Einleitung 1

1 Einleitung

Die Mehrzahl der heute lebenden eukaryotischen Zelen sind photosynthetische Zellen,
angefangen von einzdligen Algen Uber Moose und Farne bis hin zu den Zdlen hoherer Pflanzen
(Kleinig & Sitte, 1986). Die Biomasse der Pflanzen (Phytomasse) ist somit fast 1000mal groéfier
als die der entsprechenden tierischen Organismen (Zoomasse, Strasburger, 1996). Fast alle diese
Zdlen enthaten einen bestimmten Typ von Plastiden, den Chloroplasten (Abb. 1-1), dessen
wichtigste Funktion die Photosynthese ist. Diese findet in der photosynthetischen Membran, der
Thylakoidmembran, statt. Die Thylakoidmembran besteht vor allem aus den Pigment-Protein-
Komplexen des photosynthetischen Apparats, der in ene thylakoidspezifische Lipidmatrix
gebettet ist. Im Raummoddl gdlt man sSich enen enzenen zusammenhdngenden
Membrankérper vor. Dieser setzt sch aus stark gestapelten Bereichen (Grana) und
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Abb. 1-1: Strukturmodell eines Chloroplasten einer haufigsten  vorkommenden  organischen
héheren Pflanze. (Mohr & Schopfer, Lehrbuch der

Pflanzenphysiologie, 1992). Verbindungen der Natur (Webb & Green,

1991). Der Trockenmasse-Anteil der Membranlipide allein wird in vegetativen Pflanzenzellen auf
5-10% geschétzt (Ohlrogge & Browse, 1995).

Die Funktion und der Aufbau der Pigment-Protein-Komplexe sind bereits, einschliefdich
der Rontgenkristallstruktur, sehr gut untersucht. So konnten neben dem Reaktionszentrum des
Purpurbakteriums unter anderem auch die pflanzlichen Photosysteme | und |1 kristallisiert,
analysiert und verglichen werden (Michd & Desenhofer, 1988; Fromme 1997; Rhee et al.,
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1998). Die Kenntnis der Kristallstruktur am Beispiel der ATP-Synthase, einem Enzym, dasin der
inneren Membran der Mitochondrien, aber auch in der Thylakoidmembran des Chloroplasten
lokalisiert ist (Abrahams et al., 1994), zeigt den grof3en Informationsgehalt, der mit dieser
Analysemethode gewonnen werden kann. Der durch die Struktur der F;-ATPase vorausgesagte
» Motor* konnte in der Beobachtung der Rotation der g-Untereinheit der F,-ATPase (Noji et al.,
1997; Yasuda et al., 1998) bestétigt werden.

Die Fille der wissenschaftlichen Informationen Uber die photosynthetischen Pigment-
Protein-Komplexe stehen in starkem Gegensatz zu dem noch geringen Wissen Uber die Funktion
der se umgebenden Matrix. So ist inzwischen zwar eniges Uber die biophyskalischen
Eigenschaften der Thylakoidlipide bekannt (zusammengefaldt von Webb & Green, 1991). Aber
man weil3 relativ wenig Uber ihre Biosynthese und Funktion, ihre Bedeutung fir die Biogenese
der Membran und ihre Rolle in der Photosynthese. Dabel gibt es ene Fille von
Verdffentlichungen, die eine spezifische Assoziation zwischen bestimmten Lipiden und der
heterologen Verteilung der Pigment-Protein-Komplexe (Murata et al., 1985; Trémolieres et al.,
1994; Sato et al., 1995; Ubersichtsartikel: Williams, 1994; Maréchal et al., 1997) oder auch der
ATP-Synthase (Pick et al., 1987) in der Thylakoidmembran vermuten |&(¥.

1.1 Lipidein der photosynthetischen Membran
Unsere heutige Vorstellung von der Biomembran basiert auf dem Fluidmosaik-Modéell, das 1972
von Singer und Nicolson formuliert wurde. Dieses Modell beschreibt das strukturelle Gerist
ener Membran alsfliissg-krigtalline Lipid-Doppel schicht, in der die Membranproteine lateral frel
beweglich snd. Zu den Grundeigenschaften von Biomembranen, zu denen die
Thylakoidmembran zahlt, gehdren Stabilitét, Flexibilitét, Fluiditét und Semipermeabilitét, fur die
sch vor alem die Membranlipide verantwortlich zeigen. Bel Membranlipiden handdt es sich um
polare Lipide, die aus einer hydrophilen Kopfgruppe und einem lipophilen Schwanz bestehen.
Der Hauptanteil sowohl von eukaryotischen als auch von prokaryotischen Thylakoid-
membranen wird von den beiden ungedadenen Galactolipiden Monogal actosyldiacylglycerid
(MGDG) und Digalactosyldiacylglycerid (DGDG) gestelt (Abb. 1-2 B). Dartiber hinaus
beinhalten se as negativ geladene Lipide Sulfoquinovosyldiacylglycerid (SQDG) und
Phosphatidylglycerid (PG) (Abb. 1-2 A). Diese Lipidzusammensetzung ist aus verschiedenen

Grinden bemerkenswert: Zum einen weist sie einen besonders hohen Antell (in htheren Pflanzen
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~80%) an den ungeladenen Glykolipiden MGDG und DGDG auf, wahrend in anderen
Membranen zumeist die zwitterionischen oder negativ geladenen  Phospholipide
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylglycerin (PG) (Abb. 1-
2 C) am daksen vertreten snd (Kotyk et al.,, 1988). Zum anderen enthdlt die
Thylakoidmembran keine Sterole wie z. B. Cholesterin, deren Anteil in anderen Membranen oft
bis zu 50% betrdgt und die zu ener Verminderung der Membranfluiditét fihren. Die
ungewohnliche Zusammensetzung der Thylakoidmembran wirft die Frage auf, wie jedes einzelne
dieser Lipide zu den besonderen Charakteristika der Membran betragt. Fur die
Membranlipidzusammensetzung der Chloroplasten bel ener htheren Pflanze, z. B. Arabidopsis
thaliana, ergeben sich folgende Werte: MGDG: 53,7%, DGDG: 20,9%, SQDG: 3,9%, PG:
9,5%, und PC: 12,0%, wobei das zwitterionische Phosphatidylcholin (PC) ausschliefdich in der
auReren Hullmembran (envelope) des Chloroplasten vorkommt (Douce & Joyard, 1990). Ein
Merkmal der Thylakoidmembran ist die auffallend hohe Wechsawirkung von PG mit Proteinen
der beiden Photosysteme | und 11, was Uber Elektronenspinresonanz gezeigt werden konnte (Li
et al., 1989). Auch Krigallisationsstudien mit dem Lichtsammelsystem des Photosystems I
(LHCII) weisen auf das Vorliegen von stochiometrischen Mengen PG und DGDG hin
(Nuf3berger et al., 1993). Im Gegensatz zu PG liefd sich DGDG aber leicht entfernen und scheint
fur die Trimeriserung der LHC's nicht notwendig zu sein. Fir die besondere Funktion von PG
in der Thylakoidmembran werden zwel Grinde angefiihrt: Einersdts vermutet man ene
Wechsdwirkung zwischen der negativ geladenen Kopfgruppe von PG und den positiv geladenen
Aminosdureresten des LHCII (Kuhlbrandt, 1994), anderersdts glaubt man, dai trans-D’-
Hexadecansaure (t-16:1), die hauptsichlich mit dem Glycerin-Rickgrat von PG verestert ist
(Bahl et al., 1976), eine wichtige Rolle spidit.
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Abb. 1-2: Strukturen charakteristischer Lipide photosynthetischer M embranen.
A, anionische Lipide; B, ungeladene Glycolipide; C, zwitterionische Lipide. Re=Alkylreste

Thylakoidlipide enthalten jewells zwel unverzweigte Fettsauren, die in der Regdl aus 16

oder 18 Kohlenstoffatomen bestehen. Diese Fettsiuren haben Ublicherwese bis zu dre nicht

konjugierte cis-Doppel bindungen, wobel die mehrfach ungeséttigten Fettséuren besonders haufig

vertreten sind. So betrdgt der Antell der ungesdttigten Fettsauren 16:3 und 18:3 in
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Spinatthylakoiden zusammen fast 90% aller vorhandenen Fettsauren (Webb & Green, 1991).
Der hohe Antell an ungeséttigten Fettsduren fuhrt trotz hohen Proteingehalts zu einer relativ
grofRen Fuiditdt der Thylakoidmembran. Um diese Fluiditdt zu bewahren, haben vide Zdlen die
Fahigkeit entwickelt, den Desaturierungsgrad ihrer Membranlipide entsprechend der
Umgebungstemperatur zu regulieren. Ciliaten z. B. kdnnen nach dem Absenken der Temperatur
zusitzliche Doppelbindungen in die FettsBurereste ihrer bereits vorhandenen Phospholipide
enfigen (Wunderlich et al., 1973), wadhrend Cyanobakterien bel tieferen Temperaturen
bevorzugt ungeséttigte Fettsduren neu synthetiseren (Sakamoto et al., 1994).

Die Fettsurebiosynthese findet bei Pflanzen im Gegensatz zu tierischen Systemen nicht
im Cytosol, sondern in den Plastiden statt. Die anschlief3ende Biosynthese der Glycerolipide
kann, wie man aus Markierungsexperimenten (Roughan & Slack, 1982) sowie Untersuchungen
mit Mutanten von Arabidopsis (Browse & Somerville 1991) schliefdt, auf zwei Reaktionswegen
erfolgen: So wird en prokaryotischer und ein eukaryotischer Weg im Chloroplasten bzw. im
Endoplasmatischen Retikulum vorgeschlagen (zusammengefald von Ohlrogge & Browse 1995).
Die Ubertragung der polaren Kopfgruppen der Thylakoidlipide auf die Diacylglycerin-Einheit
erfolgt wiederum im Chloroplasten.

Von besonderem Interesse sind Lipide auch in ihrer Funktion als Speicher- oder
Reservestoffe, da pflanzliche Fette nicht nur als Nahrungsmittel, sondern auch als Rohstoffe fiir
die Industrie genutzt werden konnen. Diesen Speicherlipiden, Triacylglyceriden, gilt unter
anderem aus okonomischen Griinden das Hauptinteresse der pflanzlichen Lipidforschung. Im
Mittelpunkt steht dabel die Biosynthese und Modifizierung der Fettsauren, wobe durch die
Fortschritte der Molekularbiologie und Gentechnik Pflanzenfette mal3geschneidert werden
konnen (Ubersichtsartikel: Ohlrogge, 1994; Topfer et al., 1995).

Diese Arbeit befald sich in erster Linie mit der Funktion und Biosynthese eines
Thylakoidlipids, dem Sulfolipid SQDG.
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1.2  Das Sulfolipid

Die Entdeckung des pflanzlichen Sulfolipids vor etwa 40 Jahren beruhte auf Markierungs-
experimenten mit radioaktivem Sulfat, die 1959 von Benson et al. mit Purpurbakterien, Algen
und hoheren Pflanzen durchgefihrt wurden. Lipidextrakte dieser unterschiedlichen
photosynthetischen Organismen zeigten ein schwefdhaltiges Lipid, dessen Strukturaufklarung
ergab, da3 es sich um 1,2-Di-O-acyl-3-O-a-D-6-desoxy-6-sulfo-glucopyranosyl]-sn-glycerin
(Sulfoquinovosyldiacylglycerin) handdte (Benson, 1963). Charakteristisch ist vor alem die
Struktur der Kopfgruppe, bei der, als Derivat der Glucose, die 6-Hydroxyl-Position durch eine
Sulfonatgruppe ersetzt wurde. Diese Sulfoquinovosylgruppe ist bei physiologischen pH-Werten
negativ geladen.

Bemerkenswert ist, dald Sulfolipid in neuerer Zeit als vielversprechende Substanz gegen
Tumore und HIV diskutiert wird (Gustafson et al., 1989; Mizushina et al., 1998; Otha et al.,
1998). Die Wirkung von Sulfolipid beruht dabel vermutlich auf einer starken Inhibierung der
eukaryotischen DNA-Polymerase und der HIV-reversen Transkriptase Typ 1. Im Rahmen der
Entdeckung dieser Schutzwirkung wurde Sulfolipid chemisch synthetisiert und seine antiviraen
Effekte, sowie seine Struktur bestétigt (Gordon & Danishevsky, 1992).

Nach der Entdeckung des Sulfolipids wurden unterschiedlichste Organismen bezliglich
ihres Gehaltes untersucht (zusammengefaldt von Haines, 1976). Der Sulfolipidanteil kann von
Organismus zu Organismus stark variieren, so betrdgt er 2,5% in dem Purpurbakterium
Rhodobacter sphaeroides, 18,6% in der Braunalge Fucus vesiculosus (Radunz, 1969) und
erreicht in bestimmten marinen Algen Uber 40% der Gesamtglykolipide (Dembitsky et al. 1991).
Hohere Pflanzen enthalten etwa 4% Sulfolipid von der Gesamtmenge an polaren Lipiden (Douce
& Joyard, 1990) wobei dieser Anteil, in Abhangigkeit vom Phosphatgehalt des Mediums, stark
schwanken kann (Benning, 1998). Als Thylakoidlipid it das pflanzliche Sulfolipid nach
Glutathion, Cystein und Methionin eine der in der Natur am haufigsten vorkommende schwefel -
organische Verbindung. Daher wird ihm eine bedeutende Rolle im globalen Schwefelkreidauf
beigemessen (Heinz, 1993).

Die Struktur der Kopfgruppe des Sulfalipidsist in allen bisang untersuchten Organismen
identisch; so konnte z. B. mit Hilfe der Massenspektroskopie gezeigt werden, dal3 die
Kopfgruppe des pflanzlichen Sulfolipids mit der aus R. sphaeroides Ubereinstimmt (Gage et al.,
1992). Jedoch konnen sich Sulfolipid-Préparationen aus unterschiedlichen Organismen
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hinschtlich der Art der mit dem Glycerinmolekil veresterten Fettsduren deutlich unterscheiden
(Tulloch et al., 1973).

Sulfolipid wurde bisher, mit ener Ausnahme, in alen Organismen mit oxygener
Photosynthese nachgewiesen. Die Ausnahme bildet das Cyanobakterium Gloeobacter violaceus
sp. PCC7421 (Sdstam & Campbel, 1996). Ublicherweise betragt der Sulfolipidgehalt in
Cyanobakterien etwa 10% (Skallal et al., 1990). Dagegen scheinen mehrere anoxygene
photosynthetische Organismen zu existieren, denen dieses Lipid fehlt (Imhoff & Bias-Imhoff,
1995). Es gibt zwel anoxygene Bakteriengattungen, Ectothiorhodospira und Heliobacterium,
die Uberhaupt keine Glycolipide, also auch kein Sulfolipid enthalten (Assdineau et al., 1982;
Imhoff, 1988).

In nichtphotosynthetischen Organismen konnte Sulfolipid nur in wenigen Ausnahmen, z.
B. dem Kndllchenbakterium Rhizobium melilotii (Cedergren et al., 1994), identifiziert werden.
AuRRerdem wurde Sulfolipid im Bakterium Alicyclobacillus (Langworthy et al., 1976) sowie in
Eiern und Spermien des Seeigdls Pseudocentrotus depressus (Isono et al., 1967) nachgewiesen.
Deswegen kann die oft aufgestellte Behauptung, dal3 Sulfolipid ausschliefdich in

photosynthetischen Organismen vorkomme, nicht aufrecht erhalten werden.

1.2.1 DieFunktion von Sulfolipid

Aufgrund der Beobachtung, daf3 Sulfolipid fast ausschliefdich in der Thylakoidmembran
vorkommt, wurde wiederholt eine bedeutende Rolle dieses Lipids in der Photosynthese vermutet
(Barber et al., 1986). Experimentelle Daten, die diese Hypothese unterstiitzen, gewann man aus
der Korrelation der Anderungen des Sulfolipidanteils mit der Anderung der Photosynthese
(Leech et al., 1973; Sinensky, 1977). Aul3erdem wurde Uber einen stimulatorischen Effekt
berichtet, den Sulfolipid bei Rekonstitutionsexperimenten mit integralen Membranproteinen auf
die photosynthetische Membran haben soll (Gounaris et al., 1985; Pick et al., 1987; Sigrist et
al., 1988). Die Notwendigkeit von stdchiometrischen Mengen Sulfolipid und anderer Lipide zur
erfolgreichen Rekongtitution der Enzymaktivitét 18 auf seine Funktion als wesentliches Lipid,
das Proteine in die Membran einbettet (boundary lipid), schlief?en (Barber et al., 1986).
Basierend auf pH-Messungen an Protonen-Pumpen schlug Haines 1983 ein Modell vor, in dem
die geladenen, anionischen Kopfgruppen von Phospho- oder Schwefel-Lipiden als Protonenleiter
fungieren konnten. Dieses Moddl impliziert, dal3 das Sulfolipid eine direkte Rolle beim
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Elektronentransport der Photosynthese spielt. Im Einklang mit dieser Hypothese konnte gezeigt
werden, dal’3 Antikdrper gegen Sulfolipid den photosynthetischen Elektronentransport inhibieren
konnen (Menke et al., 1976). Be einer Sulfolipidmutante von Chlamydomonas reinhardtii
konnte erhohte Chlorophyll-Fluoreszenz beobachtet werden, die mit Verdnderungen des
Photosystems |1 auf Grund der Reduktion von Sulfolipid erklart wurde (Sato et al., 1995).
Inwieweit dieser Phénotyp auf die Reduktion des Sulfolipidgehalts oder auf sekundare
Mutationen zurtckzufihren ist, wurde allerdings nicht geklart.

Neuere Experimente mit Sulfolipid-Nullmutanten des Cyanobakteriums Synechococcus
weisen jedoch auf keine spezifische Rolle von Sulfolipid in der Photosynthese hin. So zeigte sich
sowohl in der lichtinduzierten Sauerstoffentwicklung als auch in der Chlorophyll-Fluoreszenz
kein sgnifikanter Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp (Gller et al., 1996). In
Nullmutanten des photosynthetischen Bakteriums R. sphaeroides konnte festgestellt werden,
da’ Sulfolipid keine Rolle im photosynthetischen Elektronentransport spielt (Benning et al.,
1993). In beiden Untersuchungen wurde eine Reduktion im Wachstum der Sulfolipid-defizienten
Mutanten unter Phosphatmangel beobachtet. AulRerdem war unter Phosphatmange zu erkennen,
dal3 sch in Synechococcus der Anteil an Sulfolipid erhohte, wahrend PG stark abnahm. Unter
gleichen Bedingungen war im Falle der Sulfolipid-defizienten Mutanten nur ene geringe
Erniedrigung von PG zu beobachten (Gller et al., 1996). Diese Ergebnisse fuhrten zur
Vermutung einer Substitution von Phospholipiden, vor allem PG, durch Sulfolipid. Der hohe
Gehalt von Sulfolipid in Meeresalgen kann in die gleiche Richtung gedeutet werden, da der
Phosphatantell im Meerwasser starken réaumlichen und zeitlichen Schwankungen unterworfen ist
(Tardent, 1993). Im Vergleich zu Schwefd, der zum natlrlichen Elektrolyteninventar von
Meerwasser gehort, ssammt der Phosphatanteil von Festland und kommt nur al's Spurenelement

Vvor.
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1.2.2 Die Biosynthese von Sulfolipid

Seit der Entdeckung des Sulfolipids hat es unterschiedliche Vorschlage fur den méglichen
Biosyntheseweg gegeben, die in einer Reihe von Ubersichtsartikeln diskutiert werden (z. B.
Harwood, 1980; Mudd & Kleppinger-Sparace, 1987; Kleppinger-Sparace et al., 1990; Heinz,
1993). Experimentelle Daten sind jedoch nur bedingt verfligbar und lassen sich folgendermalien
zusammenfassen: Markierungsexperimente mit radioaktivem Sulfat an isolierten Chloroplasten
zeigen, dal3 alle fur die Biosynthese von Sulfolipid bendtigten Enzyme im Chloroplasten
vorhanden sein missen (Haas et al., 1980; Joyard et al., 1986). Der Einbau des Sulfats in die
Kopfgruppe des Sulfolipids geht mit einer Anderung seiner Redoxstufe von +6 nach +4 einher.
Im Rahmen der Schwefdassimilation im Chloroplasten wird Sulfat zunéchst durch sequentielle
Katalyse mittels ATP-Sulfurylase und Adenos n-Phosphosulfatkinase zu 3‘-Phosphoadenosin-5' -
Phosphosulfat (PAPS) aktiviert und der Schwefel anschlielend bis auf die Redoxstufe des
Sulfids reduziert. Die bisher bekannten Reektionen der Schwefelassmilation snd von Hell
(1997) sowie von Schmidt & Jager (1992) zusammengefaldt worden.

Der sogenannte "glycolytic pathway”, der in Anlehnung an die Glykolyse postuliert
wurde, représentierte lange Zeit die populdrste Hypothese fir die Sulfolipidbiosynthese. In
diesem Ansatz wird angenommen, dal3 Adenosin-Phosphosulfat (APS) oder Phosphoadenosin-
Phosphosulfat (PAPS) héheren Pflanzen letztendlich den Schwefelanteil fur das Sulfolipid liefert.
Es kommt zur Bildung von C3-Verbindungen, wie 3-Sulfolactat und 3-Sulfo-D-Lactaldehyd, an
denen eine Sulfonsduregruppe gebunden ist. Durch Kondensation dieser C3-Verbindung, in
Andogie zur Aldolaseresktion in der Glycolyse, entsteht 6-Sulfo-6-Desoxy-Fructose-1-
Phosphat, das dann auf unbekannte Weise zu UDP-Sulfoquinovose aktiviert wird. Der letzte
Schritt der Biosynthese wére die Ubertragung der Sulfoquinovose auf Diacylglycerin. Die
Zwischenstufen und enzymatischen Reaktionen, die nach der Aktivierung des Schwefels zur
Bildung von UDP-Sulfoquinovose fiihren, konnten noch nicht durch Experimente belegt werden.

Einen aternativen Biosyntheseweg stellt der ”sugar-nucleotide pathway” dar, fur den
auch in dieser Arbeit Hinweise erbracht werden. Hierbei wird davon ausgegangen, dal3 ein

Zuckernukleotid den Ausgangspunkt fur die Sulfolipidbiosynthese bildet, welches mit einem
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Abb. 1-3: " Sugar-nucleotide pathway” der Sulfolipidbiosynthese.
Im letzten Schritt der Reaktion wird UDP-Sulfoquinovose auf Diacylglycerin (DAG) Ubertragen.

Schwefeldonor zu UDP-Sulfoquinovose reagiert, die wiederum zu SQDG umgewandelt wird
(Abb. 1-3). Die besten Hinweise hierfir liefert der genetische Ansatz, der von Benning verfolgt
wird (Benning & Somerville, 1993).

Nach wie vor ungeklart ist die Biosynthese der UDP-Sulfoquinovose. Einen Hinweis auf
die Bildung dieser Vorstufe der Sulfolipidbiosynthese ergibt sich aus der Sequenzéhnlichkeit des
sqdB-Gens (s. u.) von R. sphaeroides und Synechococcus mit Zuckernukleotid-modifizierenden
Enzymen wie UDP-Glucose Epimerase oder dTDP-Glucose Dehydratase. Fir die Sulfolipidbio-
synthese wurde ein Reaktionsverlauf unter Bildung enes 4-Keto-5,6-Glucoseen, dem
Zwischenprodukt der Dehydratase-Reaktion (Gabrid, 1987), vorgeschlagen. Dies sollte als
Ausgangssubstrat fur die Ausbildung ener Bindung zwischen dem Schwefdl- und dem C6-
Kohlenstoffatom dienen konnen (Benning, 1998). Diese Arbeitshypothese wird aufgrund
ghnlicher Uberlegungen auch von anderen Autoren vertreten (Pugh et al., 1995).

Dagegen ist der letzte Reaktionsschritt der Sulfolipidbiosynthese, der Transfer von Sulfo-
quinovose auf Diacylglycerin, gut charakterisiert. Bereits Benson postulierte, nach vorl&ufiger
Identifizierung eines Sulfoquinovosyl-Nukleotides in sulfatmarkierten Extrakten aus Algen
(Shibuya et al., 1963), dal} der letzte Schritt der Sulfolipidbiosynthese durch ene
Glucosyltransferase katalysiert wird. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde gezeigt,
dal3 chemisch synthetisierte UDP-Sulfoquinovose die Biosynthese von Sulfolipid an isolierten
Chloroplastenmembranen von Spinat stimuliert (Heinz et al., 1989). Andere Sulfoquinovosyl-
Nukleotide zeigten diesen Effekt nicht. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte auch die UDP-Sulfo-
quinovosyl: Diacyl glycerin-Sulfoquinovosyl - Transferase aus Chloroplasten beschrieben und néher
charakterisert werden (Seifert & Heinz, 1992; Tietje & Heinz, 1998). Der endeutigste
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Nachweis der Existenz von UDP-Sulfoquinovose konnte jedoch durch einen genetischen Ansatz
erbracht werden: In ener Sulfolipid Nullmutante von R. sphaeroides konnte akkumulierende
UDP-Sulfoquinovose aufgereinigt und charakterisiert werden (Rossak et al., 1995).

1.3  Molekulargenetischer Ansatz mit M odellor ganismen

Um enen genetischen Ansatz zur Klérung der Funktion und Biosynthese von Lipiden photo-
synthetischer Membranen durchzufiihren, ist die Auswahl geeigneter Modellorganismen eine
Grundvoraussetzung.

Zu den einfachsten und genetisch am besten charakterisierten photosynthetischen
Organismen gehort das schwefelfreie Purpurbakterium R. sphaeroides. Dieses Bakterium bietet
sich vor alem fir eine genetische Analyse an, well es einerseits das gleiche Sulfolipid enthélt, das
auch in hoheren Pflanzen vorkommt, andererseits konnen ahnliche bakteriengenetische
Methoden wie bei E. coli angewandt werden. Zum Aufbau eines genetischen Modellsystems fir
die Untersuchung der Sulfolipidbiosynthese und seiner Funktion wurden eine Reihe von
Lipidmutanten von R. sphaeroides isoliert und charakterisert (Benning & Somerville, 1992a).
Durch genetische Komplementation der Mutanten mit individudlen Cosmiden aus ener
genomischen Bank von R. sphaeroides konnten mehrere Gene isoliert werden (Benning &
Somerville, 1992b). Insgesamt wurden bis heute aus R. sphaeroides vier Gene identifiziert, die
an der Sulfolipidbiosynthese beteiligt sind, zwei davon - sqdC und sqdD - konnten bisher ndher
beschrieben und ihre Funktion in der Sulfolipidbiosynthese identifiziert werden (Abb. 1-4).
Sowohl SQDC als auch SQDD scheinen fir die Transferaseaktivitdt von UDP-Sulfoquinovose
auf Diacylglycerin verantwortlich zu sein (Rossak et al., 1995; Rossak et al., 1996).

Cyanobakterien eignen sich besonders als Modelorganismen zur Untersuchung von
Prozessen der oxygenen Photosynthese, da auch sie molekulargenetisch gut erschlossen sind.
Auch hier kénnen aktive Gene durch homologe Rekombination gegen eine inaktive Kopie des
jeweiligen Gens ausgetauscht werden (Thid, 1994). Im Rahmen der Anayse des
Lipidstoffwechsels wurde dieser genetische Ansatz bereits erfolgreich auf cyanobakterielle
Fettsduredesaturase-Mutanten angewandt (Wada et al., 1993). Mit Nullmutanten aus
Synechococcus wurde die Funktion von Sulfolipid in Organismen mit oxygener Photosynthese
von Gller et al. (1996) intensv untersucht. In diesem Organismus konnten bisher zwel an der

Sulfolipidbiosynthese beteiligten Gene isoliert werden (Abb.1-4).
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Abb. 1-4: Zusammenfassung der bekannten Sulfolipidgene aus ver schiedenen Or ganismen.

Die Gene, die eine gewisse Homol ogie aufweisen, sind eingerahmt. Das Gensymbaol steht fiir ” Sulfoguinovosyl-
diacylglycerin”.

Zur Untersuchung der Funktion und Biosynthese in hoheren Pflanzen bietet sich
Arabidopsis thaliana aus viden Grinden an (Menke et al., 1998): Arabidopsis hat ene
herausragende Stellung al's Modd Ipflanze in Fragen der Pflanzengenetik, Molekularbiologie und
der Biochemie eingenommen. Schon 1964 wurde sie von Kribben als ,, botanische Drosophila*
bezeichnet und hat seither eine dhnliche Bedeutung erlangt wie Drosophila, Caenorahbditis
elegans und die Maus in der Zoologie und Medizin. Die Grinde fur diesen Erfolg liegen vor
allem in ihrer geringen Grof3e - sowohl der Pflanze sdber, als auch ihres Genoms - das mit rund
120 Mb und funf Chromosomen im haploiden Satz (Meyerowitz, 1994) zu den kleinsten im
Pflanzenreich gehort. Sie bietet daher ideale Voraussetzungen von der Kultivierung bis hin zur
Isolierung von Genen mit Hilfe von Mutanten. Die Méglichkeit zur Mutagenese, von chemischer
Mutagenese Uber Bestrahlung mit gStrahlen bis hin zur Integration von T-DNA oder
Trangposons, sowie die leichte Transformierbarkeit in Zelkultur oder in planta machen
Arabidopsis zu einem nahezu einmaligen Untersuchungsobjekt in der Pflanzenforschung. Ein

Netzwerk von Datenbanken, Stammsammlungen, Internet-Nachrichtengruppen, Genomzentren
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und Gruppen, die ihre Forschungsergebnisse der ,, Arabidopsis-Community” zur Verfigung
stellen, erleichtern die Arbeit mit Arabidopsis zusétzlich.

Obwohl ene Vidzahl von Mutanten von Arabidopsis mit Defekten im Glyceroli-
pidstoffwechsel beschrieben wurden, betreffen diese in der Rege nur die Biosynthese der
Fettsaurereste (Ohlrogge & Browse, 1995). Bisher ist erst eine pflanzliche Mutante bekannt, bel
der die Biosynthese der Kopfgruppe eines Thylakoidlipids betroffen ist, eine DGDG-defiziente
Mutante von Arabidopsis, die aus chemisch mutageniserten Samen hervorgegangen ist

(Dormann et al., 1995). Eine entsprechende Sulfolipid Mutante dieser Art gibt es nicht.

1.4  Kristallstruktur und Homologie M odelling

Zur Aufklarung der Biosynthese ermdglicht die VerflUgbarkeit der Sulfolipid-Gene die
Herstellung rekombinanter Proteine. Diese konnen biochemisch charakterisiert und fir in vitro
Assays eingesetzt werden. Den umfangreichsten Einblick in die Funktion von Proteinen und den
damit verbundenen Resaktionsmechanismus erlaubt aber sicherlich die dredimensionale
Strukturanalyse.

Trotz neuerer, sehr effektiver mikroskopischer Techniken wie scanning tunnel- und
atomic force-Mikroskopie gibt es heutzutage nur zwei Moglichkeiten die dreidimensionale
Struktur von Proteinen aufzukldren. Die ene ist die Analyse der Rontgenstrahl-Beugung an
enzenen Proteinkristallen, die andere die NMR-Analyse kleiner Proteine in Ldsung. Dank
immer besserer Anaysetechnik ist es moglich, auch Proteine bis zu 50 kDa mittels NMR zu
untersuchen (Clore & Gronenborn, 1998). Ein Nachtel der NMR- gegentber ener
Rontgenstrukturanalyse ist die weniger genaue Auflésung, ein Vortel i, dal3 sich das Protein
tatsachlich in Lésung und nicht in einem Kristallgitter befindet.

Dal die dredimensonale Struktur letztendlich der Schlisse zur genauen
Charakteriserung eines Proteins ist, kann am Beispid der UDP-Glucose 4-Epimerase, einem
Enzym, das ene gewisse Sequenzéhnlichket zu den sqdB/SQD1-Genen hat, gezeigt werden.
Trotz umfangreicher biochemischer Analyse wurde davon ausgegangen, da3 eén NAD® pro
Epimerase-Dimer vorliegt. Erst Uber die Kristallstruktur konnte nachgewiesen werden, dal3 eine
NAD"-Bindungsstelle pro Protein Monomer vorhanden it (Bauer et al., 1992). Mit der
Krigallstruktur war auch der Grundstein fir enen Einblick in den Kkatalytischen
Reaktionsmechanismus des Enzyms gelegt (Liu et al., 1997; Thoden et al., 1997).
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Eine weitere Mdglichkeit, Strukturinformationen Uber ein Protein zu erhalten, ist die
computergestiitzte Analyse der Aminosaurensequenz. Hierflr gibt es auf den unterschiedlichsten
Servern en grof3e Anzahl von Analyseprogrammen, stellvertretend sind hier der NCBI Server
(www.nchi.nim.nih.gov) und EXPASY Molecular Biology Server (www.expasy.ch) genannt. Die
aussagekraftigste Computeranalyse it die des Homologie-Modellings, wobel das erstellte,
dreidimensonale Moddll unter Umsténden den gleichen Informationsgehalt wie ene
Kristallstruktur haben kann. Grundvoraussetzung fir die Erstellung eines Homologiemodells ist
jedoch, dal3 die dreidimensionale Struktur eines homologen Proteins bekannt ist. Ein Beispid fur
die snnvolle und erfolgreiche Anwendung von Computer-Modelling ist der Entwurf von Serin-
und Cystein-Protease Inhibitoren, die als antiparasitére Agenzien wirksam sind. Hierbei wurden
Homologiemodelle der Proteasen als Vorlagen fur den Entwurf der Inhibitoren genutzt (Ring &
Cohen, 1993).
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15 Ziesetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte vor allem der erste Schritt der Sulfolipidbiosynthese, die Bildung
von UDP-Sulfoquinovose, untersucht werden. Einer der Ansétze, der zur Untersuchung dieses
Schrittes verfolgt wurde, war ein molekularbiologisch-biochemischer Ansatz. Das an der
Reaktion beteiligte Gen sollte in E. coli kloniert und exprimiert werden. Mit Hilfe des
rekombinanten Proteins sollten Antikorper fir immunologische Untersuchungen gewonnen
werden. Ein Enzymassay sollte entwickelt werden, der zur Identifikation von moglichen
Substraten und/oder Intermediaten dieses Reaktionsschritts fihren kénnte. Auf3erdem sollte bel
erfolgreicher Aufreinigung des rekombinanten Proteins ein kristallografischer Ansatz verfolgt
werden, und die erhatene Krigallstruktur sollte Einblicke in  enen méglichen
Reaktionsmechanismus erlauben.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit verfolgt das Zid, Funktion und Regulation von Sulfolipid
in Arabidopsis zu untersuchen. Basierend auf den Ergebnissen mit Bakterien, sollte vor allem der
Einflufd von Phosphat auf die Biosynthese dargestellt werden. Hierfur sollten einersaits transgene
Pflanzen hergestellt und untersucht, andererseits auch die pho 1 Mutante aus Arabidopsis

genutzt werden.



