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Lipidpartikel der Zelle - nur Speicherkompartimente?

Lipid Particles of the Cell - only Storage Compartments?

In allen eukaryotischen Zellen werden Neutrallipide -hauptsach-
lich Triglyceride und Sterylester- in so genannten Lipidpartikeln
(LP) gespeichert. Die Neutrallipide bilden dabei einen hydropho-
ben Kern, der von einer Phospholipidmonoschicht umgeben ist,

in welche wenige Proteine eingebettet sind (Abb. 1). Die in LP
gespeicherten Neutrallipide dienen der Zelle als Energiereser-

ven und/oder als ,Lager” fir Molekdle, die fur den Aufbau von
Membranlipiden benotigt werden. Urspringlich nahm man an,
dass LP ausschlief3lich der Lipidspeicherung dienen. Dieses Bild
musste jedoch korrigiert werden, da inzwischen eine Vielzahl der
LP-Proteine als aktive Teilnehmer am Lipidstoffwechsel identifiziert
werden konnten.

Schon wahrend meiner Dissertation beschéftigte ich mich mit

der Charakterisierung der LP der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae, einem beliebten Modellorganismus in der Grundlagen-
forschung. Bei der Analyse des LP-Proteoms der Hefe wurden die
Hauptproteine dieses Kompartiments identifiziert'. Unter diesen
Proteinen befanden sich eine Reihe bereits charakterisierter
Enzyme aber auch solche mit unbekannter Funktion. Da alle bereits
charakterisierten LP-Proteine am Lipidstoffwechsel beteiligt waren,
legte dies nahe, dass auch die uncharakterisierten Proteine dieses
Kompartiments eine Rolle im Lipidmetabolismus spielen. Eines die-
ser uncharakterisierten Proteine konnte ich als 1-Acyldihydroxya-
cetonphosphate Reduktase identifizieren?. Dieses Enzym ist an der
Biosynthese von Phosphatidsdure beteiligt, einem Schiisselmolekl
fir die Synthese aller Glycerophospholipide (Membranlipide).

Die Deletion eines anderen uncharakterisierten LP-Proteins fuhrte
zu einem stark erhohten Triglyceridgehalt in der Mutante verg-
lichen mit einem Wildtypstamm. Biochemische Analysen zeigten,
dass dieses Polypeptid, genannt Tgl3p, eine Triglyceridlipase ist?,
d.h. ein Enzym, das Triglyceride abbaut. Tgl3p war das erste Enzym
dieser Art, welches in Hefe identifiziert werden konnte. Inzwischen
habe ich noch zwei weitere LP-Proteine, Tgl4p und Tgl5p, als Tri-
glyceridlipasen identifiziert*. Die drei Triglyceridlipasen unterscheiden
sich zum Teil in ihren Fettsaurespezifitaten und decken gemeinsam
ein breites Substratspektrum ab. Diese Hefe-Lipasen sind zueinan-
der homolog und bilden eine Lipase-Familie, welche inzwischen mit
Triglyceridlipasen aus Saugetierzellen, der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster und der Pflanze Arabidopsis thaliana erganzt wurde.
Einen weiteren Schwerpunkt meiner Forschung stellt die Cha-
rakterisierung der LP der Hefe Yarrowia lipolytica dar. Diese Hefe
wird auf Grund ihrer Fahigkeit grof3e Mengen an Triglyceriden zu
speichern in industriellen Prozessen zur Einzeller-Ol-Produktion
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Abb. 1: Strukurmodell der Lipidpartikel. Der hydrophobe Neutrallipidkern ist von einer Phospholipidmo-
noschicht umgeben, in welche wenige Proteine eingelagert sind.
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eingesetzt. Obwohl Triglyceride in LP gespeichert werden, war nur
wenig Uber dieses Kompartiment in Yarrowia lipolytica bekannt.
Die Analyse der LP dieser Hefe umfasste die Bestimmung der Gro-
l3e, der Lipidzusammensetzung und des Proteoms unter verschie-
denen Wachstumsbedingungen®. Es zeigte sich, dass ein Grofteil
der Proteine der LP von Yarrowia lipolytica homolog zu jenen des
LP-Proteoms von Saccharomyces cerevisiae ist, und weiters, dass
die Zusammensetzung der LP durch das Ndhrmedium beeinflusst
werden kann. Dieses Wissen kann in Zukunft einer besseren Nut-
zung dieser Hefe in industriellen Prozessen dienen.
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Abb. 2: Die Triglyceridlipase Tgl4p lokalisiert auf Lipidpartikeln. Ein Fusionsprotein von Tgl4p mit einem
grin fluoreszierenden Protein (GFP) befindet sich auf Lipidpartikeln (LP) wie durch gleichzeitige
Farbung mit dem lipophilen Farbstoff Nile Red (NR), der spezifisch Lipidpartikel anférbt, gezeigt ist. In
der Mitte ist die entsprechende Hefezelle im Durchlicht abgebildet (DIC). BalkengréRe: 5 um.
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During the last decade, the methylotrophic yeast, Pichia pastoris,
has become a major eukaryotic host for recombinant protein
production in both academic and industrial research. Up to now
the expression of more than 500 proteins has been reported. One
major reason for the success of this yeast as an expression system
is the inducible promoter of its alcohol oxidase | (AOX1) gene. Its
key features include an exceptional expression strength as well as
a very strong glucose repression.

By computational sequence analysis | identified several putative
cis-acting elements within the AOX1 promoter sequence. Based
on this sequence analyses, we performed deletion studies and
identified both, positively and negatively acting promoter ele-
ments. Consequently, these elements were tested by adding them
to basal promoter elements and finally they were rearranged to
generate synthetic and hybrid promoter libraries with different
expression levels and regulation patterns.

This particular promoter library can be used to adapt promoter
regulation and strength for recombinant protein production and
moreover represents a novel toolbox for fine-tuning genetic cont-
rol of genes used for metabolic engineering.



