubationszeit

18 h. Da es jedoch bei Anzucht der Vorkultur in CM-Glukose-Medium innerhalb

der ersten 24 h zu einer Wachstumsverzögerung kam, wurde als Inkubationszeit

für alle weiteren Versuche 48 h gewählt.

3.6.2 Anzucht mit Hitzeschock

Nach mehreren Studien führt eine Hitzeschockbehandlung von S. cerevisiae zur

Bildung eines erhöhten Anteils an freiem Ceramid [22, 46]. Zumindest für die

Sphingolipid-∆4-Desaturase aus Säugetieren stellt freies Ceramid das direkte Sub-

strat dar [74]. Deswegen lag die Vermutung nahe, dass sich durch eine Hitzschock-

behandlung während der Expression von M. musculus DES2 die Ausbeute an

Sphingosin (d18:0) oder Phytosphinganin (t18:0) erhöhen ließe.

In Tabelle 3.6 ist zu erkennen, dass sich durch eine Hitzeschockbehandlung

direkt vor der Ernte der Kulturen die Ausbeute an Sphingosin (d18:1) und Phy-

tosphinganin (t18:0) auf ungefähr das Doppelte der Ausbeute ohne Hitzeschock

steigern ließ. Eine Hitzeschockbehandlung in der Mitte der Inkubationszeit war

weniger effektiv, und eine Hitzeschockbehandlung am Anfang der Inkubationszeit

führte sogar zu einer leichten Abnahme des Anteils an Sphingosin (d18:1) und

Phytosphinganin (t18:0). Eine Anzucht bei dauernd erhöhter Temperatur führte

zu einem sehr schlechten Wachstum der Hefe, sodass sich der Anteil an Sphingo-

sin (d18:1) und Phytosphinganin (t18:0) nur schwer bestimmen ließ. Es war aber

nicht höher als bei der Anzucht ohne Hitzeschock.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Ausbeute an Sphingosin (d18:1) und

Phytosphinganin (t18:0) durch eine Hitzeschockbehandlung direkt vor der Ernte

deutlich erhöhen ließ. Für die in Abschnitt 3.5 gezeigten Ergebnisse wurde deshalb

eine Hitzeschockbehandlung verwendet. Dies war vor allem deshalb wichtig, da

selbst mit Hitzeschock die Ausbeute an Sphingosin und Phytosphinganin unter

einem Prozent lag.
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Zeitpunkt des Anzuchtbedingungen d18:1 t18:0

Hitzeschocks vorher nachher mol% mol% t18:0/d18:1

ohne 48 h bei 30◦C 0,16 0,19 1,19

am Anfang — 47 h bei 30◦C 0,14 0,16 1,14

in der Mitte 48 h bei 25◦C 23 h bei 30◦C 0,25 0,36 1,44

am Ende 71 h bei 25◦C — 0,31 0,48 1,55

dauernd 48 h bei 37◦C n.d. 0,14 —

Tabelle 3.6: Ausbeute an Sphingosin (d18:1) und Phytosphinganin (t18:0) in zu

verschiedenen Zeiten mit Hitzeschock (37◦C) behandelten Kulturen. Eine Vorkultur

M. musculus DES2 exprimierender Hefe des Stammes TDY2037-sur2∆ wurde in

CM-Glukose-Medium angeimpft (siehe Abschnitt 2.5.1). Von dieser Vorkultur wurden

fünf Hauptkulturen in 100 ml CM-Raffinose-Medium mit 2% (w/v) Galaktose zur In-

duktion des GAL1 -Promotors angeimpft. Die Anzuchtbedingungen vor und nach der

Hitzeschockbehandlung sind in der Tabelle angegeben. Die Hitzeschockbehandlung er-

folgte bei den mit ”am Anfang“, ”in der Mitte“ und ”am Ende“ bezeichneten Kulturen

für 1 h bei 37◦C. Die Anzucht vor der Hitzeschockbehandlung erfolgte bei 25◦C, um

eine ausreichende Temperaturdifferenz zu gewährleisten. Nach der Hitzeschockbehand-

lung erfolgte die Anzucht bei der optimalen Temperatur von 30◦C. Die mit ”ohne“

bezeichnete Kultur wurde nicht mit einem Hitzeschock behandelt, die mit ”dauernd“

bezeichnete Kultur wurde bei dauernd erhöhter Temperatur angezogen. Die Analyse der

Sphingobasenzusammensetzung ist in Abschnitt 2.7 beschrieben. n.d.: nicht detektiert.
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3.6.3 Hemmung der IPC-Synthase mit Aureobasidin A

Neben der Hitzeschockbehandlung ist eine andere mögliche Strategie zur Er-

höhung der Ceramidkonzentration die pharmakologische Hemmung der Inosi-

tolphosphorylceramid- (IPC) Synthase durch Aureobasidin A. Dies wurde wie

auch die Hitzeschockbehandlung am Beispiel der bifunktionalen Sphingolipid-

∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase DES2 aus M. musculus überprüft.

Je eine Kultur M. musculus DES2 exprimierender Hefe des Stammes

TDY2037-sur2 ∆ wurde mit 0, 50, 100 und 200µg/l Aureobasidin A wie in Ab-

schnitt 2.6 beschrieben ohne Hitzeschock angezogen. Das Aureobasidin A wur-

de beim Animpfen der Hauptkulturen aus einer Stammlösung (0,2 mg/ml in

2-Propanol) zugegeben. Die Sphingobasenzusammensetzung wurde wie in Ab-

schnitt 2.7 beschrieben analysiert.

Bei 100 und 200µg/l Aureobasidin A ergab sich eine geringe Steigerung der

Ausbeute an Sphingosin (d18:1) und Phytosphinganin (t18:0) gegenüber den Kon-

zentrationen 0 und 50µg/l. Die Steigerung der Ausbeute wurde nicht genau quan-

tifiziert, war aber zu gering, um für die Expression von putativen Sphingolipid-

∆4-Desaturasen von praktischem Nutzen zu sein. Bei einer Konzentration von

200µg/l Aureobasidin A war eine erhebliche Wachstumshemmung der Hefe zu

beobachten. Die Qualität der vorliegenden Daten ist nicht ausreichend, um Rück-

schlüsse auf die physiologische Wirkung von Aureobasidin A zu ziehen. Hierfür

müsste das Experiment wiederholt werden.

3.6.4 Koexpression mit der menschlichen Glucosylceramid-Synthase

Während die meisten eukaryoten Organismen mit Cerebrosiden und Glykosylino-

sitolphosphorylceramiden zwei Klassen von Sphingolipiden produzieren, fehlen

der Hefe S. cerevisiae die Cerebroside. Die Sphingobasenzusammensetzung die-

ser beiden Lipidklassen ist unterschiedlich. ∆4-desaturierte Sphingobasen sind

eher in den Cerebrosiden anzutreffen, C4-hydroxylierte Sphingobasen dagegen

eher in den Glykosylinositolphosphorylceramiden. Um zu testen, ob das Fehlen

der Cerebroside in Hefe Auswirkungen auf die Expression einer Sphingolipid-
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∆4-Desaturase hat, wurden verschiedene Sphingolipid-∆4-Desaturasen gleichzei-

tig mit der Glucosylceramid-Synthase aus H. sapiens [62] exprimiert.

Kompetente Zellen des Hefestammes TDY2037-sur2 ∆ wurden wie in Ab-

schnitt 2.5.3 beschrieben mit dem in den Hefe-Expressionsvektor pVT-Leu klo-

nierten offenen Leserahmen der Glucosylceramid-Synthase aus H. sapiens trans-

formiert. Aus dem so erhaltenen Hefestamm wurden wie in Abschnitt 2.5.2 be-

schrieben kompetente Zellen hergestellt und mit den Konstrukten pCaDES, pM-

ausDES1 und pMausDES2 (siehe Abschnitt 2.3.4) sowie dem pYES2-Leervektor

transformiert.

Die auf diese Weise erhaltenen Hefestämme exprimieren die Glucosylceramid-

Synthase aus H. sapiens zusammen mit je einer Sphingolipid-∆4-Desaturase

bzw. dem pYES2-Leervektor (als Kontrolle). Die Expression der Glucosylceramid-

Synthase steht dabei unter der Kontrolle des konstitutiven ADH -Promotors der

Alkohol-Dehydrogenase.

Kulturen dieser vier Hefestämme wurden wie in Abschnitt 2.6 beschrie-

ben angezogen. Die Sphingobasenzusammensetzung wurde wie in Abschnitt 2.7

beschrieben analysiert. Die Sphingobasenzusammensetzung der Kulturen un-

terscheidet sich nicht signifikant von zuvor durchgeführten Expressionen ohne

Glucosylceramid-Synthase. Eine quantitative Auswertung wurde jedoch nicht

durchgeführt.

3.6.5 Fütterung mit der synthetischen Fettsäure 16:16E

Die Expression des DES-Homologs aus L. esculentum im S. cerevisiae-Stamm

TDY2037-sur2 ∆ war bisher erfolglos geblieben. Pflanzen bilden normalerweise

nur sehr geringe Mengen an Sphingosin (d18:1), dafür aber erhebliche Mengen an

Sphinga-4,8-dienin. Die ∆8-Doppelbindung kann dabei sowohl in der (E )- oder in

der (Z )-Konfiguration vorliegen. Eine mögliche Erklärung für die mangelnde Akti-

vität des DES-Homologs aus L. esculentum bei der Expression in S. cerevisiae war

daher, dass bei der Biosynthese von Sphinga-4,8-dienin in Pflanzen zuerst die ∆8

und dann die ∆4-Doppelbindung eingefügt würde. Das DES-Homolog aus L. escu-
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lentum könnte für seine Aktivität auf das Vorhandensein der ∆8-Doppelbindung

angewiesen sein.

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde das DES-Homolog aus L. escu-

lentum in Gegenwart von ∆8-desaturierten Sphingolipiden exprimiert. Da S. ce-

revisiae normalerweise keine ∆8-desaturierten Sphingolipide bildet und Sphing-

8-enin nicht käuflich zu erwerben ist, wurden die ∆8-desaturierten Sphingobasen

auf einem anderen Weg bereitgestellt: Die Hefekultur wurde mit der synthetisch

hergestellten Fettsäure (E )-Hexadeca-6-ensäure (16:16E ) gefüttert. Gleichzeitig

wurde die hefeeigene Fettsäuresynthese durch Zugabe von Cerulenin gehemmt.

Die Serin-Palmitoyltransferase sollte jetzt statt Palmitinsäure die sythetische

∆6-ungesättigte Fettsäure als Substrat akzeptieren. Da die Kondensation von

Serin und einer Fettsäure mit einer Kettenverlängerung um zwei C-Atome ver-

bunden ist, würde aus (E )-Hexadeca-6-ensäure (16:16E ) Sphing-8-enin (d18:18E )

gebildet werden.

Je eine Kultur mit pTomDES, pCaDES und pYES2-Leervektor (Bezeich-

nungen siehe Abschnitt 2.3.4) transformierter Hefe wurde mit (E )-Hexadeca-

6-ensäure (d16:16E ) ad 250µM, Cerulenin ad 25µM und 1% (v/v) Tergitol (zur

Erleichterung der Aufnahme der Fettsäure) wie in Abschnitt 2.6 beschrieben oh-

ne Hitzeschock angezogen. Die Sphingobasenzusammensetzung wurde wie in Ab-

schnitt 2.7 beschrieben analysiert.

Die Fütterung mit (E )-Hexadeca-6-ensäure (d16:16E ) führte wie erwar-

tet zur Bildung von (E )-Sphing-8-enin. Da die hefeeigene Fettsäuresynthe-

se durch das Cerulenin nicht vollständig gehemmt wurde, konnten zusätz-

lich die für den Stamm TDY2037-sur2 ∆ typischen Sphingobasen Sphinganin,

C16-Sphinganin und C20-Sphinganin nachgewiesen werden. Die Sphingolipid-

∆4-Desaturase Des1p aus C. albicans akzeptierte neben Sphinganin auch das

durch die Fütterung entstandene (E )-Sphing-8-enin als Substrat. Dies führ-

te zur Bildung von (4E,8E )-Sphinga-4,8-dienin. Bei der Expression des DES-

Homologs aus L. esculentum konnten dagegen im Vergleich zur Kontrolle (pYES2-

Leervektor) keine neuen Sphingobasen nachgewiesen werden.
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3.7 HPLC/MS- und ESI/MS/MS-Analyse der bei der Expression in

S. cerevisiae gebildeten ∆4-ungesättigten Sphingobasen

Die Identität der in den Chromatogrammen in Abbildung 3.3 nachgewiesenen

Sphingobasen wurde durch eine HPLC/ESI/MS- und ESI/MS/MS-Analyse über-

prüft (siehe Abschnitt 2.7.6). Bei der HPLC/MS-Analyse wurden während eines

HPLC-Laufs in Echtzeit Massenspektren im Bereich von m/z = 300 bis 1200

aufgenommen. Die Auswertung der Daten erfolgte nach zwei verschiedenen Stra-

tegien:

• Der Gesamtionenstrom wurde über die Dauer des HPLC-Laufs verfolgt.

Von allen im Gesamtionenstrom erkennbaren Peaks wurden die Massenspek-

tren analysiert, um die Peaks einer bestimmten DNP-derivatisierten Sphin-

gobase zuzuordnen. Peaks, deren Massenspektrum nicht auf eine DNP-

derivatisierte Sphingobase zurückführbar war, wurden als Verunreinigun-

gen angesehen. Alle größeren und die meisten kleineren der in Abbildung

3.3 erkennbaren Peaks ließen sich bekannten Sphingobasen zuordnen.

• Der Ionenstrom für die Molmassen aller bekannten Sphingobasen (siehe

Tabelle 3.7) wurde einzeln und in verschiedenen Kombinationen über die

Dauer des HPLC-Laufs verfolgt. Auf diese Weise wurde das Vorhandensein

oder Fehlen bestimmter Sphingobasen überprüft.

Die Massenspektren bestätigen die in Abschnitt 3.5 aufgeführten Ergebnisse:

• Die Identität aller beschrifteten Peaks in Abbildung 3.3 wurde bestätigt.

• Das Fehlen von Sphingosin (d18:1) und Phytosphinganin (t18:0) in der mit

dem pYES2-Leervektor transformierten Kontrolle wurde bestätigt.

• Das Fehlen von Sphingosin (d18:1) und Phytosphinganin (t18:0) bei Ex-

pression des DES-Homologs aus L. esculentum wurde bestätigt. Es wurden

auch keine anderen Unterschiede in der Sphingobasenzusammensetzung zwi-

schen der Expression des DES-Homologs aus L. esculentum und der mit dem

pYES2-Leervektor transformierten Kontrolle gefunden.
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a

b

c

Abbildung 3.4: MS/MS-Sekundärionenspektren DNP-derivatisierter Sphingobasen.

a Sphinganin (Primärion mit m/z = 466), b Sphingosin (Primärion mit m/z = 464),

c Phytosphinganin (Primärion mit m/z = 482)
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n = 16 n = 17 n = 18 n = 19 n = 20

dn:0 438 452 466 480 494

dn:1 436 450 464 478 492

dn:2 434 448 462 476 490

tn:0 454 468 482 496 510

tn:1 452 466 480 494 508

Tabelle 3.7: Im negativen Ionen-Modus sichtbare Massen (m/z = Mr − 1) der DNP-

derivatisierten Sphingobasen. Die hier angegebenen Massen sind um eine Einheit ge-

ringer als die tatsächliche Molekülmasse Mr, da die im ESI-Spektrum gemessenen ne-

gativen Pseudomolekülionen durch Verlust eines Protons entstehen. Weitere im Spek-

trum sichtbare negative Pseudomolekülionen entstehen durch Anlagerung von Chlorid

(m/z = Mr+35) oder Formiat (m/z = Mr+45) an die DNP-derivatisierten Sphingoba-

sen oder durch Zusammenlagerung zweier DNP-derivatisierter Sphingobasen-Moleküle

unter Verlust eines Protons (m/z = 2Mr−1). Die Spalten der Tabelle sind nach der An-

zahl n der Kohlenstoffatome des Sphingobasenrestes geordnet. Bei der Beschriftung der

Zeilen ist für n die jeweilige Anzahl an Kohlenstoffatomen einzusetzten. dn:0 entspricht

also d18:0 für n = 18.

Darüber hinaus wurde die Identität der Sphingobasen Sphinganin (d18:0),

Sphingosin (d18:1) und Phytosphinganin (t18:0) durch Vergleich der ESI/MS/

MS-Sekundärionenspektren mit denen von DNP-derivatisierten Referenzsubstan-

zen (siehe Abschnitt 2.7.4) bestätigt. Die Sekundärionenspektren von Sphinganin,

Sphingosin und Phytosphinganin sind in Abbildung 3.4 gezeigt.

Für die Durchführung der HPLC/MS- und ESI/MS/MS-Analyse und die In-

terpretation der Daten danke ich Herrn Dr. Stephan Franke (Institut für Organi-

sche Chemie, Universität Hamburg).
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3.8 1H-NMR-Analyse der bei der Expression in S. cerevisiae

gebildeten ∆4-ungesättigten Sphingobasen

Die Struktur der bei der Expression von Des1p C. albicans gebildeten Sphin-

gobasen wurde durch 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt (siehe Abschnitt 2.8.6).

Die 1H-NMR-Spektren der gesättigten und ungesättigten per-N,O-acetylierten

Sphingobasen aus Des1p C. albicans exprimierender Hefe (siehe Abschnitt 2.8.1–

2.8.4) wurden mit dem Spektrum von per-N,O-acetyliertem d-erythro-Sphingosin

(d18:14E ) als Referenzsubstanz (siehe Abschnitt 2.8.5) sowie mit Daten aus

der Literatur für per-N,O-acetyliertes d-erythro- und l-threo-Sphingosin [55]

verglichen. Die 1H-NMR-Spektren der gesättigten und der ungesättigten per-

N,O-acetylierten Sphingobasen aus Des1p C. albicans exprimierender Hefe so-

wie der per-N,O-acetylierter d-erythro-Sphingosin-Referenzsubstanz sind in Ab-

bildung 3.5 gezeigt. In Tabelle 3.8 werden die chemischen Verschiebungen δ

und die Kopplungskonstanten J der per-N,O-acetylierten d-erythro-Sphingosin-

Referenzsubstanz mit den Literaturwerten für d-erythro- und l-threo-Sphingosin

[55] verglichen. Die konstante Differenz von ≈ −0,020 bei H-1b bis H-5 zwischen

der eigenen Messung und den Literaturwerten für d-erythro-Sphingosin ist auf

eine unterschiedliche Eichung zurückzuführen und hat keinen Einfluss auf die

Interpretation des Ergebnisses.

Das 1H-NMR-Spektrum der ∆4-ungesättigten d-erythro-Sphingosin-Referenz-

substanz (Abbildung 3.5a) unterscheidet sich vom Spektrum der gesättigten per-

N,O-acetylierten Sphingobasen aus Des1p C. albicans exprimierender Hefe (Ab-

bildung 3.5b) in erster Linie durch die diagnostischen Resonanzen der olefinischen

Protonen bei 5,372 ppm (H-4) und 5,772 ppm (H-5) mit einer Kopplungskon-

stante von J4,5 = 15,2 Hz. Diese starke Kopplung bestätigt die E -Konfiguration

der Doppelbindung. Bei einer Z -Konfiguration würde man eine etwas schwächere

Kopplung im Bereich von 6–12 Hz erwarten. Des Weiteren sind die Resonanzen

des Wasserstoff-Atoms am C-3 (H-3) und des Amino-Wasserstoffs (NH) deutlich

gegenüber den entsprechenden Resonanzen bei den gesättigten Sphingobasen ver-

schoben. Die Spin-Spin-Aufspaltung des H-3 zeigt bei der d-erythro-Sphingosin-
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gesättigte Sphingobasen (per−N,O−acetyliert)

Abbildung 3.5: 1H-NMR-Spektren von a per-N,O-acetyliertem d-erythro-Sphingosin,

b per-N,O-acetylierten gesättigten Sphingobasen aus Des1p C. albicans exprimieren-

der Hefe und c einer Mischung aus per-N,O-acetylierten gesättigten und ungesättigten

Sphingobasen aus Des1p C. albicans exprimierender Hefe. Die roten und blauen Pfeile

in c ordnen die Signale den in a und b gezeigten ungesättigten bzw. gesättigten Sphin-

gobasen zu. Die Spektren wurden in CDCl3 bei 600 MHz und 300 K mit CHCl3 als

internem Standard aufgenommen.
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a) Chemische Verschiebung δ:

Messung d-erythro l-threo

δ [ppm] δ [ppm] ∆δ [ppm] δ [ppm] ∆δ [ppm]

H-1a 4,041 4,042 −0,001 4,063 −0,022

H-1b 4,284 4,304 −0,020 4,093 0,191

H-2 4,414 4,433 −0,019 4,398 0,016

H-3 5,257 5,277 −0,020 5,407 −0,150

H-4 5,372 5,391 −0,019 5,380 −0,008

H-5 5,772 5,792 −0,020 5,773 −0,001

H-6a 2,04 2,04 0,00 2,02 0,02

H-6b 2,04 2,05 −0,01 2,03 0,01

NH 5,609 5,63 −0,02 5,63 −0,02

b) Kopplungskonstanten J :

Messung d-erythro l-threo

J [Hz] J [Hz] ∆J [Hz] J [Hz] ∆J [Hz]

J1a,1b 11,5 11,6 −0,1 11,4 0,1

J1a,2 3,9 3,9 0,0 5,6 −1,7

J1b,2 6,1 6,0 0,1 5,5 0,6

J2,3 6,3 6,0 0,3 5,2 1,1

J2,NH 9,2 9,3 −0,1 9,4 −0,2

J3,4 7,2 7,5 −0,3 7,2 0,0

J4,5 15,2 15,3 −0,1 15,4 −0,2

J5,6a 6,8 6,8 0,0 6,8 0,0

J5,6b 6,8 6,8 0,0 6,8 0,0

Tabelle 3.8: Vergleich der chemischen Verschiebung δ (a) und der Kopplungskonstan-

ten J (b) von diagnostischen Signalen im 1H-NMR-Spektrum der per-N,O-acetylierten

d-erythro-Sphingosin-Referenzsubstanz (Spalte ”Messung“) mit den Literaturwerten für

d-erythro- und l-threo-Sphingosin [55] (Spalten ”d-erythro“ und ”l-threo“). Dabei sind

∆δ = δMessung− δLiteratur und ∆J = JMessung−JLiteratur. Die Daten in der Spalte ”Mes-

sung“ wurden bei 600 MHz und 300 K in CDCl3, die Literaturdaten bei 500 MHz und

25◦C in CDCl3 mit (CH3)4Si als internem Standard aufgenommen.
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Referenzsubstanz ein Triplett mit dem Signalverhältnis 1 : 2 : 1, was durch je ein

Wasserstoffatom an C-2 und C-4 mit J2,3 ≈ J3,4 zu erklären ist. Dies ist konsi-

stent mit einer Doppelbindung zwischen C-4 und C-5. Die Spin-Spin-Aufspaltung

des H-3 zeigt dagegen bei den ungesättigten Sphingobasen ein Quartett mit dem

Signalverhältnis 1 : 3 : 3 : 1, was durch ein Wasserstoffatom an C-2 und zwei Was-

serstoffatome an C-4 mit J2,3 ≈ J3,4a ≈ J3,4b zu erklären ist. Die feine Aufspaltung

der Resonanzen an C-3 in weitere kleine Multipletts zeigt, dass es sich bei dieser

Abschätzung um eine grobe Näherung handelt.

In Abbildung 3.5c ist zu erkennen, dass dieses Spektrum eine Überlagerung

der Spektren aus Abbildung 3.5a und b darstellt. Diese Probe enthält eine Mi-

schung aus ungesättigten und gesättigten Sphingobasen. Dies zeigt, dass die DC-

Reinigung der freien (siehe Abschnitt 2.8.2) und der acetylierten Sphingobasen

(siehe Abschnitt 2.8.4) die ungesättigten Sphingobasen nur anreichern, aber nicht

vollständig von den gesättigten Basen trennen konnte. Die Resonanzen in Abbil-

dung 3.5c sind entsprechend ihrer Zuordnung zu den Spektren in Abbildung 3.5a

oder b durch rote und blaue Pfeile markiert. Es ist eindeutig zu erkennen, dass

das Spektrum der mit roten Pfeilen markierten Substanz mit dem der d-erythro-

Sphingosin-Referenzsubstanz identisch ist.

In Tabelle 3.8 werden die chemischen Verschiebungen δ und die Kopplungs-

konstanten J der mit roten Pfeilen markierten Resonanzen in Abbildung 3.5c den

Daten für d-erythro- und l-threo-Sphingosin (d18:04E ) aus der Literatur [55] ge-

genübergestellt. Es zeigt sich eine sehr gute Übereinstimmung mit den Werten für

d-erythro-Sphingosin, aber nicht mit l-threo-Sphingosin. Die Unterschiede zwi-

schen den d-erythro- und l-threo-Isomeren sind am deutlichsten bei den chemi-

schen Verschiebungen δ1b, δ3 (∆δ > 0,1 ppm) sowie bei der Kopplungskonstanten

J1a,2 (∆J > 1 Hz).

Diese Daten zeigen zusammengenommen, dass bei der Expression von Des1p

C. albicans im Hefe-Stamm TDY2037-sur2 ∆ d-erythro-Sphingosin (d18:04E )

gebildet wurde. Bei den Messungen wurde nicht zwischen den Stereoisomeren

d-erythro und l-erythro unterschieden. Da die Biosynthese aller Sphingobasen in

S. cerevisiae aber über d-erythro-Sphinganin (d18:0) verläuft, nehme ich auch für
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das bei der Expression von Des1p C. albicans gebildete Sphingosin die d-erythro-

Konfiguration an.

Für die Aufnahme und Interpretation der 1H-NMR-Spektren danke ich Herrn

Prof. Dr. Ulrich Zähringer (Forschungszentrum Borstel).



4 Diskussion

In einer in silico-Suche wurde eine neue Proteinfamilie mit Ähnlichkeit zu mem-

brangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen identifiziert. Die Familie enthält

Mitglieder aus Pflanzen, Pilzen und Tieren, deren biochemische Funktion un-

bekannt war. Die Vermutung lag nahe, dass die Sequenzen dieser Familie die

gesuchten Sphingolipid-∆4-Desaturasen sein könnten.

Die Expression einiger dieser Proteine in S. cerevisiae zeigte, dass es

sich tatsächlich um Sphingolipid-∆4-Desaturasen handelt. Eine Sphingolipid-

∆4-Desaturase-Aktivität konnte für Homo sapiens DES1, Mus musculus DES1

und DES2, Drosophila melanogaster DES-1 und Candida albicans Des1p nach-

gewiesen werden. M. musculus DES2 hatte neben der Desaturase- auch eine

Hydroxylase-Aktivität. Dieses Enzym ist also eine bifunktionale Sphingolipid-

∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase. Das DES-Homolog aus L. esculentum zeigte we-

der Desaturase- noch Hydroxylase-Aktivität.

Drei der neu charakterierisierten Sphingolipid-∆4-Desaturasen waren bereits

zuvor in molekularbiologischen Studien charakterisiert worden, ohne dass ihre

biochemische Funktion bekannt war. Es handelt sich hierbei um D. melanogaster

DES-1 [28], M. musculus DES1 (MDES) [29] und H. sapiens DES1 (MLD) [12].

In der folgenden Diskussion werde ich zunächst die computergestützte Identi-

fizierung dieser neuen Proteinfamilie behandeln, anschließend werde ich die phy-

logenetische Einordung der neuen Familie sowie die Evolution der membrange-

bundenen Desaturasen und Hydroxylasen diskutieren, und zuletzt werde ich auf

die Signalübermittlung durch Sphingolipide eingehen.
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4.1 In silico-Identifizierung einer neuen ∆4-Desaturase-/

C4-Hydroxylase-Familie

In dieser Arbeit wurde eine neue Strategie zur computergestützten (in silico-)

Identifizierung einer Familie mit putativen Sphingolipid-∆4-Desaturasen ent-

wickelt. Ein wichtiges Ziel bei ihrer Entwicklung war, dass sie nur ein Minimum

an Informationen über die zu suchende Proteinfamilie benötigt. Ein Überblick

über diese aus drei Stufen bestehende Strategie ist in Abschnitt 1.5 gegeben.

Für die erste Stufe, die Erstellung einer möglichst umfassenden Sammlung

membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen, wurde in dieser Arbeit

PSI-Blast [2] verwendet. Suchläufe mit nur zwei Ausgangssequenzen1 waren aus-

reichend, um die gesamte Superfamilie zu erfassen. Die Verwendung von PSI-Blast

war entscheidend, da es mit einer
”
normalen“ Blast-Suche [2] wegen deren nied-

rigerer Empfindlichkeit sehr schwierig gewesen wäre, eine vollständige Sammlung

membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen zu erstellen.

Als Alternative zu PSI-Blast wurde die Verwendung von INTERPRO [3] ge-

testet. In der INTERPRO-Datenbank sind Sequenzmotive gespeichert, die für

bestimmte Funktionen charakteristisch sind. Es ist möglich, alle Proteinsequen-

zen abzurufen, die ein bestimmtes INTERPRO-Sequenzmotiv enthalten. Es zeigte

sich aber, dass die in INTERPRO vordefinierten Sequenzmotive nicht die gesamte

Superfamilie der membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen abdecken.

Es ist anzunehmen, dass mit zukünftigen Verbesserungen von INTERPRO oder

ähnlicher Datenbanken eine vollständige Abdeckung erreicht werden wird.

Eine weitere mögliche Methode zur Erstellung einer umfassenden Samm-

lung membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen ist die direkte Su-

che nach dem Histidinbox-Sequenzmotiv. Die einfache Suche nach dem Muster

(H/Q)XXX(X)H wäre nicht geeignet, da die Zahl falsch positiver Treffer durch

1Die Suchläufe wurden im Januar 2001 durchgeführt. Da inzwischen die verwendete Daten-

bank (GenBank-nr -Proteinsequenzen) stark gewachsen ist und die Empfindlichkeit von Blast

und PSI-Blast mit zunehmender Datenbankgröße abnimmt, wären heute mehr Suchläufe erfor-

derlich.
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zufälliges Auftreten dieses Motivs zu groß wäre. Es ist daher ein spezieller Algo-

rithmus erforderlich, der die Anzahl der (H/Q)XXX(X)H-Muster in einer Sequenz

und den Abstand zwischen ihnen berücksichtigt. Dies wurde in dieser Arbeit nicht

getestet.

Für die zweite Stufe, die Einteilung der Sequenzen in einzelne Familien, wurde

das Multiple alignment-Programm ClustalX benutzt. Dieser Ansatz war erfolg-

reich, hat aber trotzdem einige Schwächen:

• Die Sequenzähnlichkeit der am weitesten entfernten Mitglieder der Super-

familie liegt unter 10%. Bei einer so geringen Ähnlichkeit ist die Qualität

eines Alignments der Proteinsequenzen sehr schlecht.

• Die Erstellung eines Alignments mit mehreren hundert Sequenzen ist mit

ClustalX zwar möglich, beansprucht aber eine erhebliche Rechenzeit auf

einem Standard-PC.

• Die manuelle Einteilung in Familien anhand von phylogenetischen Stamm-

bäumen ist relativ willkürlich und erfordert
”
spicken“ auf die Annotierung

der Sequenzen. Die Situation wird durch die schlechte Qualität der Align-

ments und Stammbäume weiter erschwert.

Die in Alignments und Stammbäumen enthaltene detaillierte Information ist

für die Einteilung in Familien nicht unbedingt erforderlich. Wünschenswert wäre

ein Algorithmus, der anhand eines einfach zu bestimmenden Ähnlichkeitsmaßes

eine Einteilung der Sequenzen in Familien weitgehend automatisch vornimmt.

Kürzlich wurde das Programm TRIBE-MCL veröffentlicht [30], das explizit

für diesen Zweck entwickelt wurde. TRIBE-MCL ist ein sehr neues Programm

und stand deshalb für die Identifizierung der ∆4-Desaturasen noch nicht zur Ver-

fügung. Um die Eignung dieses Programms für zukünftige Arbeiten zu testen,

wurden die Originaldaten aus Abschnitt 3.1 mit TRIBE-MCL erneut analysiert

(siehe Abschnitt 3.2). Die mit TRIBE-MCL ermittelten Familien wurden mit

BioLayout [31] visualisiert (siehe Abschnitt 3.3).
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Es zeigte sich, dass die Einteilung der membrangebundenen Desaturasen in

Familien mit TRIBE-MCL sehr einfach ist. Die Einteilung entspricht sehr gut

den Familien, die sich über die biochemische Funktion der Sequenzen definieren

lassen. Die Ergebnisse werden von nur zwei Parametern beeinflusst, dem maxi-

malen e-Wert des paarweisen Blast-Vergleichs und dem Inflationsparameter I des

MCL-Algorithmus. Es ergeben sich über einen weiten Bereich beider Parameter

sinnvolle und leicht interpretierbare Ergebnisse.

Insbesondere zeigte sich, dass die Identifizierung der Familie putativer

Sphingolipid-∆4-Desaturasen mit TRIBE-MCL einfach und sicher gewesen wäre.

TRIBE-MCL bietet sich deshalb in Zukunft für ähnliche Aufgabenstellungen an.

Die dritte Stufe, die Identifizierung der gesuchten Familie, erfordert die Ein-

beziehung externer Information, d.h. von Information, die nicht implizit in den

betrachteten Sequenzen enthalten ist. Solche Information kann zum Beispiel die

Kenntnis sein, in welchen Organismengruppen die gesuchte biochemische Aktivi-

tät vorkommt. In dieser Arbeit wurden die drei in Abschnitt 3.1 beschriebenen

Kriterien zur Identifizierung einer Familie putativer Sphingolipid-∆4-Desaturasen

angewandt.

Es wurde genau eine Familie gefunden, die allen drei Kriterien entsprach. Die

Expression mehrerer Mitglieder dieser Familie (H. sapiens DES1, M. musculus

Des1 und Des2, D. melanogaster des-1 und C. albicans DES1 ) zeigte, dass es sich

tatsächlich um die Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen handelte. Lediglich

die Expression der einzigen untersuchten pflanzlichen Sequenz (DES -Homolog

L. esculentum) brachte aus bisher unbekannten Gründen ein negatives Ergebnis.

Diese dreistufige Strategie lässt sich prinzipiell auf jedes beliebige Problem

dieser Art anwenden. Dabei können die ersten beiden Stufen direkt übernommen

werden, während die dritte Stufe anhand der für die gesuchte Familie vorhandenen

externen Information anzupassen ist. Es ist geplant, diese Strategie z.B. für die

Identifizierung der Sphingolipid-C9-Methyltransferasen zu verwenden.
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4.2 Einordung der neuen ∆4-Desaturase-/C4-Hydroxylase-Familie

Die Einordnung der neuen Desaturase-Familie in die Phylogenie der membrange-

bundenen Desaturasen bringt mehrere Überraschungen mit sich. Zur Illustration

ist in Abbildung 4.1 ein Stammbaum einer repräsentativen Auswahl membrange-

bundener Desaturasen und Hydroxylasen zu sehen.

Als erstes fällt die phylogenetische Eigenständigkeit der neuen Desaturasefa-

milie auf. Die Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen bildet einen eigenen Ast

im in Abbildung 4.1 gezeigten Stammbaum (Sequenzen 11–14), eine eigene Grup-

pe bei der Einteilung der membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen in

Familien mit TRIBE-MCL (siehe Tabelle 3.2) und bei deren graphischer Dar-

stellung mit BioLayout (siehe Abbildung 3.2). Die Familie enthält Homologe aus

allen drei eukaryoten Reichen, aus Pflanzen, Pilzen und Tieren. Dies deutet darauf

hin, dass es sich um eine phylogenetisch sehr alte Familie handelt, die schon bei

den ersten Eukaryoten vorhanden war. In dieser Hinsicht ist sie vergleichbar mit

den Familien der Fettsäure-∆9-Desaturasen (Sequenzen 26–29), der Fettsäure-

∆12/∆15-Desaturasen (Sequenzen 5–10) und mit den
”
Front end“-Desaturasen

(Sequenzen 17–23).

Die Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen ist eine von drei Familien mem-

brangebundener Desaturasen und Hydroxylasen, die Sphingobasen modifizie-

ren. Sie ist die einzige Familie, die (soweit bekannt) ausschließlich Sphingolipid-

modifizierende Enzyme enthält. Die anderen beiden Familien sind die
”
Front end“-

Desaturasen (Sequenzen 17–23) mit der Sphingolipid-∆8-Desaturase (Sequenz 17)

und die Sterol-Desaturasen und -Hydroxylasen (Sequenzen 35–43) mit der Sphin-

golipid-C4-Hydroxylase SUR2 (Sequenzen 35 und 36). In den beiden letztgenann-

ten Familien stellen die Sphingolipid-modifizierenden Enzyme eine abgeleitete Un-

terfamilie dar. Sowohl die Sphingolipid-∆8-Desaturasen als auch die Sphingolipid-

C4-Hydroxylasen kommen nur in Pflanzen und Pilzen, aber nicht in Tieren vor.

Der Vergleich der Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen mit der Sphin-

golipid-C4-Hydroxylase SUR2 bringt eine Überraschung mit sich. Die Fami-

lie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen enthält die bifunktionale Sphingolipid-
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Sterol-Desaturasen, Sphingolipid-C4-Hydroxylasen, Xylol-, p-Cymol-, Alkan-
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Abbildung 4.1: Stammbaum einer repräsentativen Auswahl membrangebundener Desa-

turasen und Hydroxylasen. Der Stammbaum wurde anhand paarweiser Ähnlichkeiten

der Aminosäuresequenzen mit T-COFFEE [80] und TreeView erstellt. Die farbigen

Markierungen am Rand entsprechen den mit TRIBE-MCL ermittelten Familien (siehe

Tabelle 3.2 und Abbildung 3.2). (Fortsetzung nächste Seite)
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Abbildung 4.1 (Fortsetzung): Der rosa und hellblaue Hintergrund markiert zwei über-

geordnete Gruppen von Desaturase- und Hydroxylase-Sequenzen, die sich durch einen

unterschiedlichen Abstand (in der Primärstruktur) zwischen der ersten und der zwei-

ten Histidinbox und zwischen der zweiten Histidinbox und der dritten transmembranen

Helix unterscheiden. Die kleinen Bilder illustrieren diese Unterschiede. Dabei werden

eine Integration der Enzyme in die ER-Membran mit vier transmembranen Helices

(rote bzw. blaue Zylinder) und ein durch die drei Histidinboxen (rote bzw. blaue Ku-

geln) gebildetes aktives Zentrum auf der cytoplasmatischen Seite der Membran an-

genommen. Die unterschiedlich langen Sequenzabschnitte (länger in den Sequenzen

mit rosa Hintergrund, kürzer in den Sequenzen mit hellblauem Hintergrund) sind in

braun bzw. blau hervorgehoben. Die Membrantopologie der membrangebundenen De-

saturasen und Hydroxylasen wurde mit TMHMM [61] vorhergesagt (siehe Abschnitt

3.4). SWISS-PROT/TrEMBL-Zugangsnummern der Sequenzen sind: (1) Q9KIX0,

(2) Q9RLH7, (3) Q9ZGQ3, (4) Q52580, (5) P46312, (6) P20388, (7) P46310, (8) P48623,

(9) Q55240, (10) P46313, (11) Q8R2F2, (12) Q94515, (13) Q9ZPH4, (14) Basen 7499–

8611 des Contig 6-2340, (15) Q9VJI1, (16) Q9VJI2, (17) Q9FR82, (18) O04353,

(19) O95864, (20) Q8X174, (21) O74212, (22) A. Meyer, zur Veröffentlichung ein-

gereicht, (23) Q08871, (24) O33456, (25) Q9WWW6, (26) P21147, (27) P13516,

(28) O65797, (29) Q55406, (30) O48916, (31) Q96DK1, (32) Q03529, (33) Q9RLH6,

(34) Q9S6Y1, (35) Q9M9T3, (36) P38992, (37) P53045, (38) Q15800, (39) Q8VWZ8,

(40) O95992, (41) P32353, (42) O75845, (43) Q9SWU4, (44) O24555, (45) Q9XH51
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∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase DES2 aus M. musculus. Damit hat sich in bei-

den Familien die Sphingolipid-C4-Hydroxylase-Aktivität unabhängig voneinan-

der entwickelt. Eine Sphingolipid-C4-Hydroxylase-Aktivität in Säugetieren war

biochemisch schon lange bekannt [18]. Es war jedoch unklar, welches Gen

für diese Aktivität verantwortlich ist, da die bisher bekannten Sphingolipid-

C4-Hydroxylasen nur in Pflanzen und Pilzen vorkommen [101]. Die Identifizie-

rung der bifunktionalen Sphingolipid-∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase DES2 aus

M. musculus zeigt jetzt, dass Pflanzen und Pilze auf der einen und Tiere auf der

anderen Seite in verschiedenen Familien der membrangebundenen Desaturasen

und Hydroxylasen eine Sphingolipid-C4-Hydroxylase-Aktivität entwickelt haben.

Die bifunktionale Sphingolipid-∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase DES2 aus

M. musculus ist nicht das einzige Enzym mit bifunktionaler Desaturase/

Hydroxylase-Aktivität. In der Familie der ∆12/∆15-Desaturasen gibt es so-

wohl eine reine ∆12-Desaturase aus A. thaliana [81], eine bifunktionale

∆12-Desaturase/Hydroxylase aus Lesquerella fendlieri [10] und eine reine

C12-Hydroxylase aus Ricinus communis [68]. In beiden Familien scheinen sogar

die
”
reinen“ Desaturasen meist auch eine geringe Hydroxylase-Aktivität zu haben

([8] und diese Arbeit). Es ist sogar möglich, durch Austausch weniger Aminosäu-

ren eine ∆12-Desaturase in eine C12-Hydroxylase umzuwandeln und umgekehrt

[8, 11]. Dies zeigt, wie einfach es auch in der Evolution der membrangebunde-

nen Desaturasen und Hydroxylasen sein muss, beide Reaktionstypen ineinander

umzuwandeln. Im Stammbaum in Abbildung 4.3 ist eine durch gerichtete Muta-

genese erzeugte bifunktionale ∆12-Desaturase/C12-Hydroxylse mit eingezeichnet

(Sequenz 11). Der Unterschied dieses bifunktionalen Enzyms zur Ausgangsse-

quenz (einer reinen Desaturase, Sequenz 10) ist so gering, dass er im Stammbaum

fast nicht zu erkennen ist.

In mehreren Publikationen wurde angenommen, dass die phylogenetische Ein-

ordnung membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen mit ihrer Regiose-

lektivität korreliert [94, 98] ist. Substratspezifität und Reaktionstyp (Desaturase,

Hydroxylase oder
”
exotische“ Modifikationen) spielen nach dieser Auffassung eine

untergeordnete Rolle. Beispiele, die dies zu bestätigen scheinen, sind die bereits
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diskutierte Ähnlichkeit zwischen Desaturasen und Hydroxylasen sowie die enge

Verwandtschaft der Sphingolipid-∆8-Desaturasen mit den pflanzlichen Fettsäure-

∆6-Desaturasen (Sequenzen 17 und 18 in Abbildung 4.1). Verschiebungen der Re-

gioselektivität um mehrere C-Atome innerhalb einer Familie sind dabei möglich

(siehe Abschnitt 4.3).

Mit der Identifizierung der Sphingolipid-∆4-Desaturase sind jetzt jedoch

drei nicht miteinander verwandte Familien von Desaturasen und Hydroxylasen

mit ∆4- bzw. C4-Regioselektivität bekannt. Dies sind neben den Sphingolipid-

∆4-Desaturasen (Sequenzen 11–14) die Sphingolipid-C4-Hydroxylasen (Sequen-

zen 35 und 36) und die Fettsäure-∆4-Desaturase (Sequenz 22). Die Vermutung

eines Zusammenhangs zwischen der Regioselektivität einer membrangebundenen

Desaturase oder Hydroxylase und ihrer phylogenetischen Einordnung muss daher

neu formuliert werden:

• Die Enzyme innerhalb einer Familie membrangebundener Desaturasen und

Hydroxylasen haben ähnliche Regioselektivität. Die Regioselektivität ein-

zelner Familienmitglieder kann um mehrere C-Atome von
”
Standard“-Re-

gioselektivität der Familie abweichen.

• In nicht miteinander verwandten Familien kann es jedoch mehrfach unab-

hängig voneinander zur Entwicklung derselben Regioselektivität kommen.

4.3 Evolution membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen

Nachdem in Abschnitt 4.2 die Einordnung der neuen Familie der Sphingolipid-

∆4-Desaturasen in die Phylogenie der membrangebundenen Desaturasen und Hy-

droxylasen diskutiert wurde, bietet es sich an, einen Blick auf die Evolution der

gesamten Superfamilie zu werfen. Hierbei sind die entscheidenden Fragen:

• In welcher Organismengruppe liegt der Ursprung der membrangebundenen

Desaturasen und Hydroxylasen?

• Welche Substratspezifität und Regioselektivität hatten die ersten membran-

gebundenen Desaturasen und Hydroxylasen?
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Wenn man die in Tabelle 3.2 für die einzelnen Familien angegebenen Orga-

nismengruppen betrachtet, fällt auf, dass es in fast allen Familien Homologe aus

Bakterien und Blaualgen gibt.2 Die membrangebundenen Desaturasen und Hy-

droxylasen können also keine eukaryote
”
Erfindung“ sein. Die meisten Familien

müssen schon vor den ersten eukaryoten Zellen entstanden sein. Die beiden ein-

zigen funktionell charakterisierten Familien in Tabelle 3.2, in denen keine proka-

ryoten Vertreter gefunden wurden, sind die Sphingolipid-∆4-Desaturasen und die

Fettsäure-α-Hydroxylasen. Beide Familien sind an der Sphingolipid-Biosynthese

beteiligt. Obwohl Sphingolipide auch in einigen Bakterien vorkommen, scheinen

die Desaturierung und die Hydroxylierung des Ceramid-Gerüsts ein typisch eu-

karyotes Merkmal zu sein.

Von den Prokaryoten haben die Blaualgen die größte Vielfalt an membran-

gebundenen Desaturasen und Hydroxylasen. Neben einem kompletten Satz an

Fettsäure-Desaturasen (∆6, ∆9, ∆12- und ∆15-Desaturase, Sequenzen 23, 29,

9 und 6 in Abbildung 4.1) haben sie auch Homologe in der Familie der Sterol-

Desaturasen und -Hydroxylasen und Sphingolipid-C4-Hydroxylasen (siehe Tabel-

le 3.2). Da Blaualgen weder Sterole noch Sphingolipide haben, müssen diese En-

zyme eine andere Funktion erfüllen als ihre eukaryoten Homologe.

Die meisten übrigen Bakterien stellen ungesättigte Fettsäuren über einen völ-

lig anderen Biosyntheseweg her als Blaualgen und Eukaryoten und besitzen daher

keine Fettsäure-Desaturasen. Trotzdem sind in fast allen der in Tabelle 3.2 aufge-

führten Familien bakterielle Vertreter vorhanden. Ihre Funktion ist in den meisten

Fällen unbekannt. Die einzigen biochemisch charakterisierten bakteriellen Vertre-

ter in Abbildung 4.1 sind die Carotinoid-Hydroxylase aus Paracoccus marcusii

(Sequenz 33), die Cartoinoid-Ketolasen aus Paracoccus marcusii und Bradyrhi-

zobium sp. (Sequenzen 1 und 2) und die p-Cymol- und die Alkan-1-Hydroxylase

aus Pseudomonas putida (Sequenzen 24 und 25). Es ist durchaus möglich, dass

2Wie in Tabelle 3.2 werden auch in dieser Diskussion Blaualgen immer getrennt von den

übrigen Bakterien behandelt, da die Blaualgen im Lipidstoffwechsel eine Sonderstellung ein-

nehmen.
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die ersten membrangebundenen Desaturasen und Hydroxylasen eine Funktion

im bakteriellen
”
Sekundärstoffwechsel“ hatten. Erst später hätte sich dann ihre

Funktion in der Biosynthese von Membranlipiden bei Blaualgen und Eukaryoten

entwickelt.

In Abbildung 4.1 sind zwei große Gruppen membrangebundener Desaturasen

und Hydroxylasen durch einen rosa bzw. hellblauen Hintergrund farblich her-

vorgehoben. Die beiden Gruppen unterscheiden sich durch den Abstand (in der

Primärstruktur) zwischen der ersten und zweiten Histidinbox und zwischen der

zweiten Histidinbox und dritten transmembranen Helix. Beide Abschnitte sind

in den Sequenzen mit dem rosa Hintergrund länger. Die unterschiedliche Länge

dieser Sequenzabschnitte sowie eine mögliche Topologie der Enzyme bei ihrer In-

sertion in die ER-Membran sind in den beiden kleinen Bildchen dargestellt. Die

beiden Sequenzabschnitte, die in den Sequenzen mit dem rosa Hintergrund länger

sind, enthalten hauptsächlich hydrophobe Aminosäuren. Sie könnten damit den

Kern einer möglichen globulären Struktur auf der cytoplasmatischen Seite der

Membran oder eine hydrophobe Lipidbindestelle bilden.

Ein Blick auf die Verteilung der Familien membrangebundener Desaturasen

und Hydroxylasen auf die beiden Gruppen mit rosa bzw. hellblauem Hintergrund

zeigt, dass es sich dabei um eine sehr alte Verzweigung handeln muss. Dabei fällt

auf, dass sich alle Fettsäure-Desaturasen in der rosa Hälfte, die Sterol-Desaturasen

und -Hydroxylasen dagegen in der blauen Hälfte des Stammbaums befinden. Da-

mit befinden sich die Enzyme der Biosynthese dieser beiden wichtigen Gruppen

eukaryoter Membranlipide jeweils in ihrer eigenen Hälfte des Stammbaums. Die

Sphingolipid-Desaturasen und -Hydroxylasen sowie die Enzyme der Carotinoid-

Biosynthese sind dagegen über beide Hälften verteilt. Es lässt sich nicht sagen,

welche Hälfte des Stammbaums durch eine Insertion oder Deletion von der ande-

ren abgeleitet ist.

In den Abschnitten 4.3.1 bis 4.3.4 möchte ich näher auf die Evolution einiger

Desaturase-Familien eingehen.
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4.3.1 ∆9-Desaturasen

Die Enzyme aus der Familie der ∆9-Desaturasen fügen die erste Doppelbindung in

ein gesättigtes Substrat ein. Die Enzyme aus Tieren und Pilzen nutzen Acyl-CoA

als Substrat, während die Enzyme aus Blaualgen nur lipidgebundene Acylreste

akzeptieren. Der sehr übersichtliche Stammbaum dieser Familie ist in Abbildung

4.2 gezeigt.

Es sind drei große Gruppen von Sequenzen zu erkennen. Die erste Gruppe

(Sequenzen 1–5) enthält Sequenzen aus Tieren, die zweite (Sequenzen 6–9) aus

Pilzen und die dritte (Sequenzen 10–13) aus Pflanzen und Blaualgen. Die Sequen-

zen aus Pilzen haben eine C -terminale Cytochrom b5-Fusion, die wahrscheinlich

an der Basis dieser Gruppe ein einziges Mal entstanden ist.

Innerhalb der tierischen Sequenzen fällt die (E )-∆11-Desaturase der Motte

Trichoplusia ni auf (Sequenz 3). Sie ist an der Pheromon-Biosynthese beteiligt

[63]. Hier hat eine Verlagerung der Regioselektivität um zwei C-Atome sowie eine

Änderung der Stereoselektivität von (Z ) nach (E ) stattgefunden.

Die Pflanzen (jedoch nicht die Blaualgen) synthetisieren ∆9-ungesättigte

Fettsäuren mit Hilfe der löslichen Acyl-ACP-Desaturase. Trotzdem enthält der

Stammbaum der membrangebundenen ∆9-Desaturasen mehrere Vertreter aus hö-

heren Pflanzen (Sequenzen 10–12). Die Enzyme aus Picea glauca und Limnanthes

douglasii verwenden jedoch anders als die der Blaualgen wahrscheinlich Acyl-CoA

als Substrat. Bei der Desaturase aus Limnanthes douglasii hat zudem ein Wechsel

der Regioselektivität von ∆9 nach ∆5 stattgefunden. Die Sequenz aus A. thaliana

ist noch nicht funktionell charakterisiert.

4.3.2 ∆12/∆15-Desaturasen

Die Familie der ∆12- und ∆15-Desaturasen enthält Enzyme, die die zweite bzw.

dritte Doppelbindung in die Fettsäurereste von Membranlipiden einfügen. Sie

sind darauf angewiesen, dass das Substrat bereits eine Doppelbindung in der

∆9-Position hat und fügen die zusätzlichen Doppelbindungen zwischen der bereits

bestehenden Doppelbindung und dem Methylende des Fettsäurerestes ein. Ein
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100

100

79

100

100

Pflanzen
Blaualgen

(1) ∆9 Trichoplusia ni

(3) ∆11 Trichoplusia ni

(2) ∆9 D. melanogster

(4) ∆9 H. sapiens

(5) ∆9 C. elegans

(8) ∆9 S. pombe *C

(9) ∆9 M. alpina *C

(7) ∆9 C. albicans *C

(6) ∆9 S. cerevisiae *C

(10) ∆9 P. glauca

(11) ∆9 A. thaliana

(12) ∆5 L. douglasii

(13) ∆9 Synechocystis sp.

Pilze

Tiere

Abbildung 4.2: Stammbaum der Familie der ∆9-Desaturasen. Drei Gruppen von Se-

quenzen sind durch einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Diese sind die Acyl-CoA-

∆9-Desaturasen aus Tieren einschließlich der ∆11-Desaturase aus der Pheromonbiosyn-

these der Motte Trichoplusia ni (Sequenzen 1–5), die Acyl-CoA-∆9-Desaturasen aus

Pilzen (Sequenzen 6–9) und die Lipid-∆9-Desaturase der Blaualge Synechocystis sp.

zusammen mit drei pflanzlichen Vertretern (Sequenzen 10–13). Die Sequenzen aus Pil-

zen sind C -terminale Cytochrom b5-Fusionsproteine (C*). (Fortsetzung nächste Seite)
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Abbildung 4.2 (Fortsetzung): Der Maximum likelihood -Stammbaum wurde mit TREE-

PUZZLE [93] und ATV aus einem mit T-Coffee [80] berechneten Alignment der

vollständigen Aminosäuresequenzen erstellt. Die Nummern an den internen Verzwei-

gungen geben die Verlässlichkeit der Verzweigungen auf einer Skala von 0 bis 100

an. Die Wurzel des Stammbaums wurde aus Abbildung 4.1 abgeleitet. Die SWISS-

PROT/TrEMBL-Zugangsnummern der Sequenzen sind: (1) O44428, (2) Q9VTD4,

(3) O44390, (4) O00767, (5) O16918, (6) P21147, (7) O94036, (8) O94523, (9) Q9UVW5,

(10) Q8s4Q3, (11) O65797, (12) Q9FV68, (13) Q55406

Stammbaum der ∆12- und ∆15-Desaturasen ist in Abbildung 4.3 gezeigt.

Die Familie der ∆12- und ∆15-Desaturasen lässt sich phänotypisch auf zwei

verschiedene Arten unterteilen. Zum einen lässt sie sich in Desaturasen mit ∆12-

oder ∆15-Regioselektivität unterteilen, zum anderen in Enzyme, die im ER oder

in Plastiden lokalisiert sind. Ein Blick auf den Stammbaum zeigt, dass in der

Evolution dieser Familie mehrfach ein Wechsel sowohl der Regioselektivität als

auch der intrazellulären Lokalisation stattgefunden haben muss.

Die Annahme liegt nahe, dass die erste Desaturase dieser Familie eine

∆12-Regioselektivität hatte, da die ∆15-Desaturase für ihre Aktivität auf das

Vorhandensein einer ∆12-Doppelbindung angewiesen ist. Da die Blaualgen be-

reits sowohl über eine ∆12- als auch eine ∆15-Desaturase verfügen und bakterielle

Homologe (mit Ausnahme einer nicht funktionell charakterisierten Sequenz aus

Bacillus subtilis) fehlen, kann man den phylogenetischen Ursprung dieser Familie

bei den Blaualgen vermuten.

Innerhalb der Eukaryoten sind ∆12- und ∆15-Desaturasen nur aus Pflanzen,

einigen Pilzen und C. elegans bekannt. Insekten bilden auch ∆12-desaturierte

Fettsäuren, die dafür verantwortlichen Enzyme wurden jedoch noch nicht identi-

fiziert. Die ∆12- und ∆15-Desaturasen gehörten damit nicht zur phylogenetischen

Grundausstattung eukaryoter Zellen, sondern könnten von den Blaualgen durch

horizontalen oder endosymbiontischen Gentransfer auf Pflanzen, Pilze, C. elegans

und eventuell Insekten übertragen worden sein. C. elegans ernährt sich von im Bo-

den lebenden Mikroorganismen und könnte daher seine ∆12- und ∆15-Desaturase
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(8) ∆12−Desaturase M. alpina

(9) ∆12−Desaturase M. rouxii

100
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99
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100
(10) ∆12−Desaturase ER A. thaliana

(11) ∆12−Desaturase/C12−Hydroxylase
A. thaliana (gentechnisch verändert)

L. fendleri

Blaualgen
Pflanzen (ER + plastidär)
Pilze (ER)

∆15−Desaturasen

Nematode (ER)
∆12 + ∆15−Desaturasen

Pilze (ER)
∆12−Desaturasen

Pflanzen (ER)

∆12−Desaturasen +
C12−Hydroxylasen +
exotische Modifikationen

Blaualgen
Pflanzen (plastidär)

∆12−Desaturasen

(12) ∆12−Desaturase/C12−Hydroxylase

(13) ∆12−Desaturase C. palaestina
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(14) ∆12−Desaturase P. granatum

(15) C12−Hydroxylase R. communis
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(16) ∆12−Konjugase M. charantia

(17) ∆12−Konjugase P. granatum

(18) ∆12−Konjugase I. balsamina

100
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(19) ∆12−Acetylenase C. alpina

(20) ∆12−Epoxydase C. palaestina
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(21) ∆9−Konjugase C. officinalis

(22) ∆9−Konjugase C. officinalis

100

(23) ∆12−Desaturase Synechocystis sp.

(24) ∆12−Desaturase plastidär A. thaliana

Abbildung 4.3: Stammbaum der Familie der ∆12- und ∆15-Desaturasen. Fünf Grup-

pen von Sequenzen sind durch einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Diese sind

die ∆15-Desaturasen aus Pflanzen (ER und plastidär), Blaualgen und Pilzen (Sequen-

zen 1–4), die ∆12- und die ∆15-Desaturase aus C. elegans (Sequenzen 5 und 6), die

∆12-Desaturasen aus Pilzen (Sequenzen 7–9), die ∆12-Desaturasen (ER) aus Pflanzen

einschließlich der Enzyme für ”exotische“ Modifikationen (Sequenzen 10–22) und die

∆12-Desaturasen aus Pflanzen (plastidär) und Blaualgen (Sequenzen 23 und 24). Die

bifunktionale ∆12-Desaturase/∆15-Hydroxylase aus A. thaliana (Sequenz 11, ”gen-

technisch verändert“) ist eine durch gerichtete Mutagenese hergestellte Variante [8] der

”normalen“ ∆12-Desaturase aus A. thaliana (Sequenz 10). (Fortsetzung nächste Seite)
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Abbildung 4.3 (Fortsetzung): Der bayesische Stammbaum wurde mit MRBAYES

[41] und ATV aus einem mit T-Coffee [80] berechneten Alignment der vollständigen

Aminosäuresequenzen erstellt. Die Nummern an den internen Verzweigungen geben

die Verlässlichkeit der Verzweigungen auf einer Skala von 0 bis 100 an. Die Wurzel

des Stammbaums wurde aus Abbildung 4.1 abgeleitet. Die SWISS-PROT/TrEMBL-

bzw. GenBank- (*) Zugangsnummern der Sequenzen sind: (1) P46310, (2) P48623,

(3) Q55240, (4) T. Zank, unpubliziert, (5) Q9XUB8, (6) Q21056, (7) T. Zank, un-

publiziert, (8) Q9Y8H5, (9) Q9UVR3, (10) P46313, (11) Literatur [8], (12) O81094,

(13) O65772, (14) CAD24671 (*), (15) Q41131, (16) Q9SP61, (17) CAD24672 (*),

(18) Q9SP62, (19) O81931, (20) O65771, (21) Q9FPP8, (22) Q9FPP7, (23) P20388,

(24) P46312

von mit der Nahrung aufgenommenen Blaualgen durch horizontalen Gentransfer

erhalten haben.

Bei den Pflanzen kann man eine Herkunft der plastidären ∆12- und

∆15-Desaturase durch endosymbiontischen Gentransfer von den Blaualgen als

sicher ansehen. Die enge Verwandtschaft zwischen der ∆12-Desaturase aus Syn-

echocystis sp. und der plastidären ∆12-Desaturase aus A. thaliana (Sequenzen 23

und 24) und zwischen der ∆15-Desaturase aus Synechocystis sp. und der plasti-

dären ∆15-Desaturase aus A. thaliana (Sequenzen 1 und 3) zeigt dies deutlich.

Die im ER lokalisierte ∆15-Desaturase aus A. thaliana (Sequenz 2) wäre dann

von der plastidären ∆15-Desaturase (Sequenz 1) abgeleitet.

Wie die pflanzlichen ∆15-Desaturasen ist auch die ∆15-Desaturase aus dem

Pilz Phytophthora infestans sehr eng mit der ∆15-Desaturase aus Synechocy-

stis sp. verwandt (Sequenzen 3 und 4). Auch hier kann eine Herkunft der

∆15-Desaturase aus P. infestans durch horizontalen Gentransfer von einer Blau-

alge angenommen werden. Die ∆15-Desaturase aus P. infestans scheint enger mit

der ∆15-Desaturase aus Synechocystis sp. als mit den pflanzlichen ∆15-Desatu-

rasen (Sequenzen 1 und 2) verwandt zu sein, wenn auch die Verlässlichkeit dieser

Verzweigung mit einem Wert von 79 nicht sehr gut ist. Dies würde bedeuten, dass

P. infestans seine ∆15-Desaturase unabhängig von den Pflanzen erhalten hat.
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Die im ER lokalisierten ∆12-Desaturasen aus Pflanzen, Pilzen und C. elegans

(Sequenzen 5–22) sind näher mit den ∆15-Desaturasen (Sequenzen 1–4) als mit

den ∆12-Desaturasen aus Plastiden und Blaualgen (Sequenzen 23 und 24) ver-

wandt. Auch hier kann man annehmen, dass unabhängig von der Endosymbiose,

die zur Entstehung der Plastiden führte, eine ∆12-Desaturase durch horizontalen

Gentransfer in einige frühe eukaryote Linien übertragen wurde. Aus dieser wä-

ren dann die im ER lokalisierten ∆12-Desaturasen aus Pflanzen, Pilzen und C.

elegans entstanden. Es bleibt dabei offen, ob diese Übertragung einmal oder in

Pflanzen, Pilzen und C. elegans getrennt stattgefunden hat. In C. elegans muss

man annehmen, dass die ∆15-Desaturase durch Genduplikation mit anschließen-

dem Wechsel der Regioselektivität aus der ∆12-Desaturase entstanden ist. Ein

weiteres Beispiel für eine Genduplikation mit anschließendem Wechsel der Regio-

selektivität in C. elegans findet sich bei den
”
Front end“-Desaturasen (Sequenzen

2 und 3 in Abbildung 4.4).

Innerhalb der im ER lokalisierten pflanzlichen ∆12-Desaturasen hat sich

eine beachtliche Vielfalt an Reaktionstypen entwickelt, die der Synthese von

pflanzlichen Speicherfetten dienen. Neben reinen ∆12-Desaturasen (Sequenzen

10, 13 und 14) gibt es eine C12-Hydroxylase (Sequenz 15), eine bifunktionel-

le ∆12-Desaturase/C12-Hydroxylase (Sequenz 12), eine ∆12-Acetylenase (Se-

quenz 19), eine ∆12-Expoxidase (Sequenz 20) und ∆12-Konjugasen (Sequenzen

16–18). Bei der Ringelblume Calendula officinalis gibt es zwei ∆9-Konjugasen,

die trotz einer Verschiebung der Regioselektivität eindeutig in die Gruppe der

∆12-Desaturasen gehören (Sequenzen 21 und 22). Diese
”
exotischen“ Fettsäure-

modifikationen machen die Samen der Pflanzen für pflanzenfressende Tiere weni-

ger verträglich.

4.3.3
”
Front end“-Desaturasen

In der Familie der
”
Front end“-Desaturasen finden sich Enzyme, die eine neue

Doppelbindung zwischen einer schon vorhandenen Doppelbindung und der Car-

boxylgruppe des Fettsäurerestes von Membranlipiden einfügen. Eine Ausnah-
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Abbildung 4.4: Stammbaum der Familie der ”Front end“-Desaturasen. Fünf Grup-

pen von Sequenzen sind durch einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Diese sind

die ∆6-Desaturasen aus Moosen, Algen und Pilzen zusammen mit der ∆5- und

∆6-Desaturase aus C. elegans und der ∆8-Desaturase aus Euglena gracilis (Sequen-

zen 1–9) die ∆6- und Sphingolipid-∆8-Desaturasen aus Pflanzen und Pilzen (Se-

quenzen 10–15), die ∆5- und ∆6-Desaturasen aus Säugetieren (Sequenzen 16–19),

die ∆5-Desaturase der Alge Thraustochytrium sp. (Sequenz 20), und die ∆4- und

∆5-Desaturasen aus Moosen, Algen und Pilzen zusammen mit den ∆6-Desaturasen aus

Blaualgen (Sequenzen 21–30). Alle Sequenzen bis auf die ∆6-Desaturasen aus Blaualgen

(Sequenzen 29 und 30) sind N-terminale Cytochrom b5-Fusionsproteine (*N). (Fortset-

zung nächste Seite)
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Abbildung 4.4 (Fortsetzung): Der bayesische Stammbaum wurde mit MRBAYES [41]

und TreeView aus einem mit T-Coffee [80] berechneten Alignment der vollständigen

Aminosäuresequenzen erstellt. Die Nummern an den internen Verzweigungen geben

die Verlässlichkeit der Verzweigungen auf einer Skala von 0 bis 100 an. Die Wurzel

des Stammbaums wurde aus Abbildung 4.1 abgeleitet. Die SWISS-PROT/TrEMBL-

Zugangsnummern der Sequenzen sind: (1) Q9SWQ9, (2) Q9XTB7, (3) O61388,

(4) Q9LEN0, (5) Q9ZNW2, (6) Q9LEM9, (7) Q8X174, (8) Q8RXB0, (9) Q944W4,

(10) Q9ZRP7, (11) Q9FR82, (12) Q8VZZ1, (13) O04353, (14) Q9HDG8, (15) P. Sper-

ling, unpubliziert, (16) Q9NRP8, (17) Q9DEX7, (18) O95864, (19) Q9Y5Q0,

(20) Q8S3C1, (21) Q8RXB1, (22) A. Meyer, zur Publikation eingereicht, (23) Q8S3C0,

(24) Literatur [96], (25) Q944W3, (26) O74212, (27) Q9Y1W0, (28) O96099,

(29) Q08871, (30) Q54795

me von dieser Regel sind die Sphingolipid-∆8-Desaturasen. Bis auf die Vertre-

ter aus Blaualgen sind alle Enzyme dieser Familie N-terminale Cytochrom b5-

Fusionsproteine. Ein Stammbaum dieser Familie ist in Abbildung 4.4 gezeigt.

Für die N-terminale Cytochrom b5-Domäne und die C -terminale Desaturase-

Domäne getrennt berechnete Stammbäume zeigen innerhalb der gegebenen sta-

tistischen Genauigkeit die selbe Topologie wie der Stammbaum der vollständigen

Sequenzen. Dies deutet darauf hin, dass die N-terminale Cytochrom b5-Fusion nur

ein einziges Mal an der Basis dieses Stammbaums entstanden ist. Die membran-

gebundenen Desaturasen der Cyanobakterien nutzen als Elektronendonator statt

Cytochrom b5 Ferredoxin. Das Fehlen einer Cytochrom b5-Fusion in den ∆6-De-

saturasen der Blaualgen (Sequenzen 29 und 30) ist also funktionell sinnvoll.

Die Familie der
”
Front end“-Desaturasen zeigt eine sehr große Organismenviel-

falt. Es sind neben Blaualgen Vertreter aller eukaryoter Linien vorhanden. Neben

Tieren und höheren Pflanzen sind Moose und Algen sowie viele Klassen der Pilze

vertreten. Bei einigen eukaryoten Organismen wie dem
”
Schleimpilz“ Dictyosteli-

um discoideum ist die phylogenetische Einordnung ungeklärt. Es scheint sich also

um eine Familie zu handeln, die bereits zur genetischen Grundausstattung der

ersten eukaryoten Zellen gehört hat. Entsprechend früh in der Evolution muss
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demnach auch die N-terminale Cytochrom b5-Fusion entstanden sein.

In Abbildung 4.4 sind einige Gruppen von zusammengehörigen Sequenzen

durch einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Statistische Unsicherheiten im

gezeigten Stammbaum und mangelnde Kenntnis über die Phylogenie der ersten

Eukaryoten erlauben es jedoch nicht, Schlüsse auf die Verwandtschaftsbeziehun-

gen dieser Gruppen untereinander zu ziehen.

Innerhalb dieser Gruppen ist vor allem die enge Verwandtschaft zwischen

∆6-Desaturasen und Sphingolipid-∆8-Desaturasen interessant (Sequenzen 10–

15). Fettsäure-∆6- (Sequenzen 12–14) und Sphingolipid-∆8-Desaturasen (Se-

quenzen 10, 11 und 15) gibt es sowohl bei Pflanzen als auch bei Pilzen. Die

Sphingolipid-∆8-Desaturase ist bei Pflanzen und Pilzen nahezu ubiquitär, wäh-

rend die Fettsäure-∆6-Desaturase nicht in allen Pflanzenfamilien vorkommt.

Auf den ersten Blick bietet sich daher die Annahme an, dass die er-

ste Desaturase dieser Gruppe eine Sphingolipid-∆8-Desaturase war und die

Fettsäure-∆6-Desaturase von dieser abgeleitet ist. Die Pflanzenfamilien mit

∆6-ungesättigten Fettsäuren sind jedoch phylogenetisch weit sowohl über die

Mono- als auch Dikotyledonen verteilt. Es ist denkbar, dass es innerhalb der Evo-

lution der höheren Pflanzen mehrfach zum Verlust der ∆6-Desaturase-Aktivität

gekommen ist. Die phylogenetische Herkunft der pflanzlichen ∆6-Desaturase kann

demnach noch nicht mit Sicherheit geklärt werden.

Die Familie der
”
Front end“-Desaturasen bietet mehrere Beispiele für einen

Wechsel der Regioselektivität zwischen nahe verwandten Sequenzen. Bei den

Wirbeltieren gibt es sowohl ∆6- als auch ∆5-Desaturasen (Sequenzen 16–19).

Der Zebrafisch Danio rerio bietet mit seiner bifunktionalen ∆5/∆6-Desaturase

(Sequenz 17) ein gutes Beispiel. Die ∆5 und die ∆6-Desaturase aus C. elegans

(Sequenzen 2 und 3) sind anscheinend ebenfalls durch Wechsel der Regioselek-

tivität aus einer einzigen Sequenz hervorgegangen. Da diese beiden Sequenzen

aus C. elegans nicht denen aus den übrigen Tieren homolog sind, muss hier auch

wie bei den ∆12- und ∆15-Desaturasen (Sequenzen 5 und 6 in Abbildung 4.3)

horizontaler Gentransfer von mit der Nahrung aufgenommenen Mikroorganismen

angenommen werden (siehe Abschnitt 4.3.2).
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4.3.4 Sphingolipid-∆4-Desaturasen

Die Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen wird in dieser Arbeit als DES-

Familie bezeichnet. Die Enzyme aus Tieren und Pilzen akzeptieren gesättigte

Sphingolipide als Substrat und fügen die erste Doppelbindung in der ∆4-Position

der Sphingobase ein. Bei Säugetieren konnte gezeigt werden, dass die Desaturie-

rung auf Ebene der Ceramide stattfindet [74]. Bisher konnte leider noch keines

der pflanzlichen Homologe erfolgreich charakterisiert werden. Ein Stammbaum

der DES-Familie ist in Abbildung 4.5 gezeigt.

Die DES-Familie enthält Sequenzen aus Pflanzen, Pilzen und Tieren.

∆4-desaturierte Sphingolipide sind mit wenigen Ausnahmen bei den meisten eu-

karyoten Organismen nachgewiesen worden. Die DES-Familie gehört damit wie

auch die Familien der ∆9 und der
”
Front end“-Desaturasen vermutlich zur geneti-

schen Grundausstattung eukaryoter Zellen. Interessanterweise fehlen in der DES-

Familie wie auch in der Familie der Fettsäure-α-Hydroxylasen (Sequenzen 30–32

in Abbildung 4.1) Sequenzen aus Bakterien oder Blaualgen (siehe Tabelle 3.2). Die

Fettsäure-α-Hydroxylasen hydroxylieren die langkettige Fettsäure des Ceramids

an ihrem C2-Atom. Die Desaturierung und Hydroxylierung des Ceramid-Gerüsts

scheinen also typische eukaryote Eigenschaften zu ein.

M. musculus besitzt zwei Sequenzen aus der DES-Familie. Während M. mus-

culus DES1 (Sequenz 9) eine reine Sphingolipid-∆4-Desaturase ist, handelt es

sich bei M. musculus DES2 (Sequenz 11) um eine bifunktionale Sphingolipid-

∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase. M. musculus DES1 ist näher mit H. sapiens

DES1 und dem DES1-Homolog aus Rattus norvegicus (Sequenzen 8 und 10)

verwandt als mit M. musculus DES2. Dies deutet darauf hin, dass Säugetiere

generell zwei DES-Homologe haben könnten. In dieser Arbeit wurde ein für ein

DES2-Homolog aus H. sapiens kodierender cDNA-Klon untersucht, dieser war

jedoch unvollständig (siehe Abschnitt 2.3).

Wie M. musculus besitzt auch C. elegans zwei DES-Homologe (Sequenzen 6

und 7). Der Stammbaum zeigt eindeutig, dass die beiden Duplikate in C. elegans

und in M. musculus unabhängig voneinander entstanden sind. Interessant ist die



4 DISKUSSION 109

100

Insekten
Apicomplexa

(1) Des1p C. albicans

Pilze

Pflanzen

Säugetiere

Nematoden

(2) Des1p−Homolog N. crassa

(3) Des1p−Homolog S. pombe

100

100

(4) DES−Homolog L. esculentum

(5) DES−Homolog A. thaliana

96

92

(6) DES−Homolog C. elegans

(7) DES−Homolog C. elegans

85

96

(8) DES1 H. sapiens

99

(9) DES1 M. musculus

(10) DES1−Homolog R. norvegicus

(11) DES2 M. musculus

76

(12) DES−1 D. melanogaster

(13) DES−1−Homolog T. gondii

Abbildung 4.5: Stammbaum der Familie der Sphingolipid-∆4-Desaturasen. Fünf Grup-

pen von Sequenzen sind durch einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Diese sind

Sequenzen aus Pilzen (Sequenzen 1–3), Pflanzen (Sequenzen 4 und 5), C. elegans (Se-

quenzen 6 und 7), Säugetieren (Sequenzen 8–11) sowie eine Gruppe mit je einer Sequenz

aus D. melanogaster und dem intrazellulären Parasiten Toxoplasma gondii (Sequenzen

12 und 13). Der Maximum likelihood -Stammbaum wurde mit TREE-PUZZLE [93] und

ATV aus einem mit T-Coffee [80] berechneten Alignment der vollständigen Aminosäure-

sequenzen erstellt. Die Nummern an den internen Verzweigungen geben die Verlässlich-

keit der Verzweigungen auf einer Skala von 0 bis 100 an. Die Wurzel des Stammbaums

wurde aus Abbildung 4.1 abgeleitet. Die SWISS-PROT/TrEMBL-Zugangsnummern

der Sequenzen sind: (1) Basen 7499–8611 des Contig 6-2340, (2) Basen 17916–16535

des Contig 9a58, (3) O59715, (4) Q8S459, (5) Q9ZPH4, (6) Q9XWK1, (7) O44186,

(8) O15121, (9) Q8R4H3, (10) Q91XI6, (11) Q8R2F2, (12) Q94515, (13) Q968Z3



4 DISKUSSION 110

Einordnung des DES-Homologs aus Toxoplasma gondii (Sequenz 13) als Schwe-

stersequenz zu DES-1 aus D. melanogaster (Sequenz 12). Eine solche Einordung

ist nur durch horizontalen Gentransfer zu erklären. Toxoplasma gondii gehört

wie auch die Malaria-Erreger der Gattung Plasmodium zur Gruppe der Apicom-

plexa. Die Apicomplexa sind obligate Endoparasiten mit zwei- oder dreiphasigem

Generationswechsel, deren Lebenszyklus sich in mehreren End- und Zwischen-

wirten abspielt. Die Untergruppe der Coccidia, zu der sowohl Toxoplasma gondii

als auch Plasmodium gehören, ist dabei durch das Auftreten von intrazellulä-

ren Entwicklungsstadien gekennzeichnet. Es ist daher ohne weiteres vorstellbar,

dass Toxoplasma gondii sein DES-1-Homolog durch horizontalen Gentransfer von

einem zu den Insekten gehörenden Wirt erhalten hat.

4.4 In vivo-Funktionen der Sphingolipid-∆4-Desaturase

Drei Mitglieder der DES-Familie sind bereits mit molekularbiologischen Metho-

den untersucht worden, ohne dass ihre biochemische Funktion bekannt war. Dies

sind das des-Gen aus D. melanogaster [28], DES1 (Mdes) aus M. musculus [29]

und das DES1-Protein (MLD) aus H. sapiens [12].

Das des-Gen aus D. melanogaster ist durch eine Mutation inaktiviert worden,

die bei Männchen zu einem Defekt in der Spermatogenese führt[28]. Der Zellzyklus

der primären Spermatocyten ist am G2/M-Übergang der Meiose I blockiert, in ei-

nem Stadium direkt bevor bei Wildtyp-Männchen die Kondensation der Chromo-

somen eingeleitet wird. Der Phänotyp der Mutante kann durch eine funktionelle

Kopie des des-Gens komplementiert werden. Neben der Sterilität der Männchen

führt die Inaktivierung des des-Gens zu einer 20–50%igen Letalität während der

Embryonalentwicklung sowohl bei Männchen als auch bei Weibchen. Angesichts

der vielfältigen Funktionen der Sphingolipide in Signalübermittlung und Mem-

branstruktur ist es erstaunlich, dass die des-Mutante überhaupt lebensfähig ist.

Im Drosophila-Genom gibt es jedoch kein zweites des-homologes Gen, das die

Mutation komplementieren könnte.

Die Fruchtbarkeit der Weibchen ist in der des-Mutante nicht beeinträchtigt,
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obwohl bei der Entwicklung der Eizelle auch eine Meiose stattfindet. Allerdings

ist der zeitliche Ablauf der Entwicklung von Spermien und Eizellen völlig anders.

Während Spermien im erwachsenen Männchen laufend neu gebildet werden, fin-

det die Bildung der Eizellen schon früh während der Entwicklung des Weibchens

statt. Anschließend gelangen die Eizellen in einen Ruhezustand. Man könnte spe-

kulieren, dass die Funktion des des-Gens zur Aufrechterhaltung der Bildung von

Spermien im erwachsenen Tier notwendig ist. Interessanterweise gibt es auch beim

Menschen eine Form von männlicher Sterilität, bei der der Zellzyklus der Sper-

matogenese in einem ähnlichen Stadium am G2/M-Übergang blockiert ist [66].

Eine nähere Untersuchung der Rolle des des-Gens bei der Steuerung der Meiose

könnte also auch von medizinischem Interesse sein.

Der Phänotyp der des-Mutante ist dem von vier anderen D. melanogaster -

Mutanten sehr ähnlich. In den Mutanten always early (aly), cannonball (can),

meiosis I arrest (mia) und spermatocyte arrest (sa) ist der Zellzyklus ebenfalls

am G2/M-Übergang der Meiose blockiert [66]. In den Mutanten aly, can, mia und

sa sowie bei des ist nicht nur der Zellzyklus, sondern auch die Differenzierung der

Spermatiden blockiert. Hierin unterscheiden sie sich von Mutationen in Kern-

komponenten des Zellzyklus wie cdc2 oder twine, bei denen zwar der Zellzyklus

blockiert ist, die Differenzierung der Spermatiden aber trotzdem weiterläuft [66].

Hieraus lässt sich schließen, dass das DES-1-Protein sowie die Proteine ALY,

CAN, MIA und SA an einem übergeordneten Signaltransduktionsweg beteiligt

sind, der sowohl den Eintritt in die Meiose als auch die Differenzierung der Sper-

matiden steuert [66].

Der einzige sichbare Unterschied zwischen der des-Mutante und aly, can, mia

und sa ist, dass in des der Zellzyklus direkt vor der Kondensation der Chromoso-

men zum Stillstand kommt, während in aly, can, mia und sa die Chromosomen

noch teilweise kondensieren. Der Zellzyklus in der des-Mutante ist also in einem

geringfügig früheren Stadium als bei aly, can, mia und sa blockiert. Die Identi-

fizierung des DES-1-Proteins als Sphingolipid-∆4-Desaturase legt nahe, dass das

Signal zum Eintritt in die Meiose durch ∆4-desaturierte Sphingolipide übermittelt

wird. In diesem Zusammenhang wäre es wichtig zu prüfen, ob sich die Funktion
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des DES-1-Proteins selbst von der Funktion der ∆4-desaturierten Sphingolipide

trennen lässt. Dies wäre zum Beispiel möglich, indem man durch gerichtete Muta-

genese eine katalytisch inaktive Mutante des DES-1-Proteins erstellt, die aber wie

der Wildtyp an Protein–Protein-Wechselwirkungen teilnehmen kann. Hierfür wür-

de sich besonders ein Austausch der katalytisch essenziellen Histidin-Positionen

[95] anbieten.

C. elegans besitzt zwei DES-Homologe (GenBank-Zugangsnummern

NP 493549 und NP 501256), die in dieser Arbeit nicht biochemisch charakteri-

siert wurden. In einer Studie, in der über 80% der C. elegans-Gene durch RNAi

inaktiviert wurden, führte die Inaktivierung von keinem dieser beiden Gene zu

einem Phänotyp [47]. Es ist denkbar, dass sich die beiden Gene in ihrer Funktion

gegenseitig komplementieren können. In diesem Fall müsste man beide Gene

gleichzeitig durch RNAi inaktivieren. In einer anderen Studie mit C. elegans

wurden 552 unter den verschiedensten Wachstumsbedingungen durchgeführte

Microarray-Experimente gemeinsam analysiert [54]. Die untersuchten Gene

wurden nach ihren Expressionsmustern in verschiede Gruppen eingeteilt. Eines

der beiden DES-Homologe (NP 493549) hat ein ähnliches Expressionsmuster wie

die meisten Gene des Lipidstoffwechsels. Das andere DES-Homolog (NP 501256)

gehört dagegen zu einer Gruppe von Genen, die besonders stark in der Keimbahn

exprimiert werden.

Das Expressionsmuster des M. musculus des1 -Gens im Hodengewebe der

Maus ähnelt dem des des-1 -Transskripts in D. melanogaster [29]. Dieses Ergebnis

sowie die in C. elegans legen die Vermutung nahe, dass neben D. melanogaster

auch in anderen Organismen DES-Homolge an der Regulation der Keimzellbil-

dung beteiligt sein könnten. Entsprechende Untersuchungen wären auch in Pflan-

zen interessant, da hier anders als in Tieren Meiose und Keimzellbildung durch

ein haploides Stadium getrennt sind. Es wäre interessant zu untersuchen, ob die

Aktivität eines DES-Homologs in der diploiden Generation, dem Sporophyten,

oder in der haploiden Generation, dem Gametophyten, erforderlich ist. Nur eini-

ge Algen wie die Diatomeen und die Braunalge Fucus sind reine Diplonten, bei

denen wie bei den Tieren die Meiose direkt zur Gametenbildung führt.
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Die menschliche Sphingolipid-∆4-Desaturase DES1 wurde zuvor bereits in ei-

nem völlig anderen Zusammenhang untersucht. Das DES1-Protein (MLD) inter-

agiert in einem Yeast two-hybrid screen physikalisch mit dem Epidermal growth

factor - (EGF) Rezeptor [12]. In der gleichen Studie wurde DES1 (MLD) in

293 EBNA-Zellen überexprimiert. Diese Überexpression verminderte die Expres-

sion des EGF-Rezeptors durch einen post-transkriptionellen Mechanismus. Der

EGF-Rezeptor ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die bei Bindung des EGF dime-

risiert und in den aktiven Zustand übergeht [92]. Der Epidermal growth factor

(EGF) gehört wie auch der Transforming growth factor-β (TGF-β), der Platelet-

derived growth factor (PDGF) und der Vasculur endothelial growth factor (VE-

GF) zu einer Gruppe von kleinen Polypeptiden, die bei Säugetieren die Zellteilung

in unterschiedlichen Gewebetypen regulieren, aber auch bei der Entstehung von

Krebs eine wichtige Rolle spielen [7].

Es gibt Hinweise, dass der ∆4-desaturierte Sphingolipid-Messenger Sphingo-

sin-1-phosphat bzw. seine G-Protein-gekoppelten Rezeptoren an der Signalüber-

mittlung des EGF-Rezeptors [53], des PDGF-Rezeptors [1, 39, 87] und des VEGF-

Rezeptors [108] beteiligt sind. Die Ergebnisse hierzu sind jedoch nicht eindeu-

tig [57]. Sphingosin-1-phosphat bindet an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der

EDG-Familie [56]. Von den acht bekannten Mitgliedern der EDG-Familie sind fünf

spezifisch für Sphingosin-1-phosphat (S1P1/EDG1, S1P2/EDG5, S1P3/EDG3,

S1P4/EDG6 und S1P5/EDG8), während die anderen drei spezifisch für Lyso-

phosphatidsäure sind (LPA1/EDG2, LPA2/EDG4 und LPA3/EDG7) [56].

Es ist interessant, inwieweit die ∆4-Doppelbindung von Sphingosin-1-phos-

phat für die Bindung an seine Rezeptoren nötig ist. Die Affinität für

Sphinganin-1-phosphat (ohne ∆4-Doppelbindung) ist 20fach niedriger als die

Affinität für Sphingosin-1-phosphat (mit ∆4-Doppelbindung) bei der Bindung

an S1P2/EDG5, aber nur 3fach niedriger bei S1P1/EDG1, S1P3/EDG3 und

S1P4/EDG6 [107]. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Phytosphinganin-

1-phosphat (mit C4-Hydroxygruppe) mit sehr hoher Affinität an S1P4/EDG6

bindet [13]. Eine mögliche Struktur des Sphingosin-1-phosphat-Rezeptors

S1P4/EDG6 ist in silico vorhergesagt worden [117]. In dieser Studie sind Ami-
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nosäurepositionen identifiziert worden, die für die Spezifität von S1P4/EDG6

für Sphingosin-1-phosphat wichtig sein könnten. Eine unterschiedliche Affinität

der einzelnen Rezeptoren für Sphingosin-1-phosphat, Sphinganin-1-phosphat und

Phytosphinganin-1-phosphat ist für die Untersuchung einer möglichen physiologi-

schen Funktion der Sphingolipid-∆4-Desaturase und besonders der bifunktionalen

Sphingolipid-∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase DES2 aus M. musculus wichtig.

4.5 Biosynthese und Signalübermittlung: Perspektiven

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage für eine Reihe weiterer Un-

tersuchungen über die Biosynthese der Sphingolipide und ihre Beteiligung an der

Signalübermittlung. An erster Stelle steht hierbei die Aufklärung der biochemi-

schen Funktion des DES-Homologs aus L. esculentum, das bei der Expression in

S. cerevisiae keine Aktivität zeigte. Das DES-Homolog aus A. thaliana zeigte bei

der Expression in S. cerevisiae ebenfalls keine Aktivität (J. Napier, persönliche

Mitteilung). Es wäre denkbar, dass die pflanzlichen DES-Homologe Anforderun-

gen an Substrat oder Kofaktoren stellen, die in S. cerevisiae nicht erfüllt werden.

Gleiches könnte auch die Ursache für die schwache Aktivität von DES1 und DES2

aus H. sapiens und M. musculus sein. Hier würde sich der Einsatz eines besser

an die Erfordernisse dieser Enzyme angepassten Expressionssystems anbieten.

Weitere offene Fragen betreffen das Zusammenspiel der verschiedenen

Sphingolipid-modifizierenden Enzyme aus Pflanzen. Pflanzen verfügen über zwei

Sphingolipid-C4-Hydroxylasen [101], zwei Sphingolipid-∆8-Desaturasen ([103]

und P. Sperling, unveröffentlicht) und ein DES-Homolog. In welcher Rei-

henfolge führen diese Enzyme ihre Sphingolipid-Modifikationen durch? Die

∆8-Desaturasen aus A. thaliana bevorzugen beide bei der Expression in S. cere-

visiae Phytosphinganin gegenüber Sphinganin als Substrat ([103] und P. Sper-

ling, unveröffentlicht). Welche Unterschiede gibt es zwischen den Isoenzymen?

Werden die Isoenzyme in verschiedenen Geweben oder Entwicklungsstufen expri-

miert?

Eine wichtige Frage ist auch die Substratspezifität der Sphingolipid-
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modifizierenden Enzyme. In Säugetieren konnte gezeigt werden, dass die ∆4-De-

saturierung auf Ceramid-Ebene stattfindet [74]. Die C4-Hydroxylierung in S. ce-

revisiae scheint dagegen auf der Ebene der freien Sphingobasen zu erfolgen [22,

46, 122]. Eine weitere denkbare Variante wäre eine Spezifität für Cerebroside oder

Glykosylinositolphosphorylceramide. Eine systematische Analyse der verschiede-

nen Sphingolipid-∆4-Desaturasen, -∆8-Desaturasen und -C4-Hydroxylasen aus

Pflanzen, Pilzen und Tieren wäre hier hilfreich.

Ein sehr interessantes Gebiet ist die Signalübermittlung durch Sphingolipide.

Sphingolipide sind an grundlegenden Funktionen wie der Kontrolle der Zelltei-

lung, der Zellerkennung und der Stressantwort beteiligt. Daneben spielen sie eine

strukturelle Rolle bei der Bildung von Membranmikrodomänen, in denen sich eine

große Zahl von Proteinen selektiv auf engem Raum zusammenlagern. Viele dieser

Proteine sind an der Signalübermittlung beteiligt, sodass die Mikrodomänen mit

”
Relaisstationen“ verglichen werden können. Interessanterweise sind viele der zel-

lulären Funktionen der Sphingolipide wie die Kontrolle der Zellteilung wichtig für

die Organisation vielzelliger eukaryoter Organismen. Hieraus könnten sich auch

medizinische Anwendungen ergeben, zum Beispiel bei der Kontrolle des Wachs-

tums von Krebszellen.

Bei der Signalübermittlung durch Sphingolipide hat sich durch die Entdeckung

ein neuer Ansatzpunkt aufgetan, dass das DES-1-Protein in D. melanogaster eine

Sphingolipid-∆4-Desaturase-Aktivität hat. Das DES-1-Protein ist bei der Sper-

matogenese in D. melanogaster für den Eintritt des Zellzyklus in die Meiose not-

wendig [28]. Hier wäre es wichtig zu untersuchen, inwieweit sich die Funktion des

DES-1-Proteins von denen der ∆4-desaturierten Sphingolipide trennen lässt. Es

ist bereits seit längerem bekannt, dass Sphingolipid-Signalmoleküle an der Kon-

trolle des Zellzyklus beteiligt sind [70, 84]. Jedoch handelt es sich dabei um die

Kontrolle des G1/S-Übergangs bei der Mitose, während das DES-1-Protein den

G2/M-Übergang bei der Spermatogenese in D. melanogaster kontrolliert.

Es wäre sehr interessant zu untersuchen, ob die Funktion des DES-1-Proteins

bei der Kontrolle des G2/M-Übergangs in anderen Organismen konserviert ist.

Dies gilt vor allem für Pflanzen und Säugetiere. Hier bieten sich eine Untersu-
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chung des Expressionsmusters in verschiedenen Geweben und Entwicklungsstufen

sowie Knockout-Experimente an. Eine weitere Alternative ist die Auswertung von

Microarray-Daten, die unter verschiedenen Bedingungen aufgenommen wurden.

Bei Pflanzen ist vor kurzem eine Beteiligung von Sphingosin-1-phosphat an

der Schließung der Spaltöffnungen bei Wassermangel gefunden worden [79]. Die

Schließung der Spaltöffnungen ist ein komplexer Prozess, der durch das Phytohor-

mon Abscisinsäure (ABA) vermittelt wird. An der Signalübermittlung durch ABA

sind außerdem die α-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine (A. thaliana besitzt

nur eine α-Untereinheit) [119], die Phospholipase Dα [91], cytosolisches Kalzium

[79] und durch die Nitrat-Reduktase produziertes Stickstoffmonoxyd (NO) be-

teiligt [20]. Die Beteiligung der Phospholipase Dα zeigt, dass bei der Schließung

der Spaltöffnungen sowohl von Glycero- als auch von Sphingolipiden abgeleitete

Signalmoleküle beteiligt sind. Noch nicht identifiziert ist der pflanzliche Sphingo-

sin-1-phosphat-Rezeptor. Pflanzen besitzen keine Rezeptoren der EDG-Familie,

die in Säugetieren Sphingosin-1-phosphat wahrnehmen.

Das Phytohormon Abscisinsäure vermittelt nicht nur die Schließung von Spalt-

öffnungen, sondern ist auch für die Einleitung von Ruhezuständen, z.B. bei der Sa-

menreife, verantwortlich. ABA induziert die Expression des Proteins ICK1 [118].

ICK1 interagiert mit der zyklinabhängigen Kinase Cdc2a und dem Zyklin CycD3

und greift damit direkt in die Regulation des Zellzyklus ein [118]. Es wäre inter-

essant, ob Sphingolipide auch an dem Signalübermittlungsweg beteiligt sind, der

zur Induktion von ICK1 führt. Eine sehr gute Übersicht über den pflanzlichen

Zellzyklus findet sich in [76].

Des Weiteren spielen Sphingolipide eine Rolle bei der Erkennung phytopa-

thogener Pilze durch Pflanzen. Pilzliche Cerebroside wirken als Elizitoren und

führen zur Einleitung pflanzlicher Abwehrreaktionen wie der hypersensitiven Re-

aktion und der Bildung von Phytoalexinen [58, 115, 116]. Ein entscheidendes

Merkmal, das der Pflanze die Erkennung
”
fremder“ Sphingolipide ermöglicht, ist

eine C9-Methylverzweigung. Diese ist für die Cerebroside vieler Pilze typisch,

kommt aber bei Pflanzen und Tieren nicht vor. Cerebroside humanpathogener

Pilze bewirken auch bei Säugetieren die Einleitung einer Immunabwehr [83, 86].
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Pflanzen bilden eine Klasse von Peptiden mit fungizider Wirkung, die De-

fensine. Die Defensine integrieren in die Plasmamembran phytopathogener Pilze

und machen sie für kleine Moleküle durchlässig [9]. Es gibt Hinweise, dass bei

der Integration der Defensine in die Plamamembran Sphingolipide beteiligt sind

[109, 110].

Sphingolipide sind auch an der Steuerung des Entwicklungszyklus von Pilzen

beteiligt. Der Übergang von der Hefe- in die Mycelform einiger Pilze wird durch

die Bildung von Cerebrosiden mit einer ∆3-Doppelbindung in der langkettigen

Fettsäure eingeleitet [112, 113].

Die Identifizierung der Sphingolipid-C9-Methyltransferase und der Fettsäure-

∆3-Desaturase wären eine wichtige Voraussetzung für die weitere Untersuchung

der Rolle von Sphingolipiden bei den Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und

phytopathogenen Pilzen und bei der Steuerung des Entwicklungszyklus der Pil-

ze. Für die Identifizierung dieser beiden Enzyme bietet sich die in dieser Arbeit

entwickelte Bioinformatik-Strategie an.

Im Anschluss an diese Dissertation möchte ich mich mit der Identifizierung

der Sphingolipid-C9-Methyltransferase und der Fettsäure-∆3-Desaturase beschäf-

tigen.



Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde in einer computergestützten Strategie eine neue Familie

von Proteinsequenzen identifiziert, die anschließend durch heterologe Expression

im Saccharomyces cerevisiae biochemisch als Sphingolipid-∆4-Desaturasen cha-

rakterisiert wurden.

Die computergestützte Strategie zur Identifizierung der neuen Proteinfamilie

bestand aus drei Stufen. Die erste Stufe war die Erstellung einer möglichst um-

fassenden Sammlung membrangebundener Desaturasen und Hydroxylasen mit

Hilfe des Datenbank-Suchprogramms PSI-Blast. Die zweite Stufe war die Ein-

teilung der mit PSI-Blast erstellten Sammlung an Sequenzen in Familien. Diese

Einteilung wurde zunächst manuell anhand von phylogenetischen Stammbäumen

vorgenommen. Später wurde zusätzlich eine automatische Einteilung mit Hilfe

des Programmes TRIBE-MCL durchgeführt, die zu sehr guten Ergebnissen führ-

te. In der dritten Stufe wurde eine Familie von Proteinsequenzen identifiziert, die

als putative Sphingolipid-∆4-Desaturasen angesehen werden konnten.

Die heterologe Expression im S. cerevisiae-Stamm TDY2037-sur2 ∆ zeigte,

dass es sich tatsächlich um eine Familie von Sphingolipid-∆4-Desaturasen handel-

te. Eine Sphingolipid-∆4-Desaturase-Aktivität konnte für die Familienmitglieder

aus dem Menschen (Homo sapiens), der Maus (Mus musculus), der Fruchtfliege

(Drosophila melanogaster) und der Hefe Candida albicans nachgewiesen werden.

Einzig die Sequenz aus der Tomate (Lycopersicon esculentum) zeigte keine Akti-

vität. Eines der beiden untersuchten Enzyme aus M. musculus zeigte zusätzlich

eine Sphingolipid-C4-Hydroxylase-Aktivität. Es handelt sich bei diesem Enzym

also um eine bifunktionale Sphingolipid-∆4-Desaturase/C4-Hydroxylase.

Drei der in dieser Arbeit als Sphingolipid-∆4-Desaturasen charakterisierten

Proteine waren bereits zuvor mit molekularbiologischen Methoden untersucht

worden, ohne dass ihre biochemische Aktivität bekannt war. Dies waren H. sa-
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piens DES1 (MLD), M. musculus Des1 (Mdes) und D. melanogaster DES-1.

Die Aktivität von DES-1 ist für einen normalen Ablauf der Spermatogenese in

D. melanogaster nötig. In der des-Mutante ist das Fortschreiten des Zellzyklus

und die Differenzierung der Spermatiden am Beginn der ersten meiotischen Tei-

lung blockiert (K. Endo, T. Akiyama, S. Kobayashi und M. Okada (1996)

Mol. Gen. Genet. 253, 157–165). Die Charakterisierung des DES-1-Proteins als

Sphingolipid-∆4-Desaturase zeigt, dass es eine bisher unbekannte Verknüpfung

zwischen ∆4-ungesättigten Sphingolipiden oder den Enzymen ihrer Biosynthese

und der Steuerung der Spermatogenese gibt.
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