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Einleitung

1. Einleitung

Die ersten Rotalgen traten bereits vor ca. 1,3 bis 1,4 Milliarden Jahren auf (Hori and
Osawa, 1987); damit gehoren die Rhodophyta zu den erdgeschichtlich éltesten
Organismen (Schopf, 1970). Sie haben im Laufe der Zeit nahezu alle Lebensrdume der
Erde erobert und besiedeln heute auch zum Teil sehr extreme Habitate. So ist
beispielsweise die am tiefsten vorkommende, photosynthetisch aktive Makroalge, welche
je beschrieben wurde, eine bisher unbenannte, krustenbildende, koralline Rotalge (Littler
et al., 1985). Andere Vertreter siedeln in arktischen/antarktischen Gewissern, wo sie
einer mehrere Monate andauernden Dunkelheit ausgesetzt sind (Luder et al., 2002) oder
in den Tropen im Eulittoral auf den Pneumatophoren von Mangrovenbdumen (siche Abb.
1.1), wodurch sie unter anderem stark schwankenden Salinititen und der Gefahr der
Austrocknung ausgesetzt sind (Karsten et al., 1995). Gerade fiir diesen Lebensraum sind
die Rhodophyta von enormer 6kologischer Bedeutung, da alle in Mangroven dominanten
Makroalgen zu den Rotalgen, vornehmlich den Gattungen Bostrychia, Stictosiphonia,
Catenella und Caloglossa (King and Puttock, 1994) gehoren. Sie liegen dort in einer
,Bostrychietum® (nach dem Hauptbestandteil) genannten Assoziation vor (Post, 1964).
Aber auch in anderen Habitaten sind Rotalgen 0kologisch sehr bedeutsam, z.B. durch
ihren Anteil an der Primérproduktion (Martin et al., 2006) oder als Riftbildner (Littler,
1973; Keats et al., 1997).

Abb. 1.1: A Avicennia-Gebiisch, Jawbone Reserve, Williamstown, Australien
B Nahaufnahme Luftwurzeln (mit Caloglossa-Bostrychia-Assoziation)
C Binokularansicht Caloglossa leprieurii, die abgebildete Alge ist ca. 3 cm lang
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Rotalgen sind aber auch aus 6konomischer Sicht fiir den Menschen von grofBem Wert.
Gracilaria chilensis und Sarcothalia crispata werden zum Beispiel fiir die industrielle
Gewinnung von Agar bzw. Carrageen genutzt (Buschmann et al., 2001). Diese
Substanzen haben durch ihre Gelierfihigkeit, ihr Wasserriickhaltevermdgen und die
Fahigkeit, Emulsionen zu bilden grofle Bedeutung in verschiedenen Industriezweigen
(Chiovitti et al., 2001; Renn, 1997). Aus Delisea pulchra gewonnenes Fimbrolid (ein
halogeniertes Furanon) erwies sich sowohl als effektiver Bestandteil von Antifouling-
Produkten (Kjelleberg and Steinberg, 2001), als auch als mogliches Heilmittel gegen
chronische Pseudomonas aeroguinosa-Infektionen (Smit, 2004). Einige Rhodophyta
produzieren antiviral wirksame (Witvrouw et al., 1994) oder zur Tumorbekdmpfung
geeignete Substanzen (Palermo et al., 1992), wiahrend die Makro-Rotalge Gracilariopsis
longissima als Biofilter fiir Aquakulturen Verwendung findet (Hernandez et al., 2005).
Schliesslich sind verschiedene Porphyra-Arten in Form des sogenannten Nori aus der

asiatischen Kiiche nicht mehr wegzudenken.

Die molekulare Systematik und Phylogenie der Rotalgen wird gegenwirtig heiss
diskutiert (Saunders and Hommersand, 2004). Aktuelle Forschungen mit umfangreichen
Gensequenzanalysen identifizieren sieben Rotalgenklassen: die Florideophyceae und
Bangiophyceae als Schwesterngruppen, Rhodellophyceae, Porphyridiophyceae,
Stylonematophyceae, Compsopogonophyceae und schliesslich Cyanidiophyceae als
dlteste eigenstdndige Rotalgenlinie (Yoon et al., 2006). Damit tritt die traditionelle
Sichtweise, nach der Bangiophyceen aufgrund ihres einfachen Baus und
Fortpflanzungsmechanismus’ als urspriingliche Klasse der Rhodophyta gelten, aus der
sich evolutionér die Florideophyceen entwickelten (Van den Hoek et al., 1995), immer

starker in den Hintergrund.

Aber nicht nur die verwandtschaftlichen Verhéltnisse der Rotalgen untereinander sind
momentan Gegenstand zahlreicher Forschungen und wissenschaftlicher Diskussionen,
sondern auch die Phylogenie zu den anderen Eukaryoten-Linien. Die Nutzung
morphologischer und biochemischer Ahnlichkeiten ist dabei bereits an ihre Grenzen
gestossen (Brugerolle G. and Taylor, 1977), daher haben auch in diesem Bereich
molekularbiologische Untersuchungen immer stirkere Bedeutung (Sogin, 1991). In
diesem Zusammenhang hat sich die Erforschung der Evolution der Plastiden (u.a.

gekennzeichnet durch mehrere Endosymbiose-Ereignisse) als sehr informativ erwiesen
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(Keeling, 2004). Offenbar hat sich die Linie der Rotalgen-Plastiden relativ zeitig in der
Evolution von den iibrigen Linien getrennt und fiihrt {iber verschiedene Zwischenstufen
u.a. zu den Kryptomonaden, Dinoflagellaten und Apikomplexa (Oliveira and
Bhattacharya, 2000). Letztere Gruppe enthilt interessanterweise ausschliesslich
intrazellulare Parasiten wie beispielsweise Plasmodium malariae (Erreger der Malaria)
und Eimeria tenella (Mannitolproduzierender Parasit, [Allocco et al., 1999]). In Zukunft
konnte die Erforschung der Rotalgen-Plastiden zu neuen Behandlungsmethoden
parasitirer Erkrankungen durch den Einsatz von Herbiziden fithren (McFadden and

Roos, 1999).

Trotz der groBen Diversitit der Rhodophyta (Ragan et al., 1994; Butterfield, 2000) in
Vorkommen und duflerem Erscheinungsbild teilen die Vertreter dieses Stammes (welche
grofBitenteils marin vorkommen) spezifische morphologische Merkmale, die sie von
anderen Algen unterscheiden. Einzigartig unter den Eukaryoten ist das Fehlen von
Zentriolen und Flagellen bei den vegetativen Zellen, Sporen und Gameten.
Hauptspeicherprodukt ist Florideen-Stirke, welche sich (im Gegensatz zu der in
Griinalgen vorkommenden Stirke) kaum durch eine Jodprobe mit Lugolscher Losung
anfarben lédsst. Typisch ist ausserdem die Bildung proteinhaltiger Tiipfelverschliisse (pit
plugs).

Lange Zeit wurde auch die Synthese bestimmter, niedermolekularer Kohlenhydrate als
sehr spezifisches Merkmal angesehen, welches sogar fiir taxonomische Bestimmungen
geeignet schien (Hegnauer, 1962; Kremer and Vogl, 1975). Man ging nach zahlreichen
Untersuchungen davon aus, dass Arten der Ordnung Ceramiales Digeneasid (2-o-
Glycerat-a-D-Mannopyranosid)  produzieren, wiahrend Vertreter aller anderen
Rotalgenordnungen  Floridosid  (2-O-D-Glycerol-a-D-Galactopyranosid)  bzw.
Isofloridosid (Ordnung Bangiales) bilden. Diese Substanzen wirken als organische
Osmolyte und stabilisieren dariiber hinaus Enzyme, Membranen und Makromolekiile bei
Salzstress (Bisson and Kirst, 1979; Kirst and Bisson, 1979), ohne die restlichen
Stoffwechselprozesse der Zelle zu stéren (Hagemann, 1998). Sie werden daher auch als
»compatible solutes®, also ,,Stoffwechselvertragliche Verbindungen®, bezeichnet (Brown
and Simpson, 1972).

Besonders bei in extremen Habitaten wie den Mangroven vorkommenden Rotalgen
wurden aber nach und nach immer mehr Ausnahmen von dieser Regel entdeckt.

Bostrychia-Arten nutzen weder Digeneasid noch Floridosid/Isofloridosid, sondern die
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Polyole D-Sorbitol und D-Dulcitol als organische Osmolyte (Karsten and Kirst, 1989;
Kremer, 1976), wihrend Stictosiphonia-Arten nur D-Sorbitol synthetisieren (Karsten et
al., 1992b; Karsten et al., 1990).

Fiir Caloglossa-Spezies wurde schliesslich D-Mannitol als Hauptphotosyntheseprodukt
nachgewiesen (Karsten et al., 1992a), welches bis dato als compatible solute lediglich
aus den Phaeophyta bekannt war (Reed et al., 1985). Genauere Untersuchungen ergaben,
dass der Mannitolmetabolismus in Caloglossa offenbar zyklisch erfolgt und jeweils zwei
Enzyme fiir die Synthese bzw. Degradation notwendig sind (Karsten et al., 1997a). Dabei
wird aus dem reduktiven Pentosephosphat-Weg stammendes Dihydroxyacetonphosphat
iber einen Phosphat-Translokator aus dem Chloroplasten in das Cytoplasma gebracht.
Nach der Umsetzung zu Fructose-6-Phosphat (F6P) wird durch das Enzym Mannitol-1-
Phosphat-Dehydrogenase (MtIPDH) Mannitol-1-Phosphat (Mt1P) gebildet. Diese
Reaktion verlduft bei einem pH-Wert-Wert von 7,0 am optimalsten, wihrend eine
Erhéhung auf den pH-Wert 8,5 die Riickreaktion beglinstigt. Durch Mannitol-1-
Phosphatase (MtlPase; optimal bei pH-Wert 7,2) wird dann Mannitol gebildet. Eine
Riickbildung tiber Fructose zu Fructose-6-Phosphat (F6P) kann mit Hilfe der Mannitol-
Dehydrogenase (MtDH) und einer unspezifischen Hexokinase (HK) erfolgen (Abb.1.2).

H
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ADP H L
NAD
ATP OH H
NADH
Fructose-6-Phosphat
H, NAD ?Hon
HO-C _O__ CH,OH HO—CIIH
H O HO—(i)H
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HC-OH
OH H o, C-0-PO.
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NAD .
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NAD H (I:_ OH PO 3
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Abb. 1.2: Mannitol Metabolismus in Caloglossa leprieurii, verandert nach (Karsten et al., 1997a)
MtIPDH  Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase = Mt1Pase = Mannitol-1-Phosphatase
MtDH Mannitol-Dehydrogenase HK Hexokinase
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Dieser Mannitolmetabolismus entspricht im Wesentlichen dem fiir Braunalgen (Ikawa et
al., 1972) und Pilzen (Hult and Gatenbeck, 1979) postulierten Stoffwechselweg und galt
fiir einige Jahre als einzigartig unter den Rhodophyta, als besondere Anpassung an den

durch abiotische Extreme gepriagten Standort Mangove (Karsten, 1997).

Neben organischen spielen aber auch anorganische Osmolyte in Caloglossa leprieurii
(Montagne) J. Agardh eine wichtige Rolle im Umgang mit Salzstress (Mostaert et al.,
1995). K- und Cl-Ionen werden in osmotisch relevanten Mengen in der Zelle
akkumuliert, wihrend stoffwechselphysiologisch gesehen nicht inerte Na'-Ionen aktiv
aus der Zelle transportiert werden. Ausserdem wurde beobachtet, dass eine Plasmolyse
durch das extreme Anschwellen der Zellwand verhindert wird; eine bei Rotalgen hiufig
auftretende Anpassung an zeitweise hypertonische Bedingungen (Fischer, 1984).
Offenbar iibernimmt die Zellwand fiir kurzzeitigen Salzstress eine Pufferfunktion, indem
sie als Wasserspeicher und Ionentauscher fungiert (Karsten et al., 1997b), bis die etwas

langsamer ablaufende Stressbewdéltigung liber den Mannitolgehalt greift.

Bei umfangreichen Untersuchungen zum Verteilungsmuster niedermolekularer
Kohlenhydrate in Bangiophyceen mit Hilfe von "C-NMR (Nukleare Magnetische
Resonanzspektroskopie) entdeckte man dann 1999 schliesslich, dass auch in den
Vertretern der als eher urspriinglich angesehenen Gattungen Rhodella (Abb. 1.3) und
Dixoniella (Abb. 1.4) ausschliesslich Mannitol vorkommt (Karsten et al., 1999; Karsten
et al., 2003).

. ane N, 20um, e - —
Abb. 1.3: Rhodella violacea, Stamm 3621, Abb. 1.4: Dixoniella grisea, Stamm 3620,
Sammlung der Universitédt Rostock Sammlung der Universitdt Rostock
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Dadurch ergeben sich einige Fragen nach der Evolution dieses Stoffwechselweges in den

Rhodophyta:

1.

Ist die Entwicklung in den verschiedenen Gattungen konvergent erfolgt, also jeweils
unabhéngig voneinander? Fiir die Lactat-Dehydrogenase von Trichomonas vaginalis
wurde eine solche konvergente Enzymentwicklung beispielsweise bereits

beschrieben (Gang et al., 1999).

War dieser Metabolismus urspriinglich in allen Rotalgen ausgeprigt und wurde
spéter in Habitaten mit moderaten Umweltbedingungen und geringen Amplituden in
den abiotischen Faktoren zugunsten energetisch giinstigerer organischer Osmolyte
verdrdngt; konnte sich also nur in Rhodophyta extremer Standorte halten?
Ahnliches wird auch fiir die Expression verschiedener sekundirer Metabolite in

Pflanzen diskutiert (Wink, 2003).

Erfolgte eine Weitergabe aller fiir diesen Metabolismus benétigten Gensequenzen
durch lateralen Gentransfer von einem anderen Ursprungsorganismus in die
Rhodophyta?

Man weiss bereits, dass Gruppe I Introns des Gens der kleinen Untereinheit der
rRNA aus Hildenbrandia rubra (Sommerf., Menegh) homolog zu Introns aus Pilzen
sind (Miiller et al., 2005); die Weitergabe dieser Sequenzen erfolgte vermutlich durch
Viren-vermittelten Gentransfer von Pilzen auf die Rotalgen. Ein lateraler Gentransfer
auch anderer Sequenzen ist daher denkbar. Eine weitere Mdglichkeit wére der
Gentransfer iiber Plasmide und Phagen, wie er flir zwischen Bakterien der Ostsee

bekannt ist (Leitet et al., 2006).
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Ziele der Arbeit

Um mit der Aufkldrung/Beantwortung der oben genannten Unklarheiten zu beginnen

ergaben sich in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen bzw. Aufgabenstellungen:

A Die Ermittlung der Gensequenz eines am Metabolismus beteiligten Enzyms, der
Mt1PDH, auf zwei verschiedenen Wegen, um Gensonden fiir die Uberpriifung
anderer Rhodophyta auf das Vorhandensein der Mannitolgene ableiten zu kénnen.

1 biochemisch: durch Aufreinigung des Enzyms, um iiber die Aminosiuresequenz
die Gensequenz zu ermitteln

2 molekularbiologisch: durch Ableiten degenerierter Primer und anschliessender
PCR einen Teil der Gensequenz fischen und davon ausgehend das komplette Gen

sequenzieren

B Die Klédrung der Frage: Ist der Mannitolstoffwechsel in den Bangiophyceen Rhodella
violacea und Dixoniella grisea mit dem bereits fiir Caloglossa leprieurii
(Florideophycea) beschriebenen Zyklus vergleichbar (gleiche enzymatische

Ausstattung und wenn ja, dhnliche biochemische Kenngroflen)?
Sollte der Metabolismus tiber die gleichen Enzyme ablaufen, dann:
C Die oOkophysiologische Charakterisierung von Rhodella violacea und Dixoniella

grisea, um beide Algen als Modellsysteme fiir molekularbiologische Untersuchungen

(v.a. der am Mannitolstoffwechsel beteiligten Gene) zu etablieren.
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2. Material und Methoden

Alle fiir Puffer und Losungen verwendeten Grundchemikalien wurden, soweit nicht
anders vermerkt, analysenrein von folgenden Firmen bezogen:

Difco, Detroit

Roth, Kandel

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

2.1 Algenkultivierung und Probennahme von Frischmaterial

Die Kultivierung der Algen erfolgte in Habitatwasser der Nord- bzw. Ostsee. Dieses
wurde mittels Meersalz ,,Sel marin hw professional* der Wiegand GmbH (Krefeld) bzw.
aqua bidest. auf die gewlinschte Salinitit eingestellt. Anschliessend erfolgte eine
Sterilfiltration iiber eine Filtrationsanlage der Firma Sartorius, bestehend aus je einer
Filtrationseinheit Sartobran P mit einer Porengrofle von 0,65 + 0,45 um bzw. 0,45 + 0,2

um; angetrieben von einer peristaltischen Schlauchpumpe (Magna Multifix).

Das Algenmaterial von Caloglossa leprieurii wurde groBtenteils aus der Kultur 3267 der
Sammlung von Prof. Dr. John West der University of Melbourne, basierend auf
Sammlungen von Frischmaterial in der Gegend von St. Lucia, Natal, South Africa,
angezogen. Die Algen wurden bei Raumtemperatur und einer Photonenflussdichte (PFD)

von ca. 22 umol * m? * s in verschlossenen 500 ml-Kolben bei stindiger Begasung mit

mehrfach gefilterter Raumluft kultiviert (Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Kulturkolben
fiir Biomasseproduktion
von Makrorotalge
Caloglossa  leprieurii,
mit mehrfach gefilterter
Raumluft begast
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Fiir die Extraktion der MtIPDH (Methode 2.2.1) wurde {iberwiegend gefriergetrocknetes
Feldmaterial von einer steinernen FluBeinfassung am Stony Creek Backwash,
Williamstown, Australien eingesetzt (Abb. 2.2 und 2.3); fiir die RNA-Extraktion

(Methode 2.3.1) wurde Frischmaterial des gleichen Probenahmeortes genutzt.

T s s T

i SN

Abb. 2.2: Stony Creek Backwash, Williamstown, Abb. 2.3: Caloglossa-Schicht am Probenahmeort,

Hauptprobenahmeort fiir C. leprieurii in Australien  das abgebildete Lineal hat eine Lange von 17,5 cm,
C. leprieurii lag hier in Monokultur und nicht im
Bostrychietum vor

Rhodella violacea wurde aus der Kultur 2427 und Dixoniella grisea aus Kultur 2320 der
UTEX Culture Collection der Universitidt von Texas in Austin wie oben flir Caloglossa
leprieurii beschrieben angezogen. Die Kulturproben wurden freundlicherweise von Prof.

Dr. John West zur Verfiigung gestellt.

2.2 Extraktion/Charakterisierung Enzvme des Mannitolmetabolismus

2.2.1 Enzymextraktion

Die Extraktion erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von (Karsten et al., 1997).
Das gefriergetrocknete Algenmaterial wurde mittels Morser und Pistill in fliissigem
Stickstoff pulverisiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4 °C
ausgefiihrt.

Nach wenigen Minuten Antauens wurde eiskalter Extraktionspuffer (50 mM MOPS, pH
7,4; 2 mM EDTA-Na, Salz; 5 mM MgCl,; 3 mM DTT; 13 mM CaCl, * H,0; 20 % (w/v)
Glycerol) im Verhéltnis Algenpulver : Puffer = 1 : 10 zugegeben. Anschliessend wurde je
10 ml Extraktionspuffer jeweils 1 g Amberlite XAD-4 bzw. Polyclar AT zugesetzt. Der

9
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Extrakt wurde nun fiir 10-15 min in einem Becherglas auf Eis geriihrt. Danach erfolgte
fiir 15 min eine Zentrifugation bei 4 °C mit 20 000 g (Zentrifugation immer unter diesen
Bedingungen, soweit nicht anders angegeben). Zum Zentrifugationsiiberstand wurde
schrittweise (NH4),SO4 zugeben (vorher mit Morser pulverisiert), bis 25 % Sattigung
erreicht wurden. Der Extrakt wurde fiir 20 min im Eisbad geriihrt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde zum Uberstand schrittweise (NH4),SO4 bis zu einer Sittigung von
85 % gegeben, der Extrakt anschliessend wieder fiir 20 min geriihrt. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurde das resultierende Pellet in 50 mM MOPS Puffer resuspendiert und
fiir Enzymaktivititsbestimmungen (Methode 2.2.2) verwendet. Die Bestimmung des

Proteingehaltes erfolgte nach Methode 2.3.3.

Polyclar AT wurde wie folgt vorbehandelt: 10 g Polyclar AT wurden fiir 10 min unter
dem Abzug in 10 % HCL gekocht, anschliessend mit A. dest. gewaschen, bis ein pH-
Wert von 7 erreicht war und das Wasser durch ein gleiches Volumen an 50 mM MOPS

Puffer ersetzt.

Amberlite XAD-4 wurde nach folgendem Protokoll vorbehandelt: Amberlite XAD-4
Perlen wurden mehrfach mit A. dest., dann 1x mit 1 N NaOH waschen und anschliessend

wieder mit A. dest gewaschen. Die Lagerung erfolgte in A. dest.
2.2.2 Bestimmung der Enzymaktivititen

Der molekulare Wirkungsmechanismus von Enzymen beruht im Wesentlichen auf der
Bildung eines Komplexes zwischen Enzym und Substrat, welcher durch Bildung einer
spezifischen Mikroumgebung fiir die Verminderung der Aktivierungsenergie
veranwortlich ist (Pauling, 1948). Nach einer gewissen Reaktionszeit wird der Komplex
unter Freisetzung des Reaktionsproduktes und des urspriinglichen Enzyms wieder
zersetzt, welches dann erneut zur Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes genutzt
werden kann (Michaelis and Menten, 1913). Nach dieser Beschreibung der Kinetik

enzymkatalysierter Reaktionen berechnet sich die Reaktionsgeschwindigkeit v aus:

Vinax * [S]
YT Ky *IS]

10
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Dabei ist Vi die Maximalgeschwindigkeit bei Sattigung des Enzyms mit Substrat, [S]
ist die Substratkonzentration und K, ist die Michaelis-Konstante oder
Dissoziationskonstante des Komplexes (ist die Substratkonzentration, bei der die Hélfte
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird). Die Ausgangsgleichung wird oft
durch verschiedene graphische Extrapolationsverfahren (Linearisierung) umgeformt, um
eine korrektere Bestimmung der Ky,- und V. -Werte zu ermdéglichen. Die Methode von
Lineweaver und Burke ist zur graphischen Darstellung der erhobenen Daten zwar gut
geeignet (weil fiir das menschliche Auge leicht erfassbar und interpretierbar), zur
korrekten Ermittlung der K- und V,-Werte aber generell nicht empfehlenswert, da
kleine Fehler in der Bestimmung der Geschwindigkeit v bei kleinen
Substratkonzentrationen [S] eine grole Abweichung in 1/v ergeben; diese Unsicherheit
haben die Autoren bei der Verdffentlichung der Methode ausdriicklich erwihnt
(Lineweaver and Burk, 1932).

Die Linearisierungsmethode nach Hanes (Hanes, 1932) gilt allgemein als am
zuverldssigsten fiir die Bestimmung der K- und Vp.x-Werte und wurde daher in der
vorliegenden Arbeit fiir die Bestimmung dieser Parameter genutzt. Dabei wird der Wert
der Substratkonzentration durch die Reaktionsgeschwindigkeit ([S]/v) auf der y-Achse
gegen die Substratkonzentration auf der x-Achse aufgetragen (Abb. 2.4). Der
Schnittpunkt mit der x-Achse ergibt den —K,-Wert; die Geschwindigkeit kann aus dem
Anstieg errechnet werden, da der Anstieg das Reziproke der Geschwindigkeit ist (1/v).

[SIv

KV

Anstieg = 1/v
-K,

Abb. 2.4: Linearisierung enzymkinetischer Daten nach Hanes; [S] ist die Substratkonzentration, v ist die
Reaktionsgeschwindigkeit, der K,,-Wert kann direkt vom Schnittpunkt mit der x-Achse abgelesen werden,
Viax errechnet man aus dem Anstieg der Geraden

(8]
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Die Messung der Reaktionen erfolgte (soweit nicht anders angegeben) in 1 ml
Quarzkiivetten an einem Spektralphotometer UV — 2401 PC der Firma Shimadzu nach
einer Inkubationszeit von 2 min bei 30 °C und einer Wellenldnge von 340 nm. Zur
konstanten Temperierung wurde ein Kiihlgerdt Thermo Haake K 10 an das Photometer
angeschlossen. Die Datenauswertung erfolgte computergestiitzt mit Hilfe der UV Probe
Software der Firma Shimadzu. Fiir die Versuche zur pH-Abhingigkeit der Enzyme
wurden drei verschiedene Puffer (MOPS: pH-Wert 6,0 — 8,0; TRIS: 8,0 — 9,0 und
CAPSO: 9,0 — 10,3) mit einander {iberlappenden Wirkungsbereichen verwendet, um den
pH-Bereich von 6,0 bis 10,3 abzudecken. Dabei ergaben sich mit TRIS immer leicht
niedrigere Werte als bei Verwendung der beiden anderen Puffer. Die Datenauswertung

erfolgte mithilfe der UV-Probe Software (Version 2.00) der Firma Shimadzu und Excel.

2.2.2.1 Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase (Mt1PDH) EC 1.1.1.17

Fiir die Charakterisierung der Reduktionsreaktion von Fruktose-6-Phosphat (F6P) wurde
folgender Reaktionsansatz pipettiert: 150 mM PIPES/NaOH Puffer (pH-Wert 7,5), 0,45
mM NADH bzw. NADPH, 5-50 ul Enzymextrakt, aufgefiillt auf 900 pl mit A. dest. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl 50 mM F6P oder eines anderen Substrats
gestartet.

Die Oxidation von Mannitol-1-Phosphat (Mt1P) wurde mit folgendem Reaktionsansatz
bestimmt: 100 mM TRIS/HCI (pH-Wert 8.,5), 0,9 mM NAD bzw. NADP, 5-50 pl
Proteinextrakt, aufgefiillt mit A. dest. auf 960 pl. Durch Zugabe von 40 ul 25 mM Mt1P
oder eines alternativen Substrats wurde die Reaktion gestartet. Das hierfiir verwendete
MtlP wurde als Bariumsalz von der Firma Sigma bezogen und das Barium vor
Versuchsbeginn mittels K,SO4 nach Wolff und Kaplan (1955) ausgefillt, da Barium die

Nachweisreaktion stort.

2.2.2.2 Mannitoldehydrogenase (MtDH) EC 1.1.1.67

Die Oxidation von Mannitol zu Fruktose wurde mit nachfolgendem Reaktionsansatz
gemessen: 150 mM CAPSO Puftfer (pH-Wert 9,5), 1,5 mM NAD bzw. NADP, 5-50 pl
Enzymextrakt, aufgefiillt auf 900 pl mit A. dest. Der Reaktionbeginn erfolgte durch
Zugabe von 100 ul 100 mM Mannitol oder eines anderen Substrats.

Die Reduktionsreaktion wurde mit folgendem Reaktionsansatz iiberpriift: 100 mM

MOPS Puffer (pH-Wert 7,0), 0,15 mM NADH bzw. NADPH, 50-100 pl Enzymextrakt,

12
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aufgefillt auf 900 pul mit A. dest. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 1M

Fruktose oder eines alternativen Substrats gestartet.

2.2.2.3 Hexokinase (HK) EC 2.7.1.1

Die Messung erfolgte in einem gekoppelten Reaktionssystem, in welchem das durch die
Hexokinase unter ATP-Verbrauch freigesetzte Fruktose-6-Phosphat (F6P) iiber die
Phosphoglucose-Isomerase in Glukose-6-Phosphat (G6P) umgesetzt wird, das dann unter
mefBbarem NADP-Verbrauch durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase umgesetzt
wird. Folgender Reaktionsansatz wurde pipettiert: 50 mM Tris/HCl (pH-Wert 7,5), 2,5
mM MgCl,, 2,4 mM ATP, 0,9 mM NADP, 5,51 nkat Phosphoglucoseisomerase, 4,51
nkat Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 50-100 pul Enzymextrakt, aufgefiillt auf 950 pl
mit A. dest. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 50 ul 1 M Fructose bzw.

eines alternativen Substrates.

2.2.2.4 Mannitol-1-Phosphatase (Mt1Pase) EC 3.1.3.22

Zur Bestimmung der Phosphatase-Aktivitit wurde folgender Testansatz in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal} pipettiert: 100 mM Tris/HCI (pH-Wert 7,5), 5 mM MgCl,, 1,5
mM MtlP (Barium wurde vorher ausgefillt, siche Methode 2.1.2.1), 5-100 pl
Enzymextrakt, aufgefiillt auf 500 pul mit A. dest. Nach flinfminiitiger Inkubation bei 30 °C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 ul 0,2 N NaOH gestoppt. Nach kurzem
Anzentrifugieren wurden 300 ul des Uberstandes einer Phosphatbestimmung nach
Gerlach und Deutike (1963) unterzogen. Die Bestimmung der Extinktion erfolgte am

Photometer bei einer Wellenlédnge von 820 nm.

2.3 Extraktion/Charakterisierung Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii

2.3.1 Enzymextraktion

Die Extraktion erfolgte nach einer Kombination modifizierter Protokolle von Karsten et
al. (1997) und Iwamoto et al. (2003).

Das gefriergetrocknete Algenmaterial wurde mittels Morser und Pistill in fliissigem
Stickstoff pulverisiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4 °C
ausgefiihrt.

13
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Nach wenigen Minuten Antauens wurde eiskalter Extraktionspuffer (siche Methode 2.2.1)
im Verhiltnis Algenpulver : Puffer = 1 : 10 zugegeben. Anschliessend wurde je 10 ml
Extraktionspuffer jeweils 1 g Amberlite XAD-4 bzw. Polyclar AT (vorbehandelt wie
unter 2.2.1 angegeben) zugesetzt. Der Extrakt wurde nun fiir 10-15 min in einem
Becherglas auf Eis geriihrt. Danach erfolgte fiir 15 min eine Zentrifugation bei 4 °C mit
20 000 g (Zentrifugation immer unter diesen Bedingungen, soweit nicht anders
angegeben). Volumen und Proteingehalt der Uberstandes (Methode 2.3.3) wurden
bestimmt und fiir spitere Untersuchungen eine Proteinprobe (5-10 pg Protein) mit 2 VT
3x Laemmlipuffer (3 ml 0,5 M Tris/HCI pH-Wert 6,8; 2,4 ml Glycerol; 1,2 ml 2-
Mercaptoethanol; 1,2 ml 1 % Bromphenolblau (in A. dest. geldst); 480 mg SDS; 0,2 ml
H,0O) versetzt, 10 min bei 95 °C inkubiert und bei 4 °C gelagert. Zum verbliebenen
Zentrifugationsiiberstand wurde 50 %ige (wt/vol) PEG 6000 Losung zugegeben, bis eine
Konzentration von 15 % (wt/vol) erreicht war, anschliessend wurde der Losung noch
schrittweise (NH4),SO4 zugeben (vorher mit Morser pulverisiert), bis 25 % Sittigung
erreicht wurden. Der Extrakt wurde fiir 20 min im Eisbad geriihrt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde die obere der nun deutlich ausgeprigten Phasen verworfen. Zur
unteren Phase wurde nach Volumenbestimmung schrittweise (NH4),SO4 bis zu einer
Sattigung von 55 % gegeben, der Extrakt anschliessend wieder fiir 20 min geriihrt. Nach
einer weiteren Zentrifugation wurde das resultierende Pellet in 50 mM MOPS Puffer
resuspendiert und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert (Pellet 1). Zum
Zentrifugationsiiberstand wurde schrittweise (NH4),SO4 bis zur Sittigung von 85 %
gegeben und 20 min geriihrt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in
50 mM MOPS Puffer resuspendiert (Pellet 2). Die Extrakte waren fiir 1-3 Tage bei 4°C

lagerbar.

2.3.2 Enzymreinigung

Die Aufreinigung der Mt1PDH erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Iwamoto
et al. (2001).

Der nach Methode 2.2.1 gewonnene Proteinextrakt wurde mittels einer Spritze liber
HiTrap Desalting - Séulchen von Amersham mit 5 ml Bettvolumen entsalzen und dabei
auf 10 mM Tris/HCI, pH 7,4 umgepuffert. Bei Probenvolumen > 5 ml erfolgte vorher eine
Aufkonzentrierung mittels AMICON-Zelle und einer Ultrafiltrationsmembran YM 10
(Ausschlussgrofie 10 kDa). Vor dem néchsten Aufreinigungsschritt wurden Volumen und

Proteingehalt (Methode 2.3.3) bestimmt und fiir spitere Analysen eine Proteinprobe wie
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unter 2.3.1 beschrieben entnommen. Der verbleibende Proteinextrakt wurde auf
schwerkraftbetriebene Reactive Red 120 Agarose Sdulchen (2,5 ml) der Firma Sigma-
Aldrich (dquilibriert mit 10 mM Tris/HCI; pH 7,4) {iberfiihrt. Die Elution der Mt1PDH
erfolgte durch 0, mM NADH-Losung in Aquilibrierungspuffer. Die FraktionsgroBe
betrug 0,5 ml; aktive Fraktionen wurden vereinigt (Aktivitdtsbestimmung nach Methode
2.2.2.1), deren Volumen und Proteingehalt bestimmt und eine Proteinprobe entnommen.
Anschliessend erfolgte eine erneute Umpufferung iiber HiTrap Desalting — Sdulchen auf
50 mM MOPS Puffer (pH 7,4) bevor die Extrakte auf eine lonenaustauschersdule (HiTrap
DEAE FF 1 ml Saulchen von Amersham; nach mitgelieferter Anleitung gewaschen und
aquilibriert) gegeben wurden. Die Proteinelution erfolgte durch einen kontinuierlichen
KClI-Gradienten von 0 — 2 M in 50 mM MOPS Puffer, der Gradient wurde fiir 20 min
gefahren, die Fraktionsgrofe betrug 0,5 ml. Aktive Proben wurden wieder vereinigt, der
Proteingehalt bestimmt und nach Entnahme einer Proteinprobe bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert.

Fiir die lonenaustauschchromatographie wurde eine FPLC-Anlage der Firma Amersham
genutzt, bestechend aus folgenden Komponenten: Kontrolleinheit Programmer GP 250
Plus, 2 Pumpen P-500, Monitor UV-M 2 mit DurchfluBkiivette (2 Filter, 254 und 280
nm), Injektionsventil mit 1 ml Probenschleife, Schreiber REC 102, Fraktionssammler

Frac-100.

2.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford mit dem Bio-Rad Protein Assay Kit

Zuerst wurde die Farbelosung 1 + 4 mit H,O verdiinnt. Der Proteinstandard lag bereits
fertig verdiinnt nach Herstellerangaben vor (Konzentration Albumin: 1,44 mg/ml). Fiir
die Eichkurve wurden dieser Stammlosung 347,2 ul entnommen und mit H,O auf ein
Volumen von 500 pl gebracht. Von dieser Losung ausgehend wurde die einzelnen
Standards der Eichkurve pipettiert (Tab. 2.1). Zur Erstellung der Eichkurve wurden die
20 pul jedes Standards jeweils mit 1 ml der Férbelosung versetzt und am
Spektralphotometer (siche Methode 2.2.2) vermessen. Als Blindwert diente eine Probe,
die neben 1 ml Nachweisreagenz 20 pl H,O enthielt.
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Tab. 2.1: Schema der Zusammensetzung der einzelnen Eichstandards, die rechte Spalte gibt den
resultierenden Gesamtgehalt des jeweiligen Standards an BSA in pg an
ul Stammldsung ul H,O ug BSA
15,0 5,0 15,0
12,0 8,0 12,0
10,0 10,0 10,0
8,0 12,0 8,0
5,0 15,0 5,0
2,0 18,0 2,0

Die Proben wurden vorsichtig gemischt (um Blischenbildung zu vermeiden) und die
Absorption bei 595 nm gemessen. Fiir jeden Standard wurden 3 Parallelmessungen
durchgefiihrt. Bei spateren Messungen wurden 3 der Standards einmal gemessen und mit
den im Computer gespeicherten Werten abgeglichen. Fiir die Messung der extrahierten

Proteinproben wurde der Probenextrakt in 1 ml Nachweisreagenz eingesetzt.

2.3.4 Denaturierende Proteinelektrophorese im SDS-Gel

Die SDS-PAGE wurde in einem diskontinuierlichen System durchgefiihrt. Dabei war die
vertikale Gelmatrix in zwei Bereiche eingeteilt: ein Sammel- und darunter ein Trenngel,
die sich in Gelporengrofle, Ionenstirke und pH-Wert voneinander unterschieden. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100 mA in 12 % Trenngelen
unter denaturierenden Bedingungen. Dies wurde v.a. durch die Zugabe von SDS erreicht,
welches verschiedene Modifikationen verursacht: 1. Die Eigenladung der Polypeptide
wird vollstindig liberdeckt; alle Partikel sind jetzt negativ geladen. 2. Intramolekulare
Wasserstoffbriicken werden gespalten. 3. Die Aggregatbildung von Proteinen wird
verhindert. Als Ergebnis entstehen ellipsoide Protein-SDS-Mizellen, bei denen die
negative Nettoladung proportional zur Linge des Molekiils ist (Lottspeich and Zorbas,
1998). Die Trennung erfolgt daher ausschlielich nach der Molekiilgrof3e, da alle anderen,
fiir die Wanderungsgeschwindigkeit maB3geblichen Molekiileigenschaften beiseitigt bzw.
iiberlagert werden.

Alle Gele wurden mittels einer Mini-Protean [I-Kammer bzw. einer Protean II-Kammer

der Firma Bio-Rad gegossen. Dabei wurde zuerst das Trenngel hergestellt und zum
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Auspolymerisieren bei Raumtemperatur mit A. dest. iiberschichtet. Anschliessend wurde
das Wasser durch Dekantieren wieder entfernt und das Sammelgel gegossen. Die

Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel wird aus Tabelle 2.2 ersichtlich.

Tab. 2.2: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fiir 12 % SDS-Gele

Trenngel Sammelgel
Monomer Konz. 12 % 6 %
Acrylamid Stamm-Lsg.: Acrylamid/Bis
Y s i 40,0 ml 1,3 ml
37,5:1 Mischung der Firma Bio-Rad
A. dest. 33,5ml 6,1 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 25,0 ml -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 2,5 ml
10 % SDS 1,0 ml 100 pl
Ammoniumpersulfat:
500 pl 50 ul
100 mg AP in 1 ml H,O
TEMED 50 pl 10 pl

Als Laufpuffer wurde 1x Elektrodenpuffer (5x Elektrodenpuffer: 15 g Tris, 72 g Glycin, 5
g SDS auf 1 1 A. dest.) verwendet, als Probenpuffer 1x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970),
die Stromversorgung erfolgte iiber einen Power Pac 300 der Firma BioRad. Die

Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
2.3.5 Native Elektrophorese im Polyacrylamidgel
Die Proteintrennung funktioniert bei dieser Methode nach dem gleichen Prinzip, wie die

denaturierende Elektrophorese im SDS-Gel (Methode 2.3.4), allerdings wird bei der

nativen Trennung weder den Polyacrylamidgelen (Gelzusammensetzung: Tab. 2.3), noch

dem Laufpuffer SDS zugesetzt.
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Tab. 2.3: Gelzusammensetzung von nativen Polyacylamidgelen

Trenngel Sammelgel
Monomer Konz. 12 % 6 %
Acrylamid Stamm-Lsg.: Acrylamid/Bis
Y 8 Y 15,0 ml 1,3 ml
37,5:1 Mischung der Firma Bio-Rad
A. dest. 28 ml 6,1 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 0,9 ml -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 2,5ml
87 % (g/v) Glycerin 0,9 ml -
Ammoniumpersulfat:
50 pl 50 pl
100 mg AP in 1 ml H,O
TEMED 21 ul 10 pl

Der Probenpuffer setzte sich wie folgt zusammen: 15 ml Glycerol; 18,75 ml 0,5 M
Tris/HCI (pH-Wert 6,8) auf 50 ml mit A. dest. aufgefiillt. Als Laufpuffer wurde 1x
Elektrodenpuffer (10x Stammlosung: 30 g Tris, 142 g Glycin, auf 1 I A. dest.) verwendet,
die Stromversorgung erfolgte iiber einen Power Pac 300 der Firma BioRad. Die

Elektrophorese erfolgte in einem Kiihlraum bei 4 °C.

2.3.6 Native Elektrophorese im Stirkegel

Das Triagermaterial bei dieser Elektrophorese ist chemisch und elektroosmotisch inerte

Stiarke. Dieses Trennungsverfahren ist nativ und aufgrund der Proteinfreundlichen

Eigenschaften der Stirke gut fiir Enzymuntersuchungen geeignet.

2.3.6.1 Pufferzusammensetzungen

Bei dieser Methode fanden drei unterschiedliche Puffer fiir die Herstellung von Gelen mit
unterschiedlichen pH-Werten Verwendung, zur Proteinstabilisierung wurden EDTA und

MgCl, wie angegeben zugesetzt.
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Puffer A: Amin-Citrat-Puffer, pH-Wert 6,1; mit N-(3-aminopropyl)morpholin
eingestellt
11,2 g Citrat Monohydrat
4,96 g EDTA
5,79 g MgCl, x 6 H,O
auf 2000 ml A. dest
Dieses Puffersystem ist eine durch Zugabe von EDTA und MgCL, x 6 H,O modifizierte,
66,6 %ige Verdiinnung eines 1972 veroffentlichten Puffers (Clayton and Tretiak, 1972).

Puffer B: Tris-Citrat-Puffer, pH-Wert 7,0; mit NaOH eingestellt
32,78 g Tris
18,91 g Citrat
0,89 g EDTA
5,79 g MgCl, x 6 H,O
auf 2000 ml A. dest
Das urspriingliche Puffersystem (Avise et al., 1975) wurde durch die Zugabe von MgCl,

verandert.
Puffer C: Tris-Citrat-Puffer, pH-Wert 8,0; mit NaOH eingestellt
32,80 g Tris
13,44 g Citrat
2,38 g EDTA
0,0032 M MgCl, x 6 H,O

auf 2000 ml A. dest
Die originale Pufferzusammensetzung (Shaw and Prasard, 1970) wurde durch Zugabe

von EDTA und MgCl, abgewandelt.

2.3.6.2 Methode

Das Stiarkegel wurde wie folgt angesetzt: 65 g handelsiibliche Stirke der Firma Sigma
wurden in 500 ml Gelpuffer (bestehend aus jeweils 25 ml Elektrodenpuffer auf 500 ml A.
dest.) unter bestdndigem Riihren fiir mindestens 25-30 min aufgekocht, bis die Losung
durch den Gelierungsprozess glasig wurde. Nach Erreichen einer gleichméBig
transparenten Konsistenz wurde die Stirkelosung auf einer Glasplatte in einen

Kautschukrahmen der Firma Desaga gegossen (Mal3e des Gels: 24,5 x 18,0 x 1,0 cm) und
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mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur belassen bzw. im Kiihlschrank vortemperiert.
Die Applikation der Proteine erfolgte durch in der Probe getrdnkte Filterkartonstreifen
FILTRAK No. 8, welche in einem zuvor mit einem Skalpell gezogenem Gel-Einschnitt
ca. 7 cm von der kathodischen Gelseite entfernt platziert wurden. Um die Lauffront
verfolgen zu konnen, wurde den Proteinproben 0,1 % Bromphenolblau zugesetzt. Der
Gellauf (Abb. 2.5) erfolgte bei einer Temperatur von 4 °C und einer Stromstirke von

anfangs 40 mA, was nach dem Entfernen der Probenpléttchen nach ca. 30 min auf 60 mA

erhoht wurde.

" i
ADb. 2.5: Versuchsaufbau native Elektrophorese im Stirkegel: die Abbildung zeigt das 11,5 % Gel auf dem
Trager nach dem Gellauf, die blauen Linien im Gel werden durch der Probe zugesetztes Bromphenolblau
verursacht und zeigen die Lauffront an; die pinkfarbenen Tiicher sind in Puffer getrankt worden und bilden
die Ionenbriicke fiir die Elektrophorese

Fir die Elektrophorese wurden Horizontalelektrophoresekammern (Pharmacia-LKB-
Multiphor 1II) genutzt, die an einen Umlaufkiihler (Haake-Kryo-Thermat 350)
angeschlossen wurden, was die Temperierung bei 4 °C ermdglicht hat. Als

Spannungsquelle diente ein Netzgerit der Firma Consort (Typ E 443).
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Nach dem Gellauf wurde das Stirkegel mittels Draht in bis zu 5 ca 1,5 mm starke
Schichten zerteilt, die fiir Farbungen mittels MTT (Methode 2.3.7) verwendet wurden.

Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einem Videosystem der Firma Desaga.

2.3.6.3 Gelverdau nach der Elektrophorese

Nach erfolgter Proteinelektrophorese und Anfiarbung der Mt1PDH-Banden (Methode
2.3.6) wurden fiir einige Untersuchungen mehrere Banden mit einem scharfen Skalpell
ausgeschnitten und die Gelstiickchen mittels eines Turrax mechanisch homogenisiert.
Davon wurden 80 pl Probe entnommen und in einem Eppendorfreaktionsgefal mit 140 pl
Citratpuffer (3,45 g Citrat; 5,5 g tri-Natriumcitrat x 5,5 H,O in 75 ml A. dest, pH-Wert
mit NaOH auf 4,6 ecinstellen, mit A. dest. auf 100 ml auffiillen) und 40 pl
Amyloglucosidase versetzt. Nach 45-60 miniitiger Inkubation bei 55°C unter
gelegentlichem Schiitteln wurde die Probe mit Lidmmlipuffer versetzt und in einer

denaturierenden SDS-Gelelektrophorese (Methode 2.3.4) aufgetrennt.

2.3.7 MTT(C,N-diphenyl-N'-4,5-dimethyl thiazol-2-yl Tetrazolium Bromid)-Farbung

Die Anfarbung des nativen Enzyms Mt1PDH erfolgte mit Hilfe der MTT/PMS-Farbung.
Dieses Nachweisprinzip wird oft fiir Dehydrogenasen genutzt (Cedillo-Rivera et al.,
1992) - die ihre Substrate unter Nutzung von NAD bzw. NADP oxidieren - da es eine
hohe Reproduzierbarkeit gewihrleistet und gleichzeitig senstiv genug ist, um Messungen
von physiologischen Substratkonzentrationen zu ermodglichen (Koopdonk-Kool and Van
Noorden, 1995). Bei Zugabe des gelblichen Tetrazoliumsalzes MTT als
Elektronenakzeptor wird dieses durch NADH (welches durch die enzymatische Aktivitét
der MtIPDH gebildet wurde) zu einem wasserunldslichen, blau oder rot gefarbten
Formazan reduziert (Bank ef al., 1991); PMS dient dabei als Elektroneniibertrager
(Pacaud-Mercier et al., 2007).

Fiir die MTT-Farbung wurde folgender Fiarbepuffer (Endvolumen 25 ml) jeweils frisch
angesetzt: 0,6057 g TRIS, mit HCl auf pH-Wert 8,0 eingestellt; 5 mg MTT (bei
Umwandlung des Tetrazoliumsalzes zu Formazan erfolgt Farbumschlag von gelb zu
blau/braun); 10 mg NAD (Nicotin-Adenin-Dinucleotid), 0,3 ml MtlP (Stammlsg.: 125
mM); 0,5 ml MgCl, (Stammlsg.: 250 mM); einige Koérnchen PMS (Phenazin
Methosulphat). Die Inkubation erfolgte fiir ca. 20 min bei 37°C in einer Féarbeschale.
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2.3.8 Coomassie-Fiarbung

Nach ca. 30-miniitiger Inkubation in Coomassie-Féarbelosung (200 mg Coomassie
Brilliant Blau G-250 in 200 ml Entfarber-Losung) wurde das Gel bwz. die Blot-Membran
mit Entfarberlosung (500 ml H,O, 400 ml Methanol, 100 ml Essigsdure) gewaschen, bis
der gewiinschte Grad der Entfarbung erreicht wurde.

2.3.9 Silberfiarbung

2.3.9.1. Losungen

Fixierer: 50 ml Ethanol, 12 ml Essigsédure, 100 pul Formaldehyd (37 % v/v)
mit A. dest. auf 100 ml

Ethanol 50 %: 521 ml EtOH ; 479 ml A. dest.

Thiosulfat-Lsg.: 0,2 g Na;S,03 * 5 H,O auf 1000 ml A. dest.

1 M Eisessig: 5,72 ml Essigsdure mit A. dest. auf 100 ml

Stopp-Lsg.: 18,6 g EDTA-Na Salz mit A. dest. auf 1000 ml; pH-Wert mit

NaOH auf 7-8

Imprdgnier-Lsg.: 0,1 g AgNOs ; 37,5 pl Formaldehyd (37 % v/v) ; mit A. dest. auf
50 ml

Entwickler-Lsg.: 3 g Na,COs; 25 pl Formaldehyd (37 % v/v) ; 1 ml Thiosulfat-Lsg. ;

mit A. dest. auf 50 ml

2.3.9.2 Methode
Das SDS-Gel wurde nach der Gelelektrophorese fiir 1-24 h in Fixierer inkubiert.

Anschliessend folgten 3 jeweils zweiminiitige Spiilungen mit 50 % Ethanol. Danach
wurde das Gel fiir exakt 1 min in Thiosulfat-Lsg. inkubiert, um danach 3x fiir jeweils 20
sec. mit A. dest. gespiilt zu werden. Dann wurde das Gel fiir 20 min imprégniert. Die
Entwicklung erfolgte durch Zugabe der Entwickler-Lsg. Nach Erreichen der gewiinschten
Bandenstirke wurde das Gel kurz in Wasser gespiilt und die Reaktion durch mindestens
10 miniitige Inkubation in Stopp-Lsg. unterbrochen. Alle Inkubationsschritte wurden bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler durchgefiihrt und die Gele anschliessend auf einem

Geltrockner konserviert.
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2.3.10 Western Blot

Es wurde ein LKB Nova Blot (Semi-dry Elektroblotter) der Firma Pharmacia verwendet.
Die Anodenplatte wurde auf einem ebenen Untergrund platziert und mit A. dest.
angefeuchtet. Fiir den Blotaufbau wurden 2-3 in 1x Transferpuffer (10x Stammlsg.: 390
mM Glycin, 480 mM TRIS, 0,37 % SDS; vor Gebrauch: 100 ml 10x Transferpufter, 700
ml H,O, 200 ml Methanol) getrinkte Filterpapierstiicke von der Grofle des Gels und der
Membran aufgelegt. Die ebenfalls mit Puffer befeuchtete Membran wurde mit einer
Pinzette luftblasenfrei auf dieses Filterpapier gebracht. Nach dem Auseinanderbau der
Elektrophoresekammer (Methode 2.3.4) wurde das Sammelgel entfernt, das Trenngel
kurz in Transferpuffer inkubiert und luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Zum Schluss
wurden erneut 2-3 in Puffer getrinkte Filterpapierstiicke iiber den Blot gedeckt.
AbschlieBend wurde die Kathodenplatte aufgelegt.

Beide Platten wurden mit dem Stromversorger (Power Pac 300 der Firma BioRad)
verbunden. Pro cm® Gel wurde eine Stromstirke von 0,8 mA angelegt. Der Blot wurde
bei kleinen Gelen (Mini-Protean II) nach einer Stunde abgebaut, bei groBeren Gelen
(Protean II) nach 2 Stunden. Die Membran wurde nach dem Blot kurz in TBS gewaschen.
Das Blotergebnis (Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf die Membran) wurde durch
eine Coomassie-Farbung (Methode 2.3.9) sowohl des geblotteten Gels, als auch der
Membran tiberpriift.

2.3.11 Serologischer Nachweis der Mt1PDH

Die Membran mit dem transferierten Protein wurde nach dem Blot (Methode 2.3.10) kurz
in I1x TBS (10x Stammlésung: 20mM TRIS, 137 mM NaCl; pH-Wert 7,6) gespiilt und
anschliessend zur Absittigung der noch freien Proteinbindungsorte auf der Membran fiir
1 Stunde in TBST-Losung (10 % Tween 20 in 1x TBS) mit 4% Magermilchpulver
inkubiert. Folgende Schritte schlossen sich an: Inkubation mit dem durch
Kaninchenimmunisierung erhaltenen, MtlPDH-spezifischen = Antikérper in der
Verdiinnung 1:2000 (1 Stunde bei Raumtemperatur), Waschen der Membran mit TBST,
Inkubation fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekunddren Antikorper in der

Verdiinnung 1:5000 (Anti-Kaninchen mit Alkalischer Phosphatase der Firma Sigma-
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Aldrich). Mit Hilfe der NBT/BCIP-Fiarbung (Methode 2.3.12) wurde die Membran
danach entwickelt.

Der Anti-Mt1PDH (Eimeria tenella) Antikdrper wurde freundlicherweise von Dr. John J.
Allocco (Department of Parasite Biochemistry and Cell Biology, Merck and Co.,
Rahway, New Jersey) zur Verfligung gestellt.

2.3.12 NBT(Nitroblau-Tetrazoliumchlorid)/BCIP(5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat)-Farbung

Diese Féarbemethode beruht auf dem gleichen Prinzip, wie die MTT/PMS-Firbung
(2.3.7). Nach kurzer Inkubation in Farbepuffer (5 mM MgCl,, 5 mM CaCl,, 100 mM
NaCl, 100 mM Tris-HCI; pH-Wert 9,5) erfolgte die Entwicklung der geblotteten
Membran fiir 5-10 Minuten (je nach gewiinschter Intensitit) durch Inkubation in
Férbelosung (30 ml Féarbepuftfer, 100 pl BCIP-Stammldsung [50 mg BCIP in 1 ml 100 %
DMF], 200 pl NBT-Stammlosung [50 mg NBT in 1 ml 70 % DMF]). Abschliessend

wurde die Membran kurz in A. dest. gespiilt und luftgetrocknet.

2.3.13 Ausfallung extrazellulirer Polysaccharide durch Metallsalze

Dem Proteinrohextrakt (siche Methode 2.3.1) wurden Metallsalzlésungen (CaN,Og,
MgS0,) zugesetzt, bis eine Endkonzentration von 0,2 M; 0,4 M; 1 M oder 1,5 M erreicht
wurde. Nach griindlichem Mischen wurden die Proben fiir 5 min bei 20 000 G
zentrifugiert, der Uberstand iiber Sephadex G-25 Superfine-Siulchen (Kit der Firma
Amersham) mit 50 mM MOPS-Puffer nach Vorschrift entsalzen und auf Aktivitdt von
Mt1PDH hin untersucht (Methode 2.2.2.1).

2.4 Molekularbiologische Methoden zur Charakterisierung der Mt1PDH aus

Caloglossa leprieurii

2.4.1 Isolation von RNA aus Caloglossa leprieurii

Die Extraktion aus frisch gesammeltem Algenmaterial (Probenahmeort beschrieben unter

2.1) wurde nach Su and Gibor (1988) durchgefiihrt.
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2.4.2 Auftrennung von RNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Die Auftrennung der isolierten RNA erfolgte in 1,2 % Agarosegelen unter
denaturierenden Bedingungen. Als Laufpuffer diente 1x MEN Puffer (10x Stammlosung:
10,3 g MOPS in 200 ml 0,1 M Natriumacetat, 5 ml 0,5M EDTA , pH-Wert 7,0, mit A.
dest auf 250 ml). Die Proben wurden vor dem Gellauf wie folgt vorbereitet: 2,5-5 pg
RNA wurden mit A. dest auf ein Volumen von 8 pl gebracht; anschliessend wurden 2 pl
10x MEN-Puffer, 2,4 ul Formaldehyd (37 %), 8 ul Formamid (100 %) sowie 3 ul
EtBr/Stopp Pramix (17,5 pl Stopp-Losung, 2,5 ul Ethidiumbromid) zugegeben. Vor dem
Gelauftrag wurden die Proben 20 min bei 65 °C und anschlieBend sofort 5 min auf Eis

inkubiert.

2.4.3 cDNA-Synthese

Durch Gelabschitzung ermitteltes RNA Volumen, 1,0 ul Oligo (dT)-Primer (500 pg/ml)
und 1,0 pl 10 mM dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP) wurden mit
sterilem H,O auf ein Volumen von 13 pl gebracht. Nach griindlichem Durchmischen
wurde der Ansatz fiir 5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis
abgekiihlt. Danach wurden 4,0 pl 5x Erststrangpuffer und 2,0 pul 0,1 M DTT
(Dithiothreitol)-Losung in das Reaktionsgefdl pipettiert, vorsichtig gemischt und 2 min
bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde durch Zugabe von 1 pul M-MLV Reverse
Transkriptase komplettiert und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15-
miniitige Inkubation bei 70 °C abgestoppt. Nach kurzer Zentrifugation (1 min mit 20 000
g) wurde die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.4.4 DNA-Amplifikation mittels PCR (polymerase chain reaction)

2.4.4.1 PCR-Ansitze

Alle PCR Ansitze wurden auf Eis gekiihlt nach folgendem Schema pipettiert: 5 pul 10x
Puffer (200 mM Tris-HCI, pH-Wert 8,4; 500 mM KCI; 25 mM MgCl,) , 5 ul dNTP (2,5
mM), 1 pl Primer 1 (12 pmol/pl; sense; Oligonucleotid), 1 pl Primer 2 (12 pmol/pl;
antisense; Oligonucleotid), 1 ul DNA bzw. cDNA, 37 ul H,0, 0,05 ul Taq-Polymerase.

Es wurden verschiedene PCR-Programme verwendet, deren Ablauf wie folgt aussah:
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RT PCR (reverse transcription PCR) NL58Shor

- Denaturierung : 30 sec. bei 94 °C - Denaturierung : 1 min bei 94 °C
- Annealing : 30 sec. bei 58 °C - Annealing: I min bei 58 °C
- Elongation : 1,5 min bei 72 °C - Elongation: 1,5 min bei 72 °C
- Endelongation : 2min bei 72 °C - Endelongation: 4 min bei 72 °C
- Zyklenzahl: 35 - Zyklenzahl: 35

2.4.4.2 Oligonucleotide

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Oligonucleotide wurden von der Firma Invitrogen
bezogen. Die Lieferung erfolgte im lyophilisierten Zustand. Nach Herstellerangaben
wurde den Oligonucleotiden UV-sterilisiertes A. dest. zugegeben. Die Konzentration der
Stammlosung betrug jeweils 100 pmol/ul. Die Oligonucleotide wurden als Start-

Fragmente (= Primer) fiir die DNA-Synthese mittels PCR verwendet.

Oligonucleotidsequenzen:

Kirstenl (forward primer 1): 5’- GGNACYATBCGGTCAAC - 3’

Kirsten?2 (forward primer 2): 5’- TCHATBACCCATTC - 3’

Kirsten3 (forward primer 3): 5’- GTYAATAACTTNCGTTC - 3°

Kirsten4 (forward primer 4): 5’- GTYAABAGCTTNCTTTC - 3°

Kirsten5 (reverse primer 1): 5’- CATTTTGGHGCWGGWAATAT - 3’
Kirsten6 (reverse primer 2): 5’- CARTTTGGHGGWGGAAATAT - 3’
Kirsten7 (forward primer control): 5’- TCCACAGCCTGGTGTTGACCCTAT - 3°
Kirstend8 (reverse primer control): 5’- TCTTCCATTGTAGCAGCTGTCACG - 3’

Fiir die verschiedenen Primerkombinationen wurden aufgrund von Sequenzvergleichen

folgende Fragmentgroflen erwartet:

Primer 1 +5/6 ~ 485 bp
Primer 3/4 + 5/6 = 655 bp
Primer 2 + 5/6 ~ 561 bp
Primer 7 + 8 =615 bp.
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2.4.5 Isolation von DNA aus Caloglossa leprieurii

Die DNA-Isolation erfolgte nach dem Protokoll von Wattier et al. (2000).

2.4.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von PCR Ergebnissen (Methode 2.4.4) und DNA-Isolation (Methode
2.4.5) wurde der Ansatz gelelektrophoretisch in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Das
Gel wurde mit Laufpuffer (1x TAE; Stammlsg. 50x TAE-Puffer: 242 g TRIS; 57,1 ml
Essigsdaure, 100 ml 0,5 M EDTA; pH-Wert 8,0; autoklaviert) gegossen und mit
Ethidiumbromidstammlésung (10 mg/ml A. dest) im Verhiltnis 1:10 000 versetzt. Dieser
Farbstoff bindet an die DNA und kann mittels UV-Licht zum Leuchten gebracht werden.
Dadurch wird die DNA auf einem Transilluminator sichtbar und kann
fotodokumentarisch festgehalten werden. Fiir die Stromversorgung wurde ein Power Pac
300 der Firma BioRad genutzt. Die Proben wurden vor der Elektrophorese mit 2 pl
Stopp-Lsg. (10 mM TRIS, pH-Wert 7,5; 1| mM EDTA; 0,2 % Bromphenolblau; 30 %

Glycerin) versetzt.

2.4.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Nach Gelelektrophorese bzw. nach PCR notwendige Aufreinigungen von DNA-
Fragmenten wurden mit einem High Pure PCR Product Purification Kit von Roche
Diagnostics nach dem beigefiigten Protokoll durchgefiihrt.

2.4.8 DNA-Isolation aus Escherichia coli

Um Genmaterial fiir die PCR-Gegenkontrolle mit E. coli zu erhalten wurde eine Kolonie
des Stammes XL Blue 1 mit einer Pipettenspitze von der Agarplatte in ein Eppendorf

Reaktionsgefal mit 50 pl A. dest. iiberfiihrt, 5 min bei 100 °C inkubiert und jeweils 1 pl

davon als Template eingesetzt.
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2.5 Okophysiologische Charakterisierung von Rhodella violacea

2.5.1 Bestimmung des Mannitolgehaltes verschiedener Kulturen

2.5.1.1 Polyolextraktion

Ca. 10 mg Algenbiomasse (homogenisiert) wurden in Eppendorfreaktionsgefdl mit
Schraubverschluss eingewiegen, mit 1 ml 70 % EtOH versetzt und nach kurzem Vortexen
3 Stunden bei 60°C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde der Extrakt fiir 10 min
bei 8000 g zentrifugiert, 800 pl des Uberstandes in neues Eppendorfreaktionsgefif3
tiberfiihrt und in einer Speed Vac von SAVANT Instruments Inc. (Modell RH 40-10;
gekoppelt an eine Lyovac GT 2 Gefriertrocknungsanlage sowie eine Pumpe vom Typ PK
8 D der Firma ILMVAC GmbH) eingeengt. Das resultierende Pellet wurde in 800 pl A.
dest. geldst, kurz anzentrifugiert und der Uberstand in HPLC-ProbengefiBe iiberfiihrt. Die
Bestimmung des Mannitolgehaltes der Losung erfolgte nach Methode 2.5.1.2.

2.5.1.2 HPLC (High Pressure Liquid Chromatographie) zur Bestimmung des Mannitolgehaltes

Fir die Analysen wurde eine HPLC-Anlage der Firma HP Agilent bestehend aus:
Vakuum-Entgaser, bindrer Pumpe, Autosampler und Wellenldngendetektor verwendet.
Die Auftrennung erfolgte iiber eine BioRad-Sdule (HPLC Fast Carbohydrate Analysis
Column — HPAP; 100 x 7,8 mm) mit Vorsdule (Carbo-Pb 27, #quilibriert mit dem
Eluenten A. dest. bei 70 °C Séulentemperatur. Bei jedem Lauf wurden Mannitol- bzw.
Polyolstandards verschiedener Konzentration mitgefiihrt, um die in der Probe enthaltene
Mannitolmenge nach Integration der Chromatogrammdaten {iber Verhéltnisgleichungen
zu bestimmen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Chemstation Software

von Hewlett Packard.
2.5.2 Bestimmung der Wachstumsraten p
Die Bestimmung der Wachstumsraten erfolgte durch in-vivo-Wachstumsmessung mit

einem Hansatech MFMS Fluorimeter (Norfolk, UK) wie bei (Karsten et al., 1996)
beschrieben (Abb. 2.5).
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Abb. 2.5: A Wachstumsfluorimeter mit MeBeinheit
B Innenansicht Fluorimeter mit Halterung fiir Kleinfeldkiivette und 4 Leuchtdioden
C mediumgefiillte Kleinfeldkiivette (Blindwert)

Die Anzucht der Algen erfolgte in Kleinfeldkiivetten (@ 5 cm) mit 30 ml Medium und
einem variablen Inokulumvolumen, welches jeweils so gewdhlt wurde, dass die
Chlorophyll-a-Fluoreszenz nach Animpfung der Kulturen iiber 50 mV (Differenz
zwischen MeBwert und Blindwert) lag. Die Messungen erfolgten im 24h-Rhythmus. Pro
Versuchsansatz wurden jeweils fiinf Parallelen gemessen, aus welchen die

Wachstumsrate durch iterative Optimierung (Excel) der exponentiellen Wachstumsfolge

u=(In F,—In Fo) * t'

-1
berechnet wurde (n = Wachstumsrate pro Tag [d ]; F; = Fluoreszenz nach t Tagen; Fy =

Fluoreszenz am Ausgangstag). Der Mittelwert dieser Wachstumsraten wurde bestimmt.
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Ergebni

3.1. Isolation und Charakterisierung der Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii

Zu Beginn der Arbeiten war lediglich bekannt, dass sich die Mt1PDH durch Ausfillung
mit Ammoniumsulfat aus Proteinrohextrakten anreichern lisst (Karsten et al., 1997b).
Ausgehend von diesem Wissen wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Proteinreinigungsmethoden auf ihre Anwendbarkeit fiir die Isolation dieses Enzyms
getestet. Ziel der Untersuchungen war es, ein Aufreinigungsprotokoll fiir die Mt1PDH aus
Caloglossa leprieurii zu erarbeiten und anschliessend auf dessen Grundlage ausreichend
gereinigtes Enzym fiir eine biochemische Charakterisierung sowie fiir die Ermittlung der

Aminosduresequenz (und letztlich der korrespondierenden Gensequenz) zu erhalten.

3.1.1 Aufreinigung des Proteins

3.1.1.1 Native Elektrophorese im Stirkegel und anschliessende Proteinelution

Zunichst wurde die Moglichkeit der Auftrennung und Isolation aus einem nativen 11,5 %
Starkegel Uberpriift (Methode 2.3.6). Die Auftrennung des Proteins wurde bei den pH-
Werten 6,1; 7,0 und 8,0 durchgefiihrt. Diese pH-Werte haben sich hauptsédchlich bei der
Auftrennung von Dehydrogenasen bewihrt (Shaw and Prasas, 1970). Der Nachweis des
Proteins erfolgt bei dieser Methode nicht iiber einen mitgefiihrten Proteinstandard,
sondern liber eine anschliessende Farbung (Smithies, 1955), welche fiir die Mt1PDH
mittels MTT/PMS (Methode 2.3.6) erfolgte (Abb. 3.1).

Abb.3.1: Proteinspots der Mt1PDH: Proben angereinigt durch Fillung mit 55 % Ammoniumsulfat, nach
Elektrophorese im 11,5 % Stirkegel bei verschiedenen pH-Werten und anschliessender Anférbung mit
MTT/PMS; A — pH-Wert 6,1; B — pH-Wert 8,0; C — pH-Wert 7,0; die Verzerrung in der Lauffront wird
durch die unterschiedlichen Ammoniumsulfatgehalte der aufgetragenen Proben (ein oder mehrere Proben
getrankte Filterpapierplattchen wurden appliziert) verursacht
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Fiir die pH-Werte 6,1 und 8,0 konnte das Enzym nachgewiesen werden, wobei die
Proteinspots bei pH 6,1 deutlicher schirfer abgegrenzt waren. Die Auftrennung bei einem
pH-Wert von 7,0 blieb ergebnislos. Die jeweils einzelnen Enzymspots in jeder Spur legen
die Vermutung nahe, dass die Mt1PDH in Caloglossa leprieurii mit nur einem Isoenzym

vertreten ist.

Anschliessend wurde die Moglichkeit der Elution der Mt1PDH aus dem Stérkegel

tiberpriift. Die dafiir notwendige mechanische Gelhomogenisation konnte weder durch

Zugabe von Steatit-Kiigelchen und Vortexen, noch durch Einfrieren mit fliissigem

Stickstoff und Pulverisierung mittels Morser und Pistill erreicht werde. Die

Homogenisation mit Hilfe eines Turrax der Firma IKA war dagegen erfolgreich. Eine

ankniipfende Extraktion des Enzyms aus dem Homogenat wurde auf verschiedenen

Wegen versucht:

1. die Losung wurde zentrifugiert und nach dem Aktivitdtsnachweis der MtIPDH im
Uberstand (Methode 2.2.2.1) einer Extraktion laut Protokoll (Methode 2.2.1)
unterzogen. In den resultierenden Fraktionen konnte keine Enzymaktivitit mehr
nachgewiesen werden.

2. Der ausgeschnittene Gelbereich mit der Mt1PDH wurde auf ein SDS-Gel (Methode
2.3.4) mit groBer Geltasche fiir den Probenauftrag aufgelegt und eine Elektrophorese
gefahren. Bei der anschliessenden Gelfarbung konnten keine Proteinbanden detektiert
werden, da das Stirkegel offenbar die Poren des Polyacrylamidgeles blockiert hat
(Abb. 3.2; Probenspur 1).

3. Der ausgeschnittene Gelbereich mit der MtIPDH wurde einem Verdau unterzogen,
um die storende Stirke abzubauen (Methode 2.3.6.3). Danach konnten zwar
Proteinbanden im SDS-Gel sichbar gemacht werden (Abb. 3.2, Probenspur 2), jedoch
war keine Mt1PDH-Aktivitdt mehr nachweisbar (Methode 2.2.2.1).

M 1 2
100 kDa --=
50 kDa -5
30 kDa -+
. Abb. 3.2: silbergefdrbtes SDS-Gel mit Probenelution
H Mt1PDH aus 11,5 % Starkegel
. M = Molekulargewichtsmarker
» —— 1 = Spur mit aufgelegtem Starkegel mit Mt1PDH

2 = Spur mit eluierter Probe aus Stirkegel nach Verdau
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Die native Elektrophorese im Stidrkegel und anschliessend die Identifizierung der
MtIPDH waren also erfolgreich; allerdings konnte das Enzym nachfolgend fiir weitere

Untersuchungen nicht aus dem Gel eluiert werden.

3.1.1.2 Ausfillung von Polysacchariden durch Metallsalze

Es ist bekannt, dass Algenpolysaccharide durch den Gehalt an Uronsduren und/oder
Sulfatgruppen eine stark negative Ladung haben, welche ihre spezifischen
physikochemischen Eigenschaften, beispielsweise die hohe Gelierfihigkeit, bedingen.
Der Zusatz mehrwertiger Kationen, wie Ca®", bewirkt eine Gelbildung durch Anderung
der Konformation der Polymere (Alban and Blaschek, 2007). Daher wurde getestet, ob
eine Entfernung der bei der Extraktion ebenfalls freiwerdenden Polysaccharide mittels
Ausfillung durch Metallsalze (Methode 2.3.13) moglich ist. Dies erwies sich allerdings
als erfolglos: nach erfolgter Zentrifugation war im verbleibenden Uberstand kein aktives

Protein mehr nachweisbar (Methode 2.2.2.1).

3.1.1.3 Ausfillung von Polysacchariden durch Polyethylenglycol

Fiir die Aufreinigung bzw. Anreicherung von Proteinen hat sich vielfach der Einsatz von
Polyethylenglycol (PEG) in Kombination mit einem Salz in einem wésserigen 2-Phasen-
System (ATPS = Aqueous two-phase-system) bewidhrt (Chen, 1992; Iwamoto et al.,
2001). Es wurde tiberpriift, ob diese Methode auch fiir die Aufreinigung der MtIPDH
anwendbar ist. Dafiir wurde dem Proteinrohextrakt 15 % (wt/vol) PEG 6000 sowie
schrittweise (NH4),SO4 bis zu einem Séttigungsgrad von 25 % zugegeben. Nach der
Zentrifugation verblieben die stdrenden extrazelluldren Polysaccharide in der sehr
viskosen oberen Phase, wihrend sich die MtIPDH in der unteren, wéBrigen Phase
anreicherte (Abb. 3.3). Die Aufkonzentrierung mittels ATPS war somit erfolgreich und

wurde in das endgiiltige Aufreinigungsprotokoll (3.1.1.6) iibernommen.

Abb. 3.3: Proteinrohextrakt aus Caloglossa leprieurii nach Zugabe von 15 %
(w/t) PEG und (NH,4),SO,4 mit 25 % Sittigung, zentrifugiert: obere
Phase enthilt extrazelluldre Schleime, untere Phase enthélt die
Mt1PDH
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3.1.14 Proteinisolation mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography):

Affinitdtschromatographie

Fiir die Aufreinigung des Proteins mittels Affinitdtschromatographie (siche Methode
2.3.2) wurden zuerst Sdulchen mit einer Cibacron Blue F3GA-Matrix (Firma BioRad)
getestet, da dieses Material durch seine Sekundérstruktur sehr gut fiir die Aufreinigung
von Dehydrogenasen und anderen Nucleotidabhingigen Enzymen geeignet ist
(Thompson et al., 1975). Im resultierenden Eluat konnte aber in mehreren Testldufen

keine Mt1 PDH-Aktivitit nachgewiesen werden (Methode 2.2.2.1).

Anschliessend wurden schwerkraftbetriebene Sdulchen mit Reactive Red 120 Agarose
(Firma Sigma-Aldrich) als Matrix getestet (Methode 2.3.2). Dieser Farbstoff eignet sich
gut fiir Chromatographien mit Hydrogenasen (Watson et al., 1978; Schneider et al., 1983)
und wurde bereits erfolgreich fiir die Aufreinigung der Mt1PDH aus Caloglossa continua
(Okamura) King et Puttock (Iwamoto et al., 2003) eingesetzt. Reactive Red 120 Agarose
erwies sich auch fiir die Reinigung der Mt1PDH aus C. leprieurii als sehr geeignet: zwei
Fraktionen des FEluats zeigten hohe Enzymaktivititen. Die Affinitdtschromatographie
mittels Reactive Red 120 Agarose wurde daher als Reinigungsschritt an die Ausfillung

mit Ammoniumsulfat/PEG angeschlossen.

3.1.1.5 Proteinisolation mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography):

Ionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie mittels FPLC (siche Methode 2.3.2) wurde als
weiterer moglicher Reinigungsschritt iberpriift. Hierfiir wurden Q Sepharose XL (starker
Anionenaustauscher) sowie DEAE FF (schwacher Anionenaustauscher) getestet. Beide
Materialien lieferten wéhrend der Elution einen deutlichen Proteinpeak (Abb. 3.4) und
erwiesen sich als geeignet: die jeweils bei einer KCl-Konzentration von 0,8 M bis 1,0 M

eluierten Fraktionen zeigten deutliche Aktivitdten der Mt1PDH.
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Abb. 3.4: Chromatogramme der IEX mit verschiedenen S#ulenmatrices: A — mit DEAE FF,
Fliessgeschwindigkeit: 1 ml/min; B — mit Q Sepharose XL, Fliessgeschwindigkeit: 1 ml/min; die Elution
der Mt1PDH erfolgte in beiden Féllen zwischen 0,8 M und 1,0 M KC1

3.1.1.6 Aufreinigungsprotokoll

Die Kombination aller Vorversuche mit den Protokollen von Iwamoto et al., (2001) sowie
von Karsten et al, (1997a) ergab das unter Methode 2.3.1 Dbeschriebene
Aufreinigungsprotokoll fiir die MtIPDH (Fliess-Schema: Abb. 3.5). Dabei wurde nach
der Fillung mit Ammoniumsulfat und PEG fiir die weitere Aufreinigung das resultierende
Pellet nach Zugabe von 55% (NH4),SO4 genutzt (Pellet 1). Die nach diesem Schritt
notwendige Aufkonzentrierung der Probe wurde mit Hilfe einer Amiconzelle und einer
YM 10-Membran (Ausschluss-GroBBe 10 kDa) erreicht. Ebenfalls getestete
Zentrifugenrohrchen mit eingesetzter Proteinmembran (,,Centricon®“-System der Firma
Amicon; AusschluBgrole der Membran: 10 kDa bzw. 30 kDa) erwiesen sich aufgrund des
groflen zeitlichen Aufwandes als ungeeignet, da sich das aufgetragene Probenvolumen
trotz mehrstiindiger Zentrifugation nur unwesentlich verringerte, wiahrend die Einengung
iber eine Amiconzelle stets in weniger als einer Stunde beendet war. Fiir die Entsalzung
bzw. Umpufferung der Proben zwischen den einzelnen Reinigungsschritten hat sich die
Nutzung von Sephadex G-25 Séulchen (betrieben iiber eine 25 ml-Spritze) als duflerst
geeignet erwiesen. Die Affinitdtschromatographie wurde mit Reactive Red 120 Agarose
durchgefiihrt; anschliessend wurden bei einer Fraktionsgréf3e von 0,5 ml die Fraktionen 4
und 5 (also die Milliliter 1,5 bis 2,0 und 2,0 bis 2,5 des Durchflusses nach Zugabe des

Eluenten) fiir die lonenaustauschchromatographie weiter verwendet. Diese wurde mit
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mind. 15 g gefriergetrocknetes Algenmaterial

Homogenisation mittels Morser und Pistill unter N, (fliissig)

!

Inkubation fiir 10-15 min unter stindigem Riihren

!

15 min Zentrifugation bei 20 000 g

|

Zugabe PEG (15 % [wt/vol]) und (NH4),SO, (25 % Sittigung)

v

Inkubation fiir 20 min unter stdndigem Riihren

!

15 min Zentrifugation bei 20 000 g

!

zur unteren Phase Zugabe von (NH4),SO, (55 % Sattigung)

v

Inkubation fiir 20 min unter stindigem Riihren
|
15 min Zentrifugation bei 20 000 g, Pellet in MOPS resuspendiert—>
zum Uberstand Zugabe von (NH4),S0, (85 % Sittigung)
Inkubation fiir 20 min unter standigem Riihren

15 min Zentrifugation bei 20 000 g, Pellet in MOPS resuspendiert—»>

Aufkonzentrierung mittels AMICON-Zelle, Ausschlussgrofie 10 kDa

Affinitditschromatographie mittels Reactive Red 120 Agarose

v

Umpuffern tiber Sephadex G 25

lonenaustauschchromatographie mittels HiTrap DEAE FF —

Zugabe von eiskaltem Extraktionspuffer, Polyclar AT und Amberlite XAD-4

Proteinprobe

Proteinprobe

Proteinprobe

Proteinprobe

Entsalzen und Umpuffern iiber Sephadex G 25 Sdaulchen —»

Proteinprobe

Proteinprobe

Proteinprobe

Abb. 3.5: Fliess-Schema Aufreinigung der Mt1PDH, alle Schritte wurden bei 4°C ausgefiihrt
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DEAE FF durchgefiihrt, die Elution erfolgte im 20 miniitigen KCl-Gradienten. Die

Lagerung des gereinigten Proteins erfolgte bei -80 °C.
Nach diesem Protokoll konnten je Durchlauf aus 25 g gefriergetrocknetem Algenmaterial

1,4 ng Protein isoliert werden. Die Mt1PDH wurde dabei im Vergleich zum Rohextrakt

insgesamt um den Faktor 1229,1 angereichert.

Damit wurde das Ziel, ein Aufreinigungsprotokoll fiir die Mt1PDH aus Caloglossa
leprieurii zu entwickeln und gereinigtes Protein fiir eine biochemische und

molekularbiologische Charakterisierung zu isolieren, erreicht.

3.1.2 Biochemische Charakterisierung der Mt1PDH

3.1.2.1 Allgemeine Kenngrofen

Die Reinheit des so isolierten Proteins wurde nach der Aktivitdtsbestimmung (Methode
2.2.2.1) durch eine SDS-Gelelektrophorese (Methode 2.3.4) und anschliessende
Silberfarbung (Methode 2.3.9) {iberpriift (Beispielgel: Abb 3.6). Neben der Proteinprobe
wurde im dargestellten Gel BSA in definierten Mengen aufgetragen, um eine
Abschitzung der in der Enzymprobe enthaltenen Proteinmenge zu ermoglichen. Dies
diente der Verifizierung der durch Proteinbestimmung nach Bradford (Methode 2.3.3)

erhaltenen Ergebnisse.

100 kDa
50 kDa

Marker

gereinigtes Protein
2 ug BSA

1 ug BSA

500 ng BSA

200 ng BSA

100 ng BSA

50 ng BSA

30 kDa

S hWN—=T=

ADb. 3.6: Silbergefirbtes Gel nach SDS-PAGE im 12 % Gel; fiir die Spur mit dem gereinigten Protein zeigt
sich nur eine einzelne Bande (spricht fiir die hohe Reinheit der Probe); das Molekulargewicht des isolierten
Proteins liegt knapp tiber 50 kDa
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Bei der Proteinbestimmung nach Bradford (Methode 2.3.3) wird der Farbstoff Coomassie
Brilliantblau verwendet (genau wie bei der Coomassie-Fiarbung, Methode 2.3.8), dessen
untere Nachweisgrenze bei 100 bis 500 ng Protein liegt. Nach diesem Test enthielt die
Probenspur 900 ng gereinigtes Protein. Die Silberfirbung beruht dagegen auf der
Reduktion von loslichen Silberionen zu unldslichem Silber, die in Anwesenheit von
Proteinen beschleunigt wird. Die untere Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 0,2 bis
0,6 ng Protein. Damit ist dieser Nachweis flir die hier eingesetzten Proteinmengen
zuverléssiger. Die aufgetragene Menge der MtIPDH betrug demnach nur ca. 100 ng und
die Ergebnisse der Proteinbestimmung nach Bradford miissen fiir die nach der

Chromatographie erhaltenen Fraktionen um den Faktor 9 nach unten korrigiert werden.

Das Molekulargewicht des Enzyms wurde durch die Auftrennung im 12 % Gel (Methode
2.3.4) auf ca. 50 kDa bestimmt, wobei durch die denaturierende SDS-PAGE noch
keinerlei Aussage iiber eine evtl. Zusammensetzung des Proteins aus Homomeren und
damit iiber das native Molekulargewicht getroffen werden kann. Dartiber hinaus ist nur 1

Bande im Gel zu sehen, was fiir eine hohe Reinheit des aufgereinigten Proteins spricht.

Danach wurde mit der gereinigten Proteinprobe eine native Elektrophorese im
Polyacrylamidgel durchgefiihrt (Methode 2.3.5). Anschliessend wurde eine Probenspur
mit Silber gefarbt (Methode 2.3.9), wihrend mit einer weiteren Probe ein Zymogramm
durchgefiihrt wurde (Methode 2.3.7). Die Silberfirbung zeigte nur einen einzelnen
Proteinspot (Abb. 3.7 A), was wiederum fiir die hohe Reinheit des isolierten Proteins
spricht. Die Enzymfirbung ergab ebenfalls einen einzelnen Proteinspot (Abb. 3.7 B),
womit bestdtigt wurde, dass die MtIPDH in der gereinigten Proteinprobe enthalten war.
Ein direkter rdumlicher Vergleich beider Gelteile - der bestdtigt hétte, dass der
silbergefirbte Proteinspot die aktive Mt1PDH ist - war allerdings nicht méglich, da sich
die GroBe der urspriinglich gleich groflen Gelteile durch die verschiedenen

Farbetechniken unterschiedlich veridnderte.

Abb. 3.7: PA-Gele nach nativer Gel-
Elektrophorese mit gereinigter Mt1PDH:
A nach Silberfarbung

B nach Féarbung mit MTT/PMS

es wurde jeweils nur ein -einzelner
Proteinspot detektiert
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Um die Reinheit des aufgereinigten Proteins genauer zu iiberpriifen wurde eine Probe
davon in der Abteilung Mikrobiologie der Universitit Rostock durch Frau Dr. Katrin
Schwarz einer 2D-Gelelektrophorese unterzogen. Mittels dieser gelelektrophoretischen
Methode werden die Proteine in der ersten Dimension entsprechend ihres isoelektrischen
Punktes, in einer zweiten nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Klose, 1975;
O’Farrell, 1975). Nach Farbung des Gels mit kolloidalem Coomassie (Neuhoff et al.,
1988) zeigten sich zwei verschiedene Proteinspots mit nahezu gleichem
Molekulargewicht (jeweils zwischen 45 und 66,2 kDa), aber unterschiedlichen

isoelektrischen Punkten (ca. pH-Wert 6 bzw. 8; Abb. 3.8).

- 116 kDa
- 66,2 kDa

- 45 kDa

- 35 kDa

- 25 kDa
- 18 kDa
- 14 kDa

pH 10 pH 3

Abb. 3.8: Ergebnis der 2D-PAGE der aufgereinigten Mt1PDH; nach Féarbung mit kolloidalem Coomassie
zeigen zwei verschiedene Proteinspots mit gleichem Molekulargewicht von ca. 50 kDa, aber
unterschiedlichen isoelektrischen Punkten

Dieses Ergebnis legt nahe, dass in der aufgereinigten Proteinprobe neben der Mt1PDH
noch mindestens ein weiteres Protein vorlag, dessen Signal in der SDS-Gelelektrophorese
(Abb. 3.6) durch die Bande der MtIPDH iiberlagert wurde und somit nicht detektierbar

war.
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3.1.2.2 Identifizierung der AS-Sequenz durch Edmann-Abbau

Zur Ermittlung der Aminosduresequenz des gereinigten Proteins wurden 1,7 pg Protein
einer denaturierenden Proteinelektrophorese unterzogen (Methode 2.3.4) und
anschliessend auf eine PVDF-Membran iibertragen (Methode 2.3.10). Mit Hilfe einer
Coomassie-Farbung (Methode 2.3.8) von Gel und Membran wurde anschliessend
tiberpriift, ob der Transfer des Proteins vom Gel auf die Membran vollstindig erfolgt war.
Die Membran mit der angefdarbten Proteinbande wurde dann fiir eine Sequenzierung

durch Edmann-Abbau mit Hilfe eines Procise Sequenzers von Applied Biosystems an die

Firma SeqLab geschickt.
034/04 Mtl1PDH Residue 3
1.00
0.00 P IEC
P
o W
A
T\ ® ~
N/| S

-1.00 D

4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Abb. 3.9: Sequenzauswertung einer auf PVDF-Membran geblotteten Probe der MtIPDH nach
Aminosduresequenzierung mittels Edmann-Abbau durch die Firma SeqLab

Diese erklarte nach Bearbeitung der Proben, dass keine Sequenz bestimmt werden konnte
(Abb. 3.9), ein Grund wurde dafiir nicht angegeben. Auch ein zweiter Versuch der
Sequenzierung mit einer neuen Proteinprobe und einer kiirzeren Coomassie-Farbung

(Essigsédure konnte die Nachweismethode storen) fiihrte zu dem gleichen Resultat.

3.1.2.3 Identifizierung der AS-Sequenz durch MALDI-TOF

Das gereinigte Protein (1,7 png) wurde einer denaturierenden Proteinelektrophorese
(Methode 2.3.4) unterzogen. Anschliessend wurde das Gel kurz mit Coomassie geférbt
(Methode 2.3.8), die Proteinbande mit einem Skalpell aus dem Gel entfernt und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefdl mit 100 pl 1,5 M TRIS-Puffer (pH-Wert 8,8) tiberfiihrt. Zur

Ermittlung der Aminosduresequenz mittels MALDI-TOF wurde jeweils eine Probe
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gekiihlt an das MPI in Golm (Kooperationspartner der Arbeitsgruppe) und die Firma
SeqLab verschickt. In beiden Féllen konnte jedoch keine Aminoséduresequenz oder auch

nur eine Teilsequenz fiir die Mt1PDH ermittelt werden.

3.1.2.4 Antikorper - Kreuzreaktionstest

Das Enzym Mt1PDH ist auch aus dem einzelligen Parasiten Eimeria tenella bekannt und
wurde dort ausfiihrlich charakterisiert (Allocco et al., 1999). Dr. John Allocco von Merck
& Co., Inc. in Rayway, NJ, USA hat fiir Kreuzreaktionstests freundlicherweise den im
Rahmen seiner Forschung durch Kaninchenimmunisierung gewonnenen Antikorper zur
Verfiigung gestellt. Die aufgereinigte MtIPDH aus Caloglossa wurde nach
gelelektrophoretischer Auftrennung (Methode 2.3.4) auf eine PVDF-Mebran iibertragen
(Methode 2.3.10) und anschliessend mit diesem Antikérper inkubiert (Methode 2.3.11).
Eine Kreuzreaktion des Antikorpers aus Eimeria tenella mit der aus Caloglossa leprieurii
aufgereinigten MtIPDH hitte Riickschliisse auf die Aminosduresequenz ermdglicht,

allerdings konnte keine Kreuzreaktion festgestellt werden.

3.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung der Mt1PDH

Mit Hilfe der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) wurden die bereits
bekannten Aminosiuresequenzen der MtIPDH aus verschiedenen Organismen ermittelt
und in einem computergestiitzten BLAST miteinander verglichen (Abb. 3.10). So konnten
offenbar konservierte (und damit fiir das Enzym vermutlich essentielle) Bereiche
identifiziert werden, welche dann zur Ableitung degenerierter Primer (Sequenz: siehe
24.42) fir die Fischung des Gens durch PCR bzw. RT-PCR (Methode 2.4.4)
herangezogen wurden. Aus der bereits bekannten Gensequenz der grofen Untereinheit
der Ribulose-1,5-Bisphosphat Carboxylase/ Oxygenase aus Caloglossa leprieurii
(Zuccarello et al., 2000) wurde ein weiteres Primerpaar (Primer ,Kirsten7“ und
,Kirsten8“, Sequenz siehe 2.4.4.2) als Positiv-Kontolle fiir die PCR-Durchldufe mit
Caloglossa-DNA/cDNA abgeleitet.

Um auch die generelle Funktionalitdt der Mt1PDH-spezifischen Primer (vier forward-
Primer, zwei reverse-Primer) zu iiberpriifen, wurden alle PCR-Ansitze gleichzeitig mit
aus Escherichia coli gewonnener DNA (Methode 2.4.8) gefahren, da fiir die

Primerableitung Aminosduresequenzen dieses Organismus’ genutzt wurden.
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Als Ausgangsmaterial fiir die PCR-Uberpriifungen (fiir die zuniichst eine aus
rekombinanten E. coli-Stimmen préparierte 7ag-Polymerase genutzt wurde) wurde aus
frisch geernteten Proben von Caloglossa leprieurii DNA (Methode 2.4.5) bzw. RNA
(Methode 2.4.1) isoliert; letztere wurde dann fiir die Synthese von cDNA eingesetzt
(Methode 2.4.3). In der anschliessenden PCR (Methode 2.4.4) wurden DNA und cDNA
aus Caloglossa leprieurii sowie genomische DNA aus E. coli mit allen mdglichen
Kombinationen der MtIPDH-spezifischen Primer eingesetzt. Dabei konnte fiir die
Primerkombination Kirstenl (forward) und Kirsten5 (reverse) bei der Auftrennung der
amplifizierten DNA im Agarosegel (Methode 2.4.6) zunichst ein Genfragment in der
erwarteten Grofe identifiziert werden (Abb. 3.11 A). Dieses wurde eluiert (Methode
24.7) und durch Herrn Dr. Bastrop der Abteilung Stoffwechselphysiologie der

Universitit Rostock sequenziert, wobei sich eine hundertprozentige Identitét mit der

Abb. 3.11: Uberpriifung der DNA-Fragment-Amplifikation im 1 % Agarosegel; beide PCR-Ansitze
wurden nach dem selben Schema pipettiert und auf das Gel aufgetragen, aber
A mit laboreigener Taq-Polymerase, aus E. coli isoliert
B mit kommerzieller Tag-Polymerase
M = GroBenstandard mit der jeweils angegebenen Anzahl an Basenpaaren
1 = cDNA aus C. leprieurii; Primerkombination Kirstenl und Kirsten5; Mt1PDH-spezifisch
2 = cDNA aus C. leprieurii; Primerkombination Kirsten7 und Kirsten8; Positiv-Kontolle
3 =DNA aus C. leprieurii; Primerkombination Kirsten! und Kirsten5; Mt1PDH-spezifisch
4 = DNA aus C. leprieurii; Primerkombination Kirsten7 und Kirsten8; Positiv-Kontolle
5 =DNA aus E. coli; Primerkombination Mt1PDH-spezifisch; Positivkontrolle
6 = DNA aus E. coli; Primerkombination RuBisCo-spezifisch; Negativkontrolle
7 = H,0; Primerkombination Mt1PDH-spezifisch; Negativkontrolle
8 = H,0O; Primerkombination RuBisCo-spezifisch; Negativkontrolle

42



Ergebnisse

bekannten Sequenz der MtIPDH aus E. coli ergab. Um sicherzustellen, dass keine
Verunreinung mit E. coli-DNA vorliegt (auch die Negativkontrolle mit A. dest. als
template ergab ein Signal, sieche Spur 7 in Abb. 3.11 A), wurde die PCR mit
kommerzieller Tag-Polymerase wiederholt (Abb. 3.11 B). Dabei zeigte sich, dass es sich
im ersten Ergebnis tatsdchlich um Falsch-Positive Resultate handelte, die offenbar auf
eine mit E. coli-DNA kontaminierte 7ag-Polymerase zurlickzufiihren waren. Somit
konnte mit den abgeleiteten Primern letztlich kein Genfragment der MtIPDH aus

Caloglossa leprieurii gefischt werden.

Allerdings wurde durch die Uberpriifungen die generelle Funktionalitit zumindest einer
Mt1PDH-spezifischen Primerkombination (Kirstenl/Kirsten5, siche Abb. 3.11 B, Spur 5)
sowie der RuBisCo-spezifischen Primerkombination (Abb. 3.11 B, Spuren 2 und 4)

bewiesen, was einen guten Ansatzpunkt fiir zukiinftige Untersuchungen liefert.

3.2 Mannitolmetabolismus in Rhodella violacea

Zu Beginn der Arbeiten war lediglich bekannt, dass die einzelligen Rotalgen Rhodella
violacea und Dixoniella grisea den fiir Rotalgen untypischen Zuckeralkohol Mannitol als
Hauptphotosyntheseprodukt und organisches Osmolyt produzieren (Karsten et al., 1999).
Die an diesem Stoffwechselweg beteiligten Enzyme sollten jetzt identifiziert und
biochemisch charakterisiert werden. Dafiir wurde ausgehend von dem aus der Makroalge
Caloglossa leprieurii bekannten Mannitolmetabolismus (Karsten et al., 1997b) liberpriift,
ob die dort beschriebenen Enzyme auch in Rhodella bzw. Dixoniella nachweisbar sind.
Die Untersuchungen wurden an durch Ammoniumsulfatfillung angereinigten

Proteinextrakten durchgefiihrt (Methode 2.2.1).

Fiir beide Mikrorotalgen konnten als Ergebnis alle vier aus Caloglossa beschriebenen
Enzymreaktionen nachgewiesen werden, offenbar besitzen also beide beziiglich des
Mannitolmetabolismus die gleichen Enzyme wie Caloglossa leprieurii. Eine erste
biochemische Charakterisierung dieser Enzyme in Dixoniella grisea wurde in einer von
mir mitbetreuten Diplomarbeit ausgelagert (Raimund, 2005). Die Charakterisierung fiir
Rhodella violacea ist im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgt, deren Ergebnisse

sind nachfolgend dargestellt.

43



Ergebnisse

Fir die Untersuchungen des pH-Optimums der einzelnen Enzyme wurden drei
verschiedene Puffer (MOPS, TRIS und CAPSO) mit einander {iberlappenden
Wirkungsbereichen verwendet, um den pH-Bereich von 6,0 bis 10,3 abzudecken. Dabei
ergaben sich mit TRIS immer leicht niedrigere Werte als bei Verwendung der beiden

anderen Puffer (Bsp.: Abb. 3.12).

0,30

0,25 - A
-
0,20 -
A

0.15 %

0,05 A

spez. EA in nkat/mg Protein

0,00 *+H T T T T
55 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5 11,5

pH-Wert

Abb. 3.12: spezifische Enzymaktivitdt der Mt1PDH (oxidative Reaktion) bei verschiedenen pH-Werten, der
Test erfolgte mit verschiedenen Puffern: * MOPS-Puffer, ™  TRIS-Puffer, A CAPSO-Puffer; die
mit TRIS bestimmte spez. EA liegt jeweils leicht unterhalb des mit MOPS bzw. CAPSO bestimmten
Wertes

3.2.1 Charakterisierung Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase (Mt1PDH) EC 1.1.1.17

Dieses Enzym zeigte fiir beide moglichen Reaktionsrichtungen mit den vom
Mannitolzyklus in Caloglossa leprieurii bekannten Substraten eine maximale Aktivitit.
Konkret waren das Mannitol-1-Phosphat (Mt1P) fiir die oxidative Reaktion (Abb. 3.13)
mit einem Aktivititsmaximum bei pH 8,5 sowie Fructose-6-Phosphat (F6P) fiir die
Reduktionsreaktion (Abb. 3.14), deren Aktivititsmaximum bei pH 7.4 lag. Fiir die
Messungen wurden (sofern nicht anders angegeben) jeweils 5 echte Parallelen genutzt.
Die Bestimmung der K- und V.x-Werte erfolgte jeweils durch graphische Extrapolation
nach der Methode von Hanes (Hanes, 1932).
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NAD

0,5
0,4
03 B
0,2 -
0,1 -
0,0 1=

Protein

Mt1P F6P Gluc6P  GlycP  Man6P  Sorb6P
Substrat

spez. EA in nkat/mg

Abb. 3.13: Substratspezifitit der Mt1PDH, oxidative Reaktion: dargestellt ist jeweils die spez. EA fiir
verschiedene Substrate, vermessen wurden 5 echte Parallelen, die nebeneinander dargestellt wurden, um
»Ausreifier in den Werten genauer darstellen zu kdnnen; Mt1P = Mannitol-1-Phosphat, F6P = Fructose-6-
Phosphat, Gluc6P = Glucose-6-Phosphat, Man6P = Mannose-6-Phosphat, Sorb6P = Sorbitol-6-Phosphat

NADH
CE,, 1,0
= 08 [
g c
c.= 06
£ 8
5 & 04
N
F6P Gluc6P GlyceroP Man6P Mt1P Sorb6P
Substrat

Abb. 3.14: Substratspezifitit der Mt1PDH, reduzierende Reaktion: dargestellt ist jeweils die spez. EA fiir
verschiedene Substrate, vermessen wurden 5 echte Parallelen, die nebeneinander dargestellt wurden, um
»Ausreiler in den Werten genauer darstellen zu konnen; Mt1P = Mannitol-1-Phosphat, F6P = Fructose-6-
Phosphat, Gluc6P = Glucose-6-Phosphat, Man6P = Mannose-6-Phosphat, Sorb6P = Sorbitol-6-Phosphat
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Bei Verwendung der alternativen Nucleotide (NADP bzw. NADPH) und Substrate waren
die gemessenen Aktivitditen sehr gering, sofern {iberhaupt meBbare Reaktionen
stattfanden. Eine Ausnahme bildete der Versuchsansatz mit NADP und Glucose-6-
Phosphat (G6P) fiir die oxidierende Reaktion. Die hier gemessenen Enzymaktivititen
variierten von 66,6 % bis zu 350 % der Hauptreaktion (Abb. 3.15), was die Vermutung
nahe legt, dass im gemessenen Rohextrakt auch jeweils immer eine Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase vorlag. Eine Klarung konnte durch die Wiederholung der Messungen mit

aufgereinigtem Enzym erfolgen.

NADP

o 0,8
£
® 0,6
€<

[
£ 5 04
g a
s 0,2
N
Q
& 0 —

M1P FeP Gluc6P GlycP Man6P Sorb6P
Substrat

Abb. 3.15.: Substratspezifitdt der Mt1PDH, oxidierende Reaktion, mit dem alternativen Nucleotid NADP,
gemessen wurden 3 echte Parallelen, die zur eindeutigeren Darstellung der Streuung der Werte
nebeneinander aufgetragen wurden; Mt1P = Mannitol-1-Phosphat, F6P = Fructose-6-Phosphat, Gluc6P =
Glucose-6-Phosphat, Man6P = Mannose-6-Phosphat, Sorb6P = Sorbitol-6-Phosphat

Die Werte fiir Viax (0.44 nkat mg'1 Protein fur die Oxidation und 0.16 nkat mg'1 Protein
fiir die Reduktion) und K, (1.82 mM bzw. 1.94 mM) lagen fiir beide Reaktionen jeweils
in der gleichen Groenordnung (Abb. 3.16 A und B).

10 80
9 70
& / 60
7
> 81 / > %01
o i & 41
=2,2688x + 4,1195 301
3 e e 0l v=6,3320x + 12,209
2 - 0] R?=0,9933
14
0 ; ; ; ; 0 ; ; ; ; ;
0 0,5 1 1,5 2 2,5 0 2 4 6 8 10 12
Substratkonzentration A Substratkonzentration

Abb. 3.16: graphische Extrapolation nach Hanes zur

Bestimmung der K- und V ,,,.-Werte der Mt1PDH;
A — oxidativer Reaktionsweg; B — reduktiver Reaktionsweg
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3.2.2 Charakterisierung Mannitol-1-Phosphatase (Mt1Pase) EC 3.1.3.22

Fiir diese Enzymreaktion konnte kein eindeutiges Hauptsubstrat bestimmt werden, jedoch
zeigte sich, dass sowohl MtIP (das bevorzugte Substrat des Enzyms in Caloglossa
leprieurii), als auch F6P gut umgesetzt werden (Abb. 3.17). Glucose-6-Phosphat und
Sorbitol-6-Phosphat konnen ebenfalls als Substrate genutzt werden. Bei Verwendung von
PNPP als Substrat wurden im Vergleich dazu 5-8 mal hohere Werte gemessen, was auf
das Vorhandensein vieler unspezifischer Phosphatasen im Extrakt schliessen 146t (Flint
and Hopton, 1977). Dadurch konnte auch keine fiir dieses Enzym spezifische Kinetik

nach Michaelis-Menten bestimmt werden.

N
o

-
[¢;]

a

spez. EA in nkat/mg Protein
>

o

ﬁ‘&“l_}"l__‘l‘___‘ B |
Mt1P F6P

Sorb6P  Man6P GlyceroP  PNPP G6P
Substrat

Abb. 3.17: Substratspezifitit der Mt1Pase; es konnte kein eindeutiges Hauptsubstrat bestimmt werden, die
hohe Umsetzung von PNPP lésst auf das Vorhandensein unspezifischer Phosphatasen im untersuchten
Rohextrakt schliessen

3.2.3 Charakterisierung Mannitoldehydrogenase (MtDH) EC 1.1.1.67

Die MtDH erwies sich als sehr spezifisch. Die hochsten Aktivititen wurden fiir die
Oxidation bei einem pH-Wert von 9,2 (Optimum) mit Mannitol und NAD im
Versuchsansatz gemessen; fiir die Reduktion bei pH 7,0 bis 7,4 (Optimum) mit Fructose
und NADH. Alle weiteren liberpriiften Substrate ergaben (auch in Kombination mit den
alternativen Nucleotiden) mindestens 10 mal schwichere bzw. gar keine

Enzymreaktionen (Abb. 3.18 und 3.19).
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Abb. 3.18: Substratspezifitit der MtDH, oxidative Reaktion; es wurden jeweils 4 echte Parallelen
vermessen; Mannitol ist eindeutig als Hauptsubstrat anzusehen, in geringem Umfang kann auch Xylitol
genutzt werden
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Abb. 3.19: Substratspezifitdt der MtDH, reduzierende Reaktion; es wurden jeweils 4 echte Parallelen
vermessen; Hauptsubstrat ist eindeutig Fructose
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Vmax der Fructosereduktion (133.53 nkat mg'1 Protein) war ca. 5 mal hoher als Vy,x der

entgegengesetzten Reaktion (27,69 nkat mg™ Protein), wihrend die K,,- Werte sich in der
gleichen GroBenordnung (3.65 mM bzw. 2.60 mM) bewegten (Abb. 3.20 A und B).
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Abb. 3.20: graphische Extrapolation nach Hanes zur Bestimmung der K,,- und V,,,,-Werte der Mt1PDH;
A — oxidativer Reaktionsweg; B — reduktiver Reaktionsweg

3.2.4 Charakterisierung Hexokinase (HK) EC 2.7.1.1

Die hochste Enzymaktivitit wurde mit dem Substrat Fructose gemessen. Von allen

anderen getesteten Substraten zeigte nur noch Glucose nennenswerte Aktivititen, die
allerdings nicht mehr als 10-20 % der Haupaktivitit erreichten (Abb. 3.21). Der K,,- Wert
(2.70 mM) war in etwa mit dem fiir die MtDH errechneten vergleichbar; der Vi~ Wert

betrug 4.83 nkat mg™' Protein (Abb. 3.22). Dieses Enzym wurde in einem gekoppelten

Versuchsansatz unter Verwendung von Phosphoglucose Isomerase, Glucose-6-Phosphat

Dehydrogenase und NADP getestet, daher wurde kein pH-Optimum bestimmt.
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Abb. 3.21: Substratspezifitit der Hexokinase; Hauptsubstrat ist Fructose; die Fehlerbalken bezeichnen die
Standard-Abweichung
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Abb. 3.22: graphische Extrapolation nach Hanes zur Bestimmung der K ;- und V,,,-Werte der Hexokinase

Die Ergebnisse belegen, dass der Mannitolmetabolismus in Rhodella violacea offenbar
nach dem gleichen Prinzip wie in Caloglossa leprieurii ablauft. Die optimalen pH-Werte
fiir die einzelnen Enzymreaktionen sind in beiden Rotalgen fast identisch. Fiir die iibrigen
biochemischen Kenngrofen, wie Substratspezifitit, K,-Wert und Vp..-Wert gibt es
zwischen den Arten allerdings teilweise betrdchtliche Unterschiede. Dabei muss
beriicksichtigt werden, dass die Messungen mit kaum angereinigten Rohextrakten

durchgefiihrt wurden.

3.3 Okophysiologische Charakterisierung von Rhodella violacea

Nachdem im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Nachweis erbacht werden konnte, dass
auch die einzellige Mikro-Rotalge Rhodella violacea die aus Caloglossa leprieurii
bekannten Enzyme zur Synthese bzw. Degradation von Mannitol nutzt (siche 3.2.), wurde
eine erste Okophysiologische Charakterisierung von Rhodella vorgenommen. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung zur Etablierung von Rhodella als Modellsystem fiir zukiinftige
biochemische und molekularbiologische Untersuchungen. Dafiir wurden das Wachstum
bei verschiedenen Salinitits- und Lichtstufen, sowie die Mannitolproduktion von

Langzeitkulturen bei verschiedenen Salzstufen untersucht.
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3.3.1 Wachstum bei verschiedenen Salinitatsstufen

Vorversuche ergaben, dass eine dauerhafte Kultivierung von Rhodella violacea nur bei
Salinitidten zwischen 10 PSU und 55 PSU mdoglich ist; kurzzeitiges Wachstum flir wenige
Wochen konnte auch noch bei 5 bzw. 60 PSU beobachtet werden (Abb. 3.23).

Abb. 3.23: Vorkulturen von Rhodella violacea bei 1 PSU, 5 PSU, 10 PSU, 15 PSU, 25 PSU, 33 PSU, 45
PSU und 60 PSU nach einem Monat Wachstum bei 22 °C und einer PFD von 22 pumol/m* * s, die bei 1
PSU gehilterte Kultur ist bereits ausgebleicht; die Zellen dieser Kultur waren im mikroskopischen Bild
kurz vor dem Zerplatzen

Die Wachstumsuntersuchungen (Methode 2.5.2) wurden anschliessend bei einer
Temperatur von 20 °C und einer PhotonenfluBdichte (PFD) von 22 pmol Photonen/cm * s
mit Salinititen von 1 PSU und ab 5 PSU in Fiinferschritten aufwérts bis 55 PSU
durchgefiihrt. Fiir jede Salinititsstufe wurden jeweils echte 5 Parallelen gemessen und
deren Wachstumsrate p einzeln bestimmt, anschliessend wurden alle berechneten Werte
einer Salzstufe gemittelt. Es zeigte sich, dass das Optimum fiir Rhodella violacea bei
einer Salinitdt von 25 PSU liegt (Abb. 3.24), aber auch bei 15 bzw. 20 PSU ist sehr gutes
Wachstum moglich (mindestens 80 % vom optimalen Wert). Die Salinitdtsstufen von 5

PSU bis 55 PSU erlauben ein médBiges Wachstum (mindestens 20 % vom Optimum).
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Abb. 3.24: Wachstumsraten von Rhodella violacea bei unterschiedlichen Salinitdtsstufen; angegeben ist
jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung von p aus 5 Parallelen, 20 % bzw. 80 % Optimumsgrenzen
sind durch eine rote Linie markiert

Damit konnte Rhodella violacea als euryhaliner Organismus charakterisiert werden, was

auch die weltweite Verbreitung von Europa (Guiry, 1997) {ber Skandinavien

(Athanasiadis, 1996) und Nordamerika (Scagel et al., 1989) bis nach Asien (Yoshida,
1998) erklart.

3.3.2 Wachstum bei verschiedenen Lichtstufen

Die violacea an das Lichtklima, v. a. an die

Photonenflussdichte, wurden ebenfalls untersucht. Die Halterung der Kulturen erfolgte

Anspriiche von Rhodella

tiber die gesamte MeBperiode bei 20 °C und 20 PSU, die verschiedenen Lichtstufen
wurden mit Hilfe handelstiblicher, schwarzer Fenstergaze eingestellt. Dabei wurden PFDs
ausgehend von 10 pmol Photonen/m?*s in Zehnerschritten aufwérts bis 70 pmol

Photonen/m?*s {iberpriift (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Wachstumsraten von Rhodella violacea bei unterschiedlichen Lichtstufen; angegeben ist jeweils
der Mittelwert mit Standardabweichung von p aus 5 Parallelen, 20 % bzw. 80 % Optimumsgrenzen sind

durch eine rote Linie markiert

Es konnte festgestellt werden, das Rhodella violacea bei einer Photonenflussdichte von
30 pmol Photonen/m?**s am optimalsten wichst und offenbar generell niedrigere

Photonenflussdichten bevorzugt.

3.3.3 Mannitolgehalt von Langzeitkulturen bei verschiedenen Salinitétsstufen

Mannitol nimmt als organisches Osmolyt in Caloglossa leprieurii eine wichtige Rolle in
der kurzfristigen Anpassung an eine Salzgehaltserhohung der Umgebung ein (Mostaert et
al., 1995). Auch in Rhodella violacea kann 72 Sunden nach einem Salzschock eine
verstiarkte Akkumulation nachgewiesen werden (U. Nitschke, Universitit Rostock, pers.
Mitteilung). Untersuchungen zur Bedeutung des Mannitols fiir die Alge bei langerfristig
gleichbleibenden, hohen Salzgehalten sind bisher aber noch nicht durchgefiihrt worden.
Daher wurden aus Langzeit-angepassten Kulturen die Polyole extrahiert (Methode
2.5.1.1) und mittels einer HPLC identifiziert (Methode 2.5.1.2). Untersucht wurden

jeweils drei echte Parallelen.
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Abb. 3. 26: Mannitolgehalte salzadaptierter Kulturen verschiedener Salinititsstufen (n=3)

Dabei wurde festgestellt, dass Mannitol bei den Langzeitkulturen fiir die Anpassung an
hohe Salinitidten offenbar nicht von essentieller Bedeutung ist (Abb. 3.26). Ab einer
Salzstufe von 20 PSU sind hohere Manitolgehalte als bei 15 PSU oder 10 PSU detektiert
worden, allerdings setzt sich der Aufwirtstrend nicht kontinuierlich fort. Ab einer

Salzstufe von 40 PSU sind wieder verminderte Mannitolgehalte zu verzeichnen.
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4. Diskussion

4.1. Aufreinigung der Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii

Die Proteinreinigung ist eine wichtige Voraussetzung fiir die exakte biochemische und
molekularbiologische Charakterisierung eines Enzyms (Isaacson et al., 2006), da nur auf
diesem Weg sichergestellt ist, dass die Ergebnisse nicht durch Interferenzen und
Kontaminationen mit anderen Enzymen verfilscht werden (Kornberg, 1990). Dabei
macht man sich den Umstand zu nutze, dass jedes Protein charakteristische Eigenschaften
wie Grofle und Ladung oder spezielle Adsorptionseigenschaften an eine Tragermatrix
besitzt, welche eine Abtrennung von allen anderen Proteinen einer Losung ermoglichen.
Zur Isolation des zu untersuchenden Proteins aus einem Rohextrakt wird dabei in der
Regel eine Kombination verschiedener Techniken genutzt (Palekar et al., 2000). Fiir
Rotalgen hat sich eine solche Proteinreinigung als besonders schwierig erwiesen, da die
Rohextrakte groe Mengen an nicht-enzymatischen Enzymen (beispielsweise
Phycobilline) und extrazelluldiren Polysacchariden enthalten, welche die weiteren
Reinigungsschritte storen (Nakamura and Ikawa, 1993). In der vorliegende Dissertation
wurde ein Aufreinigungsprotokoll fiir ein spezielles Rotalgenenzym, die Mannitol-1-
Phosphate-Dehydrogenase (Mt1PDH) aus Caloglossa leprieurii, entwickelt. Die dabei
getesteten bzw. genutzten Methoden sowie das endgiiltige Reinigungsprotokoll werden in

den nachfolgenden Abschnitten diskutiert.

4.1.1 Pufferzusatze

Fiir die Herstellung eines Proteinrohextraktes aus Caloglossa leprieurii wurde ein Puffer
mit verschiedenen Zusétzen genutzt, welche die extrahierten Proteine stabilisieren bzw.

die spéatere Proteinreinigung erleichtern sollten.

Zur Proteinstabilisierung wurde dem Puffer 1,4-Dithiothreitol (DTT) in einer
Endkonzentration von 3 mM zugesetzt. DTT stabilisiert Proteine in ihrer funktionalen
Form (Ershov et al., 1993), indem es die Oxidation von Sulfidhydrylgruppen zu

Disulfidbriicken durch Luftsauerstoff verhindert. Andererseits kann es aber auch die
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Faltung von Proteinen, deren Struktur durch Disulfidbriicken stabilisiert wird, durch
Reduktion zerstoren (Klis et al., 2007), daher darf die DTT-Konzentration nicht zu hoch
gewdhlt werden. Ausserdem wurde dem Puffer der Chelator Ethylendiamin-Tetraacetat
(EDTA; Endkonzentration: 2 mM) zugesetzt, welcher zweifach positive Ionen, z.B.
Metallionen, bindet. Metallionen konnen Proteine aus zwei verschiedenen Griinden
schddigen: zum einen verstirken sie die Oxidation von Thiol-Gruppen durch molekularen
Sauerstoff, zum anderen konnen sie mit einzelnen Gruppen des Proteins unerwiinschte
Komplexe bilden. Anschliessend wurden der Extraktionslosung noch das
Ionenaustauscherharz Amberlite XAD-4, welches der Suspension ebenfalls stdrende
Metallionen entzieht (Turker, 2007), sowie Polyclar AT zugesetzt. Letztgenannte
Substanz entzieht Proteinmischungen u.a. die phenolischen Komponenten (Krastanov,
2000), welche teilweise auch von Rotalgen synthetisiert werden (Pedersen et al., 1996).
Der Zusatz dieser Substanzen hat sich bereits frither fiir die Herstellung von angereinigten

Proteinextrakten aus Caloglossa leprieurii bewahrt (Karsten et al., 1997b).

Mit der gewdhlten Pufferzusammensetzung wurden im Verlauf der Arbeit gute
Erfahrungen gemacht. Die MtIPDH blieb wihrend der gesamten Extraktionsprozedur
stabil und enzymatisch aktiv und konnte im Anschluss an die Reinigung stabil bei -80 °C

gelagert werden.

4.1.2 Native Elektrophorese im Stirkegel

Die native Stiarkegelelektrophorese wurde seit ihrer Einfiihrung (Smithies, 1955) vielfach
zur Trennung von Proteinen genutzt und findet auch heutzutage noch haufig fiir
Allozymuntersuchungen (Prasankok et al., 2007; Cheng et al., 2006) und genetische
Populationsstudien Anwendung (Ozsoy, 2007). Wie allen Elektrophoresen liegt auch
dieser zu Grunde, dass geladene Molekiille und Partikel in einem elektrischen
Gleichstromfeld jeweils in Richtung der Elektrode mit entgegengesetztem Vorzeichen
wandern, also positive Molekiile zur Kathode und negative zur Anode (Westermeier et
al., 1990). Da verschiedenartige Proteine eines Gemisches auf Grund ihrer verschiedenen
Ladungen, Massen und Molekiilformen unterschiedlich schnell wandern, trennen sie sich
dabei in einzelne Fraktionen auf. Wihrend der Entwicklung eines Reinigungsprotokolles

fiir die Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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untersucht, ob das Enzym nach der elektrophoretischen Trennung aus dem Stirkegel
eluiert werden kann, was gleichzeitig eine teilweise Reinigung des Enzyms aus dem
urspriinglich applizierten Gemisch bewirken und durch die vorangegangene Féarbung die
enzymatische  Aktivitit der MtIPDH bestitigen wiirde. Der Vorteil der
Starkegelelektrophorese lag bei dieser Vorgehensweise darin, dass das ca. 1 cm dicke Gel
nach der Elektrophorese mit Hilfe eines Drahtes (z.B. eine straff gespannte Gitarrenseite)
in bis zu 5 Schichten zerteilt werden kann. Dadurch ergibt sich die Mdglichkeit, das
Enzym durch Farbung in einer Schicht des Gels zu identifizieren und aus dem Gelrest an
der entsprechenden Stelle ein unbehandeltes Stiick fiir die Elution zu entnehmen. Diese
Methode ermdglichte es ausserdem, nach einem Gellauf verschiedene Elutionstechniken
gleichzeitig zu testen, da mehrere Schichten mit identischer Probenbeladung zur
Verfiigung standen. Die Nutzung von nativen Polyacrylamidgelen hitte fiir einen
einzelnen Gellauf zwar eine etwas kiirzere Bearbeitungsdauer und einen leicht
verminderten Arbeitsaufwand in der Vorbereitung erfordert, die Ergebnisgele hétten aber
aufgrund der geringen Schichtdicke (ca. 0,3 mm) nicht mehr horizontal geteilt werden

konnen.

Die Elektrophorese im Stirkegel und anschliessende Visualisierung der Mt1PDH durch
Anfiarbung war erfolgreich moglich und brachte zusitzlich die Erkenntnis, dass die
Mt1PDH in Caloglossa leprieurii vermutlich nur mit einem Isoenzym vorliegt, da bei
allen Anfarbungen immer nur ein einzelner Proteinspot detektiert werden konnte (Wendel
and Weeden, 1989). Bei einem Vorliegenden mehrerer Varianten der Mt1PDH hitte sich
in der Enzymfirbung dagegen ein Bandenmuster ergeben. Als Reinigungsschritt im
Rahmen eines Aufreinigungsprotokolles erwies sich diese Methode jedoch als vdllig
ungeeignet, da das Enzym nicht erfolgreich aus dem Gel eluiert werden konnte und wurde

zugunsten der chromatographischen Methoden (siehe 4.1.7) aufgegeben.

4.1.3 Proteinbestimmung in den einzelnen Fraktionen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung stehen eine ganze Reihe von
Verfahren, angefangen bei quantitativen Aminoséureanalysen wie dem Edman-Abbau
(der sehr zeitaufwindig und daher fiir kurze Zwischenkontrollen eher ungeeignet ist) tiber

Kolorimetrie bis hin zur Spektrometrie (Bestimmung der Absorption der aromatischen
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Aminosdurereste bei 280 nm) zur Verfiigung. Der Nachweis {iber Spektrometrie hat den
Vorteil, dass keine Denaurierung des Proteins erfolgt (was nachfolgende Analysen des
Proteins erlaubt), hat aber den Nachteil, dass zahlreiche Storsubstanzen (z.B.
Pufferbestandteile der Probe) das Ergebnis beeinflussen konnen. Das legt die
Verwendung vor allem fiir bereits gereinigte Proteinlésungen, nicht aber fiir

Proteingemische nahe.

Fiir Zwischenkontrollen im Zuge der Proteinaufreinigung sind die kolorimetrischen
Methoden besonders geeignet, da sie in der Regel schnell und mit geringem Aufwand
durchgefiihrt werden kénnen, wobei das Protein in allen Verfahren denaturiert wird und
fir den weiteren Aufreinigungsprozess nicht mehr zur Verfiigung steht. Zu den
bekanntesten kolorimetrischen Verfahren gehoren u.a. der BCA (Bicinchoninsdure) Test
(Smith et al., 1985) und der Lowry-Test (Lowry et al., 1951), die auf dem Prinzip der
Biuret-Reaktion (Gornall et al., 1949) basieren. In beiden Fillen findet eine Cu”-haltige
Nachweislosung Verwendung, welche mit der Peptidbindung reagiert und einen farbigen
Komplex bildet, der dann im Spektrophotometer nachgewiesen werden kann
(Wiechelman et al., 1988). Beide Verfahren haben aber den Nachteil, dass die
Anwesenheit von Ammoniumsulfat, DTT und EDTA den Test stort (Marshall and
Williams, 1991), was sie fiir Proteinbestimmungen im vorliegenden Reinigungsprotokoll
ginzlich ungeeignet machte, da diese drei Substanzen notwendige Bestandteile des

Extraktionspuffers sind.

Die Proteinbestimmung erfolgte daher nach dem Bradford-Test (Bradford, 1976). Der
Nachweis erfolgt hierbei durch den Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250, der in
saurer Losung an aromatische und basische Aminosdurereste bindet, was eine
Verschiebung des Absorptionsspektrums des Farbstoffes von 465 nm zu 595 nm bewirkt.
Weitere wichtige Vorteile dieser Methode sind der geringe Zeitaufwand (die
Farbentwicklung erfolgt nach 2 min) sowie die geringe Variabilitit der Farbung zwischen
den einzelnen Proteinen (Read and Northcote, 1981). Der Nachweisbereich fiir Proteine
liegt bei dieser Methode zwischen 0,2 pg und 20 pg. Diese Methode erwies sich als sehr
gut fiir die Proteinbestimmung der angereinigten Fraktionen geeignet. Zur Absicherung
der Zuverléssigkeit der Methode wurden stichprobenartig einzelne Proteinextrakte in der
Abteilung Mikrobiologie durch Fr. Dr. Katrin Schwarz spektrometrisch iiberpriift, was die

mit der Bradford-Methode ermittelten Werte immer bestdtigte. Allerdings zeigten sich im
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Verlauf der Arbeiten auch die Grenzen der Bradford-Bestimmung: die gereinigten
Proteinlosungen enthielten sehr geringe Proteinmengen dicht an der unteren
Sensitivititsgrenze der Methode. Daher wurden bei der gelelektrophoretischen
Uberpriifung der Reinheit der Proteinprobe gleichzeitig verschiedene Konzentrationen an
BSA als Eichreihe aufgetragen (war auch das Standardprotein im Bradfordtest). Dabei
wurde festgestellt, dass die Proteinbestimmung nach Bradford fiir geringe
Konzentrationen nicht mehr sehr zuverléssig ist und besser iiber die Eichung im SDS-Gel

mit anschliessender Silberfarbung erfolgen sollte.

4.1.4 Wiisseriges 2-Phasen-System (ATPS = Aqueous two-phase-system)

Mischt man wésserige Losungen zweier unterschiedlicher Polymere (z.B.
Polyethylenglycol und Dextran) oder ein Polymer und eine hochkonzentrierte Salzlosung
(z.B. PEG und Phosphatldosungen), dann bilden sich zwei verschiedene Phasen aus (Chen,
1992). Gibt man ein Gemisch verschiedener Biomolekiile zu diesem Versuchsansatz,
dann teilen sich die Inhaltsstoffe auf beide Phasen auf (Albertsson, 1986). Dieses
Verfahren ist besonders zur Grobreinigung im Verlauf einer Proteinisolation geeignet
(Roy et al., 2007) und wurde fiir Rotalgen bereits erfolgreich bei der Reinigung der
Mannitol-1-Phosphatase (Iwamoto et al., 2001) sowie der Mt1PDH (Iwamoto et al., 2003)
aus Caloglossa continua genutzt.

Fiir die Reinigung der Mt1PDH aus C. leprieurii hat sich im Verlauf der Untersuchungen
die Kombination von 15 % (wt/vol) PEG 6000 und 25 % (NH4),SO4 bewéhrt. Nach der
Zentrifugation verblieben extrazelluldre Polysaccharide und ein GroBteil der Phycobilline
(Iwamoto and Shiraiwa, 2005) in der sehr viskosen oberen Phase, wihrend sich die
MtIPDH in der wunteren, wiallrigen Phase anreicherte. Dadurch konnte eine
Autkonzentrierung der MtIPDH gegeniiber dem Rohextrakt um den Faktor 6,8 erreicht
werden. Gleichzeitig war die resultierende Fraktion deutlich weniger viskos als der
Rohextrakt, was die spitere Aufkonzentrierung tliber Ultrafiltration (4.1.6) deutlich

erleichterte.

59



Diskussion

4.1.5 Proteinfillung

Losliche Proteine bilden unter spezifischen physikalischen und/oder chemischen
Voraussetzungen Aggregate und préizipitieren dann. Soll die biologische Aktivitit des
Proteins dabei erhalten bleiben, beispielsweise weil das Zielenzym in den resultierenden
Fraktionen durch einen Aktivititstest identifiziert werden muss, so empfiehlt sich eine
Féllung mit Ammoniumsulfat (Englard and Seifter, 1990). Dabei werden den geldsten
Proteinen durch die Zugabe von hohen Konzentrationen an geladenen Ionen (v.a. SO4*
und NH,") die Hydrathiillen entzogen, was die Aggregation der Proteine iiber hydrophobe
Wechselwirkungen und damit deren Ausfillung verursacht. Da verschiedene Proteine bei
unterschiedlichen Ammoniumsulfatkonzentrationen préazipitieren, konnen durch eine
schrittweise Erhohung der Salzkonzentration und die Entfernung der jeweils
ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation bereits die ersten ,,unerwiinschten®
Bestandteile des Rohextraktes in verschiedenen Fraktionen entfernt werden. Dieser
Umstand wurde schon oft fiir die Reinigung von Algenproteinen genutzt (Chu et al.,
2006; Winkler et al., 2003; Piedras et al., 2000; Verdel et al., 2000; Kakita et al., 1999).

Vorteile der Nutzung von Ammoniumsulfat sind seine gute Loslichkeit (was das
Erreicher hoher Ionenstirken in der Féllungslosung ermoglicht) und der Umstand, dass
Ammoniumsulfat sich stabilisierend auf Proteinstrukturen auswirkt (Baldwin, 1996). Ein
geringfiigiger Nachteil ist die Ansammlung einer grolen Menge von Ionen in den
einzelnen Fraktionen durch die Fillung, welche sich storend auf die nachfolgenden
Reinigungsschritte auswirken konnen. Die Enzymproben miissen daher im Anschluss
noch entsalzen werden (siehe 4.1.4), bevor eine Aufreinigung durch verschiedene

Chromatographieschritte erfolgen kann.

Da fiir die MtIPDH aus Caloglossa leprieurii bereits durch frithere Untersuchungen
bekannt war, dass die Ausfdllung mit Hilfe von Ammoniumsulfat unproblematisch ist und
die Enzymaktivitdt nicht beeintrdchtigt wird (Karsten et al., 1997a), wurde fiir die
Entwicklung des Aufreinigungsprotokolles erfolgreich diese Methode eingesetzt. Die
Bestimmung der Fraktion mit dem grofSten Anteil an Mt1PDH, welche im Anschluss fiir
die weiteren Reinigungsschritte genutzt wurde, erfolgte durch Enzymaktivititsmessungen

(Methode 2.2.2.1).
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4.1.6 Entsalzung und Aufkonzentrierung der Proteinlosung

Einige Schritte des Reinigungsprotokolles verursachten hohe lonenkonzentrationen in den
resultierenden Fraktionen. Da diese Ionen nachfolgende Reinigungsschritte (v.a. die
Affinitdtschromatographie) durch unerwiinschte Interaktionen mit den verwendeten
Chromatographie-Matrices storen konnen, war eine Entsalzung der Proteinlosung
erforderlich. Dieser Schritt ist in der Regel mit einer Aufkonzentrierung der Probenldsung
verbunden. Dafiir standen verschiedene Techniken zur Auswahl: Dialyse, Ultrafiltration

und Gelfiltration.

Fiir die Entsalzung per Dialyse werden semipermeable Membranen genutzt, welche den
Durchtritt kleiner Molekiile (z.B. Salze) erlauben, grofle Biomolekiile aber zuriickhalten.
Generell kann durch die Dialyse ein schonender Pufferaustausch und gleichzeitig die
Entsalzung der Probe erreicht werden, ohne dass die Loslichkeit der Proteine verdndert
wird oder Enzym durch diesen Vorgang verloren geht. Damit ist die Dialyse theoretisch
sehr gut zur Entsalzung von Proteingemischen im Rahmen einer Aufreinigung geeignet
und wird oft im Verlauf einer Proteinreinigung genutzt (Lozano et al., 2008; Schwarz et
al., 2007; Bella et al., 2007; Dogan and Salman, 2007). Dem gegeniiber steht aber der
praktische Nachteil des Zeitaufwandes. Die Dialyse selbst dauert in der Regel 12-24
Stunden, fiir die vorbereitende Rehydratisierung des Membranschlauches sind ebenfalls
einige Stunden erforderlich. Friihere Untersuchungen zur Proteinstabilitit der Mt1PDH
aus Caloglossa leprieurii haben aber gezeigt, dass die Enzymaktivitdt bereits 72 Stunden
nach der Extraktion trotz konstanter Lagerung bei 4 °C nur noch ca. 41 % des
urspriinglich gemessenen Wertes betrdgt (Karsten et al., 1997a). Im Rahmen der
Entwicklung eines kompletten Reinigungsprotokolles dieses Enzyms wurde daher fiir die

Entsalzung nicht die Dialyse, sondern schnellere Methoden getestet.

Die Ultrafiltration beruht, dhnlich wie die Dialyse, auf der Trennung von Proteinen durch
die Verwendung einer semipermeablen Membran mit definierter Porengrofle. Dabei
werden die kleinen Salzmolekiile durch die Membran gepresst, wahrend die wesentlich
groBeren Proteinmolekiile auf der Membran zuriickgehalten werden. Bei dieser Methode
erfolgt die Trennung oft mit Hilfe der Schwerkraft, genauer gesagt durch Zentrifugation.
Die Proteinlosung wird auf eine Membran mit definierter Ausschlussgrofie gegeben, unter

der sich ein Auffanggefil befindet. Durch die spezielle Konstruktion der
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Zentrifugenréhrchen und die Verwendung von Festwinkelrotoren wird ein zu starkes
Eintrocknen der Proteinlosung vermieden, welches leicht zur Denaturierung der Proteine
fiihren konnte. Dies ist theoretisch ein wichtiger Vorteil gegeniiber der Ultrafiltration tiber
Unterdruck (wo ein Austrocknen der Probe bei zu langer Filtration mdglich ist), daher
wurde diese Methode mit Hilfe von Centricon-R6hrchen der Firma Millipore
(Ausschlussgrofle der Membran 10 kDa bzw. 30 kDa) im Rahmen der vorliegenden
Arbeit getestet. Allerdings erfolgt bei der Zentrifugation kein bestindiges Riihren der
Proteinlosung, was sich fiir diesen konkreten Fall als praktischer Nachteil erwies. Die
Proteinlosung verstopfte die Membran, sodass auch nach stundenlanger Zentrifugation

keine signifikante Reduktion des Probenvolumens erreicht werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Ultrafiltration mit leichtem Druck unter
Stickstoff genutzt und zwar hauptséchlich zur Aufkonzentrierung der Proteinlosung nach
der Ammoniumsulfatfillung. Langsames Bewegen der Proteinlosung wihrend der
gesamten Prozedur mit einem Magnetriihrer verhinderte das Verstopfen der Membran.
Dadurch wurde das Probenvolumen von teilweise mehr als 30 ml auf ca. 1 ml reduziert,
was den anschliessenden Auftrag auf die Affinitdtschomatographiesdulchen erheblich
vereinfachte. Der zeitliche Aufwand fiir die Ultrafiltration betrug nur ca. 1 Stunde, was
letztlich auch der Grund fiir die Bevorzugung der Ultrafiltration gegeniiber der Dialyse
war. Der Entsalzungseffekt war allerdings fiir die nachfolgenden Chromatographieschritte
noch nicht ausreichend (das Protein ging keine Bindung mit der Sdulenmatrix ein), daher

wurde mit der volumenreduzierten Probe noch eine Gelfiltration durchgefiihrt.

Die Gelfiltration oder Groflenausschlusschromatographie ist eine Sdulenchromatographie,
die darauf basiert, dass die inerten Partikel der verwendeten Saulenmatrix Poren
definierten Durchmessers haben. Grofere Molekiille konnen nicht in diese Poren
eindringen und werden ausgeschlossen, wéhrend kleinere Molekiile (z.B. verschiedene
Salze) in die Poren hinein diffundieren. Dadurch brauchen sie fiir den Durchlauf der
Saule wesentlich ldnger als die groBen Biomolekiile, was die Auftrennung von Proteinen
nach den verschiedenen Grolen sowie eine Entsalzung von Losungen ermoglicht
(Stellwagen, 1990). Der Aufreinigungseffekt ist dabei relativ gering (Palekar et al., 2000).
Die Gelfiltration wird daher groBtenteils zur GroBenbestimmung bereits gereinigter
Proteine (Kim and Lee, 2007; Crab et al., 2002) oder, wie in der vorliegenden Arbeit, zur

Entsalzung von Lésungen genutzt (Linnemayr et al., 1998). Dabei war eine Kopplung der
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Sdule an einen Absorbanz-Detektor zur Identifizierung einzelner Proteinpeaks nicht
notwendig, da keine spezielle Proteinfraktion identifiziert werden musste, sondern nur
eine Abtrennung der Salzmolekiile erreicht werden sollte. Dafiir wurden bereits
vorgepackte Sdulchen der Firma Amersham (Sdulenmaterial: Sephadex G-25 superfine;
Bettvolumen: 5 ml) genutzt. Diese erlauben iiber einen speziellen Adapter die Nutzung
einer handelsiiblichen 25 ml-Spritze zur Beladung der Sdule und fiir den Vorgang der
Elution. Dadurch verringerte sich die Bearbeitungszeit fiir diesen Arbeitsschritt auf
insgesamt ca. 30 bis 45 Minuten, wéhrend bei Nutzung einer FPLC mehrere Stunden
notwendig wiiren, da beispielsweise die Aquilibrierung hier deutlich aufwindiger ist und
meist nur niedrige FluBgeschwindigkeiten fiir die Elution genutzt werden konnen. Diese
Methode war auch zum Umpuffern zwischen einzelnen Chromatographieschritten sehr
gut geeignet und erwies sich im Verlauf der Arbeiten als gro3e Erleichterung im Umgang

mit den Proteinproben wéhrend der Aufreinigungsprozedur.

4.1.7 Chromatographische Reinigungsschritte

Der Begriff ,,Chromatographie bezeichnet ganz allgemein Trennmethoden, bei denen
Substanzgemische durch eine Verteilung in verschiedenen Phasen in ihre Bestandteile
zerlegt werden. Eine dieser Phasen ist dabei in der Regel stationdr und besteht aus einer
Matrix mit verschiedenen Adsorptionseigenschaften. Die zweite Phase ist fliissig
(manchmal auch gasformig) und enthélt die geldste Probe. Nun wird die mobile Phase an
der Stationdren vorbeigefiihrt. Dabei kommt es zu Wechselwirkungen der geldsten
Substanzen mit den Molekiilen der feststehenden Phase, was die jeweilige
Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Bestandteile der Losung beeinflusst und eine
Aufrennung der einzelnen Komponenten ermdglicht (Chicz and Regnier, 1990). Durch
die Kombination mit einem geeigneten Detektor, z.B. in einer FPLC-Anlage, kdnnen
dann einzelne Bestandteile des Durchflusses identifiziert und quantifiziert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden zur Proteinreinigung die Affinitdtschromatographie und die

Ionenaustausch-Chromatographie genutzt.

Bei der Affinitdtschromatographie werden Proteine aufgrund einer reversiblen Interaktion
zwischen dem Protein und einem spezifischen Liganden der Sdulenmatrix aus dem

Stoffgemisch isoliert (Mohr and Pommerening, 1986). Dabei muss sichergestellt werden,
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dass diese Interaktion nicht durch sterische oder biochemische Interferenz zwischen dem
Trégermaterial des Liganden und den Biomelekiilen gestort wird (Mohr et al., 1980) und
der Ligand durch die Kopplung an die Matrix nicht seine spezifischen
Bindungseigenschaften verliert. Im Verlauf der Trennung wird der angereinigte Extrakt
mit dem Zielprotein in einem Laufpuffer auf die Sdule gegeben, wobei das gesuchte
Protein an den Liganden - oft ein Substrat des Enzyms oder ein biomimetischer Farbstoff
(Clonis et al., 2000; Garg et al., 1996) - bindet, wihrend ein Grossteil der anderen
Proteine eluiert wird. Die gebundenen Biomolekiile werden dann im néchsten Schritt
durch Zugabe eines Uberschusses an Ligand oder Substrat oder auch durch Absenken des
pH-Wertes wieder von der Sidule eluiert (Ostrove, 1990). Durch die sehr spezifische
Bindung zwischen Zielprotein und Ligand kdnnen dabei sehr hohe Aufreinigungsfaktoren
erzielt werden (Beydemir and Ciftci, 2007; Coban et al., 2007; Rolland et al., 2008).

Fiir die Aufreinigung von Dehydrogenasen und anderen Nucleotid-abhingigen Enzymen
ist der Farbstoff Cibacron-Blue-F3GA (gebunden an den Triager Agarose) als
Sdulenmatrix besonders gut geeignet, da spezielle Faltungen seiner Sekundérstruktur
genau in die Nucleotidbindungsstelle dieser Proteine passen (Durisova et al., 1990;
Thompson et al., 1975). Der Farbstoff konnte auch bereits erfolgreich fiir die
Aufreinigung einer Nitratreduktase aus der Rotalge Gracilaria tenuistipitata genutzt
werden (Lopes et al., 2002). Die Elution erfolgt in der Regel iiber NAD- bzw. NADH-
haltige Puffer (Labrou, 2000;Labrou and Clonis, 1996), kann aber auch durch hohe
Salzkonzentrationen erreicht werden (Hidayat et al., 2003). Die Kopplung an eine FPLC-
Anlage mit Absorbanzdetektor ermoglicht schliesslich eine schnelle Trennung des
Proteingemisches sowie die genaue Identifizierung einzelner Proteinpeaks und garantiert
zudem eine hohe Reproduzierbarkeit (Gisch and Reid, 1988). Die ersten Testlaufe fiir die
Affinititschromatographie im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher nach
diesem Prinzip durchgefiihrt. Allerdings konnte nach dem Auftrag von angereinigtem
Proteinextrakt aus Caloglossa leprieurii im Durchfluss der Sdule nie eine Fraktion mit
messbarer MtIPDH-Aktivitit nachgewiesen werden. Eine Ursache dafiir kdnnen die
vielféltigen Bindungseigenschaften sein, die der Farbstoff (ein Triazin) neben seiner
speziellen Sekundérstruktur noch besitzt, beispielsweise die negativen Ladungen, welche
Ionenaustauschereigenschaften verursachen (Zhang and Sun, 2004), oder seine
Hydrophobizitidt (Subramanian and Kaufman, 1980; Zhang and Sun, 2001). Dadurch
konnte eine irreversible, unspezifische Bindung der Mt1PDH an den Liganden entstanden

sein. Eine weitere Moglichkeit ist, dass das Zielenzym {iber die vorgesehene
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Bindungsstelle zu fest an den Liganden gebunden hat und deshalb nicht mehr eluiert
werden konnte oder die Bindung iiber eine andere Proteindoméne erfolgte, was eine
Inhibierung des Enzyms bewirken kann (Ramesh and Appaji, 1980). Der Farbstoff
Cibacron-Blue-F3GA erwies sich also flir die Aufreinigung der Mt1PDH aus Caloglossa
leprieurii als ungeeignet und eine weitere Matrix mit einem anderen Farbstoff als Ligand

wurde getestet.

Reactive Red 120 ist ebenfalls ein Triazinfarbstoff (Billington et al., 2004), der an
Agarose gebunden v.a. flir die Aufreinigung von Hydrogenasen (Schneider et al., 1983;
Watson et al., 1978) und NADP-abhédngigen Dehydrogenasen (Ashton and Polya, 1978)
genutzt wird. Seine reversible Bindung an Proteine wird hauptsidchlich durch
elektrostatische Wechselwirkungen stabilisiert (Kirchberger et al., 1987). Bei der
Aufreinigung von Algenproteinen kam dieser Farbstoff bereits mehrfach erfolgreich zum
Einsatz (Iwamoto et al., 2003; Ghoshal et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden
schwerkraftbetriebene, vorgepackte Sdulchen mit Reactive Red-120 Agarose genutzt. Da
die Chromatographiesdulchen bei dieser Technik an keine FPLC und somit weder an
einen Absorbanzdetektor, noch an einen Fraktionssammler angeschlossen werden,
erfolgte die Fraktionierung des Eluates manuell. Dieser Nachteil wurde aber durch die
insgesamt sehr einfache Handhabung der Sédulen und die daraus resultierende schnelle
Bearbeitungszeit wieder ausgeglichen. Die Nutzung von Reactive Red-120 Agarose
erwies sich fiir die Aufreinigung der Mt1PDH als sehr erfolgreich. Im Eluat konnten zwei
Fraktionen mit hoher MtI1PDH-Aktivitit identifiziert werden, was eine
Aufkonzentrierung der Mt1PDH gegeniiber dem vorangegangenen Schritt um den Faktor

13,2 erbrachte.

An die Affinititschromatographie wurde als letzter Reinigungsschritt eine
Ionenaustauschchromatographie angeschlossen. Bei dieser Chromatographie trigt die
stationdre Phase kovalent gebundene, ionisierbare Gruppen, die entweder positiv
(Anionenaustauscher) oder negativ (Kationenaustauscher) geladen sind. Nach Beladung
der Chromatographiesidule mit dem angereinigten Extrakt binden die geladenen Gruppen
der Proteine an die Matrix und verdrdngen dabei die zuvor dort gebundenen, mobilen
Ionen. Die Stdrke der elektrostatischen Bindung eines Proteins hidngt bei diesem
reversiblen Vorgang u.a. von pH-Wert und Ionenstirke des Puffers, dem isoelektrischen

Punkt des Proteins und der Dichte der Ladungen auf der Matrix ab (Rossomando, 1990).
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Die Elution des Zielenzyms erfolgt dann durch Zugabe eines Puffers mit hoher
Ionenstirke, was eine Verdringung des Proteins durch mobile Ionen mit noch groBerer
Affinitdt zu den geladenen Bindungsstelle an der Matrix und damit die Elution des

Proteins bewirkt.

Um zu {iberpriifen, welches Matrixmaterial sich am besten flir die Reinigung der
Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii eignet, wurde in Vorversuchen ein Sédulen-Kit der
Firma Amersham mit jeweils starken und schwachen Anionen- bzw.
Kationenaustauschern genutzt (Saulenvolumen jeweils 1 ml). Dabei zeigte sich, dass das
Zielprotein sowohl an Q Sepharose XL (starker Anionenaustauscher) sowie an DEAE
Sepharose FF (schwacher Anionenaustauscher) bindet und in beiden Féllen die Elution
bei einer KCl-Konzentration zwischen 0,8 M bis 1,0 M erfolgt. Beide Matrices sind
gleich gut fir die Aufreinigung des Zielenzyms geeignet; im spéteren
Reinigungsprotokoll wurde DEAE Sepharose FF fiir die Proteinisolation genutzt. Durch
diesen letzten Reinigungsschritt wurde noch einmal eine Konzentrierung der Mt1PDH

um den Faktor 13,8 erreicht.

4.1.8 Bewertung des entwickelten Reinigungsprotokolles

Das Reinigungsprotokoll ermdglichte die stufenweise Anreicherung der Mt1PDH aus
einem Proteinrohextrakt aus Caloglossa leprieurii, bis das Zielenzym im Vergleich zum
Rohextrakt 1229-fach aufkonzentriert war (Tab 4.1). Besonders die beiden
chromatographischen Reinigungsschritte waren dabei von Bedeutung, da sie jeweils eine
Aufreinigung um den Faktor 13 im Vergleich zum vorangegangenen Arbeitsschritt

ermoglichten.

Tab. 4.1: Reinigungserfolg der einzelnen Schritte des erarbeiten Protokolls: die Enzymaktivititen wurden
durch Messung der Reduktion von F6P durch die Mt1PDH bestimmt; der erreichte Reinigungsfaktor wurde
aus der spez. EA errechnet und jeweils auf den Wert des Rohextraktes bezogen

Reinigungsschritt Gesamt?nr(;tqegingehalt Gesa;ri;]tEA in nkilzfniéEfé oitrz:in Reinigungsfaktor
Rohextrakt 110,281 642,83 5,83 1,0
ATPS 3,612 142,48 39,45 6,8
Aff. Chr. 0,035 18,06 39,45 89,0
IEX 0,001 3,64 7164,75 1229,1
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Eine Erhohung der Gesamt-Enzymaktivitit nach der Féllung mittels PEG und
Ammoniumsulfat bzw. nach der Affinititschromatographie mit Reactive Red 120
Agarose, wie aus der Literatur fiir die Aufreinigung der MtIPDH aus Caloglossa
continua bekannt (Iwamoto et al., 2003), konnte nicht beobachtet werden. Der erzielte
Reinigungsfaktor von 1229 liegt fiir das im Rahmen der vorliegenden Arbeit erarbeitete
Protokoll etwas unterhalb des fiir Caloglossa continua erreichten Wertes von 9939-facher
Aufkonzentrierung der Mt1PDH; ist aber mit dem anderer Algenenzyme durchaus
vergleichbar (z.B. Faktor 1326 fiir eine Braunalgen-Glykolatoxidase [Iwamoto et al.,
1996]). Die spezifische Enzymaktivitit der gereinigten Mt1PDH wurde fiir Caloglossa
leprieurii dagegen etwas hoher als fiir Caloglossa continua bestimmt, bewegt sich aber
(mit einer Ausnahme fiir Brochothrix thermospacta) in der gleichen Gréf3enordnung, wie

aus der Literatur fiir die Mt1PDH aus anderen Organismen bekannt (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: spezifische Enzymaktivitdt der MtIPDH in verschiedenen Organismen; Daten wurden aus
folgenden Veroffentlichungen berechnet: *vorliegende Arbeit; "(Iwamoto et al., 2003); “(Singh and Rogers,
1993); Y(Allocco et al., 1999); ‘(Kiser and Nichaus Jr., 1981); {(Suvarna et al., 2000)

Ursprungsorganismus spez. EA in nkat/mg Protein
Caloglossa leprieurii® 7162,7
Caloglossa continua® 3817,6
Brochothrix thermosphacta® 300,6
Eimeria tenella® 1092,2
Aspergillus niger® 2505
Cryptococcus neoformansf 1937,2

Der erreichte Aufreinigungsgrad (liberpriift durch SDS-PAGE und 2D-Gelelektrophorese)
ist bereits ausreichend, um eine Bestimmung der Aminosduresequenz mittels MALDI-
TOF zu ermoglichen (Simpson, 2004); fiir weitergehende Untersuchungen
(beispielsweise die Charakterisierung der Enzymkinetik, Rontgenstrukturanalysen oder
die Analyse mittels NMR) ist allerdings ein hoherer Reinigungsfaktor wiinschenswert.
Dafiir konnte eine vollig neue Reinigungsmethode genutzt werden, bei welcher ein
Proteingemisch auf einen Stapel aus drei Gelschichten appliziert wird (Atmeh et al.,
2008). Das in der Mitte befindliche Polyacrylamidgel ermdglicht dabei eine
elektrophoretische Auftrennung. Die Proteine werden nach dem Passieren der angefiigten

Dialysemembran elektrisch eluiert und liegen dann in bereits stark angereinigter und
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aufkonzentrierter Form fiir weitere Untersuchungen vor. Abhédngig von dem dadurch
erreichten Reinheitsgrad konnten noch einzelne Chromatographieschritte angeschlossen
werden.

Im Verlauf der Arbeiten hat sich aber auch immer wieder gezeigt, dass die Bereitstellung
von Biomasse ein limitierender Faktor fiir die Durchfiihrung der Proteinreinigung und
damit der anschliessenden Charakterisierung war. Aus 25 g gefriergetrockneter
Algenbiomasse (die iliber einen Zeitraum von mehreren Wochen schrittweise angezogen
bzw. per Luftpost von Prof. John West von der University of Melbourne, Australien
geschickt werden mussten) konnten in einem einzelnen Reinigungsdurchlauf ca. 1,4 ug
Enzym gewonnen werden. Das reicht theoretisch zwar fiir die Feststellung von einigen
KenngréBen wie Molekulargewicht, isoelektrischer Punkt wund Aufbau aus
Proteinuntereinheiten, aber schon fiir umfangreiche biochemische Versuche zur
Ermittlung der Enzymkinetik des gereinigten Proteins oder gar zur Herstellung Mt1PDH-
spezifischer Antikérper durch Kaninchenimmunisierung wire eine groflere Menge

gereinigten Proteins notwendig.

4.2 Biochemische und molekularbiologische Charakterisierung der Mt1PDH aus

Caloglossa leprieurii

4.2.1 Ermittlung der Aminosiuresequenz

Nach der Reinigung der Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii sollte die Aminosduresequenz
des Proteins bestimmt werden, was wiederum Riickschliisse auf die kodierende
Gensequenz und die Ableitung spezifischer Primer zur Fischung dieser Sequenz
ermdglichen wiirde. Diese Methode wurde bereits erfolgreich zur Ermittlung einiger
Gensequenzen eingesetzt; beispielsweise fiir die Amplifizierung eines Beta-Lactam-
Acylase-Gens aus dem Bakterium Bacillus badius (Rajendhran and Gunasekaran, 2007),
eines Lektin-Gens aus der Garnele Penaeus monodon (Luo et al., 2006) oder eines Lipid-
Transfer-Protein-Gens aus der Kuhbohne Vigna unguiculata (Carvalho et al., 2006). Nach
der Identifizierung der Gensequenz der MtI1PDH konnten dann spezifische Primer fiir ein
umfangreiches Screening verschiedener Rotalgen sowie anderer mannitolproduzierender
Organismen auf das Vorhandensein dieses Gens entworfen werden. So konnte geklart

werden, ob alle Rotalgen die Gene fiir den Mannitolmetabolismus besitzen oder ob die
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genetische Ausstattung dieses Stoffwechselweges in den Rhodophyta ausschliesslich in
Caloglossa, Rhodella und Dixoniella auftritt. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
verschiedene Wege zur Ermittlung der Aminoséuresequenz genutzt: der Edman-Abbau

und die Massenspektroskopie (MALDI-TOF).

Beim Edman-Abbau erfolgt die Bestimmung der Aminosduresequenz eines Proteins
durch eine immer wiederkehrende Endgruppenbestimmung am N-Terminus, wéihrend die
Peptidkette schrittweise abgebaut wird (Edman, 1950). Dafiir wird die zu untersuchende
Proteinprobe in einem basischen Milieu mit Phenylisothiocyanat (PITC) versetzt, was
eine Markierung der N-terminalen Aminosdure bewirkt. Nach der Herstellung eines
sauren Milieus wird die Peptidbindung hinter der markierten Aminosiure gespalten und
das Abspaltungsprodukt chromatographisch erfasst. Danach wird der Vorgang fortlaufend
wiederholt, was zur Abspaltung und Identifizierung der nichsten Aminosiure in der
Peptidkette fiihrt usw. Allerdings lassen sich auf diesem Weg nur ca. 30 — 40
Aminoséduren bestimmen, da der Anteil an Verunreinigungen durch bereits abgespaltene
PITC-AS-Komplexe mit jedem durchlaufenen Zyklus zunimmt und eine korrekte
Bestimmung frither oder spater unmoglich macht.

Zur Bestimmung der Aminosduresequenz nach dieser Methode wurde eine Probe der
aufgereinigten MtIPDH an die Firma SeqLab geschickt. Diese konnte allerdings in zwei
voneinander unabhédngigen Sequenzierungsldufen keine Aminosduresequenz ermitteln.
Dafiir sind mehrere Griinde denkbar. Ist der N-Terminus des Zielproteins im nativen
Zustand acetyliert oder durch einen Pyroglutaminsdurerest blockiert, dann kann PITC
nicht binden und somit kann auch kein Edman-Abbau durchgefiihrt werden (Ribeiro et
al., 2004; Belozersky et al., 2000). Das ist fiir Dehydrogenasen bereits beobachtet
worden: die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase menschlicher Erythrozyten hat
beispielsweise einen durch einen N-Acetyl-Alaninrest blockieren N-Terminus
(Camardella et al., 1995). Die vor der Sequenzierung durchgefiihrte Farbung des Proteins
mit Coomassie Brilliant Blau konnte ebenfalls fiir die Blockade des N-Terminus
verantwortlich sein, da die in der Férbelosung enthaltene Essigsdure Acetylierungen
verursachen kann.

Um die Blockade des N-Terminus zu umgehen, konnte ein In-Gel-Verdau der Mt1PDH
mit Hilfe von Endoproteinasen vorgenommen werden. Die resultierenden Peptide
miissten anschliessend durch Umkehrphase-HPLC fraktioniert und dann erneut einem

Edman-Abbau unterzogen werden. Mit Hilfe dieser Methode konnten bereits
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Aminosdureteilsequenzen  eines  Fettsdure-Bindeproteins aus dem  Giirteltier
Chaetophractus villosus (Cavagnari et al., 1998) sowie Teilsequenzen eines Proteins des
Lichtsammelkomplexes der Braunalge Laminaria saccharina erfolgreich bestimmt

werden (Douady et al., 1994).

Eine weitere Moglichkeit der Ermittlung der Aminosiureabfolge der Mt1PDH kénnte die
Sequenzierung des Proteins vom C-Terminus her sein (Lin et al.,, 2001). Das
Grundprinzip ist mit dem Edman-Abbau vergleichbar, zur Derivatisierung wird hierbei

allerdings Tribenzylsilyl-Isothiocyanat (TBS-ITC) genutzt (Liu and Liang, 2001).

Als Alternative zur Sequenzierung bietet sich, v. a. bei der Untersuchung eines Proteins
mit blockiertem N-Terminus, die Analyse mittels MALDI an (Vishwanath and McIntosh,
2006; Deraz et al., 2005; Ogino et al., 2004). MALDI steht dabei fiir Matrix Assisted
Laser Desorption/lonisation und bezeichnet eine Methode der Massenspektrometrie, mit
deren Hilfe die Struktur von Makromolekiilen oder Molekiilbruchstiicken aufgeklért
werden kann (Koomen et al., 2005). Die Losung mit dem zu untersuchenden Stoff wird
daflir mit einer sogenannten Matrix-Losung, deren Molekiile Energie in einem speziellen
UV-Bereich absorbieren, vereint und auf einen Probenteller aufgetragen. Bei der
Trocknung des Gemisches ko-kristallisieren dann die Molekiile der Matrix und der Probe.
Dabei tibertragen die sauren Matrix-Molekiile Protonen auf die Proteine und laden sie
positiv auf. Die entstandenen Kristalle werden anschliessend im Hochvakuum des
Massenspektrometers mit einem UV-Laser bestrahlt, was eine vaporisierte Matrixwolke
verursacht und die zu analysierenden Molekiile als positiv geladene Ionen in die
Gasphase bringt. Die Analyse dieser Ionen erfolgt oft durch Nutzung von
Flugzeitanalysatoren (=TOF; von: time of flight) (Ma et al., 2006). Bei diesem Prinzip
werden die Ionen vor dem Eintritt in den Analysator durch ein starkes elektrisches Feld
beschleunigt, wobei auf jedes lon die gleiche Energie pro Ladung iibertragen wird. Die
letzlich erreichte Geschwindigkeit hingt dann von dem Masse/Ladung-Verhéltnis der
Ionen ab. Am Ende des Flugrohres erreichen die Ionen den Detektor aufgrund der
unterschiedlichen Geschwindigkeiten auch zu unterschiedlichen Zeiten, was als Ergebnis
ein Spektrum erzeugt, in dem die Hohe jedes Peaks proportional zur Anzahl der Ionen
dieses speziellen Masse/Ladung-Verhiltnisses ist. Die Spektren ermdglichen neben der

Sequenzbestimmung auch die Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Proben der gereinigten MtIPDH aus
Caloglossa leprieurii fir die Sequenzanalyse mittels MALDI-TOF sowohl an die Firma
SeqLab in Géttingen, als auch an das MPI in Golm geschickt (einen Kooperationspartner
der Arbeitsgruppe Pflanzenphysiologie der Uni Rostock). In beiden Fillen konnte
allerdings keine Aminosduresequenz ermittelt werden.

Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass der Erfolg dieser Methode immer noch stark von der
verwendeten Matrix und der Probenvorbereitung abhidngt. Durch unspezifische,
chemische Proteinspaltungen wihrend der Probenautbereitung, die besonders unter leicht
sauren Bedingungen auftreten (z.B. Coomassie-Fiarbung), konnen Protein- und
Peptidartefakten entstehen, die eine Sequenzbestimmung unmoglich machen (Granvogl et
al., 2007). Es besteht auch die Moglichkeit, dass aus der Matrix stammende lonen die
Peptidspektren teilweise iiberdecken und dadurch eine Auswertung der Daten verhindern
(Godovac-Zimmermann and Brown, 2001). Erschwerend kommt hinzu, dass es bisher in
den zur Identifizierung der Sequenzen notwenigen Datenbanken kaum Informationen
iiber Algenproteine gibt. Eine Uberpriifung der Online-Datenbank ,,BRENDA“

(http://www.brenda-enzymes.info/) ergibt fiir die Rotalgengattung Caloglossa

beispielsweise nur 11 Treffer (fiir insgesamt 2 verschiedene Enzyme), fiir die Gattung
Catenella sind es sogar nur 5 Treffer (fiir 3 verschiedene Enzyme). Dagegen stehen fiir
bereits etablierte Modellorganismen wie Arabidopsis thaliana (671 Treffer) oder
Escherichia coli (6200 Treffer) deutlich mehr Informationen zur Verfiigung.

Zur Ermittlung der Aminosduresequenz der Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii mittels
MALDI-TOF miisste das Verfahren als Fazit also noch speziell fiir dieses Zielprotein

optimiert werden.

4.2.2 Fischung der Gensequenz mit Hilfe von degenerierten Primern

Neben der Nutzung spezifischer, direkt aus der bekannten Aminosiduresequenz
abgeleiteten Primer zur Fischung des korrespondierenden Gens gibt es auch die
Moglichkeit, degenerierte Primer - also ein Gemisch aus einander dhnlichen, aber nicht
identischen Primern - zu nutzen. Fiir deren Ableitung werden mittels eines BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool; = Algorithmensammlung) bereits bekannte Sequenzen des
Zielproteins aus anderen Organismen miteinander verglichen (McGinnis and Madden,

2004). Dies ermdglicht die Identifizierung konservierter Proteinbereiche, die mit einiger
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Wahrscheinlichkeit in dieser oder leicht abgewandelter Form auch im Zielprotein
vorkommen sollten und die daher als Ausgangssequenz fiir die Ableitung der Primer
dienen (Korf et al., 2003). Nach diesem Prinzip konnte bereits das Gen einer Polyketid-
Synthase aus einem Dinoflagellaten erfolgreich ermittelt werden (Kubota et al., 2006).
Fiir den iiber NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefiihrten BLAST
standen bekannte MtlPDH-Proteinsequenzen von Bakterien (Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus mutans, Buchnera sp. APS, Bacillus halodurans, Bacillus subtilis,
Clostridium acetobutylicum, Enterococcus faecalis, Geobacillus stearothermophilus)
Mycoplasmen (Mycoplasma mycoides subsp. mycoides, Mycoplasma pneumoniae) und
Pilzen (Cryptococcus neoformans, Aspergillus niger, Paracoccidioides brasiliensis) zur
Verfiigung. Die aus diesen Sequenzen abgeleiteten Primer (4 forward, 2 reverse) fithrten
nachweislich zur Amplifikation eines Mt1PDH-Genfragments aus E. coli (durch
Sequenzierung bestdtigt), konnten aber im Verlauf der durchgefiihrten Arbeiten kein
Genfragment aus Caloglossa-DNA/cDNA fischen. Das bedeutet nicht zwangsweise, dass
die abgeleiteten Primer fiir Caloglossa génzlich ungeeignet sind; durch Modifikationen
des PCR-Programmes, der verwendeten Polymerase und evtl. duch Zufligen von
enhancer-Losungen konnte mit diesen Primern noch eine Amplifikation erreicht werden.

Eine andere Moglichkeit wire die Nutzung bereits erfolgreich eingesetzter, degenerierter
Primer fiir das Mt1PDH-Gen aus anderen Organismen. Solche Primer wurden filir den
phytopathogenem Pilz Alternaria alternata (Velez et al., 2007) sowie den Austernseitling
Pleurotus ostreatus (Chakraborty et al., 2004) beschrieben. Die dabei genutzten Primer
und PCR-Strategien kénnten in Zukunft auch bei Caloglossa leprieurii zum Erfolg

fihren.

4.2.3 Kreuzreaktionstests mit Mt1PDH-Antikorpern aus Eimeria tenella

Antikorper sind globuldre Proteine, die sich nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip an
Makromolekiile binden; normalerweise geschieht dies im Rahmen der Immunabwehr
eines Organismus’. Durch Immunisierung eines Kaninchens mit einem gereinigten
Protein konnen gezielt Antikorper gegen dieses Eiwei3 hergestellt werden, die dann fiir
molekularbiologische Untersuchungen genutzt werden konnen. Mit Hilfe von Western-
Blot-Analysen konnen Proteinproben verschiedener Gewebe eines Organismus’ oder

auch Proben verschiedener Organismen auf das Vorhandensein des Zielenzyms hin
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untersucht werden. Im Verlauf der durchgefiihrten Arbeiten konnte aus Caloglossa
leprieurii nicht ausreichend Mt1PDH fiir eine Kaninchenimmunisierung isoliert werden,
jedoch existieren bereits spezifisch gegen die Mt1PDH aus dem Parasiten Eimeria tenella
gerichtete Antikorper (Allocco et al., 2001). Bei strukturellen Homologien der Mt1PDH
aus Caloglossa zu ihrem Gegenstlick aus Eimeria konnte der Antikérper auch an das
Caloglossa-Enzym binden; solch eine Kreuzreaktion wurde bereits fiir einen Hydroxy-
Steroid-Dehydrogenase-Antikorper aus Pseudomonas testosteroni gegen Gewebeproben
verschiedener Vertebraten- und Invertebratenspezies beobachtet (Oppermann et al.,
1992). Der Anti-Mt1PDH-Antikorper wurde freundlicherweise von Dr. John J. Allocco
(Department of Parasite Biochemistry and Cell Biology, Merck and Co., Rahway, New
Jersey) zur Verfiigung gestellt. Allerdings konnte im Verlauf der Untersuchungen keine
Kreuzreaktion mit der gereinigten Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii festgestellt werden.
Eine Ursache dafiir konnte eine Inaktivierung des Antikorpers wihrend des Imports aus
den USA sein. Moglicherweise sind die beiden Mt1PDH-Molekiile aber auch strukturell
zu unterschiedlich. In Caloglossa continua handelt es sich um ein 53 kDa grofes
Monomer (Iwamoto et al., 2003), wahrend fiir Eimeria ein Heterotrimer beschrieben
wurde (Schmatz, 1997). Fir umfangreiche Western-Blot Analysen Mannitol-
produzierender Algen ist daher der Weg iiber die Proteinreinigung aus Caloglossa,
Rhodella oder Dixoniella und eine anschliessende Kaninchenimmunisierung zu

empfehlen.

4.2.4 Bewertung der Eignung von Caloglossa leprieurii als Modellorganismus fiir

molekularbiologische Untersuchungen

Im Verlauf der Arbeiten hat sich gezeigt, dass die Ermittlung der Gensequenz fiir die
MtIPDH fiiber proteinbiochemische Methoden nur iiber einen hohen methodischen
Aufwand und groBen Biomasseeinsatz zu bewerkstelligen ist, dabei aber wahrscheinlich
nur zur Ermittlung von Teilsequenzen fithren wird. Daher scheint es fiir zukiinftige
Untersuchungen sinnvoller, auf molekularbiologische Methoden zuriickzugreifen. Dazu
konnte eine cDNA Bank von Caloglossa leprieurii erstellt werden. Grundlage dafiir ist
die Isolation der RNA aus der Alge, was in der vorliegenden Arbeit bereits erfolgreich
ausgefithrt werden konnte. Durch reverse Transkription der isolierten RNA in eine

doppelstrangige cDNA und deren anschliessende Insertion in einen Vektor stiinden dann
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nach der Vermehrung des Vektors liber Phagen oder Bakterien alle transkribierten Gene
fiir molekulargenetische Untersuchungen zur Verfiigung.

Makroalgen sind generell vom genetischen Standpunkt aus bis zum heutigen Zeitpunkt
nur sehr schlecht untersucht worden; beispielsweise wurde trotz ihrer grofen
Okologischen und 6konomischen Bedeutung bisher noch kein Genom einer Makroalge
sequenziert. Lediglich EST-Untersuchungen fiir Porphyra yeozensis (Nikaido et al.,
2000) und die Plastidengenomsequenz von Gracilaria tenuistipitata (Hagopian et al.,
2004) sind in dieser Hinsicht bereits beschrieben worden. Waaland et al. (2004) haben
daraufhin 2004 eine Liste mit Kriterien verdffentlicht, die Makroalgen als Kandidaten fiir
eine Genomsequenzierung und somit auch allgemein fiir molekularbiologische
Untersuchungen qualifizieren. Dabei wird als erster Punkt das Vorhandensein etablierter
Laborkulturen angefiihrt. Caloglossa leprieurii erfillt dieses Kriterium: in der
vorliegenden Arbeit wurden solche Kulturen fiir die Untersuchungen genutzt; die
Hélterung der Algen erfolgt bei normaler Raumtemperatur und Lichtklima. Als weiterer
wichtiger Punkt wird das Vorhandensein zahlreicher genetischer Informationen durch
bereits abgeschlossene Untersuchungen angefiihrt. Auch diese Vorgabe erfiillt Caloglossa
voll und ganz: es gibt bereits Sequenzinformationen zu einzelnen Genen (Zuccarello et
al., 2000) sowie phylogenetische Untersuchungen (Kamiya, 2004; Zuccarello et al.,
2001). In der vorliegenden Arbeit konnten aus Caloglossa leprieurii erfolgreich sowohl
DNA, als auch RNA isoliert und fiir PCR-Untersuchungen genutzt werden. Alle diese
Kriterien zusammen belegen, dass Caloglossa leprieurii gut als Modellorganismus fiir
weitere molekularbiologische Untersuchungen zur Kldrung der Evolution des

Mannitolstoffwechsels in den Rhodophyta geeignet ist.

4.3 Biochemische Charakterisierung der Enzyme des Mannitolmetabolismus’® in

Rhodella violacea

Zu Beginn der Arbeiten war lediglich bekannt, dass die einzelligen Rotalgen Rhodella
violacea und Dixoniella grisea Mannitol produzieren (Karsten et al., 1999); welche
Enzyme in diesen Algen am Mannitolmetabolismus beteiligt sind, war vollig offen. Es
gibt allerdings noch eine weitere Mannitol-produzierende Rotalge: die Makroalge
Caloglossa leprieurii (Karsten et al., 1997a), fiir die bereits umfangreiche biochemische

Untersuchungen zur Enzymcharakterisierung der am Mannitolzyklus beteiligten Enzyme
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vorliegen (Karsten et al., 1997b). Ausgehend von diesen Daten wurde untersucht, ob die
aus Caloglossa bekannten Enzyme auch in den beiden Mikrorotalgen nachweisbar sind.
Im Verlauf der Arbeiten konnte festgestellt werden, dass sowohl Rhodella violacea, als
auch Dixoniella grisea Aktivititen aller vier am Mannitolzyklus beteiligten Enzyme
aufweisen. Die genaue biochemische Charakterisierung der einzelnen Enzymreaktionen
wurde fiir Dixoniella grisea anschliessend in eine von mir mitbetreute Diplomarbeit
ausgelagert (Raimund, 2005); die Charakterisierung fiir Rhodella violacea wurde in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrt. Im Vergleich der bisher bekannten Daten aller drei
mannitolproduzieren Rotalgen zeigen sich einige Gemeinsamkeiten, aber auch
Unterschiede in der Substratspezifitdt der einzelnen Enzyme (Tab. 4.3).

Die Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase ist in Caloglossa leprieurii sowohl fiir die
oxidative, als auch fiir die reduzierende Reaktion sehr spezifisch, andere Substrate werden
kaum umgesetzt. Fiir Dixoniella grisea ergibt sich ein dhnliches Bild, wogegen Rhodella
violacea anstelle von Fructose-6-Phosphat auch eine ganze Reihe anderer Substrate
reduzieren kann. Dabei wird aber hochstens 25 % der Aktivitit des Hauptsubstrates
erreicht. Die Oxidationsreaktion ist auch in Rhodella sehr spezifisch.

In allen drei Algen ist die Mannitol-1-Phosphat-Phosphatase sehr unspezifisch: jedes in
den Untersuchungen angebotene Substrat wurde auch umgesetzt, wobei die dabei
erreichte Enzymaktivitit oft ungeféhr die Hilfte des vom Hauptsubstrat erreichten Wertes
erreichte.

Fir die Mannitoldehydrogenase zeigte sich fiir alle drei Mannitolbildner in der
katalysierten Oxidationsreaktion, dass neben dem Hauptsubstrat auch eine Reihe anderer
Polyole umgesetzt werden konnen. Die Riickreaktion ist fiir Caloglossa sehr
substratspezifisch, fiir die beiden einzelligen Rotalgen wurden aber mit allen getesteten
Zuckern Enzymreaktionen gemessen.

Bei der Charakterisierung der Hexokinase zeigte sich in Caloglossa und Dixoniella, dass
die hochste Enzymaktivitdt nicht mit Fructose (dem aus dem Mannitolzyklus stammenden
Substrat), sondern mit Glucose gemessen werden konnte; Fructose stand mit ungefahr
halb so groBer Enzymaktivitit erst an zweiter Stelle. In Rhodella wurde dagegen Fructose
mit Abstand als Hauptsubstrat identifiziert. Andere Zucker werden, wenn iiberhaupt, nur
mit einer deutlich geringeren Aktivitit umgesetzt.

Betrachtet man alle Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Substratspezifitit der

einzelnen Enzyme aller drei mannitolbildenden Algen, so ldsst sich keine generelle
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Tabelle 4.3: Substrat- und Nucleotidspezifititen der Enzyme des Mannitolzyklus’ in angereinigten
Rohextrakten aus Rhodella violacea; Werte fiir D. grisea und C. leprieurii aus: *(Raimund, 2005), "(Karsten
et al., 1997a). Die Hauptsubstrate des Mannitolzyklus sind fett markiert, die hochste Aktivitit wurde 100 %
gesetzt, die Aktivitit der anderen Substrate wurde daraus berechnet. - bedeutet: keine Angaben; n=3

D.

Enzym Substrat [nka?/ﬁg-PErﬁ‘tein] R. violac. grisea® C. lepr.”
Mt1PDH | Fructose-6-P 0,084 0,187 0,867 100 100 100
(F-6-P | Glucose-6-P 0,040 0,095 0 25,6 10,5 15,2
Reduktion) | pmannitol-1-P 0,022 0090 0 24,5 - -
Mannose-6-P 0 0,101 0 13,5 29 0
Sorbitol-6-P 0,018 0,078 0 15,7 0 0
Glycero-P 0 0,090 0 18,0 - 0
NADPH 0,003 0 0,066 2,7 10,6 0
Mt1PDH | Fructose-6-P 0 0 0,009 1,2 - -
(M-1-P Glucose-6-P 0 0,010 0,022 4,0 7.9 0
Oxidation) | Mannitol-1-P | 0,241 0,252 0,253 100 100 100
Mannose-6-P 0 0 0 4,0 24,2 0
Sorbitol-6-P 0 0 0 1,2 16,1 0
Glycero-P 0 0,010 0,022 4,6 - 0
NADP/Mt1P 0 0 0 0 0 3,1
NADP/G6P 0,747 0,295 0,151 119,2 - 0
Mt1Pase | Fructose-6-P 3,495 0,031 1,370 85,3 56,8 32,4
Glucose-6-P 1,135 - 1,058 57,4 - -
Mannitol-1-P 2,238 0,032 3,465 100 100 100
Mannose-6-P 0,630 0,009 0,747 24,2 11 9,9
Sorbitol-6-P 1,355 0,019 1,038 40,1 35,7 5,0
PNPP 16,392 0,142 5,955 3921 - 8,0
Glycero-P 0,252 0,006 0,021 4,9 - 1,0
MtDH Arabitol 0,019 0 0,092 20,3 21,4 64,9
(Mannitol | Dulcitol 0 0,017 0,092 20,1 0 0
Oxidation) | grythritol 0 0 0,032 9,1 - 9,2
Mannitol 0,512 2,041 0,155 100 100 100
Sorbitol 0,017 0,152 0,067 24,9 1,2 31
Xylitol 0,069 0,067 0,118 30,5 2,6 24,8
NADP/Mannitol 0 0 0 0 8,9 17,5
MtDH Fructose 1,492 0,294 0,721 100 100 100
(Fructose | Galactose 0,009 0,053 0 6,2 10,8 0
Reduktion) | giycose 0,012 0,097 0 11,2 14,7 0
Lactose 0,014 0,035 - 6,4 14 0
Mannose 0 0,071 0 8,0 17,3 71
Sorbose 0,015 0,059 0,148 13,9 8,4 7,0
NADPH/Fructose] 0,006 0,045 0 3,9 38,5 67,7
HK Fructose 0,120 0,164 0,167 100 38 42,2
Galactose 0 0 0,011 2,2 3,3 32,2
Glucose 0,028 0,006 0,017 11,2 100 100
Lactose 0 0 0,003 0,7 - -
Mannose 0 0 0 0 1,6 22,0
Sorbose 0 0 0 0 - -
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Ubereinstimmung, aber auch kein genereller Unterschied feststellen: R. violacea hat eine
sehr substratspezifische Hexokinase, C. leprieurii eine sehr spezifische Mannitol-1-
Phosphat-Dehydrogenase und die Werte fiir D. grisea sind in einigen Reaktionen mit den
Ergebnissen fiir Caloglossa vergleichbar, in anderen Fillen mit denen von Rhodella. Das
gleiche Bild ergibt sich bei einem Vergleich der enzymkinetischen Kenngroflen der
einzelnen Enzyme aus den drei mannitolbildenden Algen (Tab. 4.4).

Die K- und V.-Werte der F6P-Reduktion sind fur Rhodella mit den aus der Literatur
bekannten Daten von Caloglossa vergleichbar, wahrend Dixoniella fiir dieses Enzym eine
hohere Affinitdt zwischen Enzym und Substrat (geringerer K, -Wert) sowie eine deutlich
hohere Effizienz (hdherer Vi,.x-Wert) zeigt. Bei der Oxidation von M1P zeigen dagegen
alle drei Algen groBBe Unterschiede in den jeweiligen Ky,- und Vi.-Werten.

Die Untersuchung der Mt-Oxidationsreaktion erbrachte fiir die beiden Mikroalgen
Rhodella und Dixoniella absolut vergleichbare Werte in der Enzymkinetik, wihrend die
Makroalge Caloglossa eine leicht hohere Substrataffinitit und deutlich geringe
Reaktionseffizienz aufweist. Fiir die entgegen gesetzte Fructosereduktion zeigen
allerdings Dixoniella und Caloglossa vergleichbare K,,-Werte, wihrend Rhodella eine
deutlich hohere Substrataffinitit zeigt. Die Enzymeffizienz differiert zwischen allen drei
Algen sehr stark. Bei der Uberpriifung der Hexokinase wurden fiir Dixoniella und
Caloglossa vergleichbare K,,-Werte bestimmt, wihrend der Wert in Rhodella ungefahr
Tab. 4.4: Enzymkinetische KenngroBen Mt1PDH, Mt1Pase, MtDH, HK, aus R. violacea im Vergleich mit

D. grisea und C. leprieurii; *(Raimund, 2005); b(Karsten et al., 1997a);K,, in mM, V.« in nkat/mg Protein;
- bedeutet: keine Angaben

Rhodella violacea | Dixoniella grisea® C. leprieurif®
Km 1,94 0,41 1,40
M(t:eZ?H Vinae 0,16 33,40 4,31
pH 7,40 7,00 7,00
Km 1,82 0,58 0,09
Mt(ls)DH Vinae 0,44 19,30 1,40
pH 8,50 kein Optimum 8,50
Km - 5,20 1,20
MtPase V max - 9,50 7,44
oH . - 7,20
Kn 2,60 3,43 7,90
'V('(t)a;* Vinax 27,69 16,50 0,03
pH 9,20 9,80 9,00
Knm 3,65 64,04 39,00
'\("rg')* Vinae 133,53 5,20 0,03
pH 7,00 - 7,40 7,90 7,00
Km 2170 0151 0,19
HK Vmax 4,83 6,90 -
pH - kein Optimum -

77



Diskussion

fiinf mal hoher ist. Die pH-Optima der einzelnen Enzymreaktionen fallen dagegen fiir alle
drei Algen sehr dhnlich aus.

Obwohl alle drei mannitolproduzierenden Rotalgen prinzipiell die gleichen
Enzymreaktionen zur Metabolisierung von Mannitol ausfiihren, konnten in Bezug auf die
enzymkinetischen Kenndaten insgesamt keine augenscheinlichen Ubereinstimmungen
zwischen ihnen, oder auch nur zwischen den beiden Mikroalgen im Vergleich zur
Makroalge festgestellt werden. Die Untersuchungen der Substratspezifitit und
Bestimmung der K;-/Vm.-Werte sind allerdings fiir alle drei Algen mit durch
Ammoniumsulfatfallung angereinigten Extrakten durchgefiihrt worden. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Extrakte fiir einzelne Reaktionen zusitzliche
regulatorische Elemente (Aktivatoren oder Inhibitoren) enthielten, die das gemessene
Ergebnis beeinflussten. Aus der Literatur ist bekannt, dass bei der Aufreinigung der
Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase aus Caloglossa continua im Verlaufe des
Reinigungsprozesses die gemessene MtIPDH-Gesamtaktivitit des Extraktes in
aufeinanderfolgenden Fraktionen deutlich anstieg, was nach Meinung der Autoren auf die
Entfernung eines unbekannten Inhibitors aus der Proteinlosung durch den
Reinigungsprozess zurlickzufiihren war (Iwamoto et al., 2003). Daneben sind auch
Interferenzen von anderen Enzymen bei der Bestimmung der Enzymkinetiken denkbar.
Das Enzym Mannitol-1-Phosphat-Phosphatase wurde bisher fiir zwei verschiedene
Caloglossa-Arten charakterisiert: fiir C. leprieurii mit einem angereinigten Rohextrakt
(Karsten et al., 1997a) und aus C. continua mit dem reinen Protein (Iwamoto et al., 2001).
Obwohl es sich dabei um die gleiche Gattung handelt, sind doch deutliche Unterschiede
in den Enzymcharakteristika erkennbar (Tab. 4.5), was auf das Vorhandensein
unspezifischer Phosphatasen wéhrend der Enzymuntersuchungen fiir C. leprieurii
zurlickzufiihren sein diirfte. Die Bestimmung der biochemischen Kenndaten der Enzyme
des Mannitolmetabolismus aus Rhodella violacea sollte daher in zukiinftigen

Untersuchungen noch einmal mit gereinigten Proteinen wiederholt werden.

Tab. 4.5: Vergleich von Literaturdaten der enzymatischen KenngroBen aus Caloglossa lerieurii und
Caloglossa continua; Ky,-Werte in mM; V,.,-Werte in nkat/mg Protein; *(Karsten et al., 1997a); "(Iwamoto
et al., 2001); MtlP=Mannitol-1-Phosphat, Fruc6P=Fructose-6-Phosphat, Man6P=Mannose-6-Phosphat,
PNPP=p-Nitrophenyl Phosphat; maximale Enzymaktivitit wurde 100 % gesetzt, Enzymaktivititen der
anderen Substrate als Prozentsatz davon berechnet

Km-Wert Vimax Mt1P FruceP Man6P PNPP
C. leprieuri® 1,20 7,44 100 % 32,4 % 9,9 % 8,0 %
C. continua® 0,41 708,1 100 % 1,8 % 0,3% 0 %
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Die Wichtigkeit der genauen Kenntnisse {liber kinetische Daten der einzelnen Enzyme und
Regulationsfaktoren des Mannitolstoffwechsels zeigt sich in der Vielzahl von Versuchen,
einzelnen Gene dieser Proteine zur Verbesserung der Salz- bzw. Stressresistenz in andere

Organismen einzubringen.

Mannitol wird allgemein als potentes organisches Osmolytikum angesehen (Erdmann and
Hagemann, 2001) und spielt oft eine wichtige Rolle bei der Bewiltigung von
Umweltstress in  den unterschiedlichsten = Organismengruppen:  Olivenbdume
akkumulieren bei Trockenstress u.a. Mannitol (Sofo et al., 2008; Conde et al., 2007),
verschiedene Pilze bewéltigen Salzstress mit Hilfe von Mannitol (Bois et al., 2006), der
Parasit Eimeria tenella nutzt Mannitol als Kohlenstoffquelle bei der Sporulation (Allocco
et al., 1999), verschiedene Algen synthetisieren Mannitol als compatible solute (Mostaert
et al., 1996; Hellebust, 1976; Reed et al., 1985), Mannitol fungiert als Antioxidans
(Tandon et al., 2003; Jennings et al., 1998) und hat sich daneben auch als Kryoprotektor
fiir Bakterien bereits bewéhrt (Ndoye et al., 2007).

Neueste Untersuchungen belegen, dass die Salzresistenz von transgenen Pflanzen durch
die importierte Fahigkeit zur Mannitolsynthese erfolgreich verstirkt werden konnte; aus
der Literatur sind Erfolge fiir die Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (Sickler et al.,
2007), die Weihrauchkiefer Pinus taeda (Tang et al., 2005), den Weichweizen Triticum
aestivum (Abebe et al., 2003), die Silberpappel Populus tomentosa (Hu et al., 2005) oder
den Basmatireis Oryza sativa var. Basmati (Pujni et al., 2007) bekannt. Die Herstellung
solch transgener Pflanzen konnte in der Zukunft wirtschaftlich schlechter entwickelten
Léndern wie Pakistan die Nutzung bisher brachliegender Salzbdden ermdglichen (Sarwar
et al., 2006; Rathinasabapathi, 2000) und hat damit eine ernorme Bedeutung fiir die
Okonomie des jeweiligen Landes. Zur dauerhaften und stabilen Integration dieser Gene in
den Zielorganismus werden Kenntnisse iiber die Kinetik und v.a. die Regulation des
eingebrachten Enzyms unerlésslich sein, damit die Funktion des resultierenden Proteins in
der transgenen Pflanze nicht unbeabsichtigt durch das Milieu des Zielgewebes
unterdriickt wird, weil z.B. der pH-Wert oder die Ionenzusammensetzung eine

Inhibierung des eingebrachten Proteins bewirken.
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4.4 Okophysiologische Charakterisierung von Rhodella violacea

Die Mikrorotalge Rhodella violacea wurde seit ihrer Erstbeschreibung (Wehrmeyer,
1971) bereits ausfiihrlich beziiglich Morphologie (Wehrmeyer and Schneider, 1975;
Reuter et al., 1990; Patrone et al., 1991), Struktur genutzter Speicherstoffe (Shimonaga et
al., 2008), extrazellularer Polysaccharide (Evans et al, 1974), Aufbau des
Photosyntheseapparates (Desquilbet et al., 2003; Garnier et al., 1995; Reuter et al., 1990;
Morschel et al., 1980) und Anderungen im Lichtsammelkomplex bei Eisenmangel (Doan
et al., 2003; Marquardt et al., 1999) untersucht; eine genauere Bestimmung der
okophysiologischen Kenndaten fehlte allerdings bislang. In der vorliegenden Arbeit
wurden erstmalig Untersuchungen zum Wachstum bei verschiedenen Salinititen und
Lichtintensititen durch in vivo-Messungen der Chlorophyll a-Fluoreszenz an einem
Fluorimeter durchgefiihrt. Diese Methode ist fiir benthische Algen bereits gut etabliert
(Eggert et al., 2007; Karsten et al., 2006) und kombiniert zudem mehrere Vorteile: sie
liefert reproduzierbare Ergebnisse bei geringem methodischen und zeitlichen Aufwand,
muss nicht im Vorfeld kalibriert werden und ist nicht invasiv, was die Gefahr einer
Kontamination wihrend der Messung minimiert (Gustavs et al., in press).

Durch diese Untersuchungen wurde Rhodella violacea als euryhaliner Organismus (5-55
PSU) mit einem Wachstumsoptimum bei 25 PSU charakterisiert (Tab. 4.6). Das ist
konsistent mit der Tatsache, dass bisher nur marine Fundorte dieser Alge beschrieben
wurden (Athanasiadis, 1996; Scagel et al., 1989; Yoshida, 1998). Fiir Dixoniella grisea

(die bisher einzig andere bekannte mannitolproduzierende Mikroalge) wurden dagegen

Tab 4.6: Vergleich der Wachtumsraten p von Rhodella violacea (Daten entstammen der vorliegenden
Arbeit) mit den bekannten Daten von Dixoniella grisea; *(Raimund, 2005), das jeweilige Optimum ist fett
markiert

Salinitat M in Rhodella violacea u in Dixoniella grisea®
10 PSU 0,33 0,63

15 PSU 0,39 0,55

20 PSU 0,41 0,49

25 PSU 0,43 0,46

30 PSU 0,27 -

33 PSU 0,25 0,30

35 PSU 0,20 -

40 PSU 0,28 0,15

45 PSU 0,22 0,18

50 PSU 0,21

55 PSU 0.19 0,13 (52 PSU)
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Brackwassersalinititen (10 PSU) als Optimum beschrieben (Raimund, 2005). Aber auch
Dixoniella grisea ist ein euryhaliner Organismus (Eggert et al., 2007), was die Autoren
auf die Synthese von Mannitol als osmoprotektive Substanz zuriickfiihren. Fiir Rhodella
violacea ist ebenfalls bekannt, dass 72 h nach einem Salzschock bei gestiegener Salinitét
bis zu 60 PSU auch proportional hohere Mannitolgehalte nachweisbar sind (U. Nitschke,
Universitit Rostock, pers. Mitteilung); fiir an hohe Salinitéten adaptierte Kulturen konnte
dies in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht beobachtet werden. Bis zu einer Salinitét
von ca. 40 PSU wurden auch in diesen Kulturen steigende Mannitolgehalte gefunden, der
Trend setzt sich dann aber mit weiter ansteigendem Salzgehalt nicht fort.

Von der Mikroalge Dunaliella salina ist bekannt, dass der Schutz bei Langzeit-Salzstress
im Laufe der Zeit durch strukturelle Zellverdnderungen (Bildung salzhaltiger Vakuolen)
erfolgt (Stoynova-Bakalova and Toncheva-Panova, 2003). Dariiber hinaus wurde bei
Vertretern dieser Gattung ein deutlicher Anstieg antioxidativer Enzyme wéhrend
Langzeit-Salzstress beobachtet (Jahnke and White, 2003), was nach Ansicht der Autoren
ebenfalls zur Bewiltigung des andauernden Salzstresses beitrdgt. Moglicherweise
verlagert sich auch Rhodella violacea bei Adaptation an Salzstress auf strukturelle
Anderungen zum Schutz der Zelle und verstirkt die Mannitolsynthese nur als kurzfristige
Antwort (einige Tage nach Auftreten des Stressfaktors) auf eine erhohte Salinitdt in der

Umgebung; diese Variante sollte bei zukiinftigen Untersuchungen tiberpriift werden.

Der Vergleich der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Anforderungen von Rhodella
violacea an das Lichtklima mit den aus der Literatur bekannten Daten fiir Dixoniella
grisea (Eggert et al., 2007) zeigt ebenfalls geringfligige Unterschiede: wihrend Rhodella
bei einer PFD von 30 pmol * m?2 * s am besten wichst, bevorzugt Dixoniella etwas
héhere PFDs von ca. 50 pmol * m? * s™', wobei dieser Wert interaktiv auch von der

Umgebungstemperatur und dem Salzgehalt beeinflusst wird.

Ubertriigt man die von Waaland et al. (2004) aufgestellten Kriterien der Eignung von
Makroalgen fiir genetische Untersuchungen auf Mikroalgen, so erscheinen sowohl
Rhodella violacea, als auch Dixoniella grisea als Modellorganismen geeignet. Beide
liegen in etablierten Laborkulturen vor und sind einfach zu kultivieren, da sie (wie oben
stehend diskutiert) flir optimales Wachstum an die Umgebungstemperatur und das
Lichtklima keine aussergewdhnlichen Anspriiche stellen. Daneben existieren fiir Rhodella

violacea bereits umfangreiche genetische Untersuchungen (Yokoyama et al., 2004;
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Bernard et al., 1992; Lichtle et al., 1996; Richaud and Zabulon, 1997); fiir Dixoniella
grisea steht sogar schon eine EST-Datenbank zu Verfiigung, die zukiinftig genetische

Untersuchungen an Mikroalgen erleichtern soll (Shrestha et al., 2005).

Im Verlauf der Arbeiten zur Isolierung eines einzelnen Enzyms des
Mannitolstoffwechsels aus der Makroalge Caloglossa leprieurii hat sich die Anzucht von
ausreichend Biomasse immer wieder als limitierender Faktor herausgestellt. Da durch die
vorliegende Arbeit nachgewiesen werden konnte, dass auch die bisher bekannten
mannitolproduzierenden Mikrorotalgen Rhodella violacea und Dixoniella grisea die
gleiche enzymatische Ausstattung fiir diesen Metabolismus besitzen, eignen sich beide als
Ausweichorganismen filir zukiinftige Untersuchungen. Dixoniella zeigt unter optimalen
Bedingungen eine etwas hohere Wachstumsrate als Rhodella (Tab. 4.6), was erstgenannte
Alge fiir die Produktion von ausreichend Biomasse im Zuge von umfangreichen
biochemischen oder molekularbiologischen Untersuchungen als empfehlenswerter
erscheinen ldsst. Solche molekularbiologischen Analysen konnten sich nicht nur fiir die
Aufklarung der Evolution des Mannitolmetabolismus in den Rhodophyta als wertvoll
erweisen.

Neueste Untersuchungen zeigen, dass der Mannitolstoffwechsel in Pilzen trotz des
Vorhandenseins aller daflir notwendigen Enzyme mdglicherweise gar nicht zyklisch
ablauft, wie seit vielen Jahren angenommen (Solomon et al., 2006). Die Autoren
beschreiben knock-out-Mutanten des phytopathogenen Pilzes Stagonospora nodorum fiir
die Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase und die Mannitol-Dehydrogenase, die trotz des
Gendefektes unter bestimmten Voraussetzungen Mannitol synthetisieren. Dies fiihrt die
Autoren im weiteren Verlauf zu der Schlussfolgerung, dass in Pilzen iiber die
Mannitoldehydrogenase und die Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase zwei einander
erginzende Synthesewege flir Mannitol realisiert werden und der urspriinglich postulierte
zyklische Weg (Hult and Gatenbeck, 1978) in vivo nicht zur Anwendung kommt. Nach
der Etablierung von Rhodella violacea und Dixoniella grisea als Modellorganismen fiir
die Untersuchung des Mannitolmetabolismus in Rotalgen sollten nach Moglichkeit
ebenfalls knock-out-Mutanten genutzt werden, um die Bedeutung der einzelnen Enzyme
fiir den Mannitolhaushalt und den Phénotyp der Alge bzw. deren Stressresistenz genauer

zu bestimmen.
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4.5 Beantwortung der Fragestellungen der Arbeit

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die in der Einleitung genannten

Fragestellungen wie folgt beantwortet werden:

A Ermittlung der Gensequenz der Mt1PDH aus Caloglossa leprieurii, um Gensonden
fiir die Uberpriifung anderer Rhodophyta auf das Vorhandensein der Mannitolgene
ableiten zu kdnnen
1 biochemisch: es konnte erfolgreich ein Protokoll zur Aufreinigung der Mt1PDH
entwickelt werden, die Reinheit des isolierten Proteins wurde durch SDS-PAGE
und 2D-Gelelektrophorese bestitigt. Die Ermittlung der AS-Sequenz war bisher
weder liber Edman-Abbau, noch mittels MALDI-TOF moglich.

2 molekularbiologisch: Protokolle zur Isolation von DNA und RNA konnten
erfolgreich etabliert werden, die Amplifikation von Kontrollgensequenzen ist mit
dem isolierten Material problemlos moglich. Teilsequenzen des Gens der

Mt1PDH mit Hilfe degenerierter Primer konnten bisher nicht gefischt werden.

B Mannitolmetabolismus in Rhodella violacea und Dixoniella grisea:
Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die einzelligen Rotalgen Rhodella
violacea und Dixoniella grisea alle vier Enzyme des von Caloglossa leprieurii
bekannten Mannitolmetabolismus besitzen. Fiir Rhodella violacea wurde in der
vorliegenden Arbeit eine biochemische Charakterisierung der enzymkinetischen
KenngroBen dieser Enzyme vorgenommen; fiir Dixoniella grisea wurden diese
Untersuchungen in eine von mir mitbetreute Diplomarbeit ausgelagert (Raimund,

2005).

C Okophysiologische Charakterisierung von R. violacea und D. grisea
Durch Wachstumsuntersuchen konnte Rhodella violacea in der vorliegenden Arbeit
als euryhaliner Organismus mit einer Priferenz flir moderatere Salzgehalte im
umgebenden Milieu (15-25 PSU) charakterisiert werden. Dabei werden
Schwachlichtstandorte (Optimum bei PFD von 30 pmol Photonen/m? *s') bevorzugt.
Die Charakterisierung von D. grisea erfolgte ebenfalls in der ausgelagerten
Diplomarbeit (Raimund, 2005). Beide Mikrorotalgen sind leicht zu héltern,
ermdglichen die Produktion groBer Biomassemengen und liegen in etablierten
Laborkulturen vor. Sie eignen sich damit hervorragend als Modellorganismen fiir

weitere biochemische und molekularbiologische Untersuchungen.

83



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden ausgewéhlte Aspekte des fiir Rotalgen
ungewohnlichen Mannitolmetabolismus an der Makroalge Caloglossa leprieurii und der
Mikroalge Rhodella violacea untersucht.

Dabei konnte die Mannitol-1-Phosphat-Dehydrogenase (das erste anabolische Enzym des
Stoffwechselweges) nach der erfolgreichen Entwicklung und Etablierung eines
Aufreinigungsprotokolles in  nahezu reiner Form  isoliert werden. Die
gelelektrophoretische Uberpriifung der Proteinreinigung erbrachte im eindimensionalen
Gel nur eine einzige Bande, im 2D-Gel zwei einzelne Spots. Das Molekulargewicht des
isolierten Proteins wurde durch diese Elektrophorese mit geringfiigig > 50 kDa bestimmt;
eine Elektrophorese im nativen Stirkegel zeigte, dass die MtIPDH in Caloglossa
leprieurii vermutlich mit nur einem Isoenzym vorliegt. Die Identitdt des isolierten
Enzyms wurde durch die photometrische Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitit
sowie durch in vivo-Farbungen in einem nativen Elektrophoresegel bestétigt. Eine
Bestimmung der Aminosduresequenz des isolierten Proteins war weder durch
Sequenzierung mittels Edman-Abbau, noch durch MALDI-TOF moglich. Die
korrespondierende Gensequenz konnte mit Hilfe degenerierter Primer nicht gefischt
werden.

Fiir die einzelligen Rotalgen Rhodella violacea und Dixoniella grisea (fiir die zu Beginn
der Arbeiten lediglich bekannt war, dass sie Mannitol als organisches Osmolyt
synthetisieren), konnten erstmals alle vier am Stoffwechselweg beteiligten Enzyme tiber
die photometrische Bestimmung der jeweiligen spezifischen Enzymaktivitit
nachgewiesen werden; im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde aber nur Rhodella
violacea weiter bearbeitet. Fiir alle vier Enzyme (zwei anabolische und zwei
katabolische) wurden die jeweiligen kinetischen Eckdaten (Substratspezifitit, K- und
Vmax-Wert) bestimmt. Daneben wurde fiir Rhodella erstmals eine grundlegende
okophysiologische Charakterisierung durch Bestimmung von Wachstumsraten bei
verschiedenen Salinitdts- und Lichtstufen vorgenommen. Es konnte festgestellt werden,
dass Rhodella violacea als Modellorganismus fiir die Aufkldrung des
Mannitolstoffwechsels in den Rhodophyta besser geeignet ist, als Caloglossa leprieurii,
da mit der Mikroalge die bendtigten Biomassemengen leichter und schneller

herangezogen werden konnen.
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/. Anhang

7.1 Proteinsequenzen Mt1PDH verschiedener Organismen

Zur Ableitung degenerierter Primer wurde ein BLAST der bekannten, nachfolgend
aufgefiihrten Aminosduresequenzen der Mt1PDH durchgefiihrt.

Klebsiella pneumoniae
MKALHFGAGNIGRGFIGKLLADAGIELTFADVNQTVLDALNARHSYQVHVVGEN
EQVDTVSGVNAVSSIGDEVVDLIAEVDVVTTAVGPVALERIAPAIAKGLAQRKAQ
GTERPLNITACENMVRGTTQLKGHVFNALAEEDKAWVEAHIGFVDSAVDRIVPPS
ASATHDPLEVTVETFSEWIVDKTQFKGALPTIPGMELTDNLMAFVERKLFTLNTG
HAITAYLGKLAGHQTIRDAILDKKIRAVVQGAMEESGAVLIKRYAFDPQKHAAYT
QKILGRFENPYLKDDVERVGRQPLRKLSAGDRLIKPLLGTLEYGLPHRNLVKGIA
AAMHFRSEDDPQAQELAALIADKGPQAALAQISGLDAASDVVAEAVNDYNAEK

Streptococcus mutans
MKKAVHFGAGNIGRGFIGQILFENGFAIDFVDVNDKIINALNERHSYDIEIAEDGK
RHITVSNVAGINNKENPQAVIDAVAETELITTAIGPNILPFIAQLIAKGIEKRRESQN
QTPLDIIACENMIGGSAFLWQEVQKYLSADGLAFAKDYIGFPNAAVDRIVPAQVH
KDPLFVVVEPFSEWVVETAAMKNPDLKLSSVHYEENLEPFIERKLFSVNSGHATT
AYTGAYFGAKTVLEALKDQQVKEQVKAVLGEIRQLLMAKWQFKENDLKVYHD
IIISRFENPYIVDDVTRVARTPIRKLGYDERFIRPIRELKDRGLSYEYLLQTVAYVFH
YKDSNDEQSVQLKMLLQEKSLKAVVKEVTGLTDAALIEEIVTSVESLD

Cryptococcus neoformans
MSTLSNFTIPKTQTAAVVKTTGAELAIEKEHPVKQASELGPGQCLVKISHTGVCH
TDLHAKSGDWPVPPSHPLIGGHEGVGIIVAIGDHTAASPVKLGDRVGIKWLADSC
LSCEYCRRGYEMNCPNVKLSGYTTDGTFSEYVVSFVNHVTPIPESLDSAGAASIL
CAGVTTYKALKVSNTKVGDWVALPGAGGGLGHLAVQYAKAMGLKVIAIDSGA
AKEKLVKSLGADAWVDFKTSKDIVADIKAATGGDGPAAAVVTAANKTGYAQAI
EYLKPSGTLVAVGMPDAEMGANVFWTVFKSIRIQGSYVGNRQDAIEALDIAASG
QVKVVFEEKGLDSLKGVFEDLEAGKIAGRVVLKVSDE

Buchnera sp. APS
MKALQFGAGNIGRGFIGKTLSESGFSVIFSDVNQNIVDAINYNREYFVKIIGSNQN
KTVNIKRVSAINSNDSNIKKIISSVDLITTAVGPTALEKIALIITQGIFKIKNQFTKPL
NITACENKIKSSSFLKQVVLKNLPIKYHDYLNKYIGFIDCSIDTIIPAINNKDDLFLTV
EEFKEWIVNINQFKGAVPKIVDMKFSNNLDAFIERKLFTLNTGHAIAAYLGLIKNY
KTIQDAISDKKIRVIVRSAMEESGSVLIKRYNFNKNDHLDYIEKIFLRFENPFLSDK
LERIGRNPLQKLRREDRLIKPFLGAFEYNLPYSNLAKGIAAAFYYHNKNDLESIEL
SSSIKKQGLESTIIKICDLPVNSKEVYSIILEYNLIKKIIR

Bacillus halodurans
MKAIHFGAGNIGRGFIGALLSKANYEVVFVDVNAQVIDRLNEQRSYTVLTADED
NEENVIHNVRGLNSRTQMEQVLAEIATADLVTTAVGPSVLPHLAHPIGQGLLQRN
GAPIQVIACENAIGASSMLQEYTKASLSEEEWSKVDRVTGFPNATVDRIVPAQDH
ADPLTVSVEPFYEWVIETKSMKGEPPTIDGVTYVEDLTPYIERKLFTVNTGHAMYV
AYLGFQKGLMTIKEAISDQTIAEKTRQALAETKGLLVHKYNFSPEAHDEYIEKIFK
RYNNPYLSDRVERVGRNPIRKLGYNERLVKPARQLLDLGHQPTALLAGIQAAFA
FFVEDDQESMELQEKRQVQGLEQTVVEVTGLPAVHPLVQMIVGNN
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Bacillus subtilis
MIALHFGAGNIGRGFIGALLHHSGYDVVFADVNETMVSLLNEKKEYTVELAEEG
RSSEIIGPVSAINSGSQTEELYRLMNEAALITTAVGPNVLKLIAPSIAEGLRRRNTA
NTLNITACENMIGGSSFLKKEIYSHLTEAEQKSVSETLGFPNSAVDRIVPIQHHEDP
LKVSVEPFFEWVIDESGFKGKTPVINGALFVDDLTPYIERKLFTVNTGHAVTAYV
GYQRGLKTVKEAIDHPEIRRVVHSALLETGDYLVKSYGFKQTEHEQYIKNQRSLL
KSFHFGRCDPRSEVTSQKTGRKCRLVGPAKKIKEPNALAEGIAAALRFDFTGDPE
AVELQALIEEKDTAAYFKRCAAFSPMNRCTPSF

Clostridium acetobutylicum
MKALHFGAGNIGRGFIGYLLYKSNYETTFVDIFDKVVDDINKYKRYTVITLSTSK
NKEKVENVRAVNLKDSVALEKEVLEADLITTSLGLNNLKSTGELLRGFLKKRSEI
NDKPLDIIACENALFASDVLKKAILDGADEELKKYLEKSVGFPNCTVDRIVPNVDI
EKELPIDVAVEDFYEWDIEKNKVKINNKIIGAEYVEKLDPYLERKLFLLNGAHATI
AYLGYLKGYKYIHEAIKDKEINKIIVGFHSEAVQALSEKHKIDIQILKEYSNKLLKR
FENEYLKDDVSRVGRDPMRKLSSNDRLITPLKLCCDLKIDFTNILFGVASGYLFNY
KEDEKAQGIQNITKEGIKKAISNVSQIKEGDYLNNMIAYKYEELKKQN

Enterococcus faecalis
MNAVHFGAGNIGRGFIGEILAKTGFILPFVDVNGNHHQALKERKSYTIELADASH
QQINVENVTGLNNMTEPEKVVEAIAEADLVTTAIGPNILPRIAELIAQGIDARAEA
NCQNGPLDHACENMIGGSTFLAEEVAIFEKPSLSEQWIGFPDAAVDRIVPLQKHK
DPLFVQVEPFCEWVIDDTNRKAKEIQLEGVITCRLEPYIERKLFSVTSGHATVAYT
GALLGYQTIDEAMQDALVVAQLKSVLQETGKLLVAKWNFDEQEHAAYIEKIINR
FQNKYISDAITRVARTPIRKLGAQERFIRPIRELQERNLVSAAFIAMIGIVFNYHDPE
DEQSRQLQEMLDQESVDTVDR

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides, small colony type
IKNNQKLIIMCCENGIRVSSLFKSYFSNLNNNIYFVDVLVDRIVSNKNILNDYLECE
DYYLWIVDKTQLPRDFKQVPNLTYTTSLDIQITKKIYMLNALHCSLAWFVFKNFS
FNKYLYVYQALKNDKVVEFVNNYLNEVILVLNHKYNINLDELNNYKNQIIKRLN
SNFIKDDLKRLARNTELKLSKNERILTILDYAKDNNLKHDILLLSYQNGLEYLKN
NK

Geobacillus stearothermophilus
MLAVHFGAGNIGRGFIGSLLSQSGYEVVFVDINDELVRLLKEKQEFTYRVIIADEN
RQELLIRNVSAVNSQTEREKVIDYITKAHLITTAVGPHILPAIATILAEGFTLQKRIT
INKTPLHIIACENMIGGSDVLKSHVFEKISEADKPLFEKYYGFLNCAVDRIVPFTNQ
KHDDPLSVVVEPFFEWVIEKRNIIGAIPPIQGAHFVDDLKPYIERKLFTVNTGHAIA
FTSYLGYYKKLQTIQEAMCDQEIRSDVEKALHESGAVLVKKYGWNENEHQSYIQ
KIIQRFIFTNPSISDEVVRVARSPIRKLGANDRLIGPATQYYDLFGQVPHGLVKGIA
ALLLFDYENDEFTEAVALQKTIQETGVEGALYQYSQLEKDHPLVIAIKDQWQHL
K

Mycoplasma pneumoniae
MKRINVLHFGAGNIGRGVILPIYQQNDFSIDLVELNQNTVNELQKFTQKQYQVHY
LDCDQSQLVNDFNTWNLKDEAKIIELMERADVISTSIGAKNLASLKTLFDKFTAK
FHKRAIVLCFENGFRISSNFKNILQLNNTQVNFVDVVIDTIAPNFEKKANFLDIYCE
FTKYSEIYAETFPLEIKGVNQKNSLDRFIIKKLLLVNALHSVIGLLGFQQKLKYVH
ETLQVFTKSNLTFVEKLAQQIIDALCAEYPEFNKNNLLSYGKNNLVRFANPKIQD

i



7. Anhang

LNTRLIREPLRFTKLNQNERFYAIYKLFKKNKIALNNILQVYLMVLKTNITDDTES
QQIAKLINEKAWTELAFTKLSSLEESEWNLIKQELSREITKK

Aspergillus niger
MGKKAIQFGGGNIGRGFVAEFLHKAGYEVVFVDVMDKMVEALQQNKSYKVTE
VSEEGEHTTTITNYRAINSKTHESDVIQEIATADVVTCAVGPHILKFIAPVIAKGID
ARTESKPVAVIACENAIGATDTLHGFIKQHTSQDRVESLYDRAQFANSAIDRIVPQ
QAPNSGLDVRIEKFYEWAVEKTPFGSVGHPDIPAIHWVDNLEPYIERKLFTVNTS
HATTAYFGHFRGKKMIADALEDEEIRGLVHKVLEETASLIVAKHDISEEEQKEYV
KKIVSRISNPYLEDKVERVGRAPLRKLSRKERFIGPASQLAERGMKYDSLMDAVE
MALRFQNVPGDDESAELANILNEQRAEDATIHLTGLDEEHPLYPAVLERVRKVQ
QGTK

Paracoccidioides brasiliensis
MGKKAVHFGGGNIGRGFVGEFLHESGYEVVFVDVMDSVIDALQKASSYTVTEIS
GEGEHKKVIENYRAINSKHNLDDVIKEISTADVVTCAVGPNILKFIAPPIAKGIDIR
TQPKPLAVIACENAIGATDTLHGFIKDNTDESRRDSLPSRAQFANSAIDRIVPTQDP
NSGLDVKIEKFYEWVVEKTPFGDVGHPDIKAIHWVDNLEPYIERKLFTVNTGHAT
AAYFGYNAGKPTIHDALKDERIRSQVNAVLAETSALIVEKHHIPAEEQHDY VQKII
TRISNPYLEDVVQRVGRAPLRKLSRKERFIGPAAQLAERGQQVDALMGAVEEAL
KFQNVPDDEESFELHKILKELSAADATTKLTDLEPDHPLYPRVLEKVTKVQSETK

7.2 Sequenz der grofien Untereinheit der RubisCo in Caloglossa leprieuii

Die Sequenzbereiche, welche als Primer fiir die Positiv-Kontrollen fiir die verschiedenen
PCR-Untersuchungen genutzt wurden, sind fett markiert.

1 gaaactgatg ttttagcatt atttcgtgtt agtccacage ctggtgttga ccctattgaa
61 gcagcagcag cagttgcagg agaatcttca acggctactt ggactgtagt gtggacggac

121  ttattaacag catgtgattt atatcgcget aaagcttata aagttgatge tgttccaaat

181 acatcagacc aatattttgc atatattgct tatgatattg atttatttga agaaggatct

241 attgctaatt taacagcttc tattattgga aacgtattcg gttttaaagce tgttaaggcet

301 ttaaggttag aagatatgcg tattcctgta gecatacttaa aaacatttca agggcectgea
361 actggtctta ttgtagaacg tgaacgtatg gataaattcg gtcgtccatt tttaggegea
421 acagtaaaac ctaagttagg tttatctggt aaaaactatg gaagagtagt ttatgaaggce
481 ttaaaaggtg gattagactt tctaaaagat gatgaaaata tcaactctca accattcatg
541 cgctggaaag aaagattttt atattcaatg gaggctgtta atcgttctat tgcagctaca
601 ggagaagtaa aaggtcatta tatgaacgtg acagctgceta caatggaaga tatgtatgaa
661 agagcagaat tcgcaaaaca attaggtaca gttattataa tgattgatct agtaattggt
721 tatactgcaa ttcaaactat ggcaatttgg getcgtaaga atgatatgat tttacactta

781  catcgtgcgg gtaattcaac ttattctcge caaaaaattc atggaatgaa tttcagggta
841 atttgtaaat ggatgcgtat gtctggtgta gatcatatce atgcaggtac ggtagtagga
901 aagctagaag gtgatccatt aatgataagg ggcttttata atacattact aatgccttat
961 ctagatatta atttacctca aggaatattt ttccaacaag attgggcttc tttacgtaaa
1021 gtaacaccag tagcttcagg cggtatccac tgcggacaaa tgeaccaatt actagattat
1081 ttaggtaacg atgttgtact tcaatttggt ggtggtacaa ttggacatcc agatggaatt
1141 caagcaggtg caacagcgaa ccgtgtaget ttagaatcaa tggtaattge tagaaatgaa
1201 ggtcgegatt atgttgcaga aggaccgceaa attttacgeg atgcagcaaa aacatgtgge
1261 cctttacaaa cagcactaga tttgtggaaa gatattacgt tcaac
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