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Abb. 1: Pflanzliche (A) Glyko- und (B) Phospholipide
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A) GLYKOLIPIDE Galaktolipide:
MGD (40), 1,2-Diacyl-3-O-(3-D-galaktopyranosyl)-sn-glycerin
DGD (40), 1,2-Diacyl-3-O-(a-D-galaktopyranosyl-(1’-6’)-O-B3-D-galaktopyranosyl)-sn-glycerin
TGD (40,183,48), 1,2-Diacyl-3-O-(a-D-galaktopyranosyl-(1’-6’)-O-a -D-galaktopyranosyl-(1°-
6')-O-3-D-galaktopyranosyl)-sn-glycerin
TeGD (48,116) 1,2-Diacyl-3-O-(x-D-galaktopyranosyl-(1’-6’)-O-o-D-galaktopyranosyl-(1-6’)-
O-o-D-galaktopyranosyl-(1’-6')-O-3-D-galaktopyranosyl)-sn-glycerin.
Sulfolipid: SQD (54), 1,2-Diacyl-3-O-(6’-sulfo-o-D-quinovopyranosyl)-sn-glycerin
Sterylglykosid:
SG (94), B-3-O-B-D-Glucopyranosylsitosterol
Acylierte Glykolipide:
AGM (31), 1-Acyl-3-O-(6’-O-acyl-3-galaktopyranosyl)-sn-glycerin
AGD (80), 1,2-Diacyl-3-O-(6'-acyl-3-D-galaktopyranosyl)-sn-glycerin
ADGD (78) 1,2-Diacyl-3-O-(6'-O-acyl-a-D-galaktopyranosyl-(1’-6')-O-3-D-galaktopyranosyl)-
sn-glycerin
ASG (94), B-3-O-(6"-O-acyl--D-glucopyranosyl)-sitosterol

B) PHOSPHOLIPIDE (94)
PA, Phosphatidsaure, 1,2-Diacyl-3-phospho-sn-glycerin
PG, Phosphatidylglycerin, 3-sn-Phosphatidyl-1’-sn-glycerin
PE, Phosphatidylathanolamin, 3-sn-Phosphatidyl-O-athanolamin
PC, Phosphatidylcholin, 3-sn-Phosphatidyl-O-cholin
PI, Phosphatidylinositol, 3-sn-Phosphatidyl-1’-myo-inositol
DPG, Diphosphatidyglycerin, 1°,3’-Di-O-(3-sn-phosphatidyl)-sn-glycerin
BPA (164), 3-sn-Phosphatidyl-1’-(2’,3’-diacyl)-sn-glycerin



Galaktolipide (Abb. 1A) sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Sie kommen sowohl
in photosynthetisch aktiven als auch in photosynthetisch nicht aktiven Geweben
héherer Pflanzen, Thallophyten und insbesondere auch in Blaualgen vor (40, 183,
116). Dabei sind sie bei den untersuchten Cs- und C4-Pflanzen in den Membranen
der Plastiden konzentriert und stellen wesentliche Bau- und Funktionselemente der
Lipid-Bilayer dar (40).

Betrachtet man das Lipidprofil der Hilllmembranen und der Thylakoide der Chlo-
roplasten in Abb. 2 auf S. 6 und beachtet die folgenden Daten, wird deutlich, dass
die Galaktolipide die mengenmaBig dominierenden Fette auf unserer Erde sind. Bei
einem Frischgewicht der Spinatblatter von 1 g bedecken die Thylakoide von 4 x 10°
Chloroplasten eine Flache von 50 m?, die Hillmembranen bedecken dagegen nur
800 ¢m? (40); sie enthalten 1 mg Chlorophyll und 0,85 mg MGD. Es lasst sich
berechnen, dass die Phytomasse auf den Kontinenten und in den Meeren unserer
Erde 15,6 x 10° t MGD enthalt (165). Ein Wert in dieser GréBenordnung diirfte nur
von einem anderen Lipid erreicht werden, dem Chlorophyll.

Trotz der offensichtlichen Relevanz sind einige wesentliche Details der Biosyn-

these des MGD offen. Diese Probleme sind Gegenstande der vorgelegten Arbeit
und sollen kurz dargestellt werden. Daneben sei auf einige kirzlich erschienene,
zusammenfassende Diskussionen der Galaktolipid-Biosynthese verwiesen (40, 41,
73).
Die Membransysteme pflanzlicher Zellen weisen charakteristische Lipidmuster auf
(Abb. 2). Sie sind qualitativ und quantitativ verschieden. Darliber hinaus zeigen
die individuellen Membranlipide ihrerseits charakteristische Fettsduremuster. Zwei
Fragestellungen sind daher:

Wie kommt das Lipidmuster einer Membran zustande? Wie kommt das spezifi-
sche Fettsduremuster ihrer Lipide zustande?

Abb. 2 deutet an, dass die Membransysteme Lipide enthalten, die sie selbst
oder das umschlossene Kompartiment nicht synthetisieren kénnen (= wei3e Bal-
ken, Synthesekapazitat = graue Balken). Das endoplasmatische Retikulum (ER)
soll mit seiner breit gefacherten Phospholipid-Synthesekapazitat viele Membran-
systeme versorgen, darunter die Chloroplasten und Mitochondrien (109). Wahrend
Mitochondrien einige ihrer Phospholipide selbst synthetisieren kénnen (95, 109),
ist eine Biosynthese von Phospholipiden fiir die Chloroplasten bis jetzt noch nicht
nachgewiesen worden (40). Die Chloroplasten bilden dennoch die Hauptmasse ihrer
Membranlipide selbst, ndmlich die Galaktolipide (GL), deren Vorkommen in ande-
ren, nicht plastidaren Membranen sehr umstritten ist (40). Membranbruchstticke,
insbesondere des zerbrechlichen Envelope, kénnten u. U. andere Organelle oder
Membransysteme bei der Isolation verunreinigen.

Diese Problematik wird plausibel, wenn man bedenkt, dass die Hillmembranen
und Thylakoide aus Blattern des Spinats 97 % der Membranoberflédche in einer
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Abb. 2: Acyllipidzusammensetzung der Membranen hoherer Pflanzen (3-5, 33-36, 38, 43, 64,
89, 96, 105, 110, 115, 132, 153)



Zelle ausmachen (40). Daher ist ebenso nicht eindeutig geklart, ob die Envelopes
der alleinige Syntheseort der Galaktolipide sind (40).

Eine Serie von Enzymen der Biosynthese der Galaktolipide konnte in Envelopes
lokalisiert werden (41):
Acyl-CoA Synthetase,
Acyl-CoA:sn-Glycerin-3-Phosphat Acyltransferase,
Acyl-CoA:Acyl-sn-Glycerin-3-Phosphat Acyltransferase,
Phosphatidsdure Phosphatase.

Die Galaktosyltransferasen

e UDP-Gal
Diacylglycerin bzw. Galaktolipid Galaktosyltransferasen (41)

e Galaktolipid
Galaktolipid Galaktosyltransferasen (17, 18),
welche die folgenden Reaktionen katalysieren:

DG + UDP-GAL — MGD + UDP I
MGD + UDP-GAL — DGD + UDP I
DGD + UDP-GAL — TGD + UDP 1
TGD + UDP-GAL — TeGD +UDP IV

2MGD — DGD +DG \'%
MGD + DGD — TGD + DG \
MGD + TGD — TeGD + DG VI

Offen ist, welchen Beitrag die beiden Enzymgruppen in vivo zur Synthese der
einzelnen Galaktolipide leisten. In isolierten Envelopes sollen die Interlipid-Galakt-
osyltransferasen allein fir die Bildung der Homologen DGD bis TeGD verantwortlich
sein (17).

Wie die Reaktionsweise auch immer sei - in den meisten Eukaryonten unter-
scheiden sich die Galaktolipide in ihrer Fettsdurezusammensetzung; aufgrund des
formalen Biosyntheseschemas sollten sie lediglich in der Zahl der Galaktosen von-
einander abweichen.

Im Wesentlichen préagen das Vorkommen der Palmitinsdure Ci6.9 und der He-
xadecatriensdure C4.3 diese Differenzen, die bei umfangreichen Untersuchungen
am eindrucksvollsten durch die Massenspekiroskopie (Abb. 3 auf S. 8) beschrieben
worden sind (73). Pflanzen, die Cj¢.3 bilden (= Ci¢.3- Pflanzen), Gbertragen diese
Fettsaure spezifisch in die sn-2-Position des MGD und schlieBen sie aus anderen
Lipiden aus. Dabei wird die Cy4.3 gepaart mit der Linolensaure Cig.3 zur Lipidspezies
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Abb. 3: Ausschnitte aus den Massenspektren ("Diglyceridprofil”) des MGD und DGD aus
einer C1g.3-Pflanze (Cucurbita) und einer C¢.3-Pflanze (Anthriscus) (nach 73)
Ordinate = relative Intensitit in %.

Cig3 C-1-Position
Ci6:3 C-2-Position

Diese Fettsdurekombination ist im DGD aus Cj¢.3-Pflanzen kaum vertreten. Um-
gekehrt ist die fir das DGD typische Kombination

MGD

Cig3 C-1-Position

DGD Cis.o C-2-Position

im massenspektroskopischen Diglyceridprofil des MGD aus Cig.3- wie aus Cg.3-
Pflanzen nur in Spuren nachweisbar (73)! Beide Spezies, C;3.3/C16:3-MGD und
C18:3-C16:0-DGD, reprasentieren neben den Cg.3/C3.3-Kombinationen die Haupt-
komponenten der beiden Lipide. Die Verteilung der Ci6.90 hangt im DGD (wie im
SQD) von der systematischen Stellung der Pflanze in zweifacher Weise ab:

(1) Je niedriger die Stellung in der Taxonomie, desto gréBer ist der Anteil der Palmi-
tins&aure in der C-2-Position.

(2) In Cy4.3-Pflanzen treten betrachtliche Mengen der Cjg.o in der C-2-Position des
DGD und SQD auf (73).

Radioaktive Markierungen der Hexadecatriensaure im MGD junger Blatter ver-
schiedener Ci4.3-Pflanzen (155) verscharften die Gegenséatze zwischen den beiden
Galaktolipiden. Nicht nur MGD-Spezies, die C4.3 enthielten, sondern auch solche,
in denen radioaktive Hexadecen- (Ci4.1) und Hexadecadiensédure (Cj¢.2) verestert
waren, blieben offensichtlich von der Galaktosylierung zum DGD ausgenommen.

8
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Abb. 4: Fettsiduremuster (Mol-%) und Radioaktivitdtsmuster (gepunktet, % von der Totalakti-
vitit in den Fettsduren) der Fettséduren des MGD und 1-lyso-MGD
Blitter des Kerbels wurden 1 h lang mit l4c O, inkubiert (155).

Wie die Galaktolipid-Biosynthese in den Chloroplasten unverkennbar zum Li-
pidprofil ihrer Membranen beitrégt, so mag die Kompartimentierung bestimmter
Syntheseleistungen auch die Basis flr die Herstellung dieser charakteristischen
Fettsduremuster der Galaktolipide sein. Folgende Mechanismen kdnnten dabei
zugrunde liegen:

(a) Ein bestimmtes Fettsdureangebot fiir die Lipidsynthese im Kompartiment

(b) Eine Spezifitat der Acyltransferasen des Kompartiments

(c) Ein bestimmtes Angebot von Diacylglycerinen im Kompartiment

(d) Eine Spezifitat der Galaktosyltransferasen des Kompartiments

(e) Eine spezifische, sekundare Veranderung der Acylreste der Lipide des Kom-
partiments durch Austausch, Desaturierung oder Saturierung

(a) In der Tat besitzen Chloroplasten die groBBte Kapazitat zur Fettsduresynthese
in pflanzlichen Zellen (166, 185). Bei in vitro Experimenten wurden bislang jedoch nur
Cie:0 und Olsaure (Cg.1), geringfiigig auch Linolsaure (Cis.»), aber nicht Cig.3 radio-
aktiv markiert; dabei ist die Linolensaure eine Hauptkomponente der Chloroplasten
(ca. 80 % der Fettséduren der Lipide (109)).

(b) Uber eine Spezifitdt der Acyltransferasen in Bezug auf Kettenlange und
Doppelbindungszahl der Fettsduren und die Position am Glycerinkdrper liegen nur
wenige Untersuchungen vor (15, 16), die M. Bertrams und E. Heinz fortfihren. Die

9



I6slichen Enzyme aus Chloroplasten der Erbse und des Spinats dirigieren Fettsauren
(Donator: Acyl-CoA) ohne Berlcksichtigung ihrer Natur in die C-1-Position des
Glycerin-3-phosphats.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den erwahnten Markierungsexperi-
menten mit Blattern des Kerbels und des Spinats, bei denen die Serie radioaktiver,
ungeséttigter C;g-Fettsduren ausschlieBlich in der sn-1-Position des MGD und DGD,
Ci6-Fettsauren dagegen nur in der Position C-2 verestert waren (155, 156, Abb. 4 S.
9). Die Separierung der markierten Galaktolipide in molekulare Spezies zeigte, dass
diesen Markierungsmustern
(c) Fettsdurekombinationen in den Diglyceridanteilen zugrunde liegen mussten, die
dem Massenmuster der Lipide nicht entsprachen und daher auf eine
(d) unspezifische Galaktosylierung eines
(c) breiten Spektrums von Diacylglycerinen bzw. MGD-Spezies hinwiesen.
Versuche, eine Spezifitdt der Galaktosyltransferasen in vitro zu charakterisieren,
fOhrten zu gegensétzlichen Aussagen (44, 120, 157, 158), die damit z. T. wiederum
den Ergebnissen der in vivo Markierungen widersprechen (Abb. 5 auf S. 10).
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Abb. 5: Abhiingigkeit der DGD-Syntheserate von der Fettsidurezusammensetzung des MGD
Ein Acetonpulverextrakt sieben Tage alter Erbsenkeimlinge wurde mit den genannten MGD-
Spezies und UDP-('*C)Gal inkubiert (157, verindert).

Die in vivo Experimente schienen uns der Lésung des Problems, wie das charak-
teristische Fettsduremuster der Galaktolipide hergestellt wiirde, nicht naherzubringen
- im Gegenteil: Je detaillierter die Analysen des in vivo markierten Lipids (Positions-
analyse der '4C-Fettsauren, Separierung individueller Lipidspezies (155, 156)), um
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so verwirrender die Resultate und um so anspornender die Einsicht, dass sich ein
komplexer Mechanismus hinter dem so einfachen, formalen Schema der Biosyn-
these der Galaktolipide verbergen musste. Ein solcher Mechanismus kdnnte die
MGD- und allgemein Lipid-gekoppelte Desaturierung der Fettséuren sein, auf die die
in vivo Experimente hindeuteten, die einen Beweis aber nicht liefern konnten (155,
156). Gute Evidenz fur eine PC-gekoppelte Desaturierung liegt fir mikrosomale
Systeme vor (134, 135); sie wird von anderen Autoren u. a. auch flir héhere Pflanzen
diskutiert (2, 7, 55, 56, 62, 129 - 131, 144 - 146, 149, 160, 167, 179, 185).

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse und Diskussionen entstand die vorgelegte
Arbeit. Die skizzierten Méglichkeiten und Mechanismen, die das Lipidmuster einer
Membran und das Fettsduremuster der individuellen Lipide pragen kénnten, sollten
durch verschiedene experimentelle Ansatze verfolgt werden.

Zun&chst galt es, das Phanomen der positionsspezifischen Markierung der Fett-
sauren, das dem Fettsdurenmassenmuster des Lipids widerspricht (Abb. 4 auf S. 9)
und deshalb den Status eines unfertigen Lipids reprasentiert, zu reproduzieren und
eingehender, auch bei Cj¢.3-Pflanzen, zu studieren. Fir &hnliche Experimente sollte
ein homogeneres, leichter zu manipulierendes System als das aus einer Vielzahl von
Geweben aufgebauten Blatt gesucht werden; in unserem Hause boten sich dazu die
photosynthetisch aktiven und heterotrophen Gewebekulturen des Tabaks an (12),
deren Lipide vor radioaktiven Inkubationsversuchen detailliert analysiert und mit den
Lipiden aus Blattern der Mutterpflanze verglichen werden sollten. Einem anderen,
vielversprechenden experimentellen Ansatz mit &hnlicher Zielsetzung geht in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Heinz R. Haas nach: Der Préparation pflanzlicher Pro-
toplasten (57), die fir die Isolation der Zellorganelle und Membransysteme besser
geeignet sind als Blattgewebe. Die Ergebnisse der Experimente sollten einen we-
sentlichen Diskussionsbeitrag zur Biogenese der C4.3 und Cig.3 (166), zur Spezifitat
der Acyltransferasen und Galaktosyltransferasen in vivo liefern.

Der zweite, wesentliche Ansatzpunkt der Arbeiten ist die Analyse in vivo wie in
vitro radioaktiv markierter Lipide aus Chloroplasten und deren Suborganellfraktionen.
Damit wollten wir - unter den oben genannten Gesichtspunkten - einem zentralen
Ort der Lipidsynthese in der pflanzlichen Zelle naherkommen, der Galaktolipidsyn-
these in den Hillmembranen des Kompartiments Chloroplast. Dabei galt es, alle
Charakteristika der Lipid- und Fettsdurezusammensetzung des isolierten Envelope
kennenzulernen. Dann richtete sich das besondere Augenmerk auf jene Lipidspezi-
es, die von isolierten Envelopes und isolierten Chloroplasten gebildet werden kénnen
und auf den Vergleich mit (14C)-Lipiden aus isolierten Chloroplasten, Envelopes und
Thylakoiden, die in vivo radioaktiv markiert wurden. Bei den Untersuchungen sollte
zugleich Licht auf die Abhangigkeit oder Relation der Biosynthese der Galaktolipi-
de in Chloroplasten von oder zu extraplastidaren Systemen fallen. Insbesondere
mikrosomalem PC wird eine wichtige Rolle bei der Synthese der Linolensédure und
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der Galaktolipide zugesprochen (144 - 146, 185). Mogliche Reaktionswege haben
Douce und Joyard kurzlich zusammengefasst (40). Der komplexeste Kreislauf geht
von der Synthese der Cig.; in Chloroplasten aus; Cis.; wird im Envelope in den
CoA-Thioester umgewandelt, ins Cytoplasma entlassen und in PC inkorporiert, wel-
ches als Carrier fur Desaturierung und Rucktransport in den Envelope dient. Dort
kann es héher ungesattigte Cs-Fettséduren oder gar seine Diglyceridanteile fir die
Galaktolipidsynthese zur Verfligung stellen.

SchlieBlich sollte auf enzymatischer Ebene die Charakterisierung der Spezifitat
der UDP-Gal:MGD Galaktosyltransferase (157, 158) weiter fortgefiihrt werden.

Das Problem der Lipid-gekoppelten Desaturierung sollte auf besondere Weise in
Angriff genommen werden: Prof. Dr. E. Heinz synthetisierte ein MGD-Ather-Analogon
(79), dessen Umsatz auf enzymatischer Ebene und mégliche Desaturierung in vivo
gepruft werden sollte.

12



Teil 11

Material und Methoden






Material

1.1 Chemikalien

Die Herkunft und Spezifikation der verwendeten, radioaktiv markierten Substanzen,
der Enzyme und einiger, wichtiger Chemikalien gibt die folgende Zusammenstellung
an. Alle nicht genannten Chemikalien wurden von den einschlagigen Firmen im
notwendigen Reinheitsgrad gekauft.

RADIOAKTIVE SUBSTANZEN

Na-(1-'*C)Acetat, 55,3 mCi/mMol CEA Gif-S/Yvette France
Na-(U-'“C)Acetat, 96,8 mCi/mMol dto.

NaH!*C0?, 56 mCi/mMol Radiochem. Centre Amersham (GB)
UDP-(U-'%C)Gal, 322 mCi/mMol dto.

UDP-(6->H)Gal, 16,3 Ci/mMol dto.

(1-*C)Heptadecansaure, 55,7 mCi/mMol  Applied Science Lab., State College

(USA)
(*>S)Sulfat, pH 6-8, 5 Ci/mg Radiochem. Centre Amersham (GB)

(32P)Orthophosphat, in verdinnter HCI-  dto.
Lésg. pH 2-3, 285 Ci/mg P



1. Material

ENZYME
Katalase, EC 2.3.1.7 (Rinderleber)

3-Phosphoglyceratkinase, EC 2.7.2.3 (Hefe)

Lipase, EC 3.1.1.3 (Rhizopus arrhizus)

Phospholipase A;, EC 3.1.1.4 (Schweine Pankre-

as)

Phospholipase C, EC 3.1.4.3 (Basillus cereus)

Phospholipase D, EC 3.1.4.4 (Kohl)

Sigma, St. Louis (USA)
Boehringer, Mannheim
dto.
dto.

dto.
dto.

CHEMIKALIEN FUR DIE CHROMATOGRAPHIE

Chromosorb W, acid washed, Mesh-size
80/100

DC-Fertigplatten Kieselgel 60 (0,25 mm
dick)

Gaschrom P, Mesh-size 100/120
Kieselgel 60 G

Kieselgel H nach Stahl

Kieselgel 60 HR reinst

Reoplex 400

Silicon GE Se-30

CHEMIKALIEN

Basischer lonenaustauscher Typ | Lewatit,
60 - 150 mesh

Dimethylsulfoxid

Methyliodid

Molekularsieb 3 A, Perlform 2 mm
Percoll™

Thionylchlorid

Trimethylchlorsilan
N-Trimethylsilylimidazol

Unisolve | Gel-Scintillator

Johns-Manville Products Corp.
Manville (USA)
Merck, Darmstadt

Applied Science Lab. (USA)
Merck, Darmstadt

dto.

dto.

Applied Science Lab. (USA)
dto. oder WGA, Disseldorf

Merck, Darmstadt

dto.

dto.

dto.

Pharmacia, Uppsala (S)
Merck, Darmstadt
Macherey & Nagel, Diren
dtp.

Zinsser, Frankfurt

Alle organischen Lésungsmittel wurden destilliert. CHCl3, wurde Uber CaCl,,
Petrolather (Siedepunkt 40 - 60° C) bei Bedarf iber Molekularsieb getrocknet.
Cardiolipin (DPG) war ein Geschenk von Prof. Dr. W. Fischer, Universitat Erlangen.
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1.2. Pflanzenmaterial

1.2 Pflanzenmaterial

Spinacia oleracea

Von den im Garten des Botanischen Instituts gezogenen Pflanzen wurden fiir (*C)-
Acetat- oder '4CO,-Inkubationen junge Blattchen geerntet (maximale Lange 1,5
cm), fir die Isolation von Chloroplasten kraftige, gro3e Blatter. Spinat, der flr die
Experimente in Grenoble / Centre d’Etudes a Nucléaires Verwendung fand, stammte
aus den Anbaugebieten um Grenoble.

Herr H. Zimmer und Herr H. Uthmann zogen in den Gewachshausern des Institutes
heran: Pisum sativum Sorte 'Kleine Rheinldnderin’, Vicia faba, Anthriscus cerefolium
und Nicotiana tabacum var. Samsun.

Die grtinen und bleichen Gewebekulturen des Tabaks, SC I-Stamm (Nicotiana
tabacum var. Samsun) stellten freundlicherweise Prof. Dr. L. Bergmann und Dr. H.
Rennenberg zur Verfligung. Die Gewebe wurden in einem Vollmedium nach Mura-
shige und Skoog kultiviert (12) und am Ende der logarithmischen Wachstumsphase
(10 - 12 Tage alt) extrahiert bzw. gefriergetrocknet. Die untersuchte, bleiche Kultur
war 16 Tage alt, und die EMD-IT behandelten, griinen Suspensionskulturen wurden
nach ca. 20 Tagen Wachstum geerntet.

Die Blaualgen (leg. et det. Dr. B. G. Feige) Nostoc communis und Anabaena flos
aquae wurden in einem Vollmedium kultiviert, wie bei Zepke beschrieben (182).
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Methoden

2.1 Isolierung von Chloroplasten, Envelopes und Thy-
lakoiden

2.1.1 Schnelle Chloroplasten aus Blittern des Spinats

Spinatblatter wurden mindestens ein, hdchstens drei Tage vor der Chloroplasteniso-
lierung geerntet, gewaschen und abgedunkelt im Kihlraum aufbewahrt. Unmittelbar
vor der Isolierung wurden die Blatter in eine flache Schale mit Eiswasser gelegt und
aus etwa 50 cm Abstand mit einer Photolampe 10 - 15 Minuten lang beleuchtet. Die
Blattspreiten wurden rechts und links der Mittelrippe abgerissen und in eiskaltem
Isoliermedium im Starmix 3 x 3 sec. lang zerkleinert. Dabei kamen ca. 100 g Frisch-
gewicht auf 250 ml Medium. Der Blattbrei wurde durch ein grobes Faltenfilter in vier
im Eis stehende Zentrifugenglaser (50 ml) filtriert. Das Homogenat wurde sofort auf
einer Hettich-Rotixa/K-Zentrifuge 90 sec. bei 68 % Drehzahl und 100 % Bremskraft
zur Sedimentation der Chloroplasten zentrifugiert (173). Die vier Sedimente wurden
in je 2 ml Suspensionsmedium durch Aufsaugen mit einer Pasteur-Pipette suspen-
diert, in einem 10 ml Zentrifugenglas vereinigt und durch 60 sec. Zentrifugation bei
32 % Drehzahl von Verunreinigungen befreit. Der Uberstand wurde in ein anderes
Zentrifugenglas gegossen und zur Sedimentation der Chloroplasten wieder 90 sec.
bei 68 % Drehzahl zentrifugiert. Das Sediment wurde zur Entfernung zerbrochener
Chloroplasten zun&chst mit Suspensionsmedium abgespllt, bevor die fester sedi-
mentierten Chloroplasten in wenig Suspensionsmedium aufgenommen wurden (Abb.
2.1 auf S. 22).

Alle Operationen wurden im Eisbad durchgefihrt.



2. Methoden

Die geschilderte Aufarbeitung nahm vom Zerkleinern der Blatter an etwa 10 Min.
in Anspruch.

Isoliermedium pH 6,5 (29, 102)

0,33 M Sorbit

5mMm Nay P, Oq

5mM MgCl mit HCL auf pH 6,5 eingestellt
Suspensionsmedium pH 7,6 (29, 51)

0,33 M Sorbit

50 mM Hepes

2mMm EDTA

1 mM MgCl,

1mM MnCl, mit KOH auf pH 7,6 eingestellt

Daten der Zentrifugation (mit leerem Rotorgehange), Hettich-Rotixa/K
Bendtigte Zeit in sec. zum

upm-%  upm g Beschleunigen Abbremsen
32 1400 200 5 16
68 3200 1370 11 20
100 4800 3070 15 23

2.1.2 Dichtegradienten-Zentrifugation der Chloroplasten

Schnelle Chloroplasten aus Blattern des Spinats, gewdhnlich vier der geschilderten
Aufarbeitungen, wurden auf drei Dichtegradienten gegeben und in der Hettich-
Rotixa/K-Zentrifuge bei maximaler Drehzahl 20 Min. lang zentrifugiert. Die Banden
der intakten Chloroplasten wurden mit einer Pasteur-Pipette vorsichtig abgesaugt.
Diese Fraktion der gereinigten, intakten Chloroplasten kam im Falle der Sucrose-
Dichtegradienten-Zentrifugation entweder direkt oder nach langsamer Verdiinnung
mit Suspensionsmedium, erneuter Sedimentation und Suspension zur Inkubation.

Die aus der Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation erhaltene Fraktion lief3 sich
problemlos mit Suspensionsmedium verdiinnen und durch Zentrifugation konzentrie-
ren.

Linearer Sucrose-Dichtegradient:
60 - 22 % Sucrose im Puffersystem
10 mM Hepes

5mM MgCl,

pH 7,5
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2.1. Isolierung von Chloroplasten, Envelopes und Thylakoiden

Linearer Percoll-Dichtegradient:
Percoll, pH 7,6 (mit HCI eingestellt)
0,33 M Sorbit gegen Suspensionsmedium s v.

2.1.3 Bestimmung der Intaktheit der Chloroplasten
2.1.3.1 Ferricyanid-Hill-Reaktion

Die Bestimmung der Intaktheit einer Chloroplasten-Praparation mit Hilfe der Ferri-
cyanid-Hill-Reaktion nutzt die Tatsache aus (68), dass intakte Chloroplastenhdillen fr
FeCy impermeabel sind. Die frei zuganglichen Thylakoide der enthaltenen, zerstér-
ten Chloroplasten reduzieren jedoch das Hexacyanoferratanion in lichtabhangiger
Reaktion und unter Freisetzung von Sauerstoff. Dadurch ist die Reaktion in einfacher
Weise mit einer Sauerstoffelektrode messbar.

Aus dem Verhéltnis der Raten der Sauerstoffentwicklung der Chloroplastensus-
pension einerseits (a) und der durch osmotischen Schock zerstérten Chloroplasten
andererseits (b) errechnet sich der Prozentsatz der intakten Plastiden in der Probe.

(a) Zur Messung werden 2 ml Suspensionsmedium (Temperatur &quilibriert) und
je 20 ul POi‘-, NH,CI-Lésung und 20 - 80 ul Chloroplasten-Suspension in die Elek-
trodenkdivette (Vol. 1,63 ml) pipettiert und die gelésten Gase mit Stickstoff vorsichtig
ausgeblasen. NH4CL erlaubt die Bestimmung maximaler (51) Sauerstoffproduktion.
POZ* schaltet die CO;,-abhangige Sauerstoffproduktion durch die intakten Chloro-
plasten aus. Hat sich eine lineare Sauerstoffproduktion im Licht eingestellt (Abb.
2.2 (1) auf S. 23 Rate (a)), werden 20 ul Ferricyanid-Hill-Reagenz in die Kivette
eingespritzt und die gesteigerte Sauerstoffentwicklung gemessen (Rate A).

(b) In die Klivette werden 1 ml Wasser und 20 - 80 u | Chloroplasten-Suspension
pipettiert. Nach ca. 1 Min. wird 1 ml doppelt konzentriertes Suspensionsmedium
und je 20 ul PO, - und NH4CI-L6sung hinzugegeben, Sauerstoff mit Stickstoff
ausgeblasen und im Licht wie oben zunachst die Sauerstoffproduktionsrate b (Abb.
2.2 (2)), nach Zugabe von 20 ul FeCy die Rate B gemessen. Der prozentuale Anteil
intakter Chloroplasten betragt

(A—a) x 100

Anteil =100 —
ntei b
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2. Methoden

ca. 100 g SPINATBLATTER

Homogenisation im Starmix (3X3 sec, Stufe III) mit 250 ml
Isoliermedium,

Filtern

l 4Xca. 45 ml

90 sec, 1370 g

Sedimente
suspendieren in je 2 ml Suspensionsmedium, vereinigen

60 sec, 200 g
Uberstand

90 sec, 1370 g
Sediment

"SCHNELLE CHLOROPLASTEN"
zum Waschen aufnehmen in Suspensionsmedium

|

Percoll-D.grad. oder Sucrose-D.grad.

zg:) 3070g, 20 Min.

Intakte Chloroplasten
Suspensionsmedium
¥

90 sec, 1370 g

Sediment
wenig Suspensionsmedium

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Isolation schneller und im Dichtegradienten gereinig-
ter Chloroplasten aus Blittern des Spinats

Die Sauerstoffentwicklungsraten a und b (Abb. 2.2 (5)) kbnnen ein negatives
Vorzeichen haben, da in geplatzten Chloroplasten ein Licht abhangiger Sauerstoff-
verbrauch auftreten kann, der auf sog. Mehler-Reaktionen (49, 65) zuriickgefihrt
werden kann. Dabei wird bei nicht-zyklischem Elektronentransport ein endogener
Akzeptor A reduziert, der mit Sauerstoff autoxidiert.

1
H,O+A — AH, + 5()2

AH, +~0, - A+ H>O,

Durch Zugabe von 2 ul Katalase-Lésung kann der Effekt dieser Reaktionsfolge
aufgehoben werden.
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2.1. Isolierung von Chloroplasten, Envelopes und Thylakoiden

(4) "0,-Eichung”, 25°¢C
Dithionit
(

(3) 1OD/ul Clp
(9) 100 /ul
ptl P-Clp
~ FeCy FeCy — FeCy
— Licht _
— Licht (8)
(2) ZD/ul ge-
platzte Clp (5) ZU/ul ge- — FeCy
platzte Clp
— Licht
(7) 4D/ul
—FeCy P-Clp
Licht — Licht
— Lic
(1) ZD/ul Clp (6) 1OD/ul Clp

Abb. 2.2: Messung der Hill-Reaktionen mit Hilfe der Sauerstoffelektrode

(1) bis (4): schnelle Chloroplasten der Inkubation 2.2.3.6-9

(1) Clp + NH4 + PO4 + Katalase

(2) dto. geplatzte Clp

(3) Clp + CO, + Katalase

(4) O,-Eichung der Elektroden (5) "MEHLER”-Reaktion der geplatzten, schnellen Clp der
Inkubation 2.2.3.8., Clp + NH4 + POy,

(6) bis (9): Clp der Inkubation 2.2.3.3., Zusatzlosungen wie in (1)(2)(3)

(6) CO,-Hill-Reaktion der 1 x gewaschenen, schnellen Clp, die fiir die Reinigung iiber Percoll-
D.grad. eingesetzt wurden

(7) FeCy-Hill-Reaktion der Percoll-D.grad.-gereinigten Clp

(8) dto. der geplatzten P-Clp

(9) CO,-Hill-Reaktion der Percoll-D.grad.-gereinigten Clp nach ca. 3 h Lagerung im Eisbad.

Konzentrationsangaben fiir die NHy-, PO4-, CO-Medien s.u.
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2. Methoden

Medien fir die Hill-Reaktion
20 ul dieser Lésungen, in die Elektrodenkivette injiziert, bewirken
rechts angegebenen Konzentrationen.
FeCy 160mM Kj3(Fe(CN)g) 2 mM
NHy 240 mM NHiCL 3 mM
POy 400mM Na3zPOg4 5 mM
CO, in Suspensionsmedium geldst:
0,8 M NaHCO3 10 mM
0,4 M Na4P207 5 mM
0,8mM KH,PO, 0,1 mM

2.1.3.2 CO,-Hill-Reaktion

CO,-Fixierung durch isolierte Chloroplasten ist ein Zeichen fir ihre Intaktheit und
Funktionsfahigkeit. Zur Messung wurden meist 50 - 100 ul Chloroplasten-Suspen-
sion und 2 ml Medium, aber auch unverdiinnte Chloroplasten-Suspensionen, z.B.
Gradienten-Fraktionen, in die Kiivette pipettiert und nach Zugabe von 20 ul CO,-
Reagenz und 2 ul Katalase, Ausblasen des Sauerstoffs wurde zunachst die Dunkel-
rate aufgenommen, dann die Rate bei Belichtung (Abb. 2.2 (3) auf S. 23). Die Rate
der Sauerstoffentwicklung errechnet sich aus der Formel:

uMolO
mgChloropzhyll __ cmg, % 2,16 x nMolOar x .ulClpr(,Sz X mlMed.+Clp+Reag.
h CMMin.0, CMo,Eich X Egs2 ¥ mlAcetonJrClp X lJlClp
Im Einzelnen:
nMolOy7 Menge Sauerstoff in nM, die sich bei gegebener
Temperatur T im Wasser [6st
cmq .
e Rate der Sauerstoffentwicklung
‘Min.Oy
Mlcip—Egs, Volumen der Chloroplastensuspension in pl, das zur
Chlorophyllbestimmung eingesetzt wurde
MiMed. 1 Clp+Reag. Gesamtvolumen in ml setzt sich zusammen aus ein-
pipettiertem Medium, der Clp.-Suspension und den
zugegebenen Reagenzien
CMO,Eich Ausschlag in cm bei O, Eichung der Sauerstoffelektrode

(s. Abb. 2.2 (4) auf S. 23); dazu wird der Sauerstoffgehalt
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2.1. Isolierung von Chloroplasten, Envelopes und Thylakoiden

im Medium bei offener Elektrodenkammer registriert,
dann eine Spatelspitze Na-Dithionit hinzugegeben

Essn Extinktion des Chlorophyllextraktes bei 652 nm;
ein Aliquot der Chloroplasten-Suspension wird mit
1 oder 2 ml 80 %igem Aceton im Dunkeln ca.
30 Min. lang extrahiert und dann abzentrifugiert.
Die Extinktion des Uberstandes wird bestimmt.
Das Volumen des Extraktionsmittels und
die eingesetzte Clp.-Menge in ml gehen
ein in die GréBBe miceron+cip

Weip Volumen der Clp-Suspension in ul, die zur Messung
der Hill-Reaktion in die Elektrodenkilivette
pipettiert wird

Allgemeine Chlorophyllbestimmung: Ein Aliquot des chlorophyllhaltigen Lipid-
extraktes wird in 1 ml Aceton geldst. Bei einer Kivettendicke von 1 cm gilt unter
Vernachlassigung des Volumens des Aliquots die Formel
ul Chl/ml 80 %iges Aceton = (Egs» X 1000) / 36 ( 23 ).

2.1.3.3 NADPH-abhingige GAP-DH

Die Intaktheit der Chloroplasten kann auch durch Messung der NADPH-abhéangigen
GAP-DH bestimmt werden. Nach Zerstérung des Envelope, z. B. infolge der Aufar-
beitungsprozedur der Chloroplasten oder kiinstlich durch osmotischen Schock oder
durch Triton X-100-Einwirkung herbeigefihrt, kann das Enzym die Substrate des
Tests umsetzen. Die Reaktion wird photometrisch bei 366 nm gemessen.

Testansatz:

600 ul 0,1 M Trigthanolaminpuffer (pH 7,8, 8 MM MgSO4, 0,2 mg EDTA/mI, 0,33 M
Sorbit)

+ 10 ul ATP, Na-Salz (40 mg/ml)

+ 10 ul NADPH, Na-Salz (10 mg/ml), dabei enthalten 0,5 ml NADPH-L&sung 10 ul
Phosphoglyceratkinase-Suspension

+ 20 ul Chloroplasten-Suspension oder osmotisch geschockte Chloroplasten

Start

+ 20 ul 3-Phosphoglycerat, Na-Salz (100 mg/ml), evtl. Zugabe von Triton X-100 (10
ul 10 %ige Loésung)
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2. Methoden

Isolierte Chloroplasten verlieren bei der
Fraktionierung Uber Sucrose-D.grad. die Fa-
higkeit zur CO,-Hill-Reaktion (39). Offensicht-
lich wird dabei ihr Envelope permeabel fur Fer-
ricyanid. Die Ferricyanid-Hill-Reaktion ist da-
her kein Maf3 fur die physiologische Intaktheit
der Chloroplasten. Dies zeigte sich bei Mes-
sung der NADPH-abh&ngigen GAP-DH der Abb. 2.3: Scan (Chloroplasten oben
Chloroplasten, deren Aktivitat in den osmo- und Protein unten) der Fraktionierung ei-
tisch geschockten oder Triton X-100 behandel- nes Sucrose-D.grad. beladen mit Percoll-
ten Chloroplasten gegeniiber den unbehan- D-grad. gereinigten Clp, die zuvor 3
delten intakten Sucrose-D.grad. gereinigten D 1ang bei stindigem Schiitteln in der
Chloroplasten kaum gesteigert werden konn- varburg-Apparatur inkubiert worden
te (Abb. 2.4 S. 30 ). Bei diesem Test erwies waren.
sich die Zugabe von Triton X-100 als einfa-
ches und wirkungsvolles Verfahren, den Envelope permeabel zu machen. Isolierung
Uber Percoll-D.grad. hatte die geschilderte Auswirkung nicht (Abb. 2.3). Abgesehen
von der gesteigerten Intaktheit auf der Grundlage der Messung der Ferricyanid-
Hill-Reaktion (Abb. 2.2 (6-9) auf S. 23) gegenliber den gewaschenen schnellen
Chloroplasten (etwa 95 % gegeniiber 75 % bei Inkubation 2.2.3.3) waren auch die
Werte der CO;- und Ferricyanid-Hill-Reaktion gréBer (111 bzw. 328 gegeniiber 107
bzw. 233 Mol O,/mg Chl/h). Offensichtlich wird der Anteil intakter Chloroplasten auf
der Basis des Chlorophyligehaltes der Suspension gesteigert.

Die isolierten Chloroplasten blieben mehrere Stunden lang intakt, wie etwa die
CO;-Hill-Reaktion der Percoll-D.grad. gereinigten Chloroplasten nach 3 h Lagerung
im Eisbad, aber auch der Scanstreifen einer Sucrose-D.grad.-Fraktionierung zeigt
(Abb. 2.2 (9, 10) auf S. 23), deren Percoll-D.grad. gereinigte Chloroplasten 3 h
lang bei 25° C in der Warburg-Apparatur bei stdndigem Schiitteln inkubiert worden
waren. Nach einer derartigen 7 h Inkubation konnten allerdings kaum noch intakte
Chloroplasten im Dichtegradienten gefunden werden.

gebrochene Clp

Boden

2.1.4 Envelopes

In den Laboratorien Biologie Vegetale/DRF, CENG et USMG/Grenoble isolierten Dr.
J. Joyard und Prof. R. Douce groBe Mengen Envelopes aus Blattern des Spinats.
Den bendtigten Spinat baute ein Bauer in der Nahe von Grenoble an und lieferte
stets in den Morgenstunden frisch geerntete Pflanzen an. Die gesammelten, tief-
gefrorenen Suspensionen (11,5 ml, ca. 4,7 mg Prot./ml) mehrerer Aufarbeitungen
sandten Joyard und Douce zur weiteren Analyse nach Kéln. Diese umfassten:
qualitative und quantitative Bestimmung der Lipide,
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2.1. Isolierung von Chloroplasten, Envelopes und Thylakoiden

massenspektroskopische Untersuchung der Lipide,
Analyse der Fettsauren der Acyllipide,
Positionsanalyse der Fettsauren der Acyllipide.

Die Methodik der Préaparation der Envelopes (Abb.
2.5), an der sich auch die eigenen Aufarbeitungen
orientierten, ist ausfiihrlich beschrieben worden (39)
und im Schema (Abb. 2.6) kurz dargestellt.

Eigene Praparationen der Envelopes gingen von
schnellen, mehrfach gewaschenen Chloroplasten
aus, mit denen nach osmotischem Schock im Schwell-
medium (Aufnehmen des letzten Sedimentes, mehr-
maliges Aufziehen der Suspension in eine Pasteurpi-
pette, dann Stehenlassen flr einige Minuten im Eis-
bad) ein dreistufiger Sucrose-D.grad. Uberschichtet
wurde. Nach 1 h Ultrazentrifugation bei 73000 g wur-
de die Bande der Envelopes mit einer Pasteurpipette
abgesaugt; auf die Sedimentation der Membranen
dieser Fraktion wurde verzichtet (im Gegensatz zu
den Aufarbeitungen in Grenoble). Nach Dekantieren
des Uberstandes und Abspiilen der lockeren, oberen
Schicht konnte das Sediment der Thylakoide gewon-
nen werden.

Abb. 2.5: “C-Envelopes im
Dichtegradienten; Fraktion E30,
s.2.2.5

Schwellmedium:

10 mM Tricin-NaOH, pH 7,6
4 mM MgCl,

Diskontinuierlicher Dichtegradient:

4 ml 1,5 M Sucrose in Schwellmedium
10 mi 0,93 M Sucrose in Schwellmedium
10 ml 06 M Sucrose in Schwellmedium
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@ 5000g, 5 Min.

Sediment
"INTAKTE UND GEREINIGTE CHLOROPLASTEN”, ca. 12 mg Chi/ml

80 ml Schwellmedium (s.u.}

Z-stufiger Sucrose-D.grad. (10 mM Tricin s.0.,
4 M Mgll,)

@ 72000z, 1h

it 10 mM Tricin-Puffer verdinnen

SEDIMENT: f(ca. 10 mg "rotein)

Aufnehmen in Suspensionsmedium s.o.

Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Isolation der Envelopes aus Blittern des Spinats nach
R. Douce und J. Joyard (39)
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2.2. Inkubationen

2.2 Inkubationen

2.2.1 Blitter

Junge Blatter verschiedener, dikotyler Pflanzen (Spinat, Anthriscus, Erbse) wur-
den mit '*C-Acetat (Applikation auf Blattoberflache oder/und Aufnahme durch den
Blattstiel) und '*CO, inkubiert wie zuvor beschrieben (155).

2.2.2 Griine Gewebekulturen des Tabaks, Blaualgen

Ca. 20 - 30 ml der griinen Suspensionskulturen des Tabaks (freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Prof. Dr. L. Bergmann und Dr. H. Rennenberg.) oder der
Blaualgenkulturen wurden in 100 ml Erlenmeyerkolben im temperierten Warburg-
InkubationsgefaB bei 12000 Lux Beleuchtung mit '“C-Acetat oder '“CO, inkubiert
(siehe Aufstellung). Dazu wurden die sterilen Suspensionen des Tabaks zuvor abge-
nutscht und in wenigen ml des aufgefangenen Mediums aufgenommen. Die Blaual-
genkulturen wurden erst nach dreimaligem Waschen mit Vollmedium verwendet. Im
Falle der '“CO,-Inkubationen wurden die GefaBe mit Gummikappen verschlossen
und die '*C-Carbonatldsung wurde mit einer 1 ml Einwegspritze injiziert.

2.2.3 Chloroplasten

Aus Spinatblattern isolierte Chloroplasten verschiedener Reinigungsstufen (schnelle,
ein- bis mehrfach gewaschene Chloroplasten, Gber Sucrose- oder Percoll-D.grad.-
gereinigte Chloroplasten) wurden mit unterschiedlicher Zielsetzung mit den Isotopen
14C-Acetat, UDP-'*C-Gal, PO~ und 3303~ im Warburg, aber auch bei Raum-
temperatur und Raumlicht in 15 ml Zentrifugenglaschen inkubiert.

Eine Ubersicht tiber die Inkubationen gibt die Tab. 2.1.
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Abb. 2.4: Messung der NADP-abhiingigen GAP-DH in Chloroplastenfraktionen; Testansatz s.
2.1.33

S = Start der Reaktion mit Substrat, T = Zugabe von 10 ul 10%iger Triton X-100 Losung

(1) schnelle Clp

(2) osmotisch geschockte schnelle Clp

(3) Sucrose-D.grad.-gereinigte Clp

(4) Percoll-D.grad.-gereinigte Clp

dabei in (1-4) je 20 ul Clp-Suspension.
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Tab. 2.1: Inkubationen der Gewebekulturen des Tabaks, der Blaualgen und der isolierten Chloroplasten aus Blittern des Spinats mit

verschiedenen radioaktiven Substraten

zu 2.2.2 Griine Gewebekulturen des Tabaks, Blaualgen
Griine Gewebekulturen des Tabaks, T 25°C, Dauer 1h 30Min., Warburg

3 Tage alt 14c0,, 20 uCi Chl 218/Ansatz
3 Tage alt 14C_Acetat Chl 228/Ansatz
7 Tage alt je 20 uCi Chl 302/Ansatz
10 Tage alt dto. Chl 151/Ansatz
20 Tage alt dto. Chl 177/Ansatz
Blaualgen
Nostoc communis 14C_Acetat T 24°C, Dauer 30 Min., Warburg

Anabaena flos aquae je 10 uCi

T 24°C, Dauer 2 h 90 Min., Warburg

zu 2.2.3 Isolierte Chloroplasten des Spinats

1. Schnelle Clp, 1 x UDP-*C-Gal,
gewaschen, 93 % intakt, 1,27x10 dpm
141 CO-HR bzw. 592

Chl 75 bzw. 300, Raum-T, Raumlicht, Dauer 1 h 20 Min.

FeCy-HR
2. Clp iiber UDP-'%C-Gal, 1,2x10°
Sucrose-D.grad. dpm

gereinigt, 91 % intakt,
145 CO,-HR bzw. 285
FeCy-HR (vor der

D.grad.zentrifugation)

Raum-T, Inkubationsgefil abgedunkelt, Dauer 1 h 20 Min.
Nach der Inkubation wurde die Suspension mit frisch isolierten schnellen Clp
getridgert und iiber Sucrose-D.grad. in intakte und gebrochene Clp fraktioniert.
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3. Clp iiber
Percoll-D.grad.
gereinigt, Int. 95 %,

111 und 328 CO;- bzw.

UDP-'4C-Gal,
0,533x10° dpm

Suspension in 3 Inkubationsansitze geteilt (Chl 290/670, T 25°C, Dauer 1 h 30
Min., Warburg)

(1) + CO»-Medium + sn-G-3-P

(2) + CO»-Medium + sn-G-3-P, DUNKEL

FeCy-HR (3) + CO»-Medium
Nach der Inkubation wurden die Suspensionen iiber Percoll-D.grad. in intakte
und gebrochene Clp fraktioniert.

4. Clp iiber UDP-14C-Gal Chl 160/300, T 25°C, Dauer max. 30 Min., + CO,-Medium + sn-G-3-P, Warburg
Percoll-D.grad. Entnahme von Aliquoten (50 ul ) und sofortige Extraktion nach 5, 10, 15, 20,
gereinigt 25 und 30 Min.

5. Clp iiber UDP-14C-Gal, 0,8x10°  Pulse-Chase: T 25°C, Warburg
Percoll-D.grad. dpm + CO,-Medium + sn-G-3-P
gereinigt Nach 30 Min. Inkubation im Zentrifugenglas wurde die Clp-Suspension mit 12

ml Suspensionsmedium aufgefiillt und abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit
gleichen Medienbedingungen und UDP-Gal wieder aufgenommen und weiter
inkubiert. Eine Hilfte der Suspension wurde sogleich extrahiert, die andere nach
3 h tiber Percoll-D.grad. in intakte und gebrochene Clp fraktioniert. Ein Aliquot
des Ansatzes wurde bereits nach 10 Min. Inkubation direkt extrahiert.

6. Schnelle Clp, 2 x
gewaschen, Int. 63 %,
34 und 226 CO,- bzw.
FeCy-HR

14C_Acetat 20 uCi

Chl 1,28 mg/1030, T 20°C, Dauer 1 h 15 Min., Warburg
+ sn-6-3-P + UDP-Gal

POy
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7. Schnelle Clp, 2 x
gewaschen, Int. 89 %,
80 und 231 CO;- bzw.
FeCy-HR

14C_Acetat

T 20°C, Dauer 1 h 15 Min., Warburg

(1) Chl 467/315, + sn-G-3-P

(2) Chl 156/110, + sn-G-3-P + UDP-Gal

(3) Ch1 94/68, + sn-G-3-P + UDP-Gal, DUNKEL

8. Schnelle Clp, 3 x
gewaschen, Int. 93 %,

124 und 442 CO;- bzw.

FeCy-HR

32P0;~, 35505 je 50
uCi

Clp.-Suspension (+ CO,-Medium) geteilt fiir Inkubationen mit Phosphat und
Sulfat; Chl 290/1205 bzw. 290/703, T 20°C, Dauer 1 h, Warburg; Nach der
Inkubation wurde jeder Ansatz geteilt:

(1) jeweils Fraktionierung der Suspensionen iiber Sucrose-D.grad. in intakte und
gebrochene Clp, Extraktion der intakten Clp

(2) Abzentrifugieren der Suspensionen und Aufldsen der Sedimente in destillier-
tem Wasser, anschlieBend Sucrose-D.grad.-Zentrifugation und Extraktion der
gebrochenen Chloroplasten.

9. Schnelle Clp, 2 x
gewaschen, Int. 87 %,
148 CO,-HR

3503~ ca. 400 uCi

Die Clp-Suspension (6 ml, 2,6 mg Chl/ml,

+ COy-Medium) mit dem bereits zugegebenen Isotop wurde auf 3 Ansitze
aufgeteilt. T 23 C, Warburg;

(1) Chl 10,4 mg/4 ml, Entnahme von je 1 ml nach 35 und 65 Min., der restlichen 2
ml nach 125 Min. und Auftrennung in intakte und gebrochene Clp iiber Sucrose-
D.grad., Extraktion der intakten Clp

(2) Chl 2,6 mg/1 ml, abgedunkelt

(3) Chl 2,6 mg/1 ml, + sn-G-3-P

Auch bei (2) und (3) Fraktionierung und Extraktion der intakten Clp

uouoneqnyU] ‘77



W
g

10. Clp, iiber
Percoll-D.grad.
gereinigt, Int. 99 %,

3505
(1) ca. 100 uCi
(2. 3) ca. 50 uCi

Die Suspension (+ CO,-Medium, 715 pg Chl/ml) wurde fiir 3 Inkubationen in
Licht verwendet: T 25°C, Warburg
(1) Chl 357/525, + sn-G-3-P; Entnahme von Aliquoten nach 20, 40 Min. und 2 h

105 CO,-HR 30 Min. (200, 200 und 100 ul)
(2) Chl 143/210, ohne Zusatz
(3) Chl 143/210, + P;
Alle aliquoten Teile wurden nach der Inkubation iiber Percoll-D.grad. fraktioniert,
nur die intakten Plastiden kamen zur Extraktion.
11. Clp, iiber 3503~ T 25°C, Warburg, CO,-Medium
Percoll-D.grad. (1) ca. 25 uCi (1) Entnahme und Extraktion von Aliquoten nach 5, 10, 25, 20, 25 Und 20 Min.
gereinigt (2) ca. 100 uCi (2) Pulse-Chase, Durchfithrung wie 5.

30 Min. Pulse, 2 h und 4 h 30 Min. Chase; die Aliquote wurden direkt extrahiert.

Wiihrend die 4C-Acetatlésungen mit hoher spezifischer Radioaktivitit in geniigend kleinen Volumina direkt zu den Ansiitzen gegeben
werden konnten, wurden die Losungen des radioaktiven Phosphats und Sulfats und der UDP-Gal zunichst mit gleichen Volumina des
doppelt konzentrierten Suspensionsmediums versetzt. Die Zugabe einiger Substanzen, in der Aufstellung verkiirzt dargestellt, erreichte
im Totalvolumen der Ansitze die hier vermerkten Konzentrationen:

sn-G-3-P = sn-Glycerin-3-phosphat

UDP-Gal
CO,-Medium, enthélt
NaHCOs3
N a4P2 07
KHyPOy4

P, = anorganisches Phosphat
Weitere angegebene Daten sind: T = Temperatur, Chl = ug Chlorophyll im Ansatz/ ul Totalvolumen, Int. = Intaktheit der Clp in %

bestimmt mit der FeCy-Hill-Reaktion der Suspension und der osmotisch geschockten Clp, CO,-HR = CO;-Hill-Reaktion der Suspension,
FeCy-HR = Ferricyanid-Hill-Reaktion der osmotisch geschockten Clp, Angaben in Mol O,/mg Chl/h.

0,16 mM
0,15 mM

mM
mM
mM
mM

POy



2.2. Inkubationen

2.2.4 Envelopes und Thylakoide aus Chloroplasten des Spinats
2.2.4.1 Envelopes (Douce/Joyard) + UDP-('*C)Gal

Prof. Dr. R. Douce und Dr. J. Joyard isolierten Envelopes wie beschrieben und
inkubierten die Suspensionen mit UDP-('*C)Gal (25 1Ci) bei Raumtemperatur und
Raumlicht.

Fir die Aufnahme einer Kinetik der (1C)Gal-Einlagerung in die Gl entnahmen
und extrahierten sie in einer ersten Versuchsreihe aliquote Teile nach 10, 20, 30, 60,
90 und 120 Min.

Eine zweite Praparation (25 uCi bzw. 5 uCi UDP-('C)Gal extrahierten sie nach
je 90 Min. (Markierung der Gl fiir eine Methylierungsanalyse).

Sie engten die Lipidextrakte zur Trockene ein und sandten diese unter Argonat-
mosphare gasdicht verschlossen zur weiteren Analyse nach Kéin.

2.2.4.2 Envelopes + UDP-(*C)Gal

Weitere Envelope-Préaparationen dienten der biosynthetischen, radioaktiven Markie-
rung der Gl, die u. a. bei Vorversuchen zur Methylierungsanalyse benétigt wurden.
Dazu wurden die Suspensionen bei Raumlicht und Raumtemperatur ca. 30 Min. bis
1 h mit UDP-('4C)Gal inkubiert. Die markierten Gl fanden aber auch Verwendung
bei Versuchen, exogene Lipide mit Envelope-Suspensionen zu metabolisieren.

2.2.4.3 Envelopes + (*C)GL

So wurden die nach 1 h Reaktion (350 ul Envelope-Suspension + 5 uCi UDP-
("*C)Gal extrahierten und isolierten Gl MGD (896600 dpm), DGD (555800 dpm),
TGD (395600 dpm) und TeGD (48960 dpm) auf 4 (MGD), 3 (DGD + TGD) oder 2
(TeGD) Testréhrchen aufgeteilt, zur Trockene eingeengt und in 300 ul 10 mM Tricin-
Puffer pH 7,7 ultrabeschallt. Jeweils die erste (1) der Lipidsuspensionen wurde nach
Zugabe von 100 ul Envelope-Suspension 2 h lang im Ultraschallbad (Kihlung auf
Zimmertemperatur) inkubiert, die weiteren enthielten(2) UDP (0,1 mM), (3) UDP-Gal
(0,4 mM, nur MDG-, DGD-, TGD-Ansétze) und (4) UDP (0,5 mM, nur MGD-Ansatz).
Die Ansétze, die keine UDP oder UDP-Gal enthielten, triibten sich mit der Zeit stark.
Die Assays wurden durch Injektion von 3 ml CHCI3/MeOH = 2/1 gestoppt, extrahiert
und gegen 0,35 ml NaCl-Lésung ausgeschittelt. Nach Diinnschichtchromatographie
der Lipidextrakte in LM 1 wurden die Gl zur Radioaktivitdtsmessung in Szintillations-
réhrchen (5 ml MeOH vorgelegt) ausgeschabt. Die Radioaktivitét in jedem der 4 Gl
wurde als Prozentsatz der eingesetzten Aktivitdtsmenge des Assays berechnet.
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Radioaktive Lipide in 300 ul Tricin-Puffer

224150 185270 181870 24480 dpm/Ansatz
MGD DGD TGD  TeGD
1. 100 ul Envelope - ° . ° °

2. 100 ul Envelope + UDP . . ° ) 0,1 mM
3. 100 ul Envelope + UDP-Gal e ° ° 0,4 mM
4.100 ul Envelope + UDP ° 0,5 mM

2.2.4.4 Envelopes + Monogalaktosyldiacyl-('*C)-glycerin +
Mono-(*C)-galaktosyldiacylglycerin

Wihrend R. Douce und J. Joyard das im Glycerinanteil ('4C)-markierte MDG (78300
dpm) zur Verfligung stellten, wurde das in seiner Gal radioaktive MGD (680700 dpm)
durch in vitro Inkubation einer Envelope-Suspension mit UDP('*C)-Gal gewonnen.
Die vereinigten MGD-L6sungen wurden in Aliquoten auf 8 Ansatze der maximal 2
stiindigen Inkubationen aufgeteilt:

(1) Kontrolle zur Zeit 0; DC des Lipidgemisches in LM 7 und Ausschaben der
Banden DG, MGD, Startfleck einschlieBlich TGD und TeGD in Szintillationsréhrchen
(5 ml MeOH vorgelegt).

(2) Kontrolle 120 Min.: das zur Trockene im N-Strom eingeblasene Lipidgemisch
wurde in 225 ul Puffer (10 mM Tricin pH 7,7) aufgenommen und 2 h lang ultrabe-
schallt (Ultraschallbad, Kiihlung auf Zimmertemperatur), dann mit 3 ml CHCl3/MeOH
= 2/1 extrahiert und gegen 0,5 ml NaCl-Lésung ausgeschuttelt. Ein Aliquot (20 ul )
der organischen Unterphase (auf 2 ml aufgefillt) kam zur Szintillationszahlung, der
Rest wurde eingeengt, diinnschichtchromatographiert und die Banden DG, MGD
und Start wurden wie beschrieben zur LSC ausgeschabt.

(3 - 6) Zum eingeblasenen Lipidgemisch wurden 600 ul Puffer und 300 ul
Envelope-Suspension (8 mg Prot./ml) pipettiert und wie oben beschallt. Nach (3)
30 Min., (4) 60, (5) 90 und (6) 120 Min. Entnahme von 10 ul zur direkten LSC und
200 ul zur Extraktion und weiteren Aufarbeitung wie unter (2) beschrieben. 1ml der
zurickbleibenden wéassrigen Oberphasen wurde gezahlt.

(7 - 8) Das trockene Lipidgemisch wurde nach Zugabe von 150 ul Puffer, 0,2
mM an UDP, und 300 ul Envelope-Suspension beschallt. Entnahmen von 10 ul
fur die LSC und 200 ul fir die Extraktion und weitere Aufarbeitung wie fiir (3- 6)
beschrieben nach 60 und 120 Min.

2.2.4.5 Thylakoide + UDP-(“C)Gal

Zur vergleichenden Untersuchung der GI-Synthesekapazitat wurden auch Thylakoid-
fraktionen mit UDP-(!4C)Gal inkubiert. Dazu wurden einmal osmotisch geschockte
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Clp Uber Sucrose-D.grad.-Zentrifugation gereinigt und ein Aliquot der Fraktion der
gebrochenen Chloroplasten wurde

(a) direkt, andere wurden nach 2- (b) und 4- (c) -maligem Waschen mit Suspen-
sionsmedium inkubiert (Zimmertemperatur, Raumlicht, 30 Min.). Als Bezugsgréie
diente der Chlorophyligehalt der Suspensionen:

(a) 563 11g Ch1/2000 ul Ansatz, 1,32 x 10® dpm UDP-(4C)Gal

(b) 280 g Ch1/ 680 ul Ansatz, 0,66 x 10° dpm UDP-('*C)Gal

(c) 355 g Ch1/ 920 ul Ansatz, 0,66 x 10° dpm UDP-(14C)Gal

Bei einer Envelope- und Thylakoid-Praparation Uber Dichtegradienten-Ultrazen-
trifugation galt der Proteingehalt als BezugsgréBe (Inkubationen bei 30°C, 30 Min.):
Envelope, 822 g Prot./3 ml Ansatz, 1,52x10® dpm UDP-(4C)Gal,
Thylakoide, 113 mg Prot./200 ul Ansatz, 110000 dpm UDP-('4C)Gal.

2.2.5 Invivo Markierung der Membranlipide der Chloroplasten

Die in vivo Markierung der Lipide der Chloroplasten wurde wahrend eines Aufent-
haltes in Grenoble in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. R. Douce und Dr. J. Joyard
durchgeflhrt.

Die Blatter frisch geernteter Spinatpflanzen wurden unter Wasser abgeschnit-
ten, unter Wasser mit ihren Stielen in Glasgefé3e Ubergefiihrt und in einem Plexi-
glaskasten (ca. 0,7 m> Volumen) im Garten des CENG aufgereiht. Die natirliche
Beleuchtung variierte zwischen 17000 und 21000 Lux, die Temperatur maf ca. 18°C.

EXPERIMENT |
Zur Inkubation wurde '*CO,, aus 150 mCi Na'*CO; freigesetzt. Nach 45 Min. wurde
die Luft des Inkubationskastens durch KOH-Lésung gepumpt und die Box wurde
geobffnet. Blattproben von ca. 400 g Frischgewicht wurden nach weiteren 15, 105
und 195 Min. geerntet (Gesamtinkubationszeiten 1 h, 2 h 30 Min. und 4 h).

EXPERIMENT Il
In einem zweiten Experiment wurden die Blétter ebenso mit 20 mCi '4C0, inkubiert
und zur einen Halfte nach 30 Min. bei Offnung der Plexiglasbox geerntet, zur zweiten
Halfte nach Ablauf weiterer 1,5 h.

EXPERIMENT IlI
Bei der dritten Versuchsreihe wurden Blatter 5 und 15 Min. lang mit je 50 mCi '4C0,,
und 30 Min. lang mit 100 mCi '*CO, begast. Bei der 30 miniitigen Inkubation wurde
ein Teil der Blatter wie oben erst 1,5 h nach Offnen der Box geerntet.
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Abb. 2.7: Analyse der in vivo markierten Lipide

Von jeder Blattprobe wurde ein kleiner Teil extrahiert, wahrend der Hauptteil der
Isolation der Chloroplasten diente. Die Fraktion der intakten Chloroplasten wurde
wiederum geteilt. Aus einem Aliquot wurden die Lipide extrahiert, die andere Portion
wurde, ebenso mit kalten Chloroplasten getragert, fir die Praparation der Envelopes
und Thylakoide eingesetzt. Die gewaschenen Lipidextrakte der einzelnen Fraktionen
des Experiments | werden By, B 55, Bay, (Blatter), Cyy,,Cs 51, Cay, (Chloroplasten),
Ty, Tr 51, Ty, (Thylakoide) und Eyy,, E5 s, E4, (Envelopes) genannt. Aus diesen Ex-
trakten isolierte, individuelle Lipide wurden detaillierten Analysen unterzogen, wie
Abb. 2.7 skizziert.
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2.3 Extraktion der Lipide

2.3.1 Blitter

Zur Extraktion der Lipide aus jungen Blattern
des Spinats, des Kerbels, der Erbse und des
Tabaks wurden die Blattchen mit ca. 3 ml
CHCI3/MeQOH/Isopropanol = 2/1/0,5 in Sovirel-
Schraubglaschen ca. 1 h lang auf 80°C erhitzt
und nach Abpipettieren der Lésung mit frischem
Lésungsmittel bis zur vélligen Farblosigkeit ex-
trahiert. GréBere Mengen Blattmaterial wurden
in 100 oder 250 ml Erlenmeyerkolben zunéchst
ca. 15 Min. mit siedendem Isopropanol behan-
delt und mit CHCI3/MeOH = 2/1 nach extrahiert.
/ Die einzelnen Losungsmittelfraktionen wurden
/ vereinigt und ausgeschttelt (s.u.).

rel. Extinktion

2.3.2 Envelope-, Thylakoid-, Chlo-
roplasten- und Proteinsuspensionen,
Fraktionen von Dichtegradienten

2.3.2.1 Allgemeines

—_—

Das L&sungsmittel Chloroform/Methanol im Vo-
lumenverhaltnis 2/1 kann ca. 4 % Wasser auf-
nehmen; daher wurden wassrige Suspensionen
mit gentigend CHCI3/MeOH versetzt, um eine
Phasentrennung zu vermeiden. Das biologische
Material wurde so entweder tber Nacht bei niedriger Zimmertemperatur oder ca.
0,5 - 1 h mit heiBem Ldsungsmittel extrahiert. Grundsatzlich wurden die Rohex-
trakte gegen 0,45 %ige NaCl -Lésung ausgeschttelt und die organischen Phasen
abgezogen (gewaschener Lipidextrakt). Die beste Phasentrennung (organische
Phase 59,6 % des Gesamtvolumens) trat ein, wenn dabei unter Berlcksichtigung
des Volumens der wéassrigen Suspension das Verhaltnis 100 Teile CHCI3/MeOH
= 2/1 25 Teile NaCl-Lésung hergestellt wurde. Bei quantitativen Analysen und bei
isopropanolhaltigen Rohextrakten wurden die Oberphasen erneut extrahiert.

Diese Regeln konnten bei der Extraktion zwangsléaufig gréBervolumiger Fraktio-
nen der Sucrose-D.grad., die radioaktives, biologisches Material enthielten, nicht
immer eingehalten werden.

3S|30 1.2;8 1.4|5 Z.’IIS 52‘0 nm
Abb. 2.8: Extinktion des Lipidextrak-
tes der Envelope-Fraktion Eyy,
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Da die Zugabe des organischen L&sungsmittels meist zugleich die Reaktio-
nen der Inkubationen stoppen sollten, musste auf langsames Verdinnen und erst
danach mogliche Sedimentation der Chloroplasten verzichtet werden. Aber auch
um die Kontamination der Laborgerate so gering wie mdglich zu halten, wurden
diese Fraktionen in 25 ml Schliffzentrifugenglasern nur mit 3 - 5fachem Volumen
CHCI3/MeOH versetzt, mehrfach geschittelt und Uber Nacht extrahiert. Ein be-
trachtlicher Zuckergehalt der organischen Phasen war dabei unvermeidbar, der
sich auch nach Einengen des Extraktes und Neuaufnahme in CHCIl3/MeOH durch
Ausschtteln gegen NaCl-Lésung nicht véllig eliminieren lief3.

Im Gegensatz zu den Fraktionen der Sucrose-D.grad. lieBen sich die Fraktionen
der Percoll-D.grad. schnell mit Suspensionsmedium verdiinnen (kein osmotischer
Schock der Clp.), so dass die Sedimente extrahiert werden konnten. Dies wieder-
um war deshalb von Bedeutung, weil Komponenten des Percoll® in organischen
Lésungsmitteln I6slich sind und erheblich die Dinnschichtchromatographie stéren.

2.3.2.2 Extraktion der von J. Joyard und R. Douce isolierten Envelopes

Nach Auftauen der tiefgefrorenen Envelope-Suspension wurden deren Volumen
bestimmt (11,5 ml) und 21 Aliquote (2 - 15 ul ) zur Proteinbestimmung enthnommen.
Von den Messwerten der Proteinbestimmung nach Lowry (104) fielen 13 in den
linearen Bereich der geltenden Eichkurve, so dass der Proteingehalt der Suspension
mit X = 4,67 mg/ml (sg = 0,1 mg/ml = 2,1 % von X, n = 13), die gesamte Proteinmenge
mit 53,6 mg angegeben werden kann.

Die Suspension wurde im Schiitteltrichter mit 300 ml siedendem CHCl3/MeCOH
= 2/1 fur 1 h bis zur Farblosigkeit des Proteins extrahiert und mit NaCl-Lésung
ausgeschuittelt. Die verbleibende wassrige Phase wurde nochmals extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden eingeengt und Uber Nacht im Vakuum
getrocknet (Lipidtrockengewicht 122,6 mg, korrigiert fiir die Aliquot-Entnahmen).
Zuvor wurde ein Aliquot zur DC der Pigmente abgenommen (s.u.).

2.3.3 Extraktion der Gewebekulturen des Tabaks

Das oben beschriebene Extraktionsverfahren flhrte bei der Extraktion der Sus-
pensionskulturen des Tabaks (nach Abnutschen des Nahrmediums und Waschen
mit destilliertem Wasser) zu einem Artefakt (s.u.), der bei der Extraktion des ly-
ophilisierten Materials mit heiBem CHCI3/MeOH/Isopropanol = 2/1/0,5 nicht auftrat.
Daher wurden fiir die quantitativen Analysen der Lipide nur die gereinigten Extrakte
gefriergetrockneter Kulturen eingesetzt.
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2.4. Chromatographische und spektroskopische Verfahren

2.3.4 Extraktion der Kieselgelfraktionen

Aus dem Kieselgel fur die Dinnschichtchromatographie lassen sich Lipide hoher
Polaritdt mit deutlich geringerer Ausbeute extrahieren als apolare Lipide, wenn
allein CHCI3/MeOH = 2/1 als Lésungsmittel verwendet wird. Eine Versuchsreihe
mit radioaktiv markierten Gl ergab (Tab. 2.2), dass nach einstindiger Extraktion
des von einer DC-Fertigplatte ausgeschabten Kieselgels nur ca. 8 % des TeGD
im Uberstand messbar waren. Erst nach Ausschiitteln des Extraktionsansatzes mit
NaCl-Lésung im oben angegebenen Verhéltnis verbesserte sich die Ausbeute flir
TeGD um das 10fache. Daraus errechnete sich ein Korrekturfaktor von 1,26 flr die
Radioaktivitdtsbestimmung oder die quantitative Bestimmung des TeGD. Im Falle
des MGD, DGD und TGD waren die Verluste jedoch nach Zugabe der Salzlésung
und kraftigem Schutteln der Proben vernachléssigbar klein. Dies wurde daher auch
fOr die Ausbeuten anderer, polarer Acyllipide wie SQD, PG, PE und PC angenommen
und von anderen Autoren bestatigt (175). FUr die Extraktion dieser Lipide aus dem
Kieselgel spielt der Wasserzusatz eine ebenso wichtige Rolle.

Routinemafig wurden deshalb die Lipidbanden von der DC-Platte in Schliff-
zentrifugenréhrchen ausgeschabt (2 ml CHCI3/MeOH = 2/1 vorgelegt). Mit Zugabe
von weiteren 2 ml Lésungsmittel wurden die Innenwande des Réhrchens abgespiilt
und das Kieselgel wurde durch kurzes Beschallen im Ultraschallbad (Souvrex RK
100, Bandelin) dispergiert. Bei Extraktion des Kieselgels selbst gegossener DC-
Platten wurden zuvor einige Tropfen NaCl-L6sung zugegeben. Dies erlbrigte sich
bei Fraktionen der DC-Fertigplatten, da deren festeres Kieselgel nach Anfeuchten
mit Wasser ausgeschabt wurde. Durch das Ausschitteln mit 1 ml NaCl-Lésung
wurde die organische Phase zugleich vom Kieselgel befreit. TeGD-Banden wurden
in CHCIl3/MeOH/H,0 = 2/1/0,5 ausgeschabt und kurz beschallt; das Kieselgel wur-
de abzentrifugiert. Fsme wurden wie zuvor beschrieben mit Ather (10 % MeOH)
extrahiert (155).

2.4 Chromatographische und spektroskopische Verfa-
hren, Radioaktivitiatsbestimmung

2.4.1 Diinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie der Lipide wurde bei Zimmertemperatur (Ausnah-
me: Silbernitratchromatographie) in mit Losungsmittel gesattigten Chromatographie-
kammern durchgefiihrt. Dazu wurden Glasplatten wie Ublich mit Kieselgel G Typ
60 oder H beschichtet und tber Nacht bei mindestens 120° aktiviert. Fertigplatten
(Merck) lieferten in der Regel bessere Trennergebnisse als selbst hergestellte Kiesel-
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Tab. 2.2: Ausbeute der Extraktion der Galaktolipide aus dem Kieselgel von DC-Fertigplatten
Die Banden der radioaktiven Gl (DC auf DC-Fertigplatten in LM 1, aufgetragene Totalaktivitit
107300 dpm) wurden in 1 ml CHCl3,/MeOH = 2/1 ausgeschabt und 1 h lang bei Zimmertempe-
ratur extrahiert. In Aliquoten (30 ul ) des Uberstandes wurde die Radioaktivitit bestimmt (A).
Dann wurden 4,1 ml CHCIl3/MeOH und 1,25 ml 0,45 %ige NaCl-Losung zugegeben. Nach
kréftigem Schiitteln standen die Proben 30 Min. lang ruhig. Dann wurde in Aliquoten aus
wissriger Ober- und organischer Unterphase die Radioaktivitit bestimmt.

MGD DGD TGD TeDG Summe

A Uberstand 28200 21040 16870 1870 67980
B org. Unterphase 26560 22450 35000 18320 102300
C wissr. Oberphase 950 830 2150 4760 8690

Summe B+C 27510 23280 37150 23080 110990
A als % von B+C 102,5 90,4 45,4 8,1
B als % von B+C 96,6 96,4 94,2 79,4

gelplatten; dabei ist ihre Kapazitat mit 1 mg Lipid/cm bei strichférmigem Auftragen
der Probe sehr groB3. Fir die Silbernitratchromatographie (AgNO3; — DC) wurden
Fertigplatten (0,25 mm dick) mit AgNO3-Lésung (10 % in Acetonitril, 10 ml/400
cm?) bespriiht und vor Gebrauch fiir drei h bei mindestens 130°C aktiviert. Die
Silbernitratchromatogramme wurden bei 4° C entwickelt. Lipide, die bei der diinn-
schichtchromatographischen Reinigung mit Joddampf auf der DC-Platte sichtbar
gemacht worden waren, konnten fiir die AgNO3-DC nicht mehr eingesetzt werden.

Banden der individuellen Lipide, die weiter verarbeitet werden sollten, wurden,
wenn nicht anders vermerkt, nach Anspriihen der DC-Platte mit ANS im UV-Licht
(380 nm) sichtbar gemacht. Wie schon oben angedeutet, bewahrte sich die Lokalisa-
tion der Lipide mit Hilfe von Joddampf nicht. Zwei unabhangige DC-Auftrennungen
des gleichen Envelope-Extraktes, Umesterung und GC-Analyse der Fsme der GlI
fihrten zu groBBen Differenzen in der quantitativen Fettsdurezusammensetzung. De-
formierte GC-Peaks deuteten an, dass insbesondere Trien- und Diensauren bei der
Aufarbeitung verandert worden waren. Daher wurde die Methode der Lokalisation
durch Jodbedampfung nicht angewendet.

Tab. 2.3 fasst die verwendeten Laufmittel fir die DC zusammen. Dort ist neben
besonderen Nutzungshinweisen auch angegeben, auf welchen DC-Platten ein LM
routinemanig eingesetzt wurde (Fertig- oder selbst hergestellte Platten).
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2.4. Chromatographische und spektroskopische Verfahren

Tab. 2.3: Laufmittelsysteme

F = DC-Fertigplatten 60 G, G und H = selbst hergestellte DC-Platten Kieselgel 60 G und H
(5x40 cm); C = Chloroform, M=Methanol, W=Wasser, E=Fisessig, H=Hexan, A=Ather.

Nr. Laufmittel P Trennung / Darstellung / Bemerkung
Lipidgemische
1 C/M/W =170/30/4 F GL von MGD bis TeGD; PE auf DGD,
ADGD auf MGD, TCD nicht immer
sauber von PC getrennt
2 C/M/NH4OH =170/20/1,5 F G Trennung MGD - ADGD,;, PM, APE,
BPA. (180)
3 Aceton/Benzol/W = 91/30/8 F H Gute Darstellung der wichtigsten
Acyllipide
4 C/M/E/W = 170/30/20/7 F H, Trennung PE - DGD, PG - SQD, PC -
TGD
5 Pyridin/Ameisensdure/C = PA, neigt zum Auflaufen
30/7/50
6 H/A/E = 50/40/0,5 F 1,3-DG,. 1,2-DG, Fs, TG
7 A/lsopropanol/M = 100/4,5/2,5 F Carotinoide, AGD, AGM, ASG, DG
8 Benzol F Fsme, Sterine, DG
9 A/Petrolither = 3/90 G Fsme
Acylierte Lipide
10 A/Petrolither = 2/1 F MGD, ADGD, DGD, SQD-Methylester
11 C/M =99/19 F TGD, TeGD
12 H/A/E = 50/40/0,5 F DG
Hydrolyseprodukte des Lipids nach
Lipase-Spaltung
13 H/A/E = 50/40/0,5 F Acetyliertes 1,2-DG (143)
14 C/M/W = 75/20/1 G MGD
15 C/M/W = 95/35/4 G DGD
16 C/M/E/W = 50/35/4/4 G TGD
17 C/M/E/W = 65/35/4/4 G SQD, PG, PE, PC
Silbernitrat-Chromatographie
18 Petrolither/A = 80/20 F Fsme
19 C/M/W = 60/21/4 F MGD
20 C/M/W = 65/35/4 F DGD
21 C/M/E/W = 50/25/4/4 F TGD
22 C/M/E/W = 25/15/4/2 F TeGD
23 C/M/W = 65/25/4 F SQD, PG, PC
24 C/M = 96/4 F DG
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Verschiedenes

25 C/M = 96/4

26 C/M = 95/5

27 C/M =85/15
28 Butanol/E/W = 5/4/1

Methylierungsprodukte des MGD,
DGD, TGD, TeGD

2,3,4-tri- und
2,3.4,6-tetramethylgalaktose
Glycerin

Mono-, Digalaktosylglycerin
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Abb. 2.9: Ry-Werte
(1) C/M/W =170/30/4 (2) C/M/NH4OH = 70/20/1,5 (3) Aceton/Benzol/Wasser = 91/30/8 (6,
12, 13) H/A/E = 50/40/0,5 (7) A/Isopropanol/M = 100/4,5/2,5 (5) Pyridin/Ameisenséure/C =
30/7/50 (4) C/M/E/W = 170/30/20/7
Abkiirzungen wie in Tabelle 2.3
1 = 2-Acyl-3-acetyl-glycerin
2 = sn-1-Acylglycerin
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Abb. 2.10: Radiogaschromatogramm
Ca. 2200 dpm '*C-Margarinsiure, 15 %
Reoplex (250cm x 1/8 Zoll-Stahlséule),
isotherm 195°C.

Auswertung: Background b = 100
cpm/2,8cm, Elutionsdauer e = 1,3 cm,
volle Integrationsausschldge I = 4 (ein
Ausschlag itiber 6,25 cm = 100 counts),
Teilausschlidge t1 = 2,3cm, t2=1,5 cm

100
cpm=1x100+ (1 +1) X 635 —exb

)

Gaschromatographie (GC) und Radiogaschromatographie

Die GC der Fsme und des trimethylsily-
lierten MGD bzw. dessen Ather-Analogons
und RGC der Fsme wurde wie beschrie-
ben (155,156) mit 250 cm langen, 1/8
Zoll-Stahlsadulen, 15 % Reoplex auf Chro-
mosorb W bzw. mit 100 cm langen 1/8
Zoll-Stahlsaulen, 2 % Silicon SE 30 auf
Gaschrom P und den folgenden Geréaten
durchgefihrt:

Hewlett-Packard 5700 A Gaschromato-
graph, bestlckt mit einem Flammenioni-
sationsdetektor, Hewlett-Packard Integrator
3380 A,

Perkin-Elmer Durchflussreakior RGC
170 mit 10 ml Proportionalz&hlrohr, Integra-
tor und Power-Supply LB 242 K der Firma
Berthold, Rikadenki 2-Kanal-Schreiber.

Die Identitat der Fettsduren wurde wie zu-
vor durch Vergleich mit authentischen, k&uf-
lichen Fs (Myristin-, Palmitin-, Stearin-, Ol-,
Linol- und Linolenséaure), durch Rechroma-
tographie nach Hydrierung sowie durch die
Graphen 1g (Retentionszeit isotherme Anal.)
= f (C-Zahl) bestimmt. Eine Hexadecensau-
re, deren Vorkommen im Pflanzenreich und
speziell im PG beschrieben und deren Struk-
tur aufgeklart ist (54), konnte ausschlieBlich
im PG oder im totalen Lipidextrakt detek-
tiert werden und wurde deshalb als trans-3-
Hexadecensaure (3-tr-Ci4.1) angesprochen
(siehe auch GLC-CI-MS). Ihr Ry ist bei den
verwendeten Temperaturprogrammen deut-

lich verschieden von dem der Palmitdlsaure. Weitere Unterscheidungen im Bereich
der Hexadecensauren konnten nicht getroffen werden, etwa in bezug auf die Lage
der cis-Doppelbindung in Position 9 oder 7. Auch die Struktur der Cy¢.2, die mit ihrer
Masse zwar kaum, aber mit ihrer hohen spezifischen Aktivitdt im MGD eine wichtige
Rolle spielt, konnte durch GC nicht nédher charakterisiert werden.
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Zur Berechnung der absoluten Menge der Fs wurden die Flachen der einzel-
nen Komponenten auf die des internen Standards Margarinsaure (C17.9) bezogen.
Molmengen wurden Uber die Multiplikation der absoluten Mengen mit Molfaktoren
auf der Basis der Molekulargewichte der Fs bestimmt. Der Detektor-Response der
einzelnen Fs wurde nicht bestimmt. Es kann davon ausgegangen werden, dass
der Detektor-Response fir eine Komponente bei Absolutmengen gréBer als 0,1
g konstant ist (106). Wéahrend die Auswertung der Massenchromatogramme zu-
néachst nach der Methode Peak-Hbhe x Peak-Weite auf halber Peak-Héhe (94) mit
Hilfe der programmierbaren Rechner HP 67 und HP 97 geschah, wurde auf diese
Verfahren nur zurlickgegriffen, wenn die programmierte Online-Auswertung des
zwischenzeitlich erworbenen Integrators HP 3380 A fehlerhaft war.

Bei gleichbleibenden Gerateparametern und Gasflissen bei der RGC stieg
die Zahlausbeute auf ca. 25 %, als die Stahlkapillare zwischen Verbrennungsrohr
und T-Stlick der Methaneinspeisung ausgetauscht wurde. Ein langsames Absinken
dieser maximalen Ausbeute ist wahrscheinlich darauf zurtickzuflihren, dass sich
Verbrennungsriickstande in dieser Kapillare niederschlugen.

Eine Arbeitsgruppe in Ungarn (97) bestétigte das ermittelte Plateau der Hoch-
spannung fur den gleichen Geratetyp und demonstrierte, dass die Weite (= Elutions-
dauer) des GC-Peaks keinen Einfluss auf die integrierte Impulszahl hat. Daher wurde
die dem Peak zugehdrige Impulszahl nicht mehr wie zuvor durch die Elutionsdauer
dividiert, sondern lediglich der Background fiir die ausgemessene Elutionsdauer
von der Impulszahl subtrahiert (siehe auch Abb. 2.10). Die errechneten cpm kénnen
leicht in absolute dpm transformiert werden, wenn die Probe Daten 14C17.0 bekann-
ter Radioaktivitat enthalt; dpm einzelner Fs kénnen aber auch bestimmt werden,
wenn ein Aliquot der Probe zur LSC verwendet wird. Mit Hilfe der dort bestimmten,
absoluten AktivitatsgréBe kann der prozentuale Anteil der Radioaktivitat einer Kom-
ponente, ermittelt durch das Radiogaschromatogramm, in absolute Radioaktivitat
umgerechnet werden.

2.4.3 Radioaktivititsbestimmungen
2.4.3.1 Flissigkeitszintillationszihlung (LSC)

Organische Lésungsmittel mit geringem Wassergehalt wurden direkt in Szintilla-
torcocktail (5 g/l 2,5-Diphenyloxazol = PPO, 0,3 g/l 1,4-Bis-2-(4-Methyl-5-phenyl-
oxazolyl)-benzol = DM-POPORP in Toluol), vorgelegt in 25 ml Glasszintillationsréhr-
chen der Firma Zinsser, Frankfurt, injiziert, und in einem Packard Instrument &
Co Tricarb 3380 gezahlt (Akkumulation von 10000 cpm, Standardabweichung der
Einzelmessung dann 1 %, oder Abbruch der Messung nach 10 Min.). Sowohl das
Lésungsmittel der Szintillatoren, Toluol, als auch das Material der Glaszahlréhrchen
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zeigen bei Verwendung von PPO in Toluol keine Phosphoreszenz (128). Die Proben
wurden nach Abklingen der Photolumineszenz und Kiihlung im Geréat tiber Nacht
gezahlt. Der Quench, verursacht durch Chlorophyll, Chloroform oder Wasser, wurde
durch externe Standardisierung (128) und Eichkurven korrigiert. Ebenso wurden die
Ausbeuten der kieselgelhaltigen Proben bestimmt; dabei wurde das Kieselgel nach
dem Ausschaben in 5 ml MeOH durch Wirlen auf dem Vortex-Gerat oder kurzes
Beschallen im Ultraschallbad suspendiert und ca. 30 Min. lang extrahiert, bevor der
Szintillatorcocktail (10 ml) hinzugegeben und die Probe erneut gut geschittelt wurde.
Dabei machte sich der Wassergehalt gegeben beim Ausschaben angefeuchteter
DC-Fertigplatten positiv bemerkbar (s.0.). Die Aufnahme der Quenchkorrekturkur-
ven zeigte, dass MeOH die Zahlausbeute offensichtlich durch bessere Lésung der
Substanzen im Szintillatorcocktail steigert (128). Dies ist insbesondere wichtig bei
der Z&hlung kieselgelhaltiger Proben (175). Wasser kann die Ausbeute steigern, da
es auch stark polare Lipide, wie z.B. lyso-Lecithin, adsorbiert an die aktiven Stellen
des Kieselgels, zu ersetzen vermag (175). In diesem Zusammenhang sei bemerkt,
dass die LSC stark polarer Lipide in Wasser aufnahmeféhigen Szintillatorgemischen
wie Unisolve oder Aquasol (colloid-counting) erst dann in der gewlinschten Weise
effektiv wird, wenn der Probe Wasser beigemischt wird (175).

Wie Abb. 2.11 zeigt, liegt die Kurvenschar der CHCI3- und MeOH-Quench-
Testreihen dicht gedrangt und sie stimmt auch gut mit der der Chlorophyll- und
Chlorophyll-Bleich-Testreihen (Abb. 2.12) mit Benzoylperoxid (28, 128) Uberein. Da
in den meisten Fallen die Radioaktivitat in Lésungen von CHCI3/MeOH = 2/1 zu
bestimmen war, wurde die Messreihe des (CHCI3/MeOH = 2/1)-Quenchs fiir eine
Kurvenanpassung zugrunde gelegt. Auf der Basis dieser Quenchkorrekturkurve

Zahlausbeute in % = 100,61 + 17,93 x In(A.E.S.! Ratio),
fr A.E.S. > 0,5 gilt % = 83 + 10 x (A.E.S. Ratio)

wurden alle LSC-Daten mit einem Programm flr die Rechner HP 67/97 ausge-
wertet. Der maximale Fehler der dpm-Berechnung kann, alle Punkte der Quench-
Messungen beriicksichtigt, - 10 % betragen, er dirfte aber flir das meist gegebene
Lésungsmittel CHCI3/MeOH = 2/1 sehr viel geringer sein (Abb. 2.11).

Wassrige Proben wurden mit dem Szintillator Unisolve Typ | gut gemischt, der
bis zum Verhaltnis 1:1 Wasser aufnehmen kann, sich dann aber stark trlibt. In der
Regel wurden 5 ml Unisolve mit maximal 3 ml wéssriger Phase versetzt.

Die bestimmten A.E.S. Ratios der externen Standardisierung der klaren Proben
waren dann, wenn keine anderen Quenchfaktoren hinzukamen, gréBer als 0,35. Von
diesem Wert an deckt sich die aufgenommene Quench-Testreihe gut mit der oben
angegebenen, universalen Quenchkorrekturkurve.

latomic emission spectroscopy
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Geringe Mengen Schwefelséure farbten den Unisolve-Szintillator nicht griinlich,
wie dies gewdhnlich im PPO-POPOP-Toluol-System geschieht, und fihrt - auch
abgesehen von dieser Farbung - primér nicht zur Phosphoreszenz (128).

355 wurde im *C-Kanal des Gerates gemessen und wie oben quench korrigiert.
Die erhaltenen Werte dienten als Grundlage fiir prozentuale Berechnungen und
wurden nicht auf absolute dpm umgerechnet.

32p wurde im 32P-Kanal des Gerétes ohne externe Standardisierung im Toluol-
Szintillationscocktail gemessen (128).

Zur Quench-Korrektur der Tritium-Proben (Toluol-Cocktail) diente eine Korrektur-
kurve (Abb. 2.11), die von Prof. Dr. E. Heinz Gbernommen wurde.

2.4.3.2 Scanning der Diinnschichtplatten, Autoradiographie

Banden radioaktiver Lipide wurden durch Scanning mit dem Perkin-Elmer Diinn-
schichtscanner Modell Il LB 2723 der Firma Berthold oder durch Autoradiographie
auf den DC-Platten lokalisiert. Dazu wurden die DC-Platten flr ca. 14 Tage Rontgen-
papier der Firma Agfa-Gaevert oder Kodak (Kodak Industrex Instant 620) exponiert.
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Abb. 2.11: Fliissigkeitszintillationszéhlung: CHCIl3/MeOH-QUENCH

14¢_Linolensiure bekannter Radioaktivitit (Hersteller-Angabe) wurde so verdiinnt, dass in 10
1 einer Standardlosung 25931 dpm enthalten waren. Daraus wurden mit einer 10 ul -Spritze je
5 pl entnommen und in Szintillationsrohrchen gespritzt (10 ml Szintillationscocktail vorgelegt,
Nullwert tiberpriift). Der Pipettierfehler war klein: ¥ = 12316 dpm, 513 = 1,14 %.
Zu diesen Grundproben (e) wurden zunichst verschiedene Volumina MeOH pipettiert (o): 10,
20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 750 ul sowie 1, 2, 3, 4 und 5 ml.
Dann wurden durch sukzessive Zugabe von CHCI3 die CHCI3,/MeOH-Verhiltnisse 0,25:1,
0,5:1,0,75:1, 1:1, 1,25:1, 1,5:1, 2:1, 2,5:1 und 3:1 erzeugt (M). Die Korrekturkurve fiir Tritium
wurde von Prof. Dr. E. Heinz tibernommen.
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Abb. 2.12: Fliissigkeitszintillationszihlung: Chlorophyll-QUENCH

a) W Chlorophylllosungen (2,58 - 1935 ug Chl) wurden im Szintillationsrohrchen im N,-
Strom zur Trockene eingeengt, in 0,5 ml CHCI3/MeOH = 2/1 aufgenommen und mit 0,5
ml Benzoylperoxidlosung (0,5 % in Toluol) (28) versetzt und tiber Nacht bei Zimmertem-
peratur stehengelassen. Dann wurden 10 ml Szintillationscocktail und 5 ul der radioaktiven
Standardldsung (Abb. 2.11) hinzu pipettiert.

b) o Zu den Grundproben (s. Abb. 2.11) wurden zunichst 2-100 1 Chlorophylllosung mit 2,58
Hg Chl/2 ul, dann sukzessive bestimmte Volumina CHCl3/MeOH = 2/1 pipettiert.

¢) O Die wie unter a) hergestellten, eingeengten Chlorophyllproben wurden nicht in
CHCI3/MeOH, sondern direkt in Benzoylperoxidlosung aufgenommen und nach Bleichung
mit Szintillatorlésung und radioaktivem Standardversehen.
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2.4.4 Massenspektroskopie

Die massenspektroskopischen Analysen der acetylierten Lipidkomponenten wurden
wie zuvor beschrieben (147,169,183) von Dr. M. Linscheid, Institut fir Organische
Chemie der Universitat KéIn, mit einem Massenspektrometer Varian-MAT 731 durch-
gefihrt.

Obwohl bei den vorangegangenen Analysen stets mehrere Spektren wahrend
der Verdampfung der direkt injizierten Proben aufgenommen und gemittelt wurden,
wies die Berechnung der quantitativen Fettsdurezusammensetzungen der Proben
im Vergleich zur GC-Analyse groBe Differenzen aus; dies gab Anlass zu einer detail-
lierten Studie des Verdampfungsverhaltens eines Gemisches aus verschiedenen
Lipidspezies. Dazu wurden ein Gemisch aus vier Uiber praparative AgNO3-DC (158)
isolierten und gereinigten MGD-Spezies und eines aus zwei ebenso praparierten
DGD-Spezies in das Gerat eingespritzt und die Intensitaten der relevanten Diglyce-
ridfragmentionen wéhrend der Heizperiode zur Verdampfung der Probe in kirzest
maoglichen Absténden registriert.

Hexadecensauremethylester (Ci6.1 aus PG des Spinats, Ci¢.; aus PG des En-
velopes des Spinats, kaufliche cis-9-Ci¢.1) wurden durch chemische lonisation mit
dem Reaktionsgas NO nach vorgeschalteter GC auf einer FFAP-Kapillarsaule un-
tersucht (GLC-CIMS). Das Fragmentierungsmuster lasst nicht nur die Lokalisation
der Doppelbindung zu, sondern die Intensitat der verschiedenen Fragmente weist
auch auf ihre Stereoisomerie hin (25). Danach sollte dem Massenspektrum des
Hexadecensauremethylesters aus PG des Envelope die Struktur der 3-trans-Cj¢.
zugrunde liegen.

2.5 Qualitative Bestimmung der Lipide

Die Identitat der einzelnen Komponenten der Lipidextrakte wurde ermittelt durch:

- Chromatographie und Rechromatographie in verschiedenen Laufmittelsyste-
men und Vergleich der Rs-Werte mit den aus der Literatur bekannten (Review 99, s.
auch Abb. 2.9, S. 45)

- Cochromatographie bekannter Lipide, die als Referenzsubstanzen isoliert oder
synthetisiert wurden

- Chromatographie von Abbauprodukten oder Derivaten einer Komponente
- Charakteristische Farbreaktionen (s. Tab. 2.5)
- Massenspektroskopische Untersuchungen
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2.5. Qualitative Bestimmung der Lipide

Tab. 2.4: Fettsdurezusammensetzung in Mol-% des PE, PG und der Acylierungsprodukte
APE und BPA

PE bzw. PG wurden mit Palmitoleoyl- bzw. Oleoylchlorid umgesetzt, die Reaktionsprodukte
durch priparative DC gereinigt.

Ci6:0 Cie:1 Cis:0 Cig:1 Cis2 Cig:3
eingesetztes PE 34,5 0 3,6 7,8 52,3 4.8
synthetisiertes APE 26,1 22,5 2,5 6,7 38,7 35
berechnetes Soll APE 21,0 333 2,4 52 34,9 3,2
eingesetztes PG 22,7 33,0 1,6 2,7 12,4 27,7
synthetisiertes BPA 12,2 14,3 2,8 52,7 6,2 11,8
berechnetes Soll BPA 11,3 16,5 0,8 51,3 6,2 13,8

2.5.1 Phosphatidylmethanol (PM)

In den Extrakten nicht gefriergetrockneter Gewebekulturen des Tabaks trat ein un-
bekanntes Lipid in groBen Mengen auf, das in Lipidextrakten gefriergetrockneter
Kulturen nicht vorkam. Dem R -Wert zufolge war es wenig polarer als MGD, zeigte
positive Reaktion mit Ammoniummolybdat-Schwefelsaure, aber keine mit Ninhydrin
und a-Naphthol-Spriihreagenz. Aufgrund dieser Daten (insbesondere auch der R-
Werte (111, 180)) konnte man vermuten, dass es sich um BPA handeln konnte, das
als Artefakt einer intermolekularen Umesterung bekannt ist (24), aber auch in hetero-
trophen Zellkulturen vorkommen sollte (164) ebenso wie APE, oder méglicherweise
auch um Mono- oder Dimethyl-PE (108) als Vorlaufer in der Biosynthese des PC.
Die Cochromatographie mit den beiden semisynthetischen Phospholipiden BPA und
APE bestatigten dies jedoch nicht. Dazu wurden PE und PG mit Palmitoleoyl- bzw.
Oleoylchlorid (32) umgesetzt; die gereinigten Produkte wiesen die theoretisch zu
erwartende Fettsdurezusammensetzung auf (Tab. 2.4).

Das unbekannte Lipid chromatographierte aber identisch mit Phosphatidylmetha-
nol, das aus PC in methanolischem Puffersystem mit Phospholipase D hergestellt
wurde (30, 125). Méglicherweise entstand PM als Artefakt wahrend der Extraktion
durch eine Phospholipase D-katalysierte Transphosphatidylierung (37, 181) zwi-
schen Phospholipiden und dem MeOH des Extraktionsmittels, da Enzymaktivitaten
bei den gegebenen Extraktionsbedingungen der Gewebekulturen unzureichend
abgestoppt wurden. Bei der Extraktion der gefriergetrockneten Gewebe trat dieser
Artefakt jedoch nicht auf.

2.5.2 Acyliertes Digalaktosyldiglycerid (ADGD)

In Lipidextrakten der isolierten Envelopes konnte ein in betrachtlichen Mengen
vorkommendes, acyliertes Galaktolipid identifiziert werden, welches im gewéhnlichen
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2. Methoden

Tab. 2.5: Spriihreagenzien fiir die DC

Spriihreagenz Detektiertes Lipid
Ammoniummolybdat-Perchlorsdure Phosphorsiureester
(Hanes-Reagenz) (114) (Zuckerphosphate)
a-Naphthol (7) Glykolipide
Natriummetaperjodat-Benzidin (114) a-Diolgruppierungen
Ammoniummolybdat-Schwefelséure (Dittmer u. Phospholipide
Lester, 1964) (7)

Ninhydrin (7) Aminolipide

50 % Schwefelsdure (Veraschen) (7) Lipide
Anilinnaphthalinsulfonsiure, 0,2 % in MeOH, UV Lipide

320 nm

Dichlorfluorescein, 0,2 % in Athanol, UV 320 nm Glykolipide

LM 1 auf oder nahe bei MGD chromatographiert. Eine gute Trennung von MGD
war mit LM 2 gewéhrleistet. Das Spaltprodukt der alkalischen Hydrolyse hatte den
gleichen R -Wert in LM 28 wie das des ADGD (78) und die massenspekiroskopische
Analyse des acetylierten Lipids (s.u.) bestatigte die Struktur des ADGD.

Durch Vergleich des chromatographischen Verhaltens mit AGM und AGD (69,
70, 80, 31) und Massenspektroskopie wurde ebenso AGD im Lipidgemisch des
isolierten Envelope erkannt.

2.5.3 Priparation der Envelope-Lipide fiir die Massenspektro-
skopie (MS)

Folgende, aus dem Lipidextrakt der Envelope-Suspensionen isolierte, derivatisierte
und gereinigte Lipide wurden massenspektroskopisch analysiert und in ihrer Identitt
bestatigt:
DG, TG, MGD, AGD, DGD, ADGD, TGD, TeGD, SQD, PG, PC, SG.

Dazu wurden die Glykolipide MGD, AGD, DGD, TGD, TeGD, ADGD, SG und SQD
acetyliert, methyliert wie zuvor beschrieben (169) und durch DC in LM 10 (ace-
tyliertes TGD und TeGD in LM 11) gereinigt. Die Banden der einzelnen Kompo-
nenten, nach Anspriihen der DC-Platten mit Dichlorfluoresceinlésung im UV-Licht
sichtbar gemacht, wurden in MeOH ausgeschabt, kurz beschallt, mit Petrolather
extrahiert und gegen Wasser ausgeschiuittelt (Petrolather/MeOH/Wasser = 4/2/2).
Die Dichlorfluorescein-haltigen, wassrigen Phasen wurden abgezogen, die orga-
nischen Phasen mit Na,SO4 getrocknet und im N,-Strom eingeengt. Die Banden
des acetylierten TGD und TeGD wurden jedoch durch Anspriihen mit ANS sichtbar
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2.5. Qualitative Bestimmung der Lipide

Tab. 2.6: R,-Werte von 11 isolierten MGD-Spezies bei der AgNO3-DC in LM 19 und ihr
molarer Anteil in % in den beiden Losungen, die fiir die Inkubation des Protein-Aceton-Pulvers
aus Blittern der Erbse und des Spinats verwendet wurden

Die Ry-Werte sind Mittelwerte aus drei AgNO3-DC, bezogen auf R des 18:0/18:0-MGD = 1.
Mol-% wurde bestimmt durch GC der Fsme der Einzelkomponenten vor der Vereinigung.

Mol-%  Mol-%

MGD-Spezies Ry All B4
18:0 18:0 1 9,2
16:0 18:2 0,88 16,2
16:1 18:1 0,86 13,7 34,7
16:1 18:2 0,77 3,0
16:0 18:3 0,73 20,1 15,6
18:2 18:2 0,70 73
16:1 18:3 0,54 1,3
18:2 18:3 0,45 88 17,7
16:2 18:3 0,35 53
18:3 18:3 0,26 6,5 33,1
16:3 18:3 0,21 8,5

gemacht, in vorgelegtes CHCIz/MeOH = 2/1 ausgeschabt, beschallt und gegen
NaCl-Lésung ausgeschittelt (s.o.).

Eine Hydrolyse der Phospholipide PC und PG mit Phospholipase C (125) setzte
zunachst deren Diglycerid-Anteile frei, die acetyliert wurden. Dabei wurden die
Produkte der Hydrolyse und Derivatisierung gereinigt durch DC in LM 6 = 12,
sichtbar gemacht und extrahiert, wie oben beschrieben.

Die flrr die Massenspektroskopie praparierten Lipide wurden bei Raumtempe-
ratur an der Vakuumpumpe getrocknet und in Petrolather geldst, der Gber einem
Molekularsieb aufbewahrt wurde.

Acetyliertes TGD und TeGD wurden in wasserfreiem CHCI3/Petrolather = 1/1
aufgenommen.

Die dem chromatographischen Verhalten nach als Pl angesprochene Komponen-
te “U”lieB sich nicht wie die genannten Phospholipide mit Phospholipase C spalten
und daher nicht in der beschriebenen Form flr die Massenspektroskopie derivatisie-
ren. Das mit Ammoniummolybdat-Schwefelsaure positiv reagierende Lipid wurde
ebenso nicht von Lipase und Phospholipase A, umgesetzt, enthielt aber Fettsduren,
die als Produkt der Methanolyse gaschromatographisch analysiert wurden. Die
Massenspektroskopie (Felddesorption) deutete an, dass “U “keinen Zuckeralkohol
enthalt. Die vergleichende Analyse eines tierischen P12, das als solches in seiner

2Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. H. Debuch, Universitit Kéln.
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Struktur bestatigt wurde, zeigte, dass dieser Befund kein Artefakt der Analysetechnik
ist.

2.5.4 MGD- und DGD-Referenzspezies

Als Referenzen fur die AgNOs-diinnschichtchromatographische Auftrennung des
MGD nach Zahl der Doppelbindungen in den Fettsduren und deren Kettenlangen
wurden 11 verschiedene MGD-Spezies durch praparative AgNO3-DC (157) isoliert
und ihre Reinheit durch GC-Analyse ihrer Fsme Uberprift. Die Préparation ging von
den natirlichen MGD-Gemischen aus Anabaena und Cycas aus.

Die gereinigten Spezies wurden zu Gemischen aus 11 und 4 Komponenten
vereinigt, wie in Tab. 2.6 gekennzeichnet. Mit einem Protein-Aceton-Pulver aus
Blattern der Erbse (157) wurde das 4er MGD-Gemisch mit UDP-('C)Gal inkubiert;
die so radioaktiv markierten DGD-Spezies dienten ihrerseits als Referenz bei der
AgNO3-DC des DGD.

Die beiden MGD-Spezies-Gemische wurden ebenfalls eingesetzt, um die Spe-
zifitdt der Galaktosyltransferase in Aceton-Pulvern aus Blattern der Erbse und des
Spinats zu testen.

2.6 Quantitative Bestimmung der Lipide

2.6.1 Quantitative Bestimmung der Lipide des isolierten Envelo-
pe

Ca. 20 % des Lipidextraktes (122,6 mg) der Envelope-Suspension (2.1.4 s.v.) wurden
far die quantitative Bestimmung der Lipide und ihrer Fettsduren eingesetzt.

Die Basis der Bestimmung war die GC-Analyse der Fsme des totalen Lipidex-
traktes (155) und der einzelnen Acyllipide mit dem internen Standard Margarinsaure
(C17:0)- Sie wurde vor der Methanolyse der Proben in Sovirel-Zentrifugenréhrchen
(mit Teflon- Schraubverschluss, bei 80° C, 1 - 2 h, 1 N methanolische Schwefel-
saure) zugeflgt. Die eingesetzte Menge orientierte sich daran, dass 6,25 ug « 23
nmol C}7.¢ unter den gegebenen GC-Bedingungen bei einer Empfindlichkeitseinstel-
lung von 100 x 8 (Range x Attenuation, bzw. 10 x 8 bei eingebautem Splitter,
RGC) einen ca. 9 cm hohen Peak erzeugten. Bei flinf voneinander unabhangigen,
quantitativen Bestimmungen des MGD aus griinen Gewebekulturen (DC in LM 2,
Ausschaben der Banden in methanolische Schwefelsdaure, Umestern inkl. 14,25 ug
C17.0, GC der Fsme) betrug die Standardabweichung des Mittelwertes 3,3 % vom
Mittelwert (nmol/mg Totallipid).

Spezifische Radioaktivitdten wurden bestimmt, indem entweder
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2.6. Quantitative Bestimmung der Lipide
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Abb. 2.13: DC-Separierung einzelner Lipidkomponenten

(a) ein definiertes Volumen radioaktiver C17.o bekannter spezifischer Aktivitat vor
der Methanolyse der Probe zugesetzt wurde,

(b) mit der zu untersuchenden Fsme-Probe ein definiertes Volumen *C7.¢ in
den RGC injiziert wurde oder

(c) in einem Aliquot der zu analysierenden Fsme die Radioaktivitéat durch LSC
ermittelt wurde.

Vier Aliquote des Lipidextraktes (2.1.4) (3 - 5 mg) wurden nach folgendem
Schema (Abb. 2.13) in die einzelnen Lipidkomponenten aufgetrennt, nach dem auch
die Lipide fir die Massenspektroskopie und die Positionsanalyse prapariert wurden.

Nach DC in LM 1 wurden nach Ansprihen der Platten mit ANS im UV-Licht
acht Fraktionen sichtbar, die wie oben beschrieben aus dem Kieselgel extrahiert
und in anderen LM chromatographiert wurden, wenn zwei oder mehr Komponenten
enthalten waren. In diesem Falle wurde ein Aliquot der Fraktion vor der weiteren
Aufarbeitung mit internem Standard methanolysiert und GC-analysiert.

Mit der Analyse der gereinigten, einzelnen Lipide konnte tUber deren prozentuale
Anteile von der Fraktion und den Bezug auf die absolute Menge der Fraktion die
absolute Menge der Komponenten berechnet werden. Dabei wurde ein gleich hoher
Verlust fur die verschiedenen Lipide bei der zweiten Chromatographie angenommen.
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Unmittelbar nach der Extraktion der Envelope-Suspension war ein Aliquot des
gewaschenen Extraktes in LM 7 chromatographiert worden. Die Banden der Pig-
mente wurden in MeOH/H, O = 5/1 ausgeschabt und nach Zugabe von 5 ml CHCI3
kraftig geschuittelt. Das Kieselgel wurde abzentrifugiert und nach Abpipettieren des
Uberstandes erneut extrahiert; die vereinigten organischen Phasen wurden im N,-
Strom eingeengt, in 0,5 ml Lésungsmittel aufgenommen, und die Extinktion der
Losungen wurde bei A; gemessen (87):

Pigment Lésungsmittel Ai (nm) & (1/gxcm)
B-Carotin Hexan 450 250,5
Lutein + Zeaxanthin Athanol 447 255,0
Violaxanthin Athanol 441 225,0
Neoxanthin Athanol 438 2270

2.6.2 Quantitative Bestimmung der Lipide in Extrakten der Ta-
bakblitter, der Gewebekulturen des Tabaks und anderer
Lipidextrakte

Die quantitativen Bestimmungen der Acyllipide in anderen Lipidextrakten, z. B.
denen der Thylakoid- oder Chloroplasten-Fraktionen, orientierten sich am oben
geschilderten Verfahren.

Die Analyse der Lipide des Tabaks ging jedoch von der DC-Fraktionierung in
LM 3 aus (Kieselgel, H-Platten, 5 x 20 cm). Wenn in diesem LM keine optimale
Trennung erreicht wurde (kritische Paare SQD - PG, PG - PE), wurden wie oben
die Komponenten gemeinsam ausgeschabt, Aliquote der Kieselgelextrakte GC-
analysiert, und die Reste wurden in LM 4 in einem zweiten chromatographischen
Schritt in die einzelnen Acyllipide aufgetrennt.

2.6.3 Chlorophyllbestimmung

Es wurde die Extinktion 80 %iger Acetonlésungen bei 652 nm gemessen (23).
Der Gehalt an Chlorophyll a und b in pg/ml 80 % Aceton errechnet sich bei einer
Schichtdicke der Kuvette von 1 cm nach der Formel (Egsp x 1000)/36.
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Abb. 2.14: Lipasespaltung des acetylierten Diacylglycerins und DC der Hydrolyseprodukte
inLM 13

2.7 Positionsanalyse

Die positionsspezifische Verteilung der Fettsauren in den Glyco- und Phospholipi-
den wurde wie zuvor beschrieben (47,125,147,155) durch Hydrolyse des Lipids mit
Lipase (Rhizopus arrhizus) untersucht. Die Lipase-Assays (0,5 ml) wurden mit 4 ml
CHCI3/MeOH = 2/1 gestoppt und mit 0,5 ml essigsaurer NaCl-Lésung ausgeschit-
telt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die wassrige Phase schlierenfrei
war (u. U. 1 Min. bei 20 % Drehzahl auf der Hettich-Rotixa/K-Zentrifuge zentrifugie-
ren). Ein Grund fir die h&aufig geringen Ausbeuten an freien Fettsduren kdnnte sein,
dass Triton X-100 die freien S&uren in der wassrigen Phase emulgiert. Wahrend die
Lyso-Verbindungen mit R -Werten von 0,3 - 0,7 in den angegebenen LM (Tab. 2.3,
S. 43) in methanolische Schwefelsaure ausgeschabt und die Fsme nach Umeste-
rung und Extraktion direkt GC-analysiert werden konnten, zeigten die Fs &hnliches
chromatographisches Verhalten wie Triton (auBer in LM 13); sie mussten daher nach
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Tab. 2.7: Fettsiurezusammensetzung (in Mol-%) des PC, des aus PC priparierten, acetylierten
DG und deren Lyso-Verbindungen

Mol-% der Cyg.; stets kleiner als 1,3 %. Der prozentuale Anteil der Fs in der C-2-Position
wurde auf der Basis der Lyso-Verbindungen berechnet.

Cie0 Cig.0 Cig.1 Cig2 Cig:3

PC 16,2 35 13,5 62,3 4,5
Lipase-Hydrolyse

1-1yso-PC 3,1 0.4 13,8 77,7 5,0
Fs C-1-Position 24,7 8,1 13,9 49,4 3,8
% der Fs an C-2 9,6 5,7 51,1 62,4 55,8
Phospholipase A;-Hydrolyse

Fs C-2-Position 3,7 0,9 14,7 75,8 4,9
2-1yso-PC 25,1 6,6 12,6 51,8 39
% der Fs an C-2 11,4 5.7 53,3 58,4 56,7
acetyliertes 1,2-DG 17,2 4,2 14,4 59,0 4,1
2-Acylglycerin 4,1 0,8 15,6 74,5 4.5
% der Fs an C-2 13,4 6,0 55,6 62,7 61,0
2-Acyl-3-acetylglycerin 4,6 0,5 16,0 74,0 5.0
Fs C-1-Position 28,3 6,6 13,5 47,3 3,0
% der Fs an C-2 11,9 9,5 54,2 63,1 54,9

Umesterung dieser Fraktion diinnschichtchromatographisch von Verunreinigungen
befreit werden (LM 9).

Der Hydrolyseansatz des TGD wurde ebenfalls mit CHCI3/MeOH abgestoppt,
aber nicht mit NaCl-Lésung gewaschen, sondern nach Zugabe von Isopropanol
insgesamt eingeengt, in MeOH aufgeldst und auf DC-Platten aufgetragen. Die-
ses Verfahren, auch bei Lipase-Hydrolyse anderer Lipide angewendet, fihrte zu
besseren Ausbeuten in Bezug auf die abgespaltenen, freien Fs.

Der folgende Versuch demonstriert, dass die Lipase ebenfalls spezifisch die Fett-
saureester der primaren Hydroxylgruppe des sn-1,2-Diacyl-3-acetylglycerins umsetzt
und die Hydrolyseprodukte stabil sind. Eine Probe PC wurde drei verschiedenen
Hydrolysen unterworfen:
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Abb. 2.15: Methylierung und Hydrolyse des DGD (Schematisch), (1 = Methylrest
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In den ersten beiden spalteten Lipase und Phospholipase A, Fettsdureglycerines-
ter des Lipids. Die Lyso-Verbindungen und abgespaltenen Fettsduren wurden isoliert,
GC-analysiert und der GC-Analyse der Fsme des intakten Lipids gegenibergestellt.

In der dritten Hydrolyse mit Phospholipase C wurde der Diglyceridbaustein des
PC freigesetzt, der dinnschichtchromatographisch in LM 6 gereinigt wurde. Die
DC zeigte, dass nur 1,2-Diacylglycerin entstanden war. Das isolierte 1,2-DG wurde
acetyliert, im gleichen LM erneut gereinigt und seinerseits mit Lipase hydrolysiert
(Abb. 2.14). Zuvor wurde ein Aliquot methanolysiert. Die Ergebnisse der Analysen
listet Tab. 2.7 auf.

2.8 Methylierungsanalyse

Nach Methylierung und Hydrolyse der héheren Galaktolipide ist es méglich, innere
und &uBere Zucker dinnschichtchromatographisch zu trennen (Abb. 2.15).

Die durchgefiihrten Analysen der bei in vivo und in vitro Inkubationen radioaktiv
markierten Gl folgten dem Verfahren von Hakamori und Fischer, das ausfihrlich
beschrieben worden ist (122, 187, 188).

Die permethylierten Galaktosylglycerine wurden diinnschichtchromatographisch
gereinigt (LM 25), extrahiert und eingeengt wie beschrieben, und zur Hydrolyse
tber Nacht (80°C, 0,3 ml 0,5N H,SO4, in 90 % AcOH) aufgenommen; nach Zugabe
von 0,3 ml Wasser wurden die Proben fir weitere 5 h auf 80°C erhitzt, danach
mit 1 ml MeOH Uber Anionenaustauscher in Acetat-Form gefiltert, der in eine 2
ml-Pasteur-Pipette eingeschlammt war. Der Austauscher wurde mit 3 x 2 ml MeOH,
2 ml CHCI3/MeOH = 2/1 gespiilt, und der Extrakt wurde im N,-Strom eingeengt.
Die Hydrolyseprodukte, 2,3,4,6-Tetra- und 2,3,4-Trimethylgalaktose, wurden in LM
26 chromatographiert, die Banden wurden durch Scanning und Autoradiographie
sichtbar gemacht und zur LSC ausgeschabt.

2.9 Acylierung und Galaktosylierung des MGD-Ather-
Analogons

Ein Aceton-Protein-Pulver aus Blattern der Erbse (Galaktosyltransferase) und eine

Proteinfraktion aus Blattern der Saubohne (AGD-bildendes Enzym) wurden mit den

von Prof. Dr. E. Heinz und Frl. K. Wrage synthetisierten MGD-Ather-Analoga (79)
1,2-Di-O-octadec-9’-enyl-3-O-B-D-galaktopyranosyl-sn-glycerin

= C13.1/C13:1-MGD-Ather-Analogon,

1-O-Octadec-9’-enyl-2-O-hexdec-9’-enyl-3-O-3-D-galaktopyranosyl-sn-glycerin

= C13.1/C16:1-MGD-Ather-Analogon und
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2.9. Acylierung und Galaktosylierung des MGD-Ather-Analogons

synthetischem Digalaktosyl-(9,10-> H)dioleoylglycerin
= (H)DGD, 1,07 x 10° dpm/uMol (72),
synthetischem Ci3.1/C16.1-DGD ( 71) und

mit UDP-(*C)Gal inkubiert.

2.9.1 Acylierung

Durch Inkubation mit den bereits zuvor verwendeten Substraten wurde zunachst die
aus jungen Blattern von Vicia faba isolierte Proteinfraktion (34) in den folgenden
Reaktionen (72, 76) charakterisiert:

a) Dismutation

(4C)MGD — (*C)AGD
(*C)MGD = 1,2-Di-O-oleoyl-3-O-3-D-(U-'*C)galaktopyranosy1-sn-(U-'“C)glycerin,
7930 dpm/ Mol (72)

b) Acyltransfer
MGD + (*H)-Cig.1/C1g.1 -DGD — (*H)AGD

Dann wurde das Cis.1/C1s.1-MGD-Ather-Analogon anstelle des natiirlichen MGD
eingesetzt, bzw. in Gemisch mit diesem.

c) Acyltransfer

Ci3:1/Ci6:1-MGD-Ather-Analogon + (*H)-Ci3.1/Cg.1-DGD —
(*H)AGD-Ather-Analogon

d) Acyltransfer

Clg;l/Cm:]—MGD—Ather—Anangon + MGD + (3H)-C18;1/C18;1-DGD —
(3H)AGD-Ather-Analogon + (*H)AGD

Die benétigten, radioaktiven und natiirlichen Substrate sowie das Ather-Analogon
wurden eingeengt, mit 0,75 ml 20 mM Na-Desoxycholat-Puffer pH 7,3 versetzt,
beschallt und nach Zugabe von 0,75 ml Wasser nochmals beschallt, so dass die
folgenden Substrat-Suspensionen zur Verfligung standen:

a) 11 mg (**C)MGD/1,5 ml Puffer

b) 6 mg MGD, 8 mg (3H)-C13;1/C13:1-DGD/1 ,5 ml Puffer

c) 6 mg Cis.1/Ci6.1-MGD-Ather-Analogon, 8 mg (3H)—C18;1/C13;1—DGD/1 ,5 ml Puffer
d) 6 mg Cis.1/C¢:1-MGD-Ather-Analogon, 6 mg MGD, 12 mg (*H)DGD/1,5 ml Puffer
e) 8 mg (*H)DGD/1,5 ml Puffer (Blindwert)

—_— = — =
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2. Methoden

In 20 ul dieser Suspensionen sind
a) 21 522, b) 97 381, c¢) 100 461, d) 266 769 und e) 101 571 dpm enthalten. Aus
den Ansétzen
110 ul Acetat-Puffer, 1 M, pH 5,3,
110 ul Proteinsuspension in 10 mM Phosphat-Puffer, pH 6,7, 50 mM Thioharnstoff,
Start der Reaktion mit 110 ul Substrat-Suspension,
wurden nach 2, 4,6 ,8 und 10 Min. 60 ul entnommen und in 60 ul vorgelegte 1 M
Tris-Base injiziert. Die Suspensionen wurden extrahiert und die Extrakte, mit AGD
und MGD getragert, auf DC-Platten zur DC in LM 7 aufgetragen. Die Banden des
AGD bzw. dessen Ather-Analoga wurden nach Anspriihen mit ANS im UV-Licht
sichtbar gemacht und in Szintillationsréhrchen (5 ml MeOH vorgelegt) ausgeschabt.
Die restliche Proteinldsung wurde durch ca. 2-fache Verdinnung auf 6 ml Vo-
lumen mit Puffer aufgefillt und mit 6 ml Acetat-Puffer (s. 0.) und 6 ml Substrat-
Suspension (ca. 32 mg Ci¢.1/ Ci6:1-DGD + 24 mg Cig.1/C1s.1-MGD-Ather-Analogon)
bei Zimmertemperatur im Scheidetrichter inkubiert. Das Reaktionsprodukt wurde
durch praparative DC gereinigt, acetyliert, erneut durch DC in LM 10 gereinigt und
wie fir MGD beschrieben fir die Massenspektroskopie préapariert.

2.9.2 Galaktosylierung

Der fur die Galaktosylierung des nattrlichen MGD mit Aceton-Pulver aus Blattern
der Erbse (s.u.) optimierte Testansatz (157,158) wurde Gbernommen.
Die Substrat-Suspensionen (je 1 mg Lipid in 100 ul 0,1 M MES-Puffer pH 6,0, 30 %
Glycerin, 0,9 % Triton X-100)
a) Ci3:1/C16:1-MGD (isoliert durch praparative AQNO,-DC),
b) Ci3.1/Ci6.1-MGD-Ather-Analogon,
c) Ci13:1/Ci6:1-MGD + Clg;l/Clﬁ;l-MGD-Ather-Anangon
wurden durch Beschallen des eingeengten Lipids in Puffer hergestellt (157) und fur
folgende Inkubationen (30°C) verwendet:

160 ul Aceton-Pulver-Suspension (9,1 mg Prot./ml),

+ 40 ul Substratsuspension a), b), c), oder keine Zugabe (d),

+ 61 600 dpm UDP-(1*C)Gal.

Aliquote von 20 ul nach 2, 4, 7, 10, 15, 20 und 30 Min., im Falle der Blindprobe
(d) nach 20 sec., 2, 10, 15 und 30 Min. entnommen, wurden in 4 ml CHCI3/MeOH =
2/1 gespritzt, mit NaCl-Lésung ausgeschittelt und zur besseren Phasentrennung nie-
dertourig zentrifugiert. In den Féllen a), b) und d) wurde die organische Unterphase
in Szintillationsréhrchen Ubergefiihrt, eingeengt, in 200 ul MeOH aufgenommen und
mit Szintillationscocktail versehen im Tricarb gezahlt. Im Falle ¢) wurde so nur mit
der Halfte der organischen Phase verfahren, das andere Aliquot wurde eingeengt,
mit Natriummethylatlésung versetzt (30 Min., Erwdrmen), dann nach Zugabe von
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2.10. Aceton-Pulver

CHCI3/MeOH gegen NaCl-Lésung ausgeschiittelt und die organische Phase wurde
wie oben zur LSC vorbereitet.

2.10 Aceton-Pulver

Aus den ersten, gerade entfalteten Folgeblattern der Erbse und aus jungen Blat-
tern des Spinats wurden nach der Methode von M. Siebertz (157) Aceton-Pulver
hergestellt.

Die bei 2.5.4 genannten MGD-Spezies-Gemische wurden suspendiert (1 mg/100
ul Puffer, s. 2.9.2) und fiir folgende Assays eingesetzt (30°C, 30 Min.):
240 ul Suspension + 60 ul MGD-Suspension + 25 ul UDP-(14C)Gal = 0.5 uCi
a) Erbsen-Aceton-Pulver + MGD-Gemisch A 11
b) Erbsen-Aceton-Pulver + MGD-Gemisch B 4
c) Spinat-Aceton-Pulver + MGD-Gemisch A 11
d) Spinat-Aceton-Pulver + MGD-Gemisch B 4
(1*C)-Einlagerung in DGD als Prozentsatz der angebotenen Radioaktivitat der UDP-
("*C)Gal: a) 26,7, b) 28,1, ¢) 5,0 und d) 5,9.
In &hnlicher Weise wurde ("*C)MGD mit UDP-Gal derivatisiert.

2.11 Chemische a-Oxidation in vivo markierter Fett-
sauren

Aus dem Lipidextrakt der in vivo markierten Thylakoid-Fraktion T 5, (2.2.5, Expe-
riment |) wurde ('4C)MGD zuné&chst durch sukzessive DC in LM 1 und 2 gereinigt,
bevor es durch AgNO3-DC in seine Lipidspezies aufgetrennt wurde. Die Banden
der molekularen Spezies C3.1/Ci6:0, C18:2/C16:0 und Cig:3/Ci6:0 wurden mit Hilfe des
Dinnschichtscanners lokalisiert und in methanolische Schwefelsdure zur Umeste-
rung der Fettsduren ausgeschabt. Dabei wurde eine gewisse Kreuzverunreinigung
der Monoen- und Dienkomponenten in Kauf genommen, da bei der anschlie3en-
den AgNO3-DC der Fsme die Trennung Cig.; - Cig.2 unkritisch war. Die Banden
der radioaktiven Fsme der einzelnen Lipidspezies wurden extrahiert und die Frak-
tionen der Ci¢.o jeder Spezies wurden vereinigt. Die Reinheit der so préaparierten
Fsme wurde zunéchst durch RGC-Analyse Uberpriift, bevor die Cig-Fsme in Essig-
saureéthylester aufgenommen und mit Palladium-Aktivkohle als Katalysator unter
Wasserstoffatmosphéare Gber Nacht hydriert und wie der Palmitinsdureester verseift
wurden (in 0,5 ml 0,5 N KOH + 1 ml MeOH, 80°C, 2 h). Die methanolischen Lésungen
wurden angesauert und wie beschrieben extrahiert. Fur die folgende, chemische
a-Oxidation (186) wurden die freien Sauren in 0,5 ml Aceton aufgenommen und mit

65



2. Methoden

0,5 mg Palmitin- bzw. Stearinsaure getragert. Die Proben, mit 17 mg KMnQO4-Pulver
versehen, wurden Uber Nacht bei 56 °C im Ultraschallbad beschallt; nach Abkihlen
wurden 1 ml 5 N Schwefelsdure und eine Spatelspitze Natriumpyrosulfit (Entfarbung
der Probe) hinzugegeben und die Fettsaurefragmente drei mal mit Ather/Petroléther
= 1/1 extrahiert.

Far deren RGC wurden wie Ublich die Methylester hergestellt.

Das Temperaturprogramm der Analyse auf 15 % Reoplex/250 cm x 1/8 Zoll-
Stahlsaule war 165°C — 210° C (16 Min.), Heizrate 1°C/Min.
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Weitere Charakterisierung der Ci4.5-Pflanzen

... auf der Ebene der positionsspezifischen, radioaktiven Markierung der Fett-
sauren in den Glycerolipiden

Die Hexadecatriensaure kommt nur in bestimmten Pflanzengruppen vor (86). Da-
zu zéhlen Ranunculaceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae, Apiaceae, Rubiaceae,
Campanulaceae, Solanaceae u.a. In den Lipiden aus Blattern dieser Pflanzen ist
die Saure in der sn-2-Position der Glycerinbausteine der Glykolipide konzentriert
(73) und angereichert im MGD. Nach Inkubation junger Bléatter einiger Cj¢.3-Pflanzen
mit 14C0,, und (1*C)-Acetat (Anthriscus, Spinacia, Chenopodium) stand das Muster
der radioaktiven Markierung der Fettsauren in unerwartet krassem Gegensatz zum
Massenmuster dieses Galaktolipids. Dies traf insbesondere fir die Markierung der
Serie Ci¢:0, Ci6:1, Ci6:2 und Cig:3 zu (Abb. 4, S. 9). Die zeitliche Anderung des Ra-
dioaktivitdtsmusters deutete auf eine Desaturierungssequenz der Palmitinsdure zur
Hexadecatriensaure hin (155, 156, 27). Diese Interpretation des Biosyntheseweges
der Ci¢4.3 widerspricht einer Hypothese, die eine Synthese des Prekursors Ci.9, des-
sen Desaturierung im Cytosol und eine konsekutive Verldngerung mit C»-Einheiten
im Chloroplasten annimmt (Abb. 3.1).

Die radioaktive Markierung der Intermediate Cjg.9, Ci6:1 Und Cig:; ist daher ein
wichtiger Diskussionspunkt. Sie konnte bei Inkubationen junger Blatter des Spinats,
des Kerbels und der griinen Gewebekulturen des Tabaks mit (C)-Acetat eindeutig
reproduziert werden. Selbst bei Inkubation alter Spinatblatter, die Radioaktivitat
hauptsachlich in Cy¢.0 des MGD einlagern, wird die Markierung der Cj¢.3 und der
Vorlaufer Cig.» und Cig.1 sichtbar, wenn nur geniigend Aktivitat zur RGC-Analyse
eingesetzt wird (das resultierende Chromatogramm ist dann freilich nicht mehr
schon).



3. Weitere Charakterisierung der C4.3-Pflanzen

CYTOPLASMA CHLOROPLAST

ACYLLIPIDE ¥

.

16:0—-18:0—18:1—18:2

12:0-+12:1—12:2—12:3 —1-12:3

14:3 —-16:3—18:3

Abb. 3.1: Biosynthese der Hexadecatrien- und Linolenséure in Blittern des Spinats nach P. K.
Stumpf (166)

Da '“C-ungesattigte Fs nur im MGD und keinem anderen Acyllipid, insbesondere
nicht im DGD, radioaktiv markiert werden, scheint die Desaturierung in besonderer
Weise mit MGD verkn(ipft zu sein (155, 156).

Ein anderes Charakteristikum der in vivo Markierung der Fs des MGD ist das
Radioaktivitatsmuster der Cig-ungeséttigten Fs, das auch in anderen Lipiden, aber
nicht in PC, in ahnlicher Form registriert werden konnte. Aus der zeitlichen Anderung
der Muster wurde ebenfalls auf eine Desaturierungssequenz geschlossen (155, 156),
die von Ergebnissen anderer Autoren gestltzt wird (60, 61, 168, 27):

Cig:1 — Cig2 — Cig:3.

Im Pflanzenreich sind sowohl CoA- wie ACP-Ester Substrate fir Desaturasen,
in den Chloroplasten des Spinats sind es Stearoyl-ACP und Oleoyl-CoA (166). Als
Trager des Acylrestes werden aber auch Lipide diskutiert, und zwar PC, in Blau- und
Grlnalgen auch MGD (2, 7, 55, 56, 62, 129 - 131, 144 - 146, 149, 160, 167, 179).

Wie Abb. 3.1 zeigt, steht dieser Desaturierungssequenz wiederum ein anderes
Modell der Cy4.3-Synthese gegenliber, das eine separate Bildung der Cs.3 durch
Verlangerung der Cj6.3 annimmt (166). Als Substrate fir die Elongation durch ein
Stromasystem aus isolierten Chloroplasten des Spinats sind kirzlich Acyl-CoA
beschrieben worden; innerhalb der Serie der Cig-Fs von Cig.9- bis Ci6.3-CoA sinkt
die in vitro messbare Elongationsrate. Der Esterstatus der Produkte wurde jedoch
nicht festgestellt (172). Acetyl-CoA ist gegeniiber Malonyl-CoA der wirkungsvollere
C>-Donator. Experimentelle Evidenz fur den Elongationsmechanismus war u. a. die
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Analyse der Radioaktivitat der einzelnen C-Atome der C;g-Fettsduren (85, 93) durch
chemische o-Oxidation. Der Abbau der OI-, Linol-, Linolen- und der Palmitinsaure,
isoliert aus den oligoenen MGD-Spezies in vivo markierter Thylakoide (Abb. 8.5),
zeigt jedoch, dass die spezifische Radioaktivitat in den Cg bis Cig (Cis:1) bzw. Cp-
bis Cig- bzw. C¢-Fragmenten der Sauren Cig.9, Ci3:1, Cis:2, Ci3:3 etwa gleich ist.
Dies sollte bedeuten, dass die vier Fettsauren in gleicher Weise de novo synthetisiert
worden sind. Eine de novo Synthese der Cis.3 (Euglena, 21) und der C;g.3 wie der
Ol- und Linols&ure scheint auch der Hauptweg der Biosynthese in der fakultativ
thermophilen Alge Cyanidium caldarium zu sein, wie die reduktive Ozonolyse der
("*C)-markierten Fettsauren zeigt. Ein zellfreies System vermag aber auch Cj¢.3
mit Malonyl-CoA zu verlédngern (11). Diese Ergebnisse und die der chemischen
a-Oxidationen stiitzen die Hypothese der sequenziellen Desaturierung der Cg.; und
sprechen zunachst gegen den Verlangerungsmechanismus der Cyg.3 in vivo, weil
die Saure, wie oben erwéhnt, in alteren Spinatblattern im MGD nur unwesentlich
radioaktiv markiert ist. Die mdgliche Prekursor-Rolle der Ci¢.3 und der Cig:1, Ci6:2
bei der Synthese der Cg-ungesattigten Fettsduren, die in enger Relation zum MGD
ablaufen kénnte (155, 156), soll im Zusammenhang mit den Versuchsergebnissen
der Inkubation der Gewebekulturen des Tabaks und im Abschnitt Lipid-gekoppelte
Desaturierung weiter diskutiert werden.

Die Positionsanalyse der bei kurzzeitigen Inkubationen der jungen Blatter (14C)-
markierten Galaktolipide zeigte, dass das Verteilungsmuster der Fettsduren auf der
Ebene der Radioaktivitat streng prokaryonten Charakter hat: Radioaktive Fettsauren
der Kettenlange Cj¢ besetzen die sn-2-Position des Glycerinbausteins, radioaktive
Fettsauren der Kettenlange C,g bleiben von dieser Position ausgeschlossen (155,
156). Dieses Markierungsmuster widerspricht dem Massenmuster der Galaktolipide,
da insbesondere Ci3.3 in groBem Anteil auch in den Lyso-Verbindungen vorkommt.

Aufgrund dieser Markierungsmuster der Galaktolipide (und des PC) aus Ci¢:3-
Pflanzen konnten in Bezug auf die Fettsduren und den DGD-Prekursor MGD ver-
schiedene Pools definiert werden (156).

B Ci¢.0 steht einerseits zur Desaturierung zur Cig.3 hin zur Verfligung (siehe
auch Abb. 3.5), die in enger Beziehung zur C-2-Position des MGD ablauft, daneben
wird Ci6.0 unverandert in andere Lipide eingelagert und bleibt dort so erhalten
(Ausnahme: 3-tr-16:1 in PG (63)).

B C;3.3, die in die Position C-1 des MGD und DGD eintritt, ist verschieden vom
Pool der Ci3.3, die die C-2-Positionen der Galaktolipide speist und sich in PC durch
eine auBerst langsame Radioaktivitatseinlagerung auszeichnet.

B MGD-Spezies, die Ci¢-ungeséattigte Fettsduren enthalten, sind von der Galak-
tosylierung zum DGD ausgeschlossen.
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3. Weitere Charakterisierung der C4.3-Pflanzen

M\ e

KMMMM
Cc2 Cc2 Cc2
FUNT Y WO Y VST P M

Lipide aus Thylakioden
PG PC des Spinats
L S
/l Cc2

c1

Cc2

Abb. 3.2: Positionsspezifische Verteilung der in vivo radioaktiv markierten Fettsduren der
Lipide aus isolierten Thylakoiden des Spinats (s. auch Tab. 6.4)

Blitter wurden 45 Min. lang mit '4CO, inkubiert, nach weiteren 1 h 45 Min. geerntet und zur
Isolation der Thylakoide eingesetzt (2.2.5).

Die isolierten, gereinigten Acyllipide wurden mit Lipase gespalten (2.7), und aus den Hy-
drolyseprodukten wurden wie beschrieben die (!#C)-Fsme fiir die RGC priipariert. In den
Abb. reprisentiert jeweils die obere RGC-Spur die Fs des totalen Lipids, die mittlere die Fs
der C-1-Position (C 1) und die untere die der lyso-Verbindung (C-2). Zur Identifikation der
(*C)-Fsme: Im Chromatogramm des totalen DGD treten von rechts nach links auf Cig.9, C13:1,
C1g:2, C13:3; die radioaktiven Fs der C-1-Position sind Cig.q (tr), Cig.1, Ci8:2, Ci3:3, die der
C-2-Position (1yso-DGD) Cj¢.9. Im MGD sind Spuren von 14C16;1712,13 erkennbar.
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Abb. 3.3: Positionsspezifische Verteilung der in vivo radioaktiv markierten Acyllipide MGD,
DGD und PC aus Pisum sativum, MGD aus Nostoc communis, sowie MGD und PG aus Ana-
baena flos aquae

Die Blitter der Erbse wurden 1,5 h lang mit (*C)-Acetat inkubiert, die Kulturen der Blaualgen
2,5 (Anabaena) und 1,5 h (Nostoc) lang (Warburg-Apparatur, 2.2.2). Erlduterungen zur Positi-
onsanalyse und zur RGC s. Abb. 3.2. In den RGC des MGD und DGD ist 14C}7.g als interner
Standard enthalten.

Weiterfiihrende Analysen der Lipide, die in '*CO,- oder (*C)-Acetat-Inkubatio-
nen ganzer Blatter bzw. der griinen Gewebekulturen des Tabaks radioaktiv markiert
wurden, bestétigen und ergdnzen die oben ausgefiihrten Charakteristika der positi-
onsspezifischen Markierung, da nun auch die wesentlichen anderen Acyllipide des
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3. Weitere Charakterisierung der C4.3-Pflanzen

Chloroplasten untersucht und die Fettsduren der C-1-Position bei der Positionsana-
lyse mit erfasst wurden.

Nach kurzzeitiger Inkubation der Blatter des Spinats (2.2.5, Experiment |, Fraktion
der isolierten Thylakoide) war radioaktiv markierte Cy6.0 nur in Spuren in der C-1-
Position der Galaktolipide zu finden, in der aber die Radioaktivitat der C;g-Fettsduren
konzentriert ist (Abb. 3.2).

Von diesem klaren Verteilungsmuster setzen sich die Thylakoidlipide SQD und
PG ab (siehe auch Abb. 3.4). In diesen Lipiden ist Cjs.0 minimal auch in der C-
1-Position radioaktiv markiert. Die Masse der Ci¢. verteilt sich dabei etwa gleich
auf beide Positionen (Tab. 6.4). Radioaktive Cg-Séuren bleiben aber von der C-2-
Position wie bei den Galaktolipiden ausgeschlossen.

In beiden Lipiden nehmen Cs-ungesattigte Fettsduren schnell Radioaktivitat auf
und sind damit auch in ihrer Markierungskinetik vergleichbar mit den Galaktolipiden.

Ein ganz anderes Markierungsmuster prasentiert PC, das in Bezug auf Cig.
spiegelverkehrt zu den Verhaltnissen in den Galaktolipiden ist. In Ubereinstimmung
mit der positionsspezifischen Verteilung der Masse der Palmitinsaure findet sich
die (14C)—Séure nur in der C-1-Position, radioaktive C;g.; und Cig.» besetzen beide
Positionen.

Das positionssepzifische Markierungsmuster der Galaktolipide der Ci¢.3- Pflan-
zen &hnelt damit dem Massenmuster prokaryonter, blaugriiner Algen (151, 183), in
deren Galaktolipiden unabhéngig vom Grad der Ungesattigtheit streng nach dem
Kriterium der Kettenlange die Positionen des Glycerinbausteins besetzt werden.
In Analogie dazu zeigte die Positionsanalyse des radioaktiv markierten MGD aus
Nostoc die Direktion der *Cj¢.o in die C-2-Position und den Ausschluss der *Cjg.x
von dieser Position. Im MGD und PG aus Anabaena (Abb. 3.3) konnten aber Cg-
Fettsduren radioaktiv markiert in der C-2-Position registriert werden, wenn auch
in starker Abreicherung gegenuber der C-1-Position. In der Tat kommen im MGD-
Speziesgemisch aus Anabaena im Gegensatz zu Nostoc auch C13/C1s Kombinatio-
nen vor (183). Diese Spezies sollten die in der C-2-Position registrierte, radioaktive
Ci3.x tragen, méglicherweise sind sie deshalb symmetrisch markiert und leiten Gber
zum Radioaktivitatsverteilungsmuster des MGD aus C¢4.3-Pflanzen.

Es sollte interessant sein, den Analyseergebnissen der radioaktiv markierten
Lipide aus Blattern der C¢.3-Pflanzen einige Daten der Cig.3-Pflanzen gegenlber-
zustellen. Wie es fir eine Cj¢:3-Pflanze typisch ist, enthalt MGD aus Blattern von
Pisum sativum hauptsachlich Linolens&ure (92 %),und Palmitinsdure macht als
einziger Vertreter der Ci¢-Sauren nur 2,3 % der Fettsduren aus. Tatsachlich war
nach Inkubation der Blatter mit ('*C)-Acetat (1,5 h) tiber 92 % der Radioaktivitat
der Fettsauren in Cig-ungeséttigten Fettséuren lokalisiert, die offensichtlich beide
Positionen belegten (Abb. 3.3). Auch im DGD scheinen 4Cy3.x auf beide Positionen
des Glycerinbausteins gleichmaBig verteilt zu sein. Im Gegensatz zum Massen-
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16:3-Pflanzen 18:3-Pflanzen

18:3
18:2
18:1

C1 160

C?2 IB:OE

MGD DGD SQD PG PC | MGD DGD PC

Abb. 3.4: Positionsspezifische Verteilung der (14C)-Fs in Lipiden aus Blittern von Cj¢.3- und
Cig.3-Pflanzen
BN = auch Cig4.1, Ci6:2 und Cjg.3 sind radioaktiv markiert.

muster war aber auch radioaktiv markierte Cj¢.q in der C-2-Position zu finden. Das
Verteilungsmuster der (14C)-Fettsauren des PC gleicht dem Muster des Lipids aus
Ci6:3-Pflanzen auch in dem Faktum, dass Cjg.3 im Gegensatz zur Linolensaure
anderer Lipide nach kurzfristiger Inkubation der Blatter nicht markiert wurde.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Cj¢.3- und Cig.3-Pflanzen auf dem Ni-
veau der (14C)-Markierung der Fettsiuren (nach kurzzeitigen Inkubationen, s. auch
Abb. 3.4) ist daher die positionsspezifische Verteilung der C;g-Fettsduren in den
Galaktolipiden. Wie Abb. 3.5 zusammenfasst, sinkt damit auch die Zahl der formal
abzugrenzenden Fettsdure-Pools. Cj¢.¢ wird nicht zu Cj¢.3 desaturiert; wahrend aber
bei (Cj¢:3)-Pflanzen ein MGD-Pool firr die Galaktosylierung zum DGD verboten ist,
dirfte im Falle der Cs.3-Pflanzen ein MGD-Pool nur der DGD-Synthese dienen,
der Ci6.0/C13:3-Spezies enthalt, die sich sowohl in der Masse als auch radioaktiv
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3. Weitere Charakterisierung der C4.3-Pflanzen
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Abb. 3.5: Pools der Cj¢.3 und Cig.3 und des MGD in Cy¢.3-Pflanzen

o = Pool fillt in Cyg.3-PFflanzen aus. Gepunktet: Pool enthilt in Cyg.3-Pflanzen eine andere
Charakteristik in Bezug auf die Direktion der ('4C)-Fs in die Positionen am Glycerinbaustein
der Lipide. Mit dem Cjg.3-Pool sind die Prekursoren Cig.; und Cig.» eng verkniipft. Daher gibt

das Schema auch die Messung dieser radioaktiv markierten Fs in den Lipiden wieder. Weitere
Erlduterungen im Text.

markiert nicht anhaufen. In beiden Pflanzengruppen wird deshalb ein Unterschied
zwischen den Galaktolipiden MGD und DGD aufrecht erhalten.
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Acyllipide in photosynthetisch aktiven
Gewebekulturen des Tabaks

Eine zunehmende Zahl von Experimenten untersucht die Zusammensetzung und
den Metabolismus der verschiedenen Lipidklassen, die in Gewebekulturen vorkom-
men (8, 53, 124, 140). Mit zwei Ausnahme wurden diese Experimente mit nicht
grinen Kulturen ausgefiihrt (84, 189), deren Lipide in verschiedener Hinsicht von
denen des photosynthetisch aktiven Gewebes der Mutterpflanze abweichen. Daher
erschien es sinnvoll, die Lipide einer photosynthetisch aktiven Gewebekultur zu
analysieren. Dazu boten sich in unserem Hause die Kulturen des Tabaks Nicotiana
tabacum var. Samsun an, deren SCI-Stamm seit der Proliferation aus einem Wund-
kallus von Prof. Dr. L. Bergmann kultiviert wird (12, 13). Der Vergleich der griinen
Kultur mit dem Blattgewebe der Mutterpflanze sollte die Mdglichkeit priifen, ob die
mixotrophen griinen Gewebekulturen als Modellsystem flr Experimente auf dem
Gebiet des Lipidmetabolismus geeignet sind. Dabei sollte der Tabak eine besonders
interessante Pflanze sein, da er als Solanacee in die Gruppe der C¢.3-Pflanzen
gehort (86). Fur die weiteren Studien der Biosynthese der C4.3 und Cjg.3 und des
Transfers in spezielle Positionen der Glycerinbausteine der Galaktolipide wére ein
leicht zu manipulierendes System wie das einer Gewebekultur von grof3em Vorteil.
Daher interessierte uns vor radioaktiven Markierungsexperimenten insbesondere
das Vorkommen der Cj¢.3 in den Lipiden der griinen Kulturen des Tabaks.



4. Acyllipide in photosynthetisch aktiven Gewebekulturen des Tabaks

Tab. 4.1: Fettsdurezusammensetzung (in Mol-%) der Lipidextrakte (Totalumesterungen) aus
vier verschiedenen Geweben des Tabaks

Blitter (B), griine (GK) und heterotrophe (HK) Gewebekulturen und etiolierte Kotyledonen
(EK) sowie griine Gewebekulturen, die mit dem Herbizid EMD-IT behandelt wurden (a = 0,2
UM, b=1uM, c=100 uM).

Ein Aliquot der aus dem Lipidextrakt der heterotrophen Gewebekultur préparierten Fettsdure-
methylester wurde hydriert und erneut gaschromatographisch analysiert (HKR). Fiir B und GK
ist die Standardabweichung des Mittelwertes fiir n = 6 angegeben. Die untersuchten GK waren
10 - 12 Tage alt.

Ci6o Ciet 3— Ci62 Cigz Cigo Cign Cisz2 Cigz  Cao

trCie:1
B 16,2 1,2 2,6 0,8 7,0 1,8 1,7 14,1 55,3 tr
0,4 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,5
GK 20,3 0,4 0,3 0,5 0,4 4,3 59 34,6 32,9 0,9
0,7 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 1,1 1,5
HK 26,1 0,3 tr n.a. tr 4,6 3,5 53,1 11,3 1,2
HKR 28,0 0 0 n.a. 0,0 70,9 0 0 0 1,1
EK 17,9 2,0 tr n.a. 0,8 7,7 8,2 35,4 27,3 0,7
a 20,8 1,2 0,2 0,8 0,7 4,0 7,8 29,2 34,1 1,2
21,3 0,6 0,3 n.a. 0,3 4,5 73 35,8 27,0 0,9
[¢ 242 0,3 0,5 n.a. 0,3 6,1 11,8 31,4 24 .4 1,0

4.1 Fettsauremuster des Totallipidextraktes

Die Lipide in Blattern, grinen und bleichen Gewebekulturen machten 7,9, 6,3 bzw.
1,7 % ihres Trockengewichtes aus. Entsprechende Werte verschiedener anderer
heterotropher Kulturen liegen im Bereich von 2,6 - 8,1 % (140). In Tab. 4.1 ist die
Fettsdureanalyse der Totallipidextrakte zusammengefasst. Verfolgt man die Daten
der Blatter Gber griine zu den heterotrophen Kulturen hin, stellt man einen Anstieg
des Anteils der Ci¢.0, Ci3:0, C18:2 und geringere Anteile der Cig.3 fest. Besonders
drastisch aber sind die Anteile der Ci4.3 und 3-tr-Ci6.; reduziert, die in photosyn-
thetisch aktiven Geweben mit den Chloroplastenlipiden MGD und PG verknipft
sind. Die Fettsdurezusammensetzung der etiolierten Kotyledonen oder der mit den
Herbizid EMD-IT behandelten, griinen Kulturen ahnelt der der grinen Kultur (Tab.
4.1). Bei Anzucht der Zellen in Medien mit héheren Herbizidkonzentrationen sinkt
der Pigmentgehalt (59, 171). Die fur Cig.;1 und Cig.2 angegebenen Werte der he-
terotrophen Kulturen unterscheiden sich von anderen Analysen (176), bei denen
geringere bzw. gréBBere Mengen dieser Sauren festgestellt wurden. Wie aber fiir an-
dere Gewebekulturen gezeigt wurde (22, 140, 141, 161, 163), variieren quantitative
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4.2. Lipidmuster der Gewebekulturen

Fettsdure- und Lipidzusammensetzung in Abhéngigkeit von Anzuchtbedingungen
und Alter der Kulturen. Daher wurden die Fettsauren in Lipidextrakten aus 4, 10, 13
und 16 Tage alten grinen Kulturen vergleichend analysiert. Die Fettsduremuster
der drei letztgenannten Kulturen unterscheiden sich nicht wesentlich von den in Tab.
4.1 angegebenen. Auch konnten &hnliche Werte Mol Ester/mg Lipid (1,75 - 1,62)
bestimmt werden. Im Gegensatz dazu hatten die vier Tage alten Kulturen einen ge-
ringeren Acylestergehalt/mg Lipid (1,42) und ein etwas veréndertes Fettsduremuster,
in dem héhere Anteile der Cig.2 (46 %) und niedrigere der Cig.3 (21 %) auffallen.
Der Trend der Reduktion der Cs.2-Anteile zugunsten der Cig.3 in alteren Kulturen
bestétigte sich bei Analyse der Fettsauren aus 3, 7, 10 und 20 Tage alten griinen
Kulturen, die mit (*C)-Acetat inkubiert worden waren (Tab. 5.1).

4.2 Qualitatives und quantitatives Lipidmuster der Ge-
webekulturen des Tabaks

Wie dies schon von anderen Autoren beschrieben worden ist (161, 163), kamen
die gewdhnlichen Acyllipide, die Bestandteile der Membranen in Blattern sind, auch
in den griinen und heterotrophen Kulturen vor. Dazu gehdren insbesondere auch
MGD, DGD und SQD, die in anderen Gewebekulturen nur in Spuren oder nicht
vertreten sein sollen (142). BPA und APE, die als Referenzsubstanzen synthetisiert
wurden, konnten nicht nachgewiesen werden, obwohl sie in z. T. erheblichen Men-
gen in heterotrophen Kulturen festgestellt wurden (140, 164). Andere identifizierte
Phospholipide dagegen sind PG, PE, PC und PI'. Spuren von Phosphatidséure und
Cardiolipin wurden in geeigneten Laufmittelsystemen sichtbar, ebenso ein unbe-
kanntes Phospholipid und freies Sterin, Acylsterin, Sterylglycosid, Acylsterylglycosid
und Cerebrosid.

Die Unterschiede quantitativer Art in den Lipidmustern der untersuchten Gewebe
(Tab. 4.2) sind nicht so drastisch, wie sie etwa fir die oben erwahnten, ungeséattig-
ten C4-Fettsduren registriert werden konnten. Gegenliber den Blattern weisen die
grinen und heterotrophen Gewebekulturen einen geringeren Gehalt der Chloroplas-
tenlipide, insbesondere des MGD und SQD, und einen Anstieg der Phospholipide
und des ASG auf. Diese Anderungen laufen parallel zur Reduktion des Chlorophyll-
gehaltes. Sie deuten die Dominanz der extraplastidaren Membransysteme an (19).
In der Tat demonstrieren elektronenmikroskopische Bilder von Plastiden (14) die
starke Reduktion der Granastapel in den griinen Kulturen des Tabaks, die in den
Plastiden heterotropher Zellen kaum noch ausgebildet sind (14, 19). Im normal aus-
gebildeten Chloroplasten machen die Thylakoide der Chloroplasten die Hauptmasse

Isiche auch PI = U aus isolierten Envelopes, S. 55
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4. Acyllipide in photosynthetisch aktiven Gewebekulturen des Tabaks

Tab. 4.2: Zusammensetzung der Acyllipide (in Mol-%) aus vier verschiedenen Geweben des
Tabaks (Abkiirzungen s. Tab. 4.1). 1 = mg Lipid/100 mg TGW; 2 = uMol Ester/mg Lipid; 3 =
mg Ch1/100 mg Lipid; 4 = mg Protein/100 mg TGW

MGD DGD SQD PG PG PI PC ASG 1 2 3 4

B 47,1 253 57 7,1 39 1,1 87 09 97 124 13,1 255
GK 222 170 25 52 193 42 259 37 63 162 24 120
GK 252 234 28 48 128 59 250 18 6,1 18 27 90
HK 103 27,1, 16 25 134 76 362 1,7 1,7 1,73 - -
a 22,7 179 16 39 214 73 253 1,8 68 166 19 98

112 116 19 46 232 94 370 1,1 54 15 12 76
e 12,1 11,3 1,7 83 303 135 209 19 - 1,28 - -

der Membranen einer Zelle aus (97 %) (40); ihre Reduktion erklart das Absinken
des relativen Anteils der Glykolipide und auch die Verschiebung des Verhaltnisses
MGD zu DGD.

4.3 Fettsiaurezusammensetzung der individuellen Acyl-
lipide

Einige Ergebnisse der Fettsdureanalyse (Tab. 4.3) der einzelnen Glycerolipide der
verschiedenen Gewebe sind in Abb. 4.1auf S. 83 dargestellt. Trends wie erhéhte
Proportionen der Cisg.9, C13:2 und Reduktion der Cg.3, die in den Fettsduremustern
der Totallipide erkennbar wurden, lassen sich hauptsachlich auf die Veranderungen
des Gehaltes der Chloroplastenlipide MGD, DGD, SQD und PG sowie deren in
diesem Sinne veranderte Fettsduremuster zurlckfihren. Eine &hnlich verallgemei-
nernde Regel kann flr C¢.o in Glyko- und Phospholipiden aus Blattern, griinen und
heterotrophen Kulturen nicht aufgestellt werden, da ihr prozentualer Anteil in den
einzelnen Lipiden sehr unterschiedliche Werte annimmt.

So wird auf Kosten der Cjg.3 Cis:2 in den Glykolipiden der Gewebekulturen
zur (mit-)dominierenden Fettsdure. Lediglich im MGD der bleichen Kultur bleibt
C1g:3 eindeutig die Hauptkomponente. Auch in den Phospholipiden PC, PE und PI,
die hauptsachlich in extraplastidaren Membransystemen lokalisiert sind, sinkt im
Vergleich zu den Blattern der Anteil der C;g.3 erheblich zugunsten der Cig.; in diesen
Lipiden der Gewebekulturen, wahrend die Proportionen der Cis.g erhalten bleiben.
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4.3. Fs der individuellen Acyllipide

Tab. 4.3: Fettsiurezusammensetzung (in Mol-%) der individuellen Acyllipide aus vier ver-
schiedenen Geweben des Tabaks
B = Blitter, GK = photosynthetisch aktive, griine Gewebekultur, HK = heterotrophe Gewebe-
kultur, EK = etiolierte Kotyledonen
n (in der letzten Spalte) gibt die Anzahl der voneinander unabhéngigen Préparationen und Ana-
lysen an, deren Ergebnisse fiir die Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung

des Mittelwertes herangezogen wurden.

Die Analysen des ASG aus drei verschiedenen griinen und heterotrophen Kulturen sind einzeln
aufgefiihrt. Der Gehalt der Cy¢., in MGD ist: B 0,640,5, GK 0,1+0,03; in DGD B und GK tr,
sowie SQD in B tr.

Cigo Cie1 3= Ciez Cigo Cig1 Cigz Cigz G n
1rCie:1
MGD B 3,5 1,0 16,0 0,8 1,3 5.4 71,6 4
+ 0,2 0,1 0,5 0,2 0,1 0,1 0,8
GK 3,6 0,2 2.5 0,9 1.4 8,5 82,8 5
+ 0,2 0,1 0,1 0,03 0,05 0,5 0,7
HK 11,9 0,3 tr 1,4 0,4 27,8 58,5 4
+ 0,4 0,2 0,7 0,4 0,8 0,6
EK 6,6 1,7 0,7 3,4 2.5 8,1 77,0 1
DGD B 15,8 0,4 23 1,7 1,7 5,4 71,3 3
+ 0,4 0,2 0,2 0,4 0,2 0,03 1,3
GK 16,9 tr tr 4,3 2,7 10,3 65,5 tr 4
+ 0,8 0,2 0,1 1,5 2,2
HK 33,0 0,4 6,8 2.3 39,7 17,1 1,0 3
+ 0,3 0,3 0,1 0,1 0,4 0,3 0,5
EK 17,4 2,9 tr 6,4 5,5 8,9 58,9 tr 1
SQD B 48,7 1,4 0,4 2.9 3,1 8,1 35,5 4
+ 1,4 0,5 0,2 0,4 0,3 0,4 0,6
GK 40,4 0,7 4,7 4.4 16,7 32,9 4
+ 4,3 0,3 0,3 0,6 59 2,3
HK 56,0 0,8 3,4 1,8 17,3 19,7 2
+ 3,1 0,3 0,2 0,4 0,4 0,2
EK 35,8 72 12,3 10,5 9,7 24.5 1
PG B 24,6 tr 34,0 2,2 5,6 11,4 22,4 2
+ 3,5 0,1 0,4 0,1 0,8 3,1
GK 46,7 tr 7.3 5,2 4,9 19,9 16,1 tr 3
+ 2,7 1,8 0,2 0,2 3,9 2.4
HK 64,6 0,4 4,0 2,8 0,9 22,0 4,0 3
+ 0,9 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3 0,2
EK 35,3 4,2 0,8 8,9 52 31,3 13,7 0,7 1
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4. Acyllipide in photosynthetisch aktiven Gewebekulturen des Tabaks

Cigo Cier 3— Ciez Cigo Cigr Cigz Cigz  Coopo n

1rCie:1
PE B 31,4 tr 4,6 2,1 419 20,1 tr 2
+ 1,0 0,3 0,2 0,5 1,0
GK 21,7 0,2 4,0 3,9 582 11,6 1,4 3
+ 1,5 0,1 0,3 0,4 3,1 0,5 0,3
HK 24,6 0,2 2,2 04 66,1 5,8 0,5 4
+ 1,1 0,1 0,3 0,1 1,0 0,5 0,1
PI B 38,8 1,6 5,1 46 24,3 26,7 2
+ 4,2 0,3 2,2 2.4 1,4 33
GK 422 tr 2,5 3,4 350 17,0 tr 2
+ 2,0 0,4 0,2 1,1 1,5
HK 45,6 0,2 3,1 0,6 42,7 6,8 tr 4
+ 3,1 0,1 0,8 0,3 23 0,5
EK 23,7 2.5 11,9 4,5 36,1 21,4 tr 1
PC B 26,6 0,9 4,7 34 391 25,0 tr 3
+ 1,3 0,1 0,3 0,3 0,4 1,1
GK 19,6 0,2 4,6 89 504 16,0 1,5 4
+ 0,5 0,1 0,4 0,8 2,3 1,2
HK 23,3 tr 3,8 1,6 62,6 8.5 tr 4
+ 0,4 0,1 0,05 0,3 0,2
EK 29,3 1,6 11,2 5,1 30,5 223 tr 1
ASG B 472 tr 12,2 8,6 19,5 10,7 1,8 1
GK 26,3 0,7 52,8 1,8 13,0 3,2 2,1 1
40,8 0,6 11,5 89 288 6,4 2,9 1
39,9 1,2 12,4 10,2 25,4 8,0 3,0 1
HK 43,4 2,1 10,5 79 27,0 6,1 2,9 1
40,9 tr 23,4 tr 324 33 3,0 1
41,2 53 10,1 10,8 33,8 3,3 1,5 1
EK 40,5 4,7 21,4 17,2 8,1 8,1 tr 1

Wie erwartet, ist der Tabak eine typische Ci¢.3-Pflanze. Cj¢.3 ist im MGD kon-
zentriert, und die anderen Glykolipide enthalten nur Spuren dieser Séure. Diese
Verhaltnisse werden in der griinen Kultur noch deutlicher, obwohl der Prozentsatz
der S&ure von 16 auf 2,5 im MGD abgefallen ist. Im MGD der heterotrophen Kulturen
sind nur noch Spuren von Ci4.3 nachweisbar.

Ahnliche Differenzen gelten fiir den Gehalt der 3-tr-Cy¢.; des PG, die ein anderer
Marker flr Chloroplasten ist. Fiir die Chloroplasten von C4-Pflanzen ist 3-tr-1Cj¢.1 mit
der Granabildung in Zusammenhang gebracht worden (170). Die beiden C;¢-Sauren
leiten sich aus Cig.0 ab (9, 63, 155, 156), deren Desaturierung in spezifischer Weise
an die Chloroplasten gebunden ist. lhre geringen Prozentsatze in den griinen Kultu-
ren deuten an, dass die Kapazitat der Fettsauredesaturierung in ihren Chloroplasten
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4.3. Fs der individuellen Acyllipide

Cy.3 3-trans-Cygy Cig:3 Cia:3 Cig:2 Cia:2
% -
a b c d = f
100 _ (
1 n
50 “ H” H” ”
1;12 4 4 1234 1234 56 56 1234 1234 56 56

Abb. 4.1: Vergleich der Fettsdureproportionen in den individuellen Lipiden aus Blittern,
griinen und heterotrophen Kulturen des Tabaks

In (a) werden die Proportionen der Cj¢.3 in MGD = 1 und DGD = 2, in (b) die der 3-tr-
Cie:1 des PG = 4 verglichen; (c) und (e) fassen die Ergebnisse fiir Cyg.3 bzw. Cig.» in den
Chloroplastenlipiden MGD, DGD, SQD = 3 und PG, (d) und (f) fiir die extraplastidiren
Phospholipide PE = 5 und PC = 6 zusammen. In (a-d) sind die Fettsduren der Lipide aus
Blittern = 100 % gesetzt, in (e) und (f) représentieren Cjg.» in Lipiden aus heterotrophen
Kulturen 100 %. Fiir jede der Fettsduren sind weiterhin zwei Gruppen von Balken gesetzt, die
linke fiir griine, die rechte fiir bleiche Kulturen in (a-d), in (e) und (f) steht die linke Gruppe fiir
Bltter, die rechte fiir griine Kulturen.

reduziert ist. In dieser Hinsicht kann man die griinen Kulturen, wie auch vom Chloro-
phyllgehalt und der Haufigkeit der Grana in elektronenmikroskopischen Bildern zu
erwarten ist, zwischen Blattgewebe und den heterotrophen Kulturen anordnen.

Die Fettsdurezusammensetzung der Acyllipide aus etiolierten Kotyledonen ahnelt
der der griinen Kulturen, weil die beschriebenen Verschiebungen der Proportionen
der Ci¢:0, Ci6:2 Und C1g:3 ebenso auftreten, Cj¢.3 und 3-tr-Cg.; aber nur in Spuren
vorhanden sind. Die Analyse der Fettsduren des ASG ergab bei den verschiedenen
Experimenten variierende Werte, aber der hohe Anteil der gesattigten Fettséduren
sei erwahnt.

In den EMD-IT-behandelten, griinen Kulturen treten die beschriebenen Trends in
der Verénderung der Fettsaurezusammensetzung der einzelnen Lipide z. T. verstarkt
auf. Eine Korrelation zur Konzentration des Herbizids im N&ahrmedium deutet sich
an.
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4. Acyllipide in photosynthetisch aktiven Gewebekulturen des Tabaks

4.4 Positionsspezifische Verteilung der Fettsiduren in
den Acyllipiden

Die Enzyme, die das individuelle, positionsspezifische Fettsauremuster der einzelnen
Lipide herstellen, arbeiten in den griinen Kulturen offensichtlich ebenso wie in den
Blattern. Dies demonstrieren die durchgefihrten Positionsanalysen (Abb. 4.2).

In den extraplastiddaren Phospholipiden PE und PC aus Blattern und griinen
Kulturen ist die Palmitinsdure nahezu ausschlieBlich an C-1 lokalisiert. 3-tr-Cj4.; und
Ci6:3 als Chloroplastenmarker besetzen die C-2-Position von PG bzw. MGD. Im PG
als Chloroplastenlipid findet sich auch ein GrofBteil der Ci¢.9 in der Innenposition.
Dort fiillt die Saure die Liicke auf, die der gegenliber Blatt-PG stark verringerte Anteil
der 3-tr-C.1 im Lipid der Kultur hinterlasst. Die Palmitins&ure in den Chloroplastenli-
piden DGD und SQD dominiert zwar am C-1-Atom, sie kommt aber auch zu einem
gewissen Anteil in der Position C-2 vor, wie es fir Cj¢.3-Pflanzen typisch ist (73).
Die Ergebnisse der Positionsanalysen bestéatigen die Verallgemeinerungen, die sich
aus den Untersuchungen anderer Cj¢.3-Pflanzen ableiten lassen. Zum anderen sei
betont, dass sich Blatter und griine Kulturen grundsétzlich nicht in der Positionsver-
teilung der Fettsduren in Phospho- und Glykolipiden unterscheiden. Daher scheint
auch die Spezifitat der enzymatischen Systeme, die diese asymmetrische Verteilung
herbeiflihren, in den griinen Kulturen nicht verandert zu sein.

In der heterotrophen Kultur ist das individuelle Muster der Fettsdurezusammen-
setzung in den einzelnen Lipiden einer gewissen Uniformitat gewichen: Abgesehen
vom MGD dominiert in allen Lipiden - auch im DGD - Linolsaure deutlich gegentiber
Linolensaure, und der Prozentsatz der Palmitinsaure ist hoch. Diese Uniformitat
spiegelt sich auch in der positionsspezifischen Verteilung der Fettséduren wider. Sie
ist allgemein charakterisiert durch eine Préferenz der Cj¢.0 an C-1, wie sie sonst nur
in extraplastidaren Phospholipiden so deutlich ausgepragt ist. Insbesondere DGD ah-
nelt stark den Phospholipiden PE und PC in seinem Diglyceridanteil. Damit wird auch
in der heterotrophen Kultur die Differenz in den Fettsduremustern zwischen MGD
und DGD aufrecht erhalten; dies geschieht, obwohl offensichtlich ein Parameter der
Diversitat zwischen MGD und DGD ausgefallen ist: Cj¢.3 ist im MGD der bleichen
Kulturen kaum noch nachweisbar, und mit einem hohen Gehalt an C¢.¢ tragt MGD
ein Fettsduremuster, das den Namen DGD verdient hatte. Dennoch weist DGD ein
eigenes Fettsduremuster mit besonderer, positionsspezifischer Verteilung auf, die
an die Situation in Cyg.3-Pflanzen erinnert. Deuten diese Fakten auf die Existenz
zweier verschiedener Synthesewege des DGD hin - verschieden im Mechanismus
und/oder in der Kompartimentierung?
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4.5. Zusammenfassung
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Abb. 4.2: Positionsspezifische Verteilung der Fettsduren zwischen C-1- und C-2-Position des
Glycerinbausteins der individuellen Lipide aus Bléttern (Balken an der linken Seite), griiner
(mittlerer) und heterotropher Kulturen (rechter Balken) des Tabaks

In ihren absoluten Lingen reprisentieren die Balken zugleich die Fettsdurezusammensetzung
(in Mol-%) der Lipide.

4.5 Zusammenfassung

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die grinen Gewebekulturen des Tabaks
alle Lipide besitzen, die auch fir die photosynthetischen Gewebe der Mutterpflanze
charakteristisch sind. Dies trifft auch fir das Vorkommen und die positionsspezifi-
sche Verteilung der Fettsduren zu. Allerdings sind in den griinen Gewebekulturen
die Chloroplasten eigenen Komponenten MGD, SQD, Cj¢.3 und 3-tr-C¢.; stark re-
duziert. Insbesondere der niedrige Cj¢:3-Gehalt, der fir sich genommen die griinen
Kulturen in die Nahe der Cjg.3-Pflanzen rickt, bietet nun einen wichtigen Ansatz-
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4. Acyllipide in photosynthetisch aktiven Gewebekulturen des Tabaks

punkt, in 1*C-Markierungsversuchen die Rolle dieser Fettsaure im Hinblick auf die
Linolensduresynthese und die Galaktolipidsynthese zu untersuchen.
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4C-Markierung der Lipide photosynthetisch
aktiver, griilner Gewebekulturen des Tabaks

5.1 Markierung der Fettsiuren im Lipidextrakt

Die Markierung der Lipide mit dem Prekursor (*C)-Acetat war effektiver als die mit
14C0,; neben der Einlagerungsrate der Isotope zeigt dies die bevorzugte Inkorpo-
ration des Acetats - wie von Blattinkubationen her bekannt (155) - in die Acylreste
der Lipide. So befanden sich ca. 35 - 40 % der gesamten Radioaktivitat nach Metha-
nolyse der Lipidextrakte in den Fraktionen der gereinigten Fsme bei Inkubationen
verschieden alter Kulturen mit (*C)-Acetat, bei Inkubation der jiingsten mit '4C0,
jedoch nur 10 %.

Die geringe Markierung der Lipide der 20 Tage alten Kultur deutet an, dass deren
Lipidmetabolismus ebenso wie das Wachstum der Kultur zu diesem Zeitpunkt stark
reduziert ist. Dennoch weisen die RGC-Analysen der '*C-markierten Fettsduren
fur die verschieden alten Kulturen auf den ersten Blick ein einheitliches Bild der
Markierung auf (Tab. 5.1 B). Stets dominiert Cig.; in den Radioaktivititsmustern
(Methanolyse des totalen Lipidextraktes), geringere Aktivitdtsanteile entfallen auf
Ci6:0 und Cis:2. Ci8:3 wurde nur in Spuren markiert. Ahnliche Ergebnisse, die ebenso
im Widerspruch zum Massenmuster der Fettsduren stehen, jedoch mit deutlicherer
Aktivitatseinlagerung in die Stearinsaure, wurden fir Inkubationen heterotropher
Kulturen erzielt (124).

Bei genauerer Inspektion der Tab. 5.1 fallt jedoch auf, dass der Radioaktivitéts-
anteil der Cg.; mit zunehmendem Alter der inkubierten Kulturen steigt und der der
C16:0, wenn auch geringfugiger, sinkt. Diese Veranderungen finden keine Parallele
im Fettsdurenmassenmuster der Lipidextrakte.



5. '4C-Markierung der Lipide photosynthetisch aktiver, griiner Gewebekulturen des
Tabaks

Weitere Veranderungen auf quantitativer Ebene in Abhangigkeit vom Alter der
inkubierten Kultur - angedeutet auch im Massenmuster der Totalfettsduren durch
veranderte Proportionen der Cig.» und Cig.3 - wurden sichtbar, als die absolute
Radioaktivitat in den Fettsaduren auf inre Mol-Masse bezogen wurde. Die geringere
Einlagerungsrate der altesten Kultur spiegelt sich in niedrigster spezifischer Aktivitat
ihrer Fettsduren wider. In den Fettséuren der jlingeren Kulturen steigt jedoch die spe-
zifische Aktivitat mit zunehmendem Alter der Kultur bis zum 10. Tag. Dieser Zuwachs
korreliert mit hoher Proliferationsrate und Stoffwechselaktivitat in der logarithmischen
Wachstumsphase der Kulturen (13).
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5.1. Markierung der Fettsduren im Lipidextrakt

Tab. 5.1: Inkubation griiner Gewebekulturen des Tabaks mit '4CO, und (1*C)-Acetat

3,7, 10, 20 Tage alte grilne Gewebeku
inkubiert (2.2.2, S. 29).

A) Radioaktivitit in den Lipidextrakten

Ituren wurden 1,5 h lang in der Warburg-Apparatur

Alter der Kul- 'C-Prekursor ~ pg Chlim Lipi- 10° dpmim Li- Radioaktivitit
tur in Tagen dextrakt pidextrakt pro inden Fs (%)
mg Chl
3 CO, 218 0,665 10,0
3 Acetat 228 274 383
7 Acetat 302 27,1 39,7
10 Acetat 151 64,0 40,4
20 Acetat 177 1,04 35,0

B) Radioaktivitit in den individuellen Fettsduren (Methanolyse der totalen Lipidextrakte) in %
von der Totalaktivitdt in den Fettsduren, spezifische Aktivitéit der einzelnen Fettsduren und der
gesamten Fsme-Fraktion. Zusitzlich wird die Fettsdurezusammensetzung der Lipidextrakte in

Mol-% angegeben.

Alter c- Ci6:0 Cis:0 Cis:1 Cis2 Cis:3 Total-Fs
der Kul-  Prekursor

tur in

Tagen

Fettsdurezusammensetzung Mol-%

3 Acetat 22,3 2,2 4.8 45,8 24,5 -

7 Acetat 19,9 3,0 5.2 43,4 28,4 -

10 Acetat 18,4 35 4.8 40,7 32,7 -
20 Acetat 22,0 3,8 38 314 38,0 -
Radioaktivitit in %

3 Acetat 26,6 3,4 53,8 11,7 tr -

7 Acetat 18,5 3,2 60,9 17,5 tr -

10 Acetat 19,0 tr 65,3 11,4 2.4 -
20 Acetat 18,5 tr 72,1 09,4 tr -
Spezifische Aktivitit dpm/nMol

3 Acetat 90 119 841 19 - 75
7 Acetat 151 176 1930 66 - 163
10 Acetat 404 n.a. 5290 109 29 391
20 Acetat 3 n.a. 72 1 - 4
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5. '4C-Markierung der Lipide photosynthetisch aktiver, griiner Gewebekulturen des
Tabaks

5.2 Markierung der Fettsduren in den individuellen
Acyllipiden

Der nachste Schritt in der Analyse der radioaktiv markierten Lipide der Gewebekultu-
ren war die Fraktionierung eines Extraktes in die einzelnen Acyllipide. Dabei trat die
im Vergleich zu Blattlipiden bereits beschriebene Reduktion der Chloroplastenlipide
in griinen Kulturen und die Dominanz extraplastidarer Phospholipide noch deutlicher
zutage. Nach dreistiindiger Inkubation einer 10 Tage alten Kultur mit (14C)-Acetat
waren nur insgesamt 3,7 % der in die Lipidfraktion eingelagerten Radioaktivitat in
den Glykolipiden MGD (2,9 %), DGD und SQD nachweisbar, aber ca. 46 % in den
Phospholipiden (Abb. 5.1), davon allein 27,8 % im PC.
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Abb. 5.1: Radioaktiv markierte Lipide einer zehn Tage alten, griinen Gewebekultur des Tabaks
(DC-Scan, LM 3)
Die Kultur wurde 3 h lang mit (14C)-Acetat in der Warburg-Apparatur inkubiert.

In den einzelnen Lipiden der sieben Tage alten Kultur wurde die Markierung
der Fettsauren untersucht. Im PC ist C;g.; die eindeutig dominierende radioaktive
Fettsdure (Abb. 5.2), ebenso im PE. Im PG dagegen sind ca. 70 % der Radioaktivitat
seiner Acylreste in C4.9 konzentriert. C;g.3 konnte in keinem der genannten Phos-
pholipide radioaktiv markiert registriert werden. Die radioaktiven Spuren, die von
dieser Triensaure im Totalextrakt nachweisbar waren, finden sich im MGD wieder,
wo ihr prozentualer Anteil von der Aktivitat in den Fettsduren 16 % ausmacht. Damit
wird deutlich, wie sehr das beschriebene Markierungsmuster der Fettsduren des
Totalextraktes von den Phospholipiden und ihren Acylresten bestimmt wird.

Im MGD sind alle C1g-ungesattigten Fs etwa gleich stark markiert worden, dage-
gen Ubertrifft der Radioaktivitatsanteil der Cys.; in den bisher genannten Phospholi-
piden die zweite markierte C;3-Fs C1g.2 um den Faktor 2,3 (PE) bis 4,8 (PG). Diese
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5.2. Markierung der Fettsduren in den individuellen Acyllipiden

MGD TOTAL
|
C2 \A«M
(
SQD
PC N A
PG
€2
w PE
A A LGl

Abb. 5.2: Radioaktiv markierte Fettsiuren einer sieben Tage alten, griilnen Gewebekultur des
Tabaks

TOTAL = Umesterung des gesamten Lipidextraktes, sowie '*C-Fs des SQD, PG, PE und
Positionsanalyse des MGD und PC ( C 1 = Fs der Position C-1, C 2 = Fs der Position C-2).
Die Gewebekultur wurde 1,5 h lang mit (!4C)-Acetat in der Warburg-Apparatur inkubiert.
Erlauterungen zur Positionsanalyse und RGC s. Abb. 3.2 auf S. 72.

Markierungsmuster stiitzen die Hypothese, dass die Synthese der MGD eigenen
(3.3 durch eine sequentielle Desaturierung der Cg.; in besonderer Weise von der
Synthese dieser Triensdure separiert ist, die in extraplastidédre Phospholipide einge-
baut wird (siehe auch Abb. 3.5).

Ein weiteres Charakteristikum des Fettsduremusters des MGD ist die Markierung
Ci6-ungesattigter Fs, die bereits fiir MGD aus Blattern oben beschrieben wurde.
Hier, im Falle der griinen Gewebekulturen des Tabaks, steht die Radioaktivitat in
C16:0, Ci6:1, C16:2 Und Cjg:3 allerdings in noch gréBerem Gegensatz zum Fettsduren-
massenmuster des Lipids.
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5. '4C-Markierung der Lipide photosynthetisch aktiver, griiner Gewebekulturen des
Tabaks

5.3 Positionsspzifische Verteilung der radioaktiv mar-
kierten Fettsduren des MGD und PC

Die positionsspezifische Verteilung der radioaktiv markierten Fs des PC steht im Ein-
klang mit anderen Analysedaten des in vivo markierten PC aus Blattern des Spinats,
die schon ausfiihrlich diskutiert worden sind. Mit radioaktiver Cj¢.o ist ausschlieBlich
die sn-1-Position des Glycerinbausteins besetzt, wahrend die markierten Cg-Séuren
in beiden Positionen zu finden sind. Dabei deutet das Verhaltnis der radioaktiven
Ci6:0/C13:1 der C-1Position an, dass ca. 80 % der markierten Cig.; die Innenposition
einnehmen. Die Ergebnisse der Positionsanalyse des MGD stehen im Gegensatz
zu Analysen des MGD aus Ci4.3-Pflanzen, deren Blatter in ebenso kurzzeitigen In-
kubationen mit 1*CO, oder (1*C)-Acetat markiert wurden (155, 156). Zwar befinden
sich, wie beschrieben, die radioaktiven Cjs-S&uren in der C-2-Position, es waren
aber nun auch markierte Cis.1, Cis:2 und Cig.3 in der Lyso-Verbindung nachweisbar.
Dieser Befund schrankt entweder die formale Separierung zweier Cig.3-Pools ein,
die charakteristisch fir Ci¢6.3-Pflanzen ist (s. 0.), es sei denn, die gewahlte Inkubati-
onszeit war zu lang, oder er disqualifiziert die griine Gewebekultur des Tabaks als
Vertreter der Ci4.3-Pflanzen und riickt sie in die Nahe der C;g.3-Pflanzen, in deren
MGD radioaktive Cig-Séuren die beiden Positionen am Glycerinbaustein symme-
trisch besetzen. Es ist aber auch eine andere Interpretation der Ergebnisse mdglich,
die die Rolle der MGD-gebundenen Ci4.3 und die der Cy6.2 und C¢.1 als Prekursoren
der C1g-ungesattigten Fs in Betracht zieht.

Die vergleichende Analyse der Lipide aus Blattern des Tabaks und aus photosyn-
thetisch aktiven, griinen Gewebekulturen hat ergeben, dass fir Membransysteme
der Chloroplasten typische Komponenten in den Kulturen in z. T. stark verminderter
Menge vorkommen. Dazu zahlen einerseits auf der Ebene intakter Lipide MGD und
SQD, andererseits Fettsauren, die spezifisch an Chloroplastenlipide gebunden sind:
3-tr-Ci6:1 des PG und Cjg.3 des MGD. Als Grund fur diesen Riickgang wurde eine
verminderte Kapazitat zur Desaturierung der Fs in den Chloroplasten angenommen.
Waéhrend sich aber in PG der Prekursor der Hexadecensaure in der fir sie typischen
C-2-Position anhauft (Abb. 4.2), kann ahnliches fiir das positionsspezifische Fettsau-
remuster des MGD nicht beobachtet werden. Hier fiillt offensichtlich Cig.3 die durch
das Fehlen der Ci¢4.3 in der C-2-Position entstandene Liicke auf.

Die radioaktive Markierung der Lipide der grinen Gewebekultur zeigt, wie in der
Tat parallel zum Massenmuster radioaktive Cj¢.o zur dominierenden Fs des PG wird,
oder die “C-Einlagerung in C;s-Dien- und Triensauren der meisten Lipide gering
ist. Bei der registrierten, starken Reduktion der Ci4.3 im MGD sollte man analog
erwarten, dass die Radioaktivitat in der Hexadecatriensaure und ihren Prekursoren
Ci6:1 und Cig:2 nur minimal oder Uberhaupt nicht festzustellen ist. Statt dessen
wurden die Fettsduren deutlich markiert. Sind sie Intermediate, die fir die Synthese
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5.3. Positionsspzifische Verteilung der radioaktiv markierten Fettsduren des MGD
und PC

ihrer C1g-Analoga notwendig sind, eines Synthesemechanismus, der in besonderer
Weise mit der C-2-Position des MGD verknUpft und Grund dafir ist, dass nur im
MGD die vollstandige Serie der Cig-ungesattigten Fs deutlich markiert ist?
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Abb. 5.3: Hypothese: MGD-gekoppelte Desaturierung und Elongation der Cj4-Fs

Eine Weiterflhrung dieses Gedankens stimmt mit der Diskussion einer ver-
minderten Desaturierungskapazitat der Chloroplasten der griinen Kulturen Uber-
ein. Wird namlich die Desaturierung der Cj¢.9 zum geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der C3.x-Synthese, erfassen die Elongationsreaktionen die gebildeten Cig.x-
Intermediate vollstdndig, so dass sich diese nicht anhaufen kdnnen. MGD-gekoppelte
Desaturierung und Elongation wirken also méglicherweise in sinnvoller Weise zu-
sammen. Als Dunkelkulturen von Euglena ergrunten - in diesem Zustand stellt Ci3:3
noch eine Nebenkomponente dar - akkumulierte nicht nur Cys.2, sondern auch Cig:»
im MGD (21).

Unter dem Aspekt der MGD-gekoppelten Desaturierung und Elongation der
Ci6-Fs, fir die es weitere Indizien gibt (Kinetik der '*C-Inkorporation in die Fs
des MGD, Anzahl der durch AgNO3-DC bestimmbaren, radioaktiven MGD-Spezies
(155, 156)), ware es interessant, eine heterotrophe bleiche Gewebekultur mit (1*C)-
Acetat zu inkubieren, in deren MGD C\4.3 kaum noch nachweisbar ist, in der MGD
aber das alleinige Lipid ist, in dem die Linolens&ure ihre dominierende Rolle im
Fettsduremuster behaupten kann.
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Charakterisierung der Lipide der Envelopes
der Spinatchloroplasten

Die beiden Membranen des Envelope der Chloroplasten stellen die strukturelle
und stoffwechselphysiologische Grenze zwischen Cytoplasma und Stroma dar. Sie
verhindern eine unkontrollierte Durchmischung der l16slichen Komponenten beider
Kompartimente, und verschiedene Translokatoren der inneren Envelopemembran
vermitteln andererseits den spezifischen Austausch von Intermediaten und lonen.
Diese wichtige Funktion im intrazellularen Transport mag mdoglicherweise bis in
die makromolekulare Ebene hinaufreichen, da der Envelope die Determinanten
enthalt, die darliber entscheiden, ob ein im Cytoplasma synthetisiertes Protein in
das Chloroplasteninnere gelangen kann oder nicht (42, 103).

Die Ausarbeitung einer Isolationstechnik war Voraussetzung fir die Untersu-
chung der Zusammensetzung und der biosynthetischen Kapazitat des Envelope
(39, 41). Es stellte sich heraus, dass sich die Lipidgemische in Envelopes und Thy-
lakoiden mit Ausnahme des Chlorophylls sehr dhneln. Dies mag andeuten, dass
der Chloroplast Permeabilitédtsbarrieren in seinen Membransystemen 6konomisch
aufbaut, indem in ein &hnliches Set von Lipiden als Matrix verschiedene Proteine
eingesetzt werden, die die verlangten Spezifitdten bewirken.

Die Lipidzusammensetzung des Envelope gewann besonderes Interesse, als ge-
zeigt werden konnte, dass eine Vielzahl wesentlicher, lipidmetabolisierender Enzyme
und damit die Kapazitat zur Synthese der wichtigsten Membranlipide in Chloroplas-
ten, ndmlich der Galaktolipide, im Envelope lokalisiert ist. Aufgrund der bisherigen
Erkenntnisse ist ein massiver Transport von Galaktolipiden aus dem Envelope in die
Thylakoide hinein zu postulieren, ein Umstand, der die Ahnlichkeit der Lipidmuster
beider Membransysteme erklaren kénnte. Andererseits sollte der Envelope im ER
synthetisierte und herantransportierte Phospholipide oder Lipidbausteine aufnehmen
und fur den weiteren Transport in die Thylakoide hinein sorgen.



6. Envelope Spinat

Bevor wir begannen, mit radioaktiven Markierungsexperimenten diese Beziehung
zwischen ER-, Envelope- und Thylakoidlipiden und die Galaktolipidsynthesekapazitat
des Envelope zu studieren, fiihrten wir eine detaillierte Analyse der Lipide der Hull-
membranen durch. Wir interessierten uns dabei insbesondere fiir die beschriebenen,
spezifischen Unterschiede in den Diglyceridbausteinen innerhalb der Gruppe der
Galaktolipide, da die Grundlage fur die Herstellung spezifischer Lipidmuster einer
Membran einerseits und des charakteristischen Fettsduremusters ihrer Lipide ande-
rerseits die Kompartimentierung bestimmter Syntheseleistungen der Lipidgenese
sein kann. So waren wir gespannt, ob die Lipidzusammensetzung des Envelope, der
der alleinige Syntheseort der Gl sein soll, uns nicht Gberrascht mit einem einfachen
Fettsduremuster in den Gl, das eben nicht jene komplexen Differenzen aufweist, wie
wir sie aus Blattextrakten kennen, sei es, weil der Envelope bei der Galaktolipid-
synthese nur mit bestimmten Fettsduren versorgt wird, weil dort Acyltransferasen
mit charakteristischer Aktivitat agieren, sei es, weil dort charakteristische Galak-
tosyltransferasen sitzen, die méglicherweise nur einen Teil der insgesamt in der
Zelle vorkommenden Gl synthetisieren, oder sei es, dass die hier hergestellten
Galaktolipide nach einem Transport, z.B. in die Thylakoide hinein, verandert werden.

Die Envelopes wurden mit dem Aufschluss des Blattgewebes beginnend in
Sucrose/Tricin-Puffersystemen bei pH 7,6 isoliert. Die qualitative und quantitative
Analyse der Lipide der gesammelten Fraktionen mehrerer Aufarbeitungen schloss
die Positionsanalyse und Massenspektroskopie der Komponenten ein.

6.1 Pigmente und Lipide des isolierten Envelope

Einzige Pigmente, die aus der Envelope-Suspension extrahiert werden konnten,
waren Carotinoide (0,2 % des Lipidgewichtes). Das Fehlen von Chlorophyll wies aus,
dass die Préparation nicht mit Thylakoid-Membranpartikeln verunreinigt war. Ein
anderer, negativer Lipidmarker, PE (39, 40, 105), der aus ER- und Mitochondrien-
Membranen stammen mag, wurde in kleinen Mengen gefunden. Das Carotinoidmus-
ter gleicht den zuvor bestimmten Verhéltnissen (36, 38, 87, 89):

3-Carotin 15,5 %

Lutein und Zeaxanthin 22,9 %

Violaxanthin 53,5 %

Neoxanthin 8,6 %

Das Muster zeigt, dass Envelopes, die aus zuvor verdunkelten Blattern isoliert
wurden, mehr Violaxanthin (bis zu 3,5 x mehr) als Lutein und Zeaxanthin enthalten,
wahrend Envelopes, aus beleuchteten Blattern isoliert, ein kleineres Verhaltnis
aufweisen (0,75). Ursache dieser Differenzen kann ein Austausch des Violaxanthins
zwischen Envelope- und Thylakoidmembranen sein (159).
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6.1. Pigmente und Lipide des isolierten Envelope

Den Anteil der individuellen Acyllipide geben Tab. 6.3 und Abb. 6.1 wieder. Alle
Lipide zusammengenommen (Trockengewicht) machen 69 % des Gewichtes der
Envelopemembranen aus; ihr Proteingehalt ist daher sehr niedrig. Andere Autoren
haben Werte von 0,8 (132), 1,2 (38) und 2 (90) mg Lipid/mg Protein angegeben. Der
geringe Proteinanteil des Systems kénnte zur Folge haben, dass grofe, proteinfreie
Lipid-Bilayer-Flachen entstehen (162), die den unkontrollierten lonenfluss durch
die Membran hindurch reduzieren (127), aber auch die Labilitdt der Membran im
Vergleich zu Thylakoiden bewirken kdnnten.

Galaktolipide repréasentieren etwa die Half-
te der Acyllipide des Envelope. Die Identitat
des TeGD, dessen chemische Strukturanaly-
se kurzlich beschrieben wurde (116), besta-
tigte die Massenspektroskopie des acetylier-

o
ten Lipids (Abb. 6.1). Details, wie die anome-

L re Konfiguration und Lokalisation der glykosidi-
schen Bindungen, konnten aus dem Massen-

V spektrum jedoch nicht abgeleitet werden. Im
Zusammenhang mit der beschriebenen, che-
O-a-D-galaktopyranosyl-(1'-6’)O-a-D- galakto-
pyranosyl-(1’-6’)-O-3-Dgalaktopyranosyl)-sn-glyce-

Abb. 6.1: Acyllipide aus isolierten  rin angenommen werden. Das Massenspektrum

mischen Strukturanalyse (116) kann die Struk-
tur 1.2-Diacyl-3-O-(«x-D-galaktopyranosyl-(1’-6’)-

Envelopes des Spinats des TGD war identisch mit einem zuvor verdffent-
lichten (183).
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Abb. 6.2: Massenspektrum des acetylierten Tetragalaktosyldiacylglycerins (TeGD) aus isolierten Envelopes (Spinat, 191)
Erlduterungen zur Massenspektroskopie siehe 2.4.4, S. 52 und 2.5.3, S. 54.



6.1. Pigmente und Lipide des isolierten Envelope

Tab. 6.1: Fettsiurezusammensetzung des ADGD in Mol-% aus isolierten Envelopes des
Spinats

A) Berechnet aufgrund eines Transfers der Fettsduren aus beiden Positionen der im isolierten
Envelope zur Verfiigung stehenden, moglichen Donatorlipide MGD, DGD und MGD + DGD.
B) Tatséchlich registriertes Fettsduremuster des ADGD.

Donor Cieo Ci6z3 Cigo Cign Cigz  Cigs
A)

MGD 10,6 9,3 1,6 4,2 5,1 69,2
DGD 13,1 5,1 1,7 5,1 5,9 68,0
MGD + DCD 11,9 7,2 1,6 4,7 55 69,0
C-2-Position des MGD 9,6 16,9 1,1 3,9 5.4 63,0
B)

ADGD 9,7 17,5 1,3 3,4 2,5 64,3

Mit Hilfe der Massenspektroskopie konnte auch ein Galaktolipid charakterisiert
werden, das bislang noch nicht in Envelope-Lipidextrakten festgestellt worden war:
ADGD (78). Sein Anteil macht nahezu 8 % aller Glycerolipide aus. ADGD und MGD
verhalten sich bei der DC in LM 1 &hnlich. Dies mag auch der Grund daflr sein,
dass der hier angegebene Prozentsatz fiir MGD niedrig erscheint (39), die Summe
MGD + ADGD gleicht aber den aus der Literatur bekannten Daten (Tab. 6.2).

Die Entstehung von acylierten Galaktolipiden bei niedrigen pH-Werten in Blatt-
homogenaten nach Zerstérung der Kompartimente ist als Artefakt gedeutet worden
(72). Envelope-Suspensionen, bei pH 7,2 und pH 8,5 aus gleichem Blattmaterial
isoliert, inkorporierten aber beide bei Inkubation mit UDP-('*C)Gal, pH 7,2, (**C)Gal
in AGD, das in beiden Suspensionen auch bei pH 8,5 umgesetzt wurde zu MGD (17).
Inkubiert bei noch niedrigeren pH-Werten, synthetisieren Envelope-Suspensionen
groBe Mengen AGD, aber nicht ADGD (17, 75). Die hier analysierten Envelopes
enthielten dagegen nur Spuren von AGD (ldentitat durch Massenspektroskopie des
acetylierten Lipids nachgewiesen), aber eine groBe Menge ADGD. Ein weiterer,
interessanter Aspekt ergibt sich, wenn man die Fettsdurezusammensetzung des
ADGD vergleicht mit theoretisch berechneten Werten (Tab. 6.1). Das tatsachlich
registrierte Muster des Envelope-ADGD wéare demnach nur Resultat eines spezifi-
schen Acyltransfers der Fettsduren der C-2-Position des MGD. Eine solche Spezifitat
konnte bei in vitro Untersuchungen des Acyltransfers nicht beobachtet werden (76).
Deuten diese Details an, dass ADGD oder acylierte Galaktolipide allgemein in vivo
eine besondere Funktion haben?

Ca. 25 % der Acyllipide des Envelope sind Phospholipide: PC, PG und die
Komponente 'U’, die sich chromatographisch in verschiedenen Laufmittelsystemen
wie Pl verhielt, aber durch keine der Phospholipasen vom Typ D, C oder A, oder
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6. Envelope Spinat

Tab. 6.2: Absolute und relative Lipidzusammensetzung isolierter Envelopes und Thylakoide
der Chloroplasten des Spinats
a) Isoliert bei pH 7,6, b) isoliert bei pH 8,5.

MGD DGD TGD TeGD DG SQD PG PC PI

Envelopes

Joyard, Douce (89), a)

Hg/mg Protein 300 380 60 10 -400 80 100 240 20
Gewichts-% 21,5 272 43 0,7 143 57 72 172 14
van Besouw (17), b)

Hg/mg Protein 570 455 23 22 34 120 180
Gewichts-% 36 29 1,4 14 22 7,6 170
Thylakoide

Douce, Joyard (39)

Gewichts-% 51 26 7 9 3 1

durch Lipase aus Rhizopus arrhizus spaltbar und aufgrund massenspektroskopischer
Daten nicht identisch ist mit tierischem PI.

Die in Tab. 6.3 wiedergegebenen Werte bestatigen den hohen Diglyceridanteil
(90) und die Verhaltnisse MGD/DGD = 0,6<1 und PG/PC = 0,4 (39); Thylakoide
enthalten nur Spuren DG, und MGD/DGD und PG/PC verhalten sich dort wie 2/1
und 3/1 (39).

Neben diesen Hauptkomponenten des Lipidgemisches aus Envelopemembra-
nen konnten noch einige andere Lipide in Spuren erkannt werden. Dazu gehéren,
auch massenspektroskopisch identifiziert, TG, AGD, SG und PA, das aufgrund
seines chromatographischen Verhaltens in verschiedenen LM (1, 2, 5) und seiner
Farbreaktionen mit Spriihreagenzien als solches angesprochen wurde. Fettsauren,
Acylsterylglykosid und Cardiolipin waren nicht nachweisbar, obwohl ihr Vorkommen
in Envelopes von anderen Autoren angegeben wird (132, 133). Wenn der geringe
Gehalt an PE (38, 64, 89) nicht als endogener Bestandteil (132, 133), sondern
als Kontamination diskutiert wird, miissen die oben genannten Spuren bestimmter
Lipide eventuell ebenso unter diesem Aspekt betrachtet werden.

Wenn auch die geschilderte Lipidzusammensetzung der isolierten Envelopes gut
mit friheren Analysen von R. Douce und J. Joyard Ubereinstimmt (36, 41, 89, 90), so
sind andererseits Diskrepanzen quantitativer Art mit anderen Autoren festzustellen
(64, 132, 133), obwohl sie alle vom selben Material ausgingen: Spinatblattern. Neben
manchen endogenen und exogenen Faktoren der Anzucht, die das Blattmaterial ver-
schieden werden lassen, neben methodischen Verschiedenheiten der Praparation,
die Intaktheit, Ausbeute und Reinheit beeinflussen mégen, hat A. van Besouw auf
einen Umstand aufmerksam gemacht, der die Lipidzusammensetzung der Membran
entscheidend beeinflussen kann: den pH-Wert wahrend der Isolationsprozedur und
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6.2. Fettsdurezusammensetzung der Acyllipide der isolierten Envelopes

eventueller Inkubation der isolierten Envelopes. Aus Envelopemembranen, isoliet
bei pH 8,5, konnte er nur geringe Mengen an DG extrahieren, und der Prozentanteil
des MGD war mit 36 % 7 % groBer als der des DGD (d.h. MGD/DGD > 1). Den
Unterschied zu den beschriebenen Proportionen in bei pH 7,6 isolierten Envelopes
fihrt er zurlick auf die Aktivitat der Interlipid-Galaktosyltransferase(n), die nur bei
relativ niedrigem pH-Wert Galaktosylreste des MGD auf MGD, DGD und TGD uber-
tragen und dabei DG freisetzen sollen. Als Folge dieses Reaktionsmechanismus
kénnen bei der verwendeten Isolationstechnik auch die hier beschriebenen Daten
beeinflusst und die Proportionen des DG und der Gl gegeneinander verschoben
worden sein (Tab. 6.2). Allerdings, dies betont der Autor auch, ist die Intergalaktolipid-
Galaktosyltransferase bei niedrigen Temperaturen, i.e. wahrend der Zentrifugation,
kaum aktiv. Daher kdnnten die DG- und Gl-Pools des Envelope vielmehr durch die
Vorbehandlung der Blatter beeinflusst werden; bei Stillstand des photosynthetischen
Elektronentransportes sinkt der pH des Stromas in den Bereich ab, in dem Galaktoli-
pid:Galaktolipid-Galaktosyltransferasen aktiv sind. Die zur Isolation des Envelope
verwendeten Blatter stammten von Pflanzen, die in den frihen Morgenstunden ge-
erntet und bis zur Aufarbeitung quasi im Dunkeln aufbewahrt wurden. Dies spiegelt
sich z.B. im registrierten Verhéltnis Violaxanthin/Zeaxanthin wieder.

Kalkuliert man auf der Basis der registrierten Quantitaten der GL und des DG
eine Urspringliche” Lipidzusammensetzung des Envelope, indem man die méglichen
Reaktionen

2 MGD — DGD + DG Vv
MGD + DGD — TGD + DG Vi
MGD + TGD — TeGD + DG VIl (17)

MGD+ 2 DGD — 2 AGD (17)

zuriickverfolgt, dann ergeben sich die Mol-%-Satze MGD 43,3 und DGD 27,2
- die den von van Besouw bestimmten Werten - eher aber den Proportionen in
Thylakoiden &hneln (Tab. 6.2).

6.2 Fettsiaurezusammensetzung der Acyllipide der iso-
lierten Envelopes

Die Daten der Fettsdureanalse der individuellen Glycerolipide, auch die der Neben-
komponenten erfassend, die bislang noch nicht in der Literatur beschrieben waren,
sind in Tab. 6.3 zusammengefasst.

Sowohl Di- als auch Triacylglycerin enthalten hohe Anteile von Ci4.3 und Cig.3,
ebenso wie die Galaktolipide, von denen DGD den niedrigsten Gehalt an Ci¢.3, aber
den héchsten an Cig.¢ aufweist.
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SQD enthalt zu etwa gleichen Teilen Cjg.0 und Cig.3 und kann aufgrund dieses
Musters deutlich von Galakto- und Phospholipiden unterschieden werden. Ebenso
einzigartig ist das Fettsduremuster des PG, weil es groBe Mengen von 3-tr-Cig;
enthdlt, die in keinem anderen Lipid nachweisbar ist (s. Abschnitt 2.4.4 S. 52).

Die anderen Phospholipide PC, PE und U"weisen einen héheren Anteil an Cjg:0
auf und héhere Niveaus der Cig.; und Cig:».

Wenn ein Vergleich mit einer Analyse spéter isolierter Thylakoide erlaubt ist, sind
MGD, DGD und PC des Envelope gesattigter als die Thylakoidlipide (40, Tab. 6.4).

6.3 Positionsspezifische Verteilung der Fettsiauren in
den Acyllipiden der isolierten Envelopes

Die Verteilung der Fettséuren auf die Positionen sn-1 und sn-2 des Glycerinbausteins
der Envelopelipide, analysiert durch Lipase- und Phospholipase A,-Hydrolyse, ist in
Abb. 6.3 dargestellt. Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Verteilungsmuster,
wie sie bisher nur fir Lipide aus ganzen Blattern der C¢.3-Pflanzen bekannt waren,
auch auf der Ebene der isolierten Hillmembranen vorliegen. Cj¢.3 - sofern sie in
einem Lipid registriert werden konnte (DG, MGD - TGD) - ist in der sn-2-Position
konzentriert, und auch Cjg. ist in erheblichen Anteilen in der C-2-Position typischer
Chloroplastenlipide, wie DGD, SQD und PG verestert. 3-tr-C14.1 besetzt exklusiv die
C-2-Position im PG.

Die Phospholipide PE und PC weisen andere Verteilungsmuster auf und bilden
daher eine eigene Gruppe. Sie schlieBen Cj4-Fs von ihrer sn-2-Position nahezu
vollsténdig aus. Die beiden Lipide kommen auch nicht in blaugriinen Algen vor (119),
deren Vorfahren als phylogenetische Vorstufe der Plastiden angesehen werden.
Die sn-1-Position der Acyllipide dieser Prokaryonten wird aber in strenger Ketten-
langenspezifitat mit Cig-, die sn-2-Position mit C,4-Fettsduren besetzt (151, 183,
Ausnahme: Anacystis). Daher wird das positionsspezifische Verteilungsmuster der
Envelopelipide wie das der Thylakoidlipide (Tab. 6.4) als prokaryontes Merkmal des
Organells angesehen (183). Man kénnte spekulieren, dass alle Lipide, die zumindest
einen Teil ihrer C¢-Fs in der C-2-Position des Glycerins tragen, im Chloroplasten
synthetisiert werden. Wahrend rekonstituierte Systeme aus isolierten Stroma- und
Envelopefraktionen DG synthetisierten und UDP-Gal in MGD inkorporierten (88),
und isolierte, intakte Chloroplasten SQD synthetisieren kénnen (s.u.), konnte al-
lein die Bildung von PG durch Chloroplasten- oder Envelopefraktionen noch nicht
beobachtet werden (90).
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Tab. 6.3: Fettsiurezusammensetzung (in Mol-%) des totalen Lipidextraktes (Total) und der einzelnen Acyllipide aus isolierten Envelopes
des Spinats

Der Mol-Prozentsatz der Komponenten von der Gesamtheit der bestimmten Acyllipide ist in der letzten Spalte angegeben (einschlieflich
der Standardabweichung des Mittelwertes aus vier Bestimmungen). U = unbekanntes Phospholipid; chromatographische Eigenschaften
wie PL

Cieo Cie1 3—tr—Cie1  Cie2 Cie3 Cigo Cign Cigz2  Cigz  Cypo | Mol- sy
%
Total 14,0 0,4 3,6 tr 9,3 0,6 3,9 8,0 59,8 0,4
TG 5,5 0,6 0,5 tr 13,7 4,7 9,0 12,6 54,5 0 tr
DG 5,7 0,8 1,0 tr 15,2 0,9 2,9 3,7 69,9 0 16,8 0,36
MGD 5,2 0,7 0 tr 17,3 1,2 2.3 3,2 68,9 D 13,2 0,14
DGD 13,1 0,8 tr 0,3 5,1 1,7 5,1 59 68,0 0 21,6 0,33
TGD 4.8 2,2 0 0 18,8 0,7 2.3 1,7 69,6 0 52 0,07
TeGD 8,8 2,0 0 0 23,1 3,9 4.4 1,9 55,9 0 2,1 0,14
ADGD 9,7 0 0 0 17,5 1,3 3,4 2,5 64,3 0 7,8 0,12
SQD 44,0 tr 0 0 1,8 1,2 1,9 5,0 46,1 0 7.5 0,18
PG 17,9 0,7 33,6 0 0,5 1,0 2,0 4.4 39,3 0,9 73 0,19
PC 20,5 1,3 tr tr 0,5 1,5 13,2 25,9 36,8 0,3 16,5 0,74
U 31,6 6,7 0 0 1,2 4,5 10,7 16,5 28,7 0 1,3 0,06
PE 30,7 7,2 0 0 0 4.5 13,3 18,4 25,9 0 tr




6. Envelope Spinat

Tab. 6.4: Fettsiurezusammensetzung(in Mol-%) der einzelnen Acyllipide aus Blittern (B) und
isolierten Thylakoiden (T) des Spinats und Anteile der einzelnen Fettsduren in der C-2-Position
in % (% an C-2)

Es wurden die Fraktionen B; s;, und T 5, (2.2.5 S. 37, Experiment I) analysiert.

Cieo Cie1 3—tr— Cign Ciez | Cigo Cig1 Cigz  Cigs
Cie:1

MGD B 0,9 0,3 0 0,2 26,6 0,3 0,8 0,7 70,3
% an C-2 57,2 100 21,4 53,5 27,5
MGD T 13,3 tr 0 tr 20,8 tr 0,8 1,0 64,1
% an C-2 3,8 100 6,3 60,0 40,7
DGD B 9,1 0,5 0 0 3,2 1,2 3,3 2,0 80,0
% an C-2 73,1 56,2 | 27,1 14,4 46,9 49,8
DGDT 4,3 8,4 0 0 4.4 1,7 1,4 0,8 79,0
% an C-2 72,1 tr 94,3 5,9 7,1 37,5 53,5
SQD B 441 tr 0 0 1,0 2,2 3,4 4,0 43,6
SQD T 40,8 tr 0 0 1,3 0,5 1,7 4,9 50,8
% an C-2 88,1 27,7
PGB 17,7 0,9 34,6 0 0 1,6 33 42 378
% an C-2 414 100 0 0 28,6 0
PGT 17,7 tr 36,5 0 0 tr tr 2,0 438
% an C-2 73,0 100 0 0 0 0
PCB 23,3 1,3 0 0 0 1,7 11,1 25,6 37,0
% an C-2 2,8 53,2 68,4 70,0
PCT 19,3 tr 0 0 0 tr 73 32,6 404
% an C-2 6,7 62,7 45,1 72,4
PEB 28,3 1,5 0 0,4 0 1,7 73 34,1 26,7

6.4 Fettsaurekombinationen in den Acyllipiden der iso-
lierten Envelopes

Die Paarung der Fettsduren in den Glycerinbausteinen der Acyllipide wurde mas-
senspektroskopisch untersucht. Fir die direkte Injektion der Proben wurden die
Galaktolipide acetyliert, SQD in den Triacetatmethylester umgewandelt, die Acylgly-
cerine aus den Phospholipiden freigesetzt und ebenfalls acetyliert. Wahrend der
Verdampfung der Proben wurden mehrere Spektren unter besonderer Beachtung
der Diglyceridfragmente aufgenommen und gemittelt (Abb. 6.5). Dies war notwen-
dig, da verschiedene Spezies der Lipidprobe unterschiedlich schnell evaporieren.
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Abb. 6.3: Positionsspezifische Verteilung der Fs zwischen C-1 und C-2 am Glycerinbaustein
der Lipide des isolierten Envelopes (Spinat)

Qualitative und quantitative Aspekte des Verfahrens wurden in folgendem Versuch
abgesichert.

Synthetische Mischungen aus vier bekannten MGD- und zwei DGD-Spezies
wurden in das Massenspektrometer injiziert und die Intensitaten ihrer relevanten
Diglyceridfragmentionen wahrend der Heizperiode in kurzen Absténden registriert.
Diese Intensitaten sind in Abb. 6.4 als Funktion der Einlasstemperatur bei Aufheizen
des Einlassblocks mit konstanter Rate aufgezeichnet. Im Falle des MGD wurde
deutlich sichtbar, wie die Verdampfungsperiode der C;g/ C¢-Kombinationen gegen
tiefere Temperaturen verschoben ist. Derselbe Effekt konnte fiir DGD beobachtet
werden, wenn auch die Uberlappung der Evaporationskurven gréBer ist. Offen-
sichtlich ist der Beitrag der Athylgruppen zum Molekulargewicht des acetylierten
DGD geringer als der zum acetylierten MGD. Fir unser Analysenziel ist aber die
Feststellung wichtig, dass keine Differenzen in der Verdampfungsperiode zwischen
C13:3/C6.0- und Ci3.1/Ci6.1-Spezies des MGD bestehen. Dieses Ergebnis kann auf
DGD ubertragen werden. Daher ist der Schluss gerechtfertigt, dass die aufgenom-
menen Massenspektren die Proportionen der Lipidspezies richtig wiedergeben, die
sich nicht in der Kettenlange, sondern nur in der Zahl ihrer Doppelbindungen unter-
scheiden. Das fast vollige Fehlen der Cis.3/Ci¢6:3-Spezies des DGD (im Gegensatz
zur Dominanz der C3.3/C16.0-Spezies) kann also mit gréBter Wahrscheinlichkeit auf
die tatsachliche Abwesenheit dieser Spezies in der Probe zuriickgeflhrt werden
und nicht auf Operationsbedingungen der Analyse. Ein quantitativer Vergleich von
C18/C16- und C13/C13-Kombinationen dirfte dagegen mit gréBerem Fehler behaftet
sein (Tab. 6.5).
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6.4. Fettsdurekombinationen in den Acyllipiden der isolierten Envelopes

Tab. 6.5: Quantitative Bestimmung (Mol-%) der Fettsiurezusammensetzung und der einzelnen
Komponenten einer Losung aus vier definierten MGD-Spezies durch GC der Fsme und MS der
acetylierten MGD (Integration der Verdampfungskurven, Abb. 6.4)

Fs GC MS Spezies GC MS

Ci6:0 73 8,7 Ci8:3/C18:0 14,6 17,5
Ci6:1 17,4 20,6 Ci18:1/Ci6:1 34,7 41,2
Cie:1 17,3 20,6 C18:2/C138:3 17,7 16,4
Cig2 8,9 8,2 Ci8:3/C18:3 33,1 25,0
Cig3 49,2 41,9

Diese Einschrankung sollte beachtet werden, wenn man die in Abb. 6.5 wie-
dergegebenen Massenspektren betrachtet. Mit Ausnahme des DGD zeigen sie
fur die biosynthetisch eng miteinander verknipften Lipide DG, MGD, TGD und
TeGD &hnliche Diglyceridprofile. Die Hauptkomponenten der GL sind Cy3.3/C1g.3und
C13:3/C16:3-Kombinationen, die in diesen Lipiden auch gleiche positionsspezifische
Verteilung der Fs besitzen. Selbst in TG herrschen die Fettsauren Cig.3 und Cig:3
vor und bilden in Kombination die Hauptspezies.

Tab. 6.6: Fettsdurezusammensetzung des DG aus isolierten Envelopes
Priparation der Envelopes a) bei pH 7,6, b) bei pH 7,8 oder c) der Chloroplasten des Spinats
(Anteil der Cy4.3 im Prozentsatz der Cig.; enthalten).

Cigzo0 Cie0 Cier Cie2 Cigz Cigo Cigr Cigz Cigs

a) (41) 4,0 33 tr tr 20,1 1,3 8,7 33 58,8
b) (17) 28,0 10,0 14,0 tr 13,0 10,0 15,0
c) (44) 16,8 15,3 1,6 8.4 14,0 439

Die Spezies des DG aus isolierten Envelopes sind in der Mehrzahl hoch unge-
sattigt. Im Gegensatz zu DG, extrahiert aus Spinatblattern, in dem ein Gehalt von
42,7 % Ci¢:0 (86) oder 16,8 % (Chloroplasten des Spinats, (44)) bestimmt wurde,
enthalten sie nur 5,7 % Palmitinsdure. Man konnte daher annehmen, dass die Desa-
turierung der Fettsduren in den Chloroplasten vor der Ubertragung der Acylgruppen
auf sn-Glycerin-3-phosphat geschieht. Angesichts des neu umrissenen, dismutativen
Wegs der DGD-Biosynthese miissen die ungesattigten Diacylglycerine nicht not-
wendigerweise primare Acylierungsprodukte sein. Sie kdnnten ebenso in folgender
Reaktionssequenz entstehen: Acylierung des Glycerinphosphats mit einfach unge-
sattigten Fettsduren, Galaktosylierung, Desaturierung der Acylgruppen des MGD
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und schlieBlich Degalaktosylierung durch eine Interlipid-Galaktosyltransferase (s.u.).
Unter alkalischen Bedingungen isolierte Envelopes weisen nicht nur, wie erwahnt,
einen sehr viel niedrigeren DG- und héheren MGD-Gehalt auf (17), es konnte auch
ein anderes Fettsduremuster des DG bestimmt werden (Tab. 6.6).

Wegen der groBen Ubereinstimmung in Fettsiure- und Speziesmuster des DG
und MGD aus Envelopes, isoliert bei pH 7,6, ist in der Tat die Frage berechtigt,
ob DG wahrend der Aufarbeitungsprozedur (inklusive Vorbehandlung der Blatter)
durch die Aktivitat der Interlipid-Galaktosyltransferase(n) entsteht und deshalb in
dieser Form und in diesem Umfang (im Licht) nicht Bestandteil des Envelope in
vivo ist. Wie insbesondere aber das Fettsdure- und Speziesmuster des DGD zeigt,
wird offensichtlich die Qualitat der Galaktolipidkomponenten des isolierten Envelope
durch den mdéglicherweise ablaufenden Interlipid-Galaktosyltransfer nicht berihrt.

Es ist in diesem Zusammenhang wichtig hervorzuheben, dass im MGD-Spezies-
Gemisch des isolierten Envelope die Kombination C;g.3/Cj¢.0 nur in kleiner Menge
vertreten ist. MGD ist aber der unmittelbare Prekursor des DGD, in dem diese
Paarung eine Hauptkomponente darstellt. Andererseits enthalt MGD Cis.3/Cje.3-
Spezies, die im DGD kaum detektierbar sind. Diese Gegensatze wurden auch schon
bei der Analyse der Glykolipide aus ganzen Blattern beobachtet (147). Man kann
daher annehmen, dass die spezifischen Unterschiede im Diglyceridbaustein der
Galaktolipide nicht auf einer unterschiedlichen, subzellularen Lokalisation bestimmter
molekularer Spezies beruhen, da alle in Blattextrakten identifizierten Spezies und
insbesondere auch Ci3.3/C16:0-DGD in isolierten Envelopes vertreten sind.

SQD ist, wiederum in Ubereinstimmung mit Analysen des Lipids aus ganzen
Blattern (147, 169), das einzige Lipid, welches neben der dominierenden Cg.3/C¢:0-
Kombination Ci¢.0/C16.0-Spezies enthalt; C1g/Cg-Paarungen fehlen. Allgemein schei-
nen aber Dipalmitoyl-Spezies in Glyko- und Phospholipiden so weit wie méglich
vermieden zu werden, um das Risiko lateraler Trennung einer geséttigten Phase in
der Lipid-Bilayer zu vermindern.

Insbesondere bei negativ geladenen Lipiden, wie SQD und PG, kann laterale
Phasentrennung eintreten bei sinkenden Temperaturen und steigenden Konzentra-
tionen divalenter Kationen oder Protonen (46, 174). Wie man aufgrund des hohen
Gehaltes an Triensauren, der Paarung von gesattigten mit ungesattigten Fettsauren
und der sehr niedrigen Transition-Temperatur (Ubergang in den fliissig-kristallinen
Zustand) nattrlicher Galaktolipide (154) erwarten sollte, konnte bei Fluoreszenz-
Studien isolierter Envelopelipide kein Phaseniibergang bei physiologischen Tem-
peraturen beobachtet werden (26). Gefrieratztechnik und Elektronenmikroskopie
machten kirzlich eine laterale Phasentrennung in Thylakoidmembranen des thermo-
philen Cyanobakteriums synechococcus lividus (optimales Wachstum bei 52 °C)
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bei Abkihlung auf Zimmertemperatur sichtbar (50). Dabei entstanden grof3e
partikelfreie Bilayer-Flachen.

Das Diglyceridprofil des PG weist ebenso wie SQD keine C;3/C1g-Kombinationen
auf. Mit diesem Charakteristikum lassen sich beide Lipide von der Gruppe der
Galaktolipide und des DG abtrennen, andererseits aber auch von PC. Wie erwahnt
ist ihnen aber die positionsspezifische Verteilung der Cj¢.9 mit den GL gemeinsam.

In PC kommen viele Spezies in &hnlichen Proportionen vor. Sie sollten mit denen
der GL verglichen werden, da PC, das im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert
(91) und als Donator von Fs oder Diglyceridbausteinen diskutiert wird (145, 179, 185)
und da der Envelope als Grenzmembran mit der Kapazitat zur Galaktolipidsynthese
der Ort sein sollte, an dem Bausteine unterschiedlichen subzellularen Ursprungs
ausgetauscht und in der Lipidsynthese zusammengefasst werden kdnnten. Die
Diglyceridprofile der Galaktolipide und des PC unterscheiden sich jedoch deutlich;
dieser Befund stltzt die genannte Donatorhypothese nicht, er kann sie andererseits
nicht widerlegen. Wegen der unterschiedlichen, positionsspezifischen Verteilung der
Fettséuren in den C¢.9-C13:3-Paarungen kénnte PC nur fiir einen Teil der gleichen
Kombination im DGD, i.e. Ci4.0/C13:3, als Prekursor dienen. Ergebnisse der in vivo
Markierung der Envelope- und Thylakoidlipide werden die mégliche Donatorfunktion
des PC noch weiter einschranken.

6.5 Zusammenfassung

Die bei Analyse der Blattlipide bestimmten Diglyceridspezifititen konnten auch in den
Acyllipiden aus isolierten Envelopes des Spinats gefunden werden. Mit Ausnahme
des DGD (umgekehrte Proportionen der Cig.3/Ci6:3- und Ci3.3/C16:0-Spezies) bilden
die Galaktolipide und Diglycerid eine Gruppe mit uniformen Diglyceridmustern, die
in einer biosynthetischen Sequenz entstehen kénnten. Hexaene Spezies dominieren
in dieser Gruppe.

SQD und PG einerseits und PC andererseits lassen sich von den Galaktolipiden
separieren, da jedes dieser Lipide ein eigenes Diglyceridprofil aufweist. Dem Sulfoli-
pid und PG ist das Fehlen von C3/Cs-Kombinationen gemeinsam, mit der Gruppe
der Galaktolipide und des DG verbindet sie das Auftreten von Cj¢- Fettséuren in der
C-2-Position.
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Markierung der Galaktolipide des Envelope
in vitro

Die detaillierte Analyse der Lipide des isolierten Envelope hat gezeigt, dass alle
Spezifika in der Fettsdurezusammensetzung der Galaktolipide, wie sie aus Blattex-
trakten her bekannt sind, auch schon in diesem Membransystem zu finden sind. Sie
scheinen daher nicht auf eine unterschiedliche, subzellulare Lokalisation bestimmter
molekularer Spezies zuriickfihrbar zu sein. Es lag nahe, die Kapazitat isolierter
Envelopes zur Galaktolipidsynthese néher zu charakterisieren und insbesondere der
Frage nachzugehen, ob der Envelope jene DGD-Spezies selbst synthetisieren kann,
die ein ansonsten uniformes Bild der Diglyceridbausteine der Galaktolipide stort.

Dazu wurden bei pH 7,6 isolierte und resuspendierte Envelopes der Chloroplas-
ten des Spinats mit UDP-('*C)Gal inkubiert (2.2.4 S. 35), die GL wurden isoliert
und analysiert in Bezug auf ihre Radioaktivitat (Kinetik der (!C)-Einlagerung), die
radioaktiv markierten Spezies (AgNO3-DC) und die Verteilung der Radioaktivitdt auf
die Galaktosen in den homologen Lipiden (Methylierungsanalyse).
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Abb. 7.1: Kinetik der '*C-Gal-Inkorporation in die Galaktolipide bei Inkubation isolierter
Envelopes des Spinats mit UDP-(1*C)Gal

A) offene Kreise o: Radioaktivitit im Lipidextrakt; schwarze Kreise : Summe der Radioaktivi-
tdt in den gereinigten, individuellen Galaktolipiden MGD, DGD, TGD, TeGD und AGD.

B) Radioaktivitit in den gereinigten, individuellen GL.

C) Scan der DC des Lipidextraktes (LM 1) nach 20 und 120 Min. Inkubation.

Die Envelopes wurden bei pH 7,6 aus Blittern des Spinats isoliert, in einem Tricin-Puffer pH
7,6 suspendiert und mit UDP-(**C)Gal bei Raumlicht und Raumtemperatur inkubiert (2.2.4.1
und 2.8).
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7.1. Kinetik der UDP-(**C)Gal-Inkorporation

7.1 Kinetik der UDP-(**C)Gal-Inkorporation

Der Graph (Abb. 7.1) gibt die Kinetik der UDP-('*C)Gal-Inkorporation wieder, wie
sie fur bei pH 7,6 isolierte Envelopemembranen typisch ist (17, 90). Es fallt auf,
dass die einzelnen Galaktolipide nicht der GréRe ihres Masse-Pools entsprechend
umgesetzt werden (Abb. 5.3). Jedes Galaktolipid, MGD, DGD und TGD, ist formal
der Prekursor fir das nachsthéhere, homologe Lipid und die Synthesereihe beginnt
mit dem Diglycerid. Auf jeden dieser Pools kénnte UDP-('4C)Gal tibertragen werden.
Einer solchen Reaktionsweise widerspricht aber die registrierte Kinetik.

Die einzelnen GL-Pools konkurrieren offensichtlich nicht mit dem DG-Pool um
UDP-Gal, d.h. es sollte eine Synthesesequenz ablaufen, die vom DG ausgeht und
in der das neu synthetisierte MGD umgesetzt und weitergegeben wird bis hin zum
TeGD. In den héheren Homologen akkumuliert Radioaktivitat in einem Ausmaf3,wie
es nicht der Masse dieser Lipide im isolierten Envelope entspricht. So hat die
Markierung des MGD nach 120-mindtiger Inkubation schon stark abgenommen und
TGD ist das nahezu héchst markierte GL, obwohl es nur ca. 5 % der gesamten
Acyllipide ausmacht.

7.2 In vitro markierte Galaktolipidspezies

Eine Methode, die isolierten, im Zuckeranteil radioaktiv markierten Galaktolipide in
das Spektrum ihrer Spezies aufzutrennen, ist die AgNO3-DC. Die Leistungsfahigkeit
dieser Methode demonstriert die DC mit elf gereinigten Referenzspezies des MGD
(Abb. 7.2) oder vier enzymatisch hergestellten '“C-Spezies des DGD. Dabei haben
ungesattigte Lipidspezies niedrigere Ry-Werte als die geséattigten. Molekile mit
gleicher Doppelbindungszahl, aber unterschiedlicher Kettenlange der Acylreste,
werden auch getrennt; die kiirzer kettige Komponente hat den niedrigeren R -Wert.
So liegt z. B. die Spezies C;3.3/C16:3-MGD dem Startfleck naher als die Spezies
Ci8:3/Ci3:3-MGD.

Neben den Vergleichen sind in Abb. 7.2 die Autoradiogramme der AgNO3-DC
der in vitro markierten Galaktolipide wiedergegeben. In den Radioaktivitdtsmustern
dominieren hoch ungesattigte Spezies. Bei der DC des MGD wurden Cg.3/C13:3-
und C13.3/C16:3-Spezies gut voneinander getrennt; ob diese beiden Fettsdurekom-
binationen auch in den héheren Homologen markiert sind oder ob dies nur far
die C13.3/C13.3-Kombination gilt, kann vom Chromatogramm her nicht entschieden
werden.

Es fallt auf, dass die Dominanz der hexaenen Galaktolipidspezies im AgNO3-DC-
Radioaktivittsmuster mit einer Ausnahme die fihrende Rolle der hexaenen Spezies
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Abb. 7.2: Silbernitratchromatographie (AgNO3-DC) definierter MGD-Spezies (Referenzen =
MGDg, s. 2.5.48. 56) und DGD—Spezies (DGDpg = C]g;]—Cl&l—, C18;3—C16:0—, C18;2—C1g;3— und
Ci38:3-C18:3-DGD) und AgNO3-DC der in vitro radioaktiv markierten Galaktolipide

Isolierte Envelopes (pH 7,6) wurden 90 Min. lang mit UDP-(14C)Gal inkubiert. AgNO3-DC
der gereinigen Gl s. 2.4.1 S. 41

bei der Kombination der Fettsduren in den Diglyceridbausteinen widerspiegelt, wie
sie die massenspektroskopischen Untersuchungen nachweisen (Abb. 6.5 S. 109).

Da auch im DG aus isolierten Envelopes Fettsdurekombinationen zu hexaenen
Spezies vorherrschen, lasst sich formal begriinden, dass die in vitro markierten
hexaenen Spezies der GL aus dem hexaenen DG-Pool des isolierten Envelope
durch sukzessive Galaktosylierung nach klassischem Mechanismus sowie aufgrund
der moglichen Aktivitat der Interlipid-Galaktosyltransferasen hervorgehen kénnen.
Im letzten Falle wirde aus MGD hexaenes DG freigesetzt, das von neuem in die
Synthesekette eintreten kdnnte (s.0.).

Im DG-Pool und auch im Pool des direkten Prekursors MGD des isolierten
Envelope kommt aber eine Spezies nur in geringen Mengen vor, die fir die Synthese
des DGD notwendig ware, namlich die Ci3.3/C}¢.0-Kombination. In der Tat wird diese
DGD-Spezies bei der in vitro Inkubation der isolierten Envelopes nicht radioaktiv
markiert, obwohl sie im Diglycerid-Profil des DGD des isolierten Membransystems
enthalten ist.
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Ebenso wichtig ist, dass diese Spezies offensichtlich nicht aus dem bestehenden
DGD-Pool "herausgalaktosyliert"wird zum TGD, dessen AgN O3-DC-Muster kaum
andere als markierte hexaene Spezies ausweisen. Méglicherweise wird nur de novo
synthetisiertes DGD fir die Synthese des TGD benutzt, das aus der vermuteten de
novo Synthesekette stammt.

7.3 In vitro Markierung der Galaktosen der Galakto-
lipide

Diesen Hinweisen auf eine de novo Synthesesequenz der GL und eine Separierung
intermediarer GL-Pools, die Bestandteile dieser Reaktionskette sind, gingen wir mit
einer anderen Analysenmethode nach (101, 177). Nach Methylierung der intakten
GL und Hydrolyse der Methylierungsprodukte ist es moglich, die Radioaktivitat in
der auBeren und der bzw. den inneren Galaktosen der Lipide festzustellen (Abb.
2.15 S. 61). Wie erwartet, weist die DC der Hydrolyseprodukte des methylierten
MGD nur eine radioaktive Bande seiner "duBeren"Galaktose auf. Bei den héheren
Homologen konnten immer zwei Peaks registriert werden, die das Verhalinis der
Radioaktivitat in duBerer und innerer Galaktose mit ca. 1:1 wiedergaben. Diese
Werte waren reproduzierbar und vergleichbar bei drei verschiedenen Inkubationen
isolierter Envelopes mit UDP-('*C)Gal (Abb. 7.3).

Betrachtet man die Ergebnisse der Methylierungsanalyse fiir DGD unter dem
Gesichtspunkt des klassischen Galaktosyltransfers, leuchtet unmittelbar ein, dass nur
die Galaktosylierung de novo synthetisierten MGD zum Verhéltnis 1:1 von &uBerer
und innerer Galaktose fiihrt (Abb. 7.4 | a). Wiirde der bestehende MGD-Vorrat der
Membran-Bilayer umgesetzt, in den das de novo synthetisierte MGD entlassen wird
(Abb. 7.4 1 b), ware ein Uberhang der Radioaktivitét in der &uBeren Gal zu erwarten.
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Abb. 7.3: Diinnschichtchromatographie ra-
dioaktiv markierter GL
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Abb. 7.3: Diinnschichtchromatographie
der methylierten (LM 25) und anschlieBend hy-
drolysierten (LM 26), in vitro radioaktiv mar-
kierten Galaktolipide
Isolierte Envelopes (pH 7,6) wurden 1,5 h lang
mit UDP-(14C)Gal inkubiert (2.2.4.1 S. 35) Zur
Mehylierungsanalyse s. 2.8 S. 62.

Abb. 7.4: Schema zur Diskussion der Me-
thylierungsanalyse der in vitro radioaktiv mar-
kierten Galaktolipide auf der Grundlage der Ak-
tivitdt der

I UDP-Gal:DG bzw. MGD/DGD-Gal.transferase(n),

II Galaktolipid:Galaktolipid-Gal.transferase(n)
(17,18).

dns = de novo synthetisiertes Lipid; BP
= préexistenter Bilayer-Pool des Lipids; &/i
= Verhiltnis der Radioaktivitdt in &dufle-
rer und innerer Gal. des Lipids; B =
(14C)Gal; 0 = Gal; > sehr viel mehr
als.

Ia, ITa: Pool-Separierung und Pool-Mischungs-
Verbot,

Ib, Ilc: Pool-Mischung erlaubt,

II b: Pool-Separierung und Pool-Mischungs-
Verbot, Funktion des de novo synthetisierten
MGD als Galaktosedonator, des MGD-BP als
Galaktoseakzeptor.
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7. Markierung der Galaktolipide des Envelope in vitro

Als eine Konsequenz dieser Uberlegung muss man die Separierung des Pools de
novo synthetisierter MGD-Spezies vom bestehenden Pool der Membran-Bilayer des
isolierten Envelope fordern und postulieren, dass Molekule zwischen ihnen nicht aus-
getauscht werden (s. auch Abb. 8.7). Dies deutete die Kinetik der “C-Inkorporation
bereits an. Die Markierungsverhaltnisse der Gal in den héheren Homologen erlaubt
keine so eindeutige Interpretation (Abb. 7.4). Es spricht aber auch hier dafir, dass
de novosynthetisiertes DGD in einer de novo Synthesesequenz unmittelbar weiter
umgesetzt wird und dass sich de novo synthetisiertes DGD nicht mit dem beste-
henden DGD-Pool der Bilayer vermischen darf. Die Abweichung vom theoretisch
zu erwartenden Wert 1:2 bzw. 1:3 flr die Markierung der duBeren und inneren Gal
des TGD bzw. TeGD ist méglicherweise darauf zurlickzufiihren, dass bei Inkubati-
onsbeginn die Pools der de novo Synthesesequenz nicht radioaktiv markiert sind.
In diesem Sinne ist oben das Fehlen einer radioaktiv markierten TGD-Spezies im
AgNO3-DC-Muster gedeutet worden.

Abb. 7.4 1l a-c) diskutiert die registrierten Markierungsverhéltnisse auf der Basis
der Interlipid-Galaktosyltransferasereaktionen, die unter den gegebenen pH- und
Temperaturbedingungen der Inkubation zu den hohen Markierungsraten der héheren
Homologen flhren kénnten.

2 MGD — DGD + DG \%
MGD + DGD — TGD + DG \
MGD + TGD — TeGD + DG (17) Vil

In dieser Reaktionsfolge dient MGD als Gal-Donator, das seinerseits in der "Ping-
Pong”-Reaktion entstehen soll, die eine Spezifikation des klassischen Gal-Transfers
darstellt:

UbDP-Gal Y Enzym YMGD

E-UDP-Gal Gal-E-Diacylglycerin I

uppP E*Gﬁl‘j\Diacylglycer‘in

Dabei soll der linke Teil des Dismutationsschemas irreversibel sein (17). Zu-
nachst sei betont, dass die registrierte Kinetik der in vitro Markierung auch unter
Annahme dieser Reaktionen aufgrund ahnlicher Uberlegungen auf eine de novo
Synthesesequenz der Galaktolipide und eine Separierung von Pools hinweist, aus
denen die de novo synthetisierten Molekiile zunachst nicht ausflieBen durfen in die
groBen, praexistenten Pools der Lipid-Bilayer. Geschéhe dies, so sollte man nach
Reaktionen V und VI Inkorporationsraten in die hdheren Homologen erwarten, die
um ein Vielfaches geringer sind als die registrierten Raten. Zu ahnlichen Schliissen
kommt auch van Besouw (17).
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7.3. In vitro Markierung der Galaktosen der Galaktolipide

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse erlauben prazisere Schliisse:

Abb. 7.4 11 b) Ausschluss der Ubertragung der (}#C)Gal aus de novo synthetisier-
tem (*C)MGD auf MGD der Membran-Bilayer, mit anderen Worten, Ausschluss der
Separierung eines de novo Synthese-(*C)MGD-Donator-Pools und eines Akzeptor-
Pools.

Abb. 7.4 Il c) Ausschluss der Mischung des de novo synthetisiertem MGD mit
dem bestehenden MGD der Bilayer und die Dismutation zweier MGD-Molekile
aus diesem gemischten Pool heraus; zwar entstiinde ein Verhaltnis auBere/innere
("*C)Gal = 1:1, aber die Markierungsrate des DGD sollte sehr viel geringer sein als
die registrierte (s.0.).

Abb. 7.4 1l a) steht im Einklang mit | a): Separierung zweier MGD-Pools und
Verbot der Vermischung beider.

Um eine mogliche Reversibilitat der Galaktosyltransferreaktionen | oder I und
die mdgliche Aktivitat der Interlipid-Galaktosyltransferasen, Reaktionen V - VII, zu
untersuchen, wurden folgende Experimente durchgeflihrt, die in Abb. 7.5 und 7.6
wiedergegeben sind (2.2.4.3 S. 35 und 2.2.4.4 S. 36).

Bei pH 7,6 isolierte und resuspendier-
te Envelopes wurden in Gegenwart (+),
zum anderen ohne Zusatz von UDP (-) mit
D- w  Markiertem MGD (Mono- ('*C)-galaktosyl-
diacylglycerin und Monogalaktosy1-('*C)-
diacylglycerin) bei stindigem Beschallen
Lsoo  der Proben in einem Ultraschallbad inku-
biert. In den Lipidextrakten wurde die Ra-
dioaktivitat in den wéassrigen Phasen (W,
r 20  rechte Ordinate) und im Diglycerid (D, lin-
Y . : : . ke Ordinate) der organischen Phasen der

0 30 60 80 120 ausgeschittelten Lipidextrakte bestimmt.
o reprasentiert die Aktivitat im DG nach 0-
und 120-minltigem Beschallen der MGD-
Suspension, © die Aktivitat in der zugeho-
rigen Wasserphase (120 Min.). Sowohl in
Gegenwart als auch in Abwesenheit von
UDP, das ein starker, kompetitiver Hemmer der MGD-Synthese (Reaktionen I, I') ist
(ki,= 18uM) (17), wurden (}4C)DG und (**C)Gal aus dem angebotenen MGD frei
gesetzt. In dhnlichen Experimenten wurde freie (14C)Gal, abgespalten aus Mono-
(14C)-Galaktosyldiacylglycerin, nicht registriert (17). Andere Daten der Literatur tiber
eine mogliche Reversibilitat des Galaktosyltransfers sind ebenso widersprichlich
(73).

o

8 dpm DG

100 4 ~ 400

Abb. 7.5: Inkubation isolierter Envelopes
mit (*C)MGD
Erlduterungen in nebenstehendem Text.
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Fir eine Reversibilitat sprechen aber
auch die Ergebnisse von Inkubationen bei
pH 7,6 isolierter und resuspendierter En-
velopes mit im Gal-Anteil (14C)markierten
Galaktolipiden allein (a) und unter Zusatz
von UDP-Gal (b, 0,4 mM) oder UDP (c
und d; 0,1 bzw. 0,5 mM). Unabhéngig von
den Konditionen wurde aus jedem inku-
bierten Galaktolipid (= gepunktete Balken,
Recovery in %, linke Ordinate) (}4C)Gal
in alle anderen, auch die niedrigeren Ho-
mologen inkorporiert (Recovery in % von
der Totalaktivitat, rechte Ordinate, wei-
Be Balken). Mdglicherweise spielen da-
bei nicht nur die aufgeflihrten Interlipid-
Gal.transferasereaktionen VI - VIl eine Rol-
le, sondern auch andere Dismutationen,
wie z.B.

2 DGD — TGD + MGD VIII (17).

Wegen der geringen Umsatzraten wére es
winschenswert, die Experimente in dhn-
licher Form zu wiederholen. Sie zeigen,
dass es offensichtlich schwierig ist, exter-
ne Lipide in die enzymatischen Reaktio-
nen der Galaktolipidsynthese der Envelo-
pemembranen einzuschleusen.



7.4. Zusammenfassung

7.4 Zusammenfassung

Die Analysenergebnisse der in vitro radioaktiv markierten Galaktolipide kénnen
auf der Grundlage beider Galaktosyltransfermechanismen gedeutet werden: Ein
hexaener DG-Pool des isolierten Envelope wird umgesetzt zum MGD, das damit in
eine de novo Synthesekette der Galaktolipide eintritt. Diese Reaktionssequenz wird
nicht aus den bestehenden Galaktolipid-Pools der Membran-Bilayer gespeist und
die neu synthetisierten GL-Molekile vermischen sich nicht mit den bestehenden
Membran-Pools.

Der Ausgangspunkt der Synthesesequenz, der Diglycerid-Pool, stellt offensicht-
lich nicht in ausreichendem MafB3e die Spezies Cis.3/C 6.0 zur Verfligung, so dass
im Widerspruch zum Massenmuster des DGD aus isolierten Envelopes diese DGD-
Spezies in vitro von den Hillmembranen nicht synthetisiert wird.

Grundlage dieser Diskussion ist:

B die Kinetik der ("*C)Gal-Inkorporation

B Dominanz der hexaenen Spezies im AgN O3-DC-Muster der radioaktiv mar-
kierten Galaktolipide analog zur Dominanz der hexaenen Spezies in den
Diglycerid-Profilen der GL isolierter Envelopes (Ausnahme: DGD)

B Markierung der auBBeren und inneren Galaktose des DGD im Verhaltnis 1:1,
Markierungsverhéltnisse der héheren Homologen und Fehlen einer radioaktiv
markierten Cig.3/Ci¢.0- TGD-Spezies

Zwei Gesichtspunkte melden Zweifel an, ob die registrierte in vitro Markierung
der Galaktolipide der in vivo Syntheseleistung des Envelope entspricht:

B Fehlende Synthese des Ci3.3/Ci¢.0-DGD
B hohe Syntheserate des TGD und TeGD

Douce und Joyard (40) nehmen an, dass der isolierte Envelope in seiner Syn-
thesekapazitat und -leistung gestért ist, da z.B. die Koppelung des Lipidsynthe-
seapparates an die Fettsaure liefernden Systeme des Stromas aufgehoben ist
und die Acyl-CoA:sn-Glycerin-3-phosphat Acyltransferase bei der Praparation der
Membranen verlorengeht. Insofern kénnte der Envelope als ein kiinstliches System
betrachtet werden.
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Markierung der Membranlipide des
Chloroplasten in vivo

Neben den Eingangs dargestellten Griinden kristallisierten sich aus den bisher ge-
schilderten Analysen des isolierten Envelope und den Markierungsexperimenten vier
Aspekte heraus, die in vivo (14C)-Markierung der Hiillmembranen und der Thylakoide
der Chloroplasten des Spinats zu studieren. Im isolierten Envelope konnten die cha-
rakteristischen Unterschiede im Diglyceridbaustein der Galaktolipide wiedergefunden
werden, sie sind daher offensichtlich nicht auf eine spezifische Verteilung gewisser
Lipidspezies auf verschiedene Kompartimente innerhalb der Zelle zurtickfihrbar;
dennoch wurde jene Spezies, die wesentlich zu diesen Unterschieden beitragt, bei
Inkubationen des isolierten Envelope nicht synthetisiert: C;g.3/C16.0-DGD. In diesen
Experimenten wurden aber die héheren Galaktolipid-Homologen mit Raten radio-
aktiv markiert, d.h. synthetisiert, die nicht der mengenmagigen Reprasentation im
isolierten Membransystem entsprechen. Daher lag der Verdacht nahe, dass isolierte
Envelopes ein kiinstliches System darstellen, dessen Funktionen in vivo méglicher-
weise zu anderen Produkten fihren kénnten. Dennoch lieferten die Experimente
wertvolle Hinweise auf eine de novo Synthesesequenz der Galaktolipide und die
Separierung diverser Lipid-Pools. Die Analyse in vivo markierter Lipide des Envelope
versprach daher besonders interessant zu werden.

8.1 Inkorporation in die Lipidfraktionen

Dazu wurden reife Blatter des Spinats mit '“C0,, (2.2.5 S. 37) fir 45 Min. (Ex-
periment 1), 30 Min. (Experiment 1), 5, 15 und 30 Min. (Experiment Ill) inkubiert.
Nach den angegebenen Zeiten wurde die '*CO,-Atmosphare gegen frische Luft
ausgetauscht und die Blatter wurden entweder alle (Exp. Ill, 5 und 15 Min.) oder
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teilweise (Exp. Il, Exp. Ill, 30 Min.) oder erst nach weiteren 15, 105 und 195 Min.
(Exp. I) und 90 Min. (Exp. Il, Ill, 30 Min.) geerntet. Aus diesen Blattern (B) wurden
Chloroplasten-, Envelope-, Thylakoid- und Stroma- (nur Exp. Ill) -Fraktionen isoliert
(C, E, Tund S). Fir die Analysen standen somit Lipidextrakte folgender Fraktionen
zur Verfligung:

Min. Min. Min. Lipidextrakte der
Pulse Chase Gesamt- Fraktionen und
14 12 Inkub.- ihre Bezeichnung
) CO;  7Zeit
Experiment I 45< 15 — 60 th, th, th, E1h
105 =150 Ba.snr Ca.snr T2.sne
E2.5h
195 —240 Bélh' Célh’ T4h’ E4h
Experiment II 30\ 0 30 BBD’ C3D’ TBD’ EBD
90 — 120 B, C, T, E
Experiment III 5 0 > 5 B, C, T, E, S
15 0 15 B, C, T, E, S
30\ 0 30 B, C, T, E, S
90 — 120 B, C, T, E, S

Mit den zuvor angewendeten Methoden AgNO3-DC, Methylierungsanalyse, RGC
der Fsme und Positionsanalyse der radioaktiven Acyllipide wurden detailliert die
Fraktionen des Experimentes | untersucht. In diesem Experiment herrschte nach 45-
mindtiger '*CO,-Inkubation eine Chase-Situation. Dennoch steigt die Radioaktivitét
in den Lipidextrakten der Blatter bis zum 4 h-Zeitpunkt, in den Lipidextrakten der
Chloroplasten und deren Membranfraktionen fallt sie jedoch nach 2,5 h (Tab. 8.1,
Abb. 8.1). Dabei ist ungewiss, inwieweit dieser Rickgang bzw. die bestimmten
Radioaktivitatswerte in den Organell- und Suborganellfraktionen allgemein durch
Metabolismus und Transportvorgéange wahrend der Praparation beeinflusst wurden.
Zwischen Extraktion der geernteten Blatter und Extraktion der Fraktionen C, E, T
lagen Zeiten von ca. 2 - 3 h.

Die Summe der Radioaktivitaten in den Lipidextrakten der Fraktionen Eund T
decken sich gut mit den fiir die zugehérigen Chloroplastenfraktionen bestimmten
Werten. Aus den Differenzbetragen lasst sich, allein auf die Radioaktivitat in den
Extrakten der isolierten Hillmembranen bezogen, berechnen, dass die Ausbeute bei
der Praparation der Envelopes mindestens 44 % (E» s;, Ea;) bis 61 % (Ey;,) betragt.
Damit ist auch die GréBenordnung der maximalen Kontamination der Thylakoidfrak-
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8.2. In vivo Markierung der individuellen Lipide

Tab. 8.1: Radioaktivitiit (in 10° dpm/mg Chlorophyll) und Chlorophyllgehalt (in mg) in den
Lipidextrakten der Blitter, Chloroplasten-, Thylakoid- und Envelope-Fraktionen

Experiment I, Erlduterungen zur Inkubation s. Text und 2.2.5.

Fiir Envelope-Fraktionen werden total-dpm und relative Extinktionen bei 447 nm angegeben
(Extinktion der Fraktion 4 h gleich 1 gesetzt). Radiovaktivititen in den Envelope-Fraktionen
auf den Chlorophyllgehalt in den Thylakoid-Fraktionen bezogen.

Radioaktivitit Chlorophyllgehalt
Fraktionen lh 2,5h 4h 1h 2,5h 4h
Blitter 6,00 10,05 10,30 3,98 5,23 2,85
Chloroplasten 1,87 2,86 2,60 3,47 1,95 1,18
Thylakoide 1,69 2,41 2,29 14,85 11,48 8,43
Envelopes 1 1,57 2,29 1,17 1,47 1,88 1,00
Envelopes 2 0,11 0,20 0,14
Env. + Thyl. 1,80 2,61 2,43

tionen mit Envelope-Membranbruchstiicken festgelegt: 71, 4,1 %, 1> 5, 10,4 %, Ty,
7,4 %.

8.2 In vivo Markierung der individuellen Lipide

Die Markierungsmuster der Lipide aus ganzen Blattern, isolierten Chloroplasten- und
Thylakoidfraktionen sind komplex. In alle wesentlichen Membranlipide ist wahrend
der Inkubation Radioaktivitat eingelagert worden (Tab. 8.2, Abb. 8.1). Stets domi-
nieren MGD, DGD, PG und PC. Uberraschend hoch ist die Radioaktivitat im DGD,
das bei Inkubationen junger Blatter mit geringsten Raten markiert wurde (155, 156).
Es Ubertrifft hier das MGD aus Blattern maximal um das Zweifache (By4;,), wahrend
dieser Faktor in den Fraktionen C und T zwischen 1,1 und 1,6 liegt. Man kdnnte da-
her vermuten, dass insbesondere DGD auch in nichtplastidaren Membransystemen
vertreten ist (73). Hinweise auf eine mdgliche, extraplastidare Synthese des DGD
lieferte auch die Analyse der Gewebekulturen des Tabaks (s.0.).

Die Werte der Aktivitaten in den Totallipidextrakten sowie in den individuellen
Lipiden der Chloroplasten- und ihrer Membranfraktionen mégen in ihrer Relation
zu den Werten der Blattlipide auch insofern beeinflusst sein, als die Isolation der
Chloroplasten liber Dichtegradienten die Selektion eines gewissen Chloroplastentyps
impliziert.

Die hohere Radioaktivitat im DGD aus Blattern, Chloroplasten und Thylakoid-
fraktionen widerspricht auch den molaren Proportionen der beiden Galaktolipide
MGD/DGD, die etwa 2/1 entsprechen. Ahnliche Markierungsmuster wurden bei
kurzzeitigen Inkubationen der Blatter (Experiment Ill) reproduziert. Die geringfligige
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo
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Abb. 8.1: Radioaktivitit in den Lipidextrakten aus Blittern, Clp, Thylakoiden und Envelope
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8.2. In vivo Markierung der individuellen Lipide

Markierung des TGD und TeGD steht nun in besserer Beziehung zu ihrer Masse in
isolierten Envelopes (s.0.).

Ein anderes, in Blattern hoch markiertes Lipid ist PC (héchste spezifische Akti-
vitat, Tab. 8.3), dessen Prozentanteil von der Radioaktivitat in den Acyllipiden der
Fraktionen C, T und E dagegen niedrig ist. Dies deutet an, dass markiertes Leci-
thin zum GroBteil in nicht plastidaren Membranen lokalisiert ist. V6llig auf diese
Membransysteme beschrankt sind radioaktives PE und SG; wie PE kdnnte daher
auch SG als negativer Marker fiir Membransysteme des Chloroplasten angesehen
werden.

Mit den drei letztgenannten Lipiden sind die wesentlichen Differenzen im Markie-
rungsmuster der Blatter und der anderen Fraktionen angesprochen worden. Dariiber
hinaus ist es notwendig, einige Besonderheiten des (!4C)-Lipidmusters der isolierten
Envelopes hervorzuheben. Die Uberraschend niedrige Totalaktivitat in deren Extrak-
ten fand sich hauptséachlich im DGD wieder, das mit 55 - 75 % der Aktivitat in den
Acyllipiden die sehr einfachen Markierungsmuster pragt. Ahnliche Muster konnten
bei kurzfristigen Inkubationen reproduziert werden (s. 0.). Zu allen untersuchten
Zeitpunkten des Experimentes | enthalten die Lipide der isolierten Envelopes weni-
ger Totalaktivitat als die Lipide der Thylakoidfraktionen. Die Differenzfaktoren sind
18 - 25 fur MGD, 10 - 14 fur PG, 8 - 10 fiir SQD, 3 - 6 fir DGD und ca. 2 fiir PC
sowie 5 fir die Lipide der Pigmentfront (Erlauterungen dazu s. Tab. 8.2). Bis zum
Zeitpunkt 2,5 h steigt die Radioaktivitat in all diesen Lipiden der isolierten Envelopes,
offensichtlich werden die Lipid-Pools noch weiterhin mit Radioaktivitat aufgefllt, und
ein Steady State ist noch nicht erreicht.

Die Verteilung der Radioaktivitat auf die einzelnen Lipide der Envelope- und
Thylakoidfraktionen, vor allem die Dominanz des DGD in den isolierten Envelopes,
widerspricht zunachst dem Bild, das man bei einer exklusiven Galaktolipidsynthese
in den Envelopemembranen erwarten wiirde.

Abb. 8.1: Radioaktivitiit in den Lipidextrakten (oben: Scans der DC in LM 1, unten:
Totallipid) und deren individuellen Acyllipiden aus Blittern, Chloroplasten-, Envelope- und
Thylakoidfraktionen (Blétter, Totallipid, linke Ordinate)

Blitter des Spinats wurden 30 Min. (Experiment II) oder 45 Min. lang mit '4CO» inku-
biert (Experiment I). Die Radioaktivititswerte sind auf den Chlorophyllgehalt der Fraktionen
bezogen (Tab. 8.2).

Da das Markierungsverhaltnis MGD/DGD in den Thylakoidfraktionen anders ist,
kann nicht nur der Verlust radioaktiver GL aus den Envelopemembranen wéhrend
der Praparation fir die geringe Markierung des MGD bzw. der GL allgemein verant-
wortlich sein. Mdgliche andere Griinde fur die Markierungsverhaltnisse in E und T
kénnten sein:
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

Erlduterungen zur Tab. 8.2

'Fiir die Envelope-Fraktion wird der Chlorophyllgehalt der zugehorigen Thylakoid-Fraktion
zugrunde gelegt.

Zpigment-Front bei TLC in LM 1: Die Chromatographie dieser Fraktion in LM 6 und 7
zeigt, dass die dort moglicherweise vorhandenen Lipide DG, Fs, AGD, ASG sowie Carotinoide
nicht nennenswert radioaktiv markiert sind.

T Anteil in der PC-Fraktion enthalten.

Die Daten wurden nach Fraktionierung der Lipidextrakte gemif3 Schema 18 und LSC
der ausgeschabten Kieselgelbanden errechnet. Die Zéhlausbeuten (Summe der dpm in den
Lipidbanden einschlieBlich Pigment-Front in Bezug auf die zur DC eingesetzten Totalaktivititen
betrugen 100 % fiir die Fraktionen Eyj, 5 sp.4;, und Cyy,, 94 - 93 % fiir Byy,, T, und Cyy,, 85 - 88
% fur B1y2 51, T2 5n,4n und Co 5p,.
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Tab. 8.2: Radioaktivitit der Acyllipide und des SG in 103 dpm/mg Chlorophyll!, Anteil der einzelnen Komponenten von der Summe der
Radioaktivitit in den Acyllipiden und SG in % sowie Anteil der Radioaktivitiit in den Pigmenten? von der Totalaktivitit der Lipidextrakte
in % (Zeile Pigm.) in den Lipidextrakten der Blitter, Chloroplasten-, Thylakoid- und Envelope-Fraktionen (B, E, T und E,; Experiment
I). Erldauterung im Text.

By Basp By, Cin  Csp Cyp Ty, T sp Tin  Ew  Exsp Eg

MGD dpm 384,6 727,8 705,6 2884 4819 4945 193,77, 3855 3784 7.9 22,0 154
% 15,9 24,0 ,19,3 33,8 36,9 36,0 30,5 ,36,5 36,0 7,1 10,2 11,8

DGD dpm 6914 910,2 1408 4249 572,9 550,1 304,7 425,6 4083 82,5 1469 71,6
% 28,6 30,1 38,5 49,7 43,9 40,1 47,9 40,3 38,8 74,8 68,4 55,0

TGD dpm + + + 12,7 + 29,6 + + 16,9 8,7 23,5 ,6,8
% + + + 1,5 + 2,2 + + 1,6 7,9 10,9 52

SQD dpm 43,5 95,0 77,8 26,3 47,3 57,4 28,3 43,5 46,5 2,9 5,6 4,7
% 1,8 3,1 2,1 3,1 3,6 4,2 4,4 4,1 4.4 2,6 2,6 3,6

PG dpm 191,1 300,7 3384 829 1474 1870 63,5 1597, 1792 47 132 185
% 79 99 93 97 113 136 100 151 170 43 62 142

PE dpm 75,1 1288 1617 - - - - - - - - -
% 31 43 44

PC dpm 533,5 4974 4918 19,1 550 542 455 425 227 36 35 1Ll
% 221 164 134 22 42 39 72 40 22 33 16 85

SG dpm 4997 3673 4731 - - - - - - - - -

% 20,7 12,1 12,9

Summe dpm 2419 3027 3657 854 1305 1373 635 1057 1052 110 214 130
Pigm. % 474 547 474 51,1 47,1 47,6 57,4 480 47,6 11,8 11,9 11,2




8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

B Transport der Galaktolipide in die Thylakoide hinein (und in extraplastidare

Systeme?)

B Eigene Galaktolipidsynthesekapazitat der Thylakoide

B Eine Verschiebung der Markierungsverhaltnisse aufgrund einer Aktivitat der
Interlipid-Gal.transferasen scheidet wahrscheinlich aus

Abb. 8.2: In vitro radioaktiv markierte Ga-
laktolipide aus isolierten Envelopes (oben)
und Thylakoiden (unten)

Isolierte Envelopes und Thylakoide des Spi-
nats (pH 7,6) wurden 30 Min. lang mit UDP-
(14C)Gal bei Raumlicht und -temperatur in-
kubiert. DC des Lipidextraktes in LM 1 (sie-
he auch Abb. 2.13 S. 57). Bei einer vergleich-
baren Inkubation und DC des Extraktes in
LM 2 konnte keine Markierung des ADGD,
nur geringfiigige des AGD festgestellt wer-
den.

Im Einzelnen:

B Schneller Transport der Galaktoli-
pide, insbesondere des MGD, aus dem
Envelope in die Thylakoide hinein, auch
noch wahrend der Isolationsprozedur der
Organelle: Wegen des erheblichen Zeitver-
satzes zwischen Gewebeaufschluss und
endgultiger Extraktion der Fraktionen kén-
nen die Fragen des Transportes - und dies
trifft auch fir PC zu (obwohl dessen Diffe-
renzfaktor fur die Markierung in Envelope-
und Thylakoidfraktionen am kleinsten ist) -
nicht beantwortet werden. Dazu wéren an-
dere experimentelle Anséatze mit kirzerer
Zeitskala notwendig. In den Stromafrak-
tionen des Experimentes Ill wurden aber
all jene Lipide detektiert (= Transportfor-
men?), die auch in den Fraktionen E und
T radioaktiv markiert worden sind.

B Galaktolipidsynthesekapazitat der
Thylakoide: Gegen diese These spricht
zunachst, dass sorgfaltig praparierte und
mehrfach gewaschene Thylakoidfraktio-
nen wenig Aktivitit aus UDP-('*C)Gal
in GL einlagern (ca. 6,7 nMol/mg Pro-
tein/h)(39) gegentiber isolierten Envelo-
pes (45 nMol/mg Protein/Min. (39), 133
nMol/mg Protein/Min.(17)). Das ist eine um
den Faktor 200 - 400 (39) niedrigere Syn-

theserate. Nicht gewaschene Thylakoide haben dabei eine ca. 15fach gréBere Syn-
thesekapazitat als 4-fach in Suspensionsmedium gewaschene Thylakoide (2.2.4.5.,
Tab. 8.4). Im DC-Muster der markierten GL dominiert dabei MGD, und die Proportio-
nen der Radioaktivitaten in den GL verschieben sich nach Waschen der Fraktionen
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8.2. In vivo Markierung der individuellen Lipide

zugunsten des MGD. Bei gleich langer Inkubation einer Envelopefraktion (Abb. 8.2)
wurden MGD, DGD und TGD aber etwa gleich stark markiert. Daher erscheinen
Zweifel berechtigt zu sein, ob die geringe Galaktolipidsyntheserate isolierter Thyla-
koide lediglich auf eine Kontamination mit Envelopepartikeln zuriickgefiihrt werden
darf. (Besitzen die Thylakoide eine UDP-Gal:Diacylglycerin-Galaktosyltransferase,
fehlen ihnen Interlipid-Galaktosyliransferasen?)

B Aktivitat der Interlipid-Galaktosyltransferase(n): Man kénnte zunachst anneh-
men, dass sie bei neutralem pH das in vivo markierte MGD wahrend der Isolation
der Chloroplasten und Envelopes umsetzen. Da MGD auch im Diglyceridbaustein
radioaktiv markiert ist (Tab. 8.3), sollte man die Akkumulation des ("*C)DG erwarten,
falls nicht in vivo markiertes MGD nur Galaktoseakzeptor ist und/oder das méglicher-
weise enzymgebundene DG sogleich weiter galaktosyliert wird. (1*C)DG konnte in
den Lipidextrakten aber nur in Spuren detektiert werden (Tab. 8.2, Abb. 8.1). Die
Aktivitat der Transferasen wiirde zwar das ungewdhnliche Markierungsverhaltnis
MGD/DGD von 1/5 (E4y) - 1/10 (E1;) erklaren, nicht aber die geringe Radioaktivi-
tatseinlagerung in TGD und TeGD. Da die Aktivitat der Interlipid-Gal.transferasen
auch von verhaltnismagig geringen Schwankungen der Temperatur stark beeinflusst
werden kann (aktiv oberhalb 17° C, bei neutralem und saurem pH (17)), sollten die
Bedingungen der Isolationen und Inkubationen der Envelopes bei in vivo und in
vitro Experimenten n&her miteinander verglichen werden. In beiden Fallen war die
Isolationsprozedur gleich: Milieu der Medien pH 7,6, Manipulationen bei niedrigen
Temperaturen (Eisbader, Kuhlraum, Zentrifugation bei 4° C). Daher kann trotz des
neutralen pH angenommen werden, dass die Transferasen unter diesen Bedingun-
gen nur wenig oder nicht aktiv waren. Van Besouw zeigte in einem Experiment,
dass unter den Bedingungen pH 7,2, Kalte bei der Zentrifugation, das Verhaltnis der
radioaktiven Markierung der GL untereinander gleich blieb.

Wahrend nach den Zentrifugationen die Envelopefraktionen fur die in vitro Inku-
bationen im Medium pH 7,6 bei Zimmertemperatur, d.h. T>18° C, gehalten wurden,
kamen die Envelopefraktionen der in vivo Experimente sogleich zur Extraktion. Daher
spielt eine Aktivitat der Interlipid-Gal.transferasen bei den in vitro Experimenten mog-
licherweise eine Rolle (s.0.), die Markierungsverhéltnisse der in vivo Experimente
dirften aber kaum beeinflusst worden sein. Daflir spricht auch die geringe Markie-
rung des TGD und TeGD. Ein anderer Parameter mag in diesem Sinne hinzukommen:
Die Vorbehandlung der Blétter. Beim in vivo Experiment | waren sie mindestens
1 h lang belichtet, und die Photosyntheseaktivitat sollte den pH des Stromas der
Chloroplasten ins Alkalische verschoben haben. Die Blatter der in vitro Experimente
waren unbelichtet (siehe auch Violaxanthingehalt der isolierten Envelopes). Es fehlen
allerdings Anhaltspunkte dafir, inwieweit die Interlipid-Gal.transferasen an der in vivo
Synthese des DGD beteiligt sind oder ob sie gar das alleinige DGD-synthetisierende
System des Envelopes sind (17).
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

Tab. 8.3: Spezifische Aktivitit der Lipide in dpm/nMol (Spalte SAL), spezifische Aktivitit
ihrer Fettsduren in dpm/nMol (Spalte SAFs), Anteil der Radioaktivitit in den Fettsduren von der
Gesamtaktivitit der individuellen Lipide in % (Spalten %-Fs) und relative, spezifische Aktivitit
der Fettsduren der Lipide (Spalten RSAFs) in den Lipidextrakten der Blitter, Thylakoid- und
Envelopefraktionen (B, T und E, Experiment I)

Die Werte bzw. Berechnungen basieren a) auf GC der Fsme und LSC der intakten Lipide sowie
der Fsme, b) auf LSC der Hydrolyseprodukte der Lipide und c) auf Umrechnung der dpm/mg
Chl aus Tab. 8.2 iiber den bekannten %-Anteil der Markierung in den Fs in dpm/mg Chl der
Fs des Lipids, die durch den Mol.-%-Satz des Acyllipids dividiert und dann auf den fiir MGD
errechneten Wert = 1 bezogen wurden. Um die Berechtigung dieser Manipulation zu priifen,
wurden diese Werte fiir B; 55, den Werten SAFs“ von B, 5;, bezogen auf MGD = 1 gegeniiber
gestellt (RSAFs?).

SAL®  SAFs“ % Fs RSAFs? RSAFs¢
Bysh  Bjs, | Basn T’ EY, Bysp | Basn  Eap
MGD 232 25 | 174 32,9 47,1 1 1 1
DGD 730 17 3,4 98 174 0,68 0,56 1,05
SQD 306 21 10,9 32,2, 49,0 0,84 0,84 0,56
PG 716 288 | 49,7 756 86,7 11,5 8,8 3,7
PE 507 90 | 26,3 - - 3,6 2,6 -
PC 807 303 | 51,6 76,3 28,1 12,1 12,5 0,3

8.3 Markierung der Fettsduren der individuellen Li-
pide

Die Markierungsmuster der Fettsduren (Umesterung der Totalextrakie) sind in allen
untersuchten Fraktionen B, C, T und E von den Fs Cig.0, C13:1 und Cig.2 gepragt.
C6-ungesattigte Fs sind nur geringflgig radioaktiv markiert worden, im Gegensatz
zu (**C)-Inkubationen junger Blatter des Spinats (155, 156), und auch Linolenséure
zahlt zu den schwach markierten Fettsduren. Beides deutet an, dass die Fettsaure-
desaturierung in grof3en, reifen Blattern des Spinats gedrosselt ist.

Die detaillierte Untersuchung der Fettsauren der einzelnen Acyllipide liegt nur
fir die Fraktionen B, s, und T3 5, vor. Wegen der grof3en Ubereinstimmung der
AgNO3-DC-Muster der Lipide aus den einzelnen Fraktionen sei die Ubertragung
der Fettsdurenmarkierungsmuster der Lipide der Thylakoidfraktionen auf die der
Envelopelipide erlaubt (s.u.). Die Analysen zeigten, dass radioaktiv markierte Ci¢-
ungesattigte Fs wie zuvor allein im MGD lokalisiert sind, und *Cg.3 nur in den fir
Chloroplasten typischen Lipiden, nicht aber in PC zu finden ist (Abb. 3.2, S.72).
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8.3. Markierung der Fettséduren der individuellen Lipide

Tab. 8.4: Inkorporation von (*C)Gal in die Galaktolipide bei Inkubation isolierter Envelopes
und Thylakoide des Spinats mit UDP-(!4C)Gal fiir 30 Min. bei 30°C bzw. Raumtemperatur
und pH 7,6 (Experiment 2.2.4.5, S. 36)

b) Berechnet auf der Basis von a); ¢) berechnet auf der Basis von b) und einem Chlorophyllge-
halt der Thylakoide von 147 g Chl/mg Prot. (39); d) berechnet aufgrund der Einlagerungsrate
dpm/mg Prot./30 Min.

10°%dpm® Mol Gal® nMol Gal®
mgChl mg Chixh mg Prot.xh

Thylakoide 6,78 2,84 13,9
Thylakoide, 2 x gewaschen 1,14 0,34 2.3
Thylakoide, 4 x gewaschen 0,45 0,14 0,9
Envelopes 44 4
Thylakoide 0,024¢

Statt dessen ist PC das einzige Lipid, in dem nicht radioaktive Cj¢.9, sondern
14Cg.1 im Fs.markierungsmuster dominiert. Dies und die Ergebnisse der Positions-
analyse der in vivo markierten Acyllipide der Thylakoidfraktion, die in Abschnitt C 1
ausfuhrlich diskutiert worden sind, schranken die vieldiskutierten Donatorfunktionen
des PC fur die Galaktolipidsynthese in Chloroplasten auf einige wenige, prazise
formulierbare Méglichkeiten ein:

M Fettsduren aus PC

Wie aus der kurzen Charakterisierung der Fettsdurenmarkierungsmuster ersicht-
lich, ware 1%Cy3.; der "heiBe"Kandidat, den PC als Fettsdurerest in die Galaktolipid-
synthese einschleusen kénnte. Tatsachlich ist Cig.1 eine der Fettsduren, die, wie
unten erlautert wird, neben Cjg.o in die de novo Synthese des MGD eingeht. Ande-
rerseits sind Palmitin- und Olsdure Endprodukte der Fettsdure-de novo Synthese
der Chloroplasten (166, 185).

B Diglyceridbausteine

Die Acylglycerinbausteine, die etwa durch Reversibilitit der CDP-Cholin:sn-
1,2-Diacylglycerin Cholinphosphattransferase-Reaktion aus PC freigesetzt werden
kénnten, tragen radioaktive Fettsduren in Positionen, wie sie flir Galaktolipide der
Chloroplasten aus Ci¢.3-Pflanzen nicht charakteristisch sind (s. 0.) 14C16.0 des PC
ist in der C-1-Position verestert, in MGD und DGD jedoch in der C-2-Position, Cig.1
und C1g.o markieren in PC beide Positionen £ symmetrisch, in MGD sind radioaktive
C3-ungesattigte Fs auf die C-1-Position beschrankt.

Die ('*C)-DG-Bausteine aus
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

16:0 18:1

18:1 oder El(i)i[
CHOLIN CHOLIN

16:0 X

X oder 18:1

E(F}CHOLIN E(F}CHOLIN

sind daher firr die Galaktolipidsynthese nicht kompatibel. In Frage k&me lediglich die
Lysoverbindung 1-('#C)-Oleylglycerin:

FB:I

Eine mogliche Funktion des PC als Lieferant der Cj¢.o und der Cig.1 bzw. als
Donator eines 1-Oleoylglycerin-Bausteins kann mit den vorliegenden Daten nicht
ausgeschlossen werden. Von den aus Blattern isolierten (4C)-Lipiden (B2 ,51,) besitzt
PC die hiéchste spezifische Aktivitdt sowohl als intaktes Lipid als auch in seinen
Acylresten, und der Anteil der Markierung der Fettsduren in Bezug auf die Radioakti-
vitat des intakten Lipids ist ebenfalls hoch (Tab. 8.3). Ihre Markierung in der Fraktion
Eyy, ist aber relativ niedrig und eine Berechnung der relativen spezifischen Aktivi-
taten der Fettsduren des PC ergibt Werte, die keineswegs Uberzeugend auf eine
Donatorfunktion des PC hinweisen. Die Situation mag anders sein in C;g.3-Pflanzen.
Di-(C)-oleoyl/linoleoylglycerin aus PC kdnnte in die MGD-Synthese einflieBen
(160), da in beiden Lipiden radioaktive Ci3-Fs die Positionen des Glycerins + sym-
metrisch besetzen.

oder allgemein

8.4 In vivo markiertes MGD aus Envelope- und Thy-
lakoidfraktionen

Die in vivo radioaktiv markierten Galaktolipide aus den Fraktionen E4; und 13 5,
wurden denselben Analysen unterworfen wie die (14C)-Galaktolipide der in vitro
Experimente. Es galt vor allem, die in vivo synthetisierten Spezies zu bestimmen
und die Hinweise auf eine de novo Synthesesequenz der Galaktolipide zu verfolgen.

Eine weitere Andeutung dafur ist oben schon gegeben, aber nicht besonders
hervorgehoben worden: Die geringe Markierung des Diacylglycerins, obwohl die
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Abb. 8.3: AgNo3-DC des in vivo markierten MGD aus Chloroplasten, Envelopes und Thyla-
koiden des Spinats (C3, E30,2,5h7 TZ,Sh’ b-e)

Blitter wurden 30 bzw. 45 Min. lang mit 14C0, inkubiert (2.2.5 S. 2.2.5, Exp. [, III). Zum
Vergleich:

a) In vitro radioaktiv markiertes MGD (s. auch Abb. 7.2). f) zeigt die durch Cochromatographie
mit Referenzspezies und durch RGC ihrer Fsme (Abb. 8.5) identifizierten Spezies. g) gibt den
%-Anteil der Radioaktivitit einzelner Spezies an, h) und i) den Anteil der Radioaktivitit in den
Fettsduren einzelner Spezies.

GL einen gewissen Anteil ihrer Radioaktivitat in den Acylresten tragen (Tab. 8.3).
Diese Beobachtung ist auch schon bei anderen Experimenten mit ganzen Blattern
gemacht worden (144, 178); sie kann bedeuten, dass neugebildetes DG sogleich
galaktosyliert wird und daher nicht akkumulieren kann.

Diese Interpretation wird gestutzt durch die AgNO3-DC-Muster des radioaktiven
MGD aus Blattern, Chloroplasten-, Thylakoid- und Envelopefraktionen des Experi-
mentes |, die z. T. in Abb. 8.3 wiedergegeben sind. In vivo markiertes MGD weist ein
ganz anderes, komplexes Muster auf als in vitro markiertes; dabei gleichen sich die
Muster der MGD aus den verschiedenen, analysierten Fraktionen. Am Beispiel der
AgNO3-DC des MGD der Envelopepréparationen E3p und E; 55, besonders deutlich
erkennbar, sind im Muster viele Spezies vertreten. Die mehr gesattigten dominieren
zur kurzen Inkubationszeit, und erst nach langerer Zeit sind héher ungesattigte und
hexaene Spezies stark markiert; letztgenannte sind es, die die groBe Masse des
MGD in Blattern wie in isolierten Envelopes reprasentieren und das AgNO3-DC-
Muster des in vitro markierten MGD allein pragten. Auf diesen Gegensatz der in vivo
und in vitro Spezies-Muster soll die Vergleichs-DC, Spur a in Abb. 8.3, aufmerksam
machen.
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

Tab. 8.5: Chemische o-Oxidation der Palmitin-, Ol-, Linol- und Linolensiure der in vivo
markierten MGD-Spezies Cg.1/Ci¢.0, C18:2/C16:0 und Cg.3/Cig.0 aus Thylakoiden des Spinats
(T 54, Exp. 1)

Frag- Masse der Fs-Fragmente Relative spez. Aktivitit
ment in Mol-% aus den Fs der Fs-Fragmente aus den Fs
Cieo  Cig1i Cigz  Ciga | Cieo  Cig1 Cisn Cig3
Cg 1,02 5,99 0 091 0 100 0 0
Cy 0,71 7,79 1,71 2,26 0 77 0 0
Cio 423 895 3,06 4,16 86 85 57 0
Cn 931 943 792 597 94 72 93 67
Cip 13,35 10,63 1141 8,33 100 65 100 100
Ci3 10,89 828 961 7091 96 63 66 76
Cly 17,19 940 12,02 10,76 88 65 71 76
Cis 11,36 7,60 10,01 9,52 96 71 59 66
Cis 31,93 11,81 16,71 18,13 81 79 80 56
C17 - 6,01 9,27 9,08 - 59 70 43
Cs - 1413 1826 22,97 - 62 58 39

Einen wichtigen Unterschied zum in vitro Muster stellt auch die Variation des
Musters mit der Zeit dar (Abb. 8.3 b, ¢, d). Die drei Hauptbanden, sichtbar nach kurzer
Inkubationszeit (30 Min., Experiment II), wurden nicht nur durch Cochromatographie
und Vergleich mit den Referenzspezies identifiziert, sondern auch durch RGC ihrer
Fsme (Abb. 8.4). Daher kdnnen sie eindeutig als 18:1/16:0-, 18:2/16:0- und 18:3/16:0-
MGD angesprochen werden. Aus der Positionsanalyse des totalen MGD (Abb. 3.2)
Iasst sich ableiten, dass die radioaktiv markierte Palmitinsédure ausschlieBlich die
C-2-Position des Glycerinbausteins besetzt, wihrend die ungeséttigten '4Cy3-Fs in
der Position C-1 dieser Spezies lokalisiert sind.

Die Silbernitratmuster des MGD reflektieren die Spezieskomposition des DG-
Pools, der zur Galaktosylierung durch die UDP-Gal:sn-1,2-Diacylglycerin Galaktosyl-
transferase in vivo zur Verfligung stand. Dieser Pool muss in eben solcher Weise
radioaktive, oligoene Spezies enthalten, wie sie im AgNO3;-DC-Muster des MGD
registriert wurden. Deshalb differiert er deutlich vom in vitro galaktosylierten DG-Pool,
wie die Unterschiede der AgNO3-DC-Muster des in vitro und in vivo markierten MGD
demonstrieren, und die oligoenen DG-Spezies diirfen nicht, wie auch die Massen-
spekiroskopie des DG aus isolierten Envelopes oder die GC seiner Fsme zeigen, in
der Membran-Bilayer akkumulieren, sondern sie gehen offensichtlich sogleich in die
Galaktosylierungsreaktion ein. Damit ist das erste Pool-Mischungsverbot der in vivo
Galaktolipidsynthese ausgesprochen, wie es flr die Galaktolipid-Pools der de novo
Synthesesequenz in vitro bereits charakterisiert worden ist (Abb. 8.7).
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8.4. In vivo markiertes MGD aus Envelope- und Thylakoidfraktionen

Die Daten der Spalten h und i in Abb.
8.3 sind die Ergebnisse der Hydrolysen der
MGD-Spezies aus den Fraktionen E4;, und
1> 55. Sie geben die héchsten Prozentsat-
ze der Radioaktivitat in den Fs der sepa-
rierten Spezies fur die oligoenen MGD an,
die nahezu den Wert erreichen, der bei ei-
ner voélligen Neusynthese = uniformen Mar-
kierung eines C1g/C16-MGD zu erwarten ist
(79 %). Daher sind die im totalen MGD re-

MMM gistrierten, radioaktiven Fettsduren nach
A nain 142 kurzzeitiger Inkubation in wenigen oligoe-

nen MGD-Spezies konzentriert (s.0.), ndm-
* W 3 lich den positionsspezifischen Kombinatio-

nen Cig.1/Cie:0, C18:2/Ci6:0 und C1g:3/Cie:0-
Wie zuvor bei Inkubationen junger Blatter

WW/L‘ \ N./\ " 1 erkannt (155, 156), ist die Summe der Ra-
j dioaktivitaten in den Cj¢-Séuren gleich der
W : Aktivitat in den Cg-Sauren. Dies deutet an,

dass gleichsinnig markierte Fettsduren in
3 diese Spezies inkorporiert worden sind.

Im Zusammenhang mit den Daten der

Verteilung der Radioaktivitat auf Acylreste

Abb. 8.4: RGC der Fsme aus den individu- ynd Zuckeranteil des |_|p|d5 kann man da-

ellen in vivo markierten MGD-Spezies her annehmen, dass die oligoenen MGD-

1 = Cisa/ Cigo, 2 = Cig2lCis0, 3 = Spezies aus de novo synthetisierten Bau-

Ci8:3/Ci60 der Fraktionen Ty s, (obemyund  i0in0n 7usammengefiigt sind. Fir die

Eap (untere Spuren, Exp. ). Fettsduren bestétigt dies die chemische a-

Oxidation der Ci¢.9, Cis:1, Cis:2 und Cig:3,

die aus den drei genannten MGD-Spezies der Thylakoidfraktion 75 s, isoliert wur-

den. Die Fettsaurefragmente Cs bis C¢ bzw. Cg besitzen etwa gleiche spezifische
Aktivitat (Abb. 8.5 und Tab. 8.5).

Aus diesen Daten mag man den Schluss ziehen, dass das in vivo AgNO3-DC-
Muster des MGD der Envelopefraktionen nicht durch die Spezifitat der Galaktosyl-
transferase zustande kommt, sondern durch die Galaktosylierung oligoener, de novo
synthetisierter DG. Je gesattigter eine Spezies, desto héher ist die Rate ihrer Syn-
these. Trotz des raschen Erscheinens der produzierten, oligoenen Spezies bleiben
diese nicht erhalten und akkumulieren nicht. Auch in Cyg.3-Pflanzen dominieren im
AgNO3-DC-Muster des in vivo markierten MGD oligoene Spezies (z.B. Cis.1/C13:1)
(179), die im Massenmuster des Lipids nur Spurenkomponenten darstellen (73).
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Abb. 8.5: RGC der durch chemische o-Oxidation aus Palmitin-, Ol-, Linol- und Linolenséure
der in vivo markierten MGD-SpCZiCS C]g;]/Cm:o, C]g;z/Cm;O und C]g:3/C16:0 (T21’5h, Exp. D
priparierten Fettsdurefragmente (2.8 S. 62)

Eine Mdglichkeit des Turnover ist die MGD-gekoppelte Desaturierung, die von
anderen Autoren schon fiir PC (7, 55, 56, 62, 167, Charakterisierung eines Enzyms:
134, 135) und MGD (2, 129 - 131, 149) in niederen Pflanzen und fir PC in héheren
Pflanzen (144 - 146, 160, 179) diskutiert worden ist.
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8.5. In vivo markiertes DGD aus Envelope- und Thylakoid-Fraktionen

Ein starkes Argument flir die MGD-gekoppelte Desaturierung ist die Analyse der
Markierung in Acylresten und Zucker der MGD-Spezies. Hoher ungeséttigte und
hexaene MGD-Spezies tragen erst nach langerer Inkubationszeit deutlich Radioakti-
vitdt in ihren Gal (kaum in den Acylresten). Das bedeutet, dass diverse DG-Spezies
mit Gal aus verschieden stark markierten UDP-Gal-Pools umgesetzt worden sind?
Eine zu postulierende Separierung vieler verschiedener UDP-Gal-Pools erscheint
mir jedoch als sehr unwahrscheinlich. Eine sinnvolle Interpretation ist die oben
ausgeflihrte, einfache Reaktionsfolge: Galaktosylierung des oligoenen, de novo
synthetisierten DG, die Aktion der MGD-gekoppelten Desaturasen wirde zur Ak-
kumulation hexaener Spezies und zur Anderung des AgNO3-DC-Musters filhren.
Das Auftreten hoch ungesattigter MGD-Spezies, die fast nur in ihrem Zuckeranteil
radioaktiv sind, bedeutet keinen Widerspruch zu dieser Reaktionsfolge. Bei '*CO»-
Inkubationen ganzer Blatter werden Gal und UDP-Gal im Anabolismus der Zelle
offensichtlich schneller radioaktiv markiert als Fs, die in die Lipidsynthese eingehen;
darauf weisen u.a. vergleichende Inkubationen junger Blatter des Kerbels und des
Spinats mit (*C)-Acetat und '*C0, (155) und der Blétter von Vicia faba (177, 179)
hin. Im FlieBgleichgewicht der de novo Synthese des DG und MGD wiirden daher
zunachst oligoene, kalte Fs und (*C)Gal zusammengefiigt und erst zum spateren
Zeitpunkt standen (U-'“C)Fs zur Verfiigung. Das oligoene Mono-(U-'4C)galaktosyl-
(>C)-diacylglycerin wird zwischenzeitlich zur hexaenen Spezies desaturiert. Daher
ist die Verteilung der Radioaktivitat auf Fettsduren und Galaktose in den oligoenen
Spezies der Thylakoidfraktion 75 s, nach etwa 2,5 stiindiger Inkubation der Blatter
ein glucklicher Zufall gewesen. Auf der Basis des Modells der MGD-gekoppelten
Desaturierung und des unterschiedlichen Metabolismus der Fettsauren und der
Galaktosereste wird die Verschiebung dieses Verhaltnisses im MGD aus der Fraktion
Ey4;, verstandlich.

8.5 In vivo markiertes DGD aus Envelope- und Thy-
lakoid-Fraktionen

Die AgNO3-DC des in vivo markierten DGD weist ebenfalls recht komplexe, aber
untereinander ahnliche Muster fiir das Lipid aus den Fraktionen B, C, T und E
aus (Abb. 8.6), die wie beim MGD verschieden sind vom DGD-Muster der in vitro
Inkubationen der isolierten Envelopes (Spur a in Abb. 8.6). In den in vivo Mustern
(Spuren b - e) treten vielmehr und auch weitaus geséttigtere Spezies auf, unter
denen auch die gesuchte C;3.3/Cj¢.0-Kombination ist. Man muss annehmen, dass
diese Spezies nicht aus dem bestehenden MGD-Pool der Membran-Bilayer des
isolierten Envelope abgeleitet werden kann (s.o.). In vivo kénnte sie aber aus de
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Abb. 8.6: AgNO3-DC des in vivo radioaktiv markierten DGD aus den Fraktionen (Csg,
E302,51 To 5, b - €)

Blitter des Spinats wurden 30 bzw. 45 Min. lang mit 14C0, inkubiert (Exp. L 11, 2.2.5).

Zum Vergleich:

a) in vitro radioaktiv markiertes DGD (2.2.4.1). g) gibt den %-Anteil der Radioaktivitit
einzelner Spezies der Fraktion E4, wieder, h) und i) geben die Anteile der Aktivitdt in den
Fettsduren einzelner Spezies der Fraktionen E4j, und 7 55, k) und 1) fiir die gleichen Fraktionen
das Verhiiltnis der Radioaktivitit in dulerer und innerer Gal des DGD wieder.

novo synthetisiertem MGD entstehen, das seinerseits aus oligoenem, de novo
synthetisiertem DG hervorgeht.

Diese Auffassung wird durch zwei experimentelle Befunde gestiitzt: Die Ergeb-
nisse der Hydrolysen individueller DGD-Spezies und deren Methylierungsanalysen.
Die héchsten Anteile der Radioaktivitat in den Fettsduren der DGD-Spezies aus
den Fraktionen E4, und T 55, konnten wiederum fiir oligoene Spezies bestimmt
werden, die dem theoretisch berechneten Wert fiir eine uniforme Markierung des
C3/C16-Lipids nahekommen (70 %). Die Werte dienen wiederum als Indikator fiir
das Zusammenfligen de novo synthetisierter Prekursoren. Die Tatsache, dass ein ge-
wisser Teil des de novo synthetisierten MGD, welches in seiner Masse im Vergleich
zum grof3en, bestehenden, hexaenen Pool der Lipid-Bilayer des Envelope sehr klein
sein sollte, umgesetzt wurde zum DGD, spricht ebenfalls dafiir, dass auch in vivo
neu synthetisiertes, oligopenes MGD nicht im existierenden MGD-Pool verschwindet,
sondern in einer de novo Synthesekette weitergegeben wird, die mit der de novo
Synthese des oligoenen DG beginnt. Dieses zweite Pool-Mischungsverbot fir Lipi-
de des Envelope in vivo skizziert Abb. 8.7. ('4C)DGD, in vitro radioaktiv markiert,
enthielt etwa gleich viel Aktivitat in terminaler und innerer Gal. Fir DGD aus in
vivo markierten Membranen ergab die Methylierungsanalyse zunachst véllig andere
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Proportionen der Markierung der Tetramethyl- und Trimethylgalaktose, namlich eine
deutlich héhere Aktivitat der duBeren Gal: 35-, 22- und 13fach im DGD aus den
Fraktionen Ej s;,, T> 55, und C3 51,. Wesentlich kleinere Verhéltnisse (ca.5) registrierten
Williams et al. (177) bei Markierungen des DGD in Blattern aus Cig.3-Pflanzen (Vicia
faba, 10-miniitige Inkubation mit '*C0,); sie vermuteten daher, ("*C)Gal werde z.T.
auf nicht markiertes, praexistentes MGD U(bertragen, z.T. auf einen Pool neugebilde-
ten MGD. Die Methylierungsanalyse einzelner, separierter DGD-Spezies erlaubt die
nahere Beschreibung der skizzierten DGD-Pools.

Sie zeigt namlich, dass die registrierten Markierungsverhéltnisse zusammenge-
setzte Gr6éBen sind, da die Markierungsverhaltnisse dufBerer und innerer Galaktosen
der oligoenen Spezies durchaus dem Wert 1:1 angenahert sind und sie sich mit zu-
nehmender Ungesattigtheit der Spezies deutlich zugunsten der auBeren Galaktose
verschieben. Wie zuvor muss aus den Verhéltnissen 2,9 (T s5) und 1,4 (E4;) gefol-
gert werden, dass auf oligoenes, de novo synthetisiertes MGD (!*C)Gal tibertragen
worden ist. Unabhangig vom Mechanismus der Reaktion ist damit das Verbot der
Pool-Mischung des de novo synthetisierten MGD einerseits und des hexaenen MGD
der Lipid-Bilayer des Envelope andererseits in vivo bestatigt. Denn in den Fallen /11
b und c, Abb. 7.4 S. 117, wiirden hauptséchlich hexaene DGD-Spezies entstehen,
die bei I/ll b dariiber hinaus nur in der auBeren Galaktose radioaktiv markiert waren.

Dagegen muss (zumindest formal, s.u.) ein Pool eines praexistierenden, hexae-
nen MGD separiert werden, dessen ('*C)-Galaktosylierung zu jenen DGD-Spezies
fihrt, die im AgNO3-DC-Muster geringsten Ry-Wert besitzen und deren Radioak-
tivitat hauptséachlich in der terminalen Galaktose lokalisiert ist (Abb. 8.7, Reaktion
Il). FUr diese Reaktion gilt die oben genannte Beschrankung unabhangig von den
beteiligten Enzymen offensichtlich nicht. Aus Experimenten der (*C)-Markierung der
Fs ist aber bekannt, dass Ci3.3/C6.x-MGD-Spezies von der Galaktosylierung ausge-
schlossen bleiben (155, 156). Daher darf der genannte MGD-Pool nur Ci3.3/C1g:3-
(C138:3/C13-x) Paarungen enthalten.

Mit dieser zuséatzlichen Separierung sind somit drei MGD-Pools definiert worden,
die in den Hillmembranen der Chloroplasten existieren kénnen: De novo syntheti-
sierte, oligoene Spezies, die schnell zu DGD galaktosyliert werden (Reaktion Il in
Abb. 8.7) und deshalb nicht mit dem groBen Pool der hexaenen Spezies in der Lipid-
Bilayer aquilibrieren. Jene hexaenen Spezies sind aber unterschieden in Ci3.3/C¢:3-
und Ci3.3/C18.3-Kombinationen, von denen nur letztgenannte zum DGD umgesetzt
werden (Reaktion Ill). Oligoene DGD-Spezies entstehen aus de novo synthetisier-
tem MGD (Il), und diese Reaktion gehért in eine de novo Synthesesequenz der
Galaktolipide (I und II).

Abb. 8.7 fasst die verschiedenen Schlussfolgerungen aus den in vivo und in vitro
Markierungsexperimenten der Galaktolipide der Envelopes zusammen. Prominen-
teste Unterschiede der in vivo und in vitro Synthese der GL sind die Speziescharak-
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In V/- { ro DIACYLGLYCEROL
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Abb. 8.7: Pool-Separierung und Charakteristika des DG und der Galaktolipide in vivo und in
vitro
Gepunktete Pfeile meinen einen langsamen Austausch oder langsame Reaktion.
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teristika der Diglyceride, die in die de novo Synthesekette der Galaktolipide eintreten
und die AgNO3-DC-Muster aller radioaktiven Folgeprodukte pragen.

8.6 Galaktolipid-gekoppelte Desaturierung und Elon-
gation der Fettsiuren

Oligoene, radioaktiv markierte, de novo synthetisierte MGD- und DGD-Spezies
haufen sich in den Membransystemen der Chloroplasten in vivo nicht an. Die Vielzahl
der Spezies durch positionsspezifische De- und Reacylierung in die vier Spezies zu
Uberfuhren, die die Struktur- und Funktionselemente der Membranen sind (s. 0.), i.

CcC—-1 18:3 18: 18: 18:
— ——— —MGD Q—MGD, 8:3 DGD, Sg

16:0 18 —DGD,

waére ein duB3erst komplizierter Vorgang.

Eine andere Mdglichkeit des Turn-overs der oligoenen Spezies ist die Lipid-
gekoppelte Desaturierung der Fs, die bereits als einfacher Mechanismus diskutiert
worden ist, das spezifische Fettsduremuster aller Acyllipide zu bewirken (155, 156).

Da Cig.1 und Cj¢.¢ sowohl in diesen als auch in zuvor ausgefiihrten Experimenten
der in vivo Markierung der Membranlipide die Fettsauren sind, die schnell, mit hoher
spezifischer Aktivitat und Positionsspezifitdat im MGD markiert werden, da Cj¢.9 und
C13:1 die Endprodukte der Fs-de novo Synthese (ACP-Track) in Chloroplasten sind
(166, 185), die sich im isolierten Organell anhaufen (146, 121, 112, 185), liegt es
nahe anzunehmen, dass die primar und mit héchster Rate synthetisierte oligoene
DG-Spezies die Kombination

ist (siehe auch Glykolipidsynthese in isolierten Chloroplasten, S. 163), die weiterge-
geben in die Galaktolipide zu den genannten Spezies desaturiert werden kann.

Einige Zwischenprodukte dieser Desaturierungssequenz sind in reproduzierba-
ren AgNO3-DC-Mustern der in vivo markierten MGD und DGD identifiziert worden
(Abb. 8.3, 8.4, 8.6), alle intermediaren Fettsduren, C4- wie Cig-ungeséttigte, sind
radioaktiv in ihrer positionsspezifischen Veresterung nachweisbar (Abb. 3.2, 5.2).
Ci¢-Desaturasen bearbeiten dabei offensichtlich spezifisch MGD-gekoppelte Palmi-
tinsaure, Cg-Desaturasen akzeptieren Cis-Fettséuren in beiden Lipiden:
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C. -DESATURASEN
18:1 4= 1 - 3000
16:0 C1G-DESATURASEN

C_ _-DESATURASEN
18:1_ 8 18:3_.)
16:0 °° > 160

Die Ergebnisse der Hydrolysen der separierten Galaktolipidspezies stiitzen die
Hypothese ebenso wie die Daten der chemischen o-Oxidation der vier Fettsduren
der oligoenen Spezies des de novo synthetisierten MGD, die Kinetik der (14C)-
Inkorporation in die Fettsauren (155, 156), die Zahl der in den AgNO3-DC-Mustern
feststellbaren Spezies (155) und die zeitliche Anderung der AgNO3-DC-Muster der
GL (s.0., 155, 156).

Die Hydrolysedaten entkraften insbesondere das Argument, das zeitlich sich
andernde AgN O3-DC-Muster der Galaktolipide entstehe durch langsames, konse-
kutives Auffullen existierender Fs-Thioester-Pools mit Radioaktivitét, die zu einer
Desaturierungssequenz gehéren, und Ubertragen der Fettsduren aus diesen Pools
in die Lipide (156).

Ein scheinbar offener Punkt ist die Bildung der C;g.3/C}g.3-Spezies der beiden
Galaktolipide. Da C;g.x/C13.x-Spezies im AgN O3-DC-Muster des MGD nach kurz-
fristiger Inkubation keine wesentliche Rolle spielen, ist es fraglich, ob auch eine
C13:1/C13:.1-DG-Spezies in die de novo Synthesesequenz der Galaktolipide eintritt,
die nur in der C-1-Position eine radioaktive Fettsdure tragen darf. Die Analyse der
14C-Acyllipide aus photosynthetisch aktiven Gewebekulturen des Tabaks lieferte
den Hinweis, dass Cg-ungesattigte Fs der C-2-Position des MGD mdglicherweise
Prekursoren der analogen C;g-Fs sind:

18:X

C
X _ueD 2 18:X_
6:X

18:X

MGD

Wie zuvor diskutiert (155) und in vitro (CoA-Status der Fs, (172)) bestatigt, mag
die Elongation der Fettsauren mit geringerer Doppelbindungszahl schneller sein.

Die Reaktionsfolge: MGD-gekoppelte Desaturierung und -Elongation der C¢-
ungesattigten Intermediate wiirde vom Edukt

18:1

—— —MGD
16:0

zum Endprodukt
18:3 _MGD
18:3
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8.6. Galaktolipid-gekoppelte Desaturierung und Elongation der Fettsduren
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Abb. 8.8: Schema der MGD- und DGD-gekoppelten Desaturierung und der MGD-gekoppelten
Elongation
Erlduterungen im Text.

fihren. Ist dabei im Blattgewebe (im Gegensatz zu griinen Gewebekulturen, s.0.)
die Elongation der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, hauft sich Cj¢.3 in der
C-2-Position des MGD an, i.e. die Spezies

die flr alle C\4.3-Pflanzen charakteristisch ist. Die intermediar entstandenen C,s.x/C3.x -
MGD-Spezies kénnten Galaktosyltransferasen zu DGD umsetzen, die in der Folge
von C;g-Desaturasen weiter zum Endprodukt

18:3

18:3 beb
hin verandert werden.

Damit spielt die Desaturierung der Ci¢.o in Relation zur C-2-Position des MGD
und die MGD-gekoppelte Elongation der Ci4.x eine Schllisselrolle bei der Synthese
von C1g.3/C13.3-Spezies der Chloroplastenlipide. Entsprechend den genannten Spe-
zifitdten treten C3/Cg-Kombinationen in der Tat nur im MGD und DGD, aber nicht
im SQD und PG aus Envelopes und Thylakoiden auf (Abb. 6.3, 6.5, Tab. 6.4, s. u.)!

Da die Elongationen in vivo méglicherweise die geschwindigkeitsbestimmenden
Schritte der C15.3/C13.3-Speziessynthese sind, kénnten auch folgende, nach kurz-
fristigen Inkubationen ganzer Blatter immer wieder festgestellten Daten Effekte der
beschriebenen Reaktionsfolge sein:
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

(1) Langsame Markierung der C;g-ungesattigten Fs in der C2-Position der Ga-
laktolipide.

(2) Markierung des hexaenen DGD hauptséachlich in der &uBeren Gal (im Gegen-
satz zu den Markierungsverhéltnissen oligoener DGD), obwohl es aus der Galakto-
sylierung de novo synthetisierten und elongierten MGD, aber nicht aus hexaenem
MGD des existierenden Bilayer-Pools hervorgegangen ist. Die formal separierte
Galaktosylierung der hoch ungesattigten und hexaenen MGD-Spezies (Abb. 8.7,
Reaktion Il1) ist daher mdglicherweise mit Reaktion Il gleichzusetzen. Eine &hnliche
Situation ist fur die Markierungsverhaltnisse hoch ungeséattigter MGD-Spezies oben
diskutiert und fiir (**C)DGD aus (!*C)-Acetat- und *CO»-inkubierten, jungen Blat-
tern des Spinats (155, 156) und der Saubohne (179) bereits erfasst worden (Abb.
8.9).

Abb. 8.9: AgNO;3-DC des in vivo markierten DGD (155,
156)

Junge Blitter des Spinats wurden 1 h lang mit ('*C)-Acetat bzw.
14C0, inkubiert.

b) ("*C)-Acetat wird bevorzugt in die Fs eingelagert und macht
das im Text beschriebene Reaktionsschema (Abb. 8.8, Zeilen )
durch Markierung der Fettsduren sichtbar,

a)14C0O, dagegen wird schnell in Hexosen fixiert und macht durch
Gal-Ubertragung auf MGD zusiitzlich die Zeilen II sichtbar.

"

P T

Wenn auch Thylakoidmembranen méglicherweise kei-
ne GL synthetisieren kénnen (s.o.), so treten dennoch
alle (1*C)-Lipidspezies (auch die der im Folgenden behan-
delten Lipide PG und SQD), die in den Fraktionen der
Envelopes registriert werden kénnen, auch in isolierten
Thylakoiden auf. Daher muss man annehmen, dass die
Kapazitat dieser Membranen zur Desaturierung und Elon-
gation der Kapazitat der Envelopes &hnlich ist.

b a Fir die Herstellung der diskutierten, positionsspezifi-
schen Verteilung der (*C)-Fs im Diglyceridbaustein ist
moglicherweise eine Spezifitat der Acyltransferasen des
Chloroplasten fir die Kettenlange der Fs oder die Alles-
oder-Nichts Sensibilitat gesdéttigt-ungeséttigt ausreichend,
da die weiteren Charakteristika des lipidspezifischen Fettsduremusters im Pathway
der Galaktolipid-gekoppelten Desaturierung eingeflihrt werden. Substrate der Acyl-
transferasen sind die Fettsaure-CoA-Thioester (15, 92, 166). Die Untersuchungen
der Fettsaurespezifitat gereinigter Enzyme stehen nicht im Einklang mit der postulier-
ten Acylierung des Glycerinphosphats. Die I6slichen Enzyme aus den Chloroplasten

Abb. 8.9: AgNO;-DC
des (*C)DGD
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8.6. Galaktolipid-gekoppelte Desaturierung und Elongation der Fettsduren
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Abb. 8.10: AgNO3-DC des in vivo radioaktiv markierten PG (a - f)

Blitter des Spinats wurden 45 Min. lang mit '4CO, inkubiert (2.2.5, Experiment I). Abkiirzun-
gen wie in Abb. 8.4 S. 137.

g) gibt den %-Anteil der Radioaktivitit einzelner Spezies an,

h) den Anteil der Radioaktivitit in den Fs einzelner Spezies.

1) bezeichnet die Spezies, deren Fsme radiogaschromatographisch untersucht wurden (Abb.
8.11).

der Erbse und des Spinats Ubertragen Fettsaurereste unabhangig von Kettenldnge
oder Zahl der Doppelbindungen aus Acyl-CoA in die sn-1-Position (15, 16). Es gibt
aber Hinweise darauf, dass Fettsduren aus Acyl-ACP in beide Positionen eintreten
kénnen (16). Moglicherweise ist daher auch der Status der zur PA-Synthese ange-
botenen Fs ein Kriterium fiir die positionsspezifische Acylierung. Auf der Basis des
beschriebenen Stoffwechselweges kénnte man aber spekulieren, dass die Unter-
suchungen zur Spezifitdt der Acyltransferasen in Bezug auf die Fettsauren in vitro
irreflihrend sind, da den Enzymen in vivo nur wenige, definierte Fettsdurespezies
zur Verfigung stehen kdnnten, i.e. Cig.1- und Cig.0-Thioester.

In Ubereinstimmung mit der diskutierten These stellten Joyard et al. (88) fest,
dass rekonstituierte Systeme aus Stroma und Envelopemembranen (4C)-Acetat
in die Fettsduren Ci¢.0, C13.0, Wenig auch in Cjg.; und Cig.1 einlagerten und diese
in alle Intermediate der MGD-de novo Synthese, i.e. Monoacylglyerin, PA, DG und
schlieBlich MGD inkorporierten, wenn sn-Glycerin3-phosphat und UDP-Gal zugeflgt
wurden (pH-Optimum 9): C;3-Fs wurden bevorzugt in die C-1-Position des Glycerin-3-
phosphats Ubertragen, Ci4-Fs in die C-2-Position. Wahrend im Radioaktivitatsmuster
der freien Fs Cig.o deutlich dominierte, waren Cj¢s.9 und Cis.0 in PA, DG, MGD
ungefahr gleich stark markiert.
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

Die Autoren vermuten, dass die Desaturierung dieser C13/C1¢ Spezies in Kop-
pelung an MGD in den Hillmembranen der Chloroplasten ablduft und Chinone im
Desaturierungsmechanismus eine wichtige Rolle spielen.

Die Inkubationen intakter Chloroplasten mit UDP-(*C)Gal und (4C)-Acetat
demonstrieren ebenso, dass die Organelle, versorgt mit UDP-Gal, unabhangig von
extraplastidaren Systemen und Bausteinen Ci3.1/C16:0-MGD de novo synthetisieren
und desaturieren kénnen (s.u.).

8.7 In vivo radioaktiv markiertes SQD, PG und PC
aus Envelope- und Thylakoidfraktionen

In den MS-Diglyceridprofilen des SQD und PG aus isolierten Envelopes (Abb. 6.5,
S. 109) stellen wie bei den GL wenige Spezies die Hauptkomponenten des Lipids
dar: C;3.3/Ci6:0- und Cig.0/C16:0-Kombinationen bzw. Cig.3/3-tr-Ci¢.1- und Cig:3/Cig.0-
Paarungen. Entsprechend dominieren die Fettsauren dieser Spezies im Fettsau-
renmassenmuster. Im Gegensatz dazu wurden bei diesen und friiheren (155, 156)
Markierungsexperimenten Fettsduren hoch radioaktiv markiert, die im Massenmus-
ter Spurenkomponenten sind und die zu Fettsdurekombinationen zusammentreten,
die massenspektroskopisch kaum erfassbar sind, im AgN O3-DC-Muster der radioak-
tiven Lipide aber sichtbar werden (Abb. 8.10, 8.13). Diese Muster erreichen keinen
so hohen Grad an Komplexitat wie die der GL, da C;g/C3-Kombinationen im SQD
und PG fehlen, wie die Analyse der Lipide aus isolierten Envelopes zeigte. Nach
kurzen Inkubationszeiten dominieren relativ gesattigte Spezies beider Lipide (s. E3p,
T39 und Czp). Im Falle des PG konnten die drei Hauptkomponenten der Fraktion
E, 55, durch RGC der Fsme identifiziert werden (Abb. 8.11). Aufgrund der Positi-
onsanalyse des totalen PG, isoliert aus der Fraktion 75, (Abb. 3.2, S. 72) und
der groBen Ubereinstimmung der AgNO3-DC-Muster der einzelnen analysierten
Fraktionen untereinander lasst sich schlieBen, dass es sich stets um die Spezies
C18:1/C16:0-, C18:2/C16:0- und C13:3/C16.0-PG handelt. Diese oligoenen haufen sich,
wie oben aufgezeigt, nicht an, werden aber, wie auch die Hydrolysen der separierten
Spezies andeuten, mit hoher Rate gebildet.

Die Daten der Hydrolysen machen ebenfalls darauf aufmerksam, wie sehr das
DC-Muster durch die Radioaktivitat in den Fettsduren gepragt ist. In Anbetracht
der Kinetik der ("*C)-Inkorporation in die Fettsauren des PG junger Blatter (155,
156), liegt es auch hier nahe, folgende Desaturierungssequenz in Relation zum Lipid
anzunehmen:
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8.7. In vivo radioaktiv markiertes SQD, PG und PC aus Envelope- und

Thylakoidfraktionen
BE 18:1 18:2 13:3
16:0 16:0 16:0
I | ]

+
= 3-tr-16:1 !
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18:1 -=-—=»> 18:2----+18:3

16:1%
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Die Desaturierung zur 3-tr-C6.1 in Koppelung an das Lipid ist bereits von anderen
Autoren diskutiert worden (63); radioaktive 3-tr-Cy4.; konnte in den untersuchten
Fraktionen nur in Spuren festgestellt werden. Die Saure sollte, ans PG gebunden,
sich silbernitratchromatographisch (10) wie C¢.¢ verhalten. Dies deutet die starke
Meniskusbildung einerseits und Ausschwénzen der dritten Bande, in der Ci3.3/Ci6:0-
PG und die groBe Masse des Ci3.3/3-tr-Ci6.1-PG vertreten sein sollten.

Lk
o

s S0

Bei der Interpretation der AgNO3-DC-
Muster des in vivo radioaktiv markierten SQD
miissen ahnliche Uberlegungen angestellt
werden. Die Fettsdurekomposition der Spe-
zies kann jedoch nur indirekt erschlossen wer-
den: Von den drei Hauptkomponenten tragen
zwei Spezies ca. 60 % der Radioaktivitat in
den Acylgruppen, wahrend die dritte Spezi-
es deutlich héher im Sulfoquinovosylrest mar-
kiert ist. Da nach 2,5 h Inkubation neben Cjg.q,
Cis:1 und Cis.2, aber noch nicht Cjg.3 radioak-
tiv sind, kénnen die Daten der Positionsanaly-
se so interpretiert werden, als handele es sich
um die Fettsadure-Paarungen Cig.¢/Ci6.0 und
Ci18:x/Ci6:0- Da sich das AgNO3-DC-Muster
nach langerer Inkubationszeit ebenfalls zu-
gunsten der héher ungesattigten Spezies an-
dert, liegt es nahe, die Desaturierungsse-

13:1 — 18:2 — 13:3

16:0

o N — o
5 S E quenz
se 16:0 16:0
Abb. 8.11: RGC der Fsme der in vi-

vo markierten PG-Spezies (s. Abb. 8.10)
aus der Fraktion Eyy, (2.2.5 Exp. I)

zu postulieren. Somit scheint Cis.1/C6.0-DG
ein mdéglicher, universeller Vorlaufer in der Li-
pidgenese der Chloroplasten zu sein (s.u.). In
welchen Lipidspezies jedoch Cig.¢ verestert
ist, die in der C-1-Position des nicht fraktio-
nierten PG und SQD geringfligig radioaktiv
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

markiert registriert wurde (Abb. 3.2, S. 72), ist offen ebenso wie die Identitat und
Bedeutung weiterer, schwécher markierter Lipidbanden mit geringem R;. Sie stel-
len méglicherweise einen Artefakt bei der DC durch Komplexierung der negativ
geladenen Lipide mit Kationen dar (123).

E i C B

Abb. 8.12: AgNO3;-DC
des in vivo radioaktiv mar-
kierten PC aus Blittern,
Chloroplasten, Thylakoi-
den und Envelopes des
Spinats

Blidtter wurden 45 Min.
lang mit '*CO, inkubiert
(Experiment I, 2.2.5, S.
37). Analyse des Lipids
aus den Fraktionen Ej s,
T3.5n, C2,55 und By 5.

Andersartig ist das Spektrum des in vivo markierten
PC, dessen AgNO3-DC aus den Fraktionen E, C, T, B
(2,5 h) in Abb. 8.12 gezeigt wird. In einigen Spezies der
Fraktion E4;, konnte radioaktiv markierte Cig.; festgestellt
werden, offensichtlich parallel dazu alternieren die Prozen-
tanteile der Radioaktivitaten in den Acylresten zwischen
hohen und niedrigen Werten.

Ein &hnliches Phianomen konnte im Speziesmus-
ter des in vivo markierten PC aus jungen Maisblat-
tern beobachtet werden (160); es ist mdglicherweise
auf die Kombination der geringer radioaktiven Cig.
mit Cig.1 zurlickzufihren. Die Paarungen der (*C)Fs
zu

16:0 18:1
g1 [Cund g~ FC

stdnden weder Ci¢:3- noch in Ci3.3-Pflanzen im Wider-
spruch zur bestimmten, positionsspezifischen Verteilung
der radioaktiv markierten Fettsauren (s.o., Abb. 3.2, 3.3,
3.4). RGC der Fsme des unfraktionierten ('*C)-Lipids aus
Blattern (B, 5;,) und Thylakoiden (75 s;,) und die AgNO3-DC
weisen darauf hin, dass a) die Membranen des Chloroplas-
ten nach kurzfristigen Inkubationen ein vielfaltiges Spek-
trum unfertiger Spezies enthalten und b) Cs-Dien- und
Triensauren entweder nur zégernd in Lecithin eingebaut
oder in Koppelung an dieses Lipid langsam desaturiert
werden. Daher ist ein Fs-Pool der Cg.3 separiert worden,
der in PC inkorporiert wird (s.v., 156).

Neben dieser Separierung und dem andersartigen Muster der positionsspezi-
fischen Markierung der Fs mag nun auch das AgNO3-DC-Muster zur Abtrennung
des PC von anderen Lipiden des Chloroplasten, i.e. der Gruppe: MGD, DGD, SQD,

PG, beitragen.
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8.8. Funktionelles Modell der de novo Synthesesequenz der Galaktolipide
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Abb. 8.13: AgNO3-DC des in vivo markierten SQD aus Blittern, Chloroplasten, Envelopes
und Thylakoiden des Spinats (a - g)

Blitter wurden 45 Min. lang mit 1*CO, inkubiert (2.2.5 Exp. I).

h) gibt den %-Anteil der Radioaktivitit einzelner Spezies an,

i) den Anteil der Radioaktivitét in den Fettsduren einzelner Spezies. k) AgNO3-DC des in vitro
markierten SQD: Isolierte, Perkoll-D.grad. gereinigte Chloroplasten wurden 20 Min. lang mit
g 037 in der Warburg-Apparatur inkubiert (Experiment 2.2.3.10). Extraktion der erneut iiber
Perkoll-D.grad. gereinigten, intakten Chloroplasten.

8.8 Funktionelles Modell der de novo Synthesesequenz
der Galaktolipide

In vivo Markierungsmuster der Lipide des Envelope unterscheiden sich wesentlich
von denen in vitro synthetisierter Galaktolipide durch

B die Vielzahl der individuellen (14C)-Spezies, insbesondere durch das Auftreten
relativ gesattigter Spezies

B die zeitliche Anderung der AgNO3-DC-Muster und die Dominanz der oligoenen
Spezies nach kurzzeitigen Inkubationen

Positionsanalysen unfraktionierter, individueller Acyllipide sowie Analysen der
oligoenen Lipidspezies, wie Hydrolysen, Methylierungsanalysen, chemische o-
Oxidation der Fs der MGD-Spezies, RGC der Fsme, fiihrten zur Identifizierung
und Charakterisierung einiger molekularer Spezies. Aus den Ergebnissen lassen
sich folgende Schliisse ziehen:

B In vivo und in vitro galaktosylierter DG-Pool des Envelope sind qualitativ
verschieden.
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

B In vivo werden oligoene DG-Spezies, womdglich nur eine Cg.1/ C16.0-Kombination
synthetisiert.

B Galaktolipide werden in einer de novo Synthesesequenz gebildet.

B Pools der de novo synthetisierten, oligoenen DG und Galaktolipide sind sepa-
riert und verschieden von den bestehenden Pools der Membran-Bilayer.

B Oligoene Spezies werden mit hdchster Rate gebildet, haufen sich aber nicht
an. Alle Daten, auch die friherer Experimente (155, 156), stitzen die Dis-
kussion der MGD-gekoppelten Desaturierung und -Elongation und der DGD-
gekoppelten Desaturierung. Cig-Desaturasen sollten auch de novo syntheti-
sierte, oligoene SQD- und PG-Spezies umsetzen. Fir die MGD-spezifische
C6-Desaturierung und -Elongation wird eine besondere Rolle bei der Bildung
der C13/C1g-Galaktolipidspezies diskutiert.

B Eine mdgliche Donatorfunktion des PC fiir die Galaktolipidsynthese in den
Envelopes der Chloroplasten kann eingeschrankt werden.

In diesem Abschnitt soll versucht werden, die verschiedenen Pools der Galak-
tolipide, ihres Prekursors DG und die Verbote der Pool-Mischung auf zytologische
Strukturen und die Hypothese eines funktionellen Modells zu (bertragen.

Die vier Bilayer-Halften der Hullmembranen der Chloroplasten sind in ihrer
Protein- und wahrscheinlich auch in ihrer Lipidzusammensetzung verschieden (41,
103). Mit diesen Asymmetrien kénnte die Separierung der Pools korrelieren, die
insbesondere in der inneren Membran lokalisiert sein mégen, da Douce und Joyard
dort die Enzyme der Lipidbiosynthese vermuten (41). Diese Annahme deckt sich mit
dem Konzept, dass eine wachsende, sich ausdehnende Membran die bendtigten
Lipide in der Membran selbst synthetisiert und durch die enzymatischen Reaktionen
der Biogenese zur Asymmetrie der Lipid-Bilayer beitragt (83, 103).

Die Galaktolipide der Envelopes lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die
kleinere von beiden wird schnell radioaktiv markiert und beinhaltet Intermediate
der de novo Synthesekette der Galaktolipide und unfertige Lipide, deren Acylreste
noch abgewandelt werden missen. Es sind dies die oligoenen Spezies, die engen
Kontakt zu den aktiven Zentren Membran-eingebetteter Enzyme halten oder an
sie gebunden sind. Die Lipidmoleklle kénnen nicht in die Bilayer der Membran
diffundieren; ansonsten wiirden sie einem weiteren Umsatz entkommen und in der
Membran akkumulieren.

Die 2. Gruppe von Lipiden reprasentiert fertige, desaturierte Molekiile, die die
Enzymkomplexe verlassen und die groB3en, strukturellen Pools der Membran-Bilayer
aufbauen.

152



8.8. Funktionelles Modell der de novo Synthesesequenz der Galaktolipide

Die spekulativen Enzymkomplexe enthalten eine Vielzahl von Proteinen, von
denen die meisten fest an und in die Envelopemembran gebunden sind:
1 Acyl-CoA Synthetase,

2 Acyl-CoA:sn-Glycerin-3-phosphat Acyltransferase (assoz.),
3 Acyl-CoA:Acyl-sn-glycerin-3-phosphat Acyltransferase,

4 Phosphatidsdure Phosphatase,

5 UDP-Gal:sn-1,2-Diacylglycerin Galaktosyltransferase,

und

6 UDP-Gal:Galaktolipid Galaktosyltransferasen (41).

Die Sequenz beginnt mit der Aktivierung der de novo synthetisierten Fettséduren
Ci6.0 und Cig.1 und der positionsspezifischen Direktion der Cj¢.o in die sn-2-, der
C1g:1 in die sn-1-Position des Glycerinphosphats, das im Cytoplasma synthetisiert
(82) und durch den Phosphat-Triosephosphat-Translokator (81) in den Chloroplas-
ten eingeschleust wird und ebenso wie die Fettsduren auf der Stroma-Seite der
inneren Hillmembran zur Verfligung steht. Als Kriterien fur die positionsspezifische
Ubertragung der Fettsauren sind die Kettenlange und der Thioester-Status genannt
worden. Der Verlust des Phosphatrestes mag die Bewegung des DG in die duBere
Bilayer der inneren HlUllmembran induzieren (1). An dieser Membranseite ist die
im Cytoplasma gebildete UDP-Gal (98), die nur die auBBere Hillmembran schnell
passieren kann (67), fir die UDP-Gal:DG-Gal.transferase als Substrat erreichbar.
Um das de novo synthetisierte, oligopene MGD konkurrieren nun drei Reaktionen:

B Weitere Galaktosylierung
B Transport in die Thylakoide (und in extraplastidare Systeme?) hinein
B Desaturierung

Ein der PC-Synthese in Erythrozytenmembranen ahnlicher Mechanismus (83)
kénnte dafiir sorgen, dass MGD-Spezies, die Cj¢-ungesattigte Fs enthalten, fir die
weitere Galaktosylierung zum DGD nicht erreichbar sind: PE und die Methyltrans-
ferase | sind in der cytoplasmatischen Seite der Membran-Bilayer lokalisiert. Die
Methylierung zum Phophatidyl-N-monoathyldthanolamin hat eine intramembrane
Translokation des Lipidmolekdls zur Folge. In die Membran eingesenkt soll die aktive
Seite des Enzyms liegen, und fiir die Reaktion ist Mg essentiell, das maglicherwei-
se die Phosphatgruppe des PE neutralisiert. Nach weiterer Methylierung erscheint
das fertige PC auf der AuBBenseite der Bilayer. Die Intermediate sind wahrend des
Umsatzes nicht durch Phospholipase C spaltbar.

Zwei Typen von Desaturasen seien in der Bilayer der inneren Hullmembran
dem Multienzymkomplex zugehdrig: Cig-Desaturasen, die in Koppelung an MGD
und DGD deren C;3-Fs desaturieren, und Ci4-Desaturasen, die spezifisch fur die
Acylreste des MGD die Intermediate fur eine Elongation zu den Cg-ungesattigten
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8. Markierung der Membranlipide des Chloroplasten in vivo

Analoga herstellen. Indem aber MGD-gekoppelte Cy¢-Desaturasen und -Elongasen
agieren, kénnten die MGD-Spezies flr eine Galaktosylierung blockiert sein, wie
oben Methyl-PE gegen den Angriff der Phospholipase geschiitzt ist.

3000

dpm

2000

500

Abb. 8.14: Radioaktivitit in den Produkten
der enzymatischen Galaktosylierung des
MGD und des MGD-Ather-Analogons

Ein  Acetonpulver-Proteinextrakt  jun-
ger Blitter der Erbse wurde mit den
Lipidsuspensionen

a) C13.1/C16:1-MGD, b) Ci3.1/C16.1-MGD
+ C3.1/C16:1-MGD-Ather-Analogon, c)
C13:1/C16.1-MGD-Ather-Analogon, d) ohne
Lipidsuspension und mit UDP-('4C)Gal
inkubiert (2.9.2, S. 64).

Die Reaktionsprodukte wurden DC-
gereinigt. Im Falle b) wurde ein Aliquot der
Ansitze unverindert (b1), ein zweites nach
alkalischer Hydrolyse zur DC aufgetragen
(bp) und die in den Reaktionsproduk-
ten bestimmte Radioaktivitit mit zwei
multipliziert.
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Die produzierten C;g/Cg-Kombinatio-
nen erscheinen nun mdglicherweise wie-
der auf der Innenseite der inneren En-
velopemembran, wo sie weiter desatu-
riert (Cig-Desaturasen) und auch galak-
tosyliert werden kdnnen, eventuell unab-
hangig von UDP-Gal durch die Interlipid-
Gal.transferasen. Diese Transferasen sind
mdglicherweise dann aktiv, wenn der pH-
Wert des Stromas neutral oder sauer ist.
Im Gegensatz dazu sind die Enzyme 1 -
5 im Alkalischen aktiv (88) (Relation zur
Fettsaure-de novo Synthese wéahrend der
Photosynthese?). Auf diese Weise kdnn-
ten héhere Galaktolipide unabhangig von
UDP-Gal gebildet werden, wenn der fo-
tosynthetische Elektronentransport nicht
lauft. Daneben kénnen im Licht Desatu-
rierung und Galaktosylierung der oligoe-
nen MGD-Spezies sowie Desaturierung
der entstandenen DGD-Spezies in der &u-
Beren Bilayer-Halfte ablaufen.

Stets jedoch bleiben oligoene, de novo
synthetisierte Lipide in enger Relation zu
den Enzymen dieses spektakuldren Kom-
plexes. Sie kénnten einen Anulus relativ
geséttigter Natur schaffen, der die Aktivi-
tat der eingebetteten Enzyme stimuliert
(109, 150). Kirzlich wurde ein zweipha-
siger Arrhenius-Graph der Aktivitat der Ga-
laktosyltransferasen beschrieben (17), der
aber nicht nur als viskotropher Effekt der
Anulus-Lipide (150), sondern auch als Di-
versitat des Galaktosyltransfers interpre-
tiert werden kann (Reaktionen | - IV, V -
VII).



8.8. Funktionelles Modell der de novo Synthesesequenz der Galaktolipide

Erst die Endprodukte Ci3.3/C1g.3-MGD und Cig.3/Ci6:0-, C18:3/C18.3-DGD werden
in die Pools der Lipid-Bilayer entlassen. Offensichtlich kann auch Cig.3/Cj6.3-MGD
den Komplex verlassen und mdglicherweise liegt gerade darin der Grund, warum
diese Spezies nicht galaktosyliert wird, obwohl sie nicht mehr wie oben beschrieben
durch eine MGD-gekoppelte Desaturase oder -Elongase blockiert ist: Gehéren
Galaktosyltransferasen ebenso zum Multienzymkomplex, setzen sie nur Molekiile
um, die in diesem Komplex von Enzym zu Enzym weitergegeben werden.

Das Modell vermag die Ergebnisse der in vivo Markierungsexperimente der
Galaktolipide zu erkléaren, ebenso die Ergebnisse der in vitro Experimente. In vitro
werden oligoene DG nicht synthetisiert, aber hexaenes DG, das mdglicherweise in
der Interlipid-Gal.transferase-Reaktion frei wird, kann in die de novo Synthesekette
des Enzymkomplexes eintreten. Zwei der Konkurrenzreaktionen um das gebildete
MGD und DGD entfallen in dieser Situation: Abtransport und Desaturierung. Als
Folge davon werden héhere Galaktolipidhomologe ungewdhnlich stark markiert.
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Metabolismus des MGD-Ather-Analogons

Aufgrund der Kinetik der (*C)-Inkorporation in die Fettsduren des MGD in Chlorella
und der Markierung individueller Spezies haben Safford und Nichols (149) eine
MGD-gekoppelte Desaturierung diskutiert. Die Ergebnisse der Markierung der Fett-
sauren junger Blatter des Kerbels und des Spinats stiitzten diese These und wiesen
insbesondere auf die Sequenz

Ci6:0 — Ci6:1 — Cig2 — Ci6:3

hin, deren radioaktive Intermediate, in der C-2-Position des MGD verestert, nach-
gewiesen werden konnten (155, 156). In dieser Arbeit geschilderte Markierungs-
versuche und umfangreiche Analysen haben die These einer MGD-gekoppelten
Desaturierung erhartet (s. 0.). Daher synthetisierte Prof. Dr. E. Heinz ein Ather-
Analogon des MGD. Die Desaturierung dieses Molekils wiirde eindeutig demons-
trieren, dass lipidgebundene Acylreste Substrate fiir die Desaturierung sind und
dass De-Reacylierungsmechanismen (56) keine Rolle spielen. Die Versuche, das
tritiierte Ather-Analogon in vivo zu desaturieren, sind jedoch bislang fehlgeschla-
gen. Zwar nehmen Protoplasten aus jungen Haferblattern (57) das in Liposomen
verpackte Lipid auf und acylieren es zum AGD-Analogon (58) und photosynthetisch
aktive Gewebekulturen des Tabaks metabolisieren es zu einer Komponente, die sich
dinnschichtchromatographisch dem DG analog verhalt. Inkubationen von Blaualgen,
Wasserlinsen und jungen Haferkeimlingen (Injektion in die Karyopsen) waren jedoch
véllig erfolglos (74). Dennoch sei der Metabolismus des Lipids in vitro dargestellt.
Die Ergebnisse der Versuche ermutigen, das Projekt MGD-Ather-Analogon weiter
zu verfolgen.

Ein Acetonpulver-Protein-Extrakt aus jungen Blattern der Erbse setzte das Ather-
Analogon mit UDP-('*C)Gal um zum DGD-Ather-Analogon (Abb. 8.14). Der Versuch
wurde, jedoch nur einmal reproduziert. Eine Proteinfraktion aus Blatthomogenaten
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junger Vicia faba-Pflanzen katalysiert den Transfer von Acylgruppen aus Galaktoli-
piden in die 6’-Position der terminalen Gal von Galaktolipiden (69 - 72, 76, 78, 80,
34). Dieses Lipid-metabolisierende Enzym ist ein Protein der Hillmembranen der
Chloroplasten (75). Abb. 55 a zeigt den Umsatz

2("*C)MGD — (M*C)AGD (Dismutation)

durch die Proteinfraktion aus Vicia faba, Abb. 55 b den Acyltransfer aus DGD,
dessen Fettsauren Tritium-markiert sind, auf MGD und das MGD-Ather-Analogon.
Diese Reaktion war reproduzierbar. Die Struktur des 6’-acylierten Ather-Analogons
lie sich massenspektroskopisch bestatigen (Abb. 56). Abb. 57 gibt die GC der
Fsme der 6’-Position wieder, die aus semisynthetischem C;g.1/C}¢:1-DGD (Fettsau-
rezusammensetzung 47,4 bzw. 52,6 Mol-%) auf das Ather-Analogon (ibertragen
wurden. Das derivatisierte MGD-Ather-Analogon, ob enzymatisch acyliert, acetyliert
oder trimethylsilyliert, verhalt sich chromatographisch anders als das entsprechend
umgesetzte MGD (Abb. 58).
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Abb. 9.1: Radioaktivitit in den Produkten der enzymatischen Acylierung des MGD und des
MGD-Ather-Analogons

Eine Proteinfraktion aus Blittern der Saubohne wurde a) mit (**C)MGD und b) mit 1. CH)DGD
+ MGD + MGD-Ather-Analogon, 2. mit (CH)DGD + MGD-Ather-Analogon (2.1, 2.1: 1. und
2. Versuch) und 3. mit CH)DGD inkubiert (2.9.1, S. 63). Die Reaktionsprodukte wurden
diinnschichtchromatographisch gereinigt.
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Abb. 9.2: Massenspektrum des acetylierten 1,2-Di-O-octadecenyl-3-O-(6’-O-acyl-3-D-galaktopyranosyl)-sn-glycerins

Erliuterungen zur Synthese des acylierten MGD-Ather-Analogons s. Abb. 9.3.
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16:0 16:1 17:0 181 18:2 18:3

Abb. 9.3: GC der Fsme des acylierten MGD-Ather-Analogons

Eine Proteinfraktion aus Blittern der Saubohne wurde mit Cyg.1/Cj¢:1-DGD und C)g.1/Cig:1-
MGD-Ather-Analogon inkubiert (2.9.1). Das (acetylierte) Produkt wurde massenspektrosko-
pisch identifiziert (Abb. 9.2), die Fs der 6’-Position wurden gaschromatographisch analysiert

(b). (a) = Fs.referenzgemisch. Bei der enzymatischen Reaktion wurden beide Fs des Donators
DGD auf das MGD-Ather-Analogon iibertragen.
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Abb. 9.4: Chromatographisches Verhalten des MGD und des MGD-Ather-Analogons und
ihrer Derivate

Links: DC des MGD (1) bzw. MGD-Ather-Analogons (2) vor und nach Acetylierung (1a, 2a)
in LM 7 und 10.

Mitte: GC des trimethylsilylierten Cj4/Cis-MGD und des MGD-Ather-Analogons (Ether-
MGD).

Rechts: DC des acylierten MGD (3) und des acylierten MGD-Ather-Analogons (4) vor und
nach Acetylierung (3a, 4a) in LM 7 und 10.
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Galaktosyltransferasen

In jingster Zeit ist ein zweiter Typ von Galaktosyltransferasen beschrieben worden,
der nicht UDP-Gal als Gal-Donator, sondern MGD oder gar héhere Galaktolipid-
homologe bei der Synthese des DGD, TGD und TeGD nutzt (Reaktionen V - VIII)
(17). Hinweise auf die Existenz zweier verschiedener Enzymsysteme, u.a. auch
unterschiedliche Temperatur und pH-Optima der MGD- und DGD-Synthese, unter-
schiedliche Empfindlichkeit gegenlber Triton X-100, hatten andere Autoren zuvor
erkannt (20, 21, 40, 73, 75). Auch die Fettsduremuster der Galaktolipide in heterotro-
phen Gewebekulturen des Tabaks deuten eine unterschiedliche Entstehungsweise
des MGD und DGD an, entweder auf der Basis verschiedener Enzyme oder verschie-
dener Kompartimentierung. Tats&chlich ist unklar, ob alle Galaktolipid-bildenden
Enzyme der pflanzlichen Zelle in den Hiillmembranen der Chloroplasten konzentriert
sind (73) oder ob sie auch in den Fraktionen des Cytoplasmas (40, 73, 157, 158) und
der Thylakoide vorkommen. Offen ist auch, zu welchen Anteilen die UDP-Gal:DG
bzw. Galaktolipid Galaktosyltransferasen und Galaktolipid:Galaktolipid Galaktosyl-
transferasen in vivo an der Synthese des DGD und der héheren Homologen beteiligt
sind. In isolierten Envelopes soll die Interlipid-Gal.transferase allein fiir deren Bildung
verantwortlich sein (17).

Nimmt man eine freie Desaturierung ACP- oder CoA-gebundener Fettsduren
an, sollte die Spezifitdt der Galaktosyltransferasen ein wichtiger Faktor sein, der
das Fettsduremuster des gebildeten Lipids mit bestimmt: Sie sollten aus einem
breiten Spektrum von DG- bzw. GL-Spezies jene auswahlen und mit hoher Rate
umsetzen, die fir das Galaktolipid reprasentativ sind. Die wenigen Arbeiten, die
dieses Problem mit angereicherten Proteinfraktionen oder Acetonpulver-Extrakten
untersuchten, erbrachten jedoch widerspriichliche Ergebnisse. M. Siebertz und E.
Heinz registrierten héchste Umsatzraten fir hoch ungeséttigte MGD-Spezies, wenn
Acetonpulver-Extrakte mit UDP(14C)Gal und einzelnen, definierten MGD-Spezies
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inkubiert wurden (Abb. 5, S. 10). Das einzige Reaktionsprodukt war dabei (*C)DGD,
radioaktives MGD konnte nicht registriert werden. Daher kann einer UDP-Gal:MGD
Galaktosyltransferase diese in vitro Synthese zugeschrieben werden. Die Silberni-
tratmuster in vivo markierter Galaktolipide (155, 156) wiesen aber deutlich darauf
hin, dass die Galaktosyltransferasen keinerlei Spezifitat in Bezug auf das Diglyce-
ridprofil der Substrate besitzen. Die Silbernitratmuster und ihre zeitliche Anderung
sind auf der Basis der Lipid-gekoppelten Desaturierung diskutiert worden, eines
Mechanismus, der mitverantwortlich sein kann flr die Herstellung Lipid-spezifischer
Fettsduremuster (s.0.). Eine Spezifitdt der Galaktosyltransferasen stellt daher nicht
mehr ein notwendiges Charakteristikum der Enzyme dar. In der Tat belegen die
Differenzen der AgNO3-DC-Muster in vivo und in vitro markierter Galaktolipide der
Envelope-Fraktionen, dass die Galaktosyltransferasen dieses Membransystems DG
und MGD in unspezifischer Weise umsetzen.

Es schien interessant genug zu sein, diese Ergebnisse, die in gewissem Wi-
derspruch zu den oben genannten Versuchsdaten meiner Frau stehen, in vitro
zu Uberprifen, indem Acetonpulver der Erbse nicht mit einzelnen MGD-Spezies,
sondern mit einem Gemisch verschiedener Spezies inkubiert wurden. In diesen Ge-
mischen (Tab. 2.6, S. 55) waren neben hexaenen Molekilen auch solche vertreten,
die fir das Massenmuster des DGD aus Blattern der Erbse und des Spinats unty-
pisch sind. Alle Spezies wurden von den Acetonpulvern der Erbse und des Spinats
in etwa ihrer Masse in den Suspensionen entsprechend umgesetzt. Es kann daher
als gesichert gelten, dass die UDP-Gal:DG bzw. MGD Galaktosyltransferasen aus
Erbsen und Spinat keinerlei Spezifitat in Bezug auf die Fettsdurezusammensetzung
ihrer Substrate besitzen.
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Glykolipidsynthese in isolierten
Chloroplasten

Lipid-Bilayer der Chloroplasten werden aus wenigen Acyllipiden aufgebaut: MGD,
DGD, SQD, PG und PC (Abb. 2, S. 6). Die vier erstgenannten kénnen in Cj¢.3-
Pflanzen zu einer Gruppe zusammengefasst werden. Kriterien dafiir sind

B das z.T. ausschlieBliche Vorkommen von C4-Fettsauren in der C-2-Position
ihres Glycerinbausteins,

B die positionsspezifische Markierung ihrer Fettsduren bei kurzzeitigen Inkuba-
tionen der Blatter mit '*CO, oder (*C)-Acetat in der Form

18:X
{16:Y
POLARER REST (X=1,2,3; Y=0,1,2,3),

B die schnelle Inkorporation von “C in ihre Linolensaure.

Die Merkmale legen es nahe zu vermuten, dass diese Lipide, die ahnliche
Charakteristika in prokaryonten Algen aufweisen, im Chloroplasten synthetisiert
werden.

Ein Fettsaure-Synthetase-Komplex (Cis.0-ACP, Ci4:0-ACP) und ein Switching
System der Chloroplasten (166), die Cj¢.0- und Cis.1-CoA bereitstellen, sind seit
langerer Zeit bekannt. Bei Inkubation isolierter Chloroplasten mit verschiedenen
Prekursoren konnten aber Trien-Fettsauren, die die Hauptkomponenten im Organell
représentieren, nicht radioaktiv markiert werden, sondern lediglich geséttigte Cy¢-,
C3-Fs sowie Olsaure, in der stets am meisten Radioaktivitit akkumulierte (166, 146,
121, 112). Joyard et al. konnten die (nahezu) vollstandige de novo Synthese des
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MGD und DGD im rekonstituierten System aus Stroma und Hillmembranen der
Chloroplasten des Spinats nachweisen, wenn Glycerin-3-phosphat und UDP-Gal
dem Medium zugesetzt wurden. Alle dazu notwendigen Enzyme sind im Envelope
lokalisiert oder lose daran gebunden. Auch isolierte Chloroplasten synthetisierten
MGD, wenn UDP-Gal im Inkubationsmedium angeboten war (112). Ohne diesen
Prekursor war DG stets einziges (121) oder hauptséchlich markiertes Acyllipid (112,
146). Aus dieser Tatsache, der fehlenden Markierung von Linol- und Linolens&ure und
Inkubationen ganzer Blatter leiten Slack, Roughan und Koautoren u. a. ab, dass die
im Chloroplasten de novo synthetisierte Cig.; in mikrosomales PC Ubertragen, und,
an diesem Trager desaturiert, in die Synthese der Galaktolipide des Chloroplasten
rickgeflhrt wird.

Mikrosomen katalysieren die Bildung des PG; da eine CDP-Diacylglycerin Syn-
thetase im Envelope nicht nachweisbar ist (41), ist es unklar, ob PG in Chloroplasten
gebildet werden kann. Obwohl SQD wie die Galaktolipide (113,136-139) allein in
den Chloroplastenmembranen vertreten sein soll (40), sind Syntheseort und exakter
Biosyntheseweg des Lipids unbekannt (119).

In Anbetracht dieser Ergebnisse einerseits und der diskutierten in vivo und in vitro
Markierungsexperimente, die eine de novo Synthesesequenz der Galaktolipide im
Envelope der Chloroplasten des Spinats, eine Lipid-gekoppelte Desaturierung und
Elongation (MGD) der Fettsauren der Galaktolipide in Envelopes und Thylakoiden
belegen und auch auf eine Lipid-gekoppelte Desaturierung des de novo synthetisier-
ten PG und SQD in diesen Membransystemen hinweisen, schien es sinnvoll, die
Synthesekapazitét isolierter Chloroplasten erneut und in Bezug auf diese Details zu
untersuchen. Dazu wurden isolierte Chloroplasten des Spinats mit UDP-('*C)Gal,
(14C)-Acetat, 3503, und 2P0}~ unter verschiedenen Bedingungen inkubiert.
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11.1 Markierung der Galaktolipide isolierter Chloro-
plasten

Isolierte, schnelle wie Percoll-D.grad.-
gereinigte Chloroplasten lagern im Dun-
Total keln wie im Licht ('*C)Gal aus UDP-
('4C)Gal in die Galaktolipide MGD, DGD,
TGD und TeGD ein (Tab. 11.1, Abb. 11.1).
o MGD Bei Gabe von Licht und sn-Glycerin-3-
/ phosphat wurden nur MGD und DGD radio-
aktiv markiert, und das Verhaltnis der Ra-
dioaktivitaten in MGD und DGD verschob
sich zugunsten des MGD. In Verbindung
meD [[©  mit der Beleuchtung der Chloroplasten-
T -~__, DGD Suspensionen stimuliert Glycerinphosphat
oeD [ die Totaleinlagerung. Diesen Effekt regis-
trierten auch andere Autoren bei (*CO,)-
: Inkubationen (112). Er tritt bei (14C)-Acetat-
30 Min Inkubation schneller Chloroplasten deutli-
cher zutage (Tab. 11.2). Der Prekursor wur-
de in die Fraktion der freien Fettsduren, in
MGD und zwei weitere Komponenten ein-
bei Inkubation isolierter, Percoll-D.grad.- gelag;ert, von .denen SI.Ch ?me wie ADGD
gereinigter Chloroplasten des Spinats mit verhalt, aber nicht de-utllch in DG (112, 121,
UDP-("4C)Gal (Tab. 2.15.2.2.3.45.31)  146) und PA (88) wie zuvor. MGD wurde
Rechte Ordinate: Verhiltnis der Radioaktivi- NUr dann markiert, wenn UDP-Gal im Me-
titen MGD/DGD. dium vorhanden war. In den Fraktionen

der freien Fettsauren sind Ci4.9, Ci6:0 und
Cis.1 radioaktiv (Tab. 11.2); der Anteil der C\4.9 ist bei der Inkubation mit UDP-Gal
deutlich geringer im Vergleich zum Ansatz ohne UDP-Gal. Umgekehrtes gilt fur
Oleat. Im MGD wurden weitere ungesattigte Fettsauren registriert: Cj¢.1, Ci6:2 und
Cig2.

Die Positionsanalyse des Lipids zeigte, dass Cj¢-Fettséduren die C-2-Position
besetzen. Eine ahnliche positionsspezifische Markierung der Fettséduren beschrei-
ben auch Joyard et al. (88), obwohl sie '*Cj4.9 und *Cj4.o weder in der Fraktion der
freien Fettsauren noch im MGD entdeckten. 14Cy4. trat aber bei (**C)-Inkubationen
isolierter Chloroplasten auf, die Murphy und Leech durchfiihrten (121). Beachtens-
wert ist der Ausschluss dieser radioaktiven Saure aus der C-2-Position des MGD.
Die AgNO3-DC des MGD, das bei Inkubationen der Percoll-D.grad.-gereinigten Chlo-
roplasten mit UDP-('*C)Gal radioaktiv markiert wurde (Tab. 11.1, Exp. ¢)), zeigt,

dpm x 10732,ug Chl

Abb. 11.1: ("*C)Gal-Inkorporation in die
Galaktolipide (Total, MGD und DGD)
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11. Glykolipidsynthese in isolierten Chloroplasten

Tab. 11.1: (1*C)Gal-Inkorporation in die Galaktolipide bei Inkubation isolierter, intakter
Chloroplasten des Spinats mit UDP-(4C)Gal

Schnelle (Exp. a, b) oder Percoll-D.grad.-gereinigte (Exp. c), intakte Chloroplasten wurden 80
(a) und 90 (b, ¢) Min. lang bei Raumlicht (a), im Dunkeln (DKL, b), ¢3)) und bei Beleuchtung
(c1, c2) bei 20 - 25° C inkubiert. In Exp. b) und c¢) wurden die Suspensionen anschliefend im
Sucrose- (b) oder Percoll-D.grad. (c) zentrifugiert und die Fraktionen der intakten, bei Exp. b)
auch die der gebrochenen Chloroplasten extrahiert.

I Bei a) und b) Flichen-% der Scans der DC-Platten (LM 1), bei ¢) LSC der ausgeschabten
Lipidbanden (LM 3).

+ G3P = Zusatz von Glycerin-3-phosphat.

Siehe Exp. 2.2.3.1-3, S. 31.

10 dpm Radioaktivitit! in % (4C)MGD/
in den GL (**C)DGD
promg Chl MGD DGD TGD TeGD
Exp. a) - 39 27 24 9 1.4
Exp. b) DKL
intakte CLP - 56 27 15 2 2,1
gebrochene CLP - 70 28 2 0 2,5
Exp. ¢)
1)- 1,6 80 20 0 0 4,0
2) + G3P 2,0 87 13 0 0 6,6
3) + G3P /DKL 1,7 52 40 5 3 1,3

dass bei diesen in vitro Experimenten mehr MGD-Spezies radioaktiv markiert wur-
den, als sich aufgrund des diirftigen ('4C)-Fettsduremusters vermuten lieB. Das
Muster des radioaktiven MGD (Abb. 61) gleicht den AgNO3-DC-Mustern des in vivo
markierten MGD aus Chloroplasten-, Envelope- oder Thylakoidfraktionen, wenn
die Chloroplastensuspensionen beleuchtet wurden und mit Glycerin-3-phosphat
versehen waren.

Eine Vielzahl von Spezies ist erkennbar und oligoene Spezies dominieren gegen-
Uber hexaenen. War Glycerin-3-phosphat nicht im Medium vorhanden, oder wurden
die Chloroplasten im Dunkeln inkubiert, ging die Markierung der oligoenen Spezies
deutlich zurtick.

Das MGD-AgNO3-DC-Muster der Dunkel-Inkubation erinnert an das Muster des
MGD, das bei Inkubation isolierter Envelopes mit UDP-('#C)Gal erhalten wurde.
Diese Diversitat in den MGD-Mustern tritt parallel zur Anderung des Markierungsver-
haltnisses MGD/DGD auf (Tab. 11.1, Abb. 11.2). Im Gegensatz dazu sind die AgN O3-
DC-Muster des DGD einfach und mehr oder weniger uniform bei den verschiedenen
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Inkubationsbedingungen. Oligoene Spezies, darunter die Cg.3/C14.0-Kombination,
sind nur geringfiigig radioaktiv markiert worden.

Abb. 11.2: (!*C)Gal-Inkorporation in
die Galaktolipide bei Inkubation isolier-
ter, Percoll-D.grad.-gereinigter Chloroplas-
ten des Spinats mit UDP-(**C)Gal im Licht
(oben) und im Dunkeln (unten)

DC der Lipidextrakte im LM 3. Erlduterun-
gen s. Tab 11.1, Exp. ¢ 2) und3).

Isolierte, physiologisch intakte, schnel-
le oder Percoll-D. grad.-gereinigte Chloro-
plasten inkorporieren ('*C)Gal in die Ga-
laktolipide. Offenbar ist der extern angebo-
tene Gal-Donator fur die Galaktosyltrans-
ferasen erreichbar. Die LSC der wassri-
gen Phasen bei der Extraktion der nach
der Inkubation wiederum Dichtegradienten-
gereinigten, intakten Chloroplasten weist
darauf hin, dass UDP-('#C)Gal nicht in den
Chloroplasten aufgenommen wird und dort
akkumuliert. Dieser Befund stitzt die oben
diskutierte These, UDP-Gal und DG wiir-
den an der AuBenseite der inneren Hull-
membran umgesetzt. Das Markierungs-
muster der Galaktolipide in der Fraktion
der gebrochenen Chloroplasten (Tab. 11.1)
deutet an, dass insbesondere MGD und
die niederen Homologen schnell aus dem
Envelope in die Thylakoide hinein transpor-
tiert werden.

Licht beeinflusst die Synthese der Ga-
laktolipide (im Gegensatz zu in vivo Ex-
perimenten (101)). Zwar bewirkt es allein
keine Stimulierung der totalen Inkorporati-
onsrate, es bestimmt aber wesentlich das
Verhaltnis der Radioaktivitaten in MGD und

DGD und das Spektrum der gebildeten MGD-Spezies (Abb. 11.2, 11.3).

Hohere Homologe werden nur im Dunkeln radioaktiv markiert und unter dieser
Bedingung ist auch die Markierungsrate des DGD grof3. Da die isolierten Chloro-
plasten stets im gleichen Medium aufgenommen wurden, bzw. z.B. in Experiment
c), Tab. 11.1 aus der gleichen Aufarbeitung stammten, mag dieses Phdnomen auf
eine Stimulierung der Aktivitat der Interlipid-Gal.transferasen durch den internen pH
der Chloroplasten zuriickzufiihren sein. Bei photosynthetischem Elektronentransport
ist das Stroma alkalisch. Die pH-Schwankung in unbelichteten Chloroplasten kann
in vivo wie in vitro ausreichen, die Interlipid-Gal.transferasen zu aktivieren, die die
Homologen DGD, TGD und TeGD bilden. Oben ist bereits diskutiert worden, dass
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- +63p DKL +

(e

+63p

DKL +
b

—

WWMJ\,N\W\ A +G3p
DKL +

Abb. 11.3: (*C)Gal-Inkorporation in die Galaktolipide bei Inkubation isolierter, Percoll-

D.grad.-gereinigter Chloroplasten des Spinats mit UDP-('4C)Gal im Licht mit (+ G3P) und

ohne Glycerin-3-phosphat im Inkubationsmedium (-) oder im Dunkeln mit Glycerinphosphat

im Medium (DKL +)

AgNO3-DC des gereinigten MGD:

a) Autoradiogramm, b) Scans der DC-Platte, ¢) Scans der DC-Platte der AgNO3-DC des
gereinigten ('4C)DGD.
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dies moglicherweise unabhangig vom Gal-Donator UDP-Gal in/an der Innenseite
der inneren Hillmembran geschieht.

Dem gegeniiber mag im Licht die MGD- und DGD-Synthese durch UDP-Gal:DG
bzw. MGD Galaktosyltransferasen tiberwiegen, und das Hauptsyntheseprodukt ist
MGD. Im Dunkeln werden nur hexaene MGD-Spezies gebildet. Ebenfalls fast aus-
schlieBlich hexaene MGD wurden bei den in vitro Inkubationen isolierter Envelopes
registriert. Daraus kann man schlief3en,

a) dass die UDP-Gal:DG Galaktosyltransferase auch im Dunkeln aktiv ist (auch
eine Voraussetzung dafiir, dass Interlipid-Gal.transferasen ein radioaktives Substrat
umsetzen kdnnen);

b) dass ein hexaener DG-Pool, der in bei pH 7,6 isolierten Envelopes grof3 ist
und auch in isolierten Chloroplasten existiert, moglicherweise aus den Reaktionen
der Interlipid-Gal.transferasen hervorgeht.

Tab. 11.2: (*C)-Inkorporation in die Lipide bei Inkubation isolierter, intakter Chloroplasten
des Spinats mit (14C)—Acetat

Schnelle Chloroplasten wurden unter verschiedenen Lichtbedingungen (Beleuchtung = L,
Dunkelheit = Dkl) und unter Zusatz von Bikarbonat (nicht a)), Glycerin-3-phosphat und UDP-
Gal (nicht b)1)) 75 Min. lang bei ca. 20° C in der Warburg-Apparatur inkubiert (Tab. 2.1 s.
2.2.3.6./7.). Die Fettsduren Cjg4.3 und Cig.9 wurden nicht radioaktiv markiert.

| Markierung der Komponenten
10%d
mgc‘;l'[" Fs DG MGD
a) + UDP-Gal +L na. + - +
by 1 - +L 1,2 + - -
2 + UDP-Gal +L 37 + - +

3 + UDP-Gal + DKL 0,7 - - -

11 Radioaktivitit der Fettsduren in der Fraktion
der freien Fettsduren (Fs) und im MGD in % von
der Totalaktivitit in den Fs in den einzelnen Fraktionen
Ciao0 Ciso Cie1 Cis2 Cis1 Cisa2 Cig:3

a)

MGD 5 63 9 3 15 5 0
Lyso-MGD tr 81 19 0 0 0 0
Fs 11 41 0 0 49 ? 0
b)

) FS 27 45 0 0 28 ? 0
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Oligoene DG-Spezies stehen offensichtlich nur bei Belichtung der Chloroplasten
zur MGD-Synthese zur Verfligung, wenn diese aus de novo synthetisierten Fettsau-
ren und Glycerin-3-phosphat neu gebildet werden kénnen. Der interne Glycerin-3-
phosphat-Pool der Chloroplasten scheint klein, aber doch vorhanden zu sein. Fehlt
namlich Glycerinphosphat im Inkubationsmedium, ist der Anteil der oligoenen Spezi-
es von den synthetisierten MGD-Molekllen geringer, d.h., die de novo Synthese des
Diglycerids kann nicht im optimalen Umfang ablaufen.

Die Bildung des hexaenen DGD unter allen gegebenen Bedingungen spricht
zunéchst dafir, dass hauptsachlich praexistierendes, hexaenes MGD galaktosyliert
wurde, wie dies Reaktion Il in Abb. 8.7 andeutet. Dieser Umstand kann aber auch
anders interpretiert werden (s.0.).

Bei (*C)-Acetat-Inkubationen der Chloroplasten wurde im wesentlichen Cig.0
und C1g.1 positionsspezifisch im MGD markiert. Das de novo synthetisierte, oligoene
DG mag daher auch hier Cig.1/ Ci6:0-DG sein, das sich nicht anhauft (Tab. 11.2),
sondern sogleich zu MGD umgesetzt wird, wenn UDP-Gal zur Verfligung steht (88).
Fehlte UDP-Gal in anderen Experimenten, akkumulierte dieses radioaktive Vorlaufer-
Molekdl (88, 112, 121, 146). Wie das AgNO3-DC-Muster des radioaktiven MGD
zeigt (Abb. 11.3), tritt das gebildete, monoene MGD wie in Blattern in die diskutierte
Desaturierungs- und Elongationssequenz ein. Es gelang leider nicht, in Pulse-Chase-
Experimenten dies Uberzeugend zu demonstrieren (Tab. 2.1 s. 2.2.3.5.).

Die markierten Fettsduren Cig.1, Ci6.2 Und Cig:» treten nur im MGD auf, aber nicht
in der Fraktion der freien Fettséduren. Dies kann bedeuten, dass die Desaturierung
der Fettsauren hauptséachlich in Relation zum Galaktolipid ablauft. Daher sind die
Fehlversuche (166, 185), die Di- und Triens&uren in isolierten Chloroplasten radioak-
tiv zu markieren, nicht auf fehlende mikrosomale Desaturase- und Tragersysteme
der Fettsduredesaturierung zuritickzufiihren, sondern auf unphysiologische Inkubati-
onsbedingungen, die es den Chloroplasten nicht erlaubten, Lipidsubstrate fir die
Desaturierung herzustellen. Die Inkubationsversuche mit Percoll-D.grad.-gereinigten
Chloroplasten zeigen dagegen, dass Chloroplasten unabhéngig von mikrosomalen
Systemen und Donatoren oligoene wie akkumulierende hexaene MGD-Spezies selb-
standig synthetisieren kénnen, wenn UDP-Gal im Inkubationsmedium vorhanden ist.
Die zuvor diskutierte und bereits eingeschrankte Funktion des PC als Donator von
14C15.1 oder 1-(1*C)-Oleoylglycerin erscheint ohnehin paradox, da kiirzlich erneut
demonstriert wurde, dass Ci¢ und Cig-Fettsduren méglicherweise ausschlieBlich in
Chloroplasten de novo synthetisiert werden (185), und Oleoylglycerin ein Intermediat
der Galaktolipid-de novo Synthese in Envelopes ist, das von Chloroplasten allein
hergestellt werden kann (88).

Hexaenes DG muss daher kein priméares Syntheseprodukt sein, sondern kénnte
durch die Interlipid-Gal.transferase-Reaktionen aus desaturiertem MGD entstehen
und in die de novo Synthesesequenz der GL eintreten. Dieser Sekundarkreislauf
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kann, wie die deutliche Markierung hexaener MGD-Spezies zeigt, das Bild der MGD-
(und DGD-) de novo Synthese und -Desaturierung verfélschen. Der Umfang dieser
Verschleierung mag von der aktuellen de novo Syntheserate des oligoenen DG und
der Pool-GréBe des hexaenen DG, d.h. der Aktivitat der Interlipid-Gal.transferasen,
abhangen.

Die Chloroplastenlipide SQD, PG und PC wurden bei (14C)-Acetat-Inkubationen
nicht radioaktiv markiert im Gegensatz zu anderen Experimenten (112, 121, 146).
32p wurde bei Inkubationen mit 32PO3~ nicht in Phospholipide eingelagert (Tab. 2.1
s.2.2.3.8.).
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11.2 Markierung des SQD isolierter Chloroplasten

35
SQD
deacyliert

i

/
P

_
S

Abb. 11.4: DC des in vitro radioaktiv
markierten SQD vor (oben), nach Lipase-
Spaltung (Mitte) und nach Verseifung mit
Natriummethylat (unten) in LM 17

Schnelle Chloroplasten des Spinats wurden
1 h lang mit 32P02_ inkubiert. Die Suspen-
sion wurde vor der Extraktion {iber Sucrose-
D.grad.-Zentrifugation fraktioniert (Tab. 2.1

s.2.2.3.8)).

Schnelle wie Percoll-D.grad.-gereinigte
Chloroplasten des Spinats inkorporierten
32p aus PO~ bei Belichtung in eine
einzige Lipidkomponente, die sich dinn-
schichtchromatographisch wie SQD ver-
hélt. Das Lipid war durch Lipase und
Alkali spaltbar und aufgrund der DC-
Charakteristika der Spaltprodukte (Abb.
11.4) als SQD angesprochen worden.
Das markierte Lipid befindet sich in En-
velopes und Thylakoiden (Tab. 2.1 s.
2.2.3.8)(74). Die Silbernitratchromatogra-
phie des 3SQD weist vier Spezies aus
(Abb. 8.13 k), die schon bei in vivo
Markierung des Lipids feststellbar waren;
es handelt sich moglicherweise um die
Spezies Ci6:0/Ci6:0, C18:1/Ci6:0, C18:2/Ci6:0
und 1C;g.3/Ci6:0- Eine mdogliche Lipid-
gekoppelte Desaturierung wurde oben be-
reits diskutiert. Die Versuche, in einem
Pulse-Chase-Experiment die Desaturie-
rung der monoenen Spezies nachzuwei-
sen, fihrten zu keinem Gberzeugenden Er-
gebnis. Die Spezies scheinen schon nach
5 - 10 minGtiger Inkubation in einem Ver-
héltnis zueinander radioaktiv zu sein, das
sich nicht mehr wesentlich &ndert. Dies
ist mdglicherweise darauf zurlickzufiihren,
dass der Chloroplast schnell einen Uber-

schuss von 32P0;~ aufnimmt (Abb. 63). Auch in anderen in vivo Experimenten
konnte nur ein stationares Markierungsmuster registriert werden (77). Im Gegensatz
dazu stehen die oben geschilderten Ergebnisse der in vivo Experimente (Abb. 8.13).

Die Aufnahme des Sulfats und die Inkorporationsrate kdnnen durch Beeinflus-
sung der Sulfat- (118) und Phosphat- (81) -Translokatoren mit Glycerin-3-phosphat
und Phosphat manipuliert werden. In Gegenwart von Glycerin-3-phosphat scheint
die Syntheserate oligoener Spezies gréBer zu sein.

Die Inkubationsversuche zeigen: Isolierte, physiologisch intakte Chloroplasten
inkorporieren 32P aus 32P0§[ in SQD unabhangig von mikrosomalen Systemen.
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Dabei wird ein Spektrum von Spezies radioaktiv markiert, das dem des in vitro mar-
kierten (14C)SQD aus Blattern, Chloroplasten-, Thylakoid- und Envelopefraktionen
ahnelt. Damit wird die Vermutung, dass Lipide, die einen gewissen Anteil ihrer Cig

Fettsauren in der C-2-Position tragen, in Chloroplasten synthetisiert werden (s.o.),
fir ein weiteres Lipid bestétigt.

S 400 405
g Total 2
2 300 /7%~ sap| 30 &
N d, o
e / =
£ 2004 20 g
s / <
© 4
100. / L0
7
/S

. ——
10 26 30 Min

Abb. 11.5: 33S-Inkorporation in das SQD
bei Inkubation intakter, Percoll-D.grad.-
gereinigter Chloroplasten des Spinats mit
2P0}~ (Tab. 2.15.2.2.3.11)

Linke Ordinate: Radioaktivitit im Lipidex-
trakt der einmal gewaschen Clp (die aus dem
Ansatz entnommenen Aliquote wurden in
10 ml vorgelegtes Suspensionsmedium pi-
pettiert und sofort 1 Min. lang bei 100 %
Drehzahl auf der Hettich-Rotixa/K zentri-
fugiert, die Uberstiinde dekantiert und die
Sedimente extrahiert).

Rechte Ordinate: Radioaktivitit im DC-
gereinigten SQD.
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Anhang A: Zusammenfassung

Die Acyllipide der Chloroplasten aus Ci¢.3-Pflanzen kénnen in zwei Gruppen einge-
teilt werden: Die Glykolipide MGD, DGD, SQD und das Phospholipid PG einerseits
sowie Lecithin andererseits. Charakteristika der ersten Gruppe sind:

B Das z. T. ausschlieBliche Vorkommen von Ci4-Fettsduren in der C2-Position
des Glycerinbausteins.

B Die positionsspezifische Markierung der Fettsduren bei kurzen Inkubatio-
nen ganzer Blatter, photosynthetisch aktiver Gewebekulturen des Tabaks
und isolierter Chloroplasten mit '*C0O, oder 4C-Acetat. Dabei werden '*Cg-
ungeséttigte Fs nahezu ausschlieBlich in der C-1-, 14Cy4-Fs tberwiegend
in der C-2-Position verestert. Abgesehen von der Fettsdurezusammenset-
zung unterscheiden sich damit die Galaktolipide aus Ci¢.3-Pflanzen wesentlich
von denen aus Cjg.3-Pflanzen, in denen die Fettsduren in beiden Positionen
symmetrisch radioaktiv markiert werden.

B Die schnelle Inkorporation von '“C in die Linolenséure der C-1-Position.

Demgegentiber stehen die Phospholipide PC und PE, deren Palmitinsaure allein
in der C-1-Position vorkommt und nur dort radioaktiv markiert wird. Ungesattigte
14, s-Fettsduren besetzen beide Positionen. Die C;s.3 des PC zeichnet sich durch
langsame ('*C)-Inkorporation aus.

Sind in einem Cj¢4.3-Gewebe wie den griinen Zellkulturen des Tabaks typische
Komponenten der Chloroplasten stark reduziert (Gehalt des MGD, SQD, der 3-trans-
Hexadecensaure des PG und der Hexadecatriensdure des MGD), so bleiben die
genannten Charakteristika der C4.3-Pflanzen doch weitgehend erhalten.

Die Charakteristika der ersten Lipidgruppe, die auch fir prokaryonte Algen
typisch sind, legen die Vermutung nahe, dass die Galaktolipide, SQD und PG in
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den Chloroplasten synthetisiert werden. Der Nachweis dafiir gelang jedoch nur
fur die Biosynthese der Galaktolipide und des SQD in isolierten, Percoll-D.grad.-
gereinigten, physiologisch intakten Chloroplasten des Spinats. Sie ist unabhangig
von cytoplasmatischen Lipid-Prekursoren oder Desaturasesystemen und bedarf nur
der Faktoren sn-Glycerin-3-phosphat, UDP-Gal und - im Falle der Inkorporation von
338 aus 507~ in das SQD - Licht.

Die in vivo wie in vitro gebildeten Glykolipide und PG des Chloroplasten gehen
aus einer de novo Synthese des uniformen DG-Bausteins sn-1-Oleoyl-2-palmitoyl-
glycerin hervor. Umgewandelt in das monoene Lipid entstehen daraus die Spezies,
die in den Membranen der Chloroplasten strukturelle und funktionelle Komponenten
darstellen. Dies sind, wie die massenspektroskopischen Analysen und Positionsana-
lysen der Lipide aus isolierten Envelopes zeigen, die Spezies

c—118:3 18:3 18:3 18:3
c-2 16:3_MGD’ 16:0_DGD’ 16:0_SQD’ 3—tr—16:1

PG.

Als verantwortlich furr die Herstellung dieser Lipid-spezifischen Fettsduremuster
wird die Lipid-gekoppelte Desaturierung diskutiert. Dabei kdnnten Cis-Desaturasen
die Olsaure aller genannten Lipide umsetzen, C|¢-Desaturasen sind jedoch spe-
zifisch fir MGD und PG. Bei der Synthese der Fettsdurekombinationen hexaener
Spezies

Cc—-118:3 18:3

c-2 18:3_MGD’ 18:3

—DGD,

spielt die Desaturierung und Elongation der Palmitinsaure in Relation zur C-2-
Position des MGD eine zentrale Rolle.

Dieses Modell der Lipid-gekoppelten Desaturierung und Elongation der Fett-
sauren bringt auf einfachste Weise die spezifischen Fettsduremuster der Lipide
zustande; insbesondere erklért es auch die charakteristischen Unterschiede der
Galaktolipide, die schon in den Hillmembranen des Chloroplasten vorhanden sind.
Desaturierung und Elongation sollten in Envelopes und Thylakoiden in gleicher
Weise ablaufen. Die Kapazitat zur umfassenden Galaktolipidsynthese ist jedoch in
den Envelopes konzentriert.

Es wird ein Multienzymkomplex diskutiert, der in diesem Membransystem lokali-
siert sein soll und der die de novo Synthese oligoener DG-, MGD- und DGD-Spezies
sowie Desaturierung und Elongation der Fettsduren der Galaktolipide katalysiert.

Die oligoenen Lipidspezies bleiben an diesen Komplex gebunden; sie vermischen
sich nicht mit und entweichen nicht in die existierenden hexaenen Lipid-Pools der
Membran-Bilayer. Drei Reaktionen konkurrieren um de novo synthetisiertes MGD:
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Transport, Desaturierung und Galaktosylierung. Wahrend MGD-gekoppelte Cig-
Desaturasen und -Elongasen Cig.x/Ci3.x-MGD-Spezies bilden, mégen die MGD-
Molekdle fir die Galaktosyltransferase unerreichbar sein.

UDP-Gal:DG bzw. MGD Galaktosyltransferasen kénnten an der Au3enseite der
inneren Envelopemembran oligoenes DG und MGD galaktosylieren, wahrend Inter-
lipid-Gal.transferasen unabhangig von UDP-Gal auf der Innenseite jene Ci3.x/C13.x-
und insbesondere Cig.3/C13.3-MGD-Spezies umsetzen kénnten, die das MGD-gekop-
pelte Desaturasen- und Elongasensystem verlassen. Beide Galaktosyltransferasen-
Typen seien dem Multienzymkomplex zugehérig. Das bei der Interlipid-Gal.trans-
ferase-Reaktion entstandene hexaene DG, das einen gro3en Pool in bei pH 7,6
isolierten Envelopes reprasentiert, wirde daher kein primares Syntheseprodukt dar-
stellen; es kann in die de novo Synthesesequenz der Galaktolipide erneut eintreten.
Oligoene Lipidspezies werden nur bei Belichtung der Blatter oder der isolierten
Chloroplasten gebildet, wahrend sinkender pH des Stromas bei Dunkelheit die
Interlipid-Gal.transferasen und damit die Synthese hexaener Spezies stimulieren
kénnte. Ein allgemeines Charakteristikum der Galaktosyliransferasen ist die Unspe-
zifitét in Bezug auf das Fettsduremuster des Lipidsubstrates.

Prekursoren, die aus mikrosomalem PC abgespalten méglicherweise der Galak-
tolipidsynthese in den Chloroplasten dienen kénnten, sind Oleat und Oleoylglycerin;
sie kénnen aber in isolierten, D.grad.-gereinigten Chloroplasten unabhangig von
extraplastidaren Systemen synthetisiert werden. Ein wesentlicher Beitrag der PC-
Bausteine zur Galaktolipidsynthese in C¢.3-Pflanzen ist daher ausgeschlossen. Dies
bestatigt die Glykolipidsynthese durch gereinigte, physiologisch intakte Chloroplas-
ten.

Evidenz fUr diese Aussagen bieten folgende Experimente und Analysen:

B Qualitative und quantitative Bestimmung der Acyllipide und Untersuchung
ihrer Fettsdurezusammensetzung einschlieBlich Positionsanalyse aus Blattern,
photosynthetisch aktiven und heterotrophen Gewebekulturen des Tabaks und
aus isolierten Envelopes des Spinats

B Massenspektroskopische Analyse der Acyllipide isolierter Envelopes des Spi-
nats

B Kinetik der ("*C)-Inkorporation in die Fettsauren der Acyllipide in jungen Blatter
des Kerbels, des Spinats und von Chenopodium (155)

B Analyse der positionsspezifischen, radioaktiven Markierung der Fettsduren
nach kurzzeitigen Inkubationen ganzer Blatter, der photosynthetisch aktiven
Gewebekulturen des Tabaks, der isolierten Chloroplasten des Spinats und
der Blaualgen NNostoc und Anabaena mit den Prekursoren (14C0,) und
("*C)-Acetat in den Acyllipiden aus isolierten Thylakoiden des Spinats, den
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Galaktolipiden aus jungen Blattern des Kerbels, des Spinats und der Erbse,
des PC aus jungen Bléattern der Erbse, des MGD und PG aus Nostoc und
Anabaena, des MGD aus isolierten Chloroplasten

Silbernitratchromatographie des in vitro mit dem Prekursor UDP-Gal markier-
ten MGD aus isolierten Envelopes und aus Chloroplasten des Spinats sowie
der anderen, markierten Galaktolipide aus isolierten Envelopes

Silbernitratchromatographie der in vivo markierten Acyllipide MGD, SQD, DGD,
PG und PC aus Blattern, Chloroplasten-, Thylakoid- und Envelopefraktionen
des Spinats

Hydrolyse der durch Silbernitratchromatographie separierten, in vivo mar-
kierten Lipidspezies aus den Fraktionen der Chloroplasten, Thylakoide und
Envelopes des Spinats

Methylierungsanalyse der durch AgNO3-DC separierten (14C)DGD-Spezies
aus Envelope- und Thylakoidfraktionen des Spinats

Methylierungsanalyse der in vitro markierten Galaktolipide aus isolierten En-
velopes des Spinats

Identifikation der MGD- und DGD-Spezies durch Cochromatographie von
Referenzspezies (AgN03-DC) und RGC der Fsme aus den Spezies des MGD
und PG aus Envelope- und Thylakoidfraktionen (in vivo Markierungen)

Chemische a-Oxidation der Fettsauren der separierten, in vivo markierten,
oligoenen MGD-Spezies aus isolierten Thylakoiden des Spinats

35 SInkorporation aus 35SO4* in SQD durch isolierte Chloroplasten des Spinats
Silbernitratchromatographie des in vitro markierten SQD

In vitro Galaktosylierung definierter MGD-Spezies durch einen Acetonpulver-
Extrakt aus jungen Erbsen

Auf der Grundlage dieser Analysen wurde die Lipidgenese in den Chloroplas-
ten héherer Pflanzen diskutiert. Dennoch bleiben Fragen offen, z. B. die Herkunft
der DGD-Spezies Ci6.0/C13.3. Weiterflihrende Experimente sollten die Proportionen
und die Regulation der Aktivitat der UDP-Gal:DG bzw. Galaktolipid Galaktosyltrans-
ferasen und der Interlipid-Galaktosyltransferasen in vivo und den Transport der im
Envelope gebildeten Lipide untersuchen. Zur weiteren Bearbeitung des Modells der
Lipid-gekoppelten Desaturierung und Elongation der Fettsauren sollten andere Wege
gesucht werden. Ein solcher, neuer experimenteller Ansatzpunkt ist der Versuch der
in vivo Desaturierung eines MGD-Ather-Analogons.
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Anhang B: Verzeichnisse

Abkiirzungen und Zeichen

AGP
ANS
APE
ATP
BPA
Chl
Clp
CoA
cpm
DC
DG
DGD
D.grad.
DPG
dpm

Acyl Carrier Protein
Anilinnaphthalinsulfonsaure,0,2 %ige Lésung (MeOH)
N-Acy1-Phosphatidylathanolamin
Adenosintriphosphat
Bis-Phosphatidsaure
Chlorophyll, Chlorophyligehalt
Chloroplasten

Coenzym A

Zé&hlrate: Impulse pro Minute
Diinnschichtchromatographie
Diglycerid
Digalaktosyldiacylglycerin
Dichtegradient
Diphosphatidylglycerin
Zerfallsrate: Zerfélle pro Minute

EMD-IT 5914 Herbizid (5-Dimethylamino-methylen-2-oxo-4-phenyl-2,5-

ER
FeCy
Fs
Fsme
Gal
GC
GL

dihydrofuran-carbonitril-(3)
Endoplasmatisches Reticulum
Ferricyanid

Fettsdure(n)
Fettsduremethylester
Galaktose
Gaschromatographie
Galaktolipid
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Glu
HEPES
h

LM
LSC
Me
MeOH
MES
MGD
Ms
n.a.
NL
PA
PL
PE
PG

Pl

Pi

PP,
RGC
s

SG
SQD
TeGD
TG
TGD
tr, TR
Tricin
Tris
UDP
UDP-Gal

X
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Glucose
4-(2-Hydroxyathyl)-1-piperazinathansulfonsdure
Stunde(n)

Laufmittel fir die Dinnschichtchromatographie
Flussigkeitszintillationszahlung
Methylrest

Methanol
2-(N-Morpholino)-&athansulfonsaure
Monogalaktosyldiacylglycerin
Massenspektroskopie

nicht analysiert, nicht bestimmt
Neutrallipid(e)

Phosphatidsaure
Phosphatidylcholin
Phosphatidylathanolamin
Phosphatidylglycerin
Phosphatidylinositol

Phosphat

Pyrophosphat
Radiogaschromatographie, -chromatogram
Standardabweichung

Sterylglycosid
Sulfoquinovosyldiacylglycerin
Tetragalaktosyldiacylglycerin
Triglycerid
Trigalaktosyldiacylglycerin

Trace, Anteil kleiner als 0,5 %
N-Tris-(Hydroxymethyl)-methylglycin
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Uridindiphosphat
Uridindiphosphogalaktose
Arithmetisches Mittel, Mittelwert



Die Kiirzel bezeichnen, wenn nicht anders angegeben, die Fettsduren mit Dop-
pelbindungen in den Positionen:

Kurzel Fettsaure Position

Ci6:0 Palmitinséure -

Ci6:1 Hexadecenséaure A7 cis
3—tr—Cjs1 Hexadecensaure A 3 trans

Cig:2 Hexadecadiensaure A 7,10 all cis
Cie6:3 Hexadecatriensaure A 7,10, 13 all cis
Cis.0 Stearinsaure -

Cig1 Olsaure A 9cis

Cig2 Linolsaure A 9,12 all cis
Cis:3 Linolenséaure A 9,12, 15 all cis

Bei der Schreibweise von Lipidspezies, z.B. Ci3.1/Cj¢.0 DGD, reprasentiert die
erstgenannte Fettsdure die in der C-1-Position, die zweitgenannte die in der C-2-
Position des Glycerinbausteins veresterte Fettsdure. Wenn die Kombination in einer
molekularen Spezies nicht festgelegt ist oder nicht bestimmt wurde, werden die
Fettsduren durch Bindestrich getrennt, z.B. Cig.1-Ci6.0 DGD.
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