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Abkürzungsverzeichnis 

A. ostoyae Dunkler Hallimasch (Armillaria ostoyae) 

DAG  Diacylglycerol 

E.C. Enzyme Commission number 

E. coli                  Escherichia coli   

PA                    Phosphatidsäure; phosphatidic acid 

PAF                     Plättchenaktivierender Faktor  

PC Phosphatidylcholin 

PE                   Phosphatidylethanolamin 

PLA               Phospholipase A 

PLA1           Phospholipase A1 

PLA2          Phospholipase A2 

PLB   Phospholipase B 

PLC      Phospholipase C 

PLD                Phospholipase D 

sn stereospecific numbering     

vH Hydrolysegeschwindigkeit 

vT Transphosphatidylierungsgeschwindigkeit 

 

Standardabkürzungen für Aminosäurereste: 

 

D Asparaginsäure 

H Histidin 

K  Lysin 

S Serin                  
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Kapitel 1 

 

Einleitung und Zielstellung 

 

Phospholipide bilden die ubiquitär vorkommenden Hauptbestandteile biologischer 

Membranen und besitzen vielfältige Anwendungen in der Forschung und der Lebensmittel- 

und pharmazeutischen Industrie. Ihre Herstellung auf chemischem Wege erfordert jedoch oft 

schwierige mehrstufige Synthesen. Eine Alternative stellen enzymatische Verfahren dar, in 

denen reaktions- und regiospezifische Enzyme eine Umsetzung unter milden 

Reaktionsbedingungen und unabhängig von Schutzgruppen bewirken. Insbesondere 

Phospholipasen sind zu wertvollen Werkzeugen in der präparativen Synthese von definierten 

Phospholipiden avanciert. So ermöglichen Phospholipasen D (PLDs) die Einführung 

verschiedener Kopfgruppenalkohole, während eine Entfernung oder Modifizierung von 

Fettsäure-Resten durch Phospholipasen A (PLAs) katalysiert wird. Den Vorteilen einer 

solchen enzymvermittelten Synthese steht jedoch häufig das begrenzte Substratspektrum 

der Enzyme entgegen, so dass deren Anwendbarkeit zumeist auf die Herstellung bestimmter 

Verbindungen limitiert ist. Daher besteht großes Interesse an Enzymen mit neuartigen 

Eigenschaften, wie beispielsweise einer veränderten Substratspezifität. Einerseits können 

solche Enzyme durch Verbesserung bereits bekannter Proteine gewonnen werden, indem 

durch genetische Manipulation erzeugte Enzymvarianten mit einem geeigneten Assay-

System auf entsprechende Eigenschaften selektiert werden (Screening). Alternativ ist auch 

die Auffindung völlig neuartiger Enzyme möglich, indem bisher nicht als Enzymquellen 

genutzte Organismen auf die gewünschte Aktivität untersucht werden. In der vorliegenden 

Arbeit werden ausgewählte Aspekte beider Strategien zur Gewinnung neuer Phospholipasen 

aufgegriffen.  
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Ein Teil der Studien befasst sich dabei mit der Optimierung von PLD-Enzymen. Der von PLD 

katalysierte Kopfgruppenaustausch wurde für die Reaktion von Phosphatidylcholin mit 

Ethanolamin-Derivaten  eingehend charakterisiert und zur präparativen Darstellung von 

Phospholipiden mit entsprechenden Kopfgruppen genutzt. Nachfolgend wurde ein auf dieser 

Umsetzung basierender spektroskopischer Assay entwickelt, welcher zur Selektion von 

PLDs mit hoher Austausch-Effizienz geeignet ist und zum Screening von PLD-Varianten 

dienen kann.  

Ein zweiter Teil der Arbeit war der Gewinnung neuer PLA-Enzyme gewidmet. Während vor 

allem niedere Pilze als Produzenten industriell relevanter PLAs genutzt werden, stellen auch 

die bisher kaum auf PLA-Produktion untersuchten höheren Pilze (Basidiomyceten) ein 

potentielles Reservoir derartiger Enzyme dar. Durch ein gezieltes Screening wurden 

verschiedene Basidiomyceten als PLA-Produzenten identifiziert und die durch besonders 

hohe Enzymaktivität gekennzeichnete Spezies Armillaria ostoyae zur Isolierung des 

entsprechenden Enzyms ausgewählt. Ziel der Reinigung war eine proteinchemische, 

enzymatische und funktionelle Charakterisierung der endogenen PLA-Aktivität.  
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2.1. Phospholipide – Molekularer Bau, chemische Synthese und Verwendung 

Biologische Membranen bestehen aus einem komplexen Gemisch von Lipiden, welches  

neben Glycolipiden, Sphingolipiden und Sterolen hauptsächlich Phospholipide enthält. Für 

die herausragende biologische Bedeutung der Phospholipide ist insbesondere ihre 

amphiphile Molekülstruktur verantwortlich. Die in Membranen am häufigsten auffindbaren 

Phospholipide stellen die Glycerophospholipide (Abb. 1A) dar, deren hydrophober Teil von 

einem 1,2-Diacylglycerol-Rest gebildet wird. Die sn-3-Position ist von einem geladenen 

Phosphodiester besetzt. Teil der Phosphodiester-Struktur ist ein hydrophiler 

Kopfgruppenalkohol, der eine Einteilung der in der Natur vorkommenden 

Glycerophospholipide (Abb. 1B) in verschiedene Klassen ermöglicht. 

 

 

Abb. 1. Aufbau von Glycerophospholipiden. (A) Strukturformel eines 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

phosphoesters als Beispiel eines Glycerophospholipids mit heterogener Fettsäure-Zusammensetzung. Der 

hydrophobe Diacylglycerol-(DAG)-Teil besteht aus den Acylresten (rot) und dem Glycerol-Rückgrat (grau). Die 

hydrophile Kopfgruppe wird von einem Phosphat- und einem Alkoholrest (X) gebildet. (B) Kopfgruppenalkohole 

(X) von natürlich vorkommenden zwitterionischen (Phosphatidylcholin [PC; a], Phosphatidylethanolamin [PE; b]) 

und anionischen Glycerophospholipiden (Phosphatidylglycerol [c], -L-serin [d], -inositol [e], Cardiolipin [f]).  
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Einen Sonderfall stellt Phosphatidsäure (PA) dar, die keinen Kopfgruppenalkohol besitzt     

(X = H) und daher potentiell zweifach negativ geladen ist. 

Aufgrund ihrer Struktur besitzen Phospholipide ausgezeichnete emulgierende Eigenschaften. 

Daher werden aus natürlichen Quellen wie Sojaöl gewonnene Vertreter in großem Maßstab 

in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie eingesetzt (Hernandez und Quezada, 2008). 

Zudem sind Phospholipide zur Selbstorganisation befähigt und bilden in wässrigen Medien 

spontan Liposomen oder hexagonale Phasen, die sich zur Verpackung pharmazeutischer 

Wirkstoffe eignen (Chonn und Cullis, 1995). Zur Herstellung derartiger Aggregate werden 

meist Spezies mit einheitlicher chemischer Struktur verwendet, da diese aufgrund ihrer 

festgelegten Eigenschaften den aus natürlichen Quellen isolierten Vertretern mit heterogener 

Fettsäure-Zusammensetzung überlegen sind (Ulrich, 2002). 

Eine Synthese von Phospholipiden auf rein chemischem Wege gestaltet sich aufgrund der 

Vielzahl an funktionellen Gruppen schwierig und macht den Einsatz von Schutzgruppen 

erforderlich. Ausgehend vom häufig verwendeten Edukt 1,2-Isopropyliden-sn-glycerol ist eine 

derartige Reaktionsfolge in Abbildung 2 beispielhaft dargestellt.  

 

 

 

Abb. 2. Synthese eines Phospholipids aus 1,2-Isopropyliden-sn-glycerol (nach Paltauf und Hermetter, 1994). Die 

Blockierung von Hydroxylfunktionen im Edukt und in Zwischenprodukten (3) und eine sequenzielle Abspaltung 

der entsprechenden Schutzgruppen (2, 5) ermöglicht eine regioselektive Einführung von Acyl- (1, 4) und 

Phosphorylresten (6). Kopfgruppenalkohole (XOH) mit zusätzlichen reaktionsfähigen Gruppen müssen vor 

Knüpfung der Esterbindung (8) in den entsprechenden Positionen mit Schutzgruppen derivatisiert werden. Die 

Acylreste sind rot dargestellt; R1 und R2 stellen Alkylketten unterschiedlicher Länge oder Sättigung dar. 
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Dabei ist insbesondere die Einführung von multifunktionellen Kopfgruppenalkoholen 

problematisch und an die Verwendung geschützter Derivate geknüpft, um eine selektive 

Veresterung bestimmter Hydroxylgruppen zu gewährleisten.  

Andere Synthesestrategien gehen z.B. von auf Zuckeralkoholen basierenden Edukten wie 

3,4-Isopropyliden-D-mannitol (Eibl und Woolley, 1988), von Glycerol-3-phosphat (Gupta et 

al., 1977) oder – speziell zur Gewinnung von PC – von sn-Glycero-3-phosphocholin 

(Hermetter et al., 1989) aus. Eine Alternative zu den beschriebenen Verfahren stellen 

enzymkatalysierte Synthesen dar, die im Folgenden näher vorgestellt werden. 

 

2.2. Phospholipase-vermittelte Modifizierung von Phospholipiden 

Enzymreaktionen sind durch eine hohe Reaktions-, Regio- und Stereospezifität 

gekennzeichnet, die eine Modifizierung definierter funktioneller Gruppen der jeweiligen 

Substrate ermöglicht. In enzymkatalysierten Synthesen entfällt daher die kostenintensive 

Anwendung schutzgruppen-modifizierter Edukte. Andererseits treten kaum Nebenreaktionen 

auf, wodurch eine nachfolgende Reinigung der Produkte vereinfacht wird. Einen weiteren 

Vorteil stellen die milden Reaktionsbedingungen dar, die im Fall von Phospholipiden 

unerwünschten Oxidations- oder Racemisierungsprozessen entgegenwirken. 

In der Phospholipidsynthese werden verschiedene phospholipid-spaltende Enzyme 

eingesetzt, die spezifisch bestimmte Strukturregionen des Lipids angreifen (Abb. 3). 

Phospholipasen A (PLAs) katalysieren die hydrolytische Abspaltung der Fettsäurereste und 

werden nach ihrem Angriffsort in Phospholipasen A1 (PLA1s, E.C. 3.1.1.32) oder 

Phospholipasen A2 (PLA2s, E.C. 3.1.1.4) unterschieden. Demgegenüber haben 

Phospholipasen B (PLBs, E.C. 3.1.1.5) keine ausgeprägte Präferenz für eine der 

Fettsäurepositionen und sind in der Lage, beide Acylreste des Phospholipids abzuspalten. 

Die PLA1- und PLA2-vermittelte Hydrolyse von Phospholipiden dient zur Darstellung von      

1- oder 2-Monoacylphospholipiden (D'Arrigo und Servi, 2010). Diese allgemein als   

Lysophospholipide     bezeichneten      Verbindungen     sind     vielfältig     einsetzbare    hydrophile  

2 

8 



 

 

Emulgatoren und werden daher in industriellem Maßstab produziert (Büschelberger, 2004). 

Zugleich können Lysophospholipide durch chemische Reacylierung (Abb. 3) in 

Diacylphospholipide überführt werden (Mason et al., 1981; Rosseto und Hajdu, 2005).  

Auf diesem Weg lässt sich die Fettsäure-Zusammensetzung in der sn-1- und sn-2-Position 

von Phospholipiden auf einfache Weise modulieren. Das Verfahren ist besonders zur 

Gewinnung von Phospholipiden mit definierter Fettsäurestruktur aus den in großen Mengen 

verfügbaren    Phospholipid-Spezies    natürlicher    Herkunft    geeignet.    Zusätzlich    zu    den 

 

 

Abb. 3. Nutzung von Phospholipasen zur Modifizierung von Glycerophospholipiden (nach D'Arrigo und Servi, 

1997). Am Beispiel von PC (a) ist die regiospezifische Hydrolyse von Phospholipiden durch verschiedene 

Phospholipasen gezeigt. Die Hydrolyse von Acylresten durch PLA1 oder PLA2 führt zur Entstehung von 

regioisomeren 1-Lyso- (b) oder 2-Lysophosphatidylcholinen (d), aus denen mittels chemischer Reacylierung 

fettsäure-modifizierte PC-Spezies (c, e) zugänglich sind. Analog werden Phospholipide mit veränderter 

Kopfgruppe (g) aus PA (f) gewonnen, die durch PLD-vermittelte Hydrolyse erhalten wird und mit dem 

entsprechenden Alkohol (XOH) umgesetzt werden kann (Burnett et al., 1985; Hostetler et al., 1990). Die 

modifizierten Reste sind im Endprodukt blau hervorgehoben. R1, R2 und R3 repräsentieren Alkylreste 

unterschiedlicher Kettenlänge und Sättigung. 

2 

9 



 

 

geschilderten  zweistufigen  Umsetzungen  sind PLA1- und PLA2-Enzyme in der Lage, den zu 

modifizierenden Acylrest direkt gegen die gewünschte Fettsäure auszutauschen (Adlercreutz 

et al., 2003). Diese elegante Methode erübrigt die Isolierung der teilweise zur Umlagerung 

des Acylrestes (Plückthun und Dennis, 1982) neigenden Lysophospholipide.  

Im Gegensatz zu den oben erwähnten Acylhydrolasen greifen Phospholipase C (PLC, E.C. 

3.1.4.3) und Phospholipase D (PLD, E.C. 3.1.4.4) die zentrale bzw. die terminale 

Phosphodiesterbindung von Phospholipiden an (Abb. 3). Insbesondere letztere Reaktion 

wird seit langem zur Gewinnung von PA herangezogen. Durch Verknüpfung mit 

unterschiedlichen Alkoholkomponenten können aus PA Phospholipide mit nicht natürlich 

vorkommenden Kopfgruppen generiert werden (Burnett et al., 1985; Hostetler et al., 1990). 

In Gegenwart geeigneter Alkohole sind viele PLDs befähigt, neben der Freisetzung von PA 

bevorzugt die direkte Übertragung des Phosphatidsäurerests auf geeignete Alkohole zu 

katalysieren (D'Arrigo und Servi, 1997; Ulbrich-Hofmann, 2000). 

Aufgrund der herausragenden Bedeutung von PLD- und PLA-Enzymen für biokatalytische 

Anwendungen wird im Folgenden auf beide Enzymklassen gesondert eingegangen.  

 

2.3. PLD-Enzyme  

2.3.1. Funktion und Mechanismus 

PLDs sind in der Natur ubiquitär verbreitet und wurden in Bakterien (Uesugi und Hatanaka, 

2009), Pflanzen (Wang, 2000), Hefen (Mendonsa und Engebrecht, 2009) und Säugern 

(Frohman et al., 1999) beschrieben. Sie katalysieren den intrazellulären Abbau von 

Membranphospholipiden zu PA, welche als second messenger in einer Vielzahl von 

Signaltransduktionsprozessen involviert ist (Cazzolli et al., 2006). Daher besitzen PLDs eine 

zentrale Funktion in regulierten Vorgängen wie z.B. der Vesikelfusion  (Roth, 2008), der 

Assemblierung des Cytoskeletts (Rudge und Wakelam, 2009) oder der Verarbeitung von 

abiotischem Stress (Li et al., 2009).  
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Abgesehen von einigen phosphatase-ähnlichen Enzymen mit PLD-Aktivität (Ulbrich-

Hofmann, 2003) gehören alle bekannten PLDs zur PLD-Superfamilie. Proteine dieser 

Superfamilie sind durch den Besitz von zwei sogenannten HKD-Sequenzmotiven 

gekennzeichnet (Ponting und Kerr, 1996). Diese enthalten je einen für die Katalyse 

unentbehrlichen Histidin-, Lysin- und Asparaginsäurerest und bilden zusammen das aktive 

Zentrum des Enzyms (Abb. 4A) (Leiros et al., 2000). Der Katalysezyklus (Abb. 4B) umfasst 

zwei Einzelschritte, an denen einer der oben erwähnten Histidinreste als Nucleophil beteiligt 

ist: Nach dem Angriff des Imidazol-Stickstoffs an das Phospholipid-Substrat wird unter 

Abspaltung der Kopfgruppe ein Phosphatidyl-Histidin-Intermediat gebildet, das anschließend 

hydrolytisch gespalten wird, um das Endprodukt PA freizusetzen (Leiros et al., 2004). In 

diesem zweiten Reaktionsschritt können geeignete Alkohole die Funktion des angreifenden 

Wassermoleküls übernehmen, wodurch der entsprechende Alkohol in die Kopfgruppe des 

Phospholipids eingeführt wird (Abb. 4B). Diese Umesterungsreaktion wird auch als 

Transphosphatidylierung bezeichnet. 

Neben einem katalytisch aktiven Proteinbereich besitzen eukaryontische PLDs zusätzliche 

regulatorische Domänen die entsprechenden Enzymen bakterieller Herkunft fehlen 

(Mansfeld und Ulbrich-Hofmann, 2009). Diese Strukturelemente sind für die Abhängigkeit der 

Säuger-PLDs von Phosphoinositiden (Stahelin et al., 2004) oder der pflanzlichen PLDs von 

Calcium-Ionen (Zheng et al., 2000) verantwortlich. 

 

2.3.2. Kopfgruppenaustausch durch Transphosphatidylierung 

Die PLD-katalysierte Transphosphatidylierung von Phospholipiden (2.3.1) eröffnet die 

Möglichkeit, ein breites Spektrum von Alkoholkomponenten, sogenannten 

Akzeptoralkoholen, zur Generierung artifizieller Phospholipide zu nutzen (Übersicht in 

Ulbrich-Hofmann, 2000). Als Akzeptoralkohole können gesättigte (Yang et al., 1967), 

ungesättigte (Kovatchev und Eibl, 1978) und mehrwertige (Dawson, 1967) aliphatische 

Alkohole, Phenole (Takami et al., 1994), natürliche Kopfgruppenkomponenten wie 

Ethanolamin   (Yang   et   al.,   1967),   Serin   (Comfurius   und   Zwaal,   1977)   und   myo-Ino- 
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Abb. 4. Struktur und Mechanismus von PLD-Enzymen. (A) Röntgenkristallstruktur der PLD aus Streptomyces sp. 

Stamm PMF (Leiros et al., 2000; Accession-Nr. 1V0S). Die Strukturdaten wurden der PDB-Datenbank 

(http://www.pdb.org) entnommen und mit der Software PyMol (http://www.pymol.org) visualisiert. Rot, α-Helices; 

gelb, β-Faltblatt-Elemente; grün, Loopregionen. Die an der Katalyse beteiligten Aminosäurereste H170, K172, 

D202, H448, K450 und D473 sind blau dargestellt.  (B) Katalysemechanismus der PLD aus Streptomyces sp. 

(nach Leiros et al., 2004). Durch Reaktion des nucleophilen H170 mit dem Phospholipidsubstrat – in diesem 

Beispiel PC (a) – wird ein Phosphatidyl-Imidazol (b) gebildet, das durch Hydrolyse zu PA (c) oder durch Reaktion 

mit einem Alkohol (XOH) zum Transphosphatidylierungsprodukt (d) umgewandelt wird.  
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sitol (Mandal et al., 1980), N-heterozyklische Verbindungen (Hirche et al., 1997) und 

bioaktive Substanzen wie Ascorbinsäure (Nagao et al., 1991), Tocopherol-Derivate (Koga et 

al., 1994) und 5-Fluoruridin (Shuto et al., 1995) dienen. 

In solchen Transphosphatidylierungsreaktionen verläuft die Umesterung stets in Konkurrenz 

zur unerwünschten hydrolytischen Bildung von PA. Die Ausbeute des 

Transphosphatidylierungsprodukts hängt dabei stark vom verwendeten Akzeptoralkohol, der 

Quelle der PLD und vom Reaktionsmedium ab (Hirche und Ulbrich-Hofmann, 2000). Zum 

Vergleich unterschiedlicher Umesterungsreaktionen wird entweder das Verhältnis der 

Transphosphatidylierungs- (vT) zur Hydrolysegeschwindigkeit (vH), welches als 

Transphosphatidylierungspotential (vT/vH) bezeichnet wird, oder die 

Transphosphosphatidylierungseffizienz (vT/(vT+vH)) herangezogen. In  Synthesen  werden   

insbesondere bakterielle PLDs eingesetzt, da diese nur geringe Hydrolyseaktivität zeigen 

(Ulbrich-Hofmann et al., 2005) und deshalb den traditionell verwendeten pflanzlichen 

Vertretern überlegen sind. Trotz der geringeren Effizienz tolerieren die pflanzlichen Enzyme 

jedoch größere Veränderungen im hydrophoben Teil des Lipids und können daher zur 

Transphosphatidylierung phospholipid-analoger Verbindungen angewandt werden. 

Beispielsweise wird das Enzym aus Weißkohl (Brassica oleracea var. capitata) bevorzugt in 

der Synthese der cytostatisch wirksamen Octadecylphosphoester (Aurich et al., 1997; Aurich 

et al., 2002) eingesetzt.  

Viele nah verwandte PLDs, wie z.B. zwei Isoenzyme aus Schlafmohn (Papaver somniferum) 

zeigen trotz hoher Sequenzidentität (97 %) (Lerchner et al., 2005) starke Unterschiede in der 

Transphosphatidylierung verschiedener Akzeptoralkohole (Dippe und Ulbrich-Hofmann, 

2009). Daraus ist ersichtlich, dass die biokatalytischen Eigenschaften von PLDs  von  

wenigen  Aminosäurepositionen  determiniert  werden.  Tatsächlich  läßt  sich  die  Transphos-

phatidylierungseffizienz von pflanzlichen PLDs durch einen gezielten Austausch von 

Aminosäuren steigern (Lerchner et al., 2006). Daher werden insbesondere gentechnische 

Verfahren wie die molekulare Evolution (siehe 2.5) als vielversprechende Methoden zur 

Erzeugung von PLD-Enzymen mit ausschließlicher Transphosphatidylierungsaktivität und 

breitem Substratspektrum angesehen. 
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2.4. PLA-Enzyme 

2.4.1. Vorkommen, Einteilung und Mechanismus 

PLA-Enzyme besitzen vielfältige Funktionen im Stoffwechsel von Phospholipiden (Lambeau 

und Gelb, 2008; Burke und Dennis, 2009). Neben der Metabolisierung von mit der Nahrung 

aufgenommenen Membranlipiden sind sie von zentraler Bedeutung für die intrazelluläre 

Signalverarbeitung und am tierischen Eicosanoid- (Pérez-Chacón et al., 2009) bzw. dem 

pflanzlichen Octadecanoid-Stoffwechsel (Ryu, 2004) beteiligt. Andere Vertreter bilden die 

wirksamen Bestandteile von Insekten- und Schlangengiften (Gutiérrez und Ownby, 2003).  

Ein Vergleich der Proteinsequenzen verschiedener PLA-Enzyme zeigt, dass diese eine 

heterogene Gruppe von Proteinen bilden, die auf mehrere phylogenetische Ursprünge 

zurückgeht. Enzyme mit PLA2-Aktivität wurden anhand derartiger Studien in fünf 

Hauptklassen eingeteilt (Schaloske und Dennis, 2006). Die Gruppe der in extrazellulären 

Flüssigkeiten vorkommenden sekretorischen PLA2s weist eine strikte Spezifität für die sn-2-

Position in Phospholipiden auf. Sekretorische PLA2s sind durch ein niedriges 

Molekulargewicht (14 – 18 kDa) charakterisiert. Ihre Raumstruktur (Abb. 5A) zeigt einen 

hohen Anteil an α-helikalen Strukturelementen und Disulfidverbrückung (Scott und Sigler, 

1994). Die Anwesenheit eines Ca2+-Ions im aktiven Zentrum ist essentiell für die katalytische 

Aktivität, da über das Metall-Ion ein reaktives Wassermolekül koordiniert wird. Der Angriff 

des Wassers auf die zu spaltende Esterbindung wird durch eine katalytische Diade 

ermöglicht, die aus einem Histidin- und Asparaginsäurerest besteht und im Verlauf des 

Katalysezyklus als Protonenrelais fungiert (Dijkstra et al., 1981; Yu und Dennis, 1991). 

Die vier weiteren Klassen von PLA2s, die fast ausschließlich durch intrazelluläre und 

membranständige Proteine repräsentiert werden, weisen keine Sequenzhomologie zu den 

sekretorischen Enzymen auf und unterscheiden sich demzufolge auch in ihrer Tertiärstruktur. 

Die katalytische Domäne entsprechender Enzyme besteht aus einem zentralen 

mehrsträngigen β-Faltblatt, das von α-Helices umgeben ist (Abb. 5B) (Dessen et al., 1999; 

Samanta und Bahnson, 2008). 
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Ähnliche Faltungsmotive sind auch bei anderen Enzymen mit Acylhydrolase-Aktivität wie 

PLA1s (Aoki et al., 2007), PLBs (Jones et al., 2007), Triglycerid-Lipasen und 

Carboxypeptidasen (Holmquist, 2000) zu finden, die dementsprechend zur Superfamilie der 

α/β-Hydrolasen zusammengefasst werden. Ein weiteres Merkmal solcher α/β-Hydrolasen ist 

die metallunabhängige Katalyse über ein nucleophiles Serin, das zusammen mit einer sauren 

Aminosäure (und einem Histidin) eine katalytische Diade (Triade) bildet. Bei der Hydrolyse 

einer Esterbindung durch PLA2s des α/β-Hydrolase-Typs (Abb. 6) wird der abgespaltene 

Acylrest auf das katalytische Serin transferiert. Der entstandene Serinester wird 

anschließend zur freien Fettsäure hydrolysiert.  

 

A                                         B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5. Röntgenkristallstrukturen von PLA2-Enzymen. Die Strukturdaten wurden der PDB-Datenbank 

(http://www.pdb.org) entnommen und mit der Software PyMol (http://www.pymol.org) visualisiert. Rot, α-Helices; 

gelb, β-Faltblatt-Elemente; grün, Loopregionen; orange, Disulfidbrücken. (A) Sekretorische PLA2 aus 

Schweinepankreas (Finzel et al., 1991; Accession-Nr. 4P2P). Das aktive Zentrum wird durch die Aminosäurereste 

H48 und D99 (blau) und ein gebundenes Calcium-Ion (grau) gebildet. (B) Humane Plättchenaktivierender Faktor 

(PAF)-Acetylhydrolase (Samanta und Bahnson, 2008; Accession-Nr. 3D5E). Das zur Gruppe der α/β-Hydrolasen 

gehörende Enzym besitzt eine katalytische Triade aus den Aminosäureresten S273, H351 und D296 (blau). 
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Abb. 6. Katalysemechanismus von PLA2s des α/β-Hydrolase-Typs (nach Ghosh et al., 2006). Durch Reaktion des 

reaktiven Serinrests mit dem Substrat PC (a) wird ein Acylserin (b) gebildet. Die Hydrolyse der entstandenen 

Esterbindung führt zur Freisetzung der Fettsäure (c). 

 

Die Regiospezifität vieler phospholipid-umsetzender α/β-Hydrolasen ist weniger strikt 

ausgeprägt als bei sekretorischen PLA2s. Da manche Enzyme mit PLA1- oder PLA2-Aktivität 

in geringem Maße auch die jeweils andere Fettsäure-Position angreifen (Robinson und 

Waite, 1983; Loo et al., 1997; Shinozaki and Waite, 1999), ist eine deutliche Abgrenzung zu 

den PLB-Enzymen oft schwer möglich. Zudem besitzen einige Vertreter ein breites 

Substratspektrum und sind in der Lage, neben Phospholipiden auch Lysophospholipide 

(Oishi et al., 1999; Lio und Dennis, 1998) und neutrale Glyceride (Simons et al., 1996) 

umzusetzen. 

 

2.4.2. Biokatalytische Anwendung 

Die Hydrolyse von Phospholipiden durch PLA1- und PLA2-Enzyme dient nicht nur zur 

Herstellung der korrespondierenden Lysophospholipide (2.2), sondern wird auch zur 

Raffination von Pflanzenölen genutzt. Während dieser als degumming bezeichneten 

Aufarbeitung werden die enthaltenen Phospholipide enzymatisch in Lysolipide umgewandelt, 

die leicht extrahiert werden können (Buchold, 1993). Eine Entfernung der Phospholipide ist 

für die weiterführende Veredlung der pflanzlichen Triglyceride z.B. zu Biokraftstoffen 

unerlässlich. 
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Die Abspaltung der Acylreste von Phospholipiden ist auch durch enzymatische Alkoholyse 

möglich. Bei Phospholipasen des α/β-Typs können einwertige Alkohole oder Glycerol die 

Funktion des Wassermoleküls bei der Spaltung des kovalenten Intermediats (2.4.1, Abb. 6) 

übernehmen. Als Reaktionsprodukte werden dementsprechend Fettsäurealkylester 

(Pinsirodom und Parkin, 2000) oder Monoglyceride (Hanel und Gelb, 1995) gebildet. Nach 

dem gleichen Prinzip katalysieren verschiedene PLA-Enzyme die Bildung von 

Phospholipiden aus Lysophospholipiden. In dieser Transacylase-Reaktion wird die freie 

Hydroxylgruppe eines  Lysophospholipid-Moleküls als Akzeptor für den Acylrest eines zuvor 

gespaltenen Lysophospholipids genutzt (Hirano et al., 2004). 

In formaler Umkehr der Hydrolysereaktion sind PLA-Enzyme zudem zur Veresterung von 

Lysophospholipiden mit Carbonsäuren befähigt (Pernas et al., 1990). Gemäß dem 

Massenwirkungsgesetz werden solche Reaktionen in Reaktionssystemen mit reduziertem 

Wasseranteil durchgeführt (Mingarro et al., 1994; Egger et al., 1997). Insbesondere die 

chemisch labilen polyungesättigten Fettsäuren werden auf diesem Weg in Phospholipide 

inkorporiert (Hosokawa et al., 1995). Auf einer derartigen Veresterungsreaktion basiert auch 

ein Teilschritt der Acidolyse von Phospholipiden, d.h. des direkten Austauschs eines 

Acylrests. Dabei wird das Phospholipid-Substrat zuerst hydrolytisch gespalten. Anschließend 

katalysiert das verwendete Enzym die Umsetzung des intermediären Lysophospholipids mit 

einer zugesetzten Fettsäure (Hosokawa et al, 1998). Anstelle von PLAs werden bei 

derartigen Acyltransfer-Reaktionen häufig Triglycerid-Lipasen (E.C. 3.1.1.3) eingesetzt, 

deren breites Substratspektrum auch Phospholipide umfasst. Vor allem die schwer 

zugänglichen PLA1s sind z.B. durch die sn-1,3-spezifischen Lipasen aus Rhizomucor- 

(Haraldsson und Thorarensen, 1999) oder Rhizopus-Arten (Svensson et al., 1992) ersetzbar. 

 

2.5. Gewinnung von Enzymen mit verbesserten Eigenschaften 

Der Einsatz von Enzymen in biokatalytischen Prozessen ist häufig durch die natürliche 

Reaktions- und Substratspezifität der eingesetzten Proteine limitiert. So werden 

phospholipase-vermittelte   Umesterungen   meist   durch   eine   unerwünschte   hydrolytische 
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Spaltung des Substrats begleitet (siehe 2.3.2 und 2.4.2). Zudem ist eine Einführung vieler 

artifizieller Akzeptoralkohole oder Fettsäuren in Phospholipide durch natürlich vorkommende 

PLD- oder PLA-Enzyme nicht möglich. Weitere kritische Parameter sind die geringe Aktivität 

der verwendeten Biokatalysatoren oder deren mangelnde Stabilität gegenüber thermischer 

oder chemischer Denaturierung. Insbesondere Phospholipid-Transformationen werden meist 

in wässrig-organischen Zweiphasensystemen durchgeführt (Ulbrich-Hofmann, 2000), da sich 

die Phospholipide in solchen Reaktionssystemen hauptsächlich in der organischen, 

wasserunlöslichen Phase befinden, so dass eine leichte Abtrennung der Produkte sowie eine 

Wiederverwendung der Enzymlösung gewährleistet ist. Einer derartigen Prozessführung 

steht jedoch die oftmals unzureichende Aktivität und Stabilität der Enzyme in Gegenwart 

organischer Lösungsmittel entgegen (Hudson et al., 2005). 

Aufgrund der genannten Nachteile besteht ein großes Interesse an der Auffindung von 

Enzymen mit erweiterter Substratspezifität und erhöhter Proteinstabilität. Durch gezieltes 

Sondieren (Screening) von verschiedenen Organismen nach den entsprechenden Aktivitäten 

ist es möglich, bisher nicht als Enzymproduzenten bekannte Spezies als Quelle von 

neuartigen Biokatalysatoren zu identifizieren. Besonders erfolgversprechend ist das 

Screening von Mikroorganismen wie Bakterien und Hefen. Speziell Vertreter aus Biotopen 

mit extremen Lebensbedingungen ermöglichen die Gewinnung von lipid-modifizierenden 

Enzymen, die tolerant gegenüber denaturierenden Einflüssen wie hohen Temperaturen, 

extremen pH-Werten oder Lösungsmitteln sind (Demirjian et al., 2001).  

Enzymproduzierende Mikroorganismen werden meist auf einfache Weise über das 

Wachstum auf dem jeweiligen Substrat angereichert und detektiert. Enzyme nicht 

kultivierbarer Spezies werden durch alternative Verfahren erfasst, die aus Umweltproben 

isolierte Nukleinsäuren nutzten (metagenomics; Uchiyama und Miyasaki, 2009). Potentielle 

Zielproteine werden dabei entweder auf Genebene über die Homologie zu bekannten 

Proteinen identifiziert (Kim et al., 2009) oder können nach Übertragung des genetischen 

Materials in geeignete Expressionssysteme anhand ihrer Enzymaktivität nachgewiesen 

werden (Rondon et al., 2000; Lämmle et al., 2007.) 
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Neben der Suche nach hochwertigen Enzymen natürlichen Ursprungs ist es möglich, bereits 

bekannte Vertreter durch gentechnische Veränderung, d.h. eine Mutagenese der 

entsprechenden Gensequenz, zu verbessern. Beim sogenannten rationalen Proteindesign 

wird ein gezielter Austausch einzelner oder mehrerer Aminosäurereste realisiert. Dieses 

Verfahren erfordert jedoch eine detaillierte Kenntnis der Raumstruktur des jeweiligen 

Proteins. Beim Fehlen von struktureller Information erfolgt eine Optimierung über molekulare 

Evolution, die auf Zufallsmutagenese (Labrou, 2010) oder in vitro-Rekombination homologer 

Gensequenzen (gene shuffling) (Kaur und Sharma, 2006) beruht. Beide Methoden führen 

zur Generierung einer großen Vielfalt von Nukleinsäuresequenzen. Die aus einer Expression 

dieser Sequenzen resultierenden Proteinvarianten müssen anschließend auf die 

gewünschten Eigenschaften selektiert oder gescreent werden. Ähnlich wie beim 

metagenomics-basierten Screening ist für einen solchen Analyseprozess – bedingt durch die 

Vielzahl an Einzelmessungen – ein Verfahren notwendig, das einen hohen Durchsatz (high-

throughput) von Proben gestattet. In jüngerer Zeit werden für die Optimierung von Proteinen 

zunehmend kombinatorische Techniken wie die Sättigungsmutagenese genutzt (Reetz et al., 

2009), die ein rationales Proteindesign mit molekularer Evolution verbinden. Derartige 

Ansätze ermöglichen eine Reduktion der Größe der Nukleinsäure-Bibliotheken und der damit 

verbundenen Analyseschritte (Kazlauskas und Bornscheuer, 2009). 

Zur Umwandlung der Nukleinsäure- in Proteinsequenzen werden verschiedene Strategien 

genutzt. Die Selektion von ligandenbindenden Proteinen erfolgt häufig über Ribosomen- und 

Ribonukleinsäure-Displays, die auf der in vitro-Translation an isolierten Ribosomen beruhen 

(Yan und Xu, 2006; Takahashi et al., 2003). Ebenso wie bei der Expression individueller 

Proteinvarianten auf der Oberfläche einzelner Viruspartikel (Phagen-Display) (Pande et al., 

2010) ist das Protein dabei direkt an seinen zugehörigen genetischen Informationsträger 

gekoppelt. Die Isolierung von Nukleinsäuren, die Proteinvarianten mit hoher Affinität 

kodieren, ist so leicht möglich, indem entsprechende Konstrukte auf Bindung an 

immobilisierte Liganden selektiert werden. Somit wird eine Wiederholung des Mutagenese-

Zyklus, welche zur weiteren Verbesserung der Bindungsspezifität und -affinität oftmals 

erforderlich ist, erheblich erleichtert.  
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Zur Evolution von Proteinen mit Enzymaktivität wird hingegen meist eine Expression des 

Zielproteins auf der Oberfläche oder im Cytosol von Zellen favorisiert, da aktive Varianten 

eine Selektion der Wirtszellen auf Indikatormedien ermöglichen. Häufig werden intrazelluläre 

Expressionssysteme auch zur Charakterisierung der rekombinanten Enzyme herangezogen, 

da deren Aktivität nach dem Zellaufschluß quantitativ gemessen werden kann (Leemhuis et 

al., 2009). 
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Kapitel 3 

 

Phospholipase D-catalyzed synthesis of new phospholipids 

with polar head groups 

 

publiziert in  

Chemistry and Physics of Lipids 

152 (2008), 71 – 77  

 

Einordnung der Studie in den Kontext 

In dieser Studie wurde der durch PLD katalysierte Austausch des Cholinrestes in PC gegen 

verschiedene Ethanolamin-Derivate untersucht. Die hier verwendeten Derivate leiten sich 

vom Ethanolamin durch Einführung polarer Hydroxymethyl- und Hydroxyethylreste ab. Unter 

physiologischen Bedingungen weisen sie durch eine Protonierung der Stickstoffatome eine 

positive Nettoladung auf. Während die Substituenten nicht den hydrophilen Charakter der 

verwendeten Akzeptoralkohole verändern, so beeinflussen sie jedoch deren molekulares 

Volumen. Daher können die Derivate genutzt werden, um eine Abhängigkeit der 

Transphosphatidylierungseffizienz bakterieller und pflanzlicher PLDs von sterischen 

Parametern zu sondieren. Die enzymatische Transphosphatidylierung wurde zudem zur 

präparativen Gewinnung der entsprechenden neuartigen PE-Derivate mit polaren, 

voluminösen Kopfgruppen herangezogen.  
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Phospholipase D-catalyzed synthesis of new phospholipids 

with polar head groups 

 

Abstract 

A series of new phospholipids with polar head groups have been synthesized by 

enzymatic transphosphatidylation of 1,2-dioleoyl-sn-glycerophosphocholine and identified 

by 1H NMR and MALDI-TOF-MS. The acceptor alcohols were N- or C2-substituted 

derivatives of ethanolamine (diethanolamine, triethanolamine, serinol, Tris, BisTris). 

Phospholipases D from cabbage (PLDcab) and Streptomyces sp. (PLDStr) were compared 

with respect to product yield and purity as well as the initial rates in transphosphatidylation 

and competing hydrolysis. In all reactions, PLDStr showed a remarkably higher 

transphosphatidylation activity than PLDcab. However, higher yields of the phospholipids 

with diethanolamine, triethanolamine, and serinol were obtained by PLDcab because 

PLDStr resulted in the additional formation of diphosphatidyl derivatives. In the synthesis of 

the Tris and BisTris derivatives, PLDStr was much more appropriate because voluminous 

head group alcohols (>129 Å3) are poorly converted by PLDcab. With BisTris as acceptor 

alcohol two regioisomeric forms of phosphatidyl-BisTris were obtained. 

 

Keywords: Phospholipase D; Transphosphatidylation; Ethanolamine derivatives; 

Diphosphatidyl compounds; Serinol; BisTris 
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Kapitel 4 

 

Spectrophotometric determination of phosphatidic acid  

via iron(III) complexation for assaying phospholipase D activity 

 

publiziert in  

Analytical Biochemistry 

392 (2009), 169 – 173  

 

Einordnung der Studie in den Kontext 

Zur Ermittlung der Transphosphatidylierungseffizienz verschiedener PLD-Enzyme fehlen 

bisher geeignete spektroskopische Assays, welche die von PLD katalysierte Hydrolyse- und 

Transphosphatidylierungsreaktion simultan messen. Die vorliegende Arbeit stellt einen 

Teilaspekt der Entwicklung eines solchen Assays dar. Zur Messung der Hydrolysereaktion 

wurde ein neuartiges Verfahren erarbeitet, welches - im Gegensatz zu anderen 

spektrophotometrischen Methoden - auf der quantitativen Bestimmung der entstehenden PA 

basiert. Grundlage ist die bevorzugte Bindung von Fe3+ durch PA. Die Methode ist sowohl 

zur einfachen Messung der PLD-Aktivität als auch zur Bestimmung der Spezifität von PLD-

Enzymen gegenüber Phospholipid-Substraten mit unterschiedlichen Kopfgruppen geeignet.  
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Spectrophotometric determination of phosphatidic acid  

via iron(III) complexation for assaying phospholipase D activity 

 

Abstract 

The ability of negatively charged phosphatidates to form complexes with Fe3+ ions was 

used to design a simple spectrophotometric assay for the quantitative determination of 

phosphatidic acid (PA). In the reaction with the purple iron(III)–salicylate, PA extracts Fe3+ 

ions and decreases the absorbance at 490 nm. Lower competition with salicylate for Fe3+ 

ions was observed with single negatively charged phosphatidates such as 

phosphatidylglycerol (PG), whereas neutral phosphatidates such as phosphatidylcholine 

(PC) and phosphatidylethanolamine (PE) showed no influence on the absorbance of the 

iron(III) complex. The detection limit of the method on a microplate scale was 10 µM PA. 

Based on these results, an assay for determining the activity of phospholipase D (PLD) 

toward natural phospholipids such as PC, PE, and PG was developed. In contrast to other 

spectroscopic PLD assays, this method is able to determine PLD activity toward different 

lipids or even lipid mixtures. 

 

Keywords: Hydrolysis of glycerophospholipids; Iron(III)–salicylate; Phosphatidic acid; 

Phospholipase D activity; Spectrophotometric assay 
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Kapitel 5 

 

A spectrophotometric microtiterplate assay to determine   

the transphosphatidylation potential of phospholipase D 

 

publiziert in  

The Journal of American Oil Chemists’ Society 

87 (2010), 1005 – 1011  

 

Einordnung der Studie in den Kontext 

In der vorliegenden Studie wird ein spektroskopischer Assay für die Messung der 

Transphosphatidylierungseffizienz von PLD-Enzymen beschrieben. Das Verfahren 

ermöglicht die simultane Bestimmung der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungs-

geschwindigkeiten bei der Umsetzung von PC mit Ethanolamin. Die Hydrolyse wird dabei mit 

dem in Kapitel 4 beschriebenen Verfahren quantifiziert. In Kombination mit einer 

enzymatischen Bestimmung von Cholin, welches bei beiden PLD-katalysierten Reaktionen 

freigesetzt wird, kann die Transphosphatidylierung quantitativ ermittelt werden. Das 

Verfahren ist kompatibel mit einer vorangehenden Anzucht PLD-exprimierender E. coli-

Zellen. Da alle Schritte in Mikrotiterplatten ausgeführt werden können, ist der etablierte 

Assay für high-throughput-Anwendungen geeignet und leistet damit einen wesentlichen 

Beitrag zur Gewinnung verbesserter PLD-Enzyme. 
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A spectrophotometric microtiterplate assay to determine   

the transphosphatidylation potential of phospholipase D 

 

Abstract 

In addition to the hydrolysis of the terminal phosphate ester bond in glycerophospholipids, 

phospholipases D (PLDs) are able to catalyze the exchange of the polar head group. The 

biocatalytic potential of PLDs strongly depends on the ratio of the transphosphatidylation 

to hydrolysis rate which, therefore, is an important criterion in the screening for efficient 

PLDs from natural sources or combinatorial DNA libraries. Here, we present a fast 

spectrophotometric assay that allows the determination of the rate of both hydrolysis and 

transphosphatidylation of PLD-containing solutions including cell extracts in one 

microtiterplate. The assay is based on the reaction of phosphatidylcholine solubilized in 

Triton X-100 micelles with ethanolamine and the determination of phosphatidic acid (PA) 

and choline. PA is determined via Fe(III) complexation and represents hydrolysis, while 

choline is determined by the conventional choline oxidase/peroxidase assay and yields 

the total conversion. The difference between both values corresponds to the 

transphosphatidylation product. The method is suitable for measuring reactions rates as 

well as product yields after defined time periods. As shown for E. coli cells expressing 

PLD from cabbage, the assay can be applied to extracts of cells grown and lysed in 

microtiterplates. 

 

Keywords: Cabbage; Choline oxidase;  High-throughput screening; Iron(III) salicylate; 

Phosphatidic acid; Phospholipase D; Phospholipid transformation; Poppy; Streptomyces; 

Transphosphatidylation 
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Kapitel 6 

 

Phospholipases A1 from the fungus Armillaria ostoyae 

provide insight into the substrate recognition of α/β-hydrolases 

 

Manuskript eingereicht bei  

FEBS Journal 

am 22.06.2011 

 

Einordung der Studie in den Kontext 

Obwohl bereits verschiedene industriell angewandte PLAs aus niederen Pilzen isoliert 

wurden, ist der Kenntnisstand über das Vorkommen solcher Enzyme in Großpilzen bisher 

gering. Das schnelle Wachstum - insbesondere der Pilzfruchtkörper – erfordert jedoch einen 

entsprechend schnellen Neuaufbau sowie eine Reorganisation von Membransystemen. Da 

an derartigen Prozessen mit hoher Wahrscheinlichkeit Phospholipasen beteiligt sind, stellen 

Großpilze wie die evolutionär hochentwickelten Basidienpilze (Basidiomyceten) eine 

potentielle Quelle solcher Enzyme dar. In einem Screening von Fruchtkörpern verschiedener 

Basidiomyceten (siehe Kapitel 7) wurde insbesondere im Dunklen Hallimasch (Armillaria 

ostoyae) hohe PLA-Aktivität detektiert. Die vorliegende Studie beschreibt die Isolierung von 

vier PLA-Proteinen aus A. ostoyae und deren Charakterisierung hinsichtlich ihrer 

proteinchemischen Eigenschaften und Substratspezifität. Die Präferenz der Enzyme für 

bestimmte Lipidsubstrate wird dabei im Hinblick auf deren molekularen Aufbau diskutiert. 

6 

49 



 

 

 

Phospholipases A1 from the fungus Armillaria ostoyae 

provide insight into the substrate recognition of α/β-hydrolases 

 

Abstract 

Four enzymes with phospholipase A1 (PLA1) activity were purified from the fruiting bodies of 

the basidiomycete Armillaria ostoyae. The enzymes (PLA1-1, -2, -3 and -4) showed similar 

isoelectric points (4.3, 3.9, 4.0 and 4.0) and apparent molecular masses in the range of       

35 – 47 kDa. Mass spectrometric analyses of proteolytic fragments revealed sequences 

homologous to α/β-hydrolases. The enzymes share one conserved region with fungal 

phospholipases B and the active site sequence with bacterial esterases and PLA1s. PLA1-1 

cleaves phospholipids and lysophospholipids with an optimum activity at pH 5.3. In contrast, 

PLA1-2, -3 and -4 are characterized by broad pH optima in the slightly acidic to neutral range 

and are additionally capable of hydrolyzing mono- and diglycerides as well as fatty acid 

methyl esters. All enzymes favor glycerol-based lipids with a single medium-sized fatty acid 

moiety in sn-1 position but show reduced activity towards the corresponding 1,2-diacyl 

derivatives with bulky long-chain or inflexible saturated fatty acid moieties in sn-2 position. 

The enzymes prefer zwitterionic phospholipid substrates and are unable to hydrolyze 

triglycerides. From the selectivity of these broad-spectrum α/β-hydrolases towards the 

different classes of their substrates a regiospecific steric hindrance and a head group 

recognition are concluded. 

 

Keywords: Armillaria ostoyae; fatty acid specificity; α/β-hydrolase; phospholipase A1; 

substrate selectivity 
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Kapitel 7 

 

Phospholipid acylhydrolases trigger phospholipid  

degradation during fungal sporogenesis 

 

zur Publikation akzeptiert bei 

Fungal Genetics and Biology 

(2011), im Druck  

(doi: 10.1016/j.fgb.2011.05.008) 

 

Einordnung der Studie in den Kontext 

Pilzfruchtkörper stellen reproduktive Organe dar, die zur Produktion und anschließenden 

Freisetzung von Sporen dienen. Die den Fruchtkörper aufbauenden Gewebe werden aus  

hochspezialisierten Hyphen gebildet, die spezifische Proteine exprimieren. Das 

Vorhandensein von hoher PLA-Aktivität in den Fruchtkörpern von A. ostoyae lässt daher eine 

Funktion der entprechenden Proteine im Reproduktionsprozeß vermuten. Im vorliegenden 

Manuskript wird die Bedeutung der in Kapitel 6 charakterisierten Enzyme für den 

Phospholipid-Metabolismus von A. ostoyae beschrieben. Ein PLA-vermittelter Abbau 

endogener Phospholipide korreliert mit der gleichzeitigen Bildung von Speicherlipiden in den 

entstehenden Sporen.  
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Phospholipid acylhydrolases trigger phospholipid 

degradation during fungal sporogenesis 

 

Abstract 

Armillaria ostoyae is a phytopathogen infecting coniferous trees. Fruiting bodies of this 

basidiomycete contain high phospholipase A1 (PLA1) activity. In this paper, the role of 

phospholipid-deacylating activity, which was also detected in fruiting bodies of other 

basidiomycetes, in the fungal lipid metabolism is elucidated. For A. ostoyae the 

occurrence of PLA1 activity is shown to be restricted to the late reproductive phase, 

correlating with the release of mature spores. Specific expression in the spore-producing 

tissue provides evidence for the involvement of PLA1 in spore formation. Based on lipid 

analysis, the degradation of membrane phospholipids in this tissue can be ascribed 

mainly to PLA1 activity because other enzymes such as phospholipases C and D, 

triglyceride lipase and phosphatidic acid phosphatase had only low activities. A 

concomitant increase in the concentration of fatty acids and their anabolites (di- and 

triglycerides), which are used as storage lipids in the developing fungal spore cells, was 

observed. Therefore, PLA1 contributes to the formation of spores by providing membrane 

constituents as a source of fatty acids. 

 

Keywords: Armillaria ostoyae, Basidiomycete, Phospholipase A1, Phospholipid 

degradation, Sporogenesis 
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Kapitel 8 

 

Zusammenfassung 

 

Phospholipasen ermöglichen aufgrund ihrer Reaktions- und Regiospezifität eine selektive 

Modifizierung bestimmter Strukturelemente von Phospholipiden und haben daher eine 

bedeutende Rolle in der Lipidsynthese erlangt. Die vorliegende Dissertationsschrift trägt in 

Form von Publikationen bzw. zur Publikation vorgesehenen Manuskripten zur 

Charakterisierung solcher enzymvermittelter Phospholipid-Transformationen bei. Zudem 

werden – entsprechend dem Bedarf an derartigen Enzymen - neue Ansätze zur Auffindung 

von Phospholipasen mit erweitertem biokatalytischem Potential vorgestellt. 

Ein Teilgebiet der Arbeit stellen durch PLD-Enzyme katalysierte 

Transphosphatidylierungsreaktionen dar. Ausgangspunkt bildet die Umsetzung von PC mit 

N- und C2-substituierten Derivaten des Ethanolamins (Dippe et al. (2008) Chem. Phys. 

Lipids 152, 71 – 77).  Diese sind zur Untersuchung der Spezifität gegenüber Akzeptor-

alkoholen besonders geeignet, da sie ähnliche physikochemische Eigenschaften besitzen, 

aber substitutionsbedingt steigendes molekulares Volumen aufweisen. Es zeigte sich, dass 

die Transphosphatidylierungseffizienz vom Molekularvolumen der Akzeptoralkohole und der 

Herkunft der verwendeten PLD-Enzyme abhängig ist. Neben einer verschiedenartig 

ausgeprägten Größenselektivität weist insbesondere die nur beim Enzym aus Streptomyces 

sp. auftretende Produktion von Diphosphatidylverbindungen auf Unterschiede in der 

Topographie der aktiven Zentren hin. Zudem ermöglichte die enzymatische Einführung der 

Ethanolamin-Derivate eine präparative Darstellung der entsprechenden Phospholipide, 

welche aufgrund ihrer voluminösen Kopfgruppen sowohl für die Grundlagen- als auch für die 

anwendungsorientierte Forschung interessant sein dürften. 
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Die Transphosphatidylierung von PC mit Ethanolamin bildet auch die Grundlage eines 

spektroskopischen Assays, der zur Messung der Transphosphatidylierungseffizienz von 

PLD-Enzymen erstellt wurde. Ein solcher Assay erfordert die simultane Bestimmung der 

Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsraten. Zur Messung der hydrolytischen Teilreaktion 

wurde dabei eine neue Methode zur spektrophotometrischen Detektion des Produkts PA 

etabliert (Dippe et al. (2009) Anal. Biochem. 392, 169 – 173). Das vorgestellte Verfahren 

nutzt die Interaktion von Fe3+-Ionen mit negativ geladenen Phospholipiden. Insbesondere PA 

zeigt eine hohe Affinität zu Fe3+ und kann dieses aus dem als Nachweisreagenz dienenden 

Fe3+-Salicylat-Komplex herauslösen. Anhand der Konzentrationsverringerung des 

violettfarbenen Komplexes ist die Bestimmung der PA-Konzentration in Phospholipid-

Vesikeln quantitativ möglich. Die Reaktion wurde für eine Messung der Hydrolyse-Aktivität 

von PLD-Enzymen im Mikrotiterplatten-Maßstab optimiert und ist auf Phospholipide mit 

verschiedenen Kopfgruppen anwendbar. 

Wie bereits erwähnt ist die Fe3+-basierte Methode auch zur Charakterisierung der  

Hydrolyseraten in Transphosphatidylierungsreaktionen, so z. B. in der Umsetzung von PC-

Vesikeln mit Ethanolamin geeignet (Dippe et al. (2010) J. Am. Oil Chem. Soc. 87, 1005 – 

1011). Durch nachfolgende enzymatische Bestimmung des aus der Hydrolyse als auch 

Transphosphatidylierung stammenden Cholins ist eine Berechnung des Gesamtumsatzes 

und damit der Transphosphatidylierungseffizienz möglich. Es zeigte sich, dass hinsichtlich 

der Transphosphatidylierungseigenschaften bakterieller und pflanzlicher PLDs eine 

grundlegende Übereinstimmung zu den im Zweiphasensystem erhaltenen Daten (Dippe et 

al. (2008) Chem. Phys. Lipids 152, 71 – 77) gegeben ist. Da der vorgestellte Assay zur 

Selektion molekularbiologisch erzeugter Enzymvarianten angewendet werden soll, wurde der 

Kompatibilität mit einer rekombinanten Proteinproduktion besondere Beachtung geschenkt. 

Die Transphosphatidylierungseffizienz von gereinigter PLD und von Zellextrakten, die nach 

Kultivierung und Lyse rekombinanter E. coli-Zellen in Mikrotiterplatten erhalten wurden, war 

vergleichbar. Daher ist die Methode für Anwendungen geeignet, die eine Anzucht von 

Bakterien unter high-throughput-Bedingungen erfordern.  

 

8 

97 



 

 

Neben der Charakterisierung von PLDs stellt die Gewinnung neuartiger PLA-Enzyme einen 

weiteren zentralen Aspekt der vorliegenden Arbeit dar. Ein Screening der bisher kaum auf 

PLA-Produktion untersuchten Basidienpilze - insbesondere ihrer schnellwachsenden 

Fruchtkörper - erschien aufgrund des seit langem bekannten Vorkommens solcher Enzyme 

in filamentösen Pilzen vielversprechend. Tatsächlich wurde in Fruchtkörpern mehrerer Arten 

hohe PLA-Aktivität gefunden (Dippe et al. (2011), Fungal Genet. Biol., im Druck). Aus der als 

besonders guter Enzymproduzent identifizierten Spezies A. ostoyae konnten vier 

entsprechende Enzyme gereinigt werden (Dippe et al. (2011), eingereicht bei FEBS Journal). 

Diese Enzyme, welche spezifisch die sn-1-Position in Phospholipiden angreifen und daher 

als PLA1s zu bezeichnen sind, konnten aufgrund massenspektrometrischer 

Fragmentanalysen der Proteinfamilie der α/β-Hydrolasen zugeordnet werden. Im Gegensatz 

zu ähnlichen, aus Pilzen isolierten Phospholipasen dieses Typs sind die Enzyme aus A. 

ostoyae jedoch durch ein außergewöhnlich breites Substratspektrum gekennzeichnet, 

welches sie im Hinblick auf eine biokatalytische Anwendung besonders interessant macht. 

Neben Phospholipiden und Lysophospholipiden können durch drei der Enzyme auch Mono- 

und Diglyceride sowie einfache Fettsäureester gespalten werden. Für die unterschiedliche 

Aktivität der Enzyme gegenüber den verschiedenen Lipidklassen wurde – in Analogie zu 

anderen α/β-Hydrolasen – eine selektive Erkennung bestimmter Bereiche der Substrate, 

insbesondere des Acylrests in sn-2-Position und der Kopfgruppe verantwortlich gemacht.  

In vivo sind die PLA1-Enzyme am Umsatz von Membranphospholipiden beteiligt (Dippe et al. 

(2011), Fungal Genet. Biol., im Druck). Aufgrund ihrer spezifischen Expression im 

sporenproduzierenden Gewebe wird die PLA1-Aktivität mit einem gleichartig zeit- und 

gewebespezifischen Abbau der Phospholipide in Verbindung gebracht. Offensichtlich trägt 

dieser Abbau zur Akkumulation von Fettsäuren und deren Folge-Metaboliten in den 

entstehenden Sporen von A. ostoyae bei. Diese bisher nicht beschriebene Reaktion stellt 

einen neuen Aspekt im Energiemetabolismus von pilzlichen Keimzellen dar. 
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