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Einleitung

1 Einleitung

Viele marine Invertebraten, insbesondere Bewohner der Gezeitenzone, sind in ihrem
natiirlichen Habitat tempordrem Sauerstoffmangel ausgesetzt. Auch starke Muskelbeanspru-
chung kann zu einer Sauerstoffminderversorgung fiithren. Allerdings verfiigen diese Tiere
iber eine erstaunliche Hypoxietoleranz und konnen auch ldnger anhaltende Perioden geringer
Sauerstoffverfiigbarkeit oder gar Anoxie iiberdauern (De Zwaan und Putzer, 1985; Grieshaber
et al., 1994; Larade und Storey, 2002). Sofern systemische Anpassungen wie eine Steigerung
der Atemtitigkeit nicht ausreichen, um das verringerte Sauerstoffangebot bzw. einen erhohten
Sauerstoffbedarf der arbeitenden Skelettmuskulatur auszugleichen, stehen diesen Arten ver-
schiedene anaerobe Mechanismen der Energiebereitstellung zur Verfiigung. Genutzt werden
anaerobe Stoffwechselwege, die offenbar alte Errungenschaften des Lebens auf der Erde mit
ihrer anfangs anoxischen, dann zunéchst wenig sauerstoffhaltigen Atmosphire und Hydro-
sphire darstellen (Behm, 1991; Nisbet und Sleep, 2001; Martin et al., 2003; Webster, 2003).
Trotz groBer artspezifischer Variabilitit sind bei allen fakultativ anaeroben Invertebraten dhn-
liche Grundprinzipien der anaeroben Energiegewinnung verwirklicht (Livingstone, 1983 und
1991; De Zwaan und Dando, 1984; Kreutzer et al., 1985; Grieshaber et al., 1994).

Neben ATP- und Phosphagenspeichern, die in der Anfangsphase biotop- oder funktions-
bedingter Hypoxie verwendet werden, bildet Glykogen die Hauptenergiequelle des anaeroben
Stoffwechsels (Grieshaber et al., 1994; Larade und Storey, 2002). Es eignet sich besonders als
Speichersubstanz, da es als Polymer den osmotischen Druck der Zellen weniger beeinfluf3t als
niedermolekulare Stoffe. Entsprechend kann der Glykogengehalt in den Geweben mariner
Invertebraten bis zu 35 % des Trockengewichts betragen (De Zwaan und Zandee, 1972).
Wihrend biotopbedingter Hypoxie wirken marine Invertebraten einer raschen Verarmung
ihrer Glykogenreserven zudem dadurch entgegen, dal3 sie ihren ATP-Verbrauch unter den
normalen Grundumsatz reduzieren (De Zwaan und Putzer, 1985; Storey und Storey, 1990;
Brooks und Storey, 1997; Grieshaber et al., 1994). AuBBerdem verfiigen sie iiber einen groflen
Pool freier Aminosduren, zu dem neben Glycin, L- und D-Alanin, Taurin, L-Glutamat und L-
Glutamin auch L-Aspartat substantiell beitridgt (Schoffeniels und Gilles, 1972; Kreutzer et al.,
1985; Siegmund, 1986).

Bei der klassischen anaeroben Glykolyse wird NADH aus der Glycerinaldehyd-3-Phos-
phatdehydrogenase-Reaktion durch Reduktion von Pyruvat reoxidiert und so die Aufrechter-
haltung des glykolytischen Fluxes auch in Abwesenheit von Sauerstoff als terminalem Elek-

tronenakzeptor ermdglicht. Die Reduktion von Pyruvat konkurriert mit der Transaminierung
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Abb. 1: Reaktionswege des anaeroben Glykogenstoffwechsels bei marinen Invertebraten

Bei vielen marinen Invertebraten wird die anaerobe Glykolyse (vereinfacht dargestellt) statt durch klassi-
sche L-LDHs (2a) durch D-LDHs (2b) oder Opindehydrogenasen (OpDHs, 2¢) terminiert. Alle diese Pyru-
vatoxidoreduktasen sichern unter Sauerstoffmangel, indem sie NADH aus der Glycerinaldehyd-3-Phos-
phat-Dehydrogenase-Reaktion (1) reoxidieren, die cytosolische Redoxbalance und damit die Aufrechterhal-
tung des glykolytischen Fluxes. Invertebraten-OpDHs katalysieren die NADH-abhiingige reduktive Kon-
densation von Pyruvat und einer Aminoséiure zu einer als Opin bezeichneten Nz—(Ca.rboxyethyl)—Aminoséiu-
re. Dabei sind Opine wie Strombin, Alanopin oder Octopin, die ausgehend von einer o--Aminosiure (hier
Glycin, L-Alanin bzw. L-Arginin) gebildet werden, von solchen zu unterscheiden, an deren Synthese eine
B-Aminosédure wie B-Alanin oder Taurin beteiligt ist (B-Alanopin und Tauropin). Sofern das Opin zwei
asymmetrische Kohlenstoffatome aufweist, entsteht immer das (D,L)-Stereoisomer.

Bisher sind fiir Invertebraten-OpDHs keine 3D-Strukturdaten verfiigbar. Die Enzyme konnten aber dem ab-
gebildeten Monomer der N-(1-D-Carboxyethyl)-L-Norvalin-Dehydrogenase aus Arthrobacter spec. dhneln
(Britton et al., 1998a; PDB 1bg6; Zylinder = a-Helices, flache Quader = B-Stringe). Nihere Informationen
auch zum Zusammenhang zwischen der Fermentation von Glykogen und der Transaminierung von Aspar-
tat (3; a-KG = a-Ketoglutarat, Glu = Glutamat) sowie zur im Schema nur angedeuteten Beteiligung des
mitochondriellen Kompartiments am anaeroben Energiestoffwechsel (4) sind dem Text zu entnehmen.

2
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von Aspartat und Pyruvat zu Oxalacetat und Alanin (Abb. 1). Indem das durch Transaminie-
rung gebildete Oxalacetat NADH-abhingig zu Malat reduziert wird, bleibt auch in diesem
Fall die cytosolische Redoxbalance gewihrleistet. Malat wiederum kann nachfolgend in die
Mitochondrien transportiert und dort unter Energiegewinn zu Succinat, Acetat und Propionat
als weiteren Endprodukten des anaeroben Stoffwechsels umgesetzt werden (Felbeck und
Grieshaber, 1980; De Zwaan et al., 1981; De Zwaan und Dando, 1984; Kreutzer et al., 1985;
Grieshaber et al., 1994). Allerdings triagt das mitochondrielle Kompartiment erst wihrend 14n-
ger andauernder Hypoxie mallgeblich zur anaeroben Energieproduktion bei. Dann wird der
glykolytische Flux beim Phosphoenolpyruvat aufgespalten und dieses statt zu Pyruvat groB3-
tenteils mittels einer Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase zu Oxalacetat umgesetzt. Oxalacetat
wird somit wihrend fortgesetzter Hypoxie anders als in deren Anfangsphase nicht mehr
hauptsichlich durch Transaminierung von Aspartat gebildet. Zugleich nimmt die Bedeutung
von Pyruvatreduktasereaktionen ab (Ebberink und De Zwaan, 1980; Holwerda et al., 1981;
Schottler et al., 1984b; De Zwaan und Dando, 1984; Grieshaber et al., 1994).

Letztere sind vor allem fiir den anaeroben Stoffwechsel unter funktionsbedingter Hypoxie
wichtig. Zum Einsatz kommen klassische, bei Pro- und Eukaryoten (auBBer Archiden) praktisch
ubiquitir verbreitete L-Laktatdehydrogenasen (L-LDHs, (S)-Laktat : NAD*-Oxidoreduktasen,
EC 1.1.1.27; Long, 1976; Madern, 2002), die Pyruvat unter gleichzeitiger Oxidation von
NADH zu L-Laktat reduzieren. Sie bilden jedoch bei Invertebraten anders als in Wirbeltieren
nicht die einzigen terminalen Enzyme der anaeroben Glykolyse. Bei manchen Arten treten zu-
sitzlich oder statt dessen D-Laktatdehydrogenasen (D-LDHs, (R)-Laktat : NAD"-Oxidore-
duktasen, EC 1.1.1.28) auf (Long und Kaplan, 1968; Long, 1976; Mulcahy et al., 1997).
AuBerdem verfiigen vor allem marine Mollusken und Anneliden vielfach iiber sogenannte
Opindehydrogenasen (OpDHs). Diese alternativen Pyruvatoxidoreduktasen katalysieren die
NADH-abhingige reduktive Kondensation von Pyruvat und einer Aminosidure zu einer als
Opin bezeichneten N-(Carboxyalkyl)-Aminosdure und sorgen auf diese Weise fiir einen aus-
geglichenen cytosolischen Redoxstatus wihrend der anaeroben Glykolyse (Abb. 1; Gide,
1980a; De Zwaan und Dando, 1984; Gidde und Grieshaber, 1986; Grieshaber und Kreutzer,
1986).

Invertebraten-Opindehydrogenasen werden abhéingig von ihrem bevorzugten Aminosau-
resubstrat (L-Arginin, L-Alanin, Glycin, B-Alanin oder Taurin) als D-Octopin- (NZ—(D—l—
Carboxyethyl)-L-Arginin : NAD"-Oxidoreduktasen, EC 1.5.1.11, ODHs), Alanopin- (meso-
N-(1-Carboxyethyl)-Alanin : NAD*-Oxidoreduktasen, EC 1.5.1.17, AloDHs), Strombin- (N-
(Carboxymethyl)-D-Alanin : NAD*-Oxidoreduktasen, EC 1.5.1.22, StrDHs), B-Alanopin- (N-
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(D-1-Carboxyethyl)-B-Alanin : NAD*-Oxidoreduktasen, EC 1.5.1.26, 3-AloDHs) oder Tauro-
pindehydrogenasen (N*-(D-1-Carboxyethyl)-Taurin : NAD*-Oxidoreduktasen, EC 1.5.1.23,
TaDHs) klassifiziert (vgl. Grieshaber et al., 1994). Diese Bezeichnungen sind jedoch in vielen
Féllen wenig aussagekriftig, da OpDHs sich vor allem beziiglich der von ihnen umgesetzten
Aminosdure hidufig durch eine relativ geringe Substratspezifitit auszeichnen, so dal von ein
und demselben Enzym moglicherweise zwei oder mehr unterschiedliche Opine gebildet bzw.
unter geeigneten Reaktionsbedingungen auch wieder abgebaut werden konnen.

Vor allem AloDH- und StrDH-Aktivitdten scheinen hidufig an die gleichen Enzymprotei-
ne gekoppelt zu sein (Dando et al., 1981; Meinardus-Hager und Gide, 1986b; Géde und
Grieshaber, 1986; Kreutzer, 1987; Kanno et al., 1996a; Manchenko et al., 1998). Daneben
wurden aber auch kombinierte Alo/B-AloDHs, Alo/B-Alo/StrDHs oder Str/TaDHs beschrie-
ben (Kanno et al., 1996a). Die AloDH aus dem Herzmuskel der Schnecke Concholepas con-
cholepas verwendet als zusitzliche Aminosiuresubstrate L-Cystein und L-Serin (Carvajal et
al., 1994). ODHs wie die aus der Miesmuschel, Mytilus edulis, oder der Seeanemone, Metri-
dium senile, konnen vielfach neben L-Arginin auch L-Lysin umsetzen (Coughlan und O’Car-
ra, 1996; Walsh, 1981; Storey und Dando, 1982). Ellington (1979) fand bei Seeanemonen
OpDHs besonders breiter Aminosiurespezifitit, die auler L-Arginin und L-Lysin auch L-Ala-
nin, Glycin und L-Threonin zu nutzen vermogen. Zahlreiche weitere Beispiele fiir multiple
OpDHs lieBen sich anfiigen. Opinbildungsreaktionen, an denen andere Aminosduren als
L-Arginin, L-Alanin, Glycin, B-Alanin oder Taurin beteiligt sind, besitzen allerdings mogli-
cherweise keine physiologische Relevanz. Eine Akkumulation der zugehorigen Opine konnte
in vivo anders als die von Octopin, Alanopin, Strombin, B-Alanopin und Tauropin (Griesha-
ber und Gide, 1976; Gide et al., 1978; Koormann und Grieshaber, 1980; Fields et al., 1980;
Siegmund et al., 1985; Portner et al., 1984b; De Zwaan und Zurburg, 1981; Kreutzer et al,
1989; Sato et al., 1987b und 1991; Kan-no et al., 1998) bisher bei keinem Invertebraten nach-
gewiesen werden.

Verkompliziert wird die Situation dadurch, daB vielfach Enzympolymorphismen und in-
dividuell oder gewebsspezifisch variierende Isozymmuster auftreten. Beispielsweise wiesen
Beaumont et al. (1980) in Adduktormuskeln der Muschel Cerastoderma edule elektrophore-
tisch insgesamt drei bis acht verschiedene ODH-Isozyme nach, die sie auf einen einzelnen
polymorphen Genlocus mit codominanten Allelen zuriickfiihrten. Manchenko et al. (1998)
fanden bei der Pazifischen Auster, Crassostrea gigas, Belege fiir die Existenz zweier
polymorpher OpDH-Loci. Einer von ihnen wird nur im Adduktor exprimiert und codiert

Str/AloDHs, die auch L-Serin und B-Alanin umzusetzen vermodgen. Die L-Alanin-spezifi-
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schen Isoenzyme des anderen kommen zusitzlich in weiteren Geweben vor. Im Mantel und
Hirn des Tintenfischs, Sepia officinalis, aber auch bei anderen Cephalopoden treten gewebs-
spezifische ODH-Isozyme auf, die in ihren kinetischen Eigenschaften den M- bzw. H-Typ-
LDHs der Vertebraten entsprechen und in vivo moglicherweise wie diese bevorzugt als Pyru-
vatreduktase bzw. -oxidase wirken (Storey, 1977b; Storey und Storey, 1979; Fields et al.,
1976a und 1976b). ODH-Allozyme mit solchen kinetischen Merkmalen beobachtete Walsh
(1981) auch bei einer Seeanemone. In den Geweben der Wellhornschnecke, Busycotypus
canaliculatum, konnten drei Kinetisch differierende AloDHs identifiziert werden (Plaxton und

Storey, 1982).

Unabhiéngig davon, ob dies auf die geringe Substratspezifitit einzelner OpDHs oder das
gleichzeitige Vorhandensein mehrerer Enzymproteine zuriickzufiihren ist, zeichnen sich In-
vertebratengewebe hiufig durch mehrere parallele Pyruvatoxidoreduktase-Aktivitdten aus,
denen je nach Stoffwechselsituation unterschiedliche Bedeutung zukommen kann. So wird im
FuB3 von Cardium tuberculatum, der durch hohe spezifische ODH- sowie geringere AloDH-,
StrDH- und LDH-Aktivitit gekennzeichnet ist, unter biotopbedingter Hypoxie D-Laktat pro-
duziert, wohingegen aktivitdtsbedingter Sauerstoffmangel zur Akkumulation von Octopin
fihrt (Gdde, 1980b; Meinardus-Hager und Gide, 1986a und 1986b). In Hautmuskelschldu-
chen des Spritzwurms, Sipunculus nudus, fanden Portner et al. (1984b) ODH-, AloDH- und
StrDH-Aktivitdaten im Verhiltnis 48 : 5 : 1. Wihrend bis zu 24-stiindiger Inkubation der Tiere
in stickstoffiaquilibriertem Seewasser erhohte sich die Strombinkonzentration viel stédrker als
der Octopin- und Alanopingehalt des Gewebes. Dagegen entstand bei intensiver Grabtitigkeit
deutlich mehr Octopin als Strombin und kein Alanopin (Portner et al., 1984b). Ein dhnlicher
Dualismus der Opinbildung wurde von Siegmund et al. (1985) und Siegmund (1986) auch
beim Wattwurm, Arenicola marina, beschrieben. Sie detektierten im Hautmuskelschlauch
dieser Art sechs- bis zehnmal hohere AloDH- als StrDH-Aktivitdt. Dennoch akkumulierte
Alanopin nur unter funktionsbedingter Hypoxie in starkerem Umfang als Strombin. Hypoxi-
sche Inkubation fiihrte zu umgekehrten Mengenverhéltnissen.

OpDH-Reaktionen besitzen unabhingig von der Art der beteiligten Aminosdure dhnliche
Gleichgewichtskonstanten. Unter biotopbedingter Hypoxie katalysieren alle OpDHs eines Ge-
webes nahe ihres thermodynamischen Gleichgewichts, so dal vornehmlich das Opin gebildet
wird, dessen zugehorige Aminosdure im Gewebe in der hochsten Konzentration vorkommt
(Siegmund, 1986; Grieshaber und Kreutzer, 1986; Kreutzer et al., 1989). Arten mit niedrigem
Aminosduregehalt wie etwa C. tuberculatum bilden in dieser Situation bevorzugt Laktat (Mei-

nardus-Hager und Géde, 1986a). Dagegen konnen wihrend extremer Muskelbeanspruchung
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und damit einhergehenden stark gesteigerten Glykolyseraten nur solche OpDHs nahe ihres
Gleichgewichts katalysieren, die im Gewebe in ausreichend hoher Aktivitit vorkommen. Das
unter funktionsbedingter Hypoxie akkumulierende Endprodukt korreliert daher fast immer mit
der hochsten Pyruvatoxidoreduktase-Aktivitidt (Siegmund, 1986; Grieshaber und Kreutzer,
1986; Kreutzer et al., 1989).

Die groBe art- und gewebsspezifische Diversitit in der OpDH-Ausstattung und Opinpro-
duktion mariner Invertebraten hingt jedoch nicht nur von der Variabilitiat des Aminosdurege-
halts in ihren Geweben ab, sondern wird zusitzlich von der Art und Groe ihrer Phosphagen-
speicher beeinflut. ODHs sind stets mit L-Argininphosphat assoziiert. Sie fehlen bei Arten,
die wie der Wattwurm Taurocyaminphosphat oder andere Phosphagene nutzen (Grieshaber
und Kreutzer, 1986; Grieshaber et al., 1994). Wird L-Argininphosphat im anaeroben Energie-
stoffwechsel unter ATP-Gewinn abgebaut, so erhoht das dabei freigesetzte L-Arginin die
Octopinsynthesekapazitit des entsprechenden Gewebes. Zugleich wird durch die ODH-AKkti-
vitdt eine libermdfBige Argininakkumulation verhindert, die moglicherweise den weiteren
Phosphagenabbau erschweren (Zammit und Newsholme, 1976) oder sich wegen der Guanidi-
niumgruppe des Arginins zellschiddigend auswirken konnte (Bowlus und Somero, 1979).

Bei manchen Arten wie den Pectiniden Pecten maximus, Chlamys opercularis oder Pla-
copecten magellanicus erfolgen L-Argininphosphat-Abbau und Opinsynthese allerdings zeit-
versetzt. Hier wird Octopin erst in der Erholungsphase nach exzessiver Muskeltétigkeit gebil-
det, wenn wihrend des Wiederauffiillens von ATP-, Phosphagen- und sonstigen Energiespei-
chern ein erhohter Energiebedarf besteht, der moglicherweise durch den aeroben Stoffwechsel
allein nicht gedeckt werden kann (Géde et al., 1978; Grieshaber, 1978; Livingstone et al.,
1981). Bei Austern, die Eberlee et al. (1983) 96-stiindiger experimenteller Hypoxie aussetz-
ten, akkumulierten Alanopin- und Strombin ebenfalls erst in der frithen Erholungsphase. Zur-

burg et al. (1982) beobachteten Ahnliches im posterioren Adduktor von Mytilus edulis.

OpDHs konnten bisher bei Cnidarien, Poriferen, Brachiopoden, Nemertinen, Mollusken,
Anneliden, Sipunculiden sowie bei einzelnen Crustaceen und Echinodermen, jedoch nicht bei
Chordaten detektiert werden (Zammit und Newsholme, 1976; Livingstone et al., 1983 und
1990; Hammen und Bullock, 1991; Sato et al., 1993a; Hammen und Fielding, 1993). Gerade
in den Geweben mariner Invertebraten iiberwiegt ihre Aktivitdt hdufig gegeniiber nur geringer
oder ganz fehlender LDH-Aktivitit. Dagegen treten bei fast allen limnischen und terrestri-
schen Arten, bei den meisten Crustaceen, sonstigen Arthropoden, vielen Echinodermen sowie

vor allem bei Urchordaten, Acraniern und Vertebraten LDHs als einzige Pyruvatoxidoreduk-
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tasen auf. Eine Ausnahme bildet die zu den Polychaeten gehdrende Familie der Nereidae, de-
ren Vertreter sich mehrheitlich durch das Fehlen von OpDHs bei gleichzeitig hoher D-LDH-
Aktivitat auszeichnen (Livingstone et al., 1983 und 1990; Grieshaber und Kreutzer, 1986;
Sato et al., 1993a). LDH-Aktivitdt dominiert aber zum Beispiel auch bei Polyplacophoren so-
wie im Ful} der Schnecke Littorina littorea (Livingstone et al., 1983 und 1990). Crustaceen,
Echinodermen und Chordaten besitzen in der Regel nur L-LDHs, die meisten LDH-abhéngi-
gen Mollusken, Arachniden und einige Anneliden ausschlieBlich D-LDHs (Long und Kaplan,
1968; Long, 1976, Hammen und Bullock, 1991). Das gleichzeitige Vorkommen von LDHs
unterschiedlicher Stereospezifitit konnte bisher nur bei Cephalopoden nachgewiesen werden
(Mulcahy et al., 1997).

Hohe ODH-Aktivititen finden sich vor allem bei Pectiniden (van Thoai et al., 1969;
Grieshaber, 1978), Cephalopoden (van Thoai und Robin, 1959; Fields et al., 1976a; Hochach-
ka et al., 1978), anderen aktiven Mollusken (Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al.,
1993a) und dem Sipunculiden Sipunculus nudus (Portner et al., 1984b). Daneben kommen
ODHs aber auch bei Anthozoen (Zammit und Newsholme, 1976; Ellington, 1979) und
Schnurwiirmern (Géde, 1983) vor. Bei Anneliden fehlen sie fast vollstindig (Livingstone et
al.,, 1983; Hammen und Fielding, 1993). Polychaeten lassen statt dessen hohe spezifische
AloDH- und zum Teil ebenfalls betrdachtliche StrDH-Aktivitdten erkennen. Gleiches gilt fiir
viele Meso- und Neogastropoden sowie diverse Muscheln. Nur bei wenigen Arten (z. B. bei
der Wellhornschnecke, Buccinum undatum) wurde in einem Gewebe AloDH-, jedoch keine
StrDH-Aktivitdt nachgewiesen. Der umgekehrte Fall (StrDH-, aber keine AloDH-Aktivitit)
scheint vor allem bei Schwimmen aufzutreten (Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al.,
1993a). Auch TaDHs sind weit verbreitet. Sie schienen zunichst nur bei Brachiopoden (z. B.
Glottidea pyramidata, Doumen und Ellington, 1987) und Archaegastropoden (z. B. beim See-
ohr, Haliotis discus hannai, Sato und Gide, 1986) von Bedeutung zu sein (Hammen und
Bullock, 1991), konnten spiter jedoch auch bei Schwidmmen (z. B. Halichondria japonica),
Coeclenteraten, Anneliden (z. B. beim Sandwurm, Arabella iricolor, Kan-no et al., 1996b),
anderen Mollusken und Seesternen (z. B. bei Asterina pectinifera) detektiert werden (Sato et
al., 1993a). Nennenswerte B-AloDH-Aktivitit fand sich nur bei wenigen Arten, darunter dem
Polychaeten Perinereis nuntia, der Schnecke Fusitriton oregonensis und der Muschel Sca-

pharca broughtonii (Sato et al., 1993a; Sato et al., 1987b).

Invertebraten-OpDHs sind entsprechend ihrer Aufgabe im Stoffwechsel cytosolische En-
zyme. Im Unterschied zu den fast immer tetrameren L- und dimeren D-LDHs (Everse und

Kaplan, 1973; Long und Kaplan, 1973; Long et al., 1979; Gédde und Grieshaber, 1986 versus
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Ausnahmen entsprechend Gide, 1979; Storey und Storey, 1977a sowie Ellington und Long,
1978) handelt es sich bei ihnen um monomere Enzyme eines Molekulargewichts von 35 bis
45 kd. Sie @hneln einander in ihren kinetischen Eigenschaften und besitzen, sofern das zuge-
horige Opin zwei asymmetrische Kohlenstoffatome umfalit (Abb. 1), stets (D,L)-Stereospezi-
fitat (De Zwaan und Dando, 1984; Gédde und Grieshaber, 1986; Thompson und Donkersloot,
1992).

OpDHs dieser Stereospezifitit wurden auch in Wurzelhalsgallen dikotyler Pflanzen nach-
gewiesen, die durch Agrobacterium tumefaciens oder andere pathogene Agrobakterien in-
duziert werden. Diese Bodenbakterien verfiigen iiber sogenannte Ti- (Tumor inducing) Plas-
mide, die neben Onkogenen auch Gene fiir opinsynthetisierende bzw. —abbauende Enzyme
umfassen. Indem die Bakterien einen speziellen, als T-DNA (Transfer-DNA) bezeichneten
Abschnitt der Ti-Plasmide in Pflanzenzellen einschleusen und in deren Genom integrieren,
veranlassen sie die Zellen zu tumordsem Teilungsverhalten sowie zur Produktion und Exkre-
tion von Opinen, die von den Bakterien selbst als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle genutzt
werden konnen. Zugleich erhohen die gebildeten Opine die Konjugationsrate der Agrobakte-
rien und sorgen damit fiir eine verstiarkte Ausbreitung der pathogenen Plasmide (Reviews
z. B. von Zambryski et al., 1989; Thompson und Donkersloot, 1992; Dessaux et al. 1993).
Petit et al. (1978) prégten fiir diese Interaktion zwischen Agrobakterien und ihren Wirtspflan-
zen den Begriff ,,Opinkonzept*.

Aus Wurzelhalsgallen und anderen Pflanzentumoren konnte eine gro3e, stindig wachsen-
de Zahl unterschiedlicher Opine isoliert werden (Tempé, 1983; Thompson und Donkersloot,
1992; Dessaux et al., 1992; Dessaux et al., 1993; Chilton et al., 1995; Moore et al., 1997; Ridé
et al., 2000; Chilton et al., 2001). Dabei werden ausgehend von einer funktionellen Begriffs-
definition haufig auch solche Substanzen als Opin bezeichnet, die nicht aus der reduktiven
Kondensation einer a-Ketosdure mit einer Aminosiure hervorgehen. Nur Opine im letztge-
nannten, engeren Sinne und die fiir ihre Synthese verantwortlichen Enzyme sind jedoch fiir
die vorliegende Arbeit von Interesse. Zu ihnen gehoren die von Pyruvat abgeleiteten Opine
der sogenannten Octopinfamilie (N2—(Carb0xyethyl)—Aminosﬁuren) und N2—(Carb0xypr0py1)—
Aminosduren wie die ausgehend von o-Ketoglutarat und L-Arginin bzw. L-Ornithin gebilde-
ten Opine der Nopalinfamilie (Nopalin und Nopalinsdure), Glutaminopin (aus o-Ketogluta-
rat + L-Glutamin), Succinamopin (= Asparaginopin, aus o-Ketoglutarat + L-Asparagin) und
Leucinopin (aus a-Ketoglutarat + L-Leucin) (Thompson und Donkersloot, 1992; Dessaux et

al., 1992 und 1993). Wihrend Glutaminopin und die in Pflanzentumoren nachweisbaren Opi-
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ne der Octopin- und Nopalinfamilie sich stets durch (D,L)-Stereospezifitit auszeichnen, tritt
Succinamopin zusétzlich, Leucinopin nach bisherigem Kenntnisstand ausschlieBlich als
(L,L)-Stereoisomer auf (Chilton et al., 1984, 1985a und 1985b; Dessaux et al., 1993).

Waurzelhalsgallen des Octopintyps sind durch pyruvatabhingige Opinoxidoreduktasen
mehr oder weniger breiter Substratspezifitit charakterisiert, die je nach infizierendem Agro-
bacterium-Stamm neben L-Arginin und L-Lysin auch L-Ornithin, L-Glutamin, L-Histidin
sowie andere L-Aminosduren umzusetzen vermogen und damit fiir die Synthese aller Octo-
pintyp-Opine der jeweiligen Tumoren (insbesondere Octopin, Lysopin, Octopinsadure, Vitopin
= Heliopin und Histopin) verantwortlich sind (Hack und Kemp, 1980; Birnberg et al., 1983,
Tempé, 1983; Otten und Szegedi, 1985; Chilton et al., 2001). Diese OpDHs sind aufgrund
ihrer kinetischen Eigenschaften und ihrer Funktion in vivo bevorzugt als D-Octopinsynthasen
(OCS) zu bezeichnen (Hack und Kemp, 1980), werden in der Literatur jedoch teilweise auch
als D-Octopindehydrogenasen, D-Lysopinsynthasen oder D-Lysopindehydrogenasen tituliert
und filschlich zweierlet EC-Nummern (EC 1.5.1.11 oder EC 1.5. 1.16) zugeordnet (Otten et
al., 1977; Schroder et al., 1981; Otten und Szegedi, 1985; Thompson und Donkersloot, 1992).
Die monomeren Enzyme eines Molekulargewichts von etwa 38 kd (Hack und Kemp, 1980)
unterscheiden sich von den tierischen OpDHs vor allem dadurch, dal viele von ihnen statt
NAD(H) bevorzugt NADP(H) als Cofaktor verwenden (Otten et al., 1977; Birnberg et al.,
1977; Goldmann, 1977). Offensichtlich nah verwandt mit den OCS ist eine D-Vitopinsyn-
thase (VIS, setzt Pyruvat und L-Glutamin um), deren codierendes Gen Canaday et al. (1992)
aus Weinrebentumoren (induziert durch Agrobacterium vitis des sogenannten Vitopintyps)
isolieren konnten.

D-Nopalinsynthasen (D-Nopalindehydrogenasen, NOS bzw. NoDH, EC 1.5.1.19) kataly-
sieren in Wurzelhalsgallen des Nopalintyps die NAD(P)H-abhingige Synthese von Nopalin
und Nopalinsdure. Im Unterschied zu den OCS handelt es sich bei den NOS um homotetra-
mere Enzyme eines Molekulargewichts von etwa 158 kd (Kemp et al., 1979; Thompson und
Donkersloot, 1992). Sie vermdgen augenscheinlich weder Glutaminopin, noch Asparaginopin
oder Leucinopin zu produzieren (Thompson und Donkersloot, 1992). Chang und Chen (1983)
fanden vielmehr Hinweise auf eine separate (D,L)-stereospezifische Asparaginopin- und Glu-
taminopin-Synthase, die zum Beispiel in durch Agrobacterium tumefaciens 181 oder EUS
induzierten Wurzelhalsgallen exprimiert wird. Andere Agrobakterien-Stdamme codieren fiir
eine (L,L)-stereospezifische Leucinopin-Synthase (Chang et al., 1983), die moglicherweise
auch (L,L)-Succinamopin bildet (Chilton et al., 1985b; Ti-Plasmid-Klassifizierung gemal
Dessaux et al., 1992).
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Die Enzyme fiir den Opinkatabolismus in den verschiedenen Agrobacterium-Stimmen
sind im klassischen Fall wie die Opinsynthasen Ti-Plasmid-codiert, differieren aber von ihnen
(Bombhoff et al., 1976; Klapwijk et al., 1976; Montoya et al., 1977 und 1978). Eingehend
untersucht wurden die Octopinoxidase aus der katabolen Region des Plasmids pTiAchS sowie
die Nopalinoxidase aus dem entsprechenden Abschnitt von pTi5S8 (Zanker et al., 1994). Bei
beiden handelt es sich um membranstindige, jeweils zwei Untereinheiten (OoxB und OoxA
bzw. NoxB und NoxA) umfassende Enzyme, deren Expression durch Octopin bzw. Nopalin
induziert werden kann (Montoya et al., 1978; Palanichelvam und Veluthambi, 1996; Cho et
al., 1997). Sie weisen Merkmale einer typischen Nukleotidbindestelle auf, sind jedoch ohne
Zusatz von Cofaktoren aktiv, weshalb eine Cytochromabhingigkeit vermutet wurde (Klap-
wijk und Schilperoort, 1982; Zanker et al., 1994). Nach bisherigem Kenntnisstand besteht kei-

ne Verwandtschaft zu den Opinsynthasen aus Pflanzentumoren (Zanker et al., 1994).

Die Fihigkeit, Opine zu verstoffwechseln, beschrénkt sich nicht auf Vertreter der Gattung
Agrobacterium, sondern wurde auch bei anderen Bakterien aus Wurzelhalsgallen, Boden-
proben, Pflanzenwurzeln oder Muscheln sowie bei einigen Pilzen nachgewiesen. So kdnnen
N2-(D-Carboxyalkyl)-L-Aminosiuren wie Octopin, Octopinsiure oder Nopalin auch von ver-
schiedenen fluoreszierenden und nicht-fluoreszierenden Pseudomonaden, von manchen Rhi-
zobiaceen, diversen Coryneformen, mutmaBlichen Vertretern der Gattung Arthrobacter und
bestimmten Alcaligenes- und Flavobacterium-Stammen genutzt werden (Beaulieu et al.,
1983; Rossignol und Dion, 1985; Dion, 1986; Tremblay et al., 1987a; Beauchamp et al.,
1991; Bergeron et al. 1993). Verschiedene Ascomyceten der Gattungen Cylindrocarpon und
Fusarium sind im Stande, von Octopin oder Octopinsdure als einziger Kohlenstoff-, Stick-

stoff- und Energiequelle zu leben (Beauchamp et al., 1990).

Asano et al. (1989) gelang es, aus dem Bodenbakterium Arthrobacter spec. (Stamm 1C)
eine durch N-(1-D-(Carboxyethyl)-L-Phenylalanin induzierbare Opinoxidoreduktase zu reini-
gen, deren physiologische Funktion vermutlich in der Degradation von Opinen pflanzlichen
Ursprungs besteht. Kato et al. (1996) und Britton et al. (1998b) bezeichneten das NAD(H)-ab-
hingige Enzym (EC 1.5.1.28) spiter als N-(1-D-Carboxyethyl)-L-Norvalin-Dehydrogenase
(CENDH). Es katalysiert die oxidative Desaminierung von Opinen wie N-(1-D-Carboxy-
ethyl)-L-Methionin (Methiopin) oder N-(1-D-Carboxyethyl)-L-Phenylalanin und setzt in um-
gekehrter Reaktionsrichtung vor allem Pyruvat oder Oxalacetat mit hydrophoben Aminosiu-
ren wie L-Norvalin (L-2-Aminovaleriansédure), L.-Methionin, L-Isoleucin, L-Valin, L-Phenyl-

alanin oder L-Leucin um (Asano et al., 1989; Kato et al., 1996).
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Besonders interessant ist die CENDH deshalb, weil sie die bisher einzige (D,L)-OpDH
bildet, fiir die rontgenkristallographische Strukturdaten zur Verfiigung stehen (Dairi und Asa-
no, 1995; Britton et al., 1998b; Britton et al., 1998a). Das dimere Enzym umfalit zwei identi-
sche 36 kd-Untereinheiten, die sich ihrerseits jeweils in zwei durch einen tiefen Spalt getrenn-
te Dominen gliedern (vgl. Abb. 1). Die N-terminale Domine (Aminosiduren 1 bis 195, in
Abb. 1 gelb dargestellt) schlieBt ein sechsstriangiges paralleles B-Faltblatt und eine Bof-Ein-
heit ein (in Abb. 1 blau und rot hervorgehoben), die an die Rossmann-Falte typischer nukleo-
tidbindender Enzyme (Rossmann et al., 1974 und 1975) erinnern. Aulerdem 148t die Loopre-
gion, die den ersten B-Strang mit der ersten a-Helix verbindet, die glycinreiche Konsensus-
sequenz (GXGXXG/A) klassischer Nukleotidbindungsproteine erkennen (Wierenga et al.,
1985). Die C-terminale, ausschlieBlich a-helikale Domédne (Aminosiduren 196 bis 359, griin
in Abb. 1) vermittelt den Kontakt zwischen den Untereinheiten. Sie umfafit eine Gruppe
aus sechs, im Bereich der Dominenspalte lokalisierten Resten (Asparagin-198, Histidin-202,
Arginin-292, Tyrosin-293, Glutamat-296 und Aspartat-297), die mit dem katalytischen Zen-
trum des Enzyms in Verbindung gebracht wurden (Britton et al., 1998a). Die zu diesem Clu-
ster gehorigen Aminoséduren Histidin-202, Aspartat-297 und Arginin-292 bilden moglicher-
weise eine fiir den Hydridtransfer und die gleichzeitige Pyruvatstabilisierung essentielle kata-
lytische Triade wie sie aus anderen Ketosdure-Dehydrogenasen einschlieBlich der klassischen
LDHs bekannt ist (Hart et al., 1987; Clarke et al., 1988). Anders als die Nukleotidbindestelle,
die anhand der Elektronendichte von cokristallisiertem NAD" eindeutig identifiziert und cha-
rakterisiert werden konnte, wurden die an der Pyruvatbindung beteiligten Reste allerdings
nicht experimentell identifiziert. Auch hinsichtlich der fiir die Aminosédurespezifitit verant-
wortlichen CENDH-Reste konnten bisher nur Vermutungen angestellt werden (Britton et al.,

1998a; JanBen, 2000).

AuBler bei Invertebraten, in tumordsem Pflanzengewebe und bei Bakterien wurden N-(D-
Carboxyalkyl)-L-Aminosduren und die zugehorigen Oxidoreduktasen nur bei Rhodophyceen
nachgewiesen (Kuriyama, 1961; Sato et al., 1993b). Sato et al. (1993b) reinigten aus der mari-
nen Rotalge Rhodoglossum japonicum eine NAD(H)-spezifische, monomere TaDH, die in
ihrer GroBe (40 kd) etwa dem Molekulargewicht von Invertebraten-OpDHs entspricht. Da der
Tauropingehalt in den Geweben der Alge einem diurnalen Wechsel unterliegt, vermuteten die
Autoren eine photosynthesebezogene Funktion des Enzyms. AloDHs und StrDHs, aber auch

B-AloDHs wurden bislang ausschlieBlich bei Tieren detektiert.
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Die OpDHs hoherer mariner Invertebraten scheinen einen gemeinsamen phylogeneti-
schen Ursprung zu besitzen. Von JanBen (2000), Kimura und Mitarbeitern (2005) sowie Kan-
no et al. (2005a) durchgefiihrte Vergleiche in offentlichen Datenbanken verfiigbarer ODH-
und TaDH-Sequenzen aus diversen Mollusken und einem Anneliden (ODHs aus den Kamm-
Muscheln Pecten maximus [CAC36305] und Mizuhopecten yessoensis [BAB92087] sowie
den KopffiiBern Loligo opalescens [CAC20642], Loligo vulgaris [CAC36301] und Sepia
officinalis [CAC36306] sowie TaDHs aus dem Seeohr, Haliotis discus hannai [BAB92 088],
und dem Sandwurm, Arabella iricolor [BAB86769]) ergaben unabhingig von der Aminosiu-
respezifitit der jeweiligen OpDHs paarweise Aminosdure-Sequenziibereinstimmungen von
mindestens 40 % und lieBen verteilt iiber die gesamte Sequenzlinge einige hoch konservierte
Sequenzmotive erkennen. Immunologisch konnte eine strukturelle Verwandtschaft jedoch nur
fiir OpDHs sehr nah verwandter Arten wie die ODHs aus verschiedenen Cephalopoden bzw.
Pectiniden nachgewiesen werden (Fort et al., 1982; Baldwin, 1982).

Nach Kan-no et al. (2005b) sind von den OpDHs der hoheren Invertebraten jene des so-
genannten Halichondria-Typs zu unterscheiden, die durch die TaDH aus dem Schwamm
Halichondria japonica (BAD52445) repréasentiert werden. Dieses Enzym weist keine signifi-
kante Ahnlichkeit zu den Mollusken- und Anneliden-OpDHs oder sonstigen bereits sequen-
zierten (D,L)-OpDHs auf, sondern ist homolog zu Proteinen aus der Familie der Ornithin-
Cyclodesaminasen (OCDs) und p-Kristalline (Kan-no et al., 2005b). OCDs (EC 4.3.1.12) sind
NAD(H)-abhédngige Enzyme des Arginin- und Prolinmetabolismus, die unter Abspaltung von
Ammoniak reversibel L-Ornithin zu L-Prolin umsetzen (Cunin et al., 1986; Sans et al., 1988;
Goodman et al., 2004). Sie kommen nur bei wenigen Eubakterien und Archien vor (Soto et
al., 1994), konnten aber interessanterweise bei Agrobakterien nachgewiesen werden, wo sie
als Ti-Plasmid-codierte Enzyme am Octopin- bzw. Nopalinkatabolismus beteiligt sind (Sans
et al., 1987; Schindler et al., 1989; Zanker et al., 1994). u-Kristalline treten als Strukturprotei-
ne in der Augenlinse von Beuteltieren auf, finden sich aber auch in der Linse von Sdugern
(Wistow et al., 1991; Kim et al., 1992). Zur Verwandtschaftsgruppe der OCDs und p-Kristal-
line gehoren zudem eine bakterielle Lysin-Cyclodesaminase, eine archédische Alanindehydro-
genase sowie menschliches Thyroidhormon-Bindungsprotein (Schroder et al., 2004; Vié et

al., 1997).

Ob eine Verwandtschaft zwischen den Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Anneliden-
typs (Kan-no et al., 2005b) und bakteriellen OpDHs einschlieBlich derer aus Pflanzentumoren
besteht, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Ward und Barnes (1983) wiesen durch

Hybridisierungsexperimente in den Genomen des Kalmars Loligo pealii und der Muschel

12



Einleitung

Spisula solidissima Sequenzen nach, die offenbar homolog zu einer OCS aus A. tumefaciens
sind. JanBen (2000) und Kan-no et al. (2005a) fanden bei spiteren Sequenzvergleichen aller-
dings nur eine entfernte Ahnlichkeit zwischen den OpDHs héherer Invertebraten und den
Opinsynthasen aus Wurzelhalsgallen bzw. der CENDH aus Arthrobacter spec. Die Homolo-
giehypothese wird dadurch nur unzureichend gestiitzt. Die genannten Autoren vermuteten,
dafl sich OpDHs durch einen relativ groen Freiheitsgrad und eine hohe Evolutionsrate aus-
zeichnen, wodurch ihre verwandtschaftlichen Beziehungen maskiert werden. Als zusitzliche
Hinweise auf einen phylogenetischen Zusammenhang fiihrten sie konservierte Sequenzab-
schnitte wie das GXGXXG/A-Motiv oder die Histidin-Arginin-Aspartat-Triade an, die auller
bei der CENDH aus Arthrobacter spec. auch an den korrespondierenden Positionen anderer
bakterieller Opinsynthasen und der Invertebraten-OpDHs auftreten und damit auf einen dhnli-

chen katalytischen Mechanismus dieser Enzyme hindeuten.

Die Vielfalt der bei marinen Invertebraten vorkommenden Pyruvatoxidoreduktasen wirft
gegeniiber dem einheitlichen Auftreten klassischer L-LDHs bei Vertebraten viele Fragen auf:
Wie sind die OpDHs mariner Invertebraten evolutiv entstanden? Mit welchen Selektionsvor-
teilen ist bzw. war der Besitz alternativer Pyruvatoxidoreduktasen fiir die entsprechenden In-
vertebraten aktuell oder im Laufe ihrer Stammesgeschichte verbunden? Haben marine Inver-
tebraten, bei denen die klassische L-LDH fehlt, ihre LDH sekundir verloren oder eine solche
nie besessen? Sind bei Arten, in deren Geweben bisher keine OpDHs nachgewiesen werden
konnten, die OpDHs sekundir verloren gegangen oder nie vorhanden gewesen? Wie sah die
primordiale Enzymausstattung aus? Entwickelten sich zuerst die L-LDHs und nachfolgend
die OpDHs oder war es umgekehrt? Wie sind die D-LDHs verschiedener Invertebraten einzu-
ordnen? Welche Verwandtschaftsverhéltnisse bestehen zwischen den Pyruvatoxidoreduktasen
unterschiedlicher Art und Herkunft?

Da OpDHs sich von LDHs gerade dadurch unterscheiden, daf in die von ihnen kataly-
sierte Reaktion neben NADH und Pyruvat eine Aminoséure eingeht, konnte der Schliissel zur
Beantwortung einiger dieser Fragen in der Evolution von Invertebraten-OpDHs unterschiedli-
cher Aminosdurepriferenz sowie im Verstindnis der molekularen Basis ihrer Substratspezifi-
tit liegen. Letztere ist auch deshalb von besonderem Interesse, weil OpDHs sich zur Amino-
sdaurequantifizierung in Hochdurchsatz-Screenings etwa in der Pharmaindustrie eignen (Gaede
und Grieshaber, 1975; Grieshaber et al., 1978). Sofern es geldnge, die fiir die Aminosiure-
spezifitdt verantwortlichen Enzymreste zu identifizieren, konnte durch Protein Eng. mogli-
cherweise die Aminosédureaffinitit einzelner OpDHs verbessert werden oder es konnten

OpDHs neuer, pharmazeutisch relevanter Aminosiurespezifitidt ggewonnen werden. Auflerdem
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konnte die Charakterisierung der Aminosdurebindestelle dazu beitragen, den molekularen
Reaktionsmechanismus der OpDHs zu erhellen, auf den sich schon lange das Augenmerk di-
verser Forschungsgruppen richtet (Olomucki et al., 1972; Thomé-Beau und Olomucki, 1973;
Olomucki et al., 1975; Sheikh und Katiyar, 1993; Jan3en, 2000; Miiller, 2007; van Os, 2007).
Bisher wurden allerdings neben einigen TaDHs fast ausschlieflich Mollusken-ODHs
sequenziert (zusdtzlich zu den auf Seite 12 aufgefiihrten Sequenzen auch eine ODH aus der
Muschel Pseudocardium sachalinensis, BAD81062). AufBler einer als AloDH annotierten
OpDH aus Fusitriton oregonensis (BAE00002), deren Aminosédurespezifitit nicht experimen-
tell iiberpriift wurde, obwohl in den Geweben dieses Gastropoden OpDHs differierender Ami-
nosiurespezifitit coexistieren (Sato et al., 1993a; Kanno et al., 1996a), waren bis vor kurzem
keine AloDHs oder StrDHs in 6ffentlichen Sequenzdatenbanken verfiigbar. Auf sie fokussier-

te deshalb die vorliegende Arbeit.

In ihrem Rahmen sollten, ergédnzt durch proteinbiochemische Untersuchungen, die Pri-
marstrukturen von AloDHs und StrDHs aus dem Wattwurm, Arenicola marina, der Pazifi-
schen Auster, Crassostrea gigas, der Europdischen Auster, Ostrea edulis, und dem Spritz-
wurm, Sipunculus nudus, ermittelt werden. Dazu sollten zunidchst AloDHs und StrDHs aus
dem Hautmuskelschlauch des Wattwurms und dem Adduktor der Pazifischen Auster gereinigt
werden. Nachfolgende Peptidsequenzierungen sollten Sequenzinformationen zur Konstruk-
tion von Primern fiir die partielle Amplifikation der zugehorigen Gene liefern. Mit Hilfe der
gleichen Oligonukleotide sollten auch Teilstiicke von Alo/StrDHs aus den beiden anderen
Arten vervielfdltigt werden. Alle partiellen OpDH-Sequenzen sollten anschlieBend mittels
RACE-PCR komplettiert werden. Zuletzt sollte iiberpriift werden, ob die sequenzierten
AloDHs und StrDHs tatsdchlich funktionsfihige Enzyme der erwarteten Substratspezifitit
reprasentieren. Es sollte ein System zur heterologen Expression der Alo/StrDHs in Escheri-
chia coli etabliert werden, das zugleich die einfache und effiziente Reinigung der Enzyme fiir
zukiinftige Kristallisationsexperimente, kinetische oder thermodynamische Analysen sowie

industrielle Zwecke erlaubt.

Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

(1) Werden die AloDH- und die StrDH-Aktivitdt im Haumuskelschlauch des Wattwurms
durch separate Enzymproteine oder durch die katalytische Aktivitit einer bzw. meh-

rerer OpDHs geringer Aminosdurespezifitit determiniert?
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2)

3)

“)

(&)

(6)

)

®)

Lassen sich Literaturangaben zur OpDH-Ausstattung und zum Auftreten individuell
variierender OpDH-Isozyme bei den Austern C. gigas und O. edulis sowie beim

Spritzwurm, S. nudus, bestitigen?

Differieren die elektrophoretisch oder chromatographisch separierbaren AloDHs und
StrDHs einer Art (zum Beispiel die aus Pazifischen Austern) in ihrer Aminoséurese-
quenz oder unterscheiden sie sich lediglich in ihrer Faltung bzw. durch posttransla-

tionale Modifikationen?

Sind die AloDHs und StrDHs aus A. marina, C. gigas, O. edulis und S. nudus unter-
einander sowie mit den ODHs und TaDHs des Mollusken-Annelidentyps (bzw. alter-

nativ mit der TaDH aus Halichondria japonica) verwandt?

Ko6nnen durch Sequenzvergleiche zwischen OpDHs unterschiedlicher Herkunft und
Substratspezifitat Reste identifiziert werden, die fiir die Aminosdurepriaferenz der

OpDHs verantwortlich sind?

Welche Aminosidurespezifitit wiesen urspriingliche OpDHs auf? Sind die OpDHs
unterschiedlicher Substratspezifitiat (AloDHs, StrDHs, ODHs und TaDHs) bei hohe-

ren Invertebraten evolutiv nur jeweils einmal oder mehrfach unabhéngig entstanden?

LaBt sich durch Verwandtschaftsanalysen, in die neben der wachsenden Zahl in
offentlichen Sequenzdatenbanken verfiigbarer OpDHs auch die im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs einbezogen werden, ein phylogeneti-
scher Zusammenhang zwischen Invertebraten-OpDHs und bakteriellen OpDHs ma-

nifestieren?

Welche Hypothesen zur evolutiven Herkunft von Invertebraten-OpDHs lassen sich

aus den Verwandtschaftsuntersuchungen ableiten?
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und sonstige Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wiesen hochstmoglichen Reinheitsgrad auf. Sie wurden
neben Enzymen und sonstigen Reagenzien von den folgenden Firmen bezogen: Acros (Geel,
Belgien), Amersham Biosciences (Freiburg), Baker (Deventer, Niederlande), BioRad (Miin-
chen), Eppendorf (Hamburg), Fluka (Buchs, Schweiz), Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermen-
tas (St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt), Messer Griesheim (Krefeld), New England Biolabs
(Frankfurt a. M.), Novagen (Darmstadt), peqlab (Erlangen), Promega (Mannheim), Qiagen
(Hilden), Riedel de Haen (Seelze), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-
Aldrich (Taufkirchen), Serva (Heidelberg), Stratagene (Heidelberg), USB Corporation
(Cleveland, Ohio, USA), Wiegandt (Krefeld). Primer (HPSF®—Qualita't, sieche Anhang 8.1)
synthetisierte die Firma MWG-Biotech (Ebersberg).

2.2 Opinsynthese

Da meso-Alanopin (N-(1-D-Carboxyethyl)-L-Alanin) und D-Strombin (N-Carboxyme-
thyl-D-Alanin) nicht kéuflich zu erwerben sind, wurden sie nach Abderhalden und Haase
(1931) sowie Tempé (1983) stereoselektiv aus L-Alanin und L-2-Brompropionsdure bzw.
D-Alanin und Bromessigsdure synthetisiert.

Die Reaktionsansitze enthielten neben 250 mmol L- bzw. D-Alanin und 250 mmol der
entsprechenden Halogenacylsdure eine dquimolare Menge Bariumhydroxid in 600 ml de-
ionisiertem Wasser. Der Alanopinsyntheseansatz wurde unter stetigem Riihren zwei Tage bei
einer Temperatur von durchschnittlich 70°C inkubiert. Dagegen lief die Strombinsynthese
viereinhalb Tage bei 40°C. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschicht-chromatographisch
verfolgt (DC-Alufolien mit Kieselgel 60F254 (Merck, Darmstadt), 5 cm Trennstrecke, Lauf-
mittel bestehend aus Butanol, Essigsdure und Wasser im Verhiltnis 4 : 1 : 1). Wihrend sich
die Alaninabnahme und die Opinbildung kolorimetrisch mit Ninhydrin nachweisen lieen,
konnten die Halogenacylsduren mit Silbertetrafluoroborat (persdnliche Mitteilungen von Kar-
sten Knorr, Institut fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie, Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf) detektiert werden. Als Nebenprodukt der Alanopinsynthese fand sich
Laktat. Bei der Strombinsynthese entstand offenbar eine geringe Menge Glykolsdure (Hy-

droxyessigsdure). Sobald sich kein Alanin mehr nachweisen lie3, wurde die Synthese beendet.
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Durch Anséduern mit 10 N Schwefelsdure und nachfolgende Zentrifugation wurden so-
dann die Bariumionen in Form von Bariumsulfat abgetrennt. Der Zentrifugationsiiberstand
der Alanopinsynthese wurde wiederholt mit Essigsdureethylester ausgeschiittelt, um Brom-
propionsiurereste soweit wie moglich zu entfernen. AnschlieBend wurde der Uberstand wie
jener der Strombinsynthese mit deionisiertem Wasser verdiinnt und einer Kationenchromato-
graphie iiber AG 50W-X8, 20-50 meshl, H"-Form (BioRad, Miinchen) unterzogen. Verwen-
det wurde eine mit 0,01 N HCI voriquilibrierte Sdule. Sie wurde nach dem Probenauftrag mit
fiinf Sdulenvolumen HCI gleicher Konzentration gewaschen, ehe drei Sdulenvolumen deioni-
siertes Wasser und anschlieBend zwolf Sdulenvolumen 0,15 M Ammoniumhydroxidldsung
appliziert wurden (modifiziert nach Tempé, 1983 und Kreutzer, 1987).

Die gesammelten Fraktionen wurden zunichst mittels Diinnschichtchromatographie ana-
lysiert, Alanopin und Strombin spiter ionenchromatographisch?, Laktat und L-Alanin optisch-
enzymatisch® quantifiziert. Da Brompropion- und Bromessigsiure ebenso wie Laktat und
Glykolsdure bei pH 2 ungeladen vorliegen, banden diese Substanzen unter den gewihlten
Startbedingungen nicht an den Kationenaustauscher. Die positiv geladenen Opine sowie Ala-
nin wurden dagegen auf der Sdule zuriickgehalten. Sie eluierten mit steigendem pH-Wert.
Alanopin bzw. Strombin begannen bereits wihrend des Spiilens mit 0,01 N Salzsédure von der
Sdule zu waschen. Thre Elution erreichte nach dem Umschalten auf Ammoniumhydroxidlo-
sung bei einem pH-Wert zwischen 2 und 3 ihr Maximum. Zeitgleich setzte die Elution von
Alanin gerade erst ein.

Nur Opinfraktionen ohne nachweisbare Kontamination wurden vereinigt, mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers zur Trockne eingeengt und iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Um die
Reinheit des erhaltenen Alanopins zusitzlich zu steigern, wurde es aus walrigem Ethanol re-
kristallisiert und erneut iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Beim getrockneten Strombin han-
delte es sich iibereinstimmend mit Beobachtungen von Kreutzer (1987) um eine gelbliche,
sirupartige Fliissigkeit, deren Kristallisation nur sehr langsam fortschritt. Auf ein Umkristalli-
sieren dieses Opins wurde deshalb verzichtet.

Die Endprodukte der Opinsynthesen wurden der gleichen Analytik unterzogen wie die

Fraktionen der Kationenaustauschchromatographie. Ihr Alanopin- und Strombingehalt wurde

! Einheit der Partikelgrofle (Maschenweite; nach U.S.-Standard 20 - 50 mesh = 0,84 - 0,30 mm)

? nach Haas (2000), basierend auf einer von Siegmund und Grieshaber (1983) entwickelten Methode

3 Laktatmessung modifiziert nach Wahlefeld (1983) mit L-LDH aus Schweinemuskel und D-LDH aus Lacto-
bacillus leichmanii (beide Roche Diagnostics, Mannheim); L-Alaninbestimmung nach Williamson (1985) mit L-

AlaDH aus Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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mit Hilfe von StrDH aus C. gigas (siehe 2.5.6.4) auch optisch-enzymatisch bestimmt (verin-
dert nach Siegmund und Grieshaber, 1983; Storey und Storey, 1985). Zusitzlich wurden 'H-
NMR-spektroskopische Messungen (NMR-Service der WE Chemie, Heinrich-Heine-Univer-
sitidt Diisseldorf) durchgefiihrt. Das umkristallisierte Alanopin entsprach mit einer Masse von
rund 6 g nur einem Viertel des synthetisierten Alanopins, zeichnete sich jedoch durch hohe
Reinheit aus. Gemif ionenchromatographischer und enzymatischer Analyse enthielt es ledig-
lich Spuren von L-Alanin und L- bzw. D-Laktat, die sich zusammen auf etwa 0,05 mol% be-
liefen. NMR-analytisch lieBen sich als einzige Verunreinigung etwa 0,8 % des Enantiomers
allo-Alanopin nachweisen. Dagegen bestand das Endprodukt der Strombinsynthese (9 g) nur
zu etwa 70 % aus Strombin. Daneben enthielt das getrocknete und kristallisierte Material
noch bis zu 30 % Wasser. NMR-spektroskopisch lie3 sich zudem eine geringe Kontamination

mit D-Alanin sowie Spuren anderer Substanzen erkennen.

2.3 Invertebraten

2.3.1 Herkunft und Hilterung der Tiere

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Wattwiirmer (Arenicola marina) wurden ent-
weder bei Zierikzee (Oosterschelde, Niederlande) aus intertidalem Habitat gegraben oder iiber
die Firma Zeeaashandel Arenicola (Texel, Niederlande) bezogen. Alle Pazifischen Felsenau-
stern (Crassostrea gigas) kamen aus Yerseke (Oosterschelde, Niederlande). Sie wurden un-
mittelbar bei dort ansdssigen Muschelfabriken oder in der Metro Krefeld gekauft. Von dort
stammten auch einige Europdische Austern (Ostrea edulis). Weitere Austern dieser Art wur-
den bei lokalen Héndlern in Roscoff und Saint-Pol-de-Léon (Bretagne, Frankreich) erworben.
Spritzwiirmer (Sipunculus nudus) schlieflich wurden im Hafenbecken von Locquémeau
(ebenfalls Bretagne, Frankreich) gegraben.

Sofern die Tiere nicht in Boxen mit eisgekiihltem Seewasser und bei Bedarf in Sediment
nach Diisseldorf transportiert wurden, kamen Styroporkartonagen mit Kiihlakkus und feuch-
tem Zeitungspapier zum Einsatz. Die Felsenaustern wurden in handelsiiblichen Gebinden be-
fordert. Alle Tiere sind nach Ankunft im Institut fiir Zoophysiologie moglichst rasch verar-
beitet worden. Eine kurzfristige Hilterung erfolgte gegebenenfalls in Becken mit luftbegastem
kiinstlichem Seewasser (Wiegandt, Krefeld). Nur Wattwiirmer wurden auch iiber lingere
Zeitraume in einer Seewasser-Aquarienanlage gehiltert. Die Tiere unterlagen bei einer Umge-

bungstemperatur von 15°C einem kiinstlichen Tag-Nacht-Rhythmus (12/12).
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2.3.2 Priparation und Lagerung von Gewebe

Von A. marina und S. nudus wurden Hautmuskelschlduche, von den Austern die Adduk-
tormuskeln (phasischer und tonischer Anteil) verwendet. Das Gewebe wurde prépariert, sorg-
filtig gereinigt, in eisgekiihltem Seewasser gewaschen, abgetrocknet und entweder zum un-
mittelbaren Gebrauch eingewogen oder mit Hilfe einer Wollenberger-Zange (Wollenberger et
al., 1960) in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Bei der Priparation von Wattwiirmern wurde, um den Eintrag von Proteasen aus deren
Magen-Darm-Trakt zu minimieren, nach dem Abtrennen von Kopfabschnitt und Schwanz der
Darm der Tiere mit einer Pinzette moglichst weitgehend aus der Leibeshohle entfernt, bevor
der Hautmuskelschlauch in Lingsrichtung aufgeschnitten wurde. Die iibrigen Eingeweide
wurden ebenfalls mittels einer Pinzette beseitigt, die Gewebestiicke mit Seewasser abgespiilt
und verbliebene Verunreinigungen mit Papiertiichern abgewischt. Erst daran schlof3 das Wa-

schen und Abtrocknen der Hautmuskelschlduche an.

2.3.3 Artbestimmung

Um sicherzustellen, daf3 die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Invertebraten tatsich-
lich den angenommenen Tierarten zuzuordnen sind, wurde neben morphologischen Merkma-
len auch eine von Berschick (1997) beschriebene PCR-Methode herangezogen. DNA, die fiir
ein artspezifisch variierendes Teilstiick der kleinen ribosomalen Untereinheit codiert, wurde
mittels universell geeigneter Primerpaare (Tab. 7, S. 277) amplifiziert, anschlieBend kloniert
und sequenziert (vgl. 2.6.2 und 2.6.5 bis 2.6.10). Sequenzvergleiche mit Eintrigen in o6ffent-

lichen Datenbanken (2.7.3) erlaubten sodann eine eindeutige Artidentifizierung.

2.4 Bakterienstimme

Fiir Standard-Transformationen (siehe 2.6.8) wurde der E. coli Stamm XL.1 Blue (Strata-
gene, Heidelberg) eingesetzt. Daneben fanden chemisch kompetente One Shot® TOP10 E. co-
li-Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) Verwendung. Als Expressionsstamm diente der E. coli
Stamm BL21(DE3) (Novagen, Darmstadt). Alle Bakterien wurden bei —80°C gelagert.

Wihrend die TOP10-Bakterien gebrauchsfertig vom Hersteller bezogen wurden, muf3ten
elektrokompetente Zellen der beiden anderen Stamme selbst hergestellt werden. Dazu wurden
zundchst Bakterien einer Glycerinstammlosung auf LB-Agar (0,5 % (w/v) Servabacter® Hefe-
extrakt, 1 % (w/v) Caseinhydrolysat (Peptone), 1 % (w/v) NaCl und 2 % (w/v) Agar Agar,
pH 7,0 (auBBer NaCl alles Serva, Heidelberg)) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C angezo-

gen. Mit einer Einzelkolonie wurde sodann eine 20 ml-Uber-Nacht-Kultur inokuliert, von der
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I ml zum Animpfen von 500 ml LB-Medium (wie LB-Agar, jedoch ohne Agar Agar) diente.
Die Inkubation der Fliissigkulturen erfolgte bei 37°C in einem Luftschiittler. Nach rund vier-
stiindiger Anzucht wurden die Zellen der Hauptkultur durch zehnminiitige Zentrifugation bei
4°C (1000 bis 2000 x g) geerntet und nachfolgend viermal mit jeweils 250 ml eiskaltem Was-
ser gewaschen. Weil Bakterienpellets mit abnehmendem Salzgehalt immer weicher werden
(Miilhardt, 2002), wurden Zentrifugationsdauer und -geschwindigkeit nach dem letzten Wa-
schen auf 15 Minuten und 3500 x g erhoht. Danach wurden die Bakterien in 1 bis 2 ml kalter

10%iger (v/v) Glycerinlosung resuspendiert und in 30 pl-Aliquots eingefroren.

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Aktivititsbestimmungen

Pyruvatreduktase-Aktivititen sind bei 25°C durch Verfolgen der zeitabhingigen Extink-
tionsabnahme bei 339 nm bestimmt worden (Warburg und Christian, 1936). Verwendet wur-
den die Spektralphotometer Uvikon 710 bzw. 810 (Kontron, Eching) oder ein Ultrospec 2000
(Amersham Biosciences, Freiburg). Etwaige Vorlaufaktivititen wurden von den MeBBwerten
abgezogen. Zum Starten der Reaktion diente jeweils das spezifische Substrat.

In Anlehnung an Fields und Hochachka (1981) wurden Alanopin- und Strombindehydro-
genase-Aktivititen in Gegenwart von 100 mM Imidazol/HCI (pH 7,0), 0,16 mM NADH,
3 mM Pyruvat und 200 mM L-Alanin bzw. Glycin gemessen. Ansitze zur Octopindehydroge-
nase-Bestimmung enthielten statt Alanin oder Glycin 5,5 mM L-Arginin (vgl. Portner et al.,
1984b). Als alternative Aminosiuresubstrate wurden [3-Alanin, Taurin (2-Aminoethansulfon-
sdure) und L-Norvalin (L-2-Aminovaleriansiure) getestet. Wihrend -Alanin ebenfalls in ei-
ner Endkonzentration von 200 mM eingesetzt wurde, konnten Taurin und L-Norvalin wegen
ihrer schlechteren Wasserloslichkeit nur mit einer Endkonzentration von 100 mM verwendet
werden. Laktatdehydrogenase-Aktivititen wurden in Abwesenheit von Aminosduren unter an-
sonsten gleichen Testbedingungen gemessen.

Gewebe- oder Bakterienhomogenate fiir Spezifititsanalysen wurden iiber Sephadex G25
(PD-10-Séulen, Amersham Biosciences, Freiburg) von niedermolekularen Substanzen befreit.
Die Aktivitditsmessungen erfolgten in moglichst kurzem zeitlichen Abstand zur Homogenisa-

tion (siehe 2.5.3).
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2.5.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach Bradford (1976) bestimmt. Zur Kalibrierung diente
Rindeserumalbumin. Je 800 ul Probe geeigneter Verdiinnung wurden mit 200 pl Proteinbe-
stimmungsreagenz (BioRad, Miinchen) versetzt und die Extinktion bei 595 nm nach exakt
20 min an einem Uvikon Spektralphotometer 941 (Kontron, Eching) gemessen. Um zuverlis-
sige Ergebnisse zu erzielen, wurde darauf geachtet, dal einerseits die absolute Extinktion
Werte von 1,2 nicht iiberschritt und sich andererseits nach Abzug des Leerwertes Extinktions-
differenzen grofler 0,1 ergaben. Aullerdem wurde ein vorheriges Einfrieren der Proben ver-
mieden, weil hierbei Proteine irreversibel ausfallen und somit die Ergebnisse erheblich verfil-

scht werden konnen.

2.5.3 Herstellen von Gewebehomogenaten

Wie alle Schritte der verschiedenen Proteinreinigungen (2.5.6) erfolgten die Homogenisa-
tion von Gewebe und die daran anschlieende Zentrifugation (1 h, 27000 x g) unter Eiskiih-
lung bzw. bei 4°C. Verwendet wurden gemil3 2.3.2 priparierte und gegebenenfalls eingefro-
rene Hautmuskelschldauche bzw. Austernadduktoren. Fiir Enzymreinigungen wurden nur Ho-
mogenate frischen Gewebes eingesetzt.

Wegen ihrer im Vergleich zu Austernadduktoren groBeren Festigkeit wurden alle Haut-
muskelschlduche zunidchst mit etwas eiskaltem Homogenisationsmedium (100 mM Imida-
zol/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7,0) versetzt und mit mehreren parallel gefiihrten
Scheren moglichst fein zerkleinert. Gefrorenes Gewebe wurde unter fliissigem Stickstoff ge-
morsert. Die Homogenisation erfolgte im vierfachen Volumen Homogenisationsmedium mit
einem Sorvall Omnimixer (Du Pont, Newtown, Connecticut, USA). Das Gerit wurde mit zwi-
schenzeitlichen Pausen gleicher Liange dreimal 45 sec (400 ml-Becher) bzw. dreimal 30 sec
(80 ml-Becher) auf Hochststufe betrieben. Bei Gewebe aus A. marina wurden unmittelbar vor
der Homogenisation 0,2 mM PMSF (0,1 M Stamml6sung in Isopropanol) und teilweise zu-
satzlich ein universeller Proteasen-Inhibitor-Cocktail (Complete, EDTA-free, Roche Diagno-
stics, Mannheim) in den Omnimixer-Becher gegeben.

Einzeltierhomogenate zur gelelektrophoretischen Analyse wurden mit Hilfe eines Ultra-
Turrax TP18-10 (Janke und Kunkel, Staufen im Breisgau) hergestellt. Hier wurden je 0,5 g

zerkleinertes Frischgewebe in 1 ml 5 mM DTT dreimal 30 sec auf Stufe 6 homogenisiert.
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2.5.4 Fraktionierte Ammoniumsulfatfiallung

Rohhomogenate, die der Reinigung von OpDHs dienten, wurden einer fraktionierten
Ammoniumsulfatfallung von 0 bis 45 % und von 45 bis 75 % (A. marina) bzw. von 0 bis
55 % und von 55 bis 80 % (C. gigas, nach Fields und Hochachka, 1981) unterzogen. Nach
dem ersten Fillungsschritt wurde der Zentrifugationsiiberstand, nach dem zweiten das Sedi-
ment weiterverwendet (Zentrifugation jeweils 1 h, 27000 x g). Letzteres wurde in einer gerin-
gen Menge des Puffers gelost, der bei der nachfolgenden Chromatographie den Startpuffer
bildete.

2.5.5 Entsalzen, Umpuffern und Konzentrieren von Proteinlosungen

Wihrend der Reinigung von OpDHs fanden verschiedene Methoden des Entsalzens, Um-
pufferns und Konzentrierens von Proteinlosungen Verwendung. Salze wurden unter anderem
durch Dialysieren gegen das mindestens 100-fache Volumen des gewiinschten Puffers ent-
fernt (6,3 bzw. 21,5 mm Dialyseschlauch, Ausschlu8groe 12-14 kd, Medicell International,
London, GB). Das dialysierte Material wurde anschlieend zentrifugiert (1 h, 27000 x g), um
eventuell ausgefallene Proteine abzutrennen. Alternativ wurden mit Sephadex G25 gefiillte
PD-10-Sdulen (Amersham Biosciences, Freiburg) eingesetzt. Zum Einengen und Umpuffern
kleinerer Probenvolumina dienten Ultrafree 15 Ultrafiltrationseinheiten mit Biomax-10-Mem-
bran (Millipore, Eschborn). Groflere Mengen Proteinlosung wurden einer Druckfiltration in
50 bzw. 400 ml-Riihrzellen (Amicon, Lexington, MA, USA) unterzogen. Die Zellen wurden

mit YM10-Membranen geeigneten Durchmessers (Millipore, Eschborn) verwendet.

2.5.6 Chromatographie

Sédulenchromatographische Proteinreinigungen wurden iiberwiegend mit einem compu-
tergesteuerten AKTAexplorer 100 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt, der
kombiniert mit einem Fraktionssammler Frac-900 (ebenfalls Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) in einem Chromatographiekiihlschrank (Unichromat, Uni Equip, Martinsried) be-
trieben wurde. Daneben fand ein FPLC-System der Firma Pharmacia LKB (Uppsala, Schwe-
den) mit einer Pumpe P-500 und einem UV-1-Monitor Verwendung. Die in einem Kiihlraum
(4°C) befindliche Anlage war mit einem Zweikanalschreiber (Kipp & Zonen, Delft, Nieder-
lande) und einem Foxy-Fraktionssammler 2200 (Colora, Ratingen) ausgestattet.

Sofern keine Fertigsdulen zum Einsatz kamen, wurden diese nach Herstellerangaben
selbst gepackt. Die angegebenen Dimensionen (Durchmesser x Hohe) beziehen sich jeweils

auf das Bettvolumen. Vor dem Auftragen einer Proteinlosung wurden die Sdulen mit dem je-
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weiligen Startpuffer dquilibriert. Die Applikation grof3erer Probenvolumina erfolgte mit Hilfe
von Superloops (10 bzw. 50 ml, Amersham Biosciences, Freiburg), die gegebenenfalls mehr-
fach beladen wurden. Alle zur Chromatographie verwendeten Puffer und Losungen wurden
vor Gebrauch iiber 0,45 um Celluloseacetat (Sartorius, Gottingen) filtriert und entgast.
Wihrend der chromatographischen Liufe wurde die Elution von Proteinen anhand der
Extinktion bei 280 nm kontinuierlich verfolgt. OpDHs wurden durch Aktivititsmessungen

wie unter 2.5.1 beschrieben identifiziert.

2.5.6.1 Molekulargewichtsbestimmung durch Gelfiltration

Gelfiltrationschromatographische Molekulargewichtsbestimmungen wurden mit einer Se-
phadex G100-Sédule (2,6 cm x 86 cm, Amersham Biosciences, Freiburg) durchgefiihrt. Die
Sdule wurde mit Dextranblau (Ausschluvolumen), Albumin (67 kd), Ovalbumin (43 kd),
Chymotrypsinogen A (25 kd) und Ribonuklease A (13,7 kd) (Amersham Biosciences, Frei-
burg) kalibriert. Als Laufmittel diente ein 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 mit 2 mM
EDTA, 5mM DTT und 10 % (v/v) Glycerin. Der Puffer wurde mit einer Flufrate von
0,2 ml/min aufwirts gepumpt. Die Fraktionsgrofe betrug 5 ml, das Gesamtelutionsvolumen
bis zu 600 ml. Aufgetragen wurden jeweils 2 ml Muskelhomogenat nach fraktionierter Am-

moniumsulfatfallung und Dialyse (vgl. 2.5.4. und 2.5.5).

2.5.6.2 Reinigung von AloDHs aus A. marina

AloDHs aus A. marina wurden ausgehend von bis zu 200 g Gewebe gereinigt. Das ent-
spricht den Hautmuskelschlduchen von etwa 300 Tieren. Das Material wurde zerkleinert und
homogenisiert (2.5.3), mit Ammoniumsulfat gefillt (2.5.4) und in 50 mM Natriumphosphat-
puffer pH 7,0 mit 5 mM DTT und 0,8 M Ammoniumsulfat gelost. Dann wurde 5 min bei
6000 x g zentrifugiert und der Uberstand unmittelbar auf eine mit demselben Puffer dquili-
brierte Phenyl Sepharose 6 Fast Flow-Sdule (niedriger Substitutionsgrad, 2,6 cm x 15 cm,
Amersham Biosciences, Freiburg) aufgetragen. Der erste chromatographische Schritt, eine
hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC), konnte somit noch am Préparationstag der
Wiirmer gestartet werden.

Der Probenauftrag erfolgte mit einer FluBrate von 1 ml/min. Sie wurde wihrend des
nachfolgenden Waschens mit Startpuffer (400 ml, Puffer wie oben) auf 4 ml/min erhoht. An
das Waschen schloB3 ein Stufengradient auf 10 % Isopropanol mit 5 mM DTT an. 400 ml die-
ser Losung dienten zur Elution gebundener OpDHs und sonstiger Proteine. Es wurden 10 ml-

Fraktionen gesammelt. Fraktionen, die mehr als 10 % der maximalen AloDH-Aktivitit ent-
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hielten, wurden vereinigt und fiir die nachfolgende Anionenaustauschchromatographie zwei-
fach mit 20 mM Imidazol/HCI, 2 mM EDTA, 5 mM DTT (pH 7,0) verdiinnt.

Um die Kapazitit der fiir die lonenchromatographie eingesetzten Mono Q HR10/10-Siu-
le (1 cm x 10 cm, Amersham Biosciences, Freiburg) nicht zu iiberschreiten, wurde das aus der
HIC resultierende Material in zwei Portionen appliziert. Als Startpuffer diente obiger Imida-
zolpuffer. Mit 40 ml davon wurde nach dem Auftragen der Probe die Sidule gewaschen, bevor
gebundene Proteine mit einem linearen 160 ml-Gradienten von 0 auf 400 mM NaCl in Start-
puffer eluiert wurden. Abschliefend wurde die Saule mit 80 ml Hochsalzpuffer (Startpuffer
mit 1 M NaCl) gespiilt. Wihrend des gesamten chromatographischen Laufs wurde die Fluf3-
rate bei konstant 1 ml/min gehalten. Es wurden 5 ml-Fraktionen gesammelt. Die Alo/StrDH-
Aktivitdt konzentrierte sich auf zwei Peaks. Die zugehorigen Fraktionen maximaler Aktivitit
aus beiden chromatographischen Laufen wurden vereinigt (Peak 1 und Peak 2 getrennt) und
jeweils einer nachfolgenden Gelfiltration tiber Sephadex G100 unterzogen.

Abgesehen davon, daf} hier gréBere Probenvolumina appliziert wurden, entsprachen die
Laufparameter der Gelfiltrationschromatographien den unter 2.5.6.1 beschriebenen. Die erhal-
tenen Fraktionen maximaler OpDH-Aktivitiat wurden wiederum vereinigt und mittels Ultrafil-
trationseinheiten fiir die Zentrifuge (2.5.5) auf Endvolumina unter 2 ml konzentriert. Versetzt
mit 50 % Glycerin und zusitzlichen 5 mM DTT konnten die gereinigten Enzyme iiber Wo-

chen ohne groBere Aktivititsverluste bei —20°C gelagert werden.

2.5.6.3 Partielle Reinigung moglicher StrDHs aus A. marina

Weil die hydrophobe Interaktionschromatographie des unter 2.5.6.2 beschriebenen Reini-
gungsprotokolls fiir OpDHs aus A. marina mit extremen StrDH-Aktivitdtsverlusten einher-
ging, die jene der AloDH-Aktivitidt deutlich tiberschritten, wurde zusitzlich eine alternative
Reinigungsmethode mit einem Anionenaustauscher im ersten chromatographischen Schritt
entwickelt. Das Sediment nach zweiter Ammoniumsulfatfdllung wurde hierbei in 20 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 mit 5 mM DTT (Startpuffer FG-DEAE) aufgenommen, iiber Nacht
gegen diesen Puffers dialysiert und zentrifugiert (2.5.5). Anschlieend wurde das Material mit
einer Geschwindigkeit von 1 ml/min auf eine mit Fractogel EMD DEAE (M) (Merck, Darm-
stadt) gefiillte Sdule (2,6 cm x 14 cm) aufgetragen. Nach der Probenapplikation wurde die
FluBrate auf 4 ml/min gesteigert und die Saule mit 160 ml Startpuffer gespiilt. Darauf folgte
bei konstantem pH und DTT-Gehalt ein 800 ml langer linearer Gradient von 20 auf 75 mM
Phosphat. Eine Phosphatkonzentration von 75 mM wurde auch wihrend des Nachwaschens

(160 ml) beibehalten. Es wurden 5 ml-Fraktionen aufgefangen.
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Neben mehreren AloDH-Maxima geringer StrDH-Aktivitdat im Verlauf des Gradienten
fand sich im Durchflufl des chromatographischen Laufs viel StrDH-Aktivitit. Die Fraktionen
maximaler Aktivitit aus dem Bereich der AloDH-Peaks und des Durchflusses wurden jeweils
vereinigt. Erstere wurden konzentriert (Ultrafree 15, siehe 2.5.5) und mit Glycerin eingefro-
ren, letztere dialysiert, zentrifugiert (2.5.5) und bei hoherem pH-Wert auf derselben Séule re-
chromatographiert.

Bei der zweiten FG-DEAE-Chromatographie wurde ein Puffersystem aus 20 mM Tris/
HCI (pH 8,5) mit 5 mM DTT und bis zu 400 mM NaCl verwendet. Proteine, die in Abwesen-
heit von NaCl an das Sdulenmaterial banden, wurden mit einem linearen Salzgradienten elu-
iert. Abgesehen davon, daf die Probe diesmal mit nur 0,5 ml/min aufgetragen und auch nach-
folgend nur mit 2 ml/min gepumpt wurde, entsprachen alle Parameter denen des ersten FG-
DEAE-Laufs. Die Fraktionen maximaler AloDH- bzw. StrDH-Aktivitiat wurden vereinigt und

mit Ultrafree 15 auf ein Volumen von weniger als 1 ml eingeengt (2.5.5).

2.5.6.4 Reinigung von Alo/StrDHs aus C. gigas

Alo/StrDHs aus C. gigas wurden in Anlehnung an Fields und Hochachka (1981) gerei-
nigt. Als Ausgangsmaterial dienten die Adduktoren (ca. 120 g Frischgewicht) von rund 100
Austern. Sie wurden homogenisiert (2.5.3), mit Ammoniumsulfat geféllt (2.5.4) und zwecks
nachfolgender Gelfiltrationschromatographie gegen Puffer wie unter 2.5.6.1, jedoch mit
14 mM 2-Mercaptoethanol statt DTT, dialysiert (2.5.5).

Fiir die Gelfiltration wurde eine priparative Sephadex G100-Sdule (7,5 cm x 138 cm,
Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Der Probenauftrag erfolgte mit einer FluBrate
von 10 ml/h, die spiter auf 60 ml/h erhoht wurde. Von den gesammelten 20 ml-Fraktionen
wurden die mit mehr als 10 % der maximalen AloDH- und StrDH-Aktivitit vereinigt, in einer
400 ml-Amiconzelle konzentriert und in 20 mM Kaliumphosphat pH 7,5 mit 5 mM DTT
tiberfiihrt (2.5.5).

Die eingeengten und umgepufferten Gelfiltrationsfraktionen wurden mit 0,3 ml/min auf
eine mit dem gleichen Puffer dquilibrierte DEAE-Sephacel-Saule (2,6 cm x 25 cm, Amer-
sham Biosciences, Freiburg) aufgetragen. Daran schloB unter gleichzeitiger Steigerung der
FluBrate auf 0,5 ml/min ein 850 ml-Gradient von 20 auf 75 mM Phosphat an. Zuletzt wurden
100 ml Elutionspuffer (75 mM Kaliumphosphat pH 7,5 mit 5 mM DTT) iiber die Siule
gepumpt. AloDH- und StrDH-Messungen ergaben drei Aktivititsmaxima. Die zugehorigen

5 ml-Fraktionen maximaler Aktivitit wurden jeweils vereinigt, mit Ultrafiltrationseinheiten
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fiir die Zentrifuge konzentriert und in 2 mM Kaliumphosphat pH 6,8 mit 5 mM DTT umge-
puffert (2.5.5).

Dieses bildete den Startpuffer einer anschlieBenden Chromatographie iiber keramisches
Hydroxyapatit (CHT®, Typ 1, BioRad, Miinchen). Der Elutionspuffer enthielt 400 mM Ka-
liumphosphat pH 6,8 und ebenfalls 5 mM DTT. Entsprechend der OpDH-Maxima aus der
Anionenaustauschchromatographie wurden drei Laufe durchgefiihrt. Auf die verwendete
CHT-S4ule (1,6 cm x 8 cm) wurden jeweils 2 ml konzentrierte und umgepufferte Probe nach
DEAE aufgetragen. Die Laufgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min, wurde aber nach der Proben-
applikation verdoppelt. Nach Spiilen mit 40 ml Startpuffer wurden die Alo/StrDHs mit einem
linearen Gradienten (200 ml) auf 20 mM Phosphat von der Sdule gewaschen. Es folgte ein
Stufengradient auf 400 mM Kaliumphosphat, bevor abschlieend 40 ml Elutionspuffer appli-
ziert wurden. Die Fraktionen (je 2 ml) maximaler OpDH-Aktivitidt aus den verschiedenen
Liufen wurden jeweils vereinigt, mit Ultrafree 15 konzentriert (2.5.5) und mit 50 % Glycerin

bei —20°C eingefroren.

2.5.6.5 Reinigung rekombinanter OpDHs

Rekombinante OpDHs mit C-terminalem Hexa-Histidin-Tag wurden aus 1 1-Kulturen ge-
eigneter BL21(DE3)-Stdmme isoliert, die wie unter 2.6.11 beschrieben angezogen, induziert,
geerntet und aufgeschlossen wurden.

Ihre Reinigung erfolgte im wesentlichen durch Affinitdtschromatographie via Ni-NTA
Superflow (1 cm x 10,5 cm, Qiagen, Hilden). Das ultrazentrifugierte Bakterienlysat wurde auf
eine mit Lysepuffer (50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, ggf. 20 mM
2-Mercaptoethanol, pH 8,0) dquilibrierte Ni-NTA-Sédule geladen (0,2 ml/min). Mit dem glei-
chen Puffer wurde dann solange gewaschen, bis inklusive Probe ein Applikationsvolumen
von 100 ml erreicht war. Nachfolgend wurde die Imidazolkonzentration des Laufpuffers fiir
weitere 100 ml auf 20 mM Imidazol erhoht, bevor sich ein 100 ml umfassender linearer Gra-
dient auf 250 mM Imidazol anschloB. Zuletzt wurde mit 50 ml Elutionspuffer (50 mM Na-
triumphosphat, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, ggf. 20 mM 2-Mercaptoethanol, pH 8,0)
nachgewaschen. Aufler wihrend des Probenauftrags lag die FlieBgeschwindigkeit konstant bei
0,5 ml/min. Es wurden 4 ml Fraktionen gesammelt. In wenigen dieser Fraktionen fand sich
fast die gesamte OpDH-Aktivitit. Sie wurden vereinigt und mit einer 50 ml-Druckfiltrations-
zelle (2.5.5) konzentriert sowie in Gelfiltrationspuffer wie unter 2.5.6.1 tiberfiihrt.

Die Proteinlosung wurde dann iiber Sephadex G100 (2,6 cm x 86 cm) weiter gereinigt.

Alle Laufparameter stimmten mit denen der Gelfiltrationsldufe zur Molekulargewichtsbestim-
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mung (2.5.6.1) iiberein. Die Fraktionen maximaler OpDH-Aktivitit wurden wiederum ver-
eint, mit Ultrafree 15 (2.5.5) auf ein Endvolumen kleiner 2 ml konzentriert und mit 50 % Gly-

cerin eingefroren.

2.5.7 Elektrophoretische Verfahren

Elektrophoresen einschlieBlich isoelektrischer Fokussierungen wurden mit Hilfe eines
Multiphor II Horizontalelektrophoresesystems der Firma Pharmacia (Uppsala, Schweden)
durchgefiihrt. Als Spannungsquelle dienten ein Power Pac 3000 (BioRad, Miinchen) oder ein
Spannungsgerit ECPS 3000/150 (Pharmacia, Uppsala, Schweden).

Wihrend bei isoelektrischen Fokussierungen Fertiggele zum Einsatz kamen, wurden Gele
fiir native und denaturierende Disk-Elektrophoresen unter Anwendung der Kassettentechnik
nach Gorg et al. (1978) selbst hergestellt. Die Polyacrylamidgele (120 x 250 x 0,5 mm) mit
4%igem Sammel- und 12%igem Trenngel sowie einheitlich 3 % Quervernetzungsgrad wur-
den auf GelBond® PAGfilm (124 x 258 mm, Amersham Biosciences, Freiburg) polymerisiert.
Wihrend der elektrophoretischen Trennungen wurden die Gele mit rezirkuliertem Wasser ge-
kiihlt, das mit einem Thermostat auf 10°C (native PAGE und IEF) bzw. 15°C (SDS-PAGE)
temperiert wurde. Alle untersuchten Proben enthielten 50 % Glycerin und wurden bis zu ihrer

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.7.1 Native PAGE

Native Disk-Elektrophoresen nach Ornstein und Davis (beide 1964) wurden im alkali-
schen Gel-Puffer-System von Davis durchgefiihrt. Dabei wurden Proben geeigneter Verdiin-
nung mit jeweils '/s Volumen Auftragspuffer (125 mM Tris/HCI pH 6,8; 10 % (v/v) Glycerin;
5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol; 0,2 % (w/v) Bromphenolblau) und 2 ul 2,6 M DTT je 50 ul
Probe versetzt. Das Auftragsvolumen betrug 10 ul. Wihrend des Konzentrierens im Sammel-
gel wurden konstant 20 mA appliziert, zugleich Spannung und Leistung auf 600 V bzw. 30 W
begrenzt. Sobald die Proben das Trenngel erreicht hatten, wurde die Stromstéirke auf 50 mA
erhoht. Beendet wurden die Elektrophoresen etwa 15 min nachdem die Bromphenolblaufront
den der Probenauftragsstelle gegeniiberliegenden Elektrodendocht (Novablot Elektrodenpa-
pier, 200 x 250 mm, Amersham Biosciences, Freiburg) passiert hatte.

Proteine wurden durch Coomassiefarbung modifiziert nach Westermeier (1990) detek-
tiert. Dazu wurden die Gele zunichst 30 min in 20 % Trichloressigsdure fixiert, dann eine

Stunde lang mit 0,02 % Coomassie-Brilliantblau R-350 in 10 % Essigsédure (vortemperiert auf
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50°C) gefirbt und schlieBlich so lange mit 10 % Essigsdure gewaschen, bis ein klarer Hinter-
grund erreicht war.

Der Nachweis von OpDHs erfolgte durch spezifische Aktivititsfairbung nach Latner und
Skillen (1968). Unfixierte Gele wurden kurz in 200 mM Tris/HCI pH 8,1 gespiilt und dann
30 min bis mehrere Stunden (zum Teil auch iiber Nacht) im Dunkeln mit Reaktionslosung in-
kubiert. Diese enthielt 50 mM Tris/HCI (pH 8,1), 1,5 mM NAD", 0,16 mM Phenazinmetasul-
fat, 1 mM Nitroblautetrazoliumchlorid und 20 mM (selten 10, 30 oder 50 mM) meso-Alano-
pin oder D-Strombin bzw. 1,7 mM D-Octopin. Losungen fiir Kontrollfarbungen umfaf3ten
kein Opin. Nach dem Entwickeln der Aktivititsbanden wurden die Gele 10 bis 15 min in
10 % Essigsaure fixiert.

AloDHs aus A. marina lieBen sich nur schlecht detektieren, da sie offenbar wihrend der
elektrophoretischen Liufe oxidiert und damit zumindest partiell deaktiviert wurden. Deshalb
wurden einige native Elektrophoresen unter N»-Atmosphire durchgefiihrt. Dabei wurde zu-
nichst der Laufpuffer mit Stickstoff (Qualitit 4.0, Messer Griesheim, Krefeld) begast, dann
die gesamte Multiphor-Elektrophorese-Einheit einschlieBlich des aufgelegten Gels mit Elek-
trodendochten in einem Sekuroka® Glove Bag (94 x 94 x 64 cm, PE, Roth, Karlsruhe) pla-
ziert. Der Sack wurde zusitzlich mit den auf Eis befindlichen Proben, einer Pipette und zuge-
horigen Spitzen beschickt, verschlossen und mit wassergesittigtem Stickstoff begast. Erst
nachdem im Inneren ein Sauerstoffgehalt von weniger als 0,8 % (O,-HandmeBgerit GMH
3691, Greisinger, Regenstauf) erreicht war, wurden mit Hilfe der eingearbeiteten Handschuhe
die Proben aufgetragen und die Elektrophorese gestartet. Mittels eines kontinuierlichen Stick-
stoffstroms durch den nicht ganz hermetisch schlieBenden Beutel konnte die Sauerstoffkon-
zentration wihrend der gesamten Elektrophoresedauer zwischen 0,2 und 0,8 % gehalten wer-

den.

2.5.7.2 SDS-PAGE

Erginzend sind Proteine unter denaturierenden Bedingungen durch SDS-Disk-Elektro-
phorese nach Laemmli (1970) getrennt worden. Dabei wurde eine reduzierende Probenvorbe-
reitung ohne oder mit Alkylierung gewdhlt. Im ersten Fall wurden die Proben mit dem vierfa-
chen Volumen SDS-Auftragspuffer (wie nativer Auftragspuffer unter 2.5.7.1, jedoch mit zu-
satzlich 2 % SDS) 3 min bei 80°C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und mit 1 pul 2,6 M DTT
je 50 ul Losung versetzt (nach Westermeier, 1990). Im zweiten Fall wurden die Proben mit
dem nur 2,5fachen Volumen eines SDS-Auftragspuffers fiir Alkylierungen (0,4 M Tris/HCl
pH 8,0; 1 % SDS; 0,08 mM EDTA; 0,01 % Bromphenolblau; 26 mM DTT) erhitzt. Nach dem
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Abkiihlen wurde neben DTT (wie zuvor) Iodacetamid ad 4,5 % (w/v) zugegeben und 30 min
im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert (Lane, 1978 und Westermeier, 1990).

Aufgetragen wurden jeweils 10 pul Probe. Als Marker dienten Proteine mit Molekularge-
wichten zwischen 14,4 und 116,0 kd (MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Die Elektrophorese er-
folgte bei einer Stromstirke von 50 mA, die jedoch zeitabhingig abnahm, weil mit der Wan-
derung der Proteine im Gel die auf 600 V begrenzte Spannung limitierend wurde.

SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese wie native Gele mit Trichloressigsédure fixiert
und einer Coomassiefarbung unterzogen. Allerdings wurde die Fiarbedauer auf bis zu zwei
Stunden erhoht. Bei Bedarf schlof eine Silberfirbung mit dem SilverXpress'™ Silver Staining
Kit der Firma Invitrogen (Karlsruhe) an. Wegen des DTT-Gehalts der Proben erfolgte die Fir-
bung wie vom Hersteller empfohlen nach dem Tris-Tricin-Protokoll.

Bei Gelen, die nachfolgend fiir Proteinsequenzierungen nach Edman (2.5.7.4 und 2.5.8.1)
geblottet oder aus denen Proteinbanden fiir massenspektrometrische Untersuchungen (2.5.8.2
und 2.5.9) ausgeschnitten werden sollten, wurden spezielle VorsichtsmaBBnahmen ergriffen
(Speicher, 1989), um zu vermeiden, dal die OpDHs N-terminal blockiert oder fragmentiert
wurden. Die Proben wurden nicht auf 80°C erhitzt, sondern 15 min bei 37°C inkubiert und
nach Zugabe von DTT sowie gegebenenfalls lodacetamid iiber Nacht bei Raumtemperatur ge-
lagert. AuBerdem wurden die Gele bereits am Vortag der Elektrophorese gegossen, so daf3 sie
komplett auspolymerisieren konnten. Dem Kathodenpuffer wurde teilweise 0,1 mM Thiogly-

colat zugefiigt. AuBerdem wurde auf das Fixieren der Gele mit Trichloressigsdure verzichtet.

2.5.7.3 Isoelektrische Fokussierung

Isoelektrische Fokussierungen (IEF) wurden in Tragerampholyt-Gradienten und in immo-
bilisierten pH-Gradienten (IPG) durchgefiihrt. In beiden Fillen kamen getrocknete Polyacryl-
amid-Fertiggele (CleanGel IEF bzw. Immobiline® Dry Plate pH 4-7, beide Amersham Bio-
sciences, Freiburg) zum Einsatz. CleanGel-IEF-Gele wurden in einer Losung aus 0,76 %
(w/v) Ampholinen pH 3,5-9,5 (Amersham Biosciences, Freiburg), 1,99 % (w/v) Pharmalyten
pH 3-10 (Pharmacia, Freiburg), 10 % (w/v) Sorbitol und 1 mM DTT rehydratisiert. Zum
Quellen von Immobiline® Dry Plates dienten 1 % (w/v) Ampholine pH 3,5-9,5 mit 1 mM
DTT.

Der Abstand zwischen Anode und Kathode betrug 10,5 cm. Nur im Fall der IPG-IEF
wurden Elektrodenstreifen (mit Wasser angefeuchtet) genutzt. Um CO, zu binden und da-
durch einem Kathodendrift entgegenzuwirken, wurde bei der Trigerampholyt-IEF Natronlau-

ge in die Pufferreservoirs der Elektrophoreseapparatur eingefiillt. Je 10 ul Probe geeigneter
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Verdiinnung wurden mit Filterpapierplittchen (0,25 x 1 cm, Amersham Biosciences, Frei-
burg) in 1 cm Kathodenabstand appliziert. Nur fiir den zur Kalibrierung verwendeten Stan-
dard (Broad Range pl, pH 3-10, Amersham Biosciences, Freiburg) wurde wie vom Hersteller
empfohlen eine anodische Auftragsposition (7 cm Kathodenabstand) gewihlt. Zwischen den
einzelnen Trennspuren wurden feine Schnitte eingefiigt (CleanGel-IEF) oder nach Wester-
meier (1990) ganze Gelstreifen herausgeschnitten (IPG-IEF), um eine laterale Bandenverbrei-
terung zu vermeiden.

CleanGel-Fokussierungen erfolgten nach Herstellerangaben (20 min Vorfokussierung bei
700 V, 20 min Probenauftrag bei 500 V, 90 min Fokussierung bei 2000 V und 10 min Ban-
denschirfen bei 2500 V; Stromstédrke und Leistung dabei jeweils begrenzt auf Werte zwischen
0,3 und 0,6 mA/cm Gelbreite bzw. zwischen 0,3 und 0,7 W/cm Gelbreite). Immobiline® Dry
Plates wurden bis zu fiinf Stunden einer Spannung von 3000 V ausgesetzt (Stromstidrke und
Leistung maximal 0,2 mA/cm Gelbreite bzw. 0,6 W/cm Gelbreite).

Nach der Fokussierung wurden OpDHs durch spezifische Aktivitdtsfarbung wie unter
2.5.7.1 detektiert bzw. Proteine mit 20 % Trichloressigsdure fixiert und mit 0,1 % Coomassie-
Brilliantblau R-350 in 25 % Ethanol, 8 % Essigsdure nachgewiesen. Fertig gefiarbte Gele wur-
den in 10 % (v/v) Glycerin (bei IPG-Gelen 10 % (v/v) Glycerin in einer Losung aus 25 %
Ethanol und 8 % Essigsiure) konserviert, unter Cellophanfolie (Amersham Biosciences, Frei-

burg) getrocknet und zur Auswertung auf Pappe aufgezogen.

2.5.7.4 Western-Blots

Zwecks anschlieender Sequenzierung nach Edman (2.5.8.1) sowie zum immunologi-
schen Nachweis rekombinanter Enzyme mit Histidin-Tag (siehe 2.6.11) wurden Proteine auf
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen (Sequi-Blot PVDF-Membranen zur Proteinse-
quenzierung, BioRad, Miinchen bzw. Immobilon-P Transfermembranen, Millipore, Eschborn)
tibertragen. Die Proteine wurden zunichst einer SDS-PAGE wie unter 2.5.7.2 unterzogen.
Dann wurde ein geeigneter Gelausschnitt mit Hilfe eines Schneidegerits nach Westermeier
(1990, Zentralwerkstatt Biologie, Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf) von der Trigerfolie
getrennt und wie die Blotmembran in Transferpuffer (bei nachfolgender Proteinsequenzierung
50 mM Tris/Borat mit 0,025 % SDS, sonst 25 mM Tris, 192 mM Glycin mit oder ohne
20 % (v/v) Methanol) dquilibriert. Der elektrische Transfer (100 min, 100 V, Power Pac 300,
BioRad, Miinchen) erfolgte bei 4°C in einer Mini Trans-Blot-Zelle (BioRad, Miinchen).

Sequi-Blot-Membranen fiir Proteinsequenzierungen wurden anschlieBend gemill Her-

stellerangaben mit 0,025 % Coomassie-Brilliantblau R-250 in 40 % Methanol gefirbt und
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mit 50 % Methanol nachbehandelt. Auf Essigsdure wurde verzichtet, um eine N-terminale
Blockierung von Proteinen zu vermeiden (Speicher, 1989, vgl. auch die unter 2.5.7.2 be-
schriebenen Vorsichtsmalnahmen). Die gefirbten Membranen wurden in deionisiertem Was-
ser gespiilt und getrocknet. SchlieB3lich wurden die Zielbanden ausgeschnitten, in Eppendorf-
Reaktionsgefille iiberfiihrt und bis zu ihrer Verwendung bei —20°C gelagert.

Der Nachweis rekombinanter OpDHs mit Histidin-Tag erfolgte durch Immunodetektion
mit einem monoklonalen Maus-IgG1-Penta-His-Antikorper (Qiagen, Hilden). Er wurde zu-
sammen mit einem an alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundérantikorper (Anti-Maus-
IgG-Alkalische-Phosphatase-Antikorper aus der Ziege, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) einge-
setzt (Firbeprotokoll modifiziert nach QIAexpress® Detection and Assay Handbook, Qiagen,
Hilden). Als Molekulargewichtsstandard diente eine 6xHis-Proteinleiter (Qiagen, Hilden).

Nach dem elektrischen Transfer wurde die Blotmembran zunichst zweimal zehn Minuten
in TBS-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,5 mit 150 mM NaCl) gespiilt, danach eine Stunde mit
Blockierungslosung (3 % BSA in TBS) inkubiert. Es folgten zweimal zehn Minuten Waschen
in TBS-Tween/Triton (20 mM Tris/HCI pH 7,5 mit 500 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20
und 0,2 % (v/v) Triton X-100) und nochmals zehnminiitiges Spiilen in TBS, bevor die Mem-
bran iiber Nacht mit dem Erstantikrper (0,2 pug/ml Penta-His-Antikorper in Blockierungslo-
sung) hybridisiert wurde. Wihrend alle anderen Schritte bei Raumtemperatur abliefen, er-
folgte die Hybridisierung bei 4°C. Nach weiterem Waschen (zweimal zehn Minuten in TBS-
Tween/Triton und einmal zehn Minuten in TBS) schlof} eine einstiindige Inkubation mit
Zweitantikorperlosung (1 : 10000 mit Blockierungslosung verdiinnter Anti-Maus-IgG-AP
Antikorper) an. Danach wurde viermal zehn Minuten mit TBS-Tween/Triton gespiilt und der
Blot schlieBlich im Dunkeln mit Farbelosung (100 mM Tris/HCI pH 9,5 mit 100 mM NaCl,
5 mM MgCl,, 0,09 mg/ml NBT und 0,07 mg/ml BCIP) entwickelt. Die Entwicklungszeit be-

trug 50 bis 60 min. Zuletzt wurde zweimal mit deionisiertem Wasser gespiilt.
2.5.8 Proteinsequenzierung

2.5.8.1 N-terminale Proteinsequenzierung nach Edman

N-terminale Proteinsequenzierungen nach Edman (1956, 1956a, 1956b und 1967) wurden
von Frau Dipl.-Ing. B. Schedding am Institut fiir Physiologische Chemie und Pathobiochemie
(AG Proteinanalytik, Prof. Dr. G. Mersmann) des Universititsklinikums Miinster durchge-
fiihrt. Die Messungen erfolgten mit einem Procise-Sequencer 492-01 (Applied Biosystems,

Darmstadt). Sequenziert wurden einerseits AloDHs des Wattwurms, die gemidfl dem unter
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2.5.6.2 beschriebenen Protokoll gereinigt wurden, andererseits durch Gelfiltration und Chro-
matographie iiber DEAE-Sephacel getrennte Alo/StrDHs aus C. gigas (vgl. 2.5.6.4). Die ge-
reinigten OpDHs wurden zunidchst mit Iodacetamid alkyliert, einer SDS-Gelelektrophorese
unterzogen und auf PVDF-Membranen geblottet (2.5.7.2 und 2.5.7.4). Alle Zielbanden waren
auf dem Coomassie-gefirbten Blot deutlich erkennbar. Um die Proteinmenge dennoch zu
erhohen, wurden bis zu vier Banden gleicher Art ausgeschnitten und gemeinsam zur Direktse-
quenzierung (Matsudaira, 1987) eingesetzt. Wihrend aller Arbeitsschritte wurden Vorsichts-
maBnahmen ergriffen, um eine artifizielle Blockierung der N-terminalen Aminosédure zu ver-

meiden (siehe 2.5.7.2 und 2.5.7.4).

2.5.8.2 Peptidsequenzierung durch Tandem-Massenspektrometrie

Zusitzlich sind tryptische Spaltpeptide von AloDHs bzw. Alo/StrDHs aus A. marina und
C. gigas mittels ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie sequenziert worden. Die Isoenzyme wur-
den gemal 2.5.6.2 und 2.5.6.4 (im Fall der Auster zum Teil unter Verzicht auf die ab-
schlieBende CHT-Chromatographie) gereinigt, alkyliert und SDS-elektrophoretisch getrennt,
dann aus Coomassie-gefirbten Gelen ausgeschnitten und einem tryptischen In-Gel-Verdau
(modifiziert nach Jensen et al., 1998) unterzogen.

Um die zerkleinerten Gelstiicke zu entfiarben, wurden sie zunidchst zweimal 15 min mit
50 % Acetonitril sowie nachfolgend je 5 min mit Acetonitril (100 %) bzw. 100 mM Ammo-
niumbicarbonat gewaschen. Dann wurden sie 15 min mit 50 mM Bicarbonat in 50 % Aceto-
nitril behandelt und in einer Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg)
getrocknet. Zu den trockenen Gelstiicken wurde portionsweise 10 ng/ul Trypsin (Promega,
Mannheim) in 50 mM Bicarbonat hinzugegeben, bis sie vollstindig gequollen waren. Uber-
schiissige Trypsinlosung wurde entfernt. AnschlieBend wurden die Gelstiicke mit 25 mM
Bicarbonat bedeckt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurde nach zweiminiiti-
ger Peptidextraktion im Ultraschallbad die Fliissigkeit gesammelt und den verbliebenen Gel-
stiicken 25 mM Bicarbonat zugesetzt. Sie wurden 20 min darin inkubiert, dann wurde im Ver-
hiltnis 1: 1 Acetonitril hinzugefiigt, 15 min geschiittelt und eine weitere Ultraschallbehand-
lung angeschlossen. Die Fliissigkeit wurde erneut abgenommen und mit der vorher gewonne-
nen vereinigt. Danach wurde die Gelextraktion durch zwei 15-miniitige Inkubationen in 2,5 %
Ameisensidure, 50 % Acetonitril fortgesetzt. Die dabei erhaltenen Uberstinde wurden mit der
zuvor abgenommenen Fliissigkeit bei 60°C zur Trockne evaporiert (Vakuumzentrifuge wie

oben). Das erhaltene Material wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C eingefroren.
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Fiir die massenspektroskopischen Messungen wurden die Proben mit C18-ZipTips (Milli-
pore, Eschborn) entsalzt. Die Peptide wurde von Dr. Markus Piotrowski (Lehrstuhl fiir Pflan-
zenphysiologie, Ruhr-Universitit Bochum) mit einem Q-TOF2 (Micromass, Manchester, UK)
bzw. von Dr. Sabine Metzger (BMFZ, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) mit einem

QSTAR-XL-Hybridmassenspektrometer (Applied Biosystems, Darmstadt) sequenziert.

2.5.9 MALDI-Massenspektrometrie

Das exakte Molekulargewicht von AloDHs bzw. Alo/StrDHs, die gemi3 2.5.6.2 und
2.5.6.4 aus A. marina und C. gigas gereinigt wurden, ist mittels Matrix-unterstiitzter Laserde-
sorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) bestimmt worden. Die Messungen
wurden von Dr. Steffen Schaffer (AG Biochemie, Prof. Dr. M. Bott, Institut fiir Biotechno-
logie 1, Forschungszentrum Jiilich) an einer Voyager-DE™ STR Biospectrometry Arbeitssta-
tion mit Stickstofflaser (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt. Das Gerit wurde im
linearen Modus betrieben. Als Matrix dienten 10 pug/ul Sinapinsdure in 50 % Acetonitril und
0,05 % Trifluoressigsidure. Aldolase (ca. 39212 d) und Albumin (ca. 66430 d) (wie die Matrix
aus dem Proteomass Protein MALDI-MS Kalibrierungskit, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wur-
den als interne Standards eingesetzt. Die Proben wurden zunichst mit 2,5%iger Trifluoressig-
sdaure angesduert, dann mittels C18-ZipTips (Millipore, Eschborn) von Glycerin, DTT und
Salzen befreit. Thre Elution von den ZipTips erfolgte mit gesittigter Sinapinsdurelosung in
75 % Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsdure. Die erhaltenen Eluate wurde jeweils im Verhéltnis
1:1:4 mit Standards und Matrix versetzt, auf dem Probenteller cokristallisiert und zur Mes-
sung eingesetzt (25000 V Beschleunigungsspannung, 93 % Gitterspannung, 750 nsec Extrak-

tionsverzogerung).

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Sterilisation von Geriten und Losungen

Fiir molekularbiologische Arbeiten verwendete Utensilien, Losungen und Medien wurden
soweit erforderlich autoklaviert (20 min, 121°C, 1 bar Uberdruck) oder iiber 0,22 um Sprit-
zenvorsatzfilter sterilfiltriert. Geritschaften fiir Arbeiten mit RNA wurden mit 0,65%iger
Natriumhypochloridlosung (und nachfolgend deionisiertem Wasser) gespiilt, autoklaviert und
falls moglich tiber Nacht bei 180°C hitzesterilisiert. Elektrophoresewannen, Gelschlitten und
Kéamme, die bei RNA-Elektrophoresen zum Einsatz kamen, wurden zuvor in 3 % Wasser-

stoffperoxid inkubiert.
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2.6.2 Isolierung von DNA

Gesamtzell-DNA wurde mit Hilfe des E.Z.N.A.® Invertebrate DNA Kit (peglab, Erlan-
gen) aus Austernadduktoren oder Hautmuskelschlduchen von A. marina bzw. S. nudus iso-
liert. Eingesetzt wurden jeweils 30 mg unter fliissigem Stickstoff gemorsertes Gewebe. Die
Lyse in Gegenwart von Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) und Proteinase K erfolgte
tiber Nacht bei 37°C. Da die Bindekapazitit der Silika-Zentrifugensiulen aus dem Reagen-
ziensatz (30 pg DNA) bei weitem nicht ausgeschopft wurde, sind teilweise zwei zunichst
separat behandelte Einzelansétze auf einer Sdule vereinigt worden. Dadurch lief3 sich die Kon-

zentration der erhaltenen DNA steigern.

2.6.3 Isolierung von RNA

RNA wurde einerseits gemidf einem nach Chomczynski und Sacchi (1987) modifizierten
Protokoll, andererseits mit Hilfe verschiedener kommerzieller Reagenziensitze extrahiert. Da
mit thnen maximal 30 bis 50 mg Gewebe aufgearbeitet werden konnen, lieferten die Fertigkits
jedoch blofl geringe Mengen RNA. Sie wurden deshalb hdufig nur zum Nachreinigen von

nach Chomczynski und Sacchi isolierter RNA eingesetzt.

2.6.3.1 Saure GTC-Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur sauren Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion von RNA (Chomczynski
und Sacchi, 1987) wurden 1 bis 2 g gefrorenes Gewebe (siehe 2.3.2) sorgfiltig unter fliissi-
gem Stickstoff gemorsert und mit Hilfe eines Ultra-Turrax TP18-10 (Janke und Kunkel, Stau-
fen im Breisgau) dreimal 30 Sekunden in GTC-Puffer (4 M Guanidinthiocyanat; 25 mM Na-
triumcitrat pH 7,0; 0,5 % N-Laurylsarcosin; 0,1 M 2-Mercaptoethanol) homogenisiert. Das
Homogenat wurde, um Gewebefragmente und Glykogen abzutrennen, bei 4°C eine Stunde
mit 80000 x g zentrifugiert (JanBen, 2000). Danach wurde der Zentrifugationsiiberstand suk-
zessive mit '/ 10 Volumen 2 M Natriumacetat pH 5,2, einem Volumen Roti®—Aqua—Phenol pH
4,5 bis 5,0 (Roth, Karlsruhe) und 1/5 Volumen Chloroform versetzt, 15 Minuten auf Eis inku-
biert und erneut zentrifugiert (10 min, 25000 x g, 4°C). Die wilrige Phase des dabei erhalte-
nen Uberstands wurde nach JanBen (2000) einer weiteren Phenol-Chloroform-Extraktion mit
anschlieBender Zentrifugation unterzogen, dann die RNA {iber Nacht bei —20°C mit Isopro-
panol gefillt. Das durch Zentrifugation (15 min, 14000 x g, 4°C) erhaltene RNA-Pellet wurde
schlieBlich mit 70 % Ethanol gewaschen, vollstindig von Ethanol befreit, zwei Minuten bei

Raumtemperatur getrocknet und in 600 pul RNase-freiem Wasser (65°C) aufgenommen.
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2.6.3.2 RNA-Isolierung mit Reagenziensitzen

Kleinere Mengen hochreiner RNA sind mit Hilfe des E.ZN.A.® Invertebrate RNA Kit
(peqlab, Erlangen) oder mittels des RNeasy® Fibrous Tissue Kit (Qiagen, Hilden) aus den Ge-
weben der untersuchten Arten isoliert worden. In beiden Féllen wurden gemif3 Herstelleran-
gaben nicht mehr als 30 bis 50 mg unter fliissigem Stickstoff gemorsertes Gewebe je Einzel-
ansatz verwendet. Um dennoch RNA etwas hoherer Endkonzentration zu erhalten, wurden
wie bei den DNA-Priparationen (2.6.2) abweichend vom reguldren Protokoll jeweils zwei
separat extrahierte Ansitze auf einer Silika-Zentrifugensdule vereinigt, deren Kapazitit an-
sonsten weitgehend ungenutzt geblieben wire. Zur Elution dienten 50 pl (E.Z.N.A.-Kit) bzw.
30 ul (RNeasy-Kit) RNase-freies Wasser je Saule.

Obwohl der E.Z.N.A.® Invertebrate RNA Kit laut Hersteller speziell zur RNA-Extraktion
aus Invertebratengeweben mit hohem Polysaccharidgehalt konzipiert ist, erwies sich die Lyse
der verwendeten Gewebe als schwierig. Selbst bei weit geringeren Einwaagen als oben ange-
geben 16ste sich Gewebepulver aus A. marina und S. nudus im CTAB-Puffer dieses Reagen-
ziensatzes nur unvollstdndig.

Bessere Ergebnisse lieferte der RNeasy® Fibrous Tissue Kit, der in Verbindung mit
QIAshredder-Homogenisatoren (Qiagen, Hilden) eingesetzt wurde. Bei ihm schlieft an die
Homogenisation in GTC-haltigem Puffer ein Proteinase K-Verdau an. Zudem umfal3t die
Methode einen 15-miniitigen Verdau mit DNase I (RNase-freies Set, Qiagen, Hilden), der bei
Raumtemperatur direkt auf der Silikamembran der verwendeten Zentrifugensiule erfolgt. Auf
diese Weise wurden mogliche Spuren genomischer DNA aus der RNA-Priparation entfernt.
RNAs kleiner 200 nt wurden selektiv ausgeschlossen, was zu einer Anreicherung von mRNA
fithrte (Herstellerangaben und Ergebnis von Agaroseelektrophoresen wie unter 2.6.3.4).

Um mit Hilfe des RNeasy® Fibrous Tissue Kit die Qualitit von nach Chomczynski-
Sacchi priparierter RNA (2.6.3.1) zu steigern, wurde diese mit '/3 Volumen RLT-Puffer aus
dem Reagenziensatz und 3 Volumen Ethanol versetzt, konzentrationsabhingig auf eine ge-

eignete Zahl von Zentrifugensdulen verteilt und gemall Herstellerprotokoll weiterbehandelt.

2.6.3.3 Anreicherung von mRNA
Eine Anreicherung von poly-A*-RNA erfolgte mit Hilfe des Oligotex ™ mRNA Mini

Kits (Qiagen, Hilden), der gemdl dem Zentrifugensiulen-Protokoll verwendet wurde. Als
Ausgangsmaterial diente RNA, die unmittelbar zuvor mittels saurer GTC-Phenol-Chloro-
form-Extraktion gereinigt (2.6.3.1) und mit dem RNeasy® Fibrous Tissue Kit (2.6.3.2) nach-
behandelt wurde. Die mRNA wurde mit jeweils 40 bis 80 ul 5 mM Tris/HCI pH 7,5 von der
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verwendeten Siule eluiert und sofort zur cDNA-Synthese (2.6.4) eingesetzt oder bis zur wei-

teren Verwendung bei —80°C gelagert.

2.6.3.4 Kontrolle der RNA-Qualitéit

Die Qualitit der wie unter 2.6.3.1 bis 2.6.3.3 priparierten RNA wurde durch submarine
Agarose-Elektrophorese nach Almeida et al. (2000) iiberpriift. Die RNA wird dabei vor der
Elektrophorese in Gegenwart von Formaldehyd und Formamid auf 75°C erhitzt, wihrend der
elektrophoretischen Trennung jedoch statt durch denaturierende Reagenzien in Gel und Lauf-
puffer durch eine erhohte Temperatur in denaturiertem Zustand gehalten (vgl. auch Liu und
Chou, 1990). Indem der Laufpuffer (TAE = 40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 2 mM EDTA)
auf 60°C vortemperiert wurde, konnte erreicht werden, dafl bis zum Ende der Elektrophorese
eine Temperatur von 40°C nicht unterschritten wurde. Verwendet wurden 1,2%ige TAE-Aga-
rosegele (peqGold Universalagarose, peqlab, Erlangen) mit einem Ethidiumbromidgehalt von
0,1 pg/ml. Um die Aktivitdt von RNasen zu minimieren, wurden Geritschaften und Losungen
wie unter 2.6.1 beschrieben behandelt.

Da die 28S-rRNAs der Protostomia diskontinuierliche Molekiile mit einer internen Soll-
bruchstelle (bzw. einer gegeniiber nukleolytischen Angriffen empfindlichen Spaltstelle) dar-
stellen (Barcia et al., 1997; Cammarano et al., 1975 und 1982), zeigten die RNA-Préparatio-
nen nicht das klassische, auf 28S- und 18S-rRNA zuriickzufiihrende Bandenmuster eukaryoti-
scher Zellen, sondern lediglich eine starke rRNA-Bande eines Molekulargewichts von 1,9 kb.
Sie entspricht nach Cammarano et al. (1982) nicht nur der 18S-rRNA, sondern je nach artspe-
zifischer Lage der Bruchstelle auch einem oder beiden 28S-rRNA-Fragmente. Fiir cDNA-
Synthesen (2.6.4) wurde nur solche RNA verwendet, die eine scharfe 1,9 kb-Bande und wenig

niedermolekulare Abbauprodukte erkennen lief3.

2.6.4 cDNA-Synthese

cDNA wurde mit dem SuperScript'" Erststrangsynthese-System fiir RT-PCR (Invitro-
gen, Karlsruhe) geméll Herstellerprotokoll synthetisiert. Als Ausgangsmaterial diente mRNA,
die wie unter 2.6.3.3 angereichert wurde. An die Erststrangsynthese mit Oligo(dT)-Primer
schloB ein RNase H-Verdau an. Kontrollansitze, die keine mRNA bzw. keine Reverse Trans-
kriptase (Superscript’™ II RT) enthielten, wurden wie Zielansitze behandelt.

Davon abweichend wurde cDNA, die sich zur Amplifikation von cDNA-Enden (RACE,
2.6.5.2) eignete, mit dem GeneRacer ™ Kit der Firma Invitrogen (Karlsruhe) hergestellt. Die

verwendete RNA (0,4 bis 1,6 pg mit dem E.Z.N.A.® Invertebrate RNA Kit (peqlab, Erlangen)
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oder dem RNeasy® Fibrous Tissue Kit (Qiagen, Hilden) isolierte Gesamt-RNA bzw. weniger
als 0,2 ug mRNA, vgl. 2.6.3.2 und 2.6.3.3) wurde in diesem Fall vor der reversen Transkrip-
tion einem Protokoll unterzogen, in dessen Verlauf die G-Kappe intakter mRNA-Molekii-
le durch ein spezielles RNA-Oligonukleotid ausgetauscht wurde (vgl. 2.6.5.2 und Tab. 9,
S.278). Auflerdem kam ein besonderer, um 36 Nukleotide verldngerter Oligo(dT)-Primer
(GeneRacerTM Oligo(dT)-Primer, Invitrogen, Karlsruhe; Tab. 10, S. 278) zum Einsatz. Die er-
haltene Erststrang-cDNA wies infolgedessen an ihren 5’- und 3’-Enden bekannte Primerbin-

dungsstellen auf.

2.6.5 Polymerase Kettenreaktionen

PCR-Amplifikationen erfolgten in einem Thermocycler Primus 25/96 (MWG Biotech,
Ebersberg). Sofern die verwendete Polymerase keine integrierte Hot-Start-Funktion aufwies,
wurden die Reaktionsansitze (12,5 ul oder 50 ul) erst nach Erreichen einer anfianglichen De-

naturierungstemperatur von 94°C in das Gerit eingestellt.

2.6.5.1 PCRs mit degenerierten oder universellen Primern

Die durch ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie ermittelten Peptidsequenzen aus OpDHs der
Pazifischen Auster und des Wattwurms (2.5.8.2) wurden genutzt, um degenerierte Primer zur
Vervielfiltigung interner OpDH-Abschnitte zu konstruieren. Die Primer (Tab. 8, S. 277) eig-
neten sich auch zur Amplifikation von OpDH-Fragmenten aus der Europdischen Auster und
dem Spritzwurm. Mit Hilfe von Standard-Taq-DNA-Polymerasen der Firmen Qiagen (Hil-
den) und Eppendorf (Hamburg) wurden PCR-Produkte zwischen 400 und 700 bp Linge er-
halten. Dabei umfaiten die Reaktionsansidtze neben dem jeweiligen einfach konzentrierten
PCR-Puffer und 1,5 oder 2 mM Magnesiumchlorid bzw. Magnesiumacetat 200 uM dNTPs, je
0,8 uM Vorwirts- und Riickwirts-Primer, 0,03 U/ul Polymerase und eine geeignete Menge
wie unter 2.6.2 isolierte DNA. Auf eine 5-miniitige Anfangsdenaturierung von DNA und Pri-
mern (94°C) folgten 30 bis 40 Zyklen mit jeweils 30 sec Denaturierung bei 94°C, 30 sec
Primeranlagerung bei 50 oder 55°C sowie 1 min DNA-Synthese bei 72°C. Um die Vollstin-
digkeit der Syntheseprodukte zu gewihrleisten, schlossen daran weitere 5 min bei 72°C an.

Die gleichen Parameter wurden bei den PCRs mit universellen Artbestimmungsprimern
(2.3.3) gewihlt. Neben obigen Standard-Polymerasen fand hier zum Teil das Hot-Start-En-
zym HotMaster™ Taq (Eppendorf, Hamburg) Verwendung. Ansiitze mit dieser Polymerase
enthielten gemiB Herstellerempfehlung 2,5 mM Mg** und je 0,5 uM Vorwiirts- bzw. Riick-

wartsprimer. Sie wurden lediglich 2 min bei 94°C inkubiert, bevor eine 30- bis 40-mal wie-
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derholte Reaktionsfolge aus 20 sec bei 94°C, 10 sec bei 50 bzw. 55°C und 30 sec bei 65°C
startete. AbschlieBend folgten 5 min bei 65°C. Die erhaltenen Zielamplifikate umfal3ten je-

weils rund 500 Basen.

2.6.5.2 5’-und 3’-RACE-PCR

RLM-RACE (RNA-Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends, Maruyama
und Sugano, 1994; Volloch et al., 1994) lieferte ausgehend von den partiellen OpDH-Sequen-
zen, die aus den PCRs mit degenerierten Primern resultierten (2.6.5.1), auch die 5°- und 3’-
terminalen Abschnitte der zugehorigen cDNAs.

RACE-fihige cDNA wurde unter Verwendung des GeneRacer ™ Kit (Invitrogen, Karls-
ruhe) produziert, indem Gesamt-RNA oder angereicherte mRNA zunédchst mit alkalischer
Phosphatase behandelt und dann die G-Kappe intakter mRNAs mit einer Pyrophosphatase ab-
gespalten wurde. Anders als degradierte mRNAs oder andere Nukleinsduren wiesen vollstin-
dige mRNAs anschlieend ein freies 5’-Phosphat auf, so dal mit Hilfe von T4 RNA-Ligase
ein RNA-Oligonukleotid (siehe Tab. 9, S. 278) an ihr 5’-Ende ligiert werden konnte. Reverse
Transkription mit einem modifizierten, am 5’-Terminus um eine spezielle Ankersequenz ver-
langerten Oligo(dT)-Primer (Tab. 10, S. 278) lieferte somit cDNA mit bekannten Primerbin-
dungsstellen an beiden Enden (2.6.4). Sie diente als Template fiir RACE-PCRs mit je einem
genspezifischen Primer und einem GeneRacer “-Primer, der sich gegen eine dieser Bindungs-
stellen richtete (Tab. 9 und Tab. 10, beide S. 278).

Es wurden verschachtelte (nested) PCRs durchgefiihrt. Dabei bildete das verdiinnte
Produkt der ersten Amplifikation stets das Template einer Zweit-PCR mit zwischen dem
ersten Primerpaar gelegenen Oligonukleotiden. Die 12,5 ul-Reaktionsansitze enthielten je-
weils 200 uM dNTPs, 0,4 uM eines GeneRacer'™'-Primers, 0,4 uM genspezifischen Primer,
0,03 U/ul HotMaster'™-Taq (Eppendorf, Hamburg), einfach konzentrierten PCR-Puffer mit
2,5 mM Mg2+ und als Template 0,5 ul RACE-cDNA bzw. 1 ul fiinf- bis fiinfzigfach verdiinn-
tes PCR-Produkt. Negativkontrollen wurde statt cDNA Wasser bzw. mit Wasser statt cDNA
erhaltenes PCR-Produkt zugesetzt. Aulerdem wurden in allen Fillen Einzelprimertests durch-
gefiihrt.

Nach 2-miniitiger Anfangsdenaturierung bei 94°C folgten im Fall der Erst-PCRs jeweils
25 PCR-Zyklen, wihrend die Zyklenzahl bei den nachgeschalteten PCRs zwischen 23 und 35
variierte. Jeder Zyklus umfafite 20 sec Denaturierung bei 94°C, abhingig von der erwarteten
Amplifikatgrole und den Schmelztemperaturen der verwendeten Primer eine 10 oder 20 sec

lange Primeranlagerungsphase bei Temperaturen zwischen 57°C und 69°C sowie 0,5 bis
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2 min Synthesezeit bei 65°C. Alle PCRs endeten mit einer zusitzlichen 5-miniitigen Inkuba-

tion bei 65°C (vgl. Herstellerangaben HotMaster' ™ Taq).

2.6.5.3 5°’/3’- und ORF-Amplifikationen

Durch Uberlappen von OpDH-Teilsequenzen, die aus den PCRs mit degenerierten
Primern (2.6.5.1) und den RACE-PCRs (2.6.5.2) resultierten, wurden sogenannte Contigs
gebildet (2.7.1). Um nachzuweisen, daf} diese Contigs wirklich zusammenhingende cDNAs
reprasentieren, wurden Amplifikationen mit moglichst weit 5’- bzw. 3’-terminal gelegenen
Primern (Tab. 11, S. 279) durchgefiihrt, die neben dem jeweiligen offenen Leseraster (ORF)
auch einen Grof3teil der nicht translatierten Regionen iiberspannten. Parallele Minus-RT-Kon-
trollen, in denen Aliquots ohne Reverse Transkriptase inkubierter cDNA-Syntheseansitze
(siehe 2.6.4) als Template dienten, sollten sicherstellen, dal wirklich cDNA und nicht even-
tuell in den RNA-Priéparationen enthaltene DNA vervielfiltigt wurde. Negativkontrollen bein-
halteten als Template Wasser bzw. mit Wasser statt RNA hergestellte Kontroll-cDNA (vgl.
ebenfalls 2.6.4).

Fiir alle 5°/3’-Amplifikationen wurde die iiber Korrekturaktivitit verfiigende PfuUltra™
High-Fidelity DNA Polymerase der Firma Stratagene (Heidelberg) verwendet. Die PCR-An-
sitze (Volumen je 12,5 ul) umfaBten neben dem zugehdrigen PCR-Puffer (Mg**-Konzentra-
tion 2 mM) 240 uM dNTPs, 0,48 uM jedes Primers, 0,05 U/ul PfuUltra™ und 1 ul wie unter
2.6.3.3 isolierte mRNA. Auf eine anfingliche Denaturierung bei 95°C (2 min) folgten 30 bis
34 Zyklen, wihrend derer 30 sec bei 95°C, 30 sec bei primerabhiingigen Temperaturen zwi-
schen 54°C und 67°C und 1 min je kb Zielamplifikat bei 72°C abwechselten. Zuletzt schlos-
sen 10 min Synthese bei 72°C an (vgl. Herstellerprotokoll PfuUltra™ High-Fidelity DNA
Polymerase).

Die gleiche Polymerase kam auch bei ORF-Amplifikationen zum Einsatz, die zwecks
nachfolgender OpDH-Expression in E. coli (2.6.11) durchgefiihrt wurden. Als Template dien-
te dabei in einigen Féllen anstelle von mRNA ein geeignet verdiinnter Klonierungsvektor mit
entsprechendem 5°/3’-OpDH-Insert (2.6.7). Ausgehend von Plasmid-DNA reduzierte sich die
Zahl der PCR-Zyklen auf nur 20 bis 22 Runden (sonst 30 bis 32). Da Primer mit Restriktions-
schnittstellen fiir die Klonierung in pET 24d(+) (Novagen, Darmstadt) verwendet wurden
(2.6.7 und Tab. 12, S. 280), die nicht vollig komplementidr zum Template waren, konnten

Annealingtemperaturen von nicht mehr als 50 bis 55°C gewihlt werden.
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2.6.6 Analyse und Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden durch submarine Elektrophorese in 1 bis 2%igen TAE-Agarose-
gelen (Ethidiumbromidgehalt 0,1 ug/ml) gereinigt und analysiert. 12,5 ul-Reaktionsansétze
wurden in der Regel vollstindig auf das jeweilige Gel aufgetragen, gegebenenfalls die Ziel-
banden nach der Elektrophorese ausgeschnitten und einer DNA-Elution mit dem QIAquick®
Gelextraktionskit (Qiagen, Hilden) unterzogen. Um ausreichend hohe DNA-Mengen fiir nach-
folgende Klonierungen zu erhalten, wurden entweder 50 ul-PCR-Ansitze verwendet oder die
Zielbanden aus bis zu fiinf 12,5 pl-Ansitzen gleicher Art vereinigt. Die Reinigung homogener
PCR-Produkte erfolgte alternativ mit Hilfe des QIAquick® PCR-Reinigungskits (ebenfalls
Qiagen, Hilden).

2.6.7 Klonierung von PCR-Produkten

Fiir Standard-TA-Klonierungen wurde das pGEM®-T Easy Vektorsystem der Firma Pro-
mega (Mannheim) genutzt. Gereinigte Tag-Amplifikate (vgl. 2.6.6) konnten aufgrund ihrer
natiirlichen Adenosiniiberhdnge (Clark, 1988) unmittelbar zur Ligation eingesetzt werden.
Dagegen wiesen PCR-Produkte, die mittels PfuUltra™ (Stratagene, Heidelberg) erzeugt wur-
den, glatte Enden auf und muflten somit zunéchst einer A-Addition unterzogen werden. Dazu
wurde gereinigtes PCR-Produkt 30 min bei 70°C in einfach konzentriertem PCR-Puffer mit
0,2 mM dATP und 0,5 U/ul einer Standard-Taqg-Polymerase (Eppendorf, Hamburg oder NEB,
Frankfurt a. M.) inkubiert (p\GEM®-T Easy Vektorhandbuch, Promega). Die Ligationsansitze
wurden gemii Herstellerprotokoll mit Rapid Ligation Buffer aus dem pGEM®-T Easy-Rea-
genziensatz (Endkonzentration 30 mM Tris/HCI, pH 7,8 mit 10 mM MgCl,, 10 mM DTT,
1 mM ATP und 5 % PEG) oder mit Ligationspuffer fiir T4 DNA-Ligase (wie Rapid Ligation
Buffer, jedoch ohne PEG, Promega, Mannheim) angesetzt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Alternativ fand der TOPO TA Cloning® Kit fiir Sequenzierungen (Invitrogen, Karlsruhe)
Verwendung. Die Ligation wurde dabei nicht durch eine Ligase, sondern durch eine Topoiso-
merase [ vermittelt, die iiber eine 3’-Phosphotyrosylbindung kovalent an den Vektor pCR® 4-
TOPO gebunden ist (Shuman, 1991 und 1994). Die Klonierung erfolgte nach Herstelleranga-
ben, wobei 4 ul PCR-Produkt mit A-Uberhiingen je Reaktion (6 ul Gesamtvolumen) einge-
setzt wurden. Alle Ansédtze wurden 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend
unmittelbar zur Transformation verwendet (2.6.8). Analog wurden einige PCR-Fragmente mit
glatten Enden in den Vektor pCR® 4Blunt-TOPO (Zero Blunt® TOPO PCR Klonierungskit

fiir Sequenzierungen, Invitrogen, Karlsruhe) eingebracht.
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ORF-Amplifikate wie unter 2.6.5.3 wurden in den Translationsvektor pET-24d(+) (Nova-
gen, Darmstadt) kloniert. Dabei wurden die Ncol- und die Xhol-Restriktionsschnittstelle des
Vektors genutzt, um das jeweilige PCR-Produkt in korrektem Leseraster so in das Plasmid
einzufiigen, dal zwischen OpDH-Sequenz und Stopcodon Tripletts fiir Leucin, Glutamat und
sechs Histidine zu liegen kamen. Um Selbstligationen nur einfach geschnittener Vektormole-
kiile auszuschlieBen, wurde der Vektor nach Doppelverdau mit Ncol und Xhol (beide MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) mit Alkalischer Phosphatase (CIAP, ebenfalls MBI Fermentas) de-
phosphoryliert. Auch die PCR-Fragmente wurden soweit moglich mit Ncol und Xhol ge-
schnitten. Bei OpDHs mit internen Ncol-Schnittstellen wurden Ncol-kompatible Uberhiinge
mit Hilfe von Eco311 (MBI Fermentas), BsmBI (NEB, Frankfurt a. M.) oder Pcil (SibEn-
zyme, Novosibirsk, Ruflland, via NEB) erzeugt. Da Restriktionsendonukleasen terminal gele-
gene Schnittstellen nicht immer zuverldssig erkennen, muften die Amplifikate in einigen Fil-
len in pGEM®-T Easy oder pCR® 4-TOPO (siehe oben) zwischenkloniert und dann aus diesen
Vektoren ausgeschnitten werden. Solche Restriktionsansitze wurden wie der pET-24d(+)-
Verdau durch Agarose-Elektrophorese und Gelelution gereinigt (2.6.6), wihrend ansonsten
der QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) zum Einsatz kam. Die Ligation zwi-
schen geschnittenem Vektor und Ncol/Xhol-kompatiblen PCR-Inserts erfolgte mit T4 DNA-
Ligase (Promega, Mannheim) bei 4°C iiber Nacht.

2.6.8 Transformation

Elektrokompetente Zellen der Stimme XL1 Blue (Stratagene, Heidelberg) oder BL21
(DE3) (Novagen, Darmstadt) (siehe 2.4) wurden unter Einsatz eines Elektroporators 2510
(Eppendorf, Hamburg) oder eines Easyject Prima (Equibio, Maidstone Kent, UK) transfor-
miert. Dazu wurde je ein 30 pul-Bakterienaliquot auf Eis aufgetaut, mit 1 bis 5 ul Ligationsan-
satz (2.6.7) oder 1 ul 1000- bis 2000-fach verdiinnter Plasmid-DNA (2.6.9) versetzt und in
einer 2 mm-Elektroporationskiivette einem kurzen Spannungspuls von 2500 V ausgesetzt. So-
dann wurden die Bakterien rasch mit 1 ml LB-Medium gemischt und unter Schiitteln eine
Stunde bei 37°C angezogen (Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg). Bei der Retransfor-
mation von Plasmiden (fiir Sequenzierungen oder Expressionsversuche, sieche 2.6.10 und
2.6.11) wurden Aliquots der Bakteriensuspension anschlieBend unmittelbar auf LB-Agar mit
100 pg/ml Ampicillin oder 30 ug/ml Kanamycin (je nach Antibiotikaresistenz des Vektors,
beide Antibiotika von Serva, Heidelberg) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Um
die Zelldichte zu erhohen und gegebenenfalls (bei Ligationsansdtzen mit pGEM®—T Easy,

Promega, Mannheim) eine Blau-Weil3-Selektion zu ermoglichen, wurden die Bakterien an-

41



Material und Methoden

sonsten durch 10-miniitige Zentrifugation (5000 x g) sedimentiert, in geringem Fliissigkeits-
volumen (200 pl LB-Medium bzw. 160 pul Medium plus 30 pul 2 % X-Gal in Dimethylforma-
mid und 30 pul 100 mM IPTG) resuspendiert und erst dann ausgestrichen.

Ligationsansitze mit den Vektoren pCR® 4-TOPO oder pCR® 4Blunt-TOPO (Invitrogen,
Karlsruhe) wurden durch Hitzeschocktransformation in chemisch kompetente One Shot®
TOP10-Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) eingebracht. Die Transformation erfolgte gemal
Herstellerangaben. Eingesetzt wurden jeweils 2 ul frisches Klonierungsprodukt (siehe 2.6.7).
Die transformierten Bakterien wurden in 250 ul SOC-Medium (2 % Tryptone, 0,5 % Hefe-
extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy, 20 mM Glucose) eine
Stunde bei 37°C vermehrt, dann in geeigneten Aliquots auf LB-Agar mit Ampicillin ausplat-
tiert und iiber Nacht angezogen. Hier konnte auf eine Blau-Wei3-Selektion verzichtet werden,
da beide Vektoren das letale E. coli-Gen ccdB (Bernard und Couturier, 1992 sowie Bernard et
al., 1993 und 1994) umfassen. Lebensfihig sind nur Klone mit rekombinantem Plasmid, bei
denen dieses Gen durch Insertion eines PCR-Produkts unterbrochen ist.

Zur Identifikation von Kolonien mit rekombinantem pET-24d(+)-Plasmid (2.6.7), aber
auch zur Kontrolle positiver Klone bei Blau-Weil3-Selektionen dienten Kolonie-PCRs (modi-
fiziert nach dem Handbuch zum TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen, Karls-
ruhe). Hierbei wurden 12,5 ul-PCR-Ansitze (mit HotMaster' " Taq wie unter 2.6.5.1, jedoch
ohne Template), die geeignete, beiderseits der multiplen Klonierungsstelle bindende Vektor-
primer enthielten (T7 und T7_Ter bei pET-24d(+)- bzw. M13 und M13_rev bei pGEM®-T
Easy-Klonen, siche 8.1), mit je einer mutmalBlich positiven Bakterienkolonie inokuliert. Zu-
gleich wurde die Kolonie auf LB-Agar mit addquatem Antibiotikum repliziert. Wihrend die
Replikaplatten vier bis sechs Stunden bei 37°C angezogen und dann zur spiateren Verwendung
in den Kiihlschrank iiberfithrt wurden, durchliefen die Reaktionsansitze eine PCR mit 10 min
Anfangsdenaturierung bei 94°C. Die verlidngerte Denaturierungsphase zu Beginn diente der
Zellyse und Inaktivierung von Nukleasen. Daran schlossen jeweils 25 PCR-Zyklen (20 sec
bei 94°C, 10 oder 20 sec bei 55°C, 1 min/kb bei 65°C) und eine 10-miniitige finale Synthese
bei 65°C an. Durch Agarose-Elektrophorese konnte nachfolgend die Grofe der erhaltenen
Amplifikate ermittelt und somit das Vorhandensein oder Fehlen eines Vektorinserts festge-

stellt werden.

2.6.9 Plasmidpriparation

Fiir Plasmidpréiparationen wurden jeweils 3 ml ampicillin- bzw. kanamycinhaltiges LB-

Medium in 15 ml-Polypropylenrohrchen mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und
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12 bis 16 h bei 37°C in einem Schiittelwasserbad inkubiert. Die Bakterien wurden durch 10-
miniitige Zentrifugation mit 3000 rpm in einer Minifuge RF (Heraeus, Hanau; komplette Kul-
turen) oder durch 1-miniitige Zentrifugation mit 10000 x g in einer Tischzentrifuge (nur 2 ml
Bakteriensuspension) geerntet. Aus den sedimentierten Zellen wurde mit Hilfe des E.Z.N.A.®
Plasmid Miniprep Kit I (Classic- oder Safety-Line, peqlab, Erlangen) Plasmid-DNA isoliert.
Die Plasmidpréparationen erfolgten geméfl dem Herstellerprotokoll fiir Plasmide, die in hoher
Kopienzahl in Bakterienzellen vorkommen. Nur in Einzelfillen fand alternativ ein FastPlas-
mid™ Mini Kit (Eppendorf, Hamburg) Verwendung. Bei diesem dienten lediglich 1,5 ml
Bakterienkultur als Ausgangsmaterial. Unabhédngig vom Reagenziensatz wurde die Plasmid-
DNA schlieBlich mit jeweils 50 ul sterilem Wasser von den zugehorigen Silika-Zentrifugen-
sdulen eluiert.

Zu Kontrollzwecken wurden Aliquots priparierter pGEM®-T Easy-, pCR® 4-TOPO- und
pCR® 4Blunt-TOPO-Konstrukte (2.6.7) einem Restriktionsverdau mit EcoRI (MBI Fermen-
tas, St. Leon-Rot) unterzogen. Das PCR-Fragment wurde so aus dem jeweilige Vektor heraus-
geschnitten und konnte nachfolgend gelelektrophoretisch erfal3t werden. Alternativ wurden
Inserts durch PCR mit vektorspezifischen, die multiple Klonierungsstelle iiberspannenden Pri-
mern und anschlieBende Gelanalyse nachgewiesen. Eingesetzt wurden die Primer M13 und
M13_rev bzw. bei pET-24d(+)-Konstrukten (2.6.7) das Primerpaar T7 plus T7_Ter oder eine
Kombination aus einem art- und OpDH-spezifischen Nterm-Primer und T7_Ter (siehe 8.1). In
der Regel erfolgte die Amplifikation in 25 PCR-Zyklen mit Hilfe von HotMaster ™ Taq-Poly-
merase (Eppendorf, Hamburg). Die Primeranlagerungstemperatur betrug 55°C, bei Verwen-

dung eines Nterm-Primers zum Teil nur 52°C.

2.6.10 DNA-Sequenzierung

Automatische DNA-Sequenzierungen (Single Reads) inklusive zugehoriger Templatepri-
parationen wurden von der Firma Qiagen (Hilden) durchgefiihrt. Dem Sequenzierlabor wur-
den XL1 Blue-Klone mit Vektorkonstrukten der zu sequenzierenden PCR-Fragmente (siehe
2.6.8) auf LB-Agar mit Ampicillin oder Kanamycin zur Verfiigung gestellt. Lingere Inserts,
die sich durch Sequenzierungen mit Standardprimern nicht komplett erfassen lieen, wurden

mit Hilfe interner Sequenzierprimer (siehe Tab. 13, S. 280) sukzessive erschlossen.

2.6.11 Expressionskulturen

Wie unter 2.6.7 beschrieben wurden codierende OpDH-Sequenzen unter Kontrolle eines

T7lac-Promotors (Studier et al., 1990; Dubendorff und Studier, 1991) so in den Vektor pET-
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24d(+) (Novagen, Darmstadt) kloniert, da3 die Konstrukte die Expression von OpDHs mit
natiirlichem N-Terminus und einem C-terminalen Fusionstag aus Leucin, Glutamat und sechs
Histidinen (LE6xH) ermoglichten. Wihrend sich die Insertion von Leucin und Glutamat klo-
nierungsbedingt nicht vermeiden lieS, wurden den OpDHs die Histidine angefiigt, um eine
nachfolgende Reinigung durch Ni-NTA-Affinitdtschromatographie (2.5.6.5) zu erlauben.

Die pET-24d(+)-Konstrukte wurden in XL1 Blue (Stratagene, Heidelberg) selektiert und
vervielfiltigt und dann in den Expressionsstamm BL21(DE3) (Novagen, Darmstadt) trans-
formiert (2.6.8). Dabei handelt es sich um einen lysogenen Stamm, der unter Kontrolle des
Promotors lacUV5 das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase aus dem Bakteriophagen ADE3 ent-
hilt. Die Transkription dieses Gens wird in uninduzierten, rekombinanten BL21(DE3)-Zellen
durch lac-Repressormolekiile reprimiert, die durch lacl-Sequenzen im Bakteriengenom und
auf dem pET-24d(+)-Plasmid codiert werden. Zusitzlich inhibiert der lac-Repressor den
T7lac-Promotor des Vektors. Eine OpDH-Transkription wird auf diese Weise weitgehend ver-
hindert. Sie kann jedoch durch IPTG (Isopropyl-Thiogalactosid) induziert werden, das die
Blockade beider Promotoren (lacUV5 und T7lac) aufhebt.

Die Exprimierbarkeit funktionsfahiger OpDHs und deren Aminosdurespezifitit wurde
ausgehend von 11-LB-Kulturen mit Kanamycin getestet. Diese wurden mit jeweils 1 ml einer
Ubernachtkultur (20 ml, inokuliert mit einem Einzelklon) angeimpft und vier bis fiinf Stunden
(bis zum Erreichen einer ODggp von etwa 0,7) in einem auf 37°C temperierten Luftschiittler
angezogen. Sodann wurde 1 ml uninduzierte Kultur abgenommen, der Rest mit 400 uM IPTG
versetzt und weitere 19 bis 20 Stunden bei nur noch 18°C inkubiert. Durch das Erniedrigen
der Temperatur sollte das Expressionsniveau gesenkt und damit die Bildung inaktiver Protein-
prézipitate (Inclusion Bodies) minimiert werden (JanBen, 2000).

AnschlieBend wurden die Bakterien durch 15-miniitige Zentrifugation bei 5000 x g sedi-
mentiert, in 30 ml Homogenisationsmedium (100 mM Imidazol/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM
DTT, pH 7,0) aufgenommen und mit einer Spatelspitze DNase I (Roche Diagnostics, Mann-
heim) versetzt. Sofern eine Reinigung rekombinanter OpDHs geplant war (vgl. 2.5.6.5), wur-
de statt des Homogenisationsmediums der Startpuffer der Affinitdtschromatographie (siehe
2.5.6.5; im Fall der AloDH-LE6xH aus A. marina mit 20 mM 2-Mercaptoethanol) verwendet.

Der Zellaufschluf} erfolgte mit einem Sonifier Sonoplus HD 2200 (Bandelin, Berlin), der
mit einem Titanteller TT13 betrieben wurde. Die Zellen wurden unter Eiskiihlung achtmal
15 sec mit 25 % Leistung beschallt. Dazwischen wurden Pausen von jeweils 15 bis 20 sec
eingelegt. Der durch anschlieBende Zentrifugation (1 h, 88000 x g, 4°C) erhaltene Uberstand
wurde iiber Sephadex G25 entsalzt (2.5.5) und fiir Aktivitdtsbestimmungen (2.5.1) verwendet
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bzw. zur chromatographischen Reinigung rekombinanter OpDHs (2.5.6.5) genutzt. Das Sedi-
ment mit der unter nativen Bedingungen unloslichen Proteinfraktion wurde in 10 ml harn-
stoffhaltigen Puffer (100 mM Natriumphosphat, 10mM Tris, 8 M Harnstoff, pH 8,0) aufge-
nommen, eine halbe Stunde auf Eis inkubiert und einer weiteren Sonifierbehandlung plus
Zentrifugation unterzogen.

Die vor der IPTG-Zugabe abgenommenen Bakterienaliquots wurden dhnlich wie die in-
duzierten Kulturen behandelt. Hier wurden die Bakterien durch 3-miniitige Zentrifugation bei
5000 x g geerntet, in 500 ul Homogenisationsmedium resuspendiert und ohne Zugabe von
DNase aufgeschlossen. Der Sonifieraufschlufl erfolgte statt mit dem genannten Titanteller mit
Hilfe einer Mikrospitze MS72 (fiinfmal 5 sec mit 10 % Leistung, dazwischen jeweils 5 bis
10 sec Pause). SchlieBlich wurde 10 min mit 14000 x g zentrifugiert (4°C). Der erhaltene
Uberstand wurde ebenso wie die Zentrifugationsiiberstinde der induzierten Kulturen elektro-

phoretisch analysiert (2.5.7) und einer Proteinbestimmung nach Bradford (2.5.2) unterzogen.

2.7 Bioinformatische Methoden

2.7.1 Sequenzanalyse

Die Rohdaten (Elektropherogramme) aus DNA-Sequenzierungen (2.6.10) wurden mit
Hilfe des Computerprogramms ChromasPro (Version 1.3, Technelysium Pty Ltd, Tewan-
tin, Australien, http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) nachbearbeitet. Das Pro-
gramm wurde genutzt, um Primerregionen, Vektorabschnitte und terminale Bereiche geringer
Sequenzierqualitit zu entfernen sowie iiberlappende Sequenzfragmente aus verschiedenen Se-
quenzierreaktionen zu assemblieren. Die von ChromasPro fiir einzelne Sequenziiberlappun-
gen (sogenannte Contigs) erzeugten Konsensussequenzen konnten bei Bedarf manuell editiert
und nachfolgend in das Programm pDraw32 (Version 1.1.86, lizenzfreie Software von Kjeld
Olesen, ACACLONE, http://www.acaclone.com/) exportiert werden. Dieses diente zur Archi-
vierung und Analyse der Nukleotidsequenzen und lieferte Primerbindungsprognosen.

Vorraussagen der physikochemischen Eigenschaften von Proteinen wie etwa ihres Mole-
kulargewichts oder ihres theoretischen pl wurden mit Hilfe des Online-Tools ProtParam
(http://au.expasy.org/tools/protparam.html) auf dem ExPASy Proteomics Server des Schwei-
zer Instituts fiir Bioinformatik (SIB) erhalten. Sekundirstrukturvorhersagen erfolgten mittels
PROFsec (Profile fed neural network prediction), das iiber den PredictProtein-Server des
EMBL-Heidelberg (http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html) ver-

fiigbar ist. PROFsec-Vorhersagen basieren stets auf einer multiplen Alinierung des zu unter-
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suchenden Proteins mit @hnlichen Sequenzen aus offentlichen Datenbanken und erreichen da-

durch eine erhohte Genauigkeit (Rost und Sander, 1993a; 1993b; Rost et al., 2004).

2.7.2 Sequenzvergleiche

Paarweise und progressive multiple Alinierungen von Nukleotid- oder Proteinsequenzen
wurden mit Hilfe von ClustalW (Thompson et al., 1994) erstellt. Genutzt wurde entweder der
Online-Service des Europdischen Instituts fiir Bioinformatik (EBI) (ClustalW 1.82, http://
www.ebi.ac.uk/clustalw/) oder eine lokal installierte Programmversion (ClustalW 1.83, frei
erhiltlich unter ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/dos/clustalw/). Abgesehen von Modifikatio-
nen des Ausgabeformats und der Ausgabereihenfolge wurden stets die Standardeinstellungen
beibehalten. Die erhaltenen multiplen Alinierungen wurden mit dem Java-Alignmenteditor
Jalview (Version 1.18, http://www.jalview.org/download.html; Clamp et al., 2004) visuali-
siert und soweit erforderlich manuell nachbearbeitet. Einige multiple Alignments wurden zu-
satzlich mittels TCoffee (Poirot et al., 2003, http://igs-server.cnrs-mrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/
index. cgi) evaluiert.

Wihrend ClustalW globale Sequenzalinierungen lieferte, wurden lokale Alignments mit
dem Programm Lalign (Version 2.1u06, Huang und Miller, 1991) erstellt, auf das iiber den
FASTA-Webserver der Universitidt von Virginia zugegriffen werden kann (http://fasta.bioch.
virginia.edu/fasta_www/lalign.htm). Der Algorithmus wurde insbesondere verwendet, um die
massenspektrometrisch sequenzierten Spaltpeptide chromatographisch separierter Alo/StrDHs
aus A. marina und C. gigas (2.5.8.2) speziellen Positionen innerhalb der fiir die jeweilige Art
ermittelten OpDH-Gesamtsequenzen zuzuordnen. Vor allem fiir kiirzere Crassostrea-Peptide
wurde teilweise nur dann ein Alignment erhalten, wenn die Lalign-Erwartungswertgrenze
iber den voreingestellten Standardwert von 0,5 erhoht wurde.

Bei der Suche nach Aminosédureresten, welche die Spezifitdt von OpDHs determinieren
konnten, wurde unterstiitzend der AMAS (Analyse Multiply Aligned Sequences)-Server der
University of Dundee (http://www.compbio.dundee.ac.uk/amas/) eingesetzt. Der AMAS-Al-
gorithmus (Livingstone und Barton, 1993) ermdglicht die Identifikation funktionell wichtiger

Reste durch Vergleich von Sequenzgruppen innerhalb eines multiplen Alignments.

2.7.3 Datenbanksuche

Fiir den Vergleich von Nukleotid- und Proteinsequenzen mit Eintrdgen aus offentlichen
Datenbanken wurden verschiedene auf der Homepage des NCBI verfiigbare BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool)-Algorithmen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/index.shtml,
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Altschul et al., 1990 und 1997) verwendet. DNA-Fragmente, die fiir artspezifisch variierende
Teilstiicke der kleinen ribosomalen Untereinheit codieren, wurden mit Hilfe von BLASTn
Sequenzen aus primidren Nukleotiddatenbanken (GenBank / EMBL / DDBJ) gegeniiberge-
stellt, um so die zugehorige Art zu identifizieren (2.3.3). Aulerdem wurden die Proteindaten-
banken NR oder SWISS-PROT mit BLASTp und PSI-BLAST (positionsspezifischer iterati-
ver BLAST, Altschul et al., 1997; Schiffer et al., 2001) nach Sequenzen mit signifikanter
Ahnlichkeit zu den in der vorliegenden Arbeit sequenzierten OpDHs durchsucht. Die beiden
letzten Programme vergleichen Proteinsequenzen. Beim iterativen PSI-BLAST wird, basie-
rend auf einer multiplen Alinierung der Treffer aus einer einfachen BLASTp-Suche, eine
positionsspezifische Matrix berechnet, mit deren Hilfe nachfolgend gezielter nach dhnlichen
Proteinen gesucht werden kann. Hoch konservierte Positionen werden dabei stirker gewichtet
als nicht-konservierte Positionen. Durch Anpassen des Suchprofils nach jeder BLAST-Runde
lassen sich sukzessive auch weniger nah mit dem Ausgangsprotein verwandte Sequenzen
identifizieren.

Die BLAST-Programme wurden mit Standardparametern verwendet. Als signifikante
Treffer wurden nur solche Proteine beriicksichtigt, die mit der Ausgangssequenz ein minde-
stens 300 Aminosduren langes lokales Alignment ergab, das mit einer Wahrscheinlichkeit von
weniger als 0,01 % (Erwartungswert kleiner 10™*) auf zufilligen Sequenzihnlichkeiten beruh-

te. Auch unvollstindige Proteinsequenzen wurden ausgeschlossen.

2.7.4 Phylogenetische Analyse

Um Informationen iiber die verwandtschaftlichen Beziehungen der Invertebraten-OpDHs
untereinander sowie ihre phylogenetische Herkunft zu gewinnen, wurden in den Proteindaten-
banken SWISS-PROT und NR potentielle Homologe der in dieser Arbeit sequenzierten Inver-
tebraten-OpDHs identifiziert (2.7.3) und mit Hilfe von ClustalW aliniert (2.7.2). Die resultie-
renden multiplen Alignments wurden manuell nachbearbeitet, dann Positionen mit Liicken
entfernt und mit Hilfe des Programms LDDist (Version 1.4a3, Thollesson, 2004) die LogDet-
Distanzen der Proteine (nach Tamura und Kumar, 2002) berechnet. Anders als konventionelle
Verfahren zur Berechnung phylogenetischer Distanzen liefern LogDet-Algorithmen in der
Regel auch fiir asymmetrisch evolvierende Sequenzen (Sequenzen unterschiedlichen GC-Ge-
halts bzw. differierender Aminosdurezusammensetzung) zuverldssige Ergebnisse (Lockhart et
al., 1994; Lake, 1994; Tamura und Kumar, 2002). LDDist wurde mit Standardeinstellungen

betrieben. Nur in Einzelfillen wurden invariante Alignmentpositionen ausgeschlossen.
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Ausgehend von den mit LDDist berechneten LogDet-Distanzen wurden mittels des Pro-
gramms SplitsTree4 (Betaversion 26, www.splitstree.org/, Huson und Bryant, 2006) Neigh-
bor-Netze konstruiert und graphisch dargestellt. Die Neighbor-Net-Methode nach Bryant und
Moulton (2004) stellt eine Variante des bekannten Neighbor-Joining-Algorithmus (Saitou und
Nei, 1987) dar, liefert jedoch anders als dieser im Normalfall keine bifurzierenden Stamm-
biume, sondern Netzwerke, innerhalb derer auch widerspriichliche Signale eines Datensatzes
visualisiert und damit gleichzeitig mehrere alternative Topologien veranschaulicht werden
konnen. Signale, die einzelne Sequenzgruppen von allen iibrigen Sequenzen im Netz separie-
ren (sogenannte Splits), erscheinen im Graphen als parallele Linien, deren Linge ein MaB fiir
die Gewichtung des Splits darstellt. Inkompatible Splits verleithen dem Graphen einen netzar-
tigen Charakter.

Da die dritte Codonposition beim simultanen Vergleich pro- und eukaryotischer Sequen-
zen ohnehin gesittigt und somit nicht informativ zu sein pflegt (Horner et al., 2000; Gelius-
Dietrich und Henze, 2004), wurden die phylogenetischen Untersuchungen in der Regel auf
Proteinebene durchgefiihrt. Nur bei Verwandtschaftsanalysen, die sich auf die OpDHs der
hoheren Invertebraten beschriankten, wurden ergidnzend auch die codierenden DNA-Sequen-
zen herangezogen. Um auch in diesem Fall von der Uberlegenheit der Alinierungsalgorithmen
fiir Proteinsequenzen (Doolittle, 1981; Wernersson und Pedersen, 2003) profitieren zu kon-
nen, kam das Perl-Skript transAlign (Version 1.2, www.tierzucht.tum.de/BinindaEmonds/,
Bininda-Emonds, 2005) zum Einsatz. Das Programm iibersetzt protein-codierende DNA-Se-
quenzen zunichst in ihre korrespondierenden Aminosduresequenzen, iibergibt diese zur Ali-
nierung an ClustalW (siehe 2.7.2) und ersetzt im resultierenden Aminosdurealignment die ein-
zelnen Reste wieder durch Codons, so dal} letztlich ein Nukleotidalignment erhalten wird. Mit
transAlign produzierte Nukleotidalignments ausgewihlter Invertebraten-OpDHs wurden nach
Entfernen aller Positionen mit Liicken ebenso wie Proteinalignments fiir LogDet-Distanzbe-

rechnungen und nachfolgende Neighbor-Net-Analysen genutzt.

2.7.5 Darstellung und Vergleich dreidimensionaler Proteinstrukturen

Die interaktive Darstellung und Analyse von 3D-Proteinstrukturen aus der Proteinstruk-
turdatenbank des Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB-PDB, http://
www.rcsb.org/pdb/, Berman et al., 2000) erfolgte mit dem Swiss-PdbViewer (Version 3.7,
http://www.expasy.org/spdbv/, Guex und Peitsch, 1997). Alternativ wurden Strukturkoordina-
ten aus der Molecular Modeling Database des NCBI (MMDB, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/MMDB/mmdb.shtml, Ohkawa et al., 1995; Wang et al., 2002) bezogen, die einen

48



Material und Methoden

Teil der Proteinstrukturen aus PDB in anderem Dateiformat enthélt. Solche Strukturen konn-
ten mit dem Programm Cn3D (Version 4.1, http://ncbi.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml,
Hogue, 1997) visualisiert und bearbeitet werden. Aulerdem wurde die letztgenannte Daten-
bank mit Hilfe des VAST-Algorithmus (VAST = Vector Alignment Search Tool, Gibrat et al.,
1996) nach Proteinen mit dreidimensionaler Strukturdhnlichkeit zur CENDH aus Arthrobac-

ter spec. (1bgb; Britton et al., 1998a) durchsucht.

2.8 Statistik

Die statistische Auswertung diverser Versuchsreihen zur Alo/StrDH-Stabilitit (3.3) er-
folgte mit Hilfe des Statistikprogramms SigmaStat for Windows (Version 2.03, SPSS GmbH,
Miinchen). Parametrische Signifikanztests wurden nur dann verwendet, wenn die zu analysie-
renden Datensitze sich in entsprechenden Vortests als potentiell normalverteilt und varianz-
gleich erwiesen. Ansonsten kamen verteilungsunabhéngige Methoden zum Einsatz (Sachs,
1992). Die Wahl des jeweiligen Tests richtete sich auch danach, ob abhingige oder unabhin-
gige Datensitze zu untersuchen waren. So wurden zum paarweisen statistischen Vergleich un-
abhidngiger Mittelwerte entweder der Zweistichproben-t-Test (parametrisch) oder der Rang-
summentest nach Mann und Whitney (verteilungsfrei) eingesetzt, wihrend abhingige Mittel-
werte mit dem paarigen t-Test (parametrisch) oder dem Wilcoxon-Test fiir Paardifferenzen
(verteilungsfrei) analysiert wurden. Mittelwerte, die mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
weniger als 0,05 differierten, wurden als signifikant verschieden betrachtet.

Bei multiplen Vergleichen mehrerer Mittelwerte konnten stets verteilungsabhingige
Tests verwendet werden, da Varianzgleichheit und Normalverteilung hier in allen Fillen
gewdhrleistet waren. Durchgefiihrt wurden einfache Varianzanalysen (One Way ANOVA)
bzw. einfache Varianzanalysen fiir wiederholte Messungen (One Way Repeated Measures
ANOVA), an die, sofern signifikante Unterschiede erkannt wurden, simultane paarweise Mit-
telwertvergleiche nach Tukey oder multiple Vergleiche gegen eine Kontrollgruppe mittels der

Dunnett-Methode anschlossen.
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3 Ergebnisse

3.1 Pyruvatreduktase-Aktivititen der untersuchten Arten

Aktivitdtsmessungen in Extrakten des Hautmuskelschlauchs von A. marina und S. nudus
sowie in Adduktorhomogenaten von C. gigas und O. edulis (2.5.1) zeigten grundlegende Un-
terschiede in der Pyruvatreduktase-Ausstattung dieser Arten. Die jeweiligen Haupt-OpDH-
Aktivitdten sind in Abb. 2 dargestellt.

250 1 1
| mmmm AloDH 301257
E 200 1 StrDH
Top ] B ODH
=) ]
= 150 1
:53 4
2 :
= |
<100 1 8:1
E ] 1:1
8 ]
50 1
] 1:1
0 1  —
A. marina C. gigas 0. edulis S. nudus

Abb. 2: Dominierende Pyruvatreduktase-Aktivititen im Gewebe der untersuchten Arten

Aufgetragen sind die spezifischen AloDH-, SttDH- und ODH-Aktivititen [U-g" FG] im Hautmuskel-
schlauch von A. marina und S. nudus sowie im Adduktor von C. gigas und O. edulis als Mittelwerte = SD
von Messungen in mehreren Homogenaten (n= 15 bei A. marina, n = 8 bei C. gigas, jeweils n = 3 bei
O. edulis und S. nudus). Alle Homogenate wurden ausgehend von mindestens 5 bis 10 g Gewebe herge-
stellt, was zum Beispiel den Adduktoren von zehn Europédischen Austern entspricht. Mit Ausnahme einiger
AloDH- und StrDH-Messungen in verdiinnten Arenicola- und Crassostrea-Extrakten, bei denen sich in Ab-
wesenheit der jeweiligen Aminosédure keinerlei Aktivitit detektieren lie8 (Vorlaufaktivitat Null), fanden
entsalzte Homogenate Verwendung. Die Aktivititen wurden bei 25°C in 100 mM Imidazol/HCI (pH 7,0),
0,16 mM NADH, 3 mM Pyruvat bestimmt. Zum Starten der Reaktion dienten 200 mM L-Alanin (AloDH)
oder Glycin (StrtDH) bzw. 5,5 mM L-Arginin (ODH).

Wihrend im Hautmuskelschlauch des Wattwurms achtmal mehr AloDH- als StrDH-Akti-
vitdt (56,4 £ 12,3 U'g'1 FG versus 6,9+ 1,9 U'g'1 FG) zu finden war, traten die beiden Aktivi-
titen bei C. gigas in einem Verhiltnis von etwa 1 : 1 auf (41,7 £6,8 U'g'1 FG versus 49,0 +
5,8 U- g'1 FG bei gemeinsamer Verarbeitung des phasischen und tonischen Adduktoranteils;

Aktivitdtsverhiltnis in beiden Muskeltypen gleich, Aktivititen jedoch im tonischen Adduktor
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viermal niedriger). Auch bei O. edulis lieferten L-Alanin und Glycin etwa gleiche Reaktions-
raten, doch lagen die spezifischen OpDH-Aktivitdten hier um den Faktor acht unter denen der
Pazifischen Auster. Ahnlich niedrige AloDH- und StrDH-AKktivititen zeigte der Spritzwurm.
Bei ihm wurde aber eine sehr hohe ODH-Aktivitit von 203,7 £ 64,6 U- g'1 FG gemessen (Ver-
hiltnis AloDH : StrDH : ODH =3 : 1 : 57), die bei den iibrigen Arten ganz fehlte.

AuBerdem konnten vor allem in Austernhomogenaten geringe B-AloDH-Aktivititen
(C. gigas 6,7 U'g'1 FG, O. edulis 2,2 U-g'1 FG, A. marina 0,4 U-g'1 FG, S. nudus < NG) nach-
gewiesen werden. Minimale TaDH-Aktivitit (0,1 U-g”' FG) fand sich lediglich im Adduktor
von C. gigas. Bei dieser Art und dem Wattwurm wurden zudem Spuren einer LDH detektiert

(jeweils 0,1 U-g" FG).

3.2 Elektrophoretische Isoenzymanalyse

Zusitzliche Informationen iiber die OpDHs der ausgewéhlten Arten lieferten elektropho-
retische Enzymanalysen. Dabei wurden Homogenate, die aus dem Hautmuskelschlauch oder
Adduktor jeweils nur eines einzelnen Tieres gewonnen wurden, einer nativen Disk-PAGE mit
anschlieBender Aktivitdtsfarbung unterzogen (2.5.7.1). Indem dieselben Homogenate mehr-
fach auf das gleiche Gel aufgetragen und die entsprechenden Spuren nach der Elektrophorese
auf unterschiedliche OpDH-Aktivititen bzw. unspezifische Redoxaktivitit angefdrbt wurden,
war es moglich, OpDHs verschiedener elektrophoretischer Mobilitdt und Aminosdurespezifi-
tat zu identifizieren (Abb. 3).

So fanden sich in Einzeltierhomogenaten von C. gigas neben Enzymbanden, die zumin-
dest unter den gewihlten Bedingungen nur AloDH-, jedoch keine StrDH-Aktivitit aufwiesen
(z. B. die AloDH-Bande geringster elektrophoretischer Mobilitit bei Cgl), andere mit beiden
Aktivititen. Das Bandenmuster verschiedener Einzelindividuen differierte deutlich. In einzel-
nen Austern traten bis zu fiinf elektrophoretisch unterscheidbare OpDHs mir Re-Werten zwi-
schen 0,49 und 0,60 auf (Cgl).

Bei O. edulis ergab sich ein @dhnliches Bild. Auch hier wurde neben kombinierten
Alo/StrDHs eine reine AloDH beobachtet (AloDH-Bande geringster Laufweite bei Oe3, Ry =
0,38). Enzymformen, die ausschlieBlich die Umsetzung von Strombin katalysierten, fanden
sich dagegen ebensowenig wie bei C. gigas.

Wihrend Abb. 3 die individuelle Enzymvariabilitit bei den beiden Austernarten nur
exemplarisch dokumentiert, zeigten alle untersuchten Spritzwiirmer (vier) das gleiche Ban-
denmuster (vgl. Snl). Stets konnten zwei bis drei ODH-Banden (R¢= 0,42, 0,43 und 0,46)

von einer schwachen, sich nur langsam entwickelnden Bande geringfiigig groerer Laufweite
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(Rf=0,47) unterschieden werden, die AloDH- und StrDH-, jedoch keine ODH-Aktivitit auf-
wies. Zusétzlich lief sich eine Alo/StrDH-Bande mit R-Wert 0,59 erahnen.

Cgl Cg2 Cg3 Cgl Cg2 Cg3 Oel Oe2 Oe3 Oel Oe2 Oe3 Snl Snl Snl -

B o et @

i

Alo Str Alo Str Oct Alo @ Str +

Abb. 3: Native Disk-PAGE von Einzeltierhomogenaten

Dargestellt sind die Elektropherogramme jeweils dreier Einzeltierhomogenate aus C. gigas (Cgl bis Cg3)
und O. edulis (Oel bis Oe3) sowie eines Spritzwurmhomogenats (Snl). Um die Ionenstirke moglichst ge-
ring zu halten, wurde fiir die Homogenisation 5 mM DTT anstelle des sonst iiblichen Homogenisations-
mediums verwendet. Die Elektrophorese der Ostrea- und Sipunculus-Homogenate erfolgte unter N,-Atmo-
sphire. Aufgetragen wurden durchschnittlich 15 £ 1 ug (C. gigas), 37 £ 6 pg (O. edulis) bzw. 4 und 13 ug
(S. nudus, ODH- versus AloDH- und StrDH-Firbung) Gesamtprotein entsprechend AloDH- und StrDH-
Aktivitdten zwischen 0,01 und 0,05 U bzw. im Fall des Spritzwurmhomogenats entsprechend 0,01 U
AloDH-, 0,003 U StrDH- und 0,05 U ODH-Aktivitit. In den Reaktionslosungen fiir die Aktivititsfarbung
waren 20 mM (50 mM bei S. nudus) meso-Alanopin (Alo) bzw. D-Strombin (Str) oder 1,7 mM D-Octopin
(Oct) enthalten. Kontrollfirbungen in Abwesenheit eines Opins ergaben kein Signal (nicht gezeigt). Die
Férbedauer variierte wie folgt: 50 min bei C. gigas, 30 min AloDH und 90 min StrDH bei O. edulis, 90 min
ODH bzw. 18 h AloDH und StrDH bei S. nudus. Das gleiche Bandenmuster wie bei Snl wurde auch bei
drei weiteren Spritzwiirmern gefunden. Bei ihnen lie sich die im Vergleich zu den beiden ODH-Banden
groBere Laufweite der Alo/StrDH zum Teil deutlicher erkennen.

Eine elektrophoretische Analyse der AloDHs und StrDHs des Wattwurms war ausgehend
von Rohextrakten nicht moglich. Selbst nach Elektrophorese unter N,-Atmosphére (2.5.7.1)
konnten die OpDHs dieser Art nicht durch Aktivitatstarbung detektiert werden. Entsprechen-
de Gele (nicht abgebildet) zeigten lediglich unspezifische Banden, die auch bei Kontrollfér-
bungen in Abwesenheit eines Opins auftraten. Bei den iibrigen Arten ergaben solche Kontrol-

len kein Signal.

3.3 Oxidationsempfindlichkeit der Wattwurm-OpDHs

Bei ersten Versuchen, OpDHs aus dem Hautmuskelschlauch des Wattwurms zu isolieren,

erwies sich ihre Instabilitit als problematisch. Innerhalb von nur ein bis zwei Tagen traten in
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auf Eis gelagerten Rohextrakten, die anders als spidtere Homogenate nur 2 mM Dithiothreitol
(DTT) und keine Proteaseinhibitoren enthielten, extreme Aktivitdtsverluste von teils mehr als
90 % auf. Gleiches wurde bei partiell gereinigten Proteinlosungen ohne Oxidationsschutz
beobachtet.

Die AloDH- und StrDH-Aktivititen in auf Eis gelagerten Rohhomogenaten hoheren
DTT-Gehalts (5 mM) blieben allerdings iiber mindestens drei Tage unveridndert, bevor eine
zunichst allmihliche und dann zunehmend raschere Aktivitidtsabnahme einsetzte. Sie betraf
die AloDH-Aktivitit stirker als die StrDH-AKktivitit. Nach sieben Tagen fanden sich nur noch
rund 22 % der urspriinglichen AloDH-, jedoch noch 41 % der StrDH-Aktivitdt. Zehn Tage
nach der Homogenisation schlieBlich waren die Restaktivititen auf 0,3 und 5 % (AloDH bzw.
StrDH) abgesunken. Die Aktivititen konnte allerdings durch Zusetzen von 5 mM frischem
DTT partiell wiederhergestellt werden. Rund zwei Stunden nach der DTT-Zugabe erreichten
die AloDH- und StrDH-Aktivititen bereits wieder 44 bzw. 30 % der Ausgangswerte. Am fol-
genden Morgen wurden sogar 88 und 45 % der Anfangsaktivititen gemessen. Sofern den
Homogenaten von vornherein alle vier Tage 5 mM frisches DTT zugesetzt wurde, konnten
die AloDH- und StrDH-Aktivititen der Rohhomogenate iiber mindestens zwei Wochen kon-
stant gehalten werden.

Zusitzliche Stabilisierungsversuche etwa durch 10 % Glycerin, bis zu 10 mM EDTA,
2 mM des Proteaseinhibitors PMSF oder einen universellen Proteasen-Inhibitor-Cocktail
(Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim) zeigten nur geringe Erfolge. Die Pro-
teaseinhibitoren besallen zwar bei Raumtemperatur einen signifikant stabilisierenden Effekt,
konservierten die Aktivitit auf Eis gelagerter Proteinlosungen jedoch lediglich tendenziell.

Versuche mit Adduktorhomogenaten aus C. gigas zeigten eine gegeniiber den Wattwurm-
Alo/StrDHs deutlich geringere Oxidationsempfindlichkeit ihrer OpDHs. Auch ohne zusitz-
liches DTT fanden sich hier nach zwei Wochen noch 71 % der anfinglichen AloDH- und
83 % der urspriinglichen StrDH-Aktivitit.

3.4 Enzymreinigungen

3.4.1 Reinigung von AloDHs aus A. marina

Die Reinigung von Wattwurm-OpDHs erfolgte durch fraktionierte Ammoniumsulfatfil-
lung, hydrophobe Interaktionschromatographie iiber Phenyl Sepharose 6, Anionenaustausch-
chromatographie iiber Mono Q und Sephadex G100-Gelfiltration (2.5.6.2). Im Fall der ge-

zeigten Musterreinigung (Abb. 4 und Tab. 1) wurden aus den Hautmuskelschlduchen von 300
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Abb. 4: Chromatographische Reinigung von AloDHs aus A. marina

(A) Hydrophobe Interaktionschromatographie iiber Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (niedriger Substitutions-
grad, 2,6 cm x 15 cm). Aufgetragen wurde Hautmuskelschlauchextrakt nach fraktionierter Ammoniumsul-
fatfillung. Als Startpuffer dienten 50 mM Natriumphosphat pH 7,0 mit 5 mM DTT und 0,8 M Ammonium-
sulfat. Die Elution von OpDHs erfolgte mit 10 % Isopropanol, 5 mM DTT. (B) Anionenaustauschchro-
matographie der vereinigten Fraktionen maximaler OpDH-Aktivitit aus (A) iber Mono Q HR10/10. Es
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wurden zwei chromatographische Ldufe durchgefiihrt, von denen hier nur einer exemplarisch dargestellt
ist. Der Laufpuffer enthielt 20 mM Imidazol/HCl (pH 7,0), 2 mM EDTA und 5 mM DTT. Gebundene Pro-
teine wurden mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Dabei traten zwei deutlich separierte Alo/StrDH-
Peaks auf (Peak I: Elutionsvolumen 190 bis 200 ml, 65 bis 85 mM NaCl; Peak II: Elutionsvolumen 235 bis
250 ml, 180 bis 220 mM NaCl). (C) Gelfiltration via Sephadex G100 (2,6 cm x 86 cm). Die Sédule wurde
mit einem 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 betrieben, der 2 mM EDTA, 5 mM DTT und 10 % (v/v)
Glycerin enthielt. Appliziert wurden die vereinten Fraktionen des ersten (links) bzw. zweiten (rechts) Akti-
vititspeaks aus beiden Mono Q-Liufen.

Tab. 1: Reinigung von AloDHs aus A. marina

Ausgehend von 206 g Hautmuskelschlauch wurden Wattwurm-OpDHs durch fraktionierte Ammoniumsul-
fatfillung sowie sukzessive Chromatographie iiber Phenyl Sepharose 6, Mono Q und Sephadex G100 ge-
reinigt. Bei der Anionenaustauchchromatographie traten zwei Alo/StrDH-Peaks (Mono Q I und Mono Q II)
auf, die nachfolgend separat weiterbearbeitet wurden (Sephadex I bzw. Sephadex II). Bei den angegebenen
Aktivitidten und Gesamtproteinmassen handelt es sich um Mittelwerte von Doppelbestimmungen mit weni-
ger als 10 % Abweichung.

Reinigungsschritt Aktivitat AloDH Protein spez. Akt. RF
AS (Ul [%] SuDH [mg]  [%] [U/mg]
Homogenisation Ala 12246 100 9 3762 1000 3,3 1,0
Gly 1398 100 0,4 1,0
2 x (NH4),SO, Ala 8543 70 g 2117 563 4,0 1,2
Gly 1048 75 0,5 1,3
Phenyl Sepharose Ala 4623 38 15 108 7.9 15,5 4,8
Gly 316 23 1,1 2,9
Mono QI Ala 2298 19 13 33 0.9 70,3 21,6
Gly 131 9 4,0 10,8
Mono Q II Ala 1323 11 20 20 0.5 66,1 20,3
Gly 65 5 3,2 8,7
Sephadex I o, Ala 1206 10 13 g 0.2 147,7 454
Gly 90 6 11,0 29,6
Sephadex II oy, Ala 589 5 14 5 0.1 118.,2 36,3
Gly 43 3 8,5 23,0

Wattwiirmern (206 g Frischgewicht) 12246 U AloDH- und 1398 U StrDH-Aktivitit extrahiert
(59 bzw. 7 U-g" FG, Rohhomogenat mit universellem Proteasen-Inhibitor-Cocktail). Die auf
das 16sliche Gesamtprotein bezogenen AloDH- und StrDH-Aktivititen des Rohhomogenats
lagen bei 3,3 bzw. 0,4 U-mg™. Sie konnten durch eine fraktionierte Ammoniumsulfatfillung
nur geringfiigig gesteigert werden.

Als effektvoller erwies sich die anschlieBende hydrophobe Interaktionschromatographie.
Wie Abb. 4A zeigt, konnten durch sie zahlreiche Proteine von den OpDHs abgetrennt werden.
So enthielt der Durchflufl zwar viel Protein (bei Elutionsvolumina zwischen 50 und 200 ml

teilweise E280 > 4), doch wiesen die zugehorigen Fraktionen kaum AloDH- und StrDH-
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Aktivitidt auf (maximal 0,3 U/ml). Diese konzentrierte sich in den Fraktionen, die nach dem
Umschalten von Hochsalzpuffer auf 10 % Isopropanol mit 5 mM DTT bei einem Elutionsvo-
lumen von 500 bis 630 ml aufgefangen, spiter vereinigt und weiterverwendet wurden. Aller-
dings traten bei der HIC grofle Aktivititsverluste auf. In den vereinigten HIC-Fraktionen
wurden lediglich 54 % der AloDH- und 30 % der StrDH-Aktivitit nach fraktionierter Am-
moniumsulfatfillung wiedergefunden. Zudem verschob sich das Verhiltnis von AloDH- zu
StrDH-Aktivitiat. Wihrend es vor der Chromatographie bei 8 : 1 oder 9 : 1 lag, iiberschritt die
AloDH- danach die StrDH-Aktivitdt um den Faktor 15.

Bei der nachfolgenden Anionenaustauschchromatographie (Abb. 4B) wurden die verein-
ten HIC-Fraktionen, um die Kapazitit der verwendeten Mono Q-Séule nicht zu iiberschreiten,
in zwei Portionen appliziert. Indem die Proteinlosung zweifach mit dem zugehérigen Start-
puffer (20 mM Imidazol/HCI, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7,0) verdiinnt wurde, konnte die
Leitfahigkeit der Probe auf unter 5 mS gesenkt und damit das Binden der OpDHs sicherge-
stellt werden. Die Enzyme eluierten im Verlauf eines linearen NaCl-Gradienten in zwei di-
stinkten Peaks (bei NaCl-Konzentrationen von 65 bis 85 mM (Mono Q I) bzw. von 180 bis
220 mM (Mono Q II), Abb. 4B). In beiden iibertraf die AloDH- die StrDH-Aktivitit etwa um
den Faktor 20, weshalb die zugehorigen OpDHs im folgenden als AloDHs bezeichnet werden.
Insgesamt konzentrierten sich 78 % der aufgetragenen AloDH- und 62 % der StrDH-Aktivitit
in nur fiinf (Mono Q I zwei und Mono Q II drei) 5 ml-Fraktionen je chromatographischem
Lauf. Die Fraktionen des ersten bzw. zweiten Peaks beider Liufe wurden vereinigt. Thre spe-
zifischen Enzymaktivitidten lagen um das drei- bis fiinffache iiber denen nach der HIC.

Die vereinten Fraktionen der beiden Aktivititsmaxima wurden jeweils einer abschlieBen-
den Gelfiltration unterzogen (Abb. 4C). Maximale OpDH-Aktivitdten traten dabei nach 231
bzw. 235 ml Elutionsvolumen auf, was einem Molekulargewicht von rund 41 kd entspricht.
Im Fall der Gelfiltrationschromatographie zum ersten Mono Q-Peak (Abb. 4C, links) erschie-
nen die maximalen AloDH- und StrDH-Aktivitdten geringfiigig gegeniiber dem dominieren-
den Proteinpeak verschoben. Der Hauptproteinpeak reprisentierte offenbar nicht die Ziel-
AloDH, iiberlagerte sie jedoch. Trotzdem verdoppelten beide Gelfiltrationslidufe die spezifi-
schen AloDH-Aktivitidten und verdreifachten die spezifischen StrDH-Aktivititen. Die verei-
nigten und konzentrierten Gelfiltrationsfraktionen maximaler OpDH-Aktivitédt (Elutionsvolu-
men jeweils zwischen 210 und 255 ml) besaBen mit 148 bzw. 118 U-mg™ (Sephadexlauf I
bzw. II) eine um das 45- bzw. 36-fache hohere spezifische AloDH-Aktivitit als das Rohho-
mogenat. Bezogen auf die StrDH-Aktivitét, die in den Endprodukten um den Faktor 13 bis 14

unter der AloDH-Aktivitit lag, ergaben sich etwas niedrigere Gesamtreinigungsfaktoren (30
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und 23). Insgesamt wurden 8 bzw. 5 mg gereinigtes Protein erhalten, die zusammen 15 % der
AloDH- und 9 % der StrDH-Aktivitdt des Ausgangshomogenats enthielten (Tab. 1).

Eine SDS-elektrophoretische Uberpriifung des Reinigungserfolgs zeigte, dal keines der
beiden Endprodukte (Sephadex Iyon, bzw. Sephadex II yo,,) eine homogene Proteinfraktion
bildete. In der Probe Sephadex I y.n, fanden sich neben der mutmaBlichen Zielbande eines
Molekulargewichts von 42 kd noch zwei weitere stark ausgeprégte (ca. 66 kd und 26 kd) so-
wie diverse schwache Proteinbanden (Abb. 5, Ia). Bei Sephadex II kon, (Abb. 5, Ila) dominier-
te mit einer einzelnen 42 kd-Bande zwar offenbar die Ziel-OpDH, doch wurden auch hier fei-
ne Nebenbanden detektiert. Durch Alkylierung mit lodacetamid verringerten sich die R-Wer-
te beider AloDHs (AloDH I € Sephadex I xon, und AloDH Il € Sephadex II x,,) von 0,50 auf
0,48 (Abb. 5, Ia und IIa versus Ib und IIb), was einer Molekulargewichtserhohung um 3 kd
entspricht. Das Laufverhalten der meisten iibrigen Proteine (z. B. der 66- und 26 kd-Proteine
aus Sephadex I xon;) verdnderte sich dagegen nicht. Auch ein bandenschérfender Effekt konnte

nur bei den AloDHs beobachtet werden.

kdl M Ia Ib Ila IIb - Abb. 5: SDS-PAGE gereinigter AloDHs aus A. marina
Aufgetragen wurden die Endprodukte der AloDH-Reinigung Se-
phadex Iy, (I, 4 ug Protein) und Sephadex II o, (II, 2ug Pro-
tein) nach reduzierender Probenvorbereitung ohne (a) oder mit
116 Alkylierung (b). Der verwendete Marker (M) umfafite Proteine

66 mit Molekulargewichten zwischen 14 und 116 kd. Das Gel wurde
mit Coomassie-Brilliantblau R-350 gefirbt.
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Native Disk-Elektrophoresen zur AloDH-Reinigung aus A. marina (Abb. 6) wurden, um
einer Oxidation der Wattwurm-OpDHs wéhrend der elektrophoretischen Trennung und einem
damit einhergehenden Aktivititsverlust entgegenzuwirken (vgl. 3.3), unter N,-Atmosphire
durchgefiihrt (2.5.7.1). Dennoch konnten in Spuren mit unchromatographierter Proteinlsung
durch spezifische Aktivititsfarbung keine OpDHs nachgewiesen werden (siehe auch 3.2). Der
hohe Gesamtproteingehalt beispielsweise des Zentrifugats nach fraktionierter Ammoniumsul-
fatfillung (38 mg-ml™' im Fall der mit 50 % Glycerin eingefrorenen Probe, vgl. 2.5.7) machte

eine verdiinnte Auftragung auf das Gel (hier Verdiinnungsfaktor 5) erforderlich. Wegen der
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zugleich niedrigen spezifischen OpDH-Aktivitit (4,0 U-mg” AloDH und 0,5 U-mg"' StrDH,
Tab. 1) sank damit jedoch die Menge applizierter Alo/StrDH (0,14 U AloDH und 0,02 U
StrDH) unter die Nachweisgrenze. So wurden in der Probe nach fraktionierter Ammoniumsul-
fatfillung und Zentrifugation (Abb. 6, 1) zwar insgesamt fiinf Formazanbanden detektiert
(drei starke Banden mit R-Werten von 0,29, 0,34 und 0,35 sowie zwei schwache Banden mit
R#~Werten von 0,27 und 0,41, die in Abb. 6 nur schwer zu erkennen sind), doch traten diese
auBler bei AloDH- oder StrDH-spezifischer Farbung auch in der zugehorigen Kontrolle ohne
Opin auf, reprisentierten also offenbar keine OpDHs. Bei der durch hydrophobe Interaktions-
chromatographie gereinigten Probe fand sich das gleiche Bandenmuster. Allerdings zeigten
die vorherigen Hauptbanden deutlich geringere Intensitdt, wihrend die schwachen Banden

etwas besser hervortraten (Abb. 6, 2).

ﬂ—l mﬁ ~ Kontrolle +

Abb. 6: Native PAGE zur AloDH-Reinigung aus A. marina

Die Elektrophorese erfolgte unter Stickstoffatmosphire. Aufgetragen wurden (1) Zentrifugat nach fraktio-
nierter Ammoniumsulfatfillung (34 pg Protein, 0,1 U AloDH, 0,02 U StrDH), (2) vereinte Aktivititsfrak-
tionen der Phenyl Sepharose 6-Chromatographie (10 pg Protein, 0,2 U AloDH, 0,01 U StrDH), (3) Fraktio-
nen des ersten Mono Q-Peaks (Mono Q I, 8 pg Protein, 0,5 U AloDH, 0,03 U StrDH), (4) Fraktionen des
zweiten Mono Q-Peaks (Mono Q II, 3 pg Protein, 0,2 U AloDH, 0,09 U StrDH), (5) Sephadex I o, (32 pg
Protein, 4,7 U AloDH, 0,4 U StrDH) und (6) Sephadex II y.,, (15 pg Protein, 1,7 U AloDH, 0,1 U StrDH).
Mit Ausnahme des Zentrifugats nach Ammoniumsulfatfdallung wurden alle Proben unverdiinnt appliziert.
Nach der Trennung wurde je ein Drittel des Gels auf AloDH-, StrDH- bzw. unspezifische Redoxaktivitit
angefirbt. Die Fiarbelosungen enthielten 30 mM Alanopin oder Strombin bzw. im Fall der Kontrolle kein
Opin. Gefirbt wurde 17 h im Dunkeln.

Weder die vereinten Fraktionen des ersten, noch die des zweiten Aktivitdtspeaks der
Mono Q-Chromatographie (Mono Q I bzw. II, Abb. 6, 3 und 4) ergaben ein deutliches Signal.
Lediglich nach AloDH-Firbung lief sich je eine diffuse Bande erahnen. Die Bande des zwei-

ten Peaks besal} eine geringfiigig weitere Laufweite als jene des ersten Peaks (R¢= 0,57 ver-
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sus Ry = 0,56). Beide Banden lagen viel weiter anodisch als die zuvor beschriebenen unspezi-
fischen Signale und fanden sich auch in den Endprodukten nach Gelfiltration (Abb. 6, 5 und
6), wo sie entsprechend der groleren Menge applizierten Enzyms (z. B. 4,7 U AloDH bei
Sephadex I yon, statt nur 0,5 U bei Mono Q I) intensiv gefirbt erschienen. Besonders die Probe
Sephadex I xon, (Abb. 6, 5) ergab eine breite AloDH-Bande, die sich im Originalgel tenden-
ziell als Doppelbande (Rf= 0,54 und 0,56) aufl6sen lieB. Daneben fand sich eine dritte, kaum
erkennbare Bande etwas geringerer Laufweite (R¢ = 0,53). Auch die Haupt-AloDH-Bande der
Probe Sephadex II ko, (Abb. 6, 6) setzte sich aus drei Unterbanden (R¢ = 0,55, 0,56 und 0,57)
zusammen. Dariiber hinaus traten hier noch drei bis vier weitere Banden geringerer Mobilitiit
(R¢= 0,44, 0,46, 0,48 und 0,49) auf. Unter ihnen zeigten die drei am weitesten kathodisch ge-
legenen (R¢= 0,44, 0,46 und 0,48) auch schwache StrDH-Aktivitit. Bei der Kontrollfarbung
erzeugten weder Sephadex I yx,n, noch Sephadex II ko, €in Signal.

Violette Wolken nahe der Bromphenolblaufront, die sich hiufig iiber die gesamte Breite
formazangefidrbter Gele erstreckten (im Gelausschnitt der Abb. 6 nicht sichtbar), wurden

durch das DTT in den applizierten Proben verursacht.

3.4.2 Partielle Reinigung von StrDHs aus A. marina

Obwohl bei der Reinigung von Wattwurm-OpDHs gemif3 2.5.6.2 auf allen chromatogra-
phischen Séulen eine Coelution von AloDH- und StrDH-Aktivitdt beobachtet werden konnte
(Abb. 4), verschob sich das Aktivitdtsverhiltnis durch die hydrophobe Interaktionschromato-
graphie zugunsten von AloDH (3.4). Dieser Effekt trat nicht nur im Fall der dargestellten
Musterreinigung, sondern auch bei wenigstens einem halben Dutzend dhnlicher Reinigungen
auf. RegelméaBig iiberschritt der prozentuale StrDH-Verlust bei der HIC die prozentuale
AloDH-Abnahme (Tab. 1). Um dem nachzugehen und festzustellen, ob durch die hydrophobe
Interaktionschromatographie eine oder mehrere StrDHs verloren gingen oder méglicherweise
eine Konformationsidnderung verursacht wurde, die sich auf die Aminosdurepriferenz der
OpDHs auswirkte, kam im ersten chromatographischen Schritt alternativ ein Anionenaustau-
scher zum Einsatz (2.5.6.3).

Protein aus den Hautmuskelschlduchen von 250 Wattwiirmern wurde nach fraktionierter
Ammoniumsulfatfillung und Dialyse auf eine mit 20 mM Kaliumphosphat, 5 mM DTT
(pH 7,5) aquilibrierte Fractogel DEAE-Sidule aufgetragen. Rund 2 % der applizierten AloDH-
und 40 % der StrDH-Aktivitidt banden unter diesen Bedingungen nicht an das Sdulenmaterial.
Sie eluierten zwischen 45 und 100 ml, wobei in der DurchflufSfraktion maximaler Aktivitit

die AloDH-Aktivitit mit 4,1 U-ml”" gegeniiber 14,6 U-ml" um den Faktor drei hinter der
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Abb. 7: Tonenchromatographische Trennung von Wattwurm-OpDHs iiber Fractogel EMD DEAE
(A) Chromatographie von durch fraktionierte Ammoniumsulfatfillung und Dialyse vorgereinigtem Watt-
wurmextrakt in einem Puffersystem aus 20 bis 75 mM Kaliumphosphat pH 7,5 mit 5 mM DTT. Neben
OpDH-AKktivitdt im Durchfluf (Ia*, AloDH : StDH = 1 : 3) traten im Verlauf eines linearen Phosphatgra-
dienten drei weitere Aktivititsmaxima unterschiedlichen AloDH : StrDH-Verhiltnisses auf (Ila* 16: 1,
IMa* 14 : 1, IVa* 10:1). (B) Rechromatographie von Durchflulfraktionen (Peak Ia*) wie unter (A) in
einem Puffersystems aus 20 mM Tris/HCI pH 8,5 mit 5 mM DTT und bis zu 400 mM NacCl. Bei dem um
eine Einheit erhohten pH-Wert banden alle OpDHs an das Sdulenmaterial. Sie eluierten mit steigender
NaCl-Konzentration in zwei Peaks. Wihrend im ersten StrDH-Aktivitiat dominierte (Ib*, AloDH : StrDH =
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1 : 3), fand sich im zweiten fast ausschlieBlich AloDH-Aktivitit (IIb*, AloDH : StrDH = 14 : 1).
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StrDH-Aktivitit zuriickblieb (Abb. 7A). Der grofite Teil der AloDH-Aktivitit (Gesamtwieder-
findungsrate fiir AloDH- und StrDH-Aktivitidt jeweils rund 70 %) eluierte erst im Verlauf
eines linearen Phosphatgradienten. Dabei traten drei Peaks auf (bei rund 40, 55 und 66 mM
Phosphat), die alle nur geringe StrDH-Aktivitit zeigten. Wihrend die AloDH-Aktivitét in der
Maximalfraktion des ersten Peaks um das 16-fache iiber der StrDH-Aktivitit lag (30,8 U-ml™!
versus 2,0 U-ml'l), betrug das Aktivititsverhiltnis im Zentrum des zweiten Gipfels 14 : 1
(12,4 U-ml™ gegeniiber 0,9 U-ml™). Die Fraktion maximaler Aktivitit aus dem Bereich des
dritten Peaks schlieBlich wies zehnmal mehr AloDH- als StrDH-Aktivitiat auf (5,5 U-ml™
bzw. 0,5 U-ml™).

Die Durchfluflfraktionen hochster Aktivitit aus einem Fractogel DEAE-Lauf wie in
Abb. 7A wurden vereinigt, dialysiert und in 20 mM Tris/HCI pH 8,5 mit 5 mM DTT auf der-
selben Sédule rechromatographiert (Abb. 7B). Die zuvor im Durchfluf8 befindlichen OpDHs
banden unter diesen Bedingungen vollstindig an den Ionenaustauscher. Sie wuschen im Ver-
lauf eines linearen NaCl-Gradienten bei etwa 67 mM und bei 124 mM Natriumchlorid in zwei
distinkten Peaks von der Séaule. Wihrend die Hauptfraktion des ersten Aktivitdtsgipfels drei-
mal mehr StrDH- als AloDH-Aktivitit umfa@te (13,0 U'ml” StrDH und 4,9 U-ml”" AloDH),
dominierte in der Maximalfraktion des kleineren zweiten Peaks mit 0,97 U-ml™" AloDH- ge-
geniiber nur 0,1 U-ml™"! StrDH-AKktivitit eine AloDH (Aktivitdtsverhiltnis 14 : 1).

Eine Analyse der bei den FG-DEAE-Chromatographien erhaltenen OpDH-Peaks durch
native PAGE und anschlieBende Aktivititsfarbung (2.5.7.1) ergab fiir die Durchflu3fraktionen
eines bei pH 7,5 durchgefiihrten Laufs (Abb. 7A, Ia*) sechs Banden, von denen die drei am
wenigsten weit gelaufenen (R = 0,36, 0,40 und 0,41) gleichermal3en bei AloDH-, StrDH- und
Kontrollfarbungen auftraten (Abb. 8, Ia*). Die iibrigen (R = 0,44, 0,46 und 0,48) wurden nur
in Gegenwart von Alanopin bzw. Strombin detektiert. Der durch Rechromatographie bei
pH 8,5 erhaltene Peak mit dominierender StrDH-Aktivitit (Abb. 7B, Ib*) zeigte ein sehr dhn-
liches Bandenmuster (Abb. 8, Ib*). Allerdings fehlte hier die Bande mit R-Wert 0,36. Dafiir
lieB sich eine zusitzliche, duBerst schwache Bande mit einer relativen Laufweite von 0,42 er-
ahnen. Da die Probe konzentrierter als die DurchfluBBfraktionen des ersten Laufs appliziert
wurde (vgl. Bildunterschrift Abb. 8), traten alle Banden deutlicher hervor. OpDH-spezifisch
waren offenbar wiederum nur die drei am weitesten anodisch gelegenen Banden (Rf=
0,44, 0,46 und 0,48). Sie wiesen nach StrDH-Firbung eine grofere Intensitdt auf als nach
gleich langer Inkubation in alanopinhaltiger Reaktionslosung. Ein vollig anderes Bild ergaben
die kombinierten AloDH-Peaks der FG-DEAE-Chromatographie bei pH 7,5 (Abb. 7A und
Abb. 8, Ila*-IVa*). Hier konnte nur eine diffuse, AloDH-spezifische Bande detektiert werden,
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die mit einem Ri-Wert von 0,60 eine deutlich hohere elektrophoretische Mobilitit als die zu-

vor beschriebenen StrDHs aufwies.

[a* II-IVa*Ib* Ia* II-IVa*Ib* Ia* II-IVa* Ib* —

AloDH StrDH Kontrolle +

Abb. 8: Native Disk-PAGE ionenchromatographisch getrennter Wattwurm-OpDHs

Die Elektrophorese erfolgte unter N»-Atmosphire. Appliziert wurden (Ia*) die vereinten Aktivititsfraktio-
nen aus dem Durchflu} einer FG-DEAE-Chromatographie wie unter Abb. 7A (50 ug Protein, 0,01 U
AloDH, 0,03 U StrDH), (II-I'Va*) die vereinigten und konzentrierten AloDH-Peakfraktionen des gleichen
Laufs (51 pg Protein, 0,30 U AloDH, 0,02 U StrDH) sowie (Ib*) die Summe vereinter, eingeengter Frak-
tionen maximaler StrDH-Aktivitit aus dem unter Abb. 7B dargestellten FG-DEAE-Lauf (62 pug Protein,
0,04 U AloDH, 0,10 U StrDH). OpDHs wurden durch spezifische Aktivititsfirbung in Gegenwart von
20 mM meso-Alanopin bzw. D-Strombin detektiert. Die Kontrollreaktionslosung enthielt kein Opin. Ge-
farbt wurde jeweils 1,5 h im Dunkeln.

Die gleichen Proben wurden auch mittels isoelektrischer Fokussierung in Trigerampho-
lyt-gestiitzten pH-Gradienten analysiert (2.5.7.3). Wegen der geringen Reinheit der
Enzymlosungen mufiten die OpDHs auch in diesem Fall durch Formazanfiarbung detektiert
werden. Obwohl das in den Proteinlosungen enthaltene DTT dabei starke Hintergrundsignale
in der Gelmitte verursachte und eine Reihe mutmaBlich artifizieller Signale erhalten wurden,
konnte in Spuren, in denen Aliquots der StrDH-Peaks aus den FG-DEAE-Chromatographien
bei pH 7,5 und 8,5 (Abb. 7, Ia* und Ib*) appliziert wurden, mindestens zwei spezifische
Enzymbanden identifiziert werden (ohne Abbildung). Sie fokussierten bei isoelektrischen
Punkten von 6,12 (dominierende Bande) bzw. 5,65 und zeigten beide nach StrDH-Firbung
starkere Intensitdt als nach gleich langer AloDH-Féarbung (jeweils 25 min). Die vereinigten
AloDH-Maxima (ITa*-IVa*) ergaben eine diffuse AloDH-spezifische Bande mit einem pl von
5,26.
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3.4.3 Reinigung von Alo/StrDHs aus C. gigas

Auch aus Adduktoren der Pazifischen Auster, C. gigas, wurden OpDHs durch Kombina-
tion einer Reihe chromatographischer Techniken sukzessive gereinigt (2.5.6.4). Bei der in
Tab. 2 zusammengefalliten Musterreinigung enthielt das Rohhomogenat aus 121 g Muskelge-
webe (Adduktoren von 90 Tieren) 5544 U AloDH- und 6160 U StrDH-Aktivitit (46 bzw.
51 U-g"' FG) sowie fast 3 g 16sliches Gesamtprotein. Die spezifischen AloDH- und StrDH-
Aktivitdten von jeweils 2 U'mg'1 konnten durch fraktionierte Ammoniumsulfatfillung ver-
doppelt und durch nachfolgende Gelfiltration iiber eine pridparative Sephadex G100-Siule
nochmals um das Sieben- bis Achtfache gesteigert werden. Bedingt durch das grole Volumen
der verwendeten Séule (ca. 6 1) war die Gelfiltration (Chromatogramm nicht gezeigt) aller-

dings mit einem starken Verdiinnungseffekt verbunden. Obwohl nur 18 ml Probe auf die Séu-

Tab. 2: Reinigung von Alo/StrDHs aus C. gigas

Ausgehend von 221 g Adduktorgewebe wurden Alo/StrDHs der Pazifischen Auster durch fraktionierte
Ammoniumsulfatfillung sowie sukzessive Chromatographie iiber Sephadex G100, DEAE-Sephacel und
keramisches Hydroxyapatit (CHT) gereinigt. Bei der Anionenaustauschchromatographie traten drei
Alo/StrDH-Peaks (DEAE I bis III) auf, die nachfolgend separat weiterbearbeitet wurden (CHT I bis III).
Die angegebenen Aktivititen und Gesamtproteinmassen entsprechen Mittelwerten von Doppelbestimmun-
gen mit weniger als 10 % Abweichung.

Reinigungsschritt Aktivitit AloDH Protein spez. Akt.  RF
AS [U] [%] StDH [mg] [%]  [U/mg]
Homogenisation Ala 5544 100 0.9 2670.8 10000 2 1
Gly 6160 100 2 1
2 x (NH4)2SO4 Ala 3490 63 0.9 739.1 27.67 5 2
Gly 4097 67 6 2
Sephadex ko, Ala 2546 46 0.8 68.4 2,56 37 18
Gly 3101 50 45 20
DEAE I o, Ala 412 7 1.0 1.6 0.06 262 126
Gly 430 7 273 118
DEAE II yp, Ala 618 11 0.9 25 0.09 251 121
Gly 688 11 280 121
DEAE III i, Ala 257 5 0.9 L1 0.04 229 110
Gly 281 5 250 108
CHT I kon. Ala 88 2 0.9 0.1 <00l 783 376
Gly 97 2 860 372
CHT 11 i, Ala 172 3 0.8 03 <00l 663 319
Gly 207 3 798 346
CHT I yo, Ala 68 1 0.9 01 <001 689 331
Gly 79 1 793 343
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le aufgetragen wurden, umfaten die Fraktionen mit mehr als 10 % der Maximalaktivitit, die
anschlieend vereinigt wurden, ein Volumen von 680 ml. Sie wurden unter gleichzeitigem

Umpuffern auf 15 ml Proteinlosung reduziert, die noch etwa 50 % der Ausgangsaktivitdten im

Rohextrakt enthielt.
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Abb. 9: Ionenchromatographische Trennung verschiedener Alo/StrDHs aus C. gigas

Bei der Reinigung von Austern-OpDHs wurde im zweiten chromatographischen Schritt eine Anionenaus-
tauschchromatographie iiber DEAE Sephacel (2,6 cm x 25 cm) durchgefiihrt. Die Saule wurde mit 20 bis
75 mM Kaliumphosphat, 5 mM DTT, pH 7,5 betrieben. Aufgetragen wurde durch fraktionierte Ammo-
niumsulfatfillung, Dialyse und Gelfiltration vorgereinigte, konzentrierte und geeignet umgepufferte Pro-
teinlosung. Mit steigender Ionenstéirke eluierten drei Alo/StrDH-Peaks, die nur geringfiigig mehr StrDH-
als AloDH-Aktivitit zeigten.

Fiir die nachfolgende Anionenaustauschchromatographie iiber DEAE-Sephacel (Abb. 9)
wurde das gleiche Puffersystem (20 bis 75 mM Phosphat, 5 mM DTT, pH 7,5) verwendet wie
fiir die bei pH 7,5 durchgefiihrten FG-DEAE-Liufe mit Wattwurmextrakt (Abb. 7A). Die
applizierten OpDHs wurden diesmal vollstindig gebunden. Sie eluierten wihrend eines im
Vergleich zu den Wattwurmchromatographien fast doppelt so steilen Phosphatgradienten (20
auf 75 mM Phosphat innerhalb von sechs statt elf Sdulenvolumen) in drei Peaks, die alle ein
AloDH- zu StrDH-Verhiltnis von etwa 1 : 1 aufwiesen. Der erste, der bei Phosphatkonzen-
trationen zwischen 47 und 50 mM aufgefangen wurde (DEAE I, Elutionsvolumen 415 bis
465 ml), umfaBte rund anderthalbmal weniger Aktivitit als der dominierende zweite Gipfel

(DEAE1II, 51 bis 53 mM Phosphat, Elutionsvolumen zwischen 480 und 520 ml), dessen
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Maximalfraktion 16,9 U-ml" AloDH- und 19,8 U'ml" StrDH-Aktivitit zeigte. Die Gesamt-
aktivitdt des dritten Peaks (DEAE III, 58 bis 61 mM Phosphat, Elutionsvolumen 585 bis
635 ml) schlieBlich blieb um den Faktor 2,4 hinter der des Hauptpeaks zuriick. In allen drei
Fiéllen besallen die vereinigten, konzentrierten Peakfraktionen spezifische Enzymaktivititen
von mehr als 200 U'mg'l. Das Chromatogramm aus Abb. 9 146t erkennen, dall die Hauptpro-
teinmenge frither als die Ziel-OpDHs (schon nach 100 bis 200 ml) eluierte.

Die vereinigten Maximalfraktionen der verschiedenen Aktivititspeaks wurden jeweils
iber keramisches Hydroxyapatit (CHT) nachgereinigt. Abb. 10 zeigt exemplarisch das Chro-
matogramm, das mit den konzentrierten, umgepufferten Fraktionen des ersten DEAE-Peaks
(Abb. 9, I) erhalten wurde. Die beiden anderen sahen dhnlich aus. Verwendet wurde stets ein
Puffersystem aus 2 bis 400 mM Kaliumphosphat pH 6,8 mit 5 mM DTT. Alo/StrDHs eluier-
ten im Verlauf eines linearen Gradienten von 2 auf 20 mM Phosphat (bei DEAE I und III zwi-
schen 12 und 14 mM, bei DEAE II zwischen 11 und 12 mM Phosphat). Vereinigt und kon-

zentriert wurden je neun bzw. elf 2 ml-Fraktionen maximaler OpDH-Aktivitit.

E280 Phosphat [mM]
0,020 g
1 : : 400 t
i -7
A
1 e AloDH #m L 350 |
0,015 ] : - o StrDH { *{\I L ‘ [ 200 * 6 gﬁ
g - L5 &
| F050 | B
" [ A A -5
0.010 1 | * oo | %
? Y [ G Qg
! * -150 | T &
! 12 B
? - 100 |
L 5o [ !
o 0

0 50 100 150 200 250

Elutionsvolumen [ml]

Abb. 10: CHT-Chromatographie der Alo/StrDH I aus C. gigas

Durch Ammoniumsulfatfillung, Gelfiltration und Anionenaustauschchromatographie vorgereinigte Au-
stern-OpDHs wurden abschlieBend einer Chromatographie iiber keramisches Hydroxyapatit (CHT,
1,6 cmx 8 cm) unterzogen. Die drei ionenchromatographisch getrennten Isoformen (DEAET bis III,
Abb. 9) wurden separat appliziert. Exemplarisch dargestellt ist der Lauf mit DEAE I. Als Laufmittel dien-
ten 2 bis 400 mM Kaliumphosphat mit 5 mM DTT, pH 6,8. Maximale AloDH- und StrDH-Aktivititen
(Verhiltnis etwa 1 : 1) traten im Verlauf eines linearen Gradienten von 2 auf 20 mM Phosphat auf.
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Alle Endprodukte, die zusammen 6 % der Ausgangsaktivititen im Rohextrakt umfaf3ten,
besaBen spezifische AloDH- und StrDH-Aktivititen zwischen 700 und 900 U-mg™ (Tab. 2).
Somit wurde gegeniiber dem Rohextrakt eine mehr als 300-fache Reinigung erzielt. Anders
als bei der Anreicherung von Wattwurm-OpDHs blieb wihrend aller Schritte ein gleichbelei-
bendes AloDH- zu StrDH-Aktivitidtsverhiltnis von 1 : 1 erhalten. Je Isoform wurden 0,1 bis
0,3 mg Protein isoliert, das auf silbergefdarbten SDS-Gelen homogen erschien (Abb. 11). Fiir
alle Isoenzyme ergab sich SDS-elektrophoretisch ein Molekulargewicht von 44 kd.

_ I FII nm M [kd] Abb. 11: SDS-PAGE zur AlO/StrDH-Reinigung aus C. gigas
Analysiert wurden die verschiedenen Aktivititspeaks der DEAE-Chro-
matographie aus Abb. 9 nach zusitzlicher Reinigung iiber keramisches
Hydroxyapatit (I bis III entsprechend CHT I bis III). Die Masse appli-
zierten Gesamtproteins betrug: [ = 0,5 ug, [I=1,1 pug, Il = 0,4 pg. Als

116  Marker (M) dienten Proteine mit Molekulargewichten zwischen 14 und
116 kd. Alle Proben wurden einer reduzierenden Probenvorbereitung

66  ohne Iodacetamid unterzogen. Proteine wurden durch Silberfirbung

detektiert.
- 35
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Die gereinigten Alo/StrDHs aus C. gigas wurden auch durch native Disk-PAGE mit an-
schlieBender Coomassie- und Aktivititsfarbung analysiert (Abb. 12). Bei letzterer traten nur
AloDH- und StrDH-spezifische Banden auf. Sie erschienen nach Inkubation in alanopin- bzw.
strombinhaltiger Reaktionslosung gleich intensiv. Von fiinf elektrophoretisch unterscheidba-
ren Isoformen mit Ri-Werten zwischen 0,41 und 0,48, die im Dialysat nach fraktionierter Am-
moniumsulfatfillung (Abb. 12, E) detektiert wurden, konnten durch die Reinigung drei (R¢ =
0,43, 0,45 und 0,46) isoliert werden. Die elektrophoretische Mobilitéit der Isoformen variierte
entsprechend deren Verhalten auf DEAE-Sephacel (Abb. 9). Je spiter im Phosphatgradient
eine Isoform vom Anionenaustauscher eluierte, desto mobiler verhielt sie sich in der nativen
PAGE. Alle Enzympriparationen waren mit Spuren der jeweils anderen Isoformen kontami-
niert.

Isoelektrische Fokussierungen in Triagerampholyt-Gradienten von pH 3,9 bis 9,5 sowie in
immobilisierten pH-Gradienten zwischen pH 4,0 und 7,0 (2.5.7.3) zeigten ebenfalls, daf} die

verschiedenen Enzympriparationen ein Gemisch jeweils mehrerer Isoformen darstellten. Ob-
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wohl bei Tragerampholyt-IEFs mit anschlieBender Coomassiefirbung jede Enzymfraktion auf
den ersten Blick nur eine breite, diffuse Bande ergab (Abb. 13, links), fiel bei ndherem Hin-
sehen eine Inhomogenitét vor allem der Alo/StrDH II auf. So wurde die breite Bande an der
anodischen Front durch eine feine Doppelbande begrenzt. Eine solche fand sich teilweise
(nicht im Fall der IEF aus Abb. 13) auch bei der dritten Enzymform. Wegen der nur méaBi-
gen Auflos- und Reproduzierbarkeit der feinen Einzelbanden wurden in allen Fillen ausge-
hend vom Zentrum der jeweiligen Gesamtbande durchschnittliche isoelektrische Punkte er-
mittelt. Drei Trigerampholyt-Fokussierungen mit Fokussierungszeiten von 90 bzw. 120 min
ergaben fiir die Alo/StrDH I einen pl von 5,30 £ 0,09. Dagegen fokussierte die zweite Isoform
bei pH 5,22 + 0,08 und die dritte bei einem pH von 5,15 + 0,03.

1 (S | fae 110 E 1 Im 10 E 1 Im T -

Proteine AloDH StrDH +

Abb. 12: Native Disk-PAGE zur Reinigung von Alo/StrDHs aus C. gigas

Appliziert wurden (E) Austernextrakt nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung und Dialyse (28,4 pg
Protein, 0,13 U AloDH, 0,16 U StrDH) sowie (I - III) die gleichen chromatographisch OpDHs wie in
Abb. 11 (I: 0,7 ug Protein, 0,54 U AloDH, 0,59 U StrDH, II: 1,7 pg Protein, 1,10 U AloDH, 1,32 U StrDH,
III: 0,6 pg Protein, 0,44 U AloDH, 0,51 U StrDH). In einem Teil des Gels wurden mit Coomassie-Brilliant-
blau R-350 Proteine detektiert, wihrend der Rest einer AloDH- bzw. StrDH-spezifischen Aktivititsfarbung
unterzogen wurde (45 min mit 20 mM meso-Alanopin bzw. D-Strombin in der Reaktionslésung). Kontroll-
farbungen ohne Opin (nicht dargestellt) ergaben kein Signal.

Erst der flachere pH-Gradient der IPG-Fokussierungen erlaubte eine stirkere Differenzie-
rung. Wie Abb. 13 (rechts) zeigt, konnten hier vor allem die ersten beiden Isoformen in meh-
rere, deutlich separierte Unterbanden aufgespalten werden. Die Alo/StrDH I umfaite zwei
Proteinformen mit isoelektrischen Punkten von 5,30 und 5,24 (Mittelwerte zweier Fokussie-

rungen mit 3,5 bzw. 5 h Fokussierungsdauer, 9000 bzw. 14000 Vh). Eine bei pH 5,24 fokus-
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sierende Bande trat auch bei der Alo/StrDH II auf. Daneben fanden sich hier zwei weiter ano-
disch gelegene Banden (pl = 5,14 bzw. 5,06), die ihrerseits wiederum Doppelbandencharakter
besallen. Banden dieser isoelektrischen Punkte wurden auch bei der Alo/StrDH III detektiert.
Wihrend jene mit pl 5,06 die Hauptkomponente der Alo/StrDH III bildete, liel} sich die ande-
re nur erahnen. Ebenfalls nur schwach erkennbar war ein drittes Signal, fiir das ein plI von

4,98 ermittelt wurde.
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Abb. 13: Isoelektrische Fokussierung verschiedener Alo/StrDHs aus C. gigas

Die gereinigten Austernisozyme I bis III wie in Abb. 11 und Abb. 12 wurden auch durch isoelektrische Fo-
kussierung in Trigerampholyt-Gradientengelen (pH 3,5 bis 9,5, links) sowie in immobilisierten pH-Gra-
dienten (pH 4,0 bis 7,0, rechts) analysiert. Aufgetragen wurden bei der Trigerampholyt-IEF bzw. IPG-Fo-
kussierung: (I) 0,5 bzw. 2,4 ug Protein, (II) 1,1 bzw. 2,8 ug Protein, (III) 0,4 bzw. 2,2 ug Protein. Als
Marker dienten Standardproteine der angegebenen isoelektrischen Punkte. Der Pfeil markiert die Proben-
auftragsstelle (1 cm Abstand zur Kathode, beim Proteinstandard davon abweichend 7 cm). Die Fokussie-
rungszeit betrug im Fall der IEF mit Tridgerampholyten 90 min (ohne Vorfokussierung, Probenauftrag und
Bandenschirfen), bei der IPG-Fokussierung 5 h. Proteine wurden mit Coomassie-Brilliantblau R-350 de-
tektiert.

3.5 Bestimmung des Molekulargewichts verschiedener OpDHs

MALDI-Massenspektrometrie (2.5.9) lieferte fiir Alo/StrDHs aus A. marina und C. gigas,
die wie unter 2.5.6.2 und 2.5.6.4 gereinigt wurden, Molekulargewichte von 45,1 £ 0,1 kd
(Wattwurm) bzw. 44,3 = 0,1 kd (Pazifische Auster). GroBenunterschiede zwischen einzelnen
Isoformen einer Art konnten nicht manifestiert werden. Allerdings traten in den Spektren der

Austernisozyme I und II neben den dominierenden Monomeren auch stabile Dimere auf.
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Gelfiltrationschromatographisch ergab sich fiir die OpDHs beider Arten eine etwas gerin-
gere Masse von nur 43 kd (2.5.6.1). Als Ausgangsmaterial dienten in diesem Fall Gewebe-
homogenate nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung und Dialyse. Es fanden sich keine
Hinweise auf aktive Di- oder sonstige Oligomere. Das gleiche gilt fiir Extrakte aus O. edulis
und S. nudus. Wihrend die AloDHs und StrDHs der Europiischen Auster ebenfalls ein appa-
rentes Molekulargewicht von 43 kd zeigten, betrug das der Spritzwurm-OpDHs rund 40 kd.
Bei allen Arten wurde eine Coelution der verschiedenen OpDH-Aktivititen beobachtet. Das
AloDH-, StrDH- und im Fall von S. nudus auch das ODH-Aktivititsmaximum differierten um
maximal eine 5 ml-Fraktion, was einer Abweichung von 2 bis 3 kd entspricht.

SDS-elektrophoretisch schlieBlich resultierte fiir die Wattwurm-AloDHs ein Molekular-
gewicht von 43 £ 1 kd und fiir die Alo/StrDHs aus C. gigas eine Masse von 44 *+ 1 kd (jeweils
n =4 Gele, vgl. 3.4 und 3.4.3).

3.6 Peptidsequenzierungen

Die N-terminale Edman-Sequenzierung (2.5.8.1) gereinigter OpDHs aus A. marina und
C. gigas (AloDH I und II aus A. marina sowie Alo/StrDH I bis III aus C. gigas, vgl. 3.4 und
3.4.3) lieferte, obwohl die Intensitit der verwendeten OpDH-Banden nach Farbung mit Coo-
massie-Brilliantblau R-350 auf eine ausreichende Proteinmenge hindeutete und Vorsichts-
malBnahmen ergriffen wurden, um eine artifizielle Blockade des N-Terminus zu vermeiden,
nur sehr geringe Signalstirken. Entsprechend wurde nur wenig, teils unsichere Sequenzinfor-
mation gewonnen. Vor allem fiir die Austern-Alo/StrDHs II und III resultierten keine zuver-

lassigen Sequenzen.

Am T D [S(R)] D I T (T) - L (L) I
Am IT (D) [DGS] D I T (T) (E) L (L) T
Cg I - [LT] [EK] N K [LV] K V - [VA]
Cg II - (L) [VE] - - - - - - -
Cg III - - - - - - - - - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 14: N-Terminus verschiedener Alo/StrDHs aus A. marina und C. gigas

Wie unter 2.5.6.2 bzw. 2.5.6.4 (ohne CHT-Chromatographie) gereinigte Wattwurm-AloDHs (Am I und II)
sowie Alo/StrDHs der Pazifischen Auster (Cg I bis III) wurden nach Alkylierung und SDS-Elektrophorese
auf PVDF geblottet und einer Proteinsequenzierung nach Edman unterzogen. Die ersten zehn N-terminalen
Aminosduren der verschiedenen Enzyme konnten nur partiell ermittelt werden. — = vorhandene, aber nicht
identifizierbare Aminosiure, (X) = vermutlich Aminosdure X, [XYZ] = Aminosiure X, Y oder Z
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Wie aus Abb. 14 hervorgeht, stimmten die beiden ionenchromatographisch separierten
AloDHs des Wattwurms offenbar in ihren ersten zehn N-terminalen Aminosduren iiberein.
Sie unterschieden sich jedoch deutlich von denen des ersten Crassostrea-Isozyms. Die mut-
mabBlichen Aminosiduren zwei und drei der Crassostrea-Alo/StrDH 11 korrelierten mit denen,
die an diesen Positionen in der Alo/StrDH I vermutet wurden.

Um trotz des geringen Erfolgs des Edman-Abbaus ausreichende Sequenzinformationen
zur Konstruktion von Primern fiir die Amplifikation partieller OpDH-Gene zu erlangen und
der Frage nachzugehen, ob die chromatographisch separierbaren Alo/StrDHs des Wattwurms
bzw. der Pazifischen Auster in ithrer Aminosiduresequenz oder nur durch etwaige posttransla-
tionale Modifikationen bzw. unterschiedliche Faltung differieren, wurden zusitzlich trypti-
sche Spaltpeptide durch Tandemmassenspektrometrie sequenziert (2.5.8.2). Zwecks Primer-
entwicklung wurden von Dr. Markus Piotrowski am Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie der
Ruhr-Universitit Bochum zunichst nur Peptide der Wattwurm-AloDH I sowie der Austern-
Alo/StrDH II analysiert. Ergidnzend sequenzierte Dr. Sabine Metzger (BMFZ, Heinrich-Hei-
ne-Universitit Diisseldorf) spiter Spaltpeptide beider Wattwurm-AloDHs (Am I und II) sowie
der drei Crassostrea-Isozyme (Cg I bis III). Wéhrend im Fall der AloDH I aus A. marina in
Bochum und Diisseldorf Material der gleichen Pridparation eingesetzt wurde, fanden Austern-
OpDHs unterschiedlicher Chargen Verwendung. Die im BMFZ bearbeiteten Alo/StrDHs wur-
den anders als jene, die Dr. Markus Piotrowski zur Verfiigung gestellt wurden, nach DEAE-
Sephacel-Chromatographie zusitzlich iiber keramisches Hydroxyapatit gereinigt (2.5.6.4).
Eine Sequenzierung von Peptiden der Wattwurm-StrDH (Abb. 7, Ib*) war nicht moglich, da
das Enzym nach sukzessiver FG-DEAE-Chromatographie bei pH 7,5 und 8,5 (2.5.6.3) nicht
in der erforderlichen Reinheit vorlag.

Die in Bochum und Diisseldorf fiir die AloDHs aus A. marina ermittelten Peptidsequen-
zen stimmen weitgehend iiberein (Tab. 3). Alle von Dr. Markus Piotrowski erhaltenen Se-
quenzen wurden durch Dr. Sabine Metzger unabhingig bestétigt. Nur am N-Terminus des
Peptids 639,85_3+ (6) fand letztere Leucin statt Asparagin, wihrend an Position 8 Asparagin
anstelle von Aspartat auftrat. Das Peptid 715,27_2+ (3) konnte zwar gleich dreifach verifiziert
werden, doch kam auch eine Variante mit N-terminalem Pyroglutamat (E*) vor. Sequenzun-
terschiede zwischen den beiden Wattwurm-AloDHs wurden nicht festgestellt. Die meisten
Peptide traten bei beiden Enzymformen auf (violette Schriftfarbe in Tab. 3). Andere fanden
sich nur bei der AloDH I (rote Schrift). Diese Probe wies im Vergleich zur AloDH II eine

hohere Proteinkonzentration auf und lieferte daher stidrkere Signale.
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Tab. 3: Sequenzierung tryptischer Peptide der Wattwurm-AloDHs I und II mittels ESI-Q-TOF-MS
Die in Klammern gesetzten Angaben hinter den einzelnen Peptiden beschreiben deren Masse und Ladung
und bezeichnen die Isoenzyme, bei denen sie identifiziert wurden. Peptide, die nur bei der AloDH I gefun-
den wurden, sind in rot, solche, die bei der AloDH I und II auftraten, in violett dargestellt. AloDH II-spezi-
fische Peptide (blau) wurden nicht erhalten. Aminoséuren, die bei unabhiingigen Mehrfachsequenzierungen
differierten, sind grau unterlegt, nicht sicher identifizierte Aminoséduren eingeklammert. Alternativmoglich-
keiten werden durch eckige Klammern und Schrégstriche angezeigt. Leucin und Isoleucin lassen sich mas-
senspektrometrisch nicht unterscheiden und sind somit in den angegebenen Sequenzen beliebig gegenein-
ander austauschbar. Sternchen markieren modifizierte Aminosduren (z. B. alkylierte Cysteine oder Pyro-
glutamat). Die Peptide 430,17_2+, 715,27_2+, 620,19_2+, 639,85_3+, 959,29_2+, 648,22_2+, 817,78_2+
und 927,25_2+ wurden am Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie der Ruhruniversitit Bochum, die {ibrigen im
BMFZ der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf sequenziert.

1 | IEEFGR (375,74_2+, I+II)
2| VVLWSQK (430,17_2+, T) = VVLWSQK (430,30_2+, I)

31 QQLVGALLYGDPR (477,32_3+, I+1I) = QQLVGALLYGDPR (715,47_2+, I+1II) =
(Q(Q)LVGALLYGDPR (715,27_2+, 1) = EXQLVGALLYGDPR (706,96_2+, )

4| WWNWDGR (510,29_2+,1)
5|EYLVDSTLSGR (620,19_2+, 1) = EYLVDSTLSGR (620,38_2+, I+II)

6 | LLIC*GGGDGAHAYAGIASSK (640,07_3+, I+1I) =
(N)LIC*GGGNGAHAYA(G)(I)ASSK (639,85_3+, ) = ...GAHAYA(G)IASSK (959,29_2+, 1)

7| VLTLYSDEAER (648,22_2+, T) = VLTLYSDEAER (648,40_2+, I+1I)

8 | YGLTTIDQILGYD (736,45_2+, I+1I)

9 | [YV/TY]TEDIPFGLVVLR (817,78_2+, I) = YITEDIPFGLVVLR (818,66_2+, I+IT)

10 |..TLVSFESLPWAC*R (927,25_2+, I) ~ QC*TLVSFESLPWAC*R (927,54_2+, I+1I)
11|..SDET(P)... (874,70_2+,1)

Auch diverse Crassostrea-Peptide wurden mehrfach unabhingig verifiziert. Dabei traten
allerdings im Vergleich zu den Wattwurm-AloDHs mehr Unterschiede auf (Tab. 4). Bei-
spielsweise folgten beim Peptid 417,77_2+ (3) auf Prolin und Phenylalanin die Aminosduren
Aspartat und Threonin, wihrend das N-terminal um Glycin und Serin verldngerte Peptid
489,73_2+ (3) an diesen Stellen Glutamat und Serin aufwies. Beide Varianten fanden sich bei
der Alo/StrDH II, wurden allerdings ausgehend von unterschiedlichen Austernpridparationen
erhalten (II versus II* in Tab. 4). Zusitzlich trat bei allen drei Isoformen ein Alternativpeptid
mit Hydroxylysin am N-Terminus auf (489,77_2+, ebenfalls unter 3). Die Peptide 577,26_2+
und 577,31_2+ (beide unter 6) unterschieden sich in den Positionen sieben und neun, wobei
Threonin gegen Aspartat und Leucin gegen Valin ausgetauscht war. Auch von den Fragmen-
ten 693,05_3+ (9), 731,35_2+ (11), 784,87_2+ (15) und 846,36_3+ (18) wurden Alter-
nativvarianten sequenziert. Wihrend manche Spaltpeptide ausschlieBlich bei der Crassostrea
Alo/StrDH I nachgewiesen werden konnten (rote Schriftfarbe in Tab. 4), fanden sich viele

andere nur im hoher konzentrierten Verdau der Alo/StrDH II bzw. II* (blaue Schrift). Je ein
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Tab. 4: ESI-Q-TOF-Sequenzierung tryptischer Peptide der Alo/StrDHs I bis III aus C. gigas

Die in Klammern gesetzten Angaben hinter den einzelnen Peptiden beschreiben deren Masse und Ladung
und bezeichnen die Isoenzyme, bei denen sie identifiziert wurden. Peptide, die nur bei der Alo/StrDH I ge-
funden wurden, sind in rot, solche, die nur bei der Alo/StrDH II bzw. III auftraten in blau bzw. griin dar-
gestellt. Die Mischfarben violett und braun charakterisieren Peptidsequenzen, die bei den Isoformen I und
IT bzw. bei I und III nachgewiesen wurden. Peptide, die bei allen drei chromatographisch separierten En-
zymformen vorkamen sind in schwarzer Schrift wiedergegeben. Bei unabhéngigen Mehrfachsequenzie-
rungen differierende Aminosduren sind grau unterlegt, nicht sicher identifizierte Reste eingeklammert.
Alternativmoglichkeiten werden durch eckige Klammern und Schrigstriche angezeigt. Leucin und Isoleu-
cin lassen sie sich massenspektrometrisch nicht unterscheiden und sind somit in den angegebenen Sequen-
zen beliebig gegeneinander austauschbar. Sternchen markieren modifizierte Aminosiuren (z. B. Hydroxy-
lysin, alkyliertes Cystein oder oxidiertes Methionin). Die Alo/StrDH II* entstammte einer anderen Enzym-
reinigung als die mit I, II und III bezeichneten Isoformen. Die ihr zugehorigen Peptide wurden nicht im
BMFZ der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf, sondern am Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie der
Ruhruniversitidt Bochum sequenziert.

1 | LIEFGR (367,73_2+, I-1IT)
2 | SITLHPQQLGSK (403,21 2+, IT¥)

PFDTVQK (417,77_2+, IT) = GSPFESVQK (489,73_2+, IT*) =
K*PFDTVQK (489,77 2+, I-TII)

LVQILGFK (459,27_2+, I1*) = LVQILGFK (459,32_2+, I-II)
VSQQLFDV (468,27_2+, I)

WSSYDGTPLK (577,26_2+, II*) ~ WSSYDGDPVK (577,31_2+, I-11)
..FESLPWAC*R (613,35_2+120, II)

VLTLFADEAER (632,31_2+, IT*) = VLTLFADEAER (632,36_2+, I-II)

..LLVTMVNSDI[SG/GS][SR/RS/DK] (693,05_3+, I+II) =
..LLVTM*VNSD[SG/GS][SR/RS/DK] (698,38_3+, 1)

10 | EKPLFYQGVDEK (726,84 _2+, I1*) = EKPLFYQGVDEK (726,93_2+, II)

11 | LLSGVSDEC*LALGK (731,35_2+, IT*) ~ LLSGVSDECLATAGK (731,41_2+, I+II) =
LLSGVSD...GK (807,45_2+, 10)

12 | LQQEYLVGSQLSGK (775,34 _2+, IT¥)
13 | QLQEYDPGSIQSGK (775,45_2+, T)
14| ..QNYIAV...(K) (782,36_2+, II¥) ~ ELQNYIAVHLMK (486,99 2+, II)

15 | YTAEDVPF(I)VVMK (784,87_2+, II¥) = YTAEDVPFGIVVMK (784,90_2+, 1) =
YTAEDVPF(I)VVM* (792,86_2+, IT¥) = YTAEDVPEGIVVM#*K (792,94_2+, II)

16 | [VS/SV/GE/EG/DA/AD]GLAQIVTPFLDEVITWAQGK (791,41 3+, T)
17 | TQENGQFVPDFSYR (843,97 2+, III)
18 | EAASGADVIFIVV(P) (846,36_3+, I1*) = [TV/VT/AE/EA]ASQDVIFIVV (846,50_3+, I+11I)

W

O [0 | I | |n| B

Peptid trat exklusiv bei der dritten (griin) bzw. bei der ersten und dritten (braun) Isoform auf.
Dariiber hinaus kamen zwei Sequenzen nur bei den Alo/StrDHs I und II (violett), andere bei
allen drei Isoformen (schwarze Schrift) vor. Die beobachteten Sequenzunterschiede lielen

sich nicht mit den drei chromatographisch separierbaren Enzymvarianten korrelieren, sondern
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schienen eher von der jeweiligen Austerncharge abzuhingen. Fast alle Crassostrea- und
Wattwurm-Peptide konnten molekularbiologisch ermittelten OpDH-Sequenzen der jeweiligen

Art zugeordnet werden (siehe 3.7, Abb. 16 und Abb. 17).

3.7 OpDH-Sequenzen aus A. marina, C. gigas, O. edulis und S. nudus

Die massenspektrometrisch sequenzierten OpDH-Peptide aus Wattwurm und Pazifischer
Auster (3.6) wurden genutzt, um degenerierte Primer zur partiellen Amplifikation der zugeho-
rigen Gene zu konstruieren. PCRs mit entsprechenden Oligonukleotiden (2.6.5.1 und Tab. 8,
S. 277) lieferten OpDH-Teilstiicke nicht nur aus A. marina und C. gigas, sondern auch aus
S. nudus und O. edulis. Wihrend im Fall von Watt- und Spritzwurm jeweils ein rund 400 bp
umfassendes Fragment erhalten wurde, ergaben sich fiir die Austern C. gigas und O. edulis
interne OpDH-Abschnitte von etwa 700 bzw. 600 bp Linge (8.2). Ausgehend von den Se-
quenzen der Fragmente konnten art- und OpDH-spezifische Primer (8.1, Tab. 9 und Tab. 10)
entwickelt werden, die nachfolgend auch die Amplifikation passender cDNA-Enden ermog-
lichten.

Weil die verwendete RACE-cDNA (2.6.4) gering konzentriert war und zudem die Bil-
dung unspezifischer Amplifikate minimiert werden sollte, wurden verschachtelte RACE-
PCRs durchgefiihrt, bei denen das verdiinnte Produkt der Erst-PCR als Template einer zwei-
ten Amplifikation diente (2.6.5.2). Die verschiedenen RACE-PCRs lieferten teils nur ein ein-
zelnes spezifisches Produkt, teils mehrere elektrophoretisch separierbare Banden. Einige von
diesen wurden auch bei Einzelprimertests mit nur einem Oligonukleotid im Reaktionsansatz
erhalten und stellten somit offensichtlich Artefakte dar. Andere erschienen zunichst spezi-
fisch, konnten jedoch durch Sequenzierung als Teilgene ribosomaler Proteine identifiziert
werden. Zugleich wurden bei einer PCR héufig zwei und mehr OpDH-Fragmente unter-
schiedlicher GroBe erhalten (Tab. 14 bis Tab. 17, S. 281 folgende). So ergab die 5’-RACE im
Fall des Wattwurms dreierlei OpDH-Teilstiicke mit Langen zwischen 300 und 450 bp. Bei
den kleineren Fragmenten handelte es sich bis auf minimale Differenzen in einzelnen Nukleo-
tidpositionen um 5’-terminal verkiirzte Teilstiicke der groBeren. Dasselbe traf auf die 350 und
400 bp umfassenden 5’-Enden zu, die fiir O. edulis erhalten wurden. Die 3’-Wattwurm-RACE
lieferte neben einem 2,2 kb-Zielamplifikat ein um 900 bp kiirzeres Produkt, dem offenbar ein
fiir das offene Leseraster essentielles Zwischenstiick fehlte. Dagegen unterschieden sich zwei
3’-Enden des Spritzwurm (2,8 und 1,8 kb) fast ausschlieBlich im nicht codierenden Bereich.
Aus der 5’-RACE von Spritzwurm-OpDHs und der 3’-RACE von OpDHs der Europidischen
Auster resultierte nur jeweils ein 170 bp bzw. knapp 1 kb langer OpDH-Terminus.
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Im Fall von C. gigas wurden mittels genspezifischer RACE-Primer, die gegen ein 658 bp
umfassendes internes OpDH-Fragment (Int_Cg23, Abb. 15) gerichtet waren, zunichst 3’-
Enden zweierlei Linge (1,4 versus 1,3 kb) erhalten. Basierend auf insgesamt fiinf entspre-
chenden Amplifikaten ergab sich eine 1363 bp umfassende Konsensussequenz mit 39 unein-
deutigen Positionen (3’-Contig_Cg29+30+31+42+43, Abb. 15). Sie stimmt im Uberlappungs-
bereich 100%ig mit dem Ausgangsfragment Int_Cg23 iiberein. Von Int_Cg23 startende
5’-RACE-PCRs lieferten dagegen ausschlieBlich unspezifische, lediglich in der Primerregion
zu dem internen Teilstiick passende Amplifikate. Obwohl diverse Kombinationen gegen
Int_Cg23 gerichteter 5’-RACE- und 5’-nested-RACE-Primer (Primer der UH23-Serie aus
Tab. 9, S. 278) mit cDNA mehrerer Chargen unter verschiedensten PCR-Bedingungen gete-
stet wurde, konnten nur cDNA-Abschnitte amplifiziert werden, die fiir ribosomale Proteine

codieren.

Int_Cg23 (658 bp)
|

3’-RACE
3’-Contig_Cg29+30+314+42+43 (1363 bp) 100%
5’-RACE?

7%  92%
5’-RACE
5°_Cg71 (857bp) | 74% 94%
|
3’-RACE
3’-Contig_Cg84+85 (992 bp) 47% 82%
—>
3’-RACE 3’-Contig_Cg89+90 (1533 bp) 33% 97% 59%

-

Abb. 15: 5’- und 3’-RLM-RACE von OpDHs aus C. gigas

Schematisch dargestellt sind neben dem durch PCR mit degenerierten Primern erhaltenen internen OpDH-
Abschnitt Int_Cg23 alle 5’- und 3’-OpDH-Enden der Pazifischen Auster, die durch nested-RACE-PCRs
mit unterschiedlichen Primerpaaren gewonnen werden konnte. Als Contig bezeichnete Termini repréisentie-
ren die Konsensussequenz mehrerer dhnlicher Einzelfragmente (entsprechend der im Contignamen aufge-
fiihrten Ziffern, Tab. 15, S. 282). Das 3’-Contig_Cg29+30+31+42+43 umfalit 39, das 5’-Contig_Cg62+70
28, das 3’-Contig_Cg84+85 42 und das 3’-Contig_Cg89+90 18 uneindeutige Nukleotidpositionen, an de-
nen die zugrundeliegenden Einzelfragmente untereinander variierten. Die Léange aller Teilstiicke (Angaben
in Klammern) und ihrer Uberlappungsregionen ist maBstabsgetreu wiedergegeben. Die Pfeile zeigen, gegen
welche Ausgangssequenz die zur Amplifikation eines speziellen 5°- oder 3’-Endes verwendeten RACE-
Primer gerichtet waren. Ausgehend von Int_Cg23 wurden keine spezifischen 5’-Amplifikate erhalten. Die
farbcodierten Prozentangaben bezeichnen die Sequenziibereinstimmung des zugehorigen Fragments mit
dem Teilstiick der entsprechenden Farbe (bezogen auf die Uberlappungsregion).

74



Ergebnisse

Alternative 5’-RACE-PCRs mit gegen das 3’-Contig_Cg29+30+31+42+43 gerichteten
Primern waren dagegen erfolgreich. Sie lieferten zwei verschiedene, untereinander zu 68 %
ibereinstimmende 5’-Enden (5’-Contig_Cg62+70 und 5’_Cg71, Abb. 15). Obwohl sie ausge-
hend von der gleichen cDNA wie das 3’-Contig erhalten wurden, zeigten die beiden 5’-Enden
allerdings nur 92 bzw. 94 % Sequenzidentitdt mit dem iiberlappenden Abschnitt des 3’-Con-
tigs. Mit dem OpDH-Teilstiick Int_Cg23 stimmten sie sogar nur zu 77 bzw. 74 % iiberein
(Angabe bezogen auf den Uberlappungsbereich). Besser zu den 5’-Termini passende 3’-En-
den (3’-Contig_Cg84+85 und 3’-Contig_Cg89+90, Abb. 15) konnten erst durch 3’-RACE-
PCRs mit gegen die 5’-Sequenzen gerichteten Primern gewonnen werden. In den Uberlap-
pungsbereichen von 5’- und zugehorigen 3’-Enden fanden sich Sequenziibereinstimmungen
von 95 bzw. 97 %. Dabei wichen die beiden neuen 3’-Termini untereinander und vom ur-
spriinglichen 3’_Contig_Cg29+30+31+42+43 deutlich ab (um 40 bis 70 %, Abb. 15).

Durch Kombination der OpDH-Fragmente aus den PCRs mit degenerierten Primern und
aus den RACE-PCRs ergaben sich fiir A. marina (Abb. 16), O. edulis (Abb. 32, S.291) und
S. nudus (Abb. 33, S. 293) je eine vollstdandige, fiir C. gigas zwei komplette sowie eine par-
tielle OpDH-Sequenz (Abb. 29 bis Abb. 31, S. 286 folgende). Durchgehende 5°/3’-Amplifi-
kationen und zugehorige Sequenzierungen (2.6.5.3) zeigten, dafl die ermittelten Sequenzen
tatsdchlich zusammenhingende Polynukleotide reprasentieren. Mit Hilfe von Minus-RT-Kon-
trollen (2.6.5.2) konnte zugleich sichergestellt werden, dal ¢cDNA und nicht genomische
DNA aus den zur cDNA-Synthese verwendeten RNA-Préiparationen amplifiziert wurde. Zu-
sdtzliche Sequenzinformationen resultierten aus der Amplifikation der offenen Leseraster
zwecks nachfolgender Expression in E. coli (2.6.5.3). Auf diese Weise konnten alle OpDHs
durch mindestens zwei unabhingige PCRs verifiziert werden. Dabei liel sich eine gewisse
Sequenzvariabilitit beobachten. Sie korrelierte nicht immer mit der Verwendung von cDNA
aus unterschiedlichen RNA-Priparationen und damit unterschiedlichen Einzeltieren. Als na-
tiirliche Variabilitdt beriicksichtigt wurden (abgesehen von einigen Positionen des partiellen
Crassostrea-Isozyms) nur solche Nukleotid- und gegebenenfalls Aminosdureaustausche, die
wenigstens zweimal unabhingig (bei verschiedenen PCRs) auftraten. Solche Positionen sind
in den Sequenzen (Abb. 29 bis Abb. 33, S. 286 folgende) grau unterlegt dargestellt. Die ent-
sprechende Alternativbase ist iiber der Sequenz, die Austauschaminosdure gegebenenfalls da-
runter angegeben. Nihere Informationen zu den beriicksichtigten Einzelsequenzen und ihrer

Abhingigkeit konnen Tab. 14 bis Tab. 17 des Anhangs (S. 281 folgende) entnommen werden.

Im Fall des Wattwurms wurde nur eine geringe Sequenzvariabilitit festgestellt. Einzelne

Nukleotidaustausche gegeniiber der mRNA-Sequenz aus Abb. 16 traten nicht mehrfach unab-
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TGGTAGCCAC
TTTGTCAGCC
AGCACTGGGC
TAACACTAGC

GGGTGACTCC
G D S

CGTACGCTGA
TATTGCTGCA
GCAGGGTACG
CTAAAAAGCG

GATATCACGA
b I T T

CTGAGCACTG
CTGCTTICTGA
GGACTGAAAG
ATCTACGTTA

CCCGCTTGCT
R L

ACACACGGAC
CACAGTGGCT
GAATCGTGTG

TGCACGGACT
AGCTACTACG
CAAGATCCAG

GTGTCTACCA AGGCCGCTGG

GATCTGTGGC
I C G

GGCGGCAACG
G G N G

GAGCAGTGTC
TGTCTTACAT
GTTGCGACCA
GTGGCGCCAT
M

GGGCGCATGC
A H A

D

D[S(R)]D I T
(D) [DGS]D I T

(T)
(T)

L
(E) L

I Edman-Abbau Am I
I Edman-Abbau Am II

GTACGCCGGC
Y A G

ATCGCTTCCT
I A S S

CCAAGAAGAA
K K N

CGACGAGGCC
D E A

GAGAGATGGA
E R W T

CTGCGGTGGC
cC G G

GGCTGAGGTG
A E V

GCAGTACCTC
O Y L

GGGCCAAGCG
G O A

CACGCTGGTC
T L V

AAACACAACG
K H N G

GCGCTAGGCT
A L G C

CGCGCCCTGG
R A L E

GGCTTTGAGT
G F E F

AGCTTTGAGA
S F E S

CCAATGCCAT
N A M

GGGAAATACG
E I R

GTAACGTCAT
N V I

AGCCGTACAT
P Y I

TCGCCTGCTG
A C W

GTCTCCCCTG
L P W

CGTGGAGGTG
v E V

GGAGAACCAC
E N H

GGCCAAGCCC
A K P

CGTTATCGTG
v I V

CCAGCCCGGC
Q P G

GGGGATCCTG
G I L

GGCGTGTCGC
A C R

GGCGGAGGTG
A E V

CCCCGTGCGG
P V R

CATCCACGGC
I H G

CATCCTGTAC
I L Y

CTACCACGGC
Y H G

GGCCATCGCG
A I A

CGTCTTCGAC
v F D

CAAGGCCATC
K A I

GGCCGCTGGC
A A G
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AAGGGTACCA
K G T K

GAGCCCTCCG
E P S A

CACCTIGCTGG
H L L G

GGCCGCTGGT
G R W W

ATGGACGAGT
M D E F

GCGACGCTGT
A T L S

TGGTACAAGC
W Y K R

CGCTCCAACA
R S N K

GACAACAACG
D N N G

AGCAGCAGCT
Q O L

GGTCGGGGCC
vV G A

CGCGTTICTGA
R v L T

CGCTGTACTC
L Y S

GACTTCGTCG
D F V V

TCCATGGTGA
s M V S

GTGCCTGCTT
v P A F

ACCATCATCG
T I I V

GGCGCCAAGG
G A K G

ATCGAGGAGT
I E E F

CTCCTATACG
L L Y G

TGAATTTCGA
N F D

GCAAAGACCC
K D P

TCGCCCATGA
A H E

TCGGCATGCC
G M P

GCAAGCAGTG
K @ C

TCGGGCGGAC
G R T

GGGACCCCCG
D P R

E*
CCGTGCTGCA
vV L Q

GGATGACCCT
M T L

GGAACTGGGA
N W D

TCACGGCCGA
T A D

CCAAGCACCC
K H P

GCTGCTACTC
c Y S

AGGCCTACAT
A Y I

GGGGCTGCAA
G C N

GGAGACCCTG
E T L

GATGGGGGTC
M G V

CGGCCGCCCC
G R P

CACCCTGACG
T L T

CGCCGGGCCC
A G P

GGATGAGATG
D E M

CGGGCTGACC
G L T

CTGGGAGCCT
w E P

GGGACGCACC
G T H P

AACGCCTACA
N A Y I

GTGGCCGAGC
v A E P

GCAATGGGGG
A M G D

GACTTCTCCA
D F S N

TCCGACACGT
s D T S

CACCCGTGTC
H P C R

AACTTCGGCT
N F G Y

4x

CCGTACTCCA
vV L H

TCCACCCGGC
H P A

CCCCGCTCTT
P L F

ACGAGGTGAT
E vV M

ACGTGTIGCCA
v C H

CCTGCCTGCT
c L L

GCCCGGCCGA
P A E

ACCGCTACAT
R I

60
120
180
240

300
21

360
41

420
61

480
81

540
101

600
121

660
141

720
161

780
181

840
201

900
221

960
241

1020
261

1080
281

1140
301

1200
321

1260
341
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CACGGAGGAC
T E D

ATCCCCTTCG
I P F G

GACTCGTGGT
L VvV V

GCTGTGCGGC
L C G

GGCCACGCCT
A T P

CCTCGTGGAC
L V D

CATATGGACA
H M D K

TCTACCCTCT
S T L S

AGGTGGTGCT
Vv V L

R
CTGGAGCCAG
W S O

GTGGCCCAGA
v A O I

AAGGTCTCCG
K VvV S G

CCGGTCGCGA
G R D

CGGCCTGACA
G L T

AGCTTATATA
TTATACTGCA
GAAATGGGAT
TCCTTCACAT
GCGGCAGTGG
GGCAGCGACA
ACTGGCCACT
TAATAGTCTT
TAATATACAG
GATTCACCTT
CCGTGAATTT
CTTTCGAGTC
ATAAACCCGC
CATAAGTGAC
CAGCTGGCCG
AGATCCTATA
GGTTATTTTT
AGTTATACTA
TCAAGTTGTG
GAATAAGAAC
ACGTTCGGGC
AGGCATATGC
CGCTGTTACC

ACCATTGACC
T I D Q

TATATGTGTG
CCGAACCTGT
AGACCGTTTA
GAATGTCGGT
CAGCCAAATT
CCGTTATGAG
GGACCTCCCT
TAACTATTTA
AATGCATAGC
TTTTGCCAAA
GTATAAATGA
TCGCTGATGT
ACGATATAAC
AGATGATAAA
TTATTAGATA
AATACTGTTT
AGATTACTGT
ATTATGTGTT
TCCCGATATG
ATGAACAAGA
GCTTTACTTT
GGTTTCATGT
CGGTGATAGT

AAATCCTGGG
I L G

TGTATATATA
TTAGATGACT
TGAGCTTATC
ACAATACAAG
CCGACACCGA
CAGAATCGAC
TCCAGAGACC
GTGTCATGTG
ATATACGGTG
GGTTTTCGAT
ATGTGAGACC
TCTGGCATGA
GCAAGTCGCA
GAGTCAATTG
TGCTTTGAGT
CCTTGCCATT
GGTTGATACA
TTACCATTAA
TTGGATTATG
AAAGATCTCG
TCAGTGGTTC
ACTGAACTTIC
A

Abb. 16: mRNA einer AloDH aus A. marina

CATGCCAGAC
M P D

ATACGACTAA
Y D *

TATACATACC
CTAAGCGAAT
TCAAAATTAA

GGATCTGGAA
AACAGTTTCA
AGGAGACACT
CCTGATGCAG
ATAACGCTAG
GCTCCCTACA
ATGGTTGAAA
ATCGTACATT
TCTACATCAT
AGCTGTAAAT
AAGTGGATTA
TGTGGTGTGT
TTGCCAGTAG
TAATGGTGTG
TAAGTATTAA
TTAAAGGTGG
TATGATCGCA
AGGTGATTCT
ATTGACCGTA

ACGAGAAGTC
T R S P

AGTGTAAATG

TGCTATATGT

ATCCGCCATT
AAAAAGGAAA

GGGGTIGGTGG
CACTTGTTTC
GCAAATTTAT
ATAAGTTAAT
CTTGACGCCC
GTGAGATAAG
ACTACGCACT
TTGTTTATTT
TGCCGTGATA
ATCCTGCATA
CAAGGATATT
CTTCCCGTAT
TGTTGCTAAT
TACATAAATC
TTAAGTTTAC
TCAAAAAGGT
TACCGTAGTC
TCAAACGGGC
AGATTGCATA

TCATCGGCGT
I G V

GCAAGGAATA
K E Y

CTCAGAAATA
QO K Y

GGTACATATA

TTATATATGT
TATTTAAAAA
ATGTATTCCT
ATTGCGACAC
TTGAAAATCC
TACAATTTAC
AAGTGGTCTT
AAGACGAAAG
TAGGAACTGC
TCTTCAGTAT
TCGCACAATT
GCACGTGTGT
ACTCTCTTGC
AATTAGATCT
GAACATTTTT
AGGGTGATTA
ATACATGCTA
GCGTGTTGGC
CGCAGCACAT
ACTAGCTTAA
GCTTAATTGC
ACGCCTTTGC

1320
361

1380
381

1440
401

1500
413

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2841

Unterhalb der Nukleotidsequenz (AJ810167, diese Arbeit), die ein 1242 bp umfassendes offenes Leseraster
umfaft, ist die abgeleitete Aminosduresequenz (CAH1 7650) im Einbuchstabencode angegeben. * markiert
das Stopcodon, die punktierte Linie ein mogliches Polyadenylierungssignal. Die Sequenz wurde ausgehend
von unabhingigen PCRs mehrfach verifiziert. Die farbig hervorgehobenen Aminosiduren kennzeichnen die
Lage der massenspektrometrisch sequenzierten AloDH-Peptide aus Tab. 3. Entsprechend dem dort verwen-
deten Farbcode sind solche Aminoséuren, die sich nur in Spaltpeptiden der AloDH I fanden, rot, solche, die
in tryptischen Peptiden der AloDHs I und II auftraten, violett dargestellt. Durch zwei, drei bzw. vier Pepti-
de abgedeckte Sequenzabschnitte sind zusitzlich unterstrichen, doppelt unterstrichen bzw. mit dem Index
,4x“ versehen. Aminoséduren, in denen die abgeleitete Sequenz und eines oder mehrerer Peptide differieren,
sind grau unterlegt dargestellt. Die jeweilige Alternativaminoséure ist unter der Sequenz angegeben. Der
Kasten zeigt die durch Edman-Abbau ermittelten N-Termini der AloDHs I und II, wobei (X) = vermutlich
Aminosdure X, [XYZ] = Aminosidure X, Y oder Z.

hingig auf. Die Sequenz umfaf3t 2841 nt mit einem an Position 239 startenden offenen Lese-
raster von 1242 nt und einem moglichen Polyadenylierungssignal (ATTAAA) an den Nukleo-
tidpositionen 1656 bis 1661. Das abgeleitete, aus 413 Aminosiuren bestehende Protein besitzt

ein theoretisches Molekulargewicht von 45,2 kd sowie einen theoretischen pl von 5,61. Sein
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um die ersten beiden Aminosiduren (Methionin und Glycin) verkiirzter N-Terminus stimmt
weitgehend mit den ersten zehn N-terminalen Aminosduren der AloDHs Iund II gemal
Edman-Sequenzierung iiberein (3.6 und Kasten in Abb. 16). Dort, wo der Edman-Abbau kein
eindeutiges Signal lieferte, entspricht eine der moglichen Alternativaminosiuren jener der ab-
geleiteten Proteinsequenz. Eine Differenz besteht nur an einer Position, an der im N-Terminus
der AloDH II Glutamat, in der abgeleiteten Proteinsequenz jedoch Arginin vermutet wurde,
wihrend sich fiir die AloDH I kein auswertbares Signal ergab.

Auch die ESI-Q-TOF-Peptide der Wattwurm-AloDHs (Tab. 3) korrelieren gut mit der
Nukleotidsequenz. Mit Ausnahme des Peptids 874,70_2+ (11) finden sie sich alle innerhalb
der abgeleiteten OpDH-Sequenz wieder (farbig hervorgehobene Aminosduren in Abb. 16)
und stimmen fast 100%ig mit dieser iiberein. Nur am C-Terminus der Peptide 817,78_2+ und
818,66_2+ (beide unter 9) beobachteten M. Piotrowski und S. Metzger unabhéngig vonein-
ander ein Arginin, wihrend sich molekularbiologisch fiir diese Position (Aminosdure 353 des
abgeleiteten Proteins) eindeutig ein Cystein ergab. Die Aminoséduren 169 bis 181 der abge-
leiteten OpDH entsprechen denen der Peptide 477,32_3+, 715,47_2+ und 715,27_2+, nicht
der Peptidvariante 706,96_2+ (alle unter 3), bei der N-terminal Pyroglutamat anstelle von
Glutamin auftrat. Wihrend bei den Peptiden 640,07_3+ und 639,85_3+ (beide 6) an erster
und achter Position Leucin kombiniert mit Aspartat bzw. jeweils Asparagin nachgewiesen
wurde, finden sich an den entsprechenden Stellen der abgeleiteten Proteinsequenz (Aminoséu-

ren 10 und 17) Leucin und Asparagin.

Bei den verschiedenen, offenbar in einzelnen Austern coexistierenden Crassostrea-
OpDHs (Cg-Alo/StrDH1, Cg-AloDH2 und Cg-Alo/StrDH3,,.1) wurde eine groflere Sequenz-
variabilitdt als bei der Wattwurm-AloDH festgestellt. Die Nukleotidsequenzen, die einer Iso-
form zugeschrieben wurden (Cg-Alo/StrDH1: 5°_Cg62, 5°_Cg70, 5°/3’ par_Cg80, 3°_Cg84,
3’_Cg85, 5°/3°_Cgl01, 5°/3°_Cgl03 und ORF_Cgl05; Cg-AloDH2: 5°_Cg71, 3’_Cg89,
3°_Cg90, 5°/3°_Cgl02, 5°/3°_Cgl04, ORF_Cgl06 und ORF_Cgl07; Cg-Alo/StrDH3p:
Int_Cg23, 3°_Cg29, 3°_Cg30, 3°_Cg31, 3°_Cg42, 3’°_Cg43 und 5°/3’_Cgl09pay, vgl. Abb. 15
und Tab. 15, S. 282), weichen untereinander zum Teil in einer ganzen Reihe von Positionen
ab. So konnten innerhalb der 1504 nt langen mRNA fiir Crassostrea-Alo/StrDH1 (Abb. 29,
S. 286) acht natiirlich variierende Nukleotide identifiziert werden. Die Hilfte davon liegt im
Bereich des offenen Leserasters (1227 nt, Positionen 108 bis 1334). Allerdings tangieren nur
zwei der Nukleotidaustausche die Aminosduresequenz (I-152-V und S-212-P). Auch im co-
dierenden mRNA-Abschnitt der Crassostrea-AloDH2 (Gesamtlinge 1958 nt, ORF zwischen
Positionen 114 und 1340, Abb. 30, S. 288) wurden acht Nukleotidaustausche mehrfach veri-
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fiziert, von denen vier die Aminosduresequenz beeinflussen (E-288-D, F-354-Y, V-358-L,
S-386-A). Bei der 1845 nt langen partiellen mRNA fiir Crassostrea-Alo/StrDH3 (Abb. 31,
S. 290) schlieBlich fanden sich 63 variable Nukleotidpositionen (einige davon nicht mehrfach
belegt). Die meisten davon liegen in der 3’-untranslatierten Region, wihrend nur neun die co-
dierende Sequenz (inklusive Stopcodon bis Position 1166) betreffen. Wiederum vier der Nu-
kleotidaustausche sind mit einer Aminosidurednderung verbunden, ein fiinfter verursacht eine
Leserasterunterbrechung.

Das in Abb. 17 dargestellte Alignment der verschiedenen Aminosiduresequenzen zeigt,
daB in acht von zehn Fillen die Alternativaminosdure, die fiir eine Sequenz nachgewiesen
werden konnte (unterhalb der Alinierung angegeben, variabler Rest grau unterlegt), mit der
dquivalenten Aminosidure mindestens einer anderen Crassostrea-OpDHs iibereinstimmt. Zum
Beispiel findet sich Isoleucin, das als Alternative zu Valin-152 in der Cg-Alo/StrDH1 detek-
tiert wurde, auch in Position 152 der Cg-AloDH?2 und in Position 134 der Cg-Alo/StrDH3 .

Die mRNA-Sequenzen aller drei Crassostrea-OpDHs weisen im 3’-untranslatierten Be-
reich ein oder mehrere mogliche Polyadenylierungssignale auf (Cg-Alo/StrDH1: 1444 bis
1449, Cg-AloDH2: 1422 bis 1427 bzw. 1796 bis 1801, Cg-Alo/StrDH3,,«: 1610 bis 1615,
1637 bis 1642 bzw. 1736 bis 1741). Thr Vergleich ergibt auf Nukleotidebene paarweise
Sequenzidentitdten zwischen 50 und 67 % (Cg-Alo/StrDHI1 versus Cg-AloDH2 67 %, Cg-
Alo/StrDHI versus Cg-Alo/StrDH3,,« 63 %, Cg-AloDH2 versus Cg-Alo/StrDH3,.: 50 %),
wihrend die Aminosédureiibereinstimmung bei etwa 80 % liegt (Cg-Alo/StrDH1 versus Cg-
AloDH2 bzw. Cg-Alo/StrDH3,,, jeweils 80 %, Cg-AloDH2 versus Cg-Alo/StrDH3,,,« 77 %).
Das Alignment aus Abb. 17 zeigt, da} der unvollstindigen Crassostrea-Alo/StrDH3 vermut-
lich 18 N-terminale Reste fehlen. Bei den beiden anderen Austern-Sequenzen stimmen diese
bis auf die zweite Aminosdure (Serin bei Cg-Alo/StrDHI1 versus Aspartat bei Cg-AloDH2)
iiberein. Allerdings lassen sich die abgeleiteten N-Termini nicht mit den Sequenzinforma-
tionen aus der N-terminalen Sequenzierung der chromatographisch separierten Austern-
Alo/StrDHs I'und II in Einklang bringen (Kasten in Abb. 17).

Wihrend die partielle Sequenz Cg-Alo/StrDH3 fiir 387 Aminosduren eines Molekularge-
wichts von 43,2 kd codiert, umfassen die beiden anderen Crassostrea-OpDHs je 408 Amino-
sduren einer Masse von 45,3 kd (Cg-Alo/StrDH1) bzw. 45,4 kd (Cg-AloDH2). Der theoreti-
sche pl der Cg-Alo/StrDHI liegt bei 5,76, jener der Cg-AloDH2 bei 6,06. Bei der Cg-
Alo/StrDH3 konnte es sich gemifl dem theoretischen pl der partiellen Sequenz (6,29) um ein

geringfiigig alkalischeres Enzym handeln.
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Cgl
Cg2
Cg3

Cgl
Cg2
Cg3

Cagl
Cg2
Cg3
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Cg2
Cg3

Cgl
Cg2
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Cg2
Cg3

Cagl
Cg2
Cg3
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Abb. 17: Sequenzvergleich verschiedener OpDHs aus C. gigas

Dargestellt ist eine Alinierung der abgeleiteten Aminosiduresequenzen Cg-Alo/StrDH1 (Cgl, AJ810713),
Cg-AloDH2 (Cg2, AJ879695) und Cg-Alo/StrDH3,,,: (Cg3, AM392360) (alle diese Arbeit). Aminosiuren,
die in allen drei Sequenzen iibereinstimmen, sind mit (*) gekennzeichnet. Dagegen markieren (:) und (.)
konservierte bzw. semi-konservierte Positionen, an denen die drei OpDHs Reste einer Gonnet-PAM?250-
Gruppe mit positivem Score > 0,5 bzw. <0,5 aufweisen. Reste, fiir die mindestens zweimal unabhingig
eine Alternativaminosédure nachgewiesen wurde, sind grau unterlegt und die zugehorigen Austauschamino-
sduren an der entsprechenden Position unterhalb des Alignments angegeben.

Der Kasten enthilt die durch Edman-Abbau fiir die chromatographisch separierten Austern-Alo/StrDHs I
und II gewonnenen Sequenzinformationen. Dabei sind Aminoséuren, die nicht eindeutig bestimmt werden
konnten, wiederum grau markiert, mogliche Alternativen oberhalb oder unterhalb davon aufgelistet.

Die iiber dem Alignment aufgefiihrten Sequenzfragmente entsprechen ESI-Q-TOF-Peptiden der Crasso-
strea-Alo/StrDHs I bis III. Wie in Tab. 4 sind Peptide, die nur im tryptischen Verdau der Alo/StrDH I iden-
tifiziert werden konnten, in rot, solche, die ausschlieBlich bei der zweiten Isoform gefunden wurden, in blau
und solche, die nur bei der Alo/StrDH III auftraten, in griin wiedergegeben. Die Mischfarben violett und
braun charakterisieren Peptide, die bei den Alo/StrDHs I und II bzw. beim zweiten und dritten Isoenzym
nachgewiesen wurden. Schwarz dargestellte Peptidsequenzen wurden bei allen drei Enzymformen detek-
tiert. Auch den romischen Ziffern hinter den einzelnen Peptiden kann entnommen werden, bei welchen Iso-
formen sie gefunden wurden. II und IT* bezeichnen unterschiedliche Chargen der Alo/StrDH I1.

Die Positionierung der mit Fragezeichen markierten Peptidsequenzen erscheint unsicher. Peptidaminosiu-
ren, die sich an der dquivalenten Position keiner abgeleiteten OpDH wiederfinden, sind durch Unterstrei-
chung hervorgehoben. Umgehrt sind in den abgeleiteten Sequenzen solche Reste unterstrichen, die zwar
durch ein oder mehrere ESI-Q-TOF-Peptide abgedeckt werden, sich jedoch von der entsprechenden Ami-
noséure aller Peptide unterscheiden.

Die ESI-Q-TOF-Peptide chromatographisch separierter Crassostrea-Alo/StrDHs (Tab. 4)
mit Ausnahme des Peptids 468,27_2+ (5) konnten mittels bestmoglicher lokaler Alignments
(Lalign) speziellen Sequenzregionen der abgeleiteten OpDHs zugeordnet werden. Wo sich
dies bei visueller Inspektion des Alignments unmittelbar aufdriangte, wurde manuell eine Liik-
ke eingefiihrt. Lediglich die Positionierung der Peptide 403,21_2+, 417,77_2+, 489,73_2+,
489,77_24 und 775,45_2+ (2, 3 und 13 aus Tab. 4) erscheint angesichts ihrer nur geringen
Ahnlichkeit mit den abgeleiteten OpDH-Sequenzen fraglich. In Abb. 17 sind die verschiede-
nen Peptidsequenzen oberhalb des jeweils zugehorigen OpDH-Abschnitts aufgefiihrt. Bei
welchen Alo/StrDH-Isoformen (Cg-Alo/StrDH I bis III) ein Peptid nachgewiesen wurde, er-
gibt sich aus der Farbe seiner Darstellung (Farbcode wie in Tab. 4), kann aber auch den hinter
der Sequenz angegebenen romischen Ziffern entnommen werden, wobei II und II* unter-
schiedliche Priaparationen der Alo/StrDH II bezeichnen. Peptidaminosduren, die sich an der
mutmaBlich dquivalenten Position keiner der abgeleiteten OpDH-Sequenzen wiederfinden,
sind durch Unterstreichung hervorgehoben. Umgekehrt sind in den abgeleiteten Sequenzen
solche Reste unterstrichen, die durch ein oder mehrere ESI-Q-TOF-Peptide abgedeckt wer-
den, sich jedoch von der entsprechenden Aminoséure aller dieser Peptide unterscheiden.

Schon oberfldchliche Betrachtung 146t eine Vielzahl unterstrichener Aminoséauren erken-
nen, was starke Abweichungen zwischen den abgeleiteten OpDHs und den Peptidsequenzen

anzeigt. Beispielsweise werden die Aminosiduren Lysin-79, Valin-81, Prolin-82, Valin-84 und
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Tyrosin-86 der Cg-Alo/StrDH1 weder durch das bei den Crassostrea-Alo/StrDHs I und III
nachgewiesene Peptid 846,50_3+ (EAASQDVIFIVV) noch durch das dhnliche Alo/StrDH 1I-
Peptid 846,36_3+ (EAASGADVIFIVVP) bestitigt. Auch die Cg-AloDH?2 differiert in sechs
Positionen von beiden Peptidsequenzen. Wihrend mit Asparagin-85 und Phenylalanin-89
weitere abweichende Reste hinzukommen, entspricht das Alanin in Position 84 der Cg-
AloDH2 dem Alanin-6 des Peptids 846,36_3+. Zwischen diesem Peptid und der Cg-
Alo/StrDH3,,, die sich nur in drei Aminoséduren (Valin-63, Histidin-67 und Tyrosin-68 der
Cg-Alo/StrDH3,,,,1) unterscheiden, besteht die groBte Ahnlichkeit. Aspartat-7 aus dem Peptid
846,36_3+ findet sich allerdings nicht in der Sequenz Cg-Alo/StrDH3,,,, sondern in der Cg-
Alo/StrDHI1 wieder.

Auch andere Beispiele belegen, dafl eine Zuordnung der chromatographisch separierba-
ren Crassostrea-Alo/StrDHs I bis III bzw. ihrer Spaltpeptide zu den einzelnen, molekular-
biologisch ermittelten OpDH-Sequenzen nicht moglich ist. Obwohl die Peptide 632,31_2+
(Alo/StrDH II*) und 632,36_2+ (Alo/StrDH I bis III) komplett iibereinstimmten (beide VLTL
FADEAER), weisen alle abgeleiteten OpDHs im dquivalenten Sequenzabschnitt abgesehen
von anderen Unterschieden anstelle des Phenylalanins ein Tyrosin auf. Wie schon unter 3.6
erwihnt, differierten auBerdem manche Spaltpeptide der Alo/StrDH II bzw. II* in Abhiingig-
keit von der jeweiligen Enzymreinigung und damit Austerncharge. So unterschieden sich die
Peptide 784,87_2+ (YTAEDVPFIVVMK, Alo/StrDH II*) und 792,94_2+ (YTAEDVPFGIV
VMK, Alo/StrDH II) auBler im Oxidationszustand ihres Methionins durch Insertion eines
Glycins beim Peptid 792,94_2+. Dieses Glycin tritt auch in allen abgeleiteten OpDH-Se-
quenzen (Position 337 bzw. 319) auf. Beim Peptid 731,35_2+ (LLSGVSDEC,xLALGK,
Alo/StrDH I1*) waren Threonin und Alanin aus dem Peptid 731,41_2+ (LLSGVSDECLATA
GK, Alo/StrDH I und II) gegen Leucin ausgetauscht (und das Cystein alkyliert). Keine dieser
Peptidvarianten stimmte vollig mit den abgeleiteten Sequenzen (Positionen 248 folgende bei

Cg-Alo/StrDHI und Cg-AloDH2 bzw. 230 folgende bei Cg-Alo/StrDH3,,,) iiberein.

Die fiir O. edulis ermittelte mRNA-Sequenz (Abb. 32, S. 291) umfalit 1598 nt mit einem
fiir 405 Aminosduren codierenden offenen Leseraster zwischen den Positionen 121 und 1338.
Im Bereich der Basen 1537 bis 1542 findet sich ein mogliches Polyadenylierungssignal.
Von 15 mehrfach verifizierten Alternativnukleotiden liegen zehn innerhalb der codierenden
Sequenz, zwei bedingen einen Aminosdureaustausch (H-34-R und A-228-T). Das abgeleitete

Protein besitzt eine Masse von 44,7 kd und einen theoretischen pI von 5,60.
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Im Fall des Spritzwurms wurde eine 2026 nt lange mRNA mit einem potentiellen Poly-
adenylierungssignal zwischen den Positionen 1815 und 1820 sequenziert (Abb. 33, S. 293).
Sie weist ein im Vergleich zur Ostrea-OpDH etwas kiirzeres offenes Leseraster von nur
1197 nt auf (Positionen 58 bis 1254), innerhalb dessen elf variable Positionen nachgewiesen
werden konnten. Zwei der Nukleotidmodifikationen sind mit einem Aminosdureaustausch
(Glycin-25 gegen Aspartat bzw. Asparagin-51 gegen Threonin) verbunden. Die abgeleitete
OpDH besteht aus 398 Aminosduren eines Gesamtmolekulargewichts von 43,7 kd, fiir die

sich ein theoretischer pl von 6,12 berechnen 146t.

3.8 Heterologe Expression von OpDHs in E. coli

3.8.1 Expressionsanalysen

Um zu iiberpriifen, ob die mRNAs aus 3.7 tatsidchlich fiir OpDHs der erwarteten Ami-
nosdurespezifitit (vgl. 3.1) codieren, wurden ihre offenen Leseraster so in den Vektor
pET24d(+) (Novagen, Darmstadt) kloniert, dal die zugehdrigen Proteine mit C-terminalem
Histidin-Tag im E. coli-Stamm BL21(DE3) exprimiert werden konnten (2.6.7 und 2.6.11).
Die Anzucht der rekombinanten Stimme erfolgte jeweils in 1 1 LB-Medium mit Kanamycin.
Zu Kontrollzwecken diente ein Stamm mit pET24d(+) ohne OpDH-Insert. Alle Kulturen wur-
den bei einer ODggo von 0,69 + 0,09 mit IPTG induziert, anschlieBend 19 h bei 18°C inkubiert
und geerntet. Wie der obere Teil der Abb. 18 zeigt, wurden in allen Fillen dhnlich grofle Bak-
terienpellets einer durchschnittlichen Masse von 6,0 £ 1,2 g erhalten. Zudem konnten durch
AufschluB in nativem Puffer vergleichbare Mengen 16slichen Proteins gewonnen werden
(31,5 + 3,6 mg-g" Bakterien). GroBeren Schwankungen unterlag lediglich die unter nativen
Bedingungen unlosliche Proteinfraktion (durchschnittlich 11,9 + 5,6 mg-g' Bakterien), die in
den einzelnen Kulturen zwischen 15 und 38 % des jeweiligen Gesamtproteins lieferte. Ein
besonders hoher Anteil unldslichen Proteins trat bei dem fiir die OpDH aus O. edulis codie-
renden Stamm auf (20,1 mg-g” Bakterien unldsliches versus 33,1 mg-g”' Bakterien 15sliches
Protein). Dagegen entstand in der Kontrollkultur und bei der Expression des Spritzwurm-
Enzyms am wenigsten unl6sliches Protein (nur 5,5 bzw. 6,7 mg: g'1 Bakterien).

Pyruvatreduktase-Aktivititsmessungen in entsalzten Bakterienextrakten zeigten, dafl mit
Ausnahme der Kontrolle in allen Kulturen funktionsfihige OpDHs exprimiert wurden. Im
Kontrollhomogenat konnte lediglich geringe LDH-AKktivitét detektiert werden, die auch in den
ibrigen Fillen auftrat. Dall bei den OpDH-Messungen wegen der unterschiedlich guten Was-

serloslichkeit der verschiedenen Aminosduren und deren differierender Konzentration in
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Abb. 18: Expression rekombinanter OpDHs in E. coli BL21(DE3)

Die heterologe Expression von OpDHs aus A. marina (Am), C. gigas (Cgl und Cg2), O. edulis (Oe) und
S. nudus (Sn) (vgl. die mRNAs aus 3.7) erfolgte in 1 1-LB-Kulturen mit Kanamycin. Als Kontrolle (K)
diente ein BL21(DE3)-Stamm, der statt eines pET24d(+)-OpDH-LE6xH-Konstruktes insertfreien Vektor
enthielt. Die zunéchst bei 37°C angezogenen Kulturen wurden bei einer ODg von 0,69 + 0,09 mit 400 uM
IPTG induziert, anschlieBend 19 h bei 18°C inkubiert und geerntet. Dem oberen Teil der Abbildung kann
die jeweilige Bakterienausbeute [g] entnommen werden. Darunter ist die Masse 16slichen bzw. unldslichen
Gesamtproteins [mg-g” Bakterien] angegeben, die aus den Bakterien isoliert werden konnte. Die unterste
Graphik schlieBlich veranschaulicht die OpDH-Aktivititen [U-g"' Bakterien], die mit 200 mM Glycin
(StrDH), 200 mM L-Alanin (AloDH), 100 mM L-Norvalin (CENDH), 200 mM [-Alanin (3-AloDH),
100 mM Taurin (TaDH) bzw. 5,5 mM L-Arginin (ODH) als Aminosduresubstrat in der 16slichen Protein-
fraktion gemessen wurden (Testbedingungen vgl. 2.5.1). Alle Aktivititen und Proteinmassen reprisentieren
die Mittelwerte von Doppelbestimmungen mit weniger als 10 % Abweichung.

Invertebratengeweben wie dem Hautmuskel des Wattwurms (Grieshaber und Kreutzer, 1986)
keine einheitliche Aminosdurekonzentration eingesetzt wurde (200 mM L-Alanin, Glycin
bzw. B-Alanin versus nur 100 mM L-Norvalin oder Taurin und 5,5 mM L-Arginin, 2.5.1),

schriankte die Vergleichbarkeit der gemessenen Aktivitdten offenbar nur wenig ein (4.1.5.3).
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Bei der Expression der Wattwurm-OpDH wurden AloDH- und StrDH-Aktivititen von
1103 U-g"' Bakterien bzw. 111 U-g"' Bakterien erzielt. Mit geringeren Raten setzte das rekom-
binante Enzym auch L-Norvalin (53 U- g'1 Bakterien) und -Alanin (14 U-g'1 Bakterien) um.
Dagegen fanden sich nur geringste TaDH- und ODH-AKktivititen (< 0,2 U-g"' Bakterien). Tau-
rin und L-Arginin wurden auch von den OpDHs der iibrigen Arten nicht bzw. nur in mini-
malem Umfang verwendet. Die Alo/StrDH1 der Pazifischen Auster zeigte wie die Wattwurm-
OpDH die héchste Reaktionsgeschwindigkeit mit L-Alanin (427 U-g" Bakterien), setzte je-
doch Glycin, L-Norvalin und B-Alanin im Vergleich besser um. So wurde mit Glycin eine
lediglich um den Faktor 1,3 niedrigere OpDH-Aktivitiit als mit L-Alanin gemessen (322 U-g”!
Bakterien), wihrend die beiden anderen Aminosduresubstrate immerhin noch ein Viertel der
AloDH-Aktivitit ergaben. Im Fall der Crassostrea-AloDH2 konnten nur duflerst geringe
OpDH-Aktivitiaten detektiert werden. Neben AloDH- und StrDH-Aktivitidten von lediglich
0,9 bzw. 0,3 U-g'1 Bakterien (in Abb. 18 nicht aufzulésen) dominierte im entsprechenden
Bakterienextrakt die L-Norvalin-abhingige Opinbildung (13 U- g'1 Bakterien). Die geringste
Aminosdurespezifitit zeigte die rekombinante Alo/StrDH aus O. edulis. Sie nutzte die Ami-
nosduren Glycin, L-Alanin, L-Norvalin und B-Alanin alle mit etwa gleicher, wenn auch nie-
driger Effizienz (OpDH-Aktivititen jeweils kleiner 34 U-g"' Bakterien). Bei der Expression
von Spritzwurm-Alo/StrDH schlieBlich traten wieder hohe AloDH- und StrDH-Aktivitdten
auf (349 U-g"' Bakterien und 417 U-g"' Bakterien). Dieses Enzym setzte B-Alanin und L-Nor-
valin mehr als 50- bzw. fast 700mal langsamer als Glycin um.

Durch native Disk-Elektrophorese mit anschlieBender Formazanfiarbung (2.5.7.1) konnte
gezeigt werden, daB3 die rekombinanten OpDHs nicht nur die Synthese von Opinen, sondern
auch die oxidative Hydrolyse von Alanopin und Strombin katalysieren. Abgesehen vom
Homogenat der Expressionskultur fiir Wattwurm-AloDH, das nur eine schwache AloDH-
(R-Wert = 0,57), jedoch keine StrDH-Bande lieferte, ergaben die Extrakte aller Expressions-
kulturen eine Bande mit beiden Opinoxidaseaktivititen (Ri-Werte = 0,46 [Cg-Alo/StrDH1],
0,44 [Cg-AloDH2] sowie 0,50 [Oe-StrDH und Sn-Alo/StrDH], Abb. 19). Das Crassostrea-
Alo/StrDH1-Homogenat lief} zusitzlich eine Reihe schwacher AloDH-Banden mit R-Werten
zwischen 0,38 und 0,49 erahnen. Daneben trat bei verschiedenen Homogenaten einschlielich
dem der Kontrollkultur eine unspezifische, auch mit opinfreier Firbelosung detektierbare
Bande (R¢= 0,28) auf. Im Fall der Alo/StrDH-LE6xH des Spritzwurms wurde ergénzend eine
Formazanfarbung mit Octopin durchgefiihrt Sie ergab jedoch kein spezifisches Signal (nicht

gezeigt).
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Abb. 19: Native PAGE zur heterologen Expression von OpDHs in BL21(DE3)

Aufgetragen wurden Aliquots der 16slichen Proteinfraktion aus den Expressionskulturen wie in Abb. 18.
Sie enthielten durchschnittlich 22 £7 pg Gesamtprotein sowie zwischen 0,02 und 0,16 U Alanopin- bzw.
Strombinsyntheseaktivitit. Nur von der oxidationsempfindlichen Wattwurm-AloDH-LE6xH (Am) wurde
mehr appliziert (1,12 U AloDH). Im Fall der Crassostrea-AloDH2 (Cg2) konnten lediglich 0,0006 U
AloDH und 0,0002 U StrDH aufgetragen werden. Das Homogenat der Kontrollkultur (K) zeigte keine
OpDH-Aktivititen. Die OpDHs wurden durch spezifische Aktivititsfirbung in Gegenwart von 20 mM
meso-Alanopin bzw. D-Strombin detektiert. Die Reaktionslosung fiir die Kontrollfirbung enthielt kein
Opin. Geférbt wurde jeweils 5 h im Dunkeln.

Die OpDH-Expression in den verschiedenen BL21(DE3)-Kulturen wurde auch durch
SDS-Elektrophorese und nachfolgendes Blotting analysiert (Abb. 20). Dabei wurden die Pro-
ben jeweils zweimal in gleicher Reihenfolge auf das Gel aufgetragen, so dafl nach der Elek-
trophorese eine Gelhilfte einer Proteinfirbung unterzogen, die andere geblottet und zum im-
munologischen Nachweis von Proteinen mit Histidin-Tag (OpDHs-LE6xH) genutzt werden
konnte (2.5.7.4). Homogenisierte Aliquots uninduzierter Expressionskulturen (A) wurden un-
verdiinnt appliziert. Das jeweils gleiche, maximale Auftragsvolumen enthielt durchschnittlich
0,3 % 0,1 ug 16sliches Gesamtprotein. Die Auftragsvolumina der 16slichen (B) und unl6sli-
chen (C) Proteinfraktion induzierter Kulturen (entsprechend 1,8 bis 2,0 ug bzw. 0,4 bis 1,7 ug
Protein) wurden unter Beriicksichtigung der Gesamtvolumina der verschiedenen Homogenate
auf das Frischgewicht der Bakterienpellets normiert, so dall die relative Intensitit der OpDH-
Banden die relative Menge der aus den einzelnen 1 I-Kulturen isolierten 16slichen bzw. unter
nativen Pufferbedingungen unl6slichen OpDHs wiederspiegelt.

Wie Abb. 20 zeigt, konnte in Extrakten aus uninduzierten Bakterien kein Protein mit
Histidin-Tag nachgewiesen werden. Dagegen fanden sich in allen Homogenaten induzierter
Kulturen auBler denen der Kontrollkultur Proteine eines Molekulargewichts von etwa 45 kd,
die einen solchen Anhang aufwiesen und damit offensichtlich rekombinante OpDHs reprisen-

tierten. Die OpDHs lagen in der unloslichen Proteinfraktion meist in hoherer Konzentration
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vor als in der 16slichen. Wihrend die 16sliche Proteinfraktion neben der Ziel-OpDH stets noch
eine Vielzahl anderer Proteine umfafte, so da3 die OpDH-Bande im Coomassie-gefarbten Gel
teils kaum zu erkennen war, dominierten die rekombinanten OpDHs unter den unléslichen
Proteinen. Allerdings traten besonders bei der Expression von Wattwurm-AloDH und Crasso-
strea-Alo/StrDHI1 in der unldslichen Proteinfraktion auch zahlreiche hohermolekulare OpDH-
Aggregate auf. Vor allem in den Homogenaten der Crassostrea-Alo/StrDH1-Kultur wurden

auBerdem Histidin-markierte Proteine kleiner 45 kd detektiert.
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Abb. 20: SDS-PAGE und Western-Blots zu den Expressionsversuchen

Analysiert wurden der 16sliche Proteinanteil uninduzierter (A) sowie die 16sliche (B) und unlosliche Pro-
teinfraktion (C) induzierter BL21(DE3)-Expressionskulturen wie in Abb. 18. Alle Proben wurden zweimal
auf dasselbe Gel aufgetragen, so dall nach der Elektrophorese eine Gelhilfte (links) einer Proteinfiarbung
mit Coomassie-Brilliantblau R-350 unterzogen, die andere (rechts) geblottet und zum immunologischen
Nachweis von Proteinen mit Histidin-Tag genutzt werden konnte. Von allen Proben uninduzierter Kulturen
wurde das gleiche, maximale Volumen aufgetragen. Es enthielt durchschnittlich 0,3 = 0,1 pg 16sliches Ge-
samtprotein. Die Auftragsvolumina der iibrigen Homogenate wurden auf das Frischgewicht der Bakterien-
pellets normiert, so daf die relative Intensitit der OpDH-Banden die relative Menge der in den einzelnen
11-Kulturen gebildeten OpDHs wiederspiegelt und zugleich abgeschitzt werden kann, welcher Anteil der
OpDHs jeweils in l6slicher bzw. unter nativen Pufferbedingungen unloslicher Form vorlag. Aus induzier-
ten Expressionskulturen wurden so zwischen 1,8 und 2,0 ug losliches Protein bzw. zwischen 0,4 und 1,7 pug
mit Harnstoff solubilisiertes Protein appliziert. Als GroBenstandard dienten Proteine mit Molekulargewich-
ten zwischen 14 und 116 kd (M;) bzw. Referenzproteine mit Hexa-Histidin-Tag (15 bis 100 kd, M,), die
sich nach Blotting auf PVDF immunologisch erfassen lieBen. Alle Proben wurden einer reduzierenden Pro-
benvorbereitung ohne Iodacetamid unterzogen.
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Das Expressionsniveau der rekombinanten Wattwurm-AloDH und der Crassostrea-
Alo/StrDH1-LE6xH lag offenbar iiber dem der anderen Enzyme. Zugleich wurde deut-
lich mehr 16sliche Wattwurm-OpDH und in nativem Puffer solubilisierbare Crassostrea-
Alo/StrDHI1 als 16sliche Ostrea-Alo/StrDH gebildet. Die Bandenintensititen belegen iiberein-
stimmend mit den Mengen 16slichen und unloslichen Gesamtproteins aus den verschiedenen
Kulturen (Abb. 18, Mitte), da bei der Expression von Ostrea-Alo/StrDH-LE6xH ein be-
sonders hoher Enzymanteil, im Fall des Spritzwurmenzyms dagegen verhiltnismélig wenig

OpDH prézipitierte.

3.8.2 Reinigung heterolog exprimierter OpDHs

Heterolog in E. coli exprimierte OpDHs aus Watt- und Spritzwurm sowie Pazifischer und
Européischer Auster wurden durch Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und Gelfiltration via
Sephadex G100 gereinigt (2.5.6.5). Die 1 1-Bakterienkulturen, die als Ausgangsmaterial fiir
die Reinigung dienten, wurden wie jene aus den Expressionsversuchen unter 3.8 angezogen,
geerntet und aufgeschlossen. Allerdings wurden die Bakterien (durchschnittlich 6,8 = 1,5 g)
hier nicht in Homogenisationsmedium (100 mM Imidazol/HCI, 2 mM EDTA, 5 mM DTT,
pH 7,0), sondern im Startpuffer der Affinitdtschromatographie (Lysepuffer = 50 mM Na-
triumphosphat, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, bei der Reinigung der Watt- und Spritz-
wurm-Enzyme zusitzlich 20 mM 2-Mercaptoethanol, pH 8,0) aufgearbeitet. Dieser enthielt
als Antioxidans allenfalls 2-Mercaptoethanol, das Ni-NTA-Matrizes anders als DTT in Kon-
zentrationen bis zu 20 mM nicht schiadigt (Herstellerangaben, Qiagen, Hilden). Die erzielten
OpDH-Ausbeuten sind deshalb nicht unmittelbar mit denen der Versuchsreihe zur OpDH-Ex-
pression (3.8) vergleichbar. So fand sich bei der Expression von Wattwurm-AloDH-LE6xH in
den mit Lysepuffer aufgeschlossenen Bakterien statt des in Gegenwart von 5 mM DTT iibli-
chen AloDH : StrDH-Verhiltnisses von 10 : 1 (Abb. 18) nur rund viermal mehr AloDH- als
StrDH-Aktivitit. Erst durch Uberfithren der Probe in DTT-haltigen Gelfiltrationspuffer
(50 mM Kaliumphosphat, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5) wurde ein
Aktivitdtsverhidltnis von 7 : 1 (AloDH : StrDH) erreicht. Zugleich wurden um das dreifache
bzw. doppelte hohere AloDH- und StrDH-Gesamtaktivititen als im Rohextrakt nachgewiesen.

Wiihrend sich in allen iibrigen Rohextrakten trotz eventueller partieller Enzyminaktivie-
rung infolge unzureichenden Oxidationsschutzes mehr als 1000 U der jeweils dominierenden
OpDH-AKktivitdt fanden, wurden bei der Reinigung von Alo/StrDH-LE6xH aus O. edulis nur
133 U AloDH und 300 U StrDH detektiert. Auf eine Reinigung der Crassostrea-AloDH2
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wurde verzichtet, weil das dafiir vorgesehene Homogenat weniger als 30 U AloDH- und noch
weniger StrDH-AKktivitét enthielt.

Abb. 21 zeigt exemplarisch die chromatographische Reinigung von Wattwurm-AloDH-
LE6xH tiber Ni-NTA Superflow. Auf die mit Lysepuffer vordquilibrierte Sdule wurden 32 ml
Bakterienhomogenat appliziert, die 272 mg 16sliches Gesamtprotein enthielten. Wihrend der
groB3te Anteil dieses Proteins unter den gewéhlten Bedingungen nicht mit dem Sdulenmaterial
interagierte und folglich unmittelbar von der Sdule wusch (wihrend der ersten 40 ml iiberwie-
gend Ejgy > 3), wurde die OpDH fast vollstindig gebunden. Sie eluierte erst im Verlauf eines
linearen Imidazolgradienten bei Konzentrationen zwischen 56 und 112 mM Imidazol (Elu-
tionsvolumen zwischen 212 und 236 ml). Die Fraktionen maximaler AloDH- und StrDH-
Aktivitdat wurden vereinigt, eingeengt, in Gelfiltrationspuffer iiberfiihrt und durch Chromato-
graphie iiber Sephadex G100 nachgereinigt (Chromatogramm nicht gezeigt). Das konzen-
trierte Endprodukt schlielich umfate 3 mg AloDH-LE6xH einer spezifischen AloDH- und
StrDH-AKktivitdt von 940 bzw. 83 U-mg'1 Protein (Aktivitdtsverhiltnis 11 : 1, Tab. 5). Die
Enzympriparation erschien auf silbergefirbten SDS-Gelen homogen (Abb. 22).
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Abb. 21: Ni-NTA-Chromatographie heterolog exprimierter Wattwurm-AloDH-LE6xH

Die Séule (1 cm x 10,5 cm Ni-NTA Superflow) wurde mit einem Puffersystem aus 50 mM Natriumphos-
phat, 300 mM NacCl, 20 mM 2-Mercaptoethanol und 10 bis 250 mM Imidazol, pH 8,0 betrieben. Aufgetra-
gen wurde das Homogenat einer 1 1-Expressionskultur (8,9 g Bakterien). Fast die gesamte rekombinante
OpDH wurde unter den gewihlten Startbedingungen (10 mM Imidazol im Laufmittel) an das Sdulenmate-

rial gebunden und eluierte erst im Verlauf eines linearen Imidazolgradienten bei Konzentrationen zwischen
56 und 112 mM Imidazol.
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Tab. 5: Reinigung heterolog exprimierter OpDHs

Alle Angaben beziehen sich auf das Endprodukt einer OpDH-LE6xH-Reinigung durch Ni-NTA-Chromato-
graphie und Gelfiltration (Am-AloDH = Wattwurm-AloDH, Cg-Alo/StrDH1 = Alo/StrDH1 aus C. gigas,
Oe-StrDH = StrDH aus O. edulis und Sn-Alo/StrDH = Spritzwurm-Alo/StrDH, vgl. die mRNAs aus 3.7
und 8.2). Als Ausgangsmaterial der Reinigung diente stets das Homogenat einer 1 I-Expressionskultur wie
unter 2.6.11. Neben der Masse homogenen Proteins [mg], das aus der jeweiligen Kultur isoliert werden
konnte, sind die spezifischen AloDH- und StrDH-Aktivititen des gereinigten Enzyms [U-mg” Gesamtpro-
tein], die zugehorigen Gesamtaktivitidten [U] und das Verhiltnis aus AloDH- und StrDH-Aktivitét auf-
gefiihrt. Alle Aktivitidten und Proteinmassen stellen Mittelwerte von Doppelbestimmungen mit weniger als
10 % Abweichung dar. Zusitzlich ist die gelfiltrationschromatographisch ermittelte Masse der einzelnen
OpDHs ihrem theoretischen Molekulargewicht (ohne Fusionstag) gegeniibergestellt.

AS Aktivitit ~ AloDH  Protein spez. Akt. MW [kd]
[U] StrDH [mg] [U-mg'] theor. exp.
Am-AloDH Ala 3195 o 3 940 45 A1
Gly 283 83
Cg-Alo/StrDH]1 Ala 539 - 5 241 453 43
Gly 190 85
Oe-StrDH Ala 95 1:2 ! 140 44.7 41
Gly 181 266
Sn-Alo/StrDH Ala 453 11 | 498 43,7 40
Gly 609 669

Abb. 22: SDS-PAGE rekombinanter Alo/StrDHs nach Rei-
nigung iiber Ni-NTA u. Sephadex G100

Aufgetragen wurden rund 1 pg gereinigte OpDH-LE6xXH aus
A. marina (Am), C. gigas (Cgl), O. edulis (Oe) bzw. S. nudus
(Sn) sowie ein Marker (M) mit Proteinen zwischen 14 und
116 kd. Alle Proben wurden einer reduzierenden Probenvorbe-
116w ; reitung ohne Iodacetamid (85°C) unterzogen. Proteine wurden
durch Silberfiarbung detektiert.
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66 =&
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Auch von den iibrigen rekombinanten OpDHs konnten durch affinitits- und gelfiltra-
tionschromatographische Reinigung jeweils 1 bis 2 pg isoliert werden (Tab. 5). Wihrend die
gereinigten Alo/StrDH-LE6xHs aus O. edulis und S. nudus in silbergefarbten SDS-Gelen
ebenso rein erschienen wie das Wattwurmenzym (erhalten wurde je eine 42 kd-Bande), fand

sich im Fall der rekombinanten Crassostrea-Alo/StrDH1 neben einem 45 kd-Protein eine
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schwichere Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 29 kd (Abb. 22). Durch Blotting
und nachfolgende Immunodetektion konnte nachgewiesen werden, daf} dieses 29 kd-Protein
einen Histidin-Tag umfalite, es sich also offenbar um ein C-terminales Abbauprodukt der
Austern-OpDH handelte. Die gereinigten Crassostrea-, Ostrea- und Sipunculus-Enzyme zeig-
ten mit ihren préferierten Aminosiuresubstraten jeweils eine geringere spezifische Aktivitit
als die Wattwurm-AloDH-LE6xH mit L-Alanin (Tab. 5). So wurden bei der Crassostrea-
Alo/StrDHI1-LE6xH nur 241 U-mg™ Protein AloDH- und dreimal weniger StrDH-AKktivitiit
gemessen, im Fall der rekombinanten Ostrea-OpDH AloDH- und StrDH-Aktivititen von
lediglich 140 bzw. 266 U-mg™ erzielt (Aktivititsverhiltnis = 1 : 2). Das isolierte Spritzwurm-
Enzym schlieBlich besaB 498 U-mg’' AloDH- und 669 U'mg'1 StrDH-Aktivitdt (Verhéltnis
AloDH : SuDH =1: 1,3).

Fiir die verschiedenen rekombinanten OpDHs wurden gelfiltrationschromatographisch
Massen zwischen 40 und 43 kd ermittelt, die das jeweilige theoretische Molekulargewicht
unterschritten (Tab. 5). Die Alo/StrDH-LE6xH aus S. nudus, die das geringste theoretische

Molekulargewicht besitzt, erschien auch in der Gelfiltrationschromatographie am kleinsten.

3.9 Primiir- und Sekundirstrukturvergleich ausgewihlter OpDHs

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs aus A. marina, C. gi-
gas, O. edulis und S. nudus (3.7 und 8.2) stimmen untereinander und mit fast allen anderen in
offentlichen Sequenzdatenbanken erfa3ten OpDHs hoherer Invertebraten (am 24.10.05 ver-
fiigbare Komplettsequenzen) in mehr als 40 % ihrer rund 405 Aminoséuren iiberein (Tab. 6).
Sie weichen nur von der ODH aus Pseudocardium sachalinensis (BAD81062) stirker ab. Die
ODH dieser Muschel und die Wattwurm-AloDH etwa besitzen bloB3 33 % gleiche Aminoséu-
ren. Eine noch geringere Ahnlichkeit besteht zur 359 Aminosiuren umfassenden CENDH aus
dem Bodenbakterium Arthrobacter spec. (BAAO08145). Mit diesem Enzym teilen die genann-
ten Alo/StrDHs nicht mehr als 18 % (Ostrea-StrDH) bis 23 % (AloDH2 aus C. gigas) ihrer
Reste. Die beiden Alo/StrDHs (Alo/StrDH1 und AloDH2) aus C. gigas weisen 80 % Amino-
sdaureiibereinstimmung auf und differieren damit stirker als die ODHs der Kammuscheln Pec-
ten maximus und Mizuhopecten yessoensis (CAC36305 und BAB92087; 95 % gleiche Reste)
bzw. der Cephalopoden Loligo vulgaris, Loligo opalescens und Sepia officinalis (CAC36301,
CAC20642 und CAC36306; > 89 % identische Aminosiuren).

Abb. 23 zeigt ein Sequenzalignment ausgewdhlter Invertebraten-OpDHs, in das auch die
CENDH aus Arthrobacter spec. einbezogen wurde. Berlicksichtigt wurden alle zu obigem

Stichtag komplett in Datenbanken verfiigbaren OpDH-Sequenzen hoherer Invertebraten mit
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Tab. 6: Prozentuale Sequenzidentitiit ausgewihlter OpDHs

Verglichen wurden die in der vorliegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs aus A. marina (Am), C. gigas
(Cgl und Cg2), O. edulis (Oe), S. nudus (Sn), eine mogliche AloDH aus der Schnecke Fusitriton oregonen-
sis (Fo, BAE00002), TaDHs aus dem Sandwurm Arabella iricolor (Ai, BAB86769) und dem Seeohr Halio-
tis discus hannai (Hdh, BAB92088), ODHs aus den Muscheln Mizuhopecten yessoensis (My, BAB92087),
Pecten maximus (Pm, CAC36305) und Pseudocardium sachalinensis (Ps, BAD81062) und den Kopffiiern
Loligo opalescens (Lo, CAC20642), Loligo vulgaris (Lv, CAC36301) und Sepia officinalis (So, CAC36
306) sowie die CENDH aus dem Bakterium Arthrobacter spec. (As, BAA08145). Die Zahlen geben die
prozentuale Aminosiureiibereinstimmung in globalen Alignments jeweils zweier Sequenzen an.

Am | Cgl |Cg2 | Oe | Sn | Fo | Ai |Hdh| My | Pm | Ps | Lo | Lv | So
Cgl | 44
Cg2 | 42 | 80
Oe | 44 | 61 58
Sn | 50 | 47 | 44 | 46
Fo | 45 | 55 | 53 | 52 | 46
Ai | 49 | 46 | 43 | 45 | 48 | 45
Hdh | 44 | 54 | 51 52 | 47 | 61 | 46
My | 46 | 49 | 48 | 49 | 42 | 47 | 47 | 49
Pm | 46 | 48 | 46 | 48 | 42 | 47 | 47 | 49 | 95
Ps | 33 | 38 | 36 | 41 35 | 37 | 40 | 40 | 37 | 38
Lo | 42 | 52 | 50 | 47 | 43 | 51 | 42 | 52 | 48 | 48 | 39
Lv | 43 | 53 | 50 | 49 | 44 | 50 | 42 | 52 | 48 | 48 | 40 | 93
So | 42 | 52 | 49 | 47 | 42 | 51 | 40 | 51 49 | 49 | 38 | 90 | &9
As | 20 | 22 | 23 18 | 21 20 16 | 22 16 15 15 15 14 15

Ausnahme der ODHs aus M. yessoensis und L. opalescens, die wegen ihrer groBen Ahnlich-
keit zu den ODHs aus P. maximus bzw. L. vulgaris keinen zusitzlichen Informationsgewinn
erwarten lieBen. Abgesehen von Abweichungen im Bereich der Termini umfalit das Align-
ment diverse Liicken, die iberwiegend auf die bakterielle CENDH zuriickzufiihren sind. Da-
rilber hinaus verursachten nur die TaDH des Seeohrs, Haliotis discus hannai (BAB92088),
und die AloDH des Wattwurms interne Liicken von mehr als zwei Aminosiuren Linge (Hali-
chondria-TaDH, K-63 bis G-65 und Wattwurm-AloDH, P-316 bis R-318 sowie G-328 bis N-
331). Die Insertionen, welche die Arenicola-AloDH von allen iibrigen Invertebraten-OpDHs
unterscheiden, liegen in einem Sequenzabschnitt, der bei der CENDH fehlt.

Das Alignment umfallit 28 Aminoséduren, die in allen Sequenzen iibereinstimmen (*), so-
wie 45 konservierte (:) und 26 semi-konservierte (.) Positionen, an denen die Reste sdmtlicher

Sequenzen einander (vereinfacht ausgedriickt) in ihrer Grofle und Hydropathie bzw. in einer
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dieser Eigenschaften dhneln. In einer Alinierung ohne die bakterielle CENDH (nicht gezeigt)
erhohte sich die Zahl gleicher, konservierter und semi-konservierter Reste auf 61, 69 und 22.

In allen alinierten OpDHs inklusive der bakteriellen CENDH tritt nahe des N-Terminus
das charakteristische GXGXX(G/A)-Motiv klassischer FADH,- und NAD(P)H-abhingiger
Dehydrogenasen auf (Rossmann et al., 1974 und Wierenga et al., 1985). Es erscheint hier als
GXGN(G/A)(G/A)-Motiv und wird unmittelbar von einem konservierten Histidin gefolgt. Bei
den Invertebraten-OpDHs vereinfacht sich die Sequenzfolge zu GGGN(G/A)A, wobei auller
im Fall der TaDH des Sandwurms, Arabella iricolor (BAB86769), an vorletzter Stelle stets
ein Glycin zu finden ist. Durchgehend konserviert sind ferner das Histidin an Position 202
sowie Arginin-292 und Aspartat-297 (CENDH-Nummerierung, in Abb. 23 rot hervorgehoben
und durch Pfeile markiert), die nach Vermutungen von Britton et al. (1998a) und JanfBen
(2000) eine fiir die Pyruvatbindung und den Reaktionsmechanismus der OpDHs essentielle
katalytische Triade bilden. Von drei weiteren Aminosduren, die Britton und Mitarbeiter
(1998a), fiir katalytisch bedeutsam hielten (in Abb. 23 ebenfalls rot dargestellt), sind zwei
(Tyrosin-293 und Glutamat-296 nach CENDH-Nummerierung) ebenso in allen Sequenzen
konserviert, wihrend die dritte (Asparagin-198 der CENDH) bei allen Invertebraten-OpDHs
aufler denen der Anneliden und Sipunculiden fehlt.

Neben den vermutlich zur katalytischen Triade gehdrenden Resten sind auch die Histi-
dine in den CENDH-Positionen 17 und 88, zwei weitere Argininreste (R-39 und R-143) sowie
ein zusitzliches Aspartat (D-320) in allen OpDHs des Alignments zu finden. Ansonsten han-
delt es sich bei den durchgehend konservierten Aminosduren iiberwiegend um Glycin oder
Prolin. An Position 142 (CENDH-Nummerierung) féllt ein konserviertes Cystein auf.

Basierend auf Strukturdaten von Britton et al. (1998a) sind o-helikale Abschnitte und
B-Faltblitter der CENDH aus Arthrobacter spec. in Abb. 23 grau bzw. schwarz unterlegt dar-
gestellt. Analog wurden bei den Invertebraten-OpDHs Sekundirstrukturelemente kenntlich
gemacht, die mit Hilfe des PredictProtein-Servers (PROFsec, vgl. 2.7.1) vorhergesagt wurden.
Das Sequenzalignment spiegelt eine hohe Konservierung der Sekundirstrukturen wieder.
Schlieft man von der Grenze zwischen der N- und C-terminalen Domine der CENDH (senk-
rechte Linie im Alignment) auf die Dominengrenze der Invertebraten-OpDHs, so wird deren
N-terminalen Doméine offenbar wie die Nukleotidbindungsdoméne der CENDH durch o-He-
lices und PB-Faltblitter geprigt, wihrend in der C-terminalen Domine praktisch ausschlieBlich
o-Helices vorkommen (vgl. Britton et al., 1998a). Besonders stark konserviert erscheinen die
B-Faltblitter By, Ba, Bs, B7, Ps und Pio sowie die o-Helices oy bis o5, und oy bis o der

CENDH, die mit geringen, vor allem ihre Linge betreffenden Abweichungen auch bei allen
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Abb. 23: Vergleich ausgewihlter OpDHs
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Dargestellt ist ein Aminosdurealignment er im Rahmen dieser
Arbeit sequenzieren Alo/StrDHs aus A. marina (Am-AloDH),

e — 405 C. gigas (Cg-AloDHI und Cg-AloDH2), O. edulis (Oe-StrDH)
S GD——————— 398 und S. nudus (Sn-StrDH), einer als AloDH annotierten OpDH
N ig? aus F. oregonensis (Fo-AloDH, BAE00002), je einer TaDH aus
BT T ———— 205 A. iricolor (Ai-TaDH, BAB86769) und H. discus hannai (Hdh-
L TCGRK————— 399 TaDH, BAB92088), jeweils einer ODH aus P. maximus (Pm-
FUNYCR————— 409 ODH, CAC36305), P. sachalinensis (Ps-ODH, BAD81062),
LUNLR-————— 409 L. vulgaris (Lv-ODH, CAC36301) und S. officinalis (So-ODH,
LUNLR—————— 409 CAC36306) sowie der CENDH aus Arthrobacter spec. (AS

CENDH, BAAO08145). Aminosduren, die in allen dreizehn Se-
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quenzen iibereinstimmen, sind durch (*) gekennzeichnet. (:) und (.) markieren konservierte bzw. semi-
konservierte Positionen, an denen die verschiedenen OpDHs Reste einer Gonnet-PAM250-Gruppe mit
positivem Score > 0,5 bzw. < 0,5 aufweisen. Grau unterlegte Bereiche charakterisieren oi-Helices, schwarz
unterlegte Sequenzabschnitte . Wihrend die Sekundérstrukturelemente der CENDH auf Struk-
turdaten von Britton et al. (1998a) basieren, wurden die der tibrigen Enzyme mit Hilfe des PredictProtein-
Servers (PROFsec) vorhergesagt. Die Numerierung der o-Helices und B-Faltblitter entspricht jener der
CENDH-Sekundérstrukturelemente. Die senkrechte, schwarze Linie markiert die Doménengrenze dieses
Enzyms.

Das Motiv GXGXX(G/A) tritt bei klassischen FADH,- und NAD(P)H-abhingigen Dehydrogenasen auf
(Wierenga et al., 1985). Die rot hervorgehobenen Reste Histidin-202, Arginin-292 und Aspartat-297 so-
wie Asparagin-198, Tyrosin-293 und Glutamat-296 (CENDH-Nummerierung) bilden nach Britton et al.
(1998a) und JanBen (2000) wahrscheinlich eine fiir den Reaktionsmechanismus der OpDHs essentielle
katalytische Triade bzw. sind mit dieser assoziiert. In den mit den Ziffern 1 bis 8 gekennzeichneten Posi-
tionen vermuteten dieselben Autoren Reste, welche die Aminosdurespezifitit der Enzyme determinieren
konnten. Sie postulierten, da dort bei OpDHs mit hydrophobem Aminoséuresubstrat (z. B. bei Alo/StrDHs
oder der CENDH) unpolare Reste konserviert sind, wihrend OpDHs, die bevorzugt basische Aminosduren
umsetzen (z. B. ODHs) an diesen Stellen negativ geladene oder hydrophile Reste aufweisen. Die OpDH-
Reste an den entsprechenden Alignmentpositionen wurden daher in Abhingigkeit von ihrer Hydropathie in
unterschiedlichen Farben dargestellt (bei neutralem pH positiv geladene Reste blau, negativ geladene vio-
lett, polare Aminoséduren griin, unpolare gelb-orange). Das gleiche Farbschema fand auch an den Positionen
Verwendung, die bei Differenzanalysen der aktuellen Arbeit dadurch auffielen, da hier alle Alo/StrDHs
anders konserviert sind als die verschiedenen ODHs.

Invertebraten-OpDHs vorhergesagt wurden. Dagegen wurden die CENDH-Faltblitter B3, Ba,
By und By; nicht in allen Invertebraten-Sequenzen postuliert bzw. umfafiten gemil der Vor-
hersage zum Teil nur zwei bis drei Aminosduren. s erkannte das Sekundirstrukturvorher-
sage-Programm in keiner Invertebraten-OpDH. Statt dessen fand es C-terminal anschlieend
einheitlich einen o-helikalen Sequenzabschnitt. Auch im Bereich des CENDH-Faltblattes B,
und der Helix o ergaben die Sekundérstrukturvorhersagen kein einheitliches Bild. Dafiir
wurde jedoch angrenzend an eine durch Unterstreichung gekennzeichnete Loopregion der
CENDH, fiir die Britton et al. (1998a) eine katalytische Funktion vermuteten, bei allen Inver-
tebraten-OpDHs eine o-Helix vorausgesagt. Im C-terminalen Bereich der Invertebraten-Enzy-
me schlieBlich wurden vereinzelt kurze o-helikale oder gestreckte Abschnitte postuliert, die in
der CENDH keine Entsprechung finden.

Um innerhalb der verschiedenen OpDHs Reste zu identifizieren, die an der Aminosdure-
bindung beteiligt sein oder auf sonstige Weise die Aminosdurepriferenz der Pyruvatoxidore-
duktasen determinieren konnten, wurden die nach ihrer Substratspezifitit geordneten Inverte-
braten-OpDHs (vgl. Farbcode in Abb. 23) manuell und unterstiitzt durch den AMAS-Server
der Universitdt Oxford (Livingstone und Barton, 1993) gruppenweise verglichen. Da an spezi-
fitatsrelevanten Positionen von OpDHs, die bevorzugt hydrophobe Aminosduren umsetzen
(z. B. von Alo/StrDHs und der bakteriellen CENDH), unpolare Reste zu vermuten sind, wéh-
rend bei den auf basische Aminosduren spezialisierten ODHs negativ geladene oder polare

Reste an der Substratbindung beteiligt sein konnten (vgl. Britton et al., 1998a und JanBen,

96



Ergebnisse

2000), fokussierten die Differenzanalysen vor allem auf Polaritdtsunterschiede zwischen den
einzelnen OpDHs. Tatsédchlich konnten einige Merkmale identifiziert werden, die allen vergli-
chenen Alo/StrDHs unabhingig von ihrer Herkunft aus Anneliden, Mollusken oder Sipunculi-
den gemeinsam sind, sie jedoch von den Mollusken-ODHs unterscheiden. Beispielsweise fin-
det sich bei allen untersuchten AloDHs und StrDHs, aber auch bei den TaDHs aus A. iricolor
und H. discus hannai sowie bei der CENDH aus Arthrobacter spec. an Position 20 des Align-
ments (CENDH-Nummerierung) ein Alanin (in Abb. 23 gelb-orange hervorgehoben), wih-
rend die ODHs dort einen polaren Rest (Serin oder Threonin, in Abb. 23 griin dargestellt) auf-
weisen. In Position 82 ist bei den Alo/StrDHs (auBler der angeblichen AloDH aus F. orego-
nensis, vgl. Abb. 23) sowie bei der bakteriellen CENDH ein hydrophober Rest (Valin oder
Isoleucin) konserviert, wohingegen TaDHs und ODHs hier eine hydrophile Aminoséure (Cy-
stein oder Threonin) besitzen. Ansonsten wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
Alo/StrDHs, TaDHs und ODHs erkannt. Allerdings fanden sich diverse Hinweise auf eine
Sonderstellung der Wattwurm-AloDH, die sich nicht nur durch die oben erwihnten Insertio-
nen von den iibrigen Alo/StrDHs unterscheidet. Thre Andersartigkeit manifestiert sich zum
Beispiel auch darin, dall sie abweichend von allen anderen Alo/StrDHs und der TaDH des

Sandwurms an Position 30 (Wattwurm-Numerierung) kein Prolin, sondern ein Lysin aufweist.

3.10 Phylogenie der OpDHs

Bei den OpDHs hoherer Invertebraten handelt es sich, wie ihre groBe Sequenzihnlichkeit
belegt (3.9), um homologe Enzyme. Ihre verwandtschaftlichen Beziehungen untereinander
wurden durch Neighbor-Net-Analyse untersucht (2.7.4). Dabei wurde neben den Invertebra-
ten-OpDHs aus dem Alignment in Abb. 23 eine mutmaBliche AloDH aus S. nudus (PrimaBin,
2005; CAJ43559, Datenbankeintrag noch vertraulich) einbezogen. Das erhalte Netzdiagramm
(Abb. 24) zeigt, dal die OpDHs der Polychaeten A. marina und A. iricolor sowie des Sipun-
culiden S. nudus untereinander niher verwandt sind als mit den verschiedenen Mollusken-
OpDHs. Allerdings verbindet ein recht starkes Signal (in Abb. 24 rot markiert) die Anneliden-
und Sipunculiden-OpDHs mit der ODH aus der Pilgermuschel, P. maximus, die dadurch
etwas aus der Gruppe der iibrigen Mollusken-OpDHs herausfillt. Nur ein schwicherer Split
(in Abb. 24 gelb-orange hervorgehoben) gruppiert die Pecten-ODH unmittelbar mit Gastropo-
den- und Cephalopoden-OpDHs sowie der ODH aus der Muschel P. sachalinensis.

Die OpDHs der Schnecken und Kopffiier bilden ebenso wie die beiden Alo/StrDHs aus

der Auster C. gigas jeweils klar von den iibrigen Enzymen separierte Verwandtschaftsgrup-
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Abb. 24: Neighbor-Net-Analyse ausgewihlter Invertebraten-OpDHs

Dargestellt ist ein auf LogDet-Distanzen basierender Neighbor-Net-Graph der Invertebraten-OpDHs aus
Abb. 23, in den zusitzlich eine Spritzwurm-AloDH (AloDH S. nudus, CAJ43559, Datenbankeintrag noch
vertraulich) einbezogen wurde. Die Distanzberechnung erfolgte ausgehend von den Aminoséduresequenzen
der OpDHs. Splits (Signale, die einzelne Sequenzgruppen von allen {ibrigen Sequenzen separieren) erschei-
nen im Graphen als parallele Linien. Deren Linge stellt ein MaB fiir die Unterstiitzung des jeweiligen Splits
dar. Der Split, der die ODH aus P. maximus zu den OpDHs der Polychaeten und Sipunculiden stellt, ist rot
hervorgehoben, das damit unvereinbare Signal, das die Pecten-ODH mit den OpDHs der Gastropoden und
Cephalopoden sowie der ODH aus der Muschel P. sachalinensis gruppiert, dagegen gelb-orange markiert.
Wie in Abb. 23 sind AloDHs und StrDHs in blauer, ODHs in griiner und TaDHs in violetter Schriftfarbe
wiedergegeben.

pen. Unsicher erscheint allerdings, in welcher Reihenfolge die zu den Cephalopoden-ODHs
bzw. zur StrDH aus O. edulis fiihrenden Entwicklungslinien von jener der Crassostrea-
OpDHs abzweigten. Die ODH aus P. sachalinensis schlieBlich ist durch eine lange Kante von
allen iibrigen Mollusken-OpDHs inklusive der moglicherweise am nichsten verwandten Ce-
phalopoden-ODHs getrennt, differiert also recht stark von ihnen.

Wurden in dem Aminosdurealignment, das dem Netz aus Abb. 24 zugrunde liegt, die ein-
zelnen Aminosduren nachtréaglich durch die Codons der zugehérigen codierenden Sequenzen
ersetzt (siehe 2.7.4) und das resultierende Nukleotidalignment zur Distanzberechnung genutzt,

so ergab sich eine sehr dhnliche Topologie (nicht dargestellt). Obwohl dabei insgesamt mehr
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widerspriichliche Signale auftraten, wurden in diesem Fall die OpDHs der beiden Austern-
arten durch einen klaren Split von den ilibrigen Sequenzen abgegrenzt. Vor allem dann, wenn
zusitzlich invariante Alignmentpositionen ausgeschlossen wurden, fand sich zudem ein deut-
licheres Signal fiir eine Gruppierung der ODH aus P. sachalinensis mit den Kopffiier-Enzy-
men.

Ausgehend von den im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs aus A. marina,
C. gigas, O. edulis und S. nudus konnten durch BLASTp- und PSI-BLAST-Datenbanksuchen
(am 24.10.05, vgl. 2.7.3) auch Nicht-Invertebraten-Sequenzen mit signifikanter Ahnlichkeit
zu den OpDHs hoherer Invertebraten identifiziert werden. Ein um diese Sequenzen erwei-
tertes phylogenetisches Netz ist in Abb. 25 dargestellt. Es umfaft neben den ausgewihlten
Invertebraten-OpDHs aus Abb. 24 bakterielle Proteine, die in den entsprechenden Datenbank-
eintrdgen als Opindehydrogenasen oder Opinsynthasen bezeichnet sind, verschiedene Bakte-
rienproteine anderer bzw. unbekannter Funktion sowie ein hypothetisches Protein aus dem
Schlauchpilz Magnaporthe grisea. Bei den meisten dieser Proteine (Identifikationsnummern
vgl. Bildunterschrift zu Abb. 24), auch denen, die im Datenbankeintrag nicht ausdriicklich als
putativ oder hypothetisch bezeichnet sind, handelt es sich um vorhergesagte Proteine, deren
mogliche Funktion nur anhand von Sequenzvergleichen abgeleitet und nicht durch proteinbio-
chemische Arbeiten manifestiert wurde. Pflanzliche oder archaebakterielle Proteine mit signi-
fikanter Ahnlichkeit zu den OpDHs hoherer Invertebraten konnten nicht nachgewiesen wer-
den. Von Sequenzen mit mehr als 90 % Ubereinstimmung wurde nur jeweils eine in das Netz
einbezogen. Weggelassen wurden auch hypothetische Proteine aus Staphylococcus saprophy-
ticus, Staphylococcus haemolyticus (YP_300701 und YP_252672) und Bradyrhizobium japo-
nicum (NP_772726). Wihrend erstere neben dhnlichen Enzymen aus Staphylococcus aureus
und Staphylococcus epidermidis keinen zusitzlichen Informationsgewinn zu liefern vermoch-
ten, blieb das hypothetische Protein blr6086 aus B. japonicum unberiicksichtigt, weil es deut-
lich weniger Aminosduren als die iibrigen bakteriellen Sequenzen umfaBit (nur 315 statt
durchschnittlich 371 £ 15 Reste) und daher Alinierungsprobleme verursachte.

Die im Netz blau hervorgehobenen Sequenzen (auBler der AloDH aus S. nudus, die noch
nicht in offentlichen Sequenzdatenbanken verfiigbar ist) wurden durch nicht-iterativen Pro-
tein-BLAST bzw. in der ersten Runde von PSI-BLAST-Suchen erhalten. Abgesehen von
wenigen Ausnahmen (OCS-Proteine aus Agrobacterium tumefaciens und Agrobacterium vitis
sowie Proteine aus Nocardia farcinica, Silicibacter pomeroyi und Burkholderia cepacia), bei
denen dieser Wert geringfiigig unterschritten wurde, stimmte jede dieser Sequenzen in einem

mehr als 300 Aminosduren umfassenden BLAST-Alignment zu mindestens 25 % mit einer
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Abb. 25: Neighbor-Net-Diagramm ausgewihlter Invertebraten-OpDHs und verwandter Proteine
Neben den OpDHs hoherer Invertebraten aus dem Netz in Abb. 24 wurden folgende Sequenzen beriicksich-
tigt (Angaben im Uhrzeigersinn): eine Vitopinsynthase (VIS, Q04554) und eine Octopin-/Lysopinsynthase
(OCS, P94210) aus Agrobacterium vitis S4 bzw. Tm4, eine Octopinsynthase (OCS, POA394), eine mogli-
che Opinsynthase (putOpS, AAC25914), zwei verschiedene Nopalinsynthasen (NOS1 und NOS2, CAAS2
223 bzw. CAB44644), eine Octopin-/Nopalindehydrogenase (NoDH, NP_536135) und eine Opin-/Octo-
pindehydrogenase (OpDH, NP_535789) aus verschiedenen Agrobacterium tumefaciens-Stammen, das
hypothetische Protein SMb20286 (hypProt, NP_436816) aus Sinorhizobium meliloti, ein Protein der Octo-
pin-/Nopalindehydrogenasefamilie (NoDH, NP_746563) aus Pseudomonas putida, je eine Octopin-/Nopa-
lindehydrogenase (NoDH) aus Symbiobacterium thermophilum (YP_074086), Thermoanaerobacter teng-
congensis (NP_622575) und Thermoanaerobacter ethanolicus (ZP_00779301), die Carboxyethylnorvalin-
dehydrogenase (CENDH, BAAO08145) aus Arthrobacter spec., eine Octopin-/Nopalindehydrogenase
(NoDH, ZP_00800155) aus Alkaliphilus metalliredigenes, Proteine der Octopin-/Nopalindehydrogenasefa-
milie (NoDH) aus Staphylococcus aureus (YP_187100) und Staphylococcus epidermidis (YP_189443),
eine Opindehydrogenase (OpDH, EAN06648) aus Mesorhizobium spec., eine hypothetische Octopin-/No-
palindehydrogenase (hypNoDH, CAG22643) aus Photobacterium profundum, das hypothetische Protein
MG10362.4 (hypProt, XP_366142) aus Magnaporthe grisea, mogliche Dehydrogenasen (putDH) aus Sili-
cibacter pomeroyi (AAV94753) und Nocardia farcinica (YP_118256), eine angebliche Glycerin-3-Phos-
phat-Dehydrogenase (G3PDH, ZP_00217591) aus Burkholderia cepacia, eine eventuelle Ketopantoat-Re-
duktase bzw. NAD"-abhiingige Glycerin-3-Phosphatdehydrogenase (G3PDH, YP_297885) aus Ralstonia
eutropha, eine mogliche Opindehydrogenase (putOpDH, CAG77009) aus Erwinia carotovora subsp. atro-
septica sowie zweierlei Proteine Y4xO (Y4xOa und Y4xOb, AAB91938 bzw. AAQ87281) aus Rhizobium
spec. Die Sequenzen wurden durch BLASTp- oder PSI-BLAST-Suchen ausgehend von den im Rahmen
dieser Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs aus A. marina, S. nudus, C. gigas und O. edulis (im Netz rot her-
vorgehoben) identifiziert. Proteine, die durch einfachen Protein-BLAST oder in der ersten Iterationsrunde
einer PSI-BLAST-Suche erhalten wurden, sind ebenso wie die noch nicht in 6ffentlichen Sequenzdaten-
banken verfiigbare AloDH aus S. nudus in blauer Schriftfarbe dargestellt. Die aus den Datenbankeintrigen
tibernommenen Proteinannotationen basieren zum Teil nur auf Vorhersagen, die anhand von Sequenzver-
gleichen getroffen wurden. Das Netz wurde ausgehend von den LogDet-Distanzen der verschiedenen Pro-
teine berechnet.

der Ausgangssequenzen iiberein. Alle anderen Proteine bis auf die Nopalinsynthasen (NOS1
und NOS2) und eine mutmaBliche Opinsynthase (putOpS) aus A. tumefaciens wurden in der
zweiten, letztere erst in der dritten Iterationsrunde eines PSI-BLASTSs erfa3t. Dabei verklei-
nerten sich die Erwartungswerte der neu erhaltenen Treffer beim jeweils nachfolgenden Itera-
tionsschritt extrem, um erst bei der iiberndchsten Iteration wieder anzuwachsen, ohne jedoch
den urspriinglichen Erwartungswert zu iibersteigen (z. B. E-Werte fiir das Protein Y4xOb
aus A. tumefaciens bei einem am 24.10.05 ausgehend von der AloDH aus A. marina durchge-
fiihrten PSI-BLAST: 210" in der ersten, 2:10"'% in der zweiten und 810! in der dritten
Iterationsrunde). Zusitzliche BLASTp- und PSI-BLAST-Suchen, bei denen vorherige Daten-
banktreffer als Ausgangssequenz dienten, lieferten wieder die gleichen, schon zuvor identifi-
zierten Sequenzen. Insbesondere wurden ausgehend von der Nopalinsynthase 1 (NOS1) aus
A. tumefaciens schon in der zweiten PSI-BLAST-Iterationsrunde Invertebraten-OpDHs gefun-
den.

Das Netzdiagramm aus Abb. 25 146t im wesentlichen drei Cluster erkennen. Der erste

umfalt die Invertebraten-OpDHs, die durch einen deutlichen Split von den bakteriellen Pro-
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teinen sowie dem hypothetischen Protein aus M. grisea separiert sind. Die Topologie des
erweiterten Neighbor-Netzes spiegelt weitgehend die gleichen Beziehungen zwischen den
einzelnen Invertebraten-OpDHs wieder wie das auf Invertebraten-OpDHs beschrinkte Netz
(Abb. 24). Insbesondere ist auch hier die ODH aus P. maximus zwischen den iibrigen Mollus-
ken-OpDHs und den OpDHs der Anneliden und Sipunculiden zu finden. Noch deutlicher als
in Abb. 24 wird die Sonderstellung der ODH aus P. sachalinensis. Sie dhnelt den bakteriellen
Sequenzen offenbar mehr als die {ibrigen Invertebraten-Enzyme.

Zweierlei plasmidcodierte Proteine Y4xO aus dem o-Proteobakterium Rhizobium spec.
(Y4x0Oa und Y4xODb), deren Funktion bisher nicht bekannt ist, bilden zusammen mit einer
mutmaBlichen OpDH aus dem y-Proteobakterium Erwinia carotovora subsp. atroseptica und
einer moglichen Ketopantoat-Reduktase bzw. NAD*-abhiingigen Glycerin-3-Phosphat-Dehy-
drogenase aus dem [-Proteobakterium Ralstonia eutropha (G3PDH, chromosomal-codiert)
eine weitere, klar gegeniiber den restlichen Sequenzen abgegrenzte Gruppe. Sie entsprechen
denjenigen Bakterienproteinen aus Offentlichen Datenbanken mit der gréBten Sequenzihn-
lichkeit zu den OpDHs hoherer Invertebraten. Dennoch ist der Split, der diese Gruppe von
den Invertebraten-OpDHs separiert, ldnger als jener, der sie von den anderen bakteriellen Se-

quenzen und dem Pilzprotein (vom dritten Cluster des Netzes) trennt.

Mit dem Ziel, neben den in das Netz aus Abb. 25 einbezogenen Homologen auch entfern-
tere Verwandte der Mollusken-Anneliden-OpDHs zu identifizieren, die keine signifikante Se-
quenzéhnlichkeit zu den tierischen Enzymen mehr erkennen lassen, wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit dreidimensionale Proteinstrukturvergleiche durchgefiihrt. VAST-Suchen
in der Proteinstrukturdatenbank MMDB (2.7.5) lieferten als nichste Strukturnachbarn der
CENDH aus Arthrobacter spec. (1bg6, Britton et al., 1998a), neben einer Mannitol-2-Dehy-
drogenase aus Pseudomonas fluorescens (1LJ8), diversen Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogena-
sen (IWPQ, INIE, I1TXG, 1Z82) und einer Ketopantoat-Reduktase (1KS9) unter anderem
zwei UDP-Glucose-Dehydrogenasen (203J, 1DLJ), mehrere 3-Hydroxyisobutyrat-Dehydro-
genasen (219P, 2CVZ) sowie eine Gluconat-6-Phosphat-Dehydrogenase (1PGJ) und eine Ke-
tolsiure-Reduktoisomerase (1YRL). Die strukturelle Ahnlichkeit zwischen diesen Enzymen
und der CENDH beschrinkt sich gemédll VAST-Ausgabe nicht auf den N-terminalen Molekiil-
abschnitt, sondern erstreckt sich auch auf Teile der katalytischen CENDH-Domine, wo sie
allerdings durchweg weniger signifikant und ausgedehnt ist als im Bereich der N-terminalen
Nukleotidbindungsdomine. Wihrend letztere eine schier unerschopfliche Fiille verschiedener
Strukturnachbarn besitzt, lieferte die C-terminale Proteindomine, sofern sie statt des Gesamt-

enzyms als Ausgangspunkt der VAST-Suche diente, keinen einzigen signifikanten Treffer.
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4 Diskussion

In den Geweben mariner Invertebraten findet sich eine bemerkenswerte Vielfalt termina-
ler Pyruvatoxidoreduktasen. Aufler L- und D-LDHs treten, hdufig auch nebeneinander inner-
halb ein und desselben Gewebes, Opindehydrogenasen unterschiedlicher Substratspezifitit
auf, von denen vielfach mehrere Isoformen coexistieren (Gidde und Grieshaber, 1986; Gries-
haber et al., 1994; Kanno et al., 1996a; Manchenko et al., 1998). Diese Mannigfaltigkeit ter-
minaler glykolytischer Enzyme, die in Sauerstoffmangelsituationen fiir einen ausgeglichenen
cytosolischen Redoxzustand und damit fiir die Aufrechterhaltung des glykolytischen Fluxes
sorgen, zieht schon seit lingerem das Interesse verschiedener Forschungsgruppen auf sich. Es
wurde viel spekuliert, welcher Selektionsdruck die Entwicklung der Invertebraten-Opindehy-
drogenasen begiinstigt haben konnte (Bowlus und Somero, 1979; Fields und Quinn, 1981;
Dando et al., 1981; Fields, 1983; Livingstone et al., 1983; Livingstone, 1983; Grieshaber und
Kreutzer, 1986). Dennoch blieb ihre Evolution bis heute ritselhaft. Auch die molekularen
Grundlagen ihrer Aminosaurespezifitit sind unbekannt.

Bisher wurden neben einigen Tauropindehydrogenasen fast ausschlieBlich Mollusken-
Octopindehydrogenasen sequenziert. Neue Einblicke in die Struktur und Phylogenie der alter-
nativen Pyruvatoxidoreduktasen versprach die Analyse von Invertebraten-Opindehydroge-
nasen anderer Aminosdurepriferenz und Stammeszugehorigkeit. Auf sie fokussierte die vor-
liegende Arbeit. Erginzt durch proteinbiochemische, vor allem auf den Vergleich von Isozy-
men ausgerichtete Untersuchungen, wurden Alanopin- und Strombindehydrogenasen aus dem
Wattwurm, Arenicola marina, dem Spritzwurm, Sipunculus nudus, sowie den Austern Cras-
sostrea gigas und Ostrea edulis sequenziert, heterolog in E. coli exprimiert und mit Eintrdgen

aus offentlichen Sequenzdatenbanken verglichen.

4.1 Pyruvatoxidoreduktasen der untersuchten Arten

4.1.1 Pyruvatreduktase-Aktivititen und ihre physiologische Bedeutung

Wattwurm, Spritzwurm, Pazifische und Europdische Auster — die Arten, mit deren Opin-
dehydrogenasen sich die vorliegende Arbeit beschiftigt, sind alle an das Leben in intertidalem
Habitat angepalit. A. marina und S. nudus kommen beide in sandigen Boden der Gezeitenzone
vor, unterscheiden sich aber dadurch, dafl nur ersterer in festen Wohnrohren lebt, wihrend
letzterer keinen permanenten Bau anlegt (Kriiger, 1971; Portner, 1982). Auch die Erndhrungs-

weise der beiden Arten differiert. Der Wattwurm nimmt iiber einen Einsturztrichter, der einen
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Schenkel seiner U-formigen Wohnrohre bildet, Sand auf, verwertet Mikroorganismen und
meiofaunische Bestandteile und scheidet die unverdaulichen Uberreste unter Bildung charak-
teristischer Kothaufchen wieder aus (Kriiger, 1971; Zebe und Schiedek, 1996). S. nudus, der
seine Nahrung ebenfalls aus Sand extrahiert, frift dagegen vermutlich nur wihrend des Gra-
bens im Sediment (Portner, 1982). Bedingt durch ihre Grabtitigkeit, egal ob sie der Nah-
rungsaufnahme, dem Anlegen neuer Wohnbauten oder der Flucht vor Freffeinden dient, kon-
nen beide Arten einer starken Beanspruchung der arbeitenden Skelettmuskulatur und damit
verbundenem Sauerstoffmangel ausgesetzt sein. Zudem kommt, wenn das Watt wéhrend der
Ebbe trocken fillt, der Atemwasserstrom durch die Wohnrohre des Wattwurms zum Erliegen,
was mit einem raschen Abfall des Sauerstoffpartialdrucks im Wohnrohrenwasser verbunden
ist (Zebe und Schiedek, 1996). S. nudus, der in seinen temporiren Bauten iiber eine Atemhoh-
le mit dem Oberflichenwasser in Verbindung steht, behilt seine Atemperistaltik nach Beob-
achtungen von Portner (1982) zwar auch bei Niedrigwasser bei, unterliegt aber ebenfalls einer
tidenabhéngigen Sauerstoffminderversorgung. Sie korreliert anders als aktivitdtsbedingte Hy-
poxie mit einer Reduktion der Stoffwechselrate und einem niedrigen glykolytischen Durch-
satz (Grieshaber et al., 1994).

Auch die sessilen Austern C. gigas und O. edulis konnen in ihrem natiirlichen Lebens-
raum gezeitenabhédngigen Sauerstoffmangel erfahren. Beide siedeln bevorzugt auf festem, fel-
sigem Untergrund oder auf Miesmuschelbinken in intertidalen und flachen subtidalen Habi-
taten (Kilias, 2000; Diederich et al., 2005). Fallen die Austern wihrend der Ebbe trocken,
schlieBen sie zum Schutz vor Austrocknung und FraBfeinden ihre Schalen, was vermutlich zu
einer schnellen Sauerstoffverarmung ihrer Gewebe und Korperfliissigkeiten fithrt (Moon und
Pritchard, 1970; Michaelidis et al., 2005; Dunphy und Jeffs, 2006). Austern verfiigen daher
wie Watt- und Spritzwiirmer iiber Mechanismen, die ihnen das Uberleben temporiren Sauer-
stoffmangels ermoglichen (David et al., 2005; Michaelidis et al., 2005; Schottler et al., 1984a;
Zebe und Schiedek, 1996; Portner et al., 1984b). Dazu gehort unter anderem der Besitz von
OpDHs, die wihrend einer Hypoxie bzw. in der anschlieBenden Erholungsphase genutzt wer-
den konnen (Fields et al., 1980; Fields und Hochachka, 1981; Eberlee et al., 1983; Siegmund
und Grieshaber, 1985; Grieshaber und Kreutzer, 1986; Kreutzer et al., 1989).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Hautmuskelschlauchextrakten des Wattwurms
gemessenen AloDH- und StrDH-Aktivititen von 56,4+ 12,3 U-g" FG bzw. 6,9+ 1,9 U-g"
FG (3.1; Abb. 2, S. 50) entsprechen den Werten, die Siegmund (1986) unter @hnlichen Test-
bedingungen ermittelte (55,4 + 14,5 U-g"' FG AloDH- und 6,1 + 1,3 U-g"' FG StrDH-Aktivi-

tit). Ubereinstimmend mit dessen Ergebnissen fand sich in Wattwurm-Homogenaten weder
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ODH- noch TaDH-AKktivitét. Ersteres erscheint erwartungsgemif3, da ODHs mit L-Arginin-
phosphat assoziiert zu sein pflegen (Grieshaber und Kreutzer, 1986), dieses jedoch im Haut-
muskelschlauch von A. marina durch Taurocyaminphosphat ersetzt ist (Portner et al., 1979).
Auch die sehr geringe -AloDH-Aktivitéit des Gewebes (0,4 U- g'1 FG) besitzt vermutlich kei-
ne physiologische Bedeutung. Eine solche konnte aber zumindest unter experimentellen Be-
dingungen fiir die AloDH- und StrDH-Aktivititen des Wattwurms nachgewiesen werden. So
erhohte sich im Hautmuskelschlauch von Wattwiirmern, die von Kreutzer und Mitarbeitern
(1989) bis zur Erschopfung zum Graben im Sediment gezwungen wurden, der Alanopingehalt
von durchschnittlich 0,13 pumol- g'1 FG in Kontrolltieren auf 8,13 umol- g'1 FG, wihrend die
Strombinkonzentration von 0,78 umol-g" FG auf 2,39 umol-g"' FG anstieg. 24-stiindige In-
kubation in stickstoffaquilibiertem Seewasser bewirkte dagegen eine Akkumulation von nur
0,8 umol-g”' FG Alanopin und 5,6 pmol-g" FG Strombin. Wie bereits in der Einleitung erliu-
tert, fithrt funktionsbedingter Sauerstoffmangel zur Produktion der N-(Carboxyethyl)-Amino-
saure, deren zugehorige OpDH im Gewebe die hochste Aktivitdat aufweist. Unter biotopbe-
dingter Hypoxie wird jedoch vornehmlich das Opin gebildet, dessen korrespondierende Ami-
nosdure in der hochsten Konzentration vorkommt (Siegmund, 1986; Grieshaber und Kreutzer,
1986; Kreutzer et al., 1989). Das ist im Hautmuskelschlauch des Wattwurms Glycin (bei
Tieren, die in normoxischem Seewasser gehiltert wurden, durchschnittlich 161 pmol-g”' FG
Glycin versus nur 27 pmol-g”' FG D-/L-Alanin und weniger als 0,1 pmol-g'1 FG L-Arginin,
Kreutzer et al., 1989). Die relativ niedrige Alaninkonzentration des Gewebes kann sich aller-
dings unter Hypoxie durch reduktive Transaminierung von Aspartat und zusétzliche Alanin-
bildung iiber einen noch unidentifizierten Stoffwechselweg anndhernd verdoppeln (Felbeck,
1980; Felbeck und Grieshaber, 1980; Siegmund, 1986; Kreutzer et al., 1989). Das erklirt
moglicherweise, weshalb sich in der Muskulatur von A. marina hohe AloDH-Aktivitit ent-

wickeln konnte (siche 4.3.3).

Anders als beim Wattwurm findet sich im Hautmuskelschlauch von S. nudus gleich-
bleibend wenig Alanin (stets < 8 pumol-g”' FG; Portner et al., 1984b). Zugleich wurde in den
Spritzwurmhomogenaten der aktuellen Arbeit nur eine geringe AloDH-Aktivitdt von etwa
9 U-g"' FG gemessen (3.1). Daher scheint es nicht verwunderlich, daB Alanopin bei dieser Art
weder unter biotop-, noch unter funktionsbedingter Hypoxie in nennenswertem Umfang akku-
muliert (maximal 0,2 pmol-g"' FG nach Pértner et al., 1984b). Weil im Hautmuskelschlauch
des Spritzwurms wie beim Wattwurm Glycin die dominierende Aminosdure bildet (knapp

200 pmol-g'1 FG; Portner et al., 1984b), synthetisiert der Sipunculide, obwohl die StrDH-
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Aktivitdt in seiner Muskulatur noch hinter der AloDH-Aktivitit zuriickbleibt (Abb. 2, S. 50;
Portner et al., 1984b; Kreutzer, 1987), bei Sauerstoffmangel im Habitat bevorzugt Strombin
(wihrend 24-stiindiger Hypoxie rund 7 pmol-g” FG; Portner et al., 1984b). Bei aktivitiits-
bedingter Hypoxie akkumuliert vor allem Octopin (widhrend 45-miniitigen Grabens etwa
7 umol-g”' FG; Portner et al., 1984b). Verantwortlich dafiir sind eine hohe spezifische ODH-
Aktivitat von mehr als 200 U'g'1 FG (Abb. 2, S. 50; Portner et al., 1984b; Kreutzer, 1987)
sowie eine L-Argininkonzentration, die zwar unter Normoxie dhnlich niedrig ist wie die Ala-
ninkonzentration des Gewebes, sich jedoch unter Hypoxie durch den Abbau von L-Arginin-
phosphat verdoppeln oder sogar verdreifachen kann (Portner et al., 1984b).

In den Spritzwurmhomogenaten der vorliegenden Arbeit wurden zwei- bis fiinffach ge-
ringere spezifische OpDH-Aktivititen gemessen (3.1) als von Portner et al. (1984b) angege-
ben. Das ist vermutlich darauf zuriickzufithren, dafl diese Autoren bei ihren Aktivititsbestim-
mungen hohere Pyruvatkonzentration einsetzten (10 mM statt in der vorliegenden Arbeit nach
Fields und Hochachka (1981) sowie Siegmund et al. (1985) fiir alle Arten einheitlich 3 mM).
Das ermittelte Verhiltnis aus AloDH-, StrDH- und ODH-Aktivitdt von 3 : 1 : 57 stimmt aber
etwa mit dem von Portner et al. (1984b) beobachteten Aktivititsverhiltnis (5 : 1 : 48) iiberein.
Obwohl bei den Messungen in Anpassung an die entsprechenden K-Werte verschiedener
Invertebraten-OpDHs (Livingstone et al., 1983; Gidde und Grieshaber, 1986) nur 5,5 bzw.
5 mM L-Arginin, jedoch 200 mM L-Alanin bzw. Glycin eingesetzt wurden (2.5.1 und Portner
et al., 1984b), dominierte die ODH-Aktivitdt deutlich gegeniiber den anderen OpDH-Aktivité-
ten, was nach Kreutzer (1987) weniger auf eine hohere Konzentration der Spritzwurm-ODHs
als auf deren besondere Leistungsfihigkeit zuriickzufiihren gewesen sein diirfte. Livingstone
und Mitarbeiter (1983 und 1990) postulierten, dal ODHs sich generell durch héhere maxi-
male Umsatzraten als andere Invertebraten-OpDHs auszeichnen und daher vor allem bei be-
sonders aktiven Arten vorkommen, wihrend sie bei Austern (vgl. 3.1) und den meisten an-

deren sessilen Arten fehlen.

Tatsdchlich tiberschritt die ODH-Aktivitdt im Hautmuskelschlauch des Spritzwurms nicht
nur die tibrigen OpDH-Aktivitdten dieses Gewebes, sondern auch die AloDH- und StrDH-
Aktivititen im Hautmuskelschlauch von A. marina sowie in den Adduktoren von C. gigas
und O. edulis um Vielfache ihrer selbst (Abb. 2, S.50). Besonders niedrige AloDH- und
StrDH-Aktivitdten fanden sich im Adduktormuskel der Europdischen Auster. Das konnte da-
mit zusammenhéngen, daf} diese Austernart im natiirlichen Habitat hdufiger als C. gigas un-
terhalb der Niedrigwasserlinie siedelt und somit weniger auf Anpassungsmechanismen zum

Uberdauern temporiren Sauerstoffmangels angewiesen ist (Dunphy und Jeffs, 2006). Es fragt
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sich allerdings, inwiefern eine solche Argumentation fiir die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verwendeten Zuchtaustern greift.

Die durchschnittlichen AloDH- und StrDH-Aktivitdten der untersuchten Crassostrea-Ad-
duktoren (41,7 £ 6,8 U-g'1 FG und 49,0 5,8 U'g'1 FG) entsprachen etwa denen, die Fields
und Hochachka (1981) sowie Livingstone und Mitarbeiter (1983) ermittelten (50 bis 64 U- g'1
FG). Ubereinstimmend mit Sato et al. (1993a) fand sich nur geringe p-AloDH- (7 U-g"' FG)
und fast keine TaDH-Aktivitit (< 0,1 U- g'1 FG). Letzteres erscheint insofern bemerkenswert,
als Taurin die am hochsten konzentrierte Aminosdure im Adduktor von C. gigas bildet (Kan-
no et al., 1998, ohne Konzentrationsangabe; Alanin- und Glycingehalt im Adduktor von
C. gigas bzw. C. angulata nach Michaelidis et al. (2005) und Kreutzer et al. (1989) etwa
12 umol-g”! FG bzw. 50 umol-g”' FG). Méglicherweise hiingt die Aminosiurespezifitit der
OpDHs einer Art nicht allein von der Gewebekonzentration der einzelnen Aminoséuren, son-
dern auch davon ab, wie starken umweltabhiingigen Fluktuationen diese unterworfen sind
bzw. wie zuverlédssig die verschiedenen Aminosduren unter hypoxischen Bedingungen ver-
fiigbar sind (Kan-no et al., 1998).

Nach Eberlee et al. (1983), die in der Erholungsphase nach 96-stiindiger Stickstoffexposi-
tion im Adduktor der Amerikanischen Auster, C. virginica, eine Alanopin- und Strombinzu-
nahme um bis zu 4 umol-g”' FG nachwiesen, nutzen Austern ihre alternativen Pyruvatoxidore-
duktasen vor allem wihrend des Wiederauffiillens ihrer Energiespeicher im Anschluf} an eine
Phase reduzierter Sauerstoffverfiigbarkeit. NADH-abhédngige LDHs sind dagegen weder fiir
den anaeroben Stoffwechsel der Pazifischen oder Europidischen Auster, noch fiir A. marina
oder S. nudus von wirklicher Bedeutung (Portner et al., 1984b; Siegmund, 1986; Kreutzer et
al., 1989), was die hochstens minimalen LDH-Aktivitdten (<0,1 U-g'1 FG) in den Gewebe-
homogenaten der vorliegenden Arbeit bestétigten (vgl. auch Zammit und Newsholme, 1976;

Livingstone et al., 1983; Portner et al., 1984b; Siegmund et al., 1985; Sato et al., 1993a).

4.1.2 Oxidationsempfindlichkeit der Wattwurm-OpDHs

Die OpDHs des Wattwurms erwiesen sich iibereinstimmend mit Beobachtungen von
Reitze (1983) als instabil. In Rohextrakten und gereinigten Enzymldsungen traten zeitabhin-
gige Aktivititsverluste auf, denen mit DTT entgegengewirkt werden konnte (3.3). Sie resul-
tierten somit offensichtlich aus einer starken Oxidationsempfindlichkeit der Enzyme und wa-
ren, obwohl A. marina bekanntermallen iiber eine hohe proteolytische Kapazitit verfiigt (Krii-

ger, 1971; Zebe und Schiedek, 1996), nicht auf eine OpDH-Degradation durch Proteasen aus
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dem Magen-Darm-Trakt des Polychaeten zuriickzufiihren. Versuche mit verschiedenen Pro-
teaseinhibitoren zeigten, da3 Proteasen die OpDH-Aktivitit bei ausreichender Kiihlung nur
geringfiigig beeinflussen (3.3).

Die Oxidationsempfindlichkeit vieler cytosolischer Proteine basiert darauf, dafl ihre in
der Regel in Sulfhydrylform vorliegenden Cysteinreste, sobald die strukturelle Integritédt der
Zellen zerstort wird und sie mit Luftsauerstoff in Berithrung kommen, durch sukzessive Ein-
Elektroneniiberginge in zunehmend oxidiertere Molekiilspezies iiberfithrt werden konnen
(Little und O’Brien, 1969; Mason und Rao, 1990; Park und Bauerle, 1999). Dabei entstehen
zunéchst hochreaktive Thiylradikale (RS-) und Sulfensduregruppen (RSOH), die mit einem in
der Nihe befindlichen Rest gleicher Art spontan intra- und intermolekulare Disulfidbriicken
zu bilden vermogen (Little und O’Brien, 1969; Mason und Rao, 1990; Stadtman, 1993; Park
und Bauerle, 1999). Da sich Disulfide wie die meisten anderen Oxidationsstufen mit DTT
oder anderen Reduktionsmitteln reduzieren lassen, ist die Oxidation von Cysteinen in der
Regel reversibel (Little und O’Brien, 1969; Park und Bauerle, 1999). In Wattwurmhomogena-
ten, die ihre AloDH- und StrDH-Aktivitdt im Verlauf mehrerer Tage fast vollstdndig verloren
hatten, wurden durch Zugabe von 5 mM DTT immerhin 88 bzw. 45 % der Ursprungsaktivita-
ten wiederhergestellt (3.3). Einige der denaturierten OpDH-Molekiile nahmen vermutlich
nach der DTT-Zugabe, obwohl ihre Cysteinreste in die Sulfhydrylform riickiiberfiihrt wurden,
nicht wieder ihre native Faltung, sondern eine artifizielle Konformation ein. Ahnliches beob-
achteten Zettlmeissl et al. (1984) bei Renaturierungsexperimenten mit Guanidiniumhydro-
chlorid-behandelten ODH-Isozymen aus Pecten jacobaeus. Sie erzielten maximal 70 % kor-
rekt gefaltete Enzymproteine, wihrend die iibrigen 30 % des eingesetzten Materials inaktive
Monomere oder Aggregate bildete. Aulerdem konnten die denaturierten Wattwurm-OpDHs
einer stirkeren proteolytischen Degradation unterlegen haben als die bei den Versuchen mit
Proteaseinhibitoren eingesetzten Enzyme mit ausreichendem Oxidationsschutz (vgl. Teschner

et al., 1987 sowie Kaufmann, 1997).

In allen Wattwurmhomogenaten {iiberschritt der zeitabhingige AloDH-Verlust den der
StrDH-Aktivitdt (zum Beispiel nach siebentéigiger Lagerung nur noch 22 % der anfinglichen
AloDH-, aber noch 41 % der urspriinglichen StrDH-Aktivitdt). Andererseits liel sich die
AloDH-Aktivitdat wie gerade erwéahnt mit DTT zu einem grofleren Teil wiederherstellen. Das
konnte darauf hindeuten, daB fiir die beiden Aktivititen mehrere Enzymproteine differie-
render Aminosdurepriferenz verantwortlich sind (siehe auch 3.4.2 und 4.1.4.1), die sich in

ihrer Oxidationsempfindlichkeit und ihrem Renaturierungspotential unterscheiden. Auflerdem
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konnte sich die Fahigkeit einzelner OpDHs, L-Alanin bzw. Glycin umzusetzen, durch oxida-
tionsbedingte Konformationsinderungen bzw. Riickfaltungsartefakte verdndert haben.

Eine Abhingigkeit des AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhdltnisses vom Redoxstatus der En-
zymlosung wurde auch bei der Reinigung heterolog exprimierter Wattwurm-AloDH-LE6xH
beobachtet (3.8.2), wo sie eindeutig nicht auf die Existenz unterschiedlicher Enzymproteine
zuriickzufithren war. Wegen der Reduktionsempfindlichkeit der verwendeten Nickel-NTA-
Séule mufite hier zunichst auf eine Enzymstabilisierung durch DTT verzichtet werden. Alter-
nativ kamen 20 mM 2-Mercaptoethanol zum FEinsatz (gemil3 Herstellerangaben maximal mit
der Sdulenmatrix kompatible Konzentration). Dieses Monothiol ist ein schlechteres Reduk-
tionsmittel als DTT, das ein geringeres Potential zur Reduktion von Disulfiden besitzt und
vielfach gemischte Disulfide mit Proteinen bildet (Cleland, 1964; Gilbert, 1990; Negishi und
Ozawa, 2000). Zumindest in der gewihlten Konzentration konnte es den Oxidationsschutz
heterolog exprimierter Wattwurm-AloDH-LE6xH nicht gewihrleisten. So fand sich in einem
Bakterienlysat mit 2-Mercaptoethanol ein im Vergleich zu DTT-haltigen Homogenaten deut-
lich niedrigeres AloDH : StrDH-Aktivititsverhiltnis (4 : 1 statt 10 : 1). Beim spiteren Uber-
fiihren des Enzyms in DTT-haltigen Gelfiltrationspuffer vervielfachten sich die Gesamtaktivi-
titen, wihrend sich gleichzeitig das Aktivitdtsverhiltnis zugunsten der AloDH-Aktivitit ver-
schob (3.8.2). Partiell oxidierte Wattwurm-AloDH-LE6xH setzte somit vor allem L-Alanin
weniger effizient um als das vollstindig reduzierte Enzym, wéhrend die Reaktion mit Glycin
weniger beeintrichtigt war. Dafiir konnten sterische Griinde verantwortlich sein. Teiloxidierte
AloDH-LE6xH besitzt moglicherweise eine Konformation, die den Zugang zur Bindungs-
tasche speziell fiir das im Vergleich zu Glycin groBBere Alanin erschwert. Auflerdem konnten
an der Bindung von Alanin zuséitzliche, vielleicht besonders leicht oxidierbare Cysteinreste

beteiligt sein.

In der ODH aus der Pilgermuschel, Pecten maximus, wurden bis zu drei leicht zuging-
liche Thiolgruppen detektiert, von denen sich jedoch nur eine als bedeutsam fiir die kataly-
tische Aktivitit des Enzyms erwies (Olomucki et al., 1972 und 1975; Thomé-Beau und
Olomucki, 1973; Sheikh und Katiyar, 1993; Miiller, 2007). Sequenzalinierungen von Janf3en
(2000) und Kan-no et al. (2005a) offenbarten zwei bei scheinbar allen tierischen OpDHs
konservierte Cysteine. Das Alignment aus Abb. 23 (S. 95), in das neben neueren Sequenzen
aus oOffentlichen Datenbanken auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten
Alo/StrDHs und die Untereinheit der CENDH aus Arthrobacter spec. (BAA08145) einbezo-
gen wurden, zeigt jedoch, dal} das erste der beiden konservierten Cysteine (CENDH-Position

10) in der ODH aus Pseudocardium sachalinensis (BAD81062) durch Phenylalanin ersetzt
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ist. Nur das zweite (CENDH-Position 142) kommt in allen OpDHs aus Abb. 23 (S. 95) vor
(vgl. auch Miiller, 2007). GemaB Strukturdaten von Britton et al. (1998a) ist dieses Cystein
innerhalb der hufeisenformigen CENDH-Untereinheit (Abb. 26, S. 165) zentral positioniert.
Der zur Nukleotidbindungsdomine gehodrende Rest findet sich quasi am Eingang zur Bin-
dungstasche, was seine mogliche funktionelle Bedeutung unterstreicht.

Es fragt sich, weshalb die OpDHs aus A. marina sich als deutlich oxidationsempfindli-
cher als beispielsweise die Alo/StrDHs der Pazifischen Auster oder die ODH aus P. maximus
erwiesen (3.3 und Miiller, 2007). Vergleicht man die in der vorliegenden Arbeit sequenzierte
Wattwurm-AloDH mit den iibrigen Invertebraten-OpDHs aus Abb. 23 (S. 95), so zeigt sich,
dal} sie im Unterschied zu diesen zwolf statt nur sechs (StrDH aus O. edulis) bis maximal
neun (ODH aus P. sachalinensis) Cysteinreste umfalit (Positionen 13, 62, 88, 130, 141, 153,
280, 289, 299, 317, 330 und 353). Diese Zahl ist als solche allerdings nicht unbedingt aussa-
gekriftig, da die Oxidierbarkeit der zugehorigen Sulthydrylgruppen davon abhiingt, wie stark
sie exponiert sind. Entscheidend ist auBerdem die Lage der Cysteine relativ zueinander. Sie
kann gegebenenfalls Disulfidbriickenbildungen und eine damit verbundene Enzymdenaturie-
rung bzw. Aktivititsverluste durch Proteinaggregationen begiinstigen.

Identifiziert man innerhalb der Wattwurm-AloDH die Cysteinreste, die mit keinem Cy-
stein einer anderen Invertebraten-OpDHs aus der Alinierung in Abb. 23 (S. 95) korrespon-
dieren (Alignment-Positionen 62, 280, 289, 299, 317, 330 und 353 gemill Wattwurm-
Numerierung), so fillt auf, daB sie sich in einem nur 74 Aminosduren umfassenden Abschnitt
der
C-terminalen Enzymdomine hédufen. Besonders die Cysteine 317 und 330 der Wattwurm-
AloDH konnten die besondere Oxidationsempfindlichkeit des Enzyms verursachen. Dafiir
spricht ihre Nédhe zu den vermutlich katalytischen Resten Arginin-339 und Aspartat-244
(Wattwurm-Numerierung, vgl. 3.9 und 4.2.2) in der linearen Sequenz. Geht man von einer
strukturellen Ahnlichkeit zwischen den OpDHs hoherer Invertebraten und der Untereinheit
der bakteriellen CENDH aus (3.10 und 4.3.2), so 148t sich zudem spekulieren (anhand der
raumlichen Lage der im Alignment angrenzenden CENDH-Reste 285 und 286, vgl. Abb. 23,
S. 95 und Abb. 26, S. 165), daB die beiden Cysteine im dreidimensional gefalteten Protein
gegeniiber vom konservierten Cystein (CENDH-Position 142 bzw. Wattwurm-Position 153)
am distalen Ende der C-terminalen Proteindomine positioniert sein kénnten. Sofern die Cy-
steine 317 und 330 nicht untereinander reagieren, wire in diesem Fall eine Disulfidbriicken-
bildung mit dem konservierten Cystein denkbar. Sie konnte den Zugang zur Bindungstasche

entscheidend beeintrichtigen.
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Unabhingig davon, welche Cysteine tatsédchlich fiir die besondere Oxidationsanfilligkeit
der Wattwurm-AloDH bzw. seiner OpDHs im allgemeinen verantwortlich sind, war es bei
allen Arbeiten mit den Pyruvatoxidoreduktasen dieser Art unverzichtbar, fiir einen ausrei-
chenden Oxidationsschutz zu sorgen. Da gelostes DTT unter Bildung eines cyclischen Disul-
fids leicht selbst oxidiert wird und daher nur eine geringe Halbwertszeit besitzt (Cleland,
1964; Stevens et al., 1983), muliten ausreichende Konzentrationen des Reduktionsmittels ver-
wendet (5 mM statt nur 2 mM), alle Puffer und Losungen moglichst frisch hergestellt und
Enzyml6sungen rasch weiterverarbeitet bzw. zur lingerfristigen Lagerung mit Glycerin und
zusitzlichem DTT eingefroren werden. Tetrazoliumsalze wie das bei den spezifischen Akti-
vititsfarbungen eingesetzte Nitroblautetrazoliumchlorid (2.5.7.1) werden allerdings durch
DTT nicht-enzymatisch reduziert (Michal et al., 1983), weshalb es nur bedingt moglich war,
das Antioxidans bei nativen Disk-Elektrophoresen und isoelektrischen Fokussierungen einzu-
setzen.

Die Oxidationsempfindlichkeit der Wattwurm-OpDHs erschwerte daher insbesondere
ihre elektrophoretische Analyse. Nach nativen Disk-Elektrophoresen und isoelektrischen Fo-
kussierungen lieen sich die OpDHs aus A. marina héufig selbst dann, wenn diese unter
N,-Atmosphére durchgefiihrt wurden, nicht oder nur eingeschriankt durch spezifische Akti-
vitdtsfarbung detektieren (2.5.7.1, 3.2, 3.4.1 und 3.4.2). Die Nachweisgrenze fiir Wattwurm-
AloDHs auf nativen Disk-Gelen lag fast eine Zehnerpotenz hoher als die fiir Alo/StrDHs aus
C. gigas (20,3 U versus < 0,05 U Alanopinsyntheseaktivitit, vgl. Abb. 6, S. 58 und Abb. 8,
S. 62 versus Abb. 3, S. 52). Isoelektrische Fokussierungen in immobilisierten pH-Gradienten
(2.5.7.3) lieferten gar keine verwertbaren Ergebnisse. Abgesehen davon, dal moglicherweise
auch vollstindig reduzierte Wattwurm-OpDHs den Abbau von Opinen unter den gewdihlten
Farbebedingungen weniger effizient als die Alo/StrDHs aus der Pazifischen Auster katalysiert
hitten, wurde die Detektion der Enzyme offenbar dadurch beeintriachtigt, dafl sie wihrend der
Wanderung im elektrischen Feld oder wihrend des anschlieBenden Waschens und Féarbens
partiell oxidiert und damit inaktiviert wurden. Eine oxidationsabhingige Aufspaltung einzel-
ner Banden in mehrere distinkte Signale konnte die Nachweisgrenze vor allem bei isoelek-
trischen Fokussierungen in rehydratisierten Immobilingelen zusétzlich erhoht haben (Altland
und Rossmann, 1985; Altland et al., 1988). Solche Gele weisen infolge des vorangehenden
Trocknens eine intrinsische oxidierende Aktivitit auf (Altland und Rossmann, 1985), was er-
klart, weshalb oxidationsbedingten Aktivitdtsverlusten speziell bei den IPG-Fokussierungen
nicht wirkungsvoll mit einer N,-Atmosphire entgegengewirkt werden konnte. Auch die fiir

Tragerampholyt-Fokussierungen und Disk-Elektrophoresen verwendeten Polyacrylamidgele
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(2.5.7.1 und 2.5.7.3) besallen moglicherweise oxidierende Eigenschaften. Besonders die unge-
waschenen Disk-Gele konnten freie Radikale bzw. Reste der zu ihrer Polymerisation verwen-
deten Radikalbildner (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin und Ammoniumperoxodisulfat)
enthalten und daher die Bildung von Thiylradikalen begiinstigt haben (Westermeier, 1990).
Auf SDS-Gelen ergaben Wattwurm-AloDHs nach normaler, reduzierender Probenvorbe-
reitung iibereinstimmend mit anderen Proteinen hohen Cysteingehalts (Lane, 1978) breite,
diffuse Banden (Abb. 5, S. 57). Nur wenn eine Oxidation von Thiolen im Verlauf der elektro-
phoretischen Trennung durch vorherige Alkylierung mit Iodacetamid verhindert wurde (Lane,
1978), resultierten scharfe Banden. Zugleich erhohte sich, wie nach Lane (1978) fiir cystein-

reiche Proteine zu erwarten, das apparente Molekulargewicht der Wattwurm-AloDHs.

4.1.3 Reinigung von AloDHs und StrDHs aus A. marina und C. gigas

Die Reinigung von Wattwurm-OpDHs wurde aufler durch deren Oxidationsempfindlich-
keit (4.1.2) auch dadurch erschwert, da Wattwurmextrakte die verwendeten chromatogra-
phischen Siulen selbst nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung (optimiert 45 bis 75 %
Sittigung statt 35 bis 55 % nach Siegmund et al., 1985) extrem verschmutzten. Daher wurde
im ersten chromatographischen Schritt abweichend von Siegmund et al. (1985), die einen
schwachen Anionenaustauscher (DEAE-Sephacel) einsetzten, eine hydrophobe Interaktions-
chromatographie iiber Phenyl Sepharose 6 durchgefiihrt (2.5.6.2 und 3.4.1). Der Probenauf-
trag erfolgte in Gegenwart von 0,8 M Ammoniumsulfat, so da3 auf eine zeitaufwendige und
verlustreiche Dialyse bzw. anderweitiges Entsalzen des gefillten Materials verzichtet werden
konnte. Geschwindigkeit bildet bekanntlich einen Schliisselparameter fiir die erfolgreiche
Reinigung instabiler Proteine (Kaufmann, 1997). Aulerdem konnte die HIC-Saule einem har-
schen Reinigungsprotokoll unterzogen werden, das unter anderem Waschschritte mit 1 M
NaOH und 30 % Isopropanol umfaflite. Damit lie3 sich insbesondere eine fest bindende, griine
Komponente von der Sidule waschen, bei der es sich vermutlich um den Pigmentfarbstoff Are-
nicochrom handelte (van Duijn et al., 1951; van Duijn, 1952a und 1952b; Morimoto et al.,
1970).

Die HIC fiihrte allerdings selbst nach Optimierung (Ligand, Ligandendichte, Art und
Konzentration des verwendeten Salzes, Zusidtze zum Eluenten, vgl. Queiroz et al. (2001);
Vorversuche nicht dargestellt) zu erheblichen Aktivititsverlusten (Tab. 1, S.55). Durch sie
gingen annidhernd die Hilfte der AloDH- und rund 70 % der StrDH-Aktivitdt aus dem Se-
diment nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung verloren. AktivititseinbuBBen von bis zu

50 % bei einzelnen Reinigungsschritten sind nach Deutscher (1990) nichts Ungew®ohnliches.
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Sie treten speziell bei chromatographischen Methoden auf, bei denen Proteine an eine Matrix
binden, betreffen dagegen seltener Verteilungschromatographien (Deutscher, 1990). Mogli-
cherweise wurden die Wattwurm-OpDHs so fest an die Phenyl-Sepharose-Matrix gebunden,
daf sie sich durch 10 % Isopropanol mit 5 mM DTT nicht vollstindig von der Sdule waschen
lieBen (vgl. Queiroz et al., 2001). Alternativ konnten OpDHs denaturiert worden sein. Durch
Vorexperimente (nicht dargestellt) konnte ausgeschlossen werden, dafl dies durch das Iso-
propanol in der Elutionslosung oder deren niedrige Ionenstirke bewirkt wurde. Die Enzyme
konnten jedoch durch die Interaktion mit dem Saulenmaterial geschiddigt worden sein (Quei-
roz et al., 2001; Regnier, 1987). So kann es nach Regnier (1987) zu Faltungsinderungen und
damit einhergehenden Aktivititsverlusten kommen, wenn die konkurrierenden hydrophoben
Krifte einer HIC-Matrix diejenigen iiberschreiten, welche die Proteinstruktur aufrechterhal-
ten. Auf Konformationsianderungen wéhrend der HIC deutet im Chromatogramm aus Abb.
4A (S. 54) das leichte Tailing speziell des AloDH-Peaks hin. Diese Peakinhomogenitit konn-
te durch partiell denaturierte Enzymproteine verursacht worden sein, deren externe Hydropho-
bizitit und damit Retentionszeit die der nativen OpDHs iibertraf (vgl. Regnier, 1987).

Interessanterweise iiberschritt der relative StrDH-Verlust durch die HIC regelmélig den
der AloDH-Aktivitit, weshalb sich das Verhiltnis aus AloDH- und StrDH-Aktivitit bei die-
sem Reinigungsschritt annidhernd verdoppelte (Tab. 1, S. 55 und 3.4.1). Das urspriingliche
Aktivitatsverhiltnis konnte wihrend der weiteren Reinigung auch durch Riickiiberfiihren in
physiologischere Puffersysteme nicht wiederhergestellt werden. Eine Oxidation von Watt-
wurm-OpDHs kommt als Ursache nicht in Frage, da sie einen gegenldufigen Effekt erwarten
lieBe (4.1.2). Die HIC konnte aber irreversible Konformationsidnderungen induziert haben, die
sich auf die Aminosdurespezifitit einer oder mehrerer Wattwurm-OpDHs auswirkten. Alter-
nativ konnte die Abnahme des Aktivititsverhiltnisses durch die natiirliche Existenz von Watt-
wurm-OpDHs differierender Aminosdurespezifitit und deren unterschiedliche Wiederfin-
dungsrate bei der HIC zu erklédren sein. Hinweise darauf, dal im Hautmuskelschlauch von
A. marina Alo/StrDHs mit L-Alaninpriferenz und solche, die Glycin als Substrat bevorzugen,
coexistieren, lieferten schlieBlich auch die unter 3.4.2 beschriebenen ionenchromatographi-
schen Untersuchungen.

Indem die vereinigten Fraktionen maximaler AloDH-Aktivitit aus der HIC zur nachfol-
genden Chromatographie via Mono Q (2.5.6.2 und 3.4.1) nicht konzentriert und umgepuffert,
sondern nur mit Startpuffer verdiinnt wurden, konnten unnétige Enzymverluste vermieden
und weitere Zeit eingespart werden. Bei der Anionenaustauschchromatographie wurde eine

Basislinientrennung zweier Aktivititspeaks mit jeweils dominierender AloDH- und geringer
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StrDH-Aktivitdt erzielt (Abb. 4B, S. 54). Unabhéngige Enzymreinigungen lieferten stets ein
dhnliches GroBenverhiltnis der beiden Aktivitdtsmaxima (erster Gipfel etwa dreimal hoher als
der zweite). Die erste Enzymform (Mono Q I) erschien allerdings oxidationsempfindlicher als
die zweite (Mono Q II). Jedenfalls nahm der erste Peak bei zeitlich verzogerten Mono Q-
Liufen (nicht dargestellt) im Verhiltnis stirker ab. Das konnte erklidren, weshalb die erste
Enzymvariante (auch nach zusitzlicher Reinigung iiber Sephadex G100) stets ein etwas nie-
drigeres AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhdltnis aufwies als die zweite (18 : 1 bei Mono Q I ver-
sus 20 : 1 bei Mono Q II; 13 : 1 bei Sephadex Iy, versus 14 : 1 bei Sephadex Il x,,, Tab. 1,
S.55). SchlieBlich wird die AloDH-Aktivitidt des Wattwurms gemdfl 3.3 und 4.1.2 stirker
durch oxidative Einfliisse beeintrichtigt als seine StrDH-Aktivitdt. Zu den Schwankungen der
relativen Reaktionsraten im HIC-Eluat, in den Isozympriparationen nach Mono Q-Chromato-
graphie sowie in den Endprodukten nach Gelfiltration trugen vermutlich neben Variationen

im Redoxstatus der Enzymlosungen auch die wechselnden Pufferbedingungen bei.

Siegmund et al. (1985) konnten durch Anionenaustauschchromatographie und anschlies-
sende Gelfiltration keine OpDH-Varianten aus dem Hautmuskelschlauch von A. marina tren-
nen und fanden keine Hinweise auf die Existenz von Wattwurm-OpDHs differierender Ami-
nosdurepriferenz. Der Diplomarbeit von Reitze (1983), auf der Teile der Veroffentlichung
von Siegmund und Mitarbeitern beruhen, ist allerdings zu entnehmen, da3 von diesen Autoren
nur in den Endprodukten der OpDH-Reinigung AloDH- und StrDH-Aktivititen gemessen
wurden, wohingegen in deren Verlauf ausschlieBlich der Enzymumsatz mit L-Alanin quantifi-
ziert wurde. Mogliche Schwankungen der relativen AloDH- und StrDH-Aktivititen konnten
somit nicht erfallit werden. Die spezifischen AloDH- und StrDH-Aktivititen der Enzymprépa-
ration von Siegmund et al. (1985) iiberschritten mit Werten von 278 bzw. 30 U-mg” Gesamt-
protein die spezifischen Aktivititen der in der vorliegenden Arbeit isolierten AloDHs (148
bzw. 118 U-mg” AloDH- und 11 bzw. 9 U-mg' StrDH-Aktivitit in Sephadex Iy, bzw.
Sephadex II konz, Tab. 1, S. 55). Allerdings verwendeten Siegmund et al. (1985) fiir ihre Akti-
vitatsmessungen ein anderes Puffersystem, so dall die Werte nur bedingt miteinander vergli-
chen werden konnen. Den Autoren gelang nur eine partielle Alo/StrDH-Reinigung. Auch im
Rahmen der aktuellen Arbeit wurden trotz Kombination dreier chromatographischer Metho-
den mit unterschiedlichen Trennprinzipien keine homogenen Enzyme erhalten. SDS-Elektro-
phoresen zeigten, daf} besonders die erste Enzymform (Sephadex Ion,), mit erheblichen Men-
gen mindestens zweier anderer Proteine kontaminiert war (Abb. 5, S. 57). Die Vielzahl feiner
Kontaminationsbande auf dem Gel in Abb. 5 resultierte aber auch daraus, daf3 hier sehr grof3e

Proteinmengen von 4 bzw. 2 ug je Spur appliziert wurden. Bei SDS-Elektrophoresen mit ge-
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ringerem Probenauftrag (nicht dargestellt), erschienen die Isozympréparationen deutlich ho-
mogener. Der erzielte Reinheitsgrad reichte aus, um fiir nachfolgende Peptidsequenzierungen

einheitliche Proteinbanden aus einem SDS-Gel auszuschneiden.

Die vorstehend diskutierte Reinigung von Wattwurm-AloDHs wurde durch partielle
Enzymreinigungen iiber Fractogel EMD DEAE ergénzt (2.5.6.3 und 3.4.2). Die Anionenaus-
tauschchromatographien sollten vor allem die mogliche Koexistenz von AloDHs und StrDHs
im Hautmuskelschlauch von A. marina (siehe S. 108 und S. 113) erhellen. Fractogel EMD
DEAE ist laut Herstellerangaben chemikalienresistenter und damit besser regenerierbar als
das von Siegmund et al. (1985) genutzte DEAE-Sephacel und zeichnet sich als Tentakelio-
nenaustauscher, bei dem die geladenen Gruppen abweichend von herkdmmlichen Matrizes an
flexiblen Polymerketten verankert sind, durch eine andere Selektivitit aus. SchlieBlich konnen
mit Hilfe der Tentakel auch Proteinladungen erreicht werden, die fiir die rigiden Liganden
konventioneller Ionenaustauscher sterischen unzuginglich sind (Miiller, 1990; Kaufmann,
1997). AuBBerdem wurde das von Siegmund et al. (1985) verwendete Puffersystem aus 50 mM
Imidazol/HCI pH 7,2 mit 2 mM EDTA, 50 mM 2-Mercaptoethanol und bis zu 250 mM KCl
durch 20 bis 75 mM Kaliumphosphat pH 7,5 mit 5 mM DTT ersetzt. Proteine, die bei nie-
driger Ionenstidrke an den Ionenaustauscher banden, wurden statt mittels eines linearen KCl-
Gradienten durch kontinuierlich steigende Phosphatkonzentrationen und damit wegen der
antichaotropen Eigenschaften dieser Puffersubstanz besonders schonend eluiert (Kaufmann,
1997). Im Unterschied zu nur einem Aktivititspeak bei der Trennung von Siegmund et al.
(1985) gelang es auf diese Weise, mindestens vier Alo/StrDH-Formen zu separieren
(Abb. 7A, S. 60). Wihrend sich im Durchfluf8 des chromatographischen Laufs dreimal weni-
ger AloDH- als StrDH-Aktivitdt fand (Abb. 7A, Peak Ia*), eluierten im Verlauf des Phosphat-
gradienten drei Enzymvarianten, die L-Alanin 10- bis 16-fach besser als Glycin umsetzten
(Abb. 7A, Peaks Ila*, Illa* und IVa*). Damit iibertraf die Selektivitit der FG-DEAE-Chro-
matographie sogar jene der zuvor beschriebenen Mono Q-Liufe, bei denen nur zwei AloDHs
(Abb. 4B, S. 54, I und 1) getrennt wurden. Vermutlich eluierten die Isoenzyme AloDH-IIla*
und AloDH-IVa* aus dem FG-DEAE-Lauf (Abb. 7A, S. 60) bei der Chromatographie iiber
Mono Q gemeinsam und entsprechen somit beide dem zweiten Peak (Mono Q II) des Chro-
matogramms in Abb. 4B (S. 54).

Die DurchfluBBfraktionen aus dem FG-DEAE-Lauf bei pH 7,5 (Abb. 7A, S. 60, Ia*) wur-
den bei gleicher Anfangsionenstirke, jedoch einem um eine Einheit hoheren pH rechromato-
graphiert (Abb. 7B, S. 60). Um bei pH 8,5 eine ausreichende Pufferwirkung sicherzustellen,
kam dabei statt eines Phosphatpuffers ein Puffersystem aus 20 mM Tris/HCI mit 5 mM DTT
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und bis zu 400 mM NaCl zum Einsatz. Unter den geédnderten Pufferbedingungen wurden alle
OpDHs an das Sdulenmaterial gebunden. Sie eluierten mit steigender NaCl-Konzentration in
zwei Peaks. Der dominierende erste Peak (Abb. 7B, S. 60, Ib*) reprisentierte offenbar eine
oder mehrere StrDHs, die neben Glycin mit geringerer Effizienz auch L-Alanin umzusetzen
vermochten (dreimal weniger AloDH- als StrDH-Aktivitit). Nur der kleinere, zweite Peak mit
einem AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhidltnis von 14 : 1 (Abb. 7B, 1Ib*) entsprach augenschein-
lich AloDHs, die bei der ersten Chromatographie aufgrund eines Uberschreitens der Sdulen-
kapazitit nicht gebunden wurden. Ob es sich bei diesen AloDHs ausschlieflich um solche
handelte, die bei addquater Sidulenbeladung mit dem Peak Ila* des ersten chromatographi-
schen Laufs (Abb. 7A, S. 60) eluiert wéren oder ob bei der Rechromatographie abweichend
vom FG-DEAE-Lauf bei pH 7,5 wegen des steilen NaCl-Gradienten (innerhalb von 800 ml
von 0 auf 400 mM NaCl statt von 20 auf 75 mM Phosphat) nicht zwischen verschiedenen
AloDH-Varianten differenziert werden konnte, erscheint unklar. Die Salzkonzentration, bei
welcher die AloDHs (Abb. 7B, 1Ib*) von der Sidule wuschen (124 mM NaCl), entsprach aber
ungefihr jener, mit der Siegmund und Mitarbeiter (1985) bei pH 7,2 Wattwurm-OpDHs von
DEAE-Sephacel eluierten (120 mM KCIl). Diese Autoren reinigten offenbar ein Gemisch di-
verser Wattwurm-AloDHs, ohne den zwischenzeitlichen Verlust einer oder mehrerer StrDHs
zu bemerken, auf deren Existenz im Hautmuskelschlauch von A. marina erstmals die vor-

liegenden Arbeiten hinwiesen.

Die Reinigung von Alo/StrDHs aus den Adduktoren Pazifischer Austern (2.5.6.4 und
3.4.3) erfolgte in Anlehnung an Fields und Hochachka (1981). Bei der Gelfiltration im ersten
chromatographischen Schritt wurde jedoch Sephadex-G100 statt Sephadex-G200 eingesetzt.
Es besitzt gemall Herstellerangaben (Amersham Biosciences) einen etwas engeren Fraktionie-
rungsbereich (fiir globulédre Proteine 4 — 150 kd statt 5 — 600 kd), ermoglichte aber dhnlich ho-
he Reinigungserfolge (Reinigungsfaktor sieben bis acht versus neun bei Fields und Hochach-
ka; vgl. Tab. 2, S. 63). Obwohl die Enzymldsung durch die Gelfiltration extrem verdiinnt
wurde und sich das Einengen und Umpuffern vor der nachfolgenden Anionenaustauschchro-
matographie dementsprechend langwierig gestaltete (3.4.3), enthielten die konzentrierten Gel-
filtrationsfraktionen maximaler OpDH-Aktivitdt noch 73 bzw. 76 % der applizierten AloDH-
und StrDH-Aktivitdat (Tab. 2, S. 63). Das unterstreicht speziell vor dem Hintergrund der
schlechten HIC-Wiederfindungsraten bei der OpDH-Reinigung aus A. marina (siehe S. 112
und Tab. 1, S. 55) den enzymschonenden Charakter der Verteilungschromatographie (Deut-
scher, 1990; Regnier, 1987).
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Der von Fields und Hochachka (1981) verwendete Anionenaustauscher (DEAE-Sepha-
dex-A50) wurde durch eine DEAE-Sephacel-Siule ersetzt. Sie wurde statt mit 5 bis 50 mM
Natriumphosphat, 14 mM 2-Mercaptoethanol, pH 7,5 (Fields und Hochachka, 1981) mit
einem Puffersystem hoherer Maximalkonzentration betrieben. Die bei niedriger Ionenstéirke
vollstindig bindenden Alo/StrDHs wurden mittels eines linearen Gradienten von 20 auf
75 mM Kaliumphosphat eluiert. Auf diese Weise konnten, abweichend von der Chromatogra-
phie nach Fields und Hochachka (1981), die nur einen Aktivititspeak erzielten, drei Isoenzy-
me (DEAE I bis III) mit AloDH : StrDH-Aktivitatsverhiltnissen von jeweils etwa 1 : 1 sepa-
riert werden (Abb. 9, S. 64). Sie eluierten gut reproduzierbar bei etwa 48, 52 bzw. 59 mM
Phosphat, weshalb vermutet werden konnte, dal bei der Anionenaustauschchromatographie
von Fields und Hochachka zwei Enzymvarianten auf der Sédule verblieben. Dagegen spricht
jedoch der geringe AloDH-Verlust bei deren DEAE-Chromatographie (< 39 %). Vielleicht
verfligten die von Fields und Hochachka préparierten Austern iiber eine andere Isozymaus-
stattung als die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tiere. Aulerdem konnten die unter-
schiedlichen Austauschermatrizes (mit Epichlorhydrin quervernetztes Dextran im Fall von
DEAE-Sephadex-G50, Cellulose im Fall von DEAE-Sephacel, Herstellerangaben, Amersham
Biosciences) zu einem differierenden Retentionsverhalten beigetragen haben. Die wahrschein-
lichste Erkldrung fiir die frithere Elution von Austern-OpDHs bei der Anionenaustausch-
chromatographie von Fields und Hochachka (1981) besteht jedoch darin, dal die beiden ihre
Séaule iiberluden (vgl. Meyer, 2004). Sie applizierten pro Milliliter Bettvolumen rund sieben-
mal mehr Gesamtprotein als bei dem DEAE-Lauf der vorliegenden Arbeit aufgetragen wurde
(59 mg Protein auf 14 ml DEAE-Sephadex-A50 versus 68 mg Protein auf 133 ml DEAE-
Sephacel). Das Uberschreiten der Siulenkapazitit und ein daraus resultierender Selektivitiits-
verlust konnten zugleich erkldren, weshalb die Autoren keine Isozymtrennung erzielten, ob-
wohl sie einen im Vergleich zur DEAE-Chromatographie der vorliegenden Arbeit flacheren
Phosphatgradienten verwendeten (45 mM Phosphatzunahme innerhalb von 14 Sdulenvolumen
statt 55 mM innerhalb von sieben Siulenvolumen).

Bei der abschlieBenden Hydroxyapatitchromatographie wurde anstelle herkommlichen
kristallinen Hydroxyapatits (Tiselius, 1956) keramisches Hydroxyapatit eingesetzt, das sich
vor allem durch eine groere Stabilitidt und damit eine verbesserte Reproduzierbarkeit einzel-
ner Liufe auszeichnet (Kawasaki et al., 1986; Kato et al., 1987). Um abweichend von Fields
und Hochachka (1981), bei deren Hydroxyapatitchromatographie die Austern-Alo/StrDHs mit
dem Durchfluf} eluierten, ein Binden der OpDHs zu erreichen, wurde die Phosphatkonzentra-

tion des Startpuffers (pH 6,8) auf 2 mM erniedrigt (statt 50 mM nach Fields und Hochachka,
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1981). Da bei einer so geringen Pufferkapazitit und Ionenstirke schon geringfiigige Kontami-
nationen das Retentionsverhalten von Proteinen deutlich verindern konnen, erhShte sich da-
mit die Gefahr von Artefakten. Als solcher ist vermutlich zu bewerten, dafl das zweite Isozym
bei einer was geringeren Phosphatkonzentration als die beiden anderen Enzymvarianten elu-
ierte (bei 11 bis 12 mM statt bei 12 bis 14 mM Phosphat). Ansonsten wurden jedoch gut re-
produzierbare und fiir alle Isoformen &dhnliche Chromatogramme erhalten (vgl. Abb. 10,
S. 65).

Bei der Reinigung von Austern-Alo/StrDHs blieb anders als bei den Arbeiten mit Watt-
wurm-OpDHs stets ein konstantes AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhiltnis von 0,8 bis 0,9 erhal-
ten. Das spricht fiir die Stabilitit der Austernenzyme und deutet zugleich darauf hin, dal} kei-
ne Isoform mit deutlicher Substratpriferenz fiir L-Alanin bzw. Glycin abgetrennt wurde.
Hohe Gesamtreinigungsfaktoren von mehr als 300 (Tab. 2, S. 63) belegen zudem die Effi-
zienz des Reinigungsprotokolls. Fiir die verschiedenen Austern-Isozyme wurden AloDH- und
StrDH-AKktivititen zwischen 663 und 860 U-mg™ (Tab. 2) erzielt, die sehr gut mit der spezi-
fischen AloDH-Aktivitit der Enzympriparation von Fields und Hochachka (691 U-mg™)
iibereinstimmten, die OpDH-Aktivititen der gereinigten Wattwurm-AloDHs (< 148 U-mg
AloDH- und <11 U-mg" StrDH-Aktivitit) jedoch um ein Vielfaches iibertrafen. Letzteres
resultierte vermutlich weniger aus einer (unter den gewihlten MeBbedingungen, vgl. 2.5.1)
groferen katalytische Effizienz der Austernenzyme als vielmehr daraus, dal nur sie in SDS-
elektrophoretisch reiner Form vorlagen (Abb. 11, S. 66 versus Abb. 5, S. 57)*. Im Vergleich
zu der von Fields und Hochachka (1981) beschriebenen OpDH-Reinigung aus C. gigas liefer-
te jene der vorliegenden Arbeit eine etwas geringere Enzymausbeute (6 % statt 19 % der an-
fanglichen AloDH-Aktivitit). Das erscheint als unmittelbare Folge der erreichten Isozymtren-
nung, die schon deshalb, weil abschlieBend drei Hydroxyapatitchromatographien statt einer

durchgefiihrt werden muflten, zu zusitzlichen Enzymverlusten gefiihrt haben diirfte.

4.1.4 Proteinbiochemische Isozymanalyse

Wie schon in der Einleitung ausgefiihrt konnen in den Geweben mariner Invertebraten
sowohl OpDHs unterschiedlicher Aminosaurespezifitdt als auch mehrere OpDH-Varianten

gleicher Substratpriferenz coexistieren (Siebenaller, 1979; Beaumont et al., 1980; Monneuse-

* Beim Vergleich der beiden Gele ist zu beachten, daB bei der denaturierenden Elektrophorese gereinigter
Austern-Alo/StrDHs (Abb. 11) zwar bis zu zehnmal weniger Protein je Spur appliziert wurde als auf dem SDS-
Gel zur Reinigung von Wattwurm-AloDHs (Abb. 5), die Austernenzyme jedoch statt durch konventionelle Coo-

massiefarbung durch eine 10- bis 100-fach sensitivere Silberfarbung (Michov, 1996) detektiert wurden.
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Doublet et al., 1980; Dando et al., 1981; Baldwin und England, 1982; Grieshaber und Kreut-
zer, 1986; Kanno et al., 1996a). Enzympolymorphismen und eine hohe individuelle Variabili-
tat der OpDHs scheinen die Regel zu bilden. Bei einigen Arten wurden gewebsspezifische
Isozyme mit differierenden kinetischen Eigenschaften nachgewiesen (Storey, 1977b; Storey
und Storey, 1979; Plaxton und Storey, 1982). Bei anderen fanden sich sogar innerhalb eines
Gewebes Isozyme, die offenbar durch unterschiedliche Genloci codiert werden (Manchenko
et al., 1998). Allerdings miissen elektrophoretisch oder chromatographisch separierbare
OpDH-Varianten nicht zwangsldufig genetischen Ursprungs sein. Sie konnen auch aus natiir-
lichen posttranslationalen Modifikationen, artifiziellen Faltungsidnderungen oder anderen in-
vitro-Transformationen etwa bei der Homogenisation von Gewebe oder nachfolgenden Rei-
nigungsschritten resultieren. Wéhrend bei einigen Arten die Existenz codominanter, poly-
morpher Genloci anhand von Phinotypenhiufigkeiten und Allelenfrequenzen statistisch abge-
sichert wurde (Siebenaller, 1979; Beaumont et al., 1980; Walsh, 1981; Baldwin und England,
1982), blieb die molekulare Basis der beobachteten OpDH-Formen in vielen anderen Fillen
ungeklart (Dando et al., 1981; Zettlmeissl et al., 1984; Sato et al, 1991; Kanno et al., 1996a;
Kanno et al., 1996b). Auf die molekularen Unterschiede zwischen multiplen OpDHs einzelner
Arten richtete sich daher ein Augenmerk der vorliegenden Arbeit. Die bereits unter 4.1.3 dis-
kutierten chromatographischen Analysen, native und denaturierende Elektrophoresen (2.5.7.1
und 2.5.7.2), isoelektrische Fokussierungen (2.5.7.3), MALDI-Massenspektroskopie (2.5.9)
und Peptidsequenzierungen (2.5.8) sollten in Kombination mit molekularbiologischen Ar-
beiten neue Erkenntnisse zur OpDH-Ausstattung und -Variabilitit vor allem bei A. marina
und C. gigas liefern. Es sollte geklidrt werden, ob diese Arten proteinbiochemisch unterscheid-
bare Alo/StrDHs exprimieren, die genetisch determinierte Varianten und damit ,,echte Iso-
enzyme im Sinne der IUPAC-Empfehlungen von 1976 (IUPAC-IUB Commission on Bio-

chemical Nomenclature, 1978) darstellen.

4.1.4.1 AloDHs und StrDHs im Hautmuskelschlauch des Wattwurms

Wie unter 4.1.3 diskutiert lieferten Anionenaustauschchromatographien iiber Fractogel-
DEAE Hinweise auf die Existenz von drei oder mehr Alo/StrDH-Varianten (AloDHs) und
wenigstens einer Str/AloDH (StrDH) aus A. marina (Abb. 7, S. 60). Da als Ausgangsmaterial
der Chromatographien ein Hautmuskelschlauchextrakt aus 250 Wattwiirmern diente (3.4.2),
ist unklar, inwieweit die verschiedenen Enzymformen in Einzeltieren coexistierten. Dal3 bei
dem FG-DEAE-Lauf aus Abb. 7A (S. 60, pH 7,5) bei einer Gesamtwiederfindungsrate von
70 % rund 40 % der applizierten StrDH-Aktivitit mit dem Durchflufl eluierten (Abb. 7A,
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S. 60, Ia*), der gemdll Rechromatographie bei pH 8,5 nur vernachlédssigbar wenig OpDHs mit
dominierender AloDH-Aktivitit umfallite (Abb. 7B, S. 60), deutet aber darauf hin, da3 mehr
als 50 % der StrDH-Aktivitiat aus dem Hautmuskelschlauch von A. marina (40 % von 70 % =
57 %) auf StrDHs zuriickzufiihren sein konnten (vorausgesetzt die Denaturierungsprozesse,
die zum Verlust von etwa 30 % der aufgetragenen Aktivitit fiihrten, betrafen alle OpDHs
gleichermallen). Es scheint weitgehend ausgeschlossen, dafl die Enzympeaks mit dominieren-
der StrDH-AKktivitdt aus den FG-DEAE-Chromatographien (Abb. 7, S. 60) lediglich eine oder
mehrere artifizielle Proteinspezies reprisentierten, die aus der partiellen Oxidation von
AloDHs hervorgingen. Sie miifiten ansonsten, wie die AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhiltnisse
in unchromatographierten Hautmuskelschlauchextrakten (maximal 9 : 1) und den verschiede-
nen AloDH-Priparationen (FG-DEAE Ila* bis IVa*; zehn- bis sechzehnmal mehr AloDH- als
StrDH-Aktivitdt; Abb. 7A, S. 60) belegen, bereits bei der Homogenisation entstanden sein.

Obwohl fiir Formazanfiarbungen (2.5.7.1) hochreine Opine zur Verfiigung standen (2.2)
und verschiedene Substratkonzentrationen getestet wurden (10, 20, 30, 50 mM meso-Alano-
pin bzw. D-Strombin), erwies es sich als schwierig, die oxidationsempfindlichen OpDHs aus
dem Hautmuskelschlauch von A. marina nach nativer PAGE oder IEF durch spezifische Akti-
vitdtsfarbung zu erfassen (4.1.2). In Gelspuren mit unchromatographierten Wattwurmextrak-
ten niedriger spezifischer OpDH-Aktivitdt konnten auch nach langen Firbezeiten keine spezi-
fischen AloDH- oder StrDH-Banden nachgewiesen werden. Statt dessen wurden bis zu fiinf
Formazanbanden detektiert, die dhnlich intensiv auch bei Kontrollfarbungen ohne Opin auf-
traten (Abb. 6, S. 58). Eine solche substratunabhingige Formazanbildung wird nach Racker
(1955) als ,,Nothing Dehydrogenase‘“~-Reaktion bezeichnet. Sie bildet ein hidufiges Phinomen
bei der Detektion von Dehydrogenase-Aktivitdaten mittels der Tetrazoliumtechnik (Venugopal
und Adiga, 1980 oder Van Noorden et al., 1985).

Angesichts ihrer Intensitit zum Beispiel auf dem Gel aus Abb. 6 (S. 58) scheint im vor-
liegenden Fall ausgeschlossen, daB die unspezifischen Formazanbanden durch NAD*-abhiin-
gige Dehydrogenasen mit gebundenen (wéhrend der elektrophoretischen Trennung nicht ab-
dissoziierenden) endogenen Substraten produziert wurden. SchlieBlich wire eine solche En-
zymreaktion mangels Substratnachschub rasch zum Erliegen gekommen und hitte somit wohl
nur schwache Signale ergeben. Die artifiziellen Banden konnten jedoch durch NAD"-abhiin-
gige Diaphorasen hervorgerufen worden sein (Venugopal und Adiga, 1980; Michal et al.,
1983). Unter diesem Sammelbegriff fiir Enzyme, die in vitro Reduktionsreaktionen mit kiinst-
lichen Elektronenakzeptoren katalysieren (Kuonen et al., 1988), werden in der Swiss-Prot-

Enzymnomenklaturdatenbank (http://us.expasy.org/enzyme/) unter anderem Dihydrolipoyl-
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dehydrogenasen (EC 1.8.1.4, treten zum Beispiel als Bestandteil des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes auf), NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktasen (EC 1.6.5.2) und Cytochrom-C-Oxido-
reduktasen (EC 1.6.5.2) gefiihrt. Vielleicht wurden die unspezifischen Banden iibereinstim-
mend damit, dal Formazanfirbungen nach Michal et al. (1983) durch Phospholipide und
Membranfragmente gestort werden konnen, durch Atmungskettenproteine des Anneliden ver-
ursacht.

Alternativ konnten die ,,Nothing-Dehydrogenase‘“-Banden (oder einige von ihnen) aus
der nicht-enzymatischen Reduktion von Phenazinmetasulfat und nachfolgend Nitroblautetra-
zoliumchlorid (NBT) durch proteingebundene Sulthydrylgruppen hervorgegangen sein (Ve-
nugopal und Adiga, 1980; Van Noorden, 1984; Van Noorden, 1985). Da mindestens eine
OpDH aus dem Hautmuskelschlauch des Wattwurms iiber frei zugingliche Thiolgruppen ver-
fiigt (4.1.2), ist damit sogar vorstellbar, dal die auf nativen Disk-Gelen detektierten Banden
mit Re-Werten zwischen 0,27 und 0,41 (Angabe bezogen auf Abb. 6, S. 58) trotz ihres Auftre-
tens bei Kontrollfarbungen Alo/StrDHs reprisentierten. Die mit opinhaltiger Reaktionslosung
erzielten Signale wiren in diesem Fall als Summe einer Opinoxidation und einer unspezifi-
schen, sulfhydrylabhingigen NBT-Reduktion zu interpretieren. Dagegen spricht allerdings,
daB zumindest die vier unspezifischen Banden der geringsten elektrophoretischen Mobilitit
aus dem Gel in Abb. 6 (R = 0,27; 0,29; 0,34 und 0,35; von ihnen wurden auf dem Gel in
Abb. 8 [S. 62] nur die drei intensivsten erfalit; eine eindeutige Zuordnung der Banden aus
Abb. 6 und Abb. 8 ergibt sich trotz leicht differierender R-Werte aus den relativen Bandenab-
stinden) in der Kontrolle etwa gleich intensiv erschienen wie nach AloDH- bzw. StrDH-
spezifischer Aktivitdtsfarbung. Sie konnten somit allenfalls durch inaktive Enzymformen wie
nicht funktionelle OpDH-Aggregate oder denaturierte OpDH-Monomere verursacht worden

sein.

Abweichend von den {iibrigen unspezifischen Formazanbanden erschien die der hochsten
elektrophoretischen Mobilitidt aus dem Gel in Abb. 6 (S. 58, Ry = 0,41) auf einigen Gelen nach
StrDH-Firbung deutlich intensiver als nach gleich langer Inkubation in Gegenwart von Ala-
nopin bzw. in opinfreier Reaktionslosung (nicht dargestellt). Manchmal trat die Bande in der
Kontrollfarbung ohne Opin gar nicht auf. Sie repriasentierte somit moglicherweise eine insta-
bile Wattwurm-StrDH mit exponierten Sulthydrylgruppen (siehe vorausgehende Diskussion).
Darauf deutete vor allem die native Disk-PAGE zu den FG-DEAE-Chromatographien hin
(Abb. 8, S. 62). Hier wurden in Spuren mit Aliquots aus dem Durchfluf} eines FG-DEAE-
Laufs bei pH 7,5 (Abb. 7A, S. 60, Ia*) bzw. aus dem ,,StrDH-Peak* der zugehorigen Rechro-
matographie bei pH 8,5 (Abb. 7B, S. 60, Ib*) neben unspezifischen Banden (Ri-Werte zwi-
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schen 0,36 und 0,42) drei Alo/StrDH-Banden (Rf= 0,44; 0,46 und 0,48) detektiert, die of-
fenbar Enzymen mit hoherer Strombin- als Alanopinoxidase-Aktivitdt entsprachen. Das im-
pliziert, daB3 die ,,StrDH-Peaks* aus den FG-DEAE-Chromatographien (Abb. 7A, 1a* und
Abb. 7B, 1b*, S. 60) moglicherweise jeweils mehrere aktive StrDH-Varianten umfaf3ten. Die
intensivste der drei StrDH-Banden (R¢= 0,46) stimmte gemil eines Vergleichs der R-Werte
und relativen Bandenabstdnde wahrscheinlich mit der oben postulierten StrDH aus dem Gel in
ADbD. 6 (S. 58, Rf=0,41) iiberein. Die beiden anderen StrDH-Formen wurden dort vermutlich
aus Konzentrationsgriinden nicht detektiert.

Alle drei StrDH-Spezies (Rf= 0,44; 0,46 und 0,48; Abb. 8, S. 62) wiesen bei nativen
Disk-Elektrophoresen eine deutlich geringere Mobilitit auf als die durch sukzessive Reini-
gung via Phenyl Sepharose, Mono Q und Sephadex G100 bzw. durch FG-DEAE-Chromato-
graphie separierten AloDHs (Re-Werte zwischen 0,53 und 0,60; Abb. 6, S. 58 und Abb. 8,
S. 62). Das korreliert mit dem differierenden Elutionsverhalten von AloDHs und StrDHs bei
den Anionenaustauschchromatographien (Abb. 7, 60) und 148t sich gut damit vereinbaren, daf3
die vereinten AloDHs aus der FG-DEAE-Chromatographie bei pH 7,5 (Abb. 7A, II-IVa*) in
Tragerampholytgradienten-Gelen bei einem mittleren pl von 5,26 fokussierten, wihrend die
StrDHs aus den vereinigten Durchflullfraktionen des gleichen Laufs (Abb. 7A, Ia*) bzw. dem
»StrDH-Peak* der Rechromatographie bei hoherem pH (Abb. 7B, Ib*) alkalischere pIs von
bis zu 6,12 aufwiesen (ohne Abbildung, 3.4.2). Da weder gelfiltrationschromatographische
noch massenspektrometrische Analysen Hinweise auf signifikante Molekulargewichtsunter-
schiede zwischen einzelnen Wattwurm-OpDHs lieferten (3.5), differierten die verschiedenen
OpDHs offenbar primir in ihrer Ladung. Es handelte sich bei den beschriebenen StrDHs also

wohl nicht um Aggregationsprodukte monomerer Wattwurm-AloDHs.

Von den beiden AloDH-Varianten, die durch Mono Q-Chromatographie separiert wurden
(Abb. 4B, S. 54, Mono Q I und II), bewegte sich diejenige, die bei hoherer Salzkonzentration
von der Sdule wusch und somit beim pH des verwendeten Laufpuffers (pH 7,0) vermutlich
mehr negative Oberflachenladungen aufwies (Mono Q II), bei Elektrophoresen im alkalischen
Gel-Puffer-System nach Davis (1964) erwartungsgemall rascher (Abb. 6, S. 58). Zumindest
die konzentrierten Endprodukte Sephadex Iyo,, und Sephadex II xon, (Abb. 4C, S. 54 und
Tab. 1, S. 55) ergaben jedoch kein einheitliches Signal. Vielmehr lie} sich eine mutmaBlich
artifizielle Aufspaltung der AloDH-Hauptbanden in mehrere nah benachbarte Unterbanden
beobachten (Re-Werte bei Sephadex I kon, zwischen 0,53 und 0,56, bei Sephadex II kon, Zwi-
schen 0,55 und 0,57; in Abb. 6, S. 58 nicht aufzulosen; vgl. 3.4). Im Fall der Probe Sepha-

dex II ko, traten zusitzlich Enzymformen mit elektrophoretischen Mobilitdten zwischen de-
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nen der dominierenden AloDHs und denen der oben beschriebenen StrDHs auf (R¢ = 0,45;
0,46; 0,48 und 0,49; Abb. 6, S. 58). Diese entstanden, wie ihre im Vergleich zu den AloDHs
aus Sephadex I kon, deutlich geringeren Wanderungsgeschwindigkeiten in der nativen PAGE
belegen, mutmalBlich erst nach der Anionenaustauschchromatographie iiber Mono Q (vgl.
allerdings Kopaciewicz, 1983 und Regnier, 1987). Es handelte sich bei ihnen augenscheinlich
um artifizielle Enzymvarianten, die vielleicht wihrend des Konzentrierens im Anschlufl an
die Gelfiltrationschromatographie (Abb. 4C, S. 54) oder sogar erst wihrend der Elektropho-
rese durch Faltungsidnderungen, Oxidations- oder Aggregationsprozesse aus den dominieren-
den AloDHs der Enzympriparation (R-Werte zwischen 0,55 und 0,57) hervorgingen. Daraus,
dafB} die meisten der weniger mobilen AloDH-Spezies (alle auBBer der mit R¢ = 0,49) im Unter-
schied zu ihren mutmaBlichen Ursprungsenzymen auch durch StrDH-spezifische Formazan-
farbung detektiert werden konnten, folgt, daf} die entsprechenden Enzymmodifikationen sich

unmittelbar auf die Substratspezifitit der OpDHs auswirkten.

Um molekulare Besonderheiten der verschiedenen Wattwurm-AloDHs aufzudecken und
festzustellen, ob ihre Heterogenitidt durch Sequenzunterschiede oder Proteinmodifikationen
wie die Phosphorylierung, Acetylierung oder Desamidierung spezieller Aminosdurereste de-
terminiert wurde, sind tryptische Peptide aus den AloDH-Priparationen Sephadex I oy, und
Sephadex II ko, (Tab. 1, S.55; trotz ihrer offensichtlichen Inhomogenitit vereinfachend als
Wattwurm-AloDHs I und II bezeichnet) mittels Tandem-Massenspektrometrie sequenziert
worden (2.5.8.2 und 3.6). Diese Methode wurde gegeniiber einem bloflen Vergleich massen-
spektrometrischer Peptidmuster bevorzugt, weil die Intensitit eines Peptidsignals im Mas-
senspektrum von vielen Faktoren beeinflufit wird, was die Aussagekraft sogenannter Peptid-
Fingerprints reduziert (Shevchenko et al., 1996; Roepstorff, 1997; Steen und Mann, 2004). So
kann die Signalstirke verschiedener Peptide in Abhéngigkeit von der Effizienz des proteolyti-
schen Verdaus, dem Erfolg der anschlieBenden Gelelution, der Peptidloslichkeit und der Ioni-
sierungseffizienz trotz eigentlich gleicher Konzentration um mehrere Gro3enordnungen diffe-
rieren. Gerade modifizierte Peptide ionisieren hdufig weniger gut als ihre nicht-modifizierten
Pendants. Im Extremfall konnen einzelne Peptide im Spektrum sogar vollig fehlen, ohne daf3
sich daraus eindeutige SchluBfolgerungen ziehen lieBen (Mann und Jensen, 2003; Steen und
Mann, 2004). Die Gefahr, aufgrund derartiger Signalstirkeschwankungen zu Fehlschliissen zu
gelangen, ist bei massenspektrometrischen Peptidsequenzierungen geringer als beim einfa-
chen ,,Peptid-Mapping*. Sofern Proteinmodifikationen durch sequenzierte Peptide abgedeckt
werden, lassen sich in der Regel zweifelsfreie Aussagen hinsichtlich ihrer Art und Position

treffen (Steen und Mann, 2004). Einzelne Aminosédureaustausche zwischen Enzymvarianten
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konnen, sofern nicht gerade Leucin gegen Isoleucin substituiert wurde (massenspektrome-
trisch nicht unterscheidbar), eindeutig identifiziert werden.

Fiir die Zuverlassigkeit der Tandem-MS-Sequenzierungen in Bochum und Diisseldorf
(2.5.8.2) spricht die groBe Ubereinstimmung zwischen den Peptidsequenzen, die in den bei-
den Sequenzierlabors ausgehend von der gleichen AloDH I-Priparation, ansonsten jedoch
vollig unabhiéngig ermittelt wurden (Tab. 3, S. 71). Die Qualitédt der Sequenzdaten wird aul3er-
dem dadurch unterstrichen, daf} die in Tab. 3 angegebenen Sequenzfragmente fast ausnahms-
los komplette, vom N- bis zum C-Terminus sequenzierte Spaltpeptide reprisentieren. Das
zeigt, daBl Tandem-MS-Spektren ausreichend hohen Informationsgehalts mit kompatiblen
Einzelsignalen erzielt wurden (Steen und Mann, 2004). Wie angesichts der hohen Spezifitit
von Trypsin zu erwarten (Olsen et al., 2004), wiesen bis auf das Peptid 736,45_2+ (8), das
offenbar dem C-Terminus des Gesamtproteins entsprach (siehe Abb. 16, S. 77), simtliche
vollstindig sequenzierten Peptide einem C-terminalen Arginin- oder Lysinrest auf und folgten
im Ausgangsprotein offenbar auch auf eine dieser basischen Aminoséduren (vgl. ebenfalls
Abb. 16).

Das Auftreten von Pyroglutamat (E*) statt Glutamin (Q) am N-Terminus des Peptids
706,96_2+ (versus 477,32_3+, 715,47,2+ und 715,27_2+; in Tab. 3, S. 71 alle unter 3) 143t
sich dadurch erkldren, da3 N-terminale Glutaminreste durch Cyclisierung mit ihrer eigenen
terminalen Aminogruppe leicht zu diesem modifizierten Rest desamidiert werden konnen
(Melville, 1935; Wright, 1991). Da das Peptid 706,96_2+ (3) gemil Edman-Sequenzierung
nicht dem N-Terminus der zugehorigen Wattwurm-AloDH entsprach (Abb. 14, S. 69), kann
die nicht-enzymatische Cyclisierung im vorliegenden Fall allerdings erst wihrend bzw. nach
dem tryptischen Verdau des Enzymproteins erfolgt sein. Auch der Austausch von Asparagin
(N) an neunter Position des Peptids 639,85_3+ gegen Aspartat (D) im Peptid 640,07_3+ (in
Tab. 3, S. 71 beide unter 6) resultierte augenscheinlich aus einer Desamidierungsreaktion. Die
pH-, Temperatur- und Ionenstédrke-abhingige Desamidierung von Asparagin- und Glutamin-
resten zu Aspartat bzw. Glutamat (Scotchler und Robinson, 1974) bildet einen hédufigen Pro-
teinreinigungsartefakt (McKerrow und Robinson, 1971; Wright, 1991), kommt aber auch in
vivo vor, wo sie abgesehen von ungewiinschten Effekten zu Lasten der Proteinstabilitit mog-
licherweise regulatorische Funktionen erfiillt (Wright, 1991; Reissner und Aswad, 2003). Die
Desamidierungsrate einzelner Asparagin- oder Glutaminreste wird dabei sowohl von unmit-
telbaren Sequenznachbarn als auch von iibergeordneten Strukturmerkmalen beeinfluf3t. Aspa-
ragin, das im allgemeinen rascher als Glutamin desamidiert, zeichnet sich vor allem an Posi-

tionen, an denen in der Primirsequenz Glycin, Serin oder Alanin folgen, durch besondere
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Labilitédt aus (Wright, 1991; Reissner und Aswad, 2003). Dall Asparagin im Peptid 639,85_3+
(6) einem Glycin vorausging, spricht somit fiir eine erhohte Desamidierungswahrscheinlich-
keit dieses Restes und macht den Nachweis einer aspartathaltigen Variante (640,07_3+, 6) be-
sonders plausibel. Unverstidndlich erscheint dagegen die Sequenzdifferenz am N-Terminus
der beiden Peptide. Wihrend Dr. Sabine Metzger dort beim Peptid 640,07_3+ (6) Leucin
bzw. Isoleucin detektierte, ging Dr. Markus Piotrowski unter Vorbehalt von einem Asparagin
am N-terminalen Ende des Peptids 639,85_3+ (6) aus. Da beide Peptidvarianten aus dem Ver-
dau der gleichen AloDH-Priparation stammten, liegt es nahe, hier einen Sequenzierfehler zu
vermuten.

Unterschiede zwischen den Wattwurm-AloDHs I und II (den Enzympriparationen Sepha-
dex I xon, und Sephadex II x,n,) konnten nicht nachgewiesen werden. Innerhalb der durch ent-
sprechende Peptidsequenzen abgedeckten Proteinabschnitte differierten die beiden AloDHs
weder in ihrer Aminosduresequenz noch in ihren posttranslationalen Modifikationen (Tab. 3,
S. 71). Alle sequenzierten Peptidvarianten traten als Spaltpeptide der AloDH I, einige zusitz-
lich auch als AloDH II-Derivate auf. Daraus, dal manche AloDH I-Peptide im Verdau der
AloDH II nicht detektiert wurden, folgt aber nicht zwangslaufig, dal sie dort nicht vorkamen.
Dies konnte vielmehr auf die geringere Konzentration der AloDH II-Priparation und eine da-
durch erschwerte Detektion der Peptide im Massenspektrum zuriickzufiihren sein. Vielleicht
resultierte das differierende chromatographische und elektrophoretische Verhalten der Watt-
wurm-AloDHs I und II allein aus konformationsbedingten Unterschieden ihrer Oberfldchen-
ladung. Alternativ konnte nach Mann und Jensen (2003) fiir manche AloDH I-Peptide (2, 4,
und 11 in Tab. 3, S. 71) gerade deshalb kein AloDH II-Pendant gefunden worden sein, weil
die entsprechenden AloDH II-Abschnitte Modifikationen aufwiesen und sich die zugehorigen
Spaltpeptide daher durch eine geringere lonisierungseffizienz auszeichneten (siehe S. 123).
Moglicherweise wurden selektiv nur besonders konservierte Sequenzabschnitte ohne Amino-
sdureaustausche oder sekundidre Modifikationen bei beiden AloDH-Priparationen erfaflit und
entsprechende Unterschiede daher nicht detektiert. Auch eine Kontamination der gereinigten
AloDH I mit AloDH II 148t sich nicht ausschlielen. So konnte das oben angesprochene Peptid
640,07_3+ (6, mit Aspartat an achter Position) eine eigentlich AloDH II-spezifische Variante
bilden, die in der AloDH I-Priparation nur deshalb mit dem asparaginhaltigen Alternativpep-
tid (Asparagin an achter Position) coexistierte, weil das fragliche Asparagin bei einem Teil
der AloDH I-Molekiile nachtrdglich (nach der chromatographischen Trennung der AloDHs I
und II, Abb. 4B, S. 54) desamidiert wurde.
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Die massenspektrometrischen Peptidsequenzierungen konnten die Frage nach den mole-
kularen Unterschieden zwischen den chromatographisch separierten Wattwurm-AloDHs I und
IT somit nicht kldren. Dies hétte vermutlich eine komplette Sequenzabdeckung erfordert, die
bei der de novo-Sequenzierung von Proteinen jedoch in der Regel nur mit groBem Aufwand
(Analyse von Spaltpeptide, die mit unterschiedlichen Proteasen generiert wurden) zu errei-
chen ist (Steen und Mann, 2004). Ausgehend von den tryptischen AloDH I- und AloDH II-
Peptiden der vorliegenden Arbeit liel sich selbst unter Zuhilfenahme der abgeleiteten Watt-
wurm-AloDH aus Abb. 16 (S. 77) nur eine Sequenziiberspannung von knapp 30 % erzielen
(Abb. 16). Eine vollstindige Charakterisierung der Enzymproteine im Hinblick auf mogliche
posttranslationale Modifikationen hitte als ,,substantielles Forschungsprojekt* (Mann und

Jensen, 2003) den Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt.

Auch die N-terminale Proteinsequenzierung nach Edman lieferte keine Hinweise auf
Unterschiede zwischen den Wattwurm-AloDHs I und II (2.5.8.1 und 3.6). Obwohl mit moder-
nen Sequenziergerdten durchschnittliche Sequenzlidngen von 30 bis 40 Aminoséduren erreicht
werden konnen (Lottspeich, 1998) und angesichts der Bandenintensitidt auf den Coomassie-
gefdarbten Blotmembranen von einer zur Direktsequenzierung nach Matsudaira (1987) und
Bauw et al. (1987) ausreichenden Proteinmenge auszugehen war (Speicher, 1989), wurden
dabei allerdings nur so geringe Signalstirken erzielt, daf selbst die ersten zehn Aminosiuren
nicht alle zweifelsfrei ermittelt werden konnten. Das deutet darauf hin, dafl der N-Terminus
der Enzyme partiell acetyliert oder sonstwie modifiziert und seine Aminogruppe daher nicht
fiir die Kupplungsreaktion mit Phenylisothiocyanat zuginglich war (Lottspeich, 1998; Steen
und Mann, 2004). Eine N-terminale Blockierung kann trotz Vorsichtsmanahmen wie sie im
Rahmen der vorliegenden Arbeit praktiziert wurden (2.5.7.2 und 2.5.7.4; Speicher, 1989) als
Artefakt wihrend der Reinigung bzw. Elektrophorese und nachfolgenden Farbung eines Pro-
teins entstehen (Lottspeich, 1998), bildet aber auch eine der hdufigsten natiirlichen Modifika-
tionen eukaryotischer Proteine (Polevoda und Sherman, 2000). Da sie nach Driessen et al.
(1985) bei rund 85 % der Eukaryotenproteine auftritt, erscheint eine in vivo-Acetylierung der
Wattwurm-AloDHs nicht unwahrscheinlich. Daraus, da3 die Edman-Degradation iiberhaupt
auswertbare Ergebnisse lieferte, 146t sich aber schlieBen, daB3 der Acetylierungsgrad der
Enzymvarianten (variiert nach Polevoda und Sherman (2000) sequenzabhéngig) unter 100 %

lag.

So wie sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine strukturellen Unterschiede zwi-

schen den AloDH-Varianten I und II aus A. marina nachweisen lieBen, stellten Monneuse-
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Doublet et al. (1980) beim Vergleich zweier ionenchromatographisch und elektrophoretisch
separierbarer ODHs aus Pilgermuscheladduktoren weder GroBenunterschiede noch differie-
rende kinetische bzw. immunologische Eigenschaften oder signifikante Abweichungen in der
Aminosidurezusammensetzung fest. Die beiden Pecten-ODHs fokussierten aber auch unter de-
naturierenden Bedingungen bei unterschiedlichem pH (pl = 5,85 bzw. 5,78), was zeigt, dal
ihre Ladungsdifferenz nicht auf bloBen Konformationsunterschieden basierte. Daher und weil
es ihnen nicht gelang, die beiden Enzymvarianten durch Desamidierung, proteolytischen Ver-
dau oder Oxidations- bzw. Reduktionsreaktionen ineinander zu iiberfithren, vermuteten die
Autoren, daf die beiden ODH-Formen keine artifiziellen Proteinspezies, sondern in vivo exi-
stierende Enzymvarianten reprédsentierten. Das scheint durch die Arbeit von Miiller (2007)
bestitigt zu werden, der kiirzlich elektrophoretisch separierbare Pecten-ODHs nachweisen
konnte, die sich in einzelnen Aminosiureresten unterscheiden.

Nur geringfiigig in ihrer Sequenz oder ihren sekundidren Modifikationen differierende
OpDH-Varianten stellen somit keine auf A. marina beschrinkte Ausnahmeerscheinung dar.
Es liegt nahe, zu spekulieren, daf es sich bei den in der vorliegenden Arbeit separierten Watt-
wurm-AloDHs (AloDH I und II, AloDH Ila* bis IVa* und nur elektrophoretisch detektierte
Subvarianten) um epigenetisch variierende bzw. in vitro entstandene Enzymformen oder wie
wahrscheinlich auch bei den einander stark @hnelnden ODH-Spezies aus P. maximus (vgl.
Miiller, 2007) um Allozyme des gleichen genetischen Locus handelte. Die in ihrem ionen-
chromatographischen und elektrophoretischen Laufverhalten und damit vermutlich auch
strukturell deutlich von den AloDHs abweichenden StrDHs aus A. marina reprisentierten da-
gegen moglicherweise Isozyme eines anderen Genortes. Diese Hypothese wird besonders da-
durch gestiitzt, daf3 im Hautmuskelschlauch eines einzelnen Wattwurms molekularbiologisch
die Coexpression einer AloDH und einer StrDH mit nur 53 % Aminosiuresequenz-Uberein-
stimmung nachgewiesen werden konnte (3.7 und jiingste Ergebnisse von Schifer, siche
4.1.5), deren theoretische pls (5,61 bzw. 6,25) gut mit den pH-Werten korrelieren, bei denen
die in der vorliegenden Arbeit ionenchromatographisch separierten Wattwurm-AloDHs und
StrDHs fokussierten (AloDHs durchschnittlich bei pH = 5,26; StrDHs bei alkalischeren pH-
Werten von bis zu 6,12; vgl. 3.4.2 und S. 122).

4.1.4.2 Alo/StrDHs im Adduktor der Pazifischen Auster

Anders als die OpDHs des Wattwurms konnten die der Pazifischen Auster, C. gigas, auch
durch native Disk-Elektrophorese ungereinigter Gewebehomogenate und anschlieBende spezi-

fische Aktivitdtsfarbung analysiert werden. Die Elektrophorese von Adduktorhomogenaten
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einzelner Austern lieferte in Anlehnung an Beaumont et al. (1980), Dando et al. (1981) und
Manchenko et al. (1998) exemplarische Informationen zur Isozymausstattung der in der aktu-
ellen Arbeit verwendeten Tiere (3.2). Dabei fanden sich abweichend von Fields und Hochach-
ka (1981), die in Homogenaten einzelner Crassostrea-Adduktoren jeweils nur eine StrDH-
Bande nachwiesen (und auf eine AloDH-spezifische Aktivititsfirbung verzichteten), pro
Muskel mehrere Enzymvarianten mit AloDH- und zumeist auch StrDH-Aktivitdt (Abb. 3,
S. 52). Wieso Fields und Hochachka stets nur eine Enzymform detektieren konnten, scheint
unsicher, konnte jedoch mit einer zu geringen OpDH-Konzentration in ihren Einzeltierhomo-
genaten zu erklidren sein. Bei elektrophoretischer Analyse gereinigten und damit zugleich ho-
her konzentrierten Enzymproteins (ohne Isozymtrennung aus 30 bis 60 Austernadduktoren er-
halten, siehe 4.1.3) beobachteten die gleichen Autoren neben einer sich rasch entwickelnden
Hauptbande drei schwichere StrDH-Banden, die sie auf die genetische Variabilitdt der Au-
stern-OpDHs zuriickfiihrten.

Manchenko und Mitarbeiter (1998) verwendeten bei ihren Isozymanalysen mit Einzeltier-
homogenaten aus C. gigas zwar eine Detektionsmethode, die anders als die unter 2.5.7.1 be-
schriebenen Formazanfarbungen nicht auf der OpDH-katalysierten Oxidation von Opinen
basiert, sondern sich der entgegengesetzten Reaktionsrichtung (Opinsynthese) bedient, kamen
jedoch zu dhnlichen Ergebnissen wie die aktuelle Arbeit. Die Autoren schlossen anhand der
differierenden Isozymmuster, die sie mit AloDH- bzw. StrDH-spezifischer Reaktionslosung
erhielten, auf die Expression je eines polymorphen Alo/StrDH- und AloDH-Locus im Adduk-
tor Pazifischer Austern (vgl. Einleitung). Diese Hypothese wird durch das parallele Auftreten
von Alo/StrDHs und AloDHs ohne nachweisbare StrDH-Aktivitit in fiinf von zwolf Adduk-
torhomogenaten der vorliegenden Arbeit (in Abb. 3, S. 52 nur exemplarisch dargestellt) ge-
stiitzt, sofern man das Fehlen AloDH-spezifischer Banden in den iibrigen Homogenaten da-
rauf zuriickfiihrt, da3 aus Konzentrationsgriinden nicht alle reinen AloDHs (ergaben generell
nur relativ schwache Signale) detektiert wurden. Moglicherweise konnten letztere nur bei be-
ziiglich dieses Merkmals homozygoten Austern nachgewiesen werden, in deren Adduktor ein-
zelne AloDHs im Fall codominanter Allelexpression hoher konzentriert vorlagen als bei hete-
rozygoten Individuen. Auch Manchenko et al. (1998) beobachteten eine im Vergleich zu den
Crassostrea-Alo/StrDHs mindestens zweimal geringere Intensitit AloDH-spezifischer Ban-
den und stellten iibereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit fest, daB die Austern-AloDHs
unter alkalischen Elektrophoresebedingungen langsamer als die meisten Alo/StrDH-Varianten
in Richtung Anode wanderten. Die AloDH-spezifische(n) Isoform(en) aus den in Abb. 3
(S. 52) erfaBBten Austernadduktoren Cgl und Cg2 (R¢= 0,49) besall(en) allerdings die gleiche
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elektrophoretische Mobilitit wie eine Alo/StrDH der Auster Cg3, von der sie allein aufgrund
ihrer anderen Substratspezifitit zu unterscheiden war(en). Eine derartige Comigration mehre-
rer Proteine stellt bei eindimensionalen Elektrophoresen keine Seltenheit dar (Steen und
Mann, 2004).

Abweichend von Manchenko und Mitarbeitern (1998), die jeweils ein oder zwei
Alo/StrDH- sowie maximal zwei AloDH-spezifische Enzymbanden je Austernadduktor nach-
wiesen, in ihrer Veroffentlichung allerdings kein Originalgel, sondern lediglich eine schemati-
sche Zeichnung prisentierten, traten bei der elektrophoretischen Analyse von Einzeltierhomo-
genaten im Rahmen der aktuellen Arbeit simultan bis zu fiinf verschiedene OpDH-Banden
(darunter viererlei Alo/StrDHs) auf (Cgl, Abb. 3, S. 52). Sofern man wie Manchenko et al.
(1998) davon ausgeht, daf alle Enzymvarianten auf zwei codominant exprimierte Genloci
diploider Austern zuriickzufiihren waren, deutet das auf sekundidr modifizierte Enzymformen
natiirlichen oder artifiziellen Ursprungs hin (vgl. 4.1.4.1; Beaumont et al., 1980; Winberg et
al., 1983; Gianazza, 1995; Mann und Jensen, 2003). Obwohl vor allem an der Westkiiste
Nordamerikas zunehmend mehr triploide Austern produziert werden, die sich angesichts ihres
stark reduzierten Reproduktionspotentials vor allem wihrend der Laichzeit besser vermarkten
lassen als diploide Tiere, handelte es sich bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Pazifischen Austern aus Yerseke (Niederlande) um herkommliche, diploide Zuchtaustern
(Nell, 2002; personliche Mitteilungen Kopek B. V., Yerseke, Niederlande). Die hohe Zahl
elektrophoretisch separierbarer Enzymvarianten resultierte somit nicht aus einer Polyploidie

der untersuchten Muscheln.

Mit Ausnahme der Variante hochster elektrophoretischer Mobilitit aus dem Austern-
adduktor Cgl (R¢= 0,60) traten alle in Einzeltierhomogenaten nachgewiesenen Alo/StrDHs
(Abb. 3, S. 52) bzw. zumindest Alo/StrDHs des gleichen elektrophoretischen Migrationsver-
haltens auch im Zentrifugat nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung und Dialyse auf, das
bei der Reinigung von Austern-OpDHs ausgehend von 90 Adduktoren derselben Austernchar-
ge erhalten wurde (Abb. 12, S. 67; R-Werte hier bei gleichen relativen Bandenabstidnden um
0,08 bis 0,09 kleiner als auf dem Gel aus Abb. 3). Spezifische AloDHs konnten in diesem
Zentrifugat vermutlich aufgrund ihrer Comigration mit Alo/StrDHs (siehe S. 128) nicht detek-
tiert werden. Auch im Verlauf der chromatographischen Reinigung fanden sich keine Hinwei-
se auf Alanin-spezifische Crassostrea-OpDHs (3.4.3 und 4.1.3). Reine AloDHs trugen offen-
bar nur in so geringem Umfang zur Gesamt-AloDH-Aktivitit der verwendeten Austernadduk-
toren bei, daf sie sich chromatographisch nicht erfassen lieBen bzw. sich durch ihre Coelution

mit Alo/StrDHs (mutmaBlich denen, die bei der Anionenaustauschchromatographie iiber
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DEAE-Sephacel bereits bei Elutionsvolumina zwischen 250 und 415 ml von der Séule wu-
schen, Abb. 9, S. 64) das AloDH : StrDH-Aktivitiatsverhiltnis kaum verdnderte. Das ent-
spricht den Angaben von Manchenko et al. (1998), welche die OpDH-Aktivitdt im Adduktor
Pazifischer Austern ebenfalls vor allem auf Alo/StrDHs zuriickfiihrten, im Hepatopankreas,
im Mantel und in den Kiemen von C. gigas jedoch ausschlieBlich AloDHs nachwiesen. Die
von den Autoren postulierten OpDH-Loci werden somit gewebsspezifisch exprimiert. Mogli-
cherweise fungieren die Crassostrea-Alo/StrDHs in vivo als Opinsynthase, die AloDHs der
Art dagegen dhnlich wie die bei Cephalopoden beschriebenen H-Typ-ODHs (Storey, 1977b;
Storey und Storey, 1979; Plaxton und Storey, 1982) vornehmlich als Opinoxidase.

Isoelektrische Fokussierungen der gereinigten Crassostrea-Alo/StrDHs I bis III (entspre-
chend CHT I yopn, bis CHT III ko, Tab. 2, S. 63) zeigten, dall diese zwar alle sehr dhnliche, je-
doch entsprechend der Reihenfolge ihrer Elution bei der Anionenaustauschchromatographie
(Abb. 9, S. 64) zunehmend saurere pls besallen (Abb. 13, S. 68). Diese Tendenz fand sich, ob-
wohl die Mittelwerte aus mehreren Tragerampholyt-IEFs nicht signifikant differierten (Cg-
Alo/SutDH T = 5,30+ 0,09, Cg-Alo/StrDH I = 5,22 + 0,08 und Cg-Alo/StrDH Il = 5,15 +
0,03; n = 3), auf allen Einzelgelen (Abb. 13, links). Die geringen Standardabweichungen, die
trotz Variation der Fokussierungszeit (90 bzw. 120 min) erzielt wurden, sprechen fiir die Zu-
verldssigkeit der ermittelten pls und belegen, dall ausreichend lange fokussiert wurde. Die
Werte konnten zudem durch Fokussierungen in immobilisierten pH-Gradienten (isoelektri-
sche Hybrid-Fokussierungen, vgl. Terminologie von Altland und Rossmann, 1985) bestitigt
werden.

Hybridfokussierungen in Tridgerampholyt-haltigen IPG-Gelen (2.5.7.3) sind, da sie von
den Vorteilen beider Methoden profitieren, sowohl Triagerampholyt- als auch normalen IPG-
Fokussierungen iiberlegen. Einerseits wird durch die Immobiline ein stabiler pH-Gradient er-
zielt, andererseits durch die Trigerampholyte die durchschnittliche Konduktivitit gegeniiber
reinen IPG-Gelen erhoht, was kiirzere Fokussierungszeiten ermoglicht und damit das Risiko
artifizieller Proteinmodifikationen senkt. Da Trigerampholyte die Loslichkeit von Proteinen
fordern, konnen auf Hybrid-Gelen zudem groflere Probenmengen appliziert werden (Altland
und Rossmann, 1985). Die IPG-Fokussierungen (Hybridfokussierungen) der vorliegenden Ar-
beit (Abb. 13, S. 68, rechts) zeigten deutlicher als native PAGEs (Abb. 12, S. 67) oder Triger-
ampholyt-IEFs (Abb. 13, links), dal die gereinigten Crassostrea-Alo/StrDHs I bis 111, obwohl
sie auf silbergefirbten SDS-Gelen jeweils nur eine einzelne Proteinbande ergaben (Abb. 11,
S. 66), keine homogenen Enzympriparationen bildeten, sondern mit jeweils einer oder meh-

reren anderen Isoformen kontaminiert waren.
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Die drei etwa gleich groBen Alo/StrDH-Varianten (3.5), die angesichts einer sehr guten
Reproduzierbarkeit der Anionenaustauschchromatographie iiber DEAE-Sephacel (Abb. 9,
S. 64) durchaus in vivo coexistieren konnten, wurden offenbar bei ihrer Reinigung nicht voll-
standig separiert, konnen aber moglicherweise auch ineinander iiberfiihrt werden. So liel ge-
reinigte Crassostrea-Alo/StrDH I auf Coomassie-gefirbten nativen Gelen neben der dominie-
renden Hauptbande (R¢ = 0,43) lediglich eine schwache zusitzliche Bande (R = 0,45) erken-
nen, die augenscheinlich der zweiten Isoform (Cg-Alo/StrDH II) entsprach (Abb. 12, S. 67).
Bei IPG-Fokussierung derselben Probe traten jedoch zwei etwa gleich intensive Proteinban-
den mit isoelektrischen Punkten von 5,30 und 5,24 auf (Abb. 13, S. 68, rechts). Das deutet da-
rauf hin, daf} infolge der unphysiologischen Fokussierungsbedingungen Alo/StrDH I-Molekii-
le (pI = 5,30) zu Crassostrea-Alo/StrDH II (pl = 5,24) mutierten (vgl. die durch Trigeram-
pholyt-IEF ermittelten pls, S. 130 und Garfin, 1990). Die pl-Differenz zwischen den beiden
Enzymvarianten konnte beispielsweise auf die Desamidierung eines einzelnen Asparagin-
oder Glutaminrests zuriickzufiihren sein, durch die der pl eines Proteins nach Dice und Gold-
berg (1975) in der Regel um 0,1 bis 0,2 pH-Einheiten erniedrigt wird.

Ahnlich kann im Fall der zweiten Enzympriparation (Cg-Alo/StrDH II) argumentiert
werden. Sie erschien auf nativen Disk-Gelen weitgehend homogen (Abb. 12, S. 67). Bei ihrer
IPG-Fokussierung (Abb. 13, S. 68, rechts) trat aber neben der auch bei der Alo/StrDH I detek-
tierten Enzymspezies mit pl 5,24, die offenbar der Hauptbande aus der nativen Disk-PAGE
(R¢ = 0,45) und damit der eigentlichen Crassostrea-Alo/StrDH II entsprach, eine ebenso stark
konzentrierte Alo/StrDH-Variante mit einem um 0,1 pH-Einheit saureren pl (5,14) auf. Diese
stimmte vermutlich mit der Crassostrea-Alo/StrDH III (R¢= 0,46; Abb. 12, S. 67) iiberein
(vgl. die relativen Bandenabstinde auf nativen Gelen und den pl der Austern-Alo/StrDH III
gemill Tragerampholyt-IEF, S. 130) und entstand als Komponente der zweiten Isozympri-
paration moglicherweise groBtenteils erst wahrend der IPG-Fokussierungen aus der alkali-
scheren OpDH-Variante (pl = 5,24). Das gilt auch fiir eine weitere, geringer konzentrierte
Proteinspezies mit nochmals um 0,08 pH-Einheiten niedrigerem pl (5,06), die bei IPG-Fokus-
sierungen auller in Spuren mit Cg-Alo/StrDH II auch als Hauptbande der dritten Isozympri-
paration (Cg-Alo/StrDH III) auftrat. Sofern die vorstehend diskutierte Bandenzuordnung zu-
trifft, wurde die in der nativen PAGE dominierende Alo/StrDH III-Form (Abb. 12, S. 67, R¢=
0,46; pI = 5,14) wihrend der IPG-Fokussierungen fast vollstindig zu jener mit einem pl von
5,06 umgesetzt und erschien daher selbst auf entsprechenden Gelen nur als schwache Neben-

bande (Abb. 13, S. 68, rechts). Auch eine zuséitzliche Crassostrea-Alo/StrDH III-Abart mit
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einem pl von 4,98, die durch Desamidierung zweier Reste aus der urspriinglichen Enzym-
spezies (pl = 5,14) hervorgegangen sein konnte, ergab lediglich ein duBerst schwaches Signal.

Alternativ 146t sich das durch IPG-Fokussierung der Crassostrea-Alo/StrDHs 1 bis 111 er-
zielte Bandenmuster (Abb. 13, S. 68, rechts) so interpretieren, dafl die Isoformen mit einem pl
von 5,30 und 5,06 der eigentlichen Cg-Alo/StrDH I bzw. III entsprachen (gleich den auf nati-
ven Disk-Gelen dominierenden Proteinbanden mit R-Werten von 0,43 und 0,46, Abb. 12,
S. 67) und die beiden Cg-Alo/StrDH II-Subformen mit pl 5,24 und 5,14 weder chromatogra-
phisch noch durch native Disk-PAGE separiert werden konnten, so daf} sich ihre Koexistenz
erst bei der hochauflosenden Fokussierung in einem flachen pH-Gradienten (pH 4,0 bis 7,0)
manifestierte. In diesem Fall miilten die verschiedenen Crassostrea-Alo/StrDHs nicht zwin-
gend ineinander iiberfiihrbar sein. Die unerwartet starke Intensitéit der pI 5,24-Bande in Spu-
ren mit gereinigter Crassostrea-Alo/StrDH 1, die nur bei einer einzelnen Fokussierung beob-
achtet wurde, konnte einen Artefakt der Coomassiefidrbung bilden. Allerdings ist wenig ein-
sichtig, weshalb die Enzymvarianten mit einem pl von 5,30 und 5,24 (Cg-Alo/StrDH I und 1II)
sich durch native Disk-Elektrophorese hitten trennen lassen sollen (Abb. 12, S. 67, Ry= 0,43
und 0,45), wenn dies fiir die Cg-Alo/StrDH II-Subspezies mit pl 5,24 bzw. 5,14 (Werte ge-
mil IPG-Fokussierungen) nicht moglich war (laut Alternativhypothese bei der nativen PAGE
aus Abb. 12 beide R¢ = 0,45). Der Erkldrungsansatz, nach dem die Crassostrea-Alo/StrDH 11
erst wihrend der IPG-Fokussierungen in mehrere Subvarianten aufgespalten wurde, erscheint
insofern schliissiger. Auch die Beobachtung, daf} einige der bei den IPG-Fokussierungen er-
zielten Signale Doppelbandencharakter besalen (3.4.3), deutet auf mogliche IEF-Artefakte
hin (Garfin, 1990).

Molekulare Unterschiede zwischen den chromatographisch separierbaren, jedoch weder
in ihren isoelektrischen Punkten noch in ihrem Molekulargewicht wesentlich differierenden
Crassostrea-Alo/StrDHs I bis III (3.5 und vorstehende Diskussion) sollten, da eine Proteinde-
gradation nach Edman an den offensichtlich (fast) vollstindig blockierten N-Termini vor
allem der zweiten und dritten Isoform scheiterte (3.6 und Diskussion unter 4.1.4.1), wie im
Fall der Wattwurm-AloDHs durch massenspektrometrische Peptidsequenzierungen (2.5.8.2)
erfa3t werden. Peptidvarianten, die offenbar demselben Sequenzabschnitt zuzuordnen waren,
sich aber durch einzelne Aminosidureaustausche, Insertionen bzw. Deletionen oder sekundire
Modifikationen unterschieden, traten jedoch nicht isozymspezifisch im tryptischen Verdau
gereinigter Crassostrea-Alo/StrDH I, II bzw. III auf, sondern konnten in der Regel parallel im
selben Ansatz bzw. bei der Analyse von Crassostrea-Alo/StrDH II aus zwei unabhéngi-

gen Enzymreinigungen (Cg-Alo/StrDH II versus Cg-Alo/StrDH II*) nachgewiesen werden
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(Tab. 4, S. 72). Die Unterschiede zwischen den Peptiden waren somit nicht auf deren Zugeho-
rigkeit zu einer der chromatographisch separierbaren Enzymformen zuriickzufiihren, sondern
reflektierten offenbar die individuelle Isozymvariabilitdt der verwendeten Austern. Einige der
sekundidr modifizierten Peptide repridsentierten moglicherweise artifizielle Varianten, die
gegebenenfalls erst bei der Probenvorbereitung fiir die Tandem-MS entstanden.

Das gilt zum Beispiel fiir das Peptid 489,77_2+ (Tab. 4, S.72, 3) aus dem trypti-
schen Verdau aller drei Austern-Isozyme (Cg-Alo/StrDH 1 bis III). Es stimmte bis auf ein
zusitzliches Hydroxylysin (K*) am N-Terminus mit dem um eine Aminosdure kiirzeren
Alo/StrDH II-Peptid 417,77_2+ (3) iiberein, das offenbar aus Enzymmolekiilen mit unmodi-
fiziertem Lysin und damit einer zusitzlichen tryptischen Spaltstelle hervorging. Obwohl
Hydroxylysin zum Beispiel in Kollagenen als natiirliche Aminosdure vorkommt (Hamilton
und Anderson, 1955; Myllyharju, 2005), konnte es im Fall des Peptids 489,77_2+ (3) als
Artefakt des tryptischen Verdaus unter alkalischen Reaktionsbedingungen (2.5.8.2) entstan-
den sein. Die bei mehreren Peptiden nachgewiesene Oxidation von Methionin zu Methionin-
sulfoxid (Tab. 4, S. 72, 9 und 15) stellt ebenfalls eine hidufige nicht-enzymatische Amino-
sauremodifikation dar, die sowohl in vivo als auch wihrend der Reinigung von Proteinen
auftreten kann (Brot und Weilbach, 1983; Hollemeyer et al., 2002). Modifizierte Cysteine
wurden deshalb detektiert (zum Beispiel in den Peptiden 613,35_2+ und 731,35_2+, Tab. 4,
S. 72,7 und 11), weil die fiir Tandem-MS-Sequenzierungen verwendeten Enzymproteine, um
einer Bildung inter- und intramolekularer Disulfidbriicken entgegenzuwirken und damit die
Interpretation der Spektren zu erleichtern, mit Iodacetamid alkyliert wurden (2.5.8.2 und
2.5.7.2). Das nicht-alkylierte Cystein im Peptid 731,41_2+ (Tab. 4, S. 72, 11) stellt insofern
keine relevante Abweichung vom &dquivalenten Peptid 731,35_2+ (11) mit modifiziertem Cy-
stein dar, sondern deutet lediglich auf suboptimale Alkylierungsbedingungen hin.

Bei der Sequenzierung von Crassostrea-Alo/StrDH-Peptiden wurde insgesamt eine
groflere Variabilitét als bei den AloDHs aus A. marina beobachtet. So wird ein Drittel der er-
faBten Sequenzabschnitte aus C. gigas durch zwei oder mehr Alternativpeptide abgedeckt,
wihrend sich im Fall der Wattwurm-AloDHs fiir weniger als ein Fiinftel der sequenzierten
Teilstiicke mehrere Sequenzvarianten fanden (vgl. Tab. 3, S. 71 und Tab. 4, S. 72). Das wird
allerdings dadurch relativiert, da} tryptische Peptide aus drei verschiedenen, zum Teil aus
unabhiingigen Enzymreinigungen stammenden Austern-Alo/StrDHs, jedoch nur zwei ver-
schiedene AloDH-Priparationen aus dem Hautmuskelschlauch von Wattwiirmern analysiert
wurden. Gleichwohl maskierte die offensichtlich hohe individuelle Variabilitit der Crasso-

strea-Alo/StrDHs moglicherweise die fiir das chromatographische und elektrophoretische
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Verhalten einzelner Isoformen relevanten Unterschiede bzw. erschwerte die Interpretation
solcher Abweichungen wie sie zwischen den Peptiden 846,36_3+ und 846,50_3+ (Tab. 4,
S. 72, 18) festgestellt wurden.

Diese Alternativpeptide bilden die einzigen, die ausschlieBlich im Verdau unterschied-
licher Austernisozyme (nur bei Cg-Alo/StrDH II* bzw. nur bei Cg-Alo/StrDH I und III) nach-
gewiesen wurden. Allerdings konnten der C-Terminus der ersten und der N-Terminus der
zweiten Variante nicht sicher bestimmt werden. Aullerdem wiesen beide Peptide, obwohl sie
gemill Vergleich mit abgeleiteten Crassostrea-OpDHs (Abb. 17, S. 81) nicht dem C-Termi-
nus der Enzyme entsprachen, keinen C-terminalen Lysin- oder Argininrest auf, wie dies fiir
tryptische Spaltprodukte zu erwarten wire (Olsen et al., 2004). Nur das Auftreten des Peptids
846,50_3+ (18) 1aBt sich damit erkldaren, dal im zugehorigen Ausgangsprotein an die Se-
quenzfolge Isoleucin-Valin-Valin (IVV) moglicherweise wie im Peptid 846,36_3+ (18) ein
Prolinrest (P) anschloB, so daB die C-terminal des zweiten Valins gelegene Peptidbindung be-
sonders labil war (Steen und Mann, 2004; Olsen et al., 2004). Mit dem Peptid 846,36_3+
(18), das nur im Verdau der Cg-Alo/StrDH IT* detektiert wurde, war nicht zu rechnen, da die
Spaltung einer C-terminal von Prolin gelegenen Peptidbindung energetisch wenig begiinstigt
ist (Steen und Mann, 2004). Es handelte sich offenbar um das seltene Produkt einer Trypsin-
unabhéngigen, artifiziellen Degradation, die erst nach dem eigentlichen Verdau des Aus-
gangsproteins erfolgte (Olsen et al., 2004). Es scheint daher wenig sinnvoll, gerade an den
Peptiden 846,36_3+ und 846,50_3+ (beide 18) mogliche molekulare Unterschiede (Substitu-
tion von Glycin und Alanin an den Positionen fiinf und sechs des Peptids 846,36_3+ gegen
Glutamin im Peptid 846,50_3+) zwischen den chromatographisch separierbaren Alo/StrDHs
aus C. gigas festzumachen. Um solche zuverldssig aufzudecken, hitte es wie bereits unter
4.1.4.1 diskutiert einer vollstindigen Sequenzabdeckung der verschiedenen Austernenzyme
bedurft.

Zugleich stellt sich die Frage, inwiefern die bei Disk-Elektrophoresen oder IEFs beob-
achtete Inhomogenitit der einzelnen Isozympriparationen (siehe S. 130 folgende) die Ergeb-
nisse der vergleichenden Peptidsequenzierungen verfilscht haben konnte. Da sich die massen-
spektrometrische Signalintensitit trotz proteinabhdngiger Schwankungen proportional zur
Analytkonzentration verhilt (Steen und Mann, 2004) und bevorzugt die in den verschiedenen
Alo/StrDH-Fingerprints dominierenden Peptide sequenziert wurden, diirften geringe Verun-
reinigungen der verschiedenen Enzymspezies mit anderen Alo/StrDHs (vgl. native Disk-
PAGE aus Abb. 12, S. 67) den Isozymvergleich nicht beeintrachtigt haben. Sofern einzelne

Austern-Alo/StrDHs tatsichlich wie oben diskutiert ineinander iiberfithrbar sind, konnte die
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Detektion molekularer Unterschiede zwischen den chromatographisch separierbaren Varian-
ten jedoch dadurch erschwert oder ginzlich verhindert worden sein, daf bei der Probenvorbe-
reitung fiir die Tandem-Massenspektrometrie einzelne Enzymformen in betrachtlichem Um-

fang in andere umgewandelt wurden.

4.1.4.3 OpDHs aus O. edulis und S. nudus

Wie bei Pazifischen Austern konnten auch in den Adduktoren Europidischer Austern
durch native Disk-Elektrophorese nebeneinander reine AloDHs und kombinierte Alo/StrDHs
nachgewiesen werden (Abb. 3, S. 52). Im Unterschied zu den OpDHs aus C. gigas, die Ala-
nopin und Strombin unter den gewihlten Farbebedingungen gleich gut umsetzten, erwiesen
sich die Alo/StrDHs aus O. edulis als schlechtere Strombin- denn Alanopinoxidasen. Mes-
sungen der Opinsyntheseraten in den zugehorigen Adduktorhomogenaten lieferten jedoch
AloDH : StrDH-Aktivititsverhéltnisse von etwa 1 : 1 (Ergebnisse nicht dargestellt, vgl. aber
3.1), was darauf hindeutet, dal wenigstens einige der Enzymformen in umgekehrter Reak-
tionsrichtung Glycin ebenso effizient oder sogar besser als L-Alanin umzusetzen vermochten.
Letzteres steht in Einklang mit Isozymelektrophoresen von Dando und Mitarbeitern (1981),
bei denen eine auf der Opinbildungsreaktion beruhende Farbemethode zum Einsatz kam. Die-
se Autoren detektierten in Einzeltierhomogenaten aus O. edulis neben AloDHs, die mit gly-
cinhaltiger Reaktionslosung nur duflerste schwache Banden ergaben, Alo/StrDHs mit Glycin-
praferenz und postulierten, da3 die Ostrea-OpDHs differierender Aminosiurespezifitit durch
zwel unabhiéingige Genloci codiert werden. Wihrend der polymorphe (Alo)StrDH-Locus nach
Dando et al. (1981) vor allem im Adduktor der Austern codominant exprimiert wird, tritt das
Enzym des angeblich monomorphen AloDH-Locus auch in anderen Geweben wie der Mittel-
darmdriise auf, wo es moglicherweise hauptsédchlich als Opinoxidase fungiert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde zwar tatsdchlich nur eine alanopinspezifische Enzymvariante je
Einzeladduktor nachgewiesen (Abb. 3, S. 52), doch trat bei der Auster Oe3 eine AloDH ande-
rer elektrophoretischer Mobilitdt (R¢= 0,38) auf als bei den Austern Oel und Oe2 (jeweils
R¢ = 0,40). Das widerspricht, sofern diese AloDHs sich nicht allein durch sekundire Protein-
modifikationen unterschieden, sondern genetisch determinierte Varianten reprédsentierten, der

von Dando et al. (1981) postulierten Monomorphie des AloDH-Locus von O. edulis.

Die elektrophoretische Analyse von Hautmuskelschlauchextrakten aus vier Spritzwiir-
mern lieferte keine Hinweise auf eine individuelle OpDH-Variabilitidt dieser Art (Abb. 3,
S.52). In allen Einzeltierhomogenaten wurden zwei bis drei ODH-Varianten nachgewiesen,

deren relative Laufweite in der nativen PAGE etwa mit jener der von Kreutzer (1987) be-
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schriebenen Spritzwurm-ODHs iibereinstimmte (Rf= 0,42, 0,43 und 0,46 versus Ry = 0,48,
0,51 und 0,54 nach Kreutzer, 1987). Allerdings differierten die relativen Bandenintensitéten.
Wihrend bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysierten Spritzwurm-Extrakten die
beiden ODH-Banden groflerer elektrophoretischer Mobilitit (Ry= 0,43 und 0,46) gegeniiber
einer nur schwachen Bande geringerer Laufweite (Rf = 0,42) dominierten, verhielt es sich bei
dem von Kreutzer (1987) untersuchten Gewebe umgekehrt (Bande mit Rf = 0,54 am wenig-
sten intensiv). Das konnte damit zusammenhingen, dal Kreutzer Sipunculi aus einem anderen
Habitat (aus Morgat statt wie in der vorliegenden Arbeit aus Loquémeau, beides Bretagne,
Frankreich) verwendete. Da sich moglicherweise wenigstens eine der detektierten ODH-Va-
rianten von einer der anderen Enzymformen ableitete, konnten die Schwankungen der relati-
ven Bandenintensitdten aber auch durch einen differierenden Modifikationsgrad der OpDHs
zu erkléren sein.

Abweichend von Kreutzer (1987; vgl. auch Grieshaber und Kreutzer, 1986) wurde bei
den Isozymelektrophoresen der aktuellen Arbeit zudem eine Spritzwurm-Alo/StrDH nur
geringfiigig groflerer elektrophoretischer Mobilitit (Rg= 0,47) als die ODH der hochsten
Wanderungsgeschwindigkeit (R = 0,46) detektiert, die sich kaum von dieser unterscheiden
lieB und daher auch auf eine ODH mit geringer Alo/StrDH-Aktivitit hitte schlieBen lassen
konnen. Eine Enzymvariante dhnlicher relativer Laufweite (Rf= 0,59) wie die von Kreutzer
(1987) beschriebene Alo/StrDH mit einem Re-Wert von 0,60 lief sich unabhingig davon, ob
die verwendete Reaktionslosung 20 oder 50 mM Alanopin bzw. Strombin enthielt (10 mM bei
Kreutzer, 1987), selbst nach 18-stiindiger Fiarbedauer nur erahnen. Die Hypothese, daf}3 die
AloDH- und StrDH-Aktivitdt aus dem Hautmuskelschlauch von S. nudus groBtenteils auf ein
anderes Enzymprotein zuriickzufiihren ist als seine ODH-Aktivitidt (Kreutzer, 1987), lie3 sich
somit nicht eindeutig bestidtigen. Die Unterschiede zwischen den vorliegenden Ergebnissen
und den Befunden von Kreutzer (1987) werden allerdings dadurch relativiert, dafl diese Auto-
rin bei chromatographischen Analysen von Spritzwurm-OpDHs, im Rahmen derer Opinsyn-
theseaktivititen gemessen und nicht wie bei den Elektrophoresen Opinoxidaseaktivititen
detektiert wurden, ebenfalls keine strikte Trennungen zwischen den ODHs und Alo/StrDHs
der Art beobachtete. So setzten drei von Kreutzer (1987) durch DEAE-Chromatographie se-
parierte ODHs aus S. nudus neben L-Arginin mit geringerer Effizienz jeweils auch L-Alanin
und Glycin um (ODH : AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhiltnis im dominierenden ODH-Peak =
100 : 10 : 1), wihrend zwei Alo/StrDHs des Sipunculiden auch geringe Octopinsyntheseakti-
vitdt zeigten (ODH : AloDH : StrDH-Aktivitit der Haupt-Alo/StDH =1 : 4 : 4).
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4.1.5 Amplifikation, Klonierung und heterologe Expression von Alo/StrDHs aus

A. marina, C. gigas, O. edulis und S. nudus

Wie unter 4.1.4 diskutiert erlauben es proteinbiochemische Isozymanalysen héaufig nicht,
zwischen natiirlicher und artifizieller Proteinvariabilitdt zu unterscheiden. Sie lassen vielfach
Raum fiir mehrere alternative Deutungen. OpDH-Aktivititen, die weder elektrophoretisch
noch durch Kombination verschiedener chromatographischer Techniken separiert werden
konnen (3.4 bis 3.4.3), sind zwar mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das gleiche Enzymprotein
zuriickzufiihren, konnten jedoch auch durch mehrere, einander physikochemisch stark dhneln-
de Enzymproteine differierender Substratspezifitit verursacht werden. Zuverldssige Informa-
tionen zur OpDH-Ausstattung einer Art (zu genetisch differierenden und sekundér modifizier-
ten OpDHs) lassen sich letztlich nur durch Kombination proteinbiochemischer und mole-
kularbiologischer Daten gewinnen. Die Kenntnis vollstindiger Nukleotid- und abgeleiteter
Aminosduresequenzen ist auBlerdem fiir ein molekulares Verstindnis der OpDH-Funktion
sowie fiir Analysen der Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den OpDHs verschiedener Ar-
ten unverzichtbar. Daher wurden einige massenspektrometrisch sequenzierte OpDH-Peptide
(Tab. 3, S. 71 und Tab. 4, S. 72) genutzt, um degenerierte Primer zur partiellen Amplifikation
von OpDH-codierenden Genen speziell aus A. marina und C. gigas, aber auch aus S. nudus
und O. edulis zu konstruieren. PCRs mit diesen Oligonukleotiden und anschlieBende RACE
lieferten die vollstdndigen Sequenzen diverser OpDH-mRNAs, die durch 5°/3’-Amplifikatio-
nen verifiziert und deren offene Leseraster heterolog in E. coli exprimiert wurden (3.7 und

3.8).

4.1.5.1 Zuverlissigkeit der ermittelten Alo/StrDH-Sequenzen

Durch sequenziiberspannende 5°/3’-Amplifikationen, bei denen aus DNase I-behandelter
mRNA gewonnene cDNA (2.6.4) als Template diente und dariiber hinaus sogenannte Minus-
RT-Kontrollen durchgefiihrt wurden (2.6.5.3), konnte sichergestellt werden, dal mit Ausnah-
me des partiellen StrDH-Gens aus A. marina (AM392361, Abb. 28, S. 285; siche 4.1.5.2) alle
unter 3.7 und 8.2 angegebenen Nukleotidsequenzen (AJ810167, AJ810713, AJ879665, AM39
2360, AJ810168 und AJ810166) zusammenhidngende cDNAs (mRNAs) und nicht etwa Chi-
miren aus Teilstiicken mehrerer cDNA-Varianten oder genomische DNA reprisentieren (3.7).
Die ermittelten OpDH-Sequenzen sind somit intronfrei und entsprechen Enzymen, die in vivo
transkribiert werden.

Sie diirften sich zudem durch weitgehende, wenn nicht vollige Fehlerfreiheit auszeich-

nen. SchlieBlich kam bei allen 5°/3’- und ORF-Amplifikationen eine iiber Korrekturleseakti-
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vitdt verfligende DNA-Polymerase niedriger Fehlerrate (unter optimalen Pufferbedingungen
4,3 - 107 Mutationen je Basenpaar und Duplikation, vgl. Herstellerangaben und Cline et al.,
1996) zum FEinsatz (2.6.5.3). AuBlerdem wurden alle Gesamtsequenzen (5°/3’-Amplifikate)
durch mindestens zwei, aus unabhingigen PCRs resultierende Klone verifiziert (Empfehlun-
gen von Frohman et al., 1988 und Miilhardt, 2002). Abweichungen von den doppelt verifi-
zierten OpDH-Sequenzen (3.7 und 8.2) wurden nur dann als mutmaBlich natiirliche Sequenz-
variabilitdt beriicksichtigt, wenn sie in wenigstens zwei unabhédngigen PCRs nachgewiesen
wurden. Etwaige cDNA-Synthesefehler wurden zwar nur teilweise ausgeschlossen, indem bei
wiederholten 5°/3’-Amplifikationen cDNA unterschiedlicher Chargen eingesetzt wurde, diirf-
ten aber trotz der vergleichsweise hohen Fehlerraten von Reversen Transkriptasen wie der in
der vorliegenden Arbeit verwendeten SuperScript I RNase H RT (Invitrogen; vgl. Roberts et
al., 1988 und 1989) auch in den iibrigen Fillen vernachlédssigbar sein, da einzelne mRNA-
Molekiile bei cDNA-Synthesen nur einmal reproduziert werden. Es erscheint daher dufSerst
unwahrscheinlich, daf3 aus mehreren von der gleichen cDNA ausgehenden, ansonsten jedoch

unabhingigen PCRs Klone resultierten, die den gleichen cDNA-Artefakt wiederspiegelten.

Die Qualitit der ermittelten mRNA-Sequenzen aus A. marina, C. gigas, O. edulis und
S. nudus kommt auch darin zum Ausdruck, dal mit Ausnahme der 5’-terminal unvollstin-
digen Crassostrea-Alo/StrDH3 alle ein durch Start- und Stopcodon begrenztes offenes Lese-
raster umfassen, das iibereinstimmend mit der GréBe der in 6ffentlichen Sequenzdatenbanken
verfiigbarer OpDHs anderer hoherer Invertebraten (AB081841, AB218692, AB085184, AJ27
8691, AJ250884, AB085183, AJ237916, AB197036, AJ250885 sowie neuerdings AB278571
und AB278572) fiir jeweils rund 400 Aminoséuren codiert. Das ORF-begrenzende Startcodon
entspricht dabei jeweils dem am weitesten 5’-terminal gelegenen ATG. Dieses bildet nach
Kozak (1989), sofern es in eine geeignete Sequenzumgebung eingebettet ist, den reguldren
Translationsstartpunkt. Als optimaler Kontext fiir eine erfolgreiche Translationsinitiation gilt
die Konsensussequenz (GCCA/GCCAUGG, Kozak, 1986 und 1991). Elemente davon finden
sich in unmittelbarer Umgebung des mutmallichen Startcodons aller in dieser Arbeit sequen-
zierten mRNAs. Wihrend die Wattwurm-AloDH sich nur in einer einzigen Position von
der Kozak-Sequenz unterscheidet, weichen die iibrigen OpDHs in bis zu fiinf Nukleotiden
(Spritzwurm-Alo/StrDH) davon ab. Die entscheidenden Basen (Adenin oder Guanin in Posi-
tion -3 sowie Guanin in Position +4, Numerierung relativ zum Adenin des Startcodons, das
als +1 gezihlt wird, vgl. Kozak 1986 und 1991) sind auBer bei der Crassostrea-Alo/StrDH1
in allen Sequenzen konserviert. Das deutet darauf hin, daf} diese funktionelle Enzyme repra-

sentieren, die in vivo nicht nur transkribiert (siehe S. 137), sondern auch translatiert werden.
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Trotz des nicht vorhandenen Guanosins im Anschlufl an das vermutliche Startcodon der Cras-
sostrea-Alo/StrDH1 ist selbst deren erfolgreiche Translation nicht ausgeschlossen, da das
Fehlen dieses Nukleotids zum Beispiel durch stromabwirts gelegene Sekundirstrukturele-
mente kompensiert werden konnte (Kozak, 1991). Die innerhalb der Crassostrea-Alo/StrDH1
nichstfolgenden ATGs (Position 148 bis 150 und 213 bis 215) kommen dagegen nicht als
alternatives Startcodon einer funktionellen OpDH in Frage, da ihre Nutzung mit einer Lese-
rasterverschiebung und einem baldigen Kettenabbruch verbunden wire bzw. dem resultieren-

den Protein der fiir die Cofaktorbindung erforderliche N-Terminus (vgl. 4.2.2) fehlen wiirde.

Im Vergleich zu den OpDH-codierenden mRNAs aus Sequenzdatenbanken (oben auf-
gefiihrte Sequenzen [ohne AB278571 und AB278572] plus TaDH aus Halichondria japonica,
AB191687) zeichnen sich die in der vorliegenden Arbeit sequenzierten OpDHs durch iiber-
durchschnittlich lange 5’- und 3’-untranslatierte Regionen aus (mittlere 5’-UTR-Linge 128 £
67 bp [n = 5] versus bei Datenbank-OpDHs 77 + 19 bp [n = 9]; mittlere 3’-UTR-Lénge 654 £
425 bp [n= 6] versus bei Datenbank-OpDHs 202 £ 152 bp [n= 9]; Unterschiede gemaf
Zweistichproben-t-Test signifikant). Das ist um so bemerkenswerter, als die durch 5°- bzw.
3’-RLM-RACE ermittelten cDNA-Enden wegen der Einschrinkungen, die sich aus den An-
forderungen an einen guten PCR-Primer ergeben, bei den 5°/3’-Amplifikation nicht vollstin-
dig erfal3t wurden und die unter 3.7 und 8.2 angegebenen Sequenzen, auf die sich vorstehende
Angaben beziehen, daher entsprechend verkiirzt sind. Insbesondere im Fall der Wattwurm-
sequenz ergaben sich mit 238 dem Startcodon vorausgehenden sowie 1361 an das ORF an-
schlieenden Nukleotiden extrem lange UTRs, was abgesehen von moglichen art- und gen-
spezifischen Unterschieden die Qualitit der zur cDNA-Synthese verwendeten RNA und den
Erfolg der verwendeten RACE-Methode (RLM-RACE nach Maruyama und Sugano, 1994
sowie Volloch et al., 1994; 2.6.5.2) unterstreicht. Das Verfahren ist Standard-5’-RACE-PCRs
(vgl. Frohman et al., 1988) wie sie beispielsweise von Janfen (2000) oder Kimura et al.
(2005) zur Amplifikation von OpDH-Sequenzen genutzt wurden, offensichtlich iiberlegen.
Indem die G-Kappe von mRNA-Molekiilen durch ein RNA-Oligonukleotid substituiert und
damit nur mRNAs mit intaktem 5’-Ende bereits vor der reversen Transkription um eine de-
finierte Sequenz verldangert werden, entfallen bei dieser RLM-RACE-Variante Probleme, die
ansonsten aus der 5’-terminalen Degradation von mRNAs oder dem vorzeitigen Abbruch der
RT-Reaktion resultieren konnen. Erststrang-cDNAs mit Oligonukleotid-Kappe am einen und
einem um ein spezielles Oligonukleotid verldngerten Oligo(dT)-Schwanz (vgl. GeneRacer

Oligo(dT)-Primer, Uberschrift zu Tab. 10, S. 278) am anderen Ende sind mit hoher Wahr-
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scheinlichkeit vollstindig, so dal die Amplifikation degradierter cDNA-Enden weitgehend
vermieden werden kann (Volloch et al., 1994; Maruyama und Sugano, 1994).

Dal} keine der unter 3.7 und 8.2 angegebenen OpDH-Sequenzen aus Watt- und Spritz-
wurm sowie Pazifischer und Europdischer Auster einen Poly(A)-Schwanz aufweist, obwohl
ein solcher bei tierischen mRNAs fast ubiquitér verbreitet ist und nicht nur deren Transport
ins Cytoplasma, sondern auch deren Stabilitidt und Translatierbarkeit beeinflut (Wahle und
Keller, 1992; Edwalds-Gilbert et al., 1997), ist darauf zuriickzufiihren, da3 diese Sequenzen
5’/3’-Amplifikaten mit verkiirzten Termini entsprechen (siehe S. 139). Die urspriinglichen,
aus den RACE-PCRs resultierenden 3’-Enden besa3en alle wenigstens einen kurzen Poly(A)-
Schwanz sowie mit Ausnahme zweier 3’-RACE-Amplifikate aus S. nudus (3’-Sp39 und 3’-
Sp53, vgl. Tab. 17, S. 284) stromaufwirts in einem Abstand von 16 bis 27 Nukleotiden ein
Konsensus-Polyadenylierungssignal (AAUAAA oder AUUAAA; Wahle und Keller, 1992;
Edwalds-Gilbert et al., 1997). Die Zahl der aufeinanderfolgenden Adenosinnukleotide iiber-
schritt allerdings zum Teil die der Thymidinmolekiile im GeneRacer-Oligo(dT)-Primer (18)
nicht oder nur unwesentlich. Das konnte darauf zuriickzufithren sein, daf3 bei der RACE
bevorzugt cDNAs mit kiirzerer Poly(dT)-Folge zwischen OpDH-spezifischer Sequenz und
dem iiber den GeneRacer-Oligo(dT)-Primer eingefiihrten Ankeroligonukleotid amplifiziert
wurden. Die Polyadenylierungssignale im erwarteten Abstand zur mutmalBlichen Polyadeny-
lierungsstelle (Wahle und Keller, 1992; Edwalds-Gilbert et al., 1997) deuten jedenfalls da-
rauf hin, daf} die entsprechenden Oligo(A)-Abschnitte nicht aus einer Fehlhybridisierung des
GeneRacer-Oligo(dT)-Primers in einem adenosinreichen, jedoch nicht zu einem ldngeren
Poly(A)-Schwanz gehdrenden Sequenzabschnitt resultierten.

Zusitzlich zu den weit terminal gelegenen Polyadenylierungssignalen, die bei den 5°/3’-
Amplifikationen nicht erfa3t wurden, wiesen alle mRNAs ein oder mehrere zusitzliche Poly-
adenylierungssignale auf, von denen die im 3’-untranslatierten Bereich gelegenen in Abb. 16
(S.77) und Abb. 29 bis Abb. 33 (S. 286 folgende) markiert sind. Alternative Polyadenylie-
rungsstellen, deren intrinsische Stirke vermutlich durch Sequenzelemente unterhalb und ober-
halb des Polyadenylierungssignals determiniert wird, treten nach Wahle und Keller (1992) so-
wie Edwalds-Gilbert et al. (1997) bei vielen eukaryotischen Transkriptionseinheiten auf. Wel-
cher 3’-Terminus zu einem bestimmten Zeitpunkt gebildet wird, hingt moglicherweise vom
Entwicklungszustand der Zelle oder von Umwelteinfliissen ab (Edwalds-Gilbert et al., 1997).
Sofern mRNAs mit differierenden 3’-Enden unterschiedlich stabil oder verschieden gut trans-
latierbar sind, konnte sich der Gebrauch alternativer Polyadenylierungsstellen auf die Menge

des pro Primirtranskript gebildeten Proteins auswirken (Edwalds-Gilbert et al., 1997).
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Die besondere Zuverlissigkeit der OpDH-Sequenz aus A. marina (AJ810167) wird abge-
sehen davon, dafl die Nukleotidsequenz durch zwei 100%ig iibereinstimmende 5°/3’-Klone
(5°/3’-Am78 und 5°/3’-Am100, Tab. 14, S. 281) abgedeckt wurde, auch durch Vergleiche der
abgeleiteten Aminosduresequenz mit den durch Edman-Degradation bzw. Tandem-Massen-
spektrometrie gewonnenen Sequenzinformationen belegt (Abb. 16, S.77). Die mutmallich
identischen N-Termini der chromatographisch separierten AloDHs I und II (Abb. 4, S. 54)
stimmten, wenn man das unsichere Glutamat an siebter Position der AloDH II vernachléssigt,
offenbar vollstindig mit dem um zwei Aminosduren verkiirzten N-Terminus des abgeleiteten
Proteins tiberein. Das Fehlen eines N-terminalen Methionins bei den proteinbiochemisch ana-
lysierten AloDH-Varianten scheint angesichts des Glycins an zweiter Position der abgeleite-
ten AloDH durchaus plausibel. Schlielich bildet die enzymatische Abspaltung dieses Restes
nach Polevoda und Sherman (2000) eine der hiufigsten Modifikationen eukaryotischer Pro-
teine, die vermutlich speziell dann auftritt, wenn die nichstfolgende Aminosédure einen Rota-
tionsradius von weniger als 1,29 A besitzt (Sherman et al., 1985; Moerschell et al., 1990). Da
das endstiandige Methionin bereits vor der Fertigstellung der wachsenden Polypeptidkette und
damit auch vor einer moglichen posttranslationalen Prozessierung wie der Acetylierung des
N-Terminus abgespalten zu werden pflegt (Polevoda und Sherman, 2000), steht dies nicht im
Widerspruch zu der unter 4.1.4.1 diskutierten Hypothese, da} ein Teil der zur Edman-Sequen-
zierung verwendeten AloDH I bzw. II-Molekiile N-terminal blockiert war. Wieso das in der
abgeleiteten AloDH auf das terminale Methionin folgende Glycin in den Edman-Sequenzen
ebenfalls fehlt, kann allerdings nur spekuliert werden. Moglicherweise wurde der Rest bei den
Edman-Sequenzierungen nur deshalb nicht erfaf3t, weil das zugehorige Signal im Sequenzier-
labor (Institut fiir Physiologische Chemie und Pathobiochemie des Universititsklinikums
Miinster) féalschlich (obwohl ein Glycin-freier Blotpuffer verwendet wurde, 2.5.7.4) auf eine
Probenkontamination mit Glycin aus dem Blotpuffer zuriickgefiihrt wurde (vgl. Lottspeich,
1998).

Mit Ausnahme des unvollstindig sequenzierten und daher moglicherweise fehlerbehafte-
ten Peptids 874,0_2+ (vgl. Steen und Mann, 2004) konnten auch alle massenspektrometrisch
sequenzierten AloDH-Peptide (Tab. 3, S. 71) eindeutig dquivalenten Sequenzabschnitten der
abgeleiteten Wattwurm-AloDH zugeordnet werden und stimmten bis auf wenige Abwei-
chungen, die sich fast alle durch Desamidierungsreaktionen (Spaltpeptide 639,85_3+ und
706,96_2+) bzw. einen mutmallichen Peptidsequenzierungsfehler (Asparagin am N-Termi-
nus des Peptids 639,85_3+) erkldren lassen (4.1.4.1), vollstdndig mit dieser iiberein (Abb. 16,
S.77). Nur der Argininrest, der sich am C-Terminus der tryptischen Peptide 817,78_2+ und
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818,66_2+ (Tab. 3, S. 71, 9) fand, wihrend das abgeleitete Enzym an dquivalenter Position
(Aminosdure 353) ein Cystein aufweist, steht in tatsdchlichem Widerspruch zu der molekular-
biologisch erhaltenen Sequenz. Da letztere durch Klone aus vier unabhingigen PCRs verifi-
ziert wurde, bei denen dreierlei cDNA-Chargen aus zwei RNA-Préiparationen und damit zwei
verschiedenen Einzeltieren zum Einsatz kamen (3’-Am60, 3’-Am68, 5°/3’-Am78, ORF-
AmO91 und 5°/3’-Am100, Tab. 14, S. 281), zugleich aber auch die beiden Peptidsequenzen
doppelt verifiziert wurden (ausgehend von der gleichen Enzympriparation, ansonsten jedoch
unabhingig in zwei verschiedenen Sequenzierlabors, siehe 2.5.8.2) ist davon auszugehen, dal3
beide Varianten (Arginin versus Cystein) korrekt sind. Sie spiegeln offenbar eine natiirliche,
auf einer Punktmutation beruhende Variabilitit der Wattwurm-AloDH(s) wieder (Substitution
von Thymidin-295 der abgeleiteten AloDH gegen Cytidin bewirkt einen Austausch von Cy-
stein-353 gegen Arginin).

4.1.5.2 Multiple Transkripte und Enzympolymorphismen

Besonders in den untranslatierten Regionen OpDH-codierender mRNAs wurde im Rah-
men der vorliegenden Arbeit eine recht groBe Variabilitit festgestellt, die sich nicht nur in
einzelnen Nukleotidaustauschen, sondern zum Teil auch darin manifestierte, dal bei den
RACE-PCRs mehrere spezifische Produkte differierender Linge erhalten wurden (3.7). Eini-
ge von ihnen (zum Beispiel die durch Deletion verkiirzten 3’-RACE-Produkte 3’-Am61 und
3’-Am69 aus A. marina; Tab. 14, S. 281) bildeten wahrscheinlich Artefakte. Andere entspra-
chen moglicherweise multiplen Transkripten, die durch Verwendung alternativer Transkrip-
tionsstartpunkte (verschieden lange 5°-RACE-Produkte aus O. edulis und A. marina, Tab. 14,
S. 281 und Tab. 16, S. 283; Volloch et al., 1994; Smale, 1997) bzw. alternativer Polyadenylie-
rungsstellen (1,3 bzw. 1,4 kb lange 3’-Enden aus der RACE mit einem gegen das interne
Crassostrea-OpDH-Fragment Int-Cg23 gerichteten Primer; Abb. 15, S. 74; Tab. 15, S. 282;
4.1.5.1) oder durch Transkription verschiedener Allele eines oder mehrerer Genloci (2,7 bzw.
1,8 kb umfassende 3’-Termini aus den RACE-PCRs mit Spritzwurm-cDNA; Tab. 17, S. 284)
entstanden. Darauf, dafl verschiedene OpDH-Allele erfal3t wurden, ist offenbar auch die na-
tiirliche Variabilitit (4.1.5.1) zuriickzufiihren, die innerhalb des offenen Leserasters etwa der
OpDH aus O. edulis (AJ810168, Abb. 32, S. 291) nachgewiesen wurde (3.7). Interessant er-
scheint dabei besonders das Verhiltnis aus synonymen und nicht-synonymen Nukleotidsub-
stitutionen. Es betrug im Fall der Ostrea-OpDH idhnlich wie bei der aus S. nudus (AJ810166,
Abb. 33, S.293) 8 : 2 (bei letzterer 9 : 2). Eine solche Dominanz synonymer und damit in der
Regel selektiv neutraler Nukleotidaustausche gilt als typisches Merkmal funktioneller Gene
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(Kimura, 1977; Jukes, 1978; Li et al., 1981; Balakirev und Ayala, 2003) und bedeutet inso-
fern einen weiteren Hinweis auf die mutmaBliche Funktionalitit der entsprechenden OpDHs

(siehe 4.1.5.1).

Im Fall des Wattwurms wurde zusitzlich zu der scheinbar wenig variablen AloDH aus
Abb. 16 (S. 77; AJ810167), von der sich moglicherweise die beiden chromatographisch defi-
nierten AloDH-Varianten I und II ableiteten (siehe 4.1.5.1 und 4.1.5.3), das partielle Gen
einer zweiten Wattwurm-OpDH nachgewiesen (Ergebnisse unter 3.7 nicht dargestellt). So lie-
ferte eine PCR mit Universalprimern zur partiellen Amplifikation von Invertebraten-OpDHs
(ODH-9F und ODH-11R; Kimura et al., 2005; vgl. Uberschrift zu Tab. 14, S. 281) ein etwa
300 bp umfassendes OpDH-Fragment (Int-Am13 = AM392361, Tab. 14, S. 281 und Abb. 28,
S. 285), das mit der Wattwurm-AloDH, obwohl es ausgehend von der gleichen Einzeltier-
DNA wie deren internes Teilstiick Int-Am16 (Tab. 14, S. 281) amplifiziert wurde, in lediglich
58 % der Nukleotide und 47 % der Aminosduren iibereinstimmte (Angaben bezogen auf den
Uberlappungsbereich der Sequenzen). Die naheliegende Vermutung, das zugehdrige Gesamt-
gen konnte fiir eine der Wattwurm-StrDHs codieren, deren Existenz aufgrund der proteinbio-
chemischen Befunde der vorliegenden Arbeit postuliert wurde (3.4.2, 4.1.3, 4.1.4.1), konnte
inzwischen von Schifer (2007) bestitigt werden. Er ermittelte ausgehend vom OpDH-Frag-
ment Int-Am13 (AM392361) die vollstandige mRNA-Sequenz einer Str/AloDH (AM418448,
Datenbankeintrag noch vertraulich) mit 53 % Aminosduresequenziibereinstimmung zur im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten Wattwurm-AloDH (siehe auch S. 127). Die
AloDH- und StrDH-Aktivitit aus dem Hautmuskelschlauch des Anneliden ist somit auf min-
destens zwei genetisch unterscheidbare OpDHs differierender Aminosiurepriferenz zuriick-
zufithren, die moglicherweise durch unterschiedliche Genloci (einen Alo/StrDH- und einen

Str/AloDH-Locus) codiert werden.

Die Amplifikation von OpDHs aus C. gigas erwies sich wegen des parallelen Auftretens
mehrerer deutlich differierender Enzymformen als besonders schwierig. Wie in Abb. 15
(S. 74) veranschaulicht, lieferte die RACE-PCR mit genspezifischen Primern, die gegen ein
spezielles Sequenzfragment gerichtet waren, in manchen Féllen kein passendes cDNA-Ende,
sondern den Terminus eines anderen, im cDNA-Pool moglicherweise hoher konzentrierten
Isozyms mit dhnlicher Primerbindungsstelle (3.7). Auch die Konsensussequenzen der 5’- oder
3’-Enden, die einer ,,Isoform* zugeordnet wurden, umfassen noch eine ganze Reihe uneindeu-
tiger Positionen (vgl. Bildunterschrift zu Abb. 15, S. 74; Varianten hier in der Regel nicht

doppelt verifiziert) und stimmen mit dem mutmafllich zugehorigen entgegengesetzten cDNA-
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Ende im Uberlappungsbereich zum Teil nur zu 95 % bzw. 97 % iiberein (5’-Contig_Cg62+70
und 3’-Contig_Cg84+85 bzw. 5’-Cg71 und 3’-Contig_Cg89+90; Abb. 15, S. 74). Offenbar
wurden in den einzelnen Contigs jeweils mehrere Allele assembliert, deren Zusammenge-
horigkeit sich allein aus ihrer im Vergleich zu den iibrigen Enzymvarianten groBeren Ahn-
lichkeit ergab. Bezeichnenderweise resultierten gerade die weniger gut iiberlappenden 5°- und
3’-Termini aus RACE-PCRs mit cDNA aus Austern unterschiedlicher Herkunft, wihrend die
in ihrem Uberlappungsbereich vollstindig iibereinstimmenden Teilsequenzen Int-Cg23 und
3’-Contig_Cg29+30+31+42+43 (Abb. 15, S. 74) aus Einzeltieren gleicher Bezugsquelle (Ko-
pek B. V., Yerseke, Niederlande) und daher vermutlich dhnlicherer Allelausstattung hervor-
gingen. Entsprechend wichtig erschien gerade im Fall von C. gigas das Uberpriifen der postu-
lierten Sequenzzusammengehorigkeiten durch 5°/3’-Amplifikationen (4.1.5.1).

Ein passendes 5’-Ende zur partiellen Crassostrea-Alo/StrDH3 (AM392360, Abb. 31,
S. 290) wurde trotz zahlreicher 5’-RACE- und 5’-nested-RACE-Versuche mit cDNA unter-
schiedlicher Herkunft, diversen Primern und variablen PCR-Bedingungen nicht erzielt (3.7).
Fehler bei der Herstellung RLM-RACE-fahiger cDNA (2.6.4) oder ein zu geringer Transkrip-
tionslevel des gesuchten Isozyms lassen sich aufgrund der erfolgreichen RACE-PCRs, aus de-
nen die 5’- und 3’-Termini der beiden anderen Crassostrea-Alo/StrDHs (Alo/StrDH1 und
AloDH2, AJ810713 und AJ879695, Abb. 29 und Abb. 30, S. 286 folgende) und die Ampli-
fikate des 3’-Contigs_Cg29+30+31+42+43 (Abb. 15, S. 74 und Tab. 15, S. 282) hervorgin-
gen, aber auch angesichts ribosomaler Fehlamplifikate mit dem erwarteten GeneRacer-Oligo-
nukleotid-Abschnitt am 5’-Terminus (2.6.5.2 und Tab. 9, S. 278) als Ursache ausschlie3en.
Moglicherweise erschwerten ein hoher GC-Gehalt oder andere Merkmale des gesuchten 5°-
Terminus seine Amplifikation. Eine andere Erklarung fiir das Scheitern der entsprechenden
5’-RACEs konnte darin bestehen, dall zunichst ungeeignete Primer eingesetzt wurden und
spater die RACE-cDNA, die das 3’-Ende der Alo/StrDH3 (3’-Contig_Cg29+30+ 31+42+43,
Abb. 15, S. 74) lieferte, verbraucht war, so da3 auf cDNA aus Austern einer anderen Charge
zuriickgegriffen werden mufte. Vielleicht verfiigten diese Tiere nicht iiber die entsprechende
Enzymvariante.

Alternativ konnte es sich bei der Alo/StrDH3 aus C. gigas um ein durch Genduplikation
und nachfolgende Degeneration entstandenes Pseudogen handeln, dem der fiir einen funktio-
nellen OpDH-N-Terminus codierende 5’-Bereich fehlt. Da viele mutmaBliche Pseudogene
sich trotz ihrer Definition als funktionslos gewordene Genkopien bei entsprechenden Untersu-
chungen als transkriptions- und teilweise sogar translationsaktiv erwiesen (Balakirev und

Ayala, 2003), schlieBt die Tatsache, daf} die partielle Crassostrea-Alo/StrDH3 ausgehend von
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cDNA amplifiziert wurde (2.6.5.3), sie sich also offenbar von einem Gen mit intakter Promo-
torregion ableitet, das im Adduktor der Herkunftsauster exprimiert wurde, die Pseudogen-
Hyothese nicht aus. Gleiches gilt fiir den Poly(A)-Schwanz und das etwa 20 Nukleotide vor
der Polyadenylierungsstelle gelegene Konsensus-Polyadenylierungssignal der zugehorigen 3’-
RACE-Amplifikate (3’-Cg29, 3’-Cg30, 3’-Cg31, 3’-Cg42 und 3’-Cg43, Tab. 15, S. 282), die
als typische Attribute aktiver Transkripte gelten (vgl. 4.1.5.1 und Edwalds-Gilbert et al.,
1997). Gerade eukaryotische Pseudogene zeichnen sich hdufig durch einen erstaunlichen
Konservierungsgrad aus und erwerben im Laufe der Zeit vielfach neue, von ihrer urspriingli-
chen Aufgabe abweichende Funktionen (Harrison und Gerstein, 2002; Balakirev und Ayala,
2003), weshalb sie auch als ,,Potogene* (potentielle Gene) bezeichnet wurden (Brosius und
Gould, 1992; Balakirev und Ayala, 2003). Das Auftreten eines OpDH-Pseudogens bei C. gi-
gas, das noch viele Merkmale des urspriinglichen, aktiven Gens erkennen 143t, erscheint inso-
fern nicht unwahrscheinlich.

Das Verhiltnis zwischen synonymen und nicht-synonymen Polymorphismen wich nicht
nur im Fall der partiellen Alo/StrDH3 (4 : 5), sondern auch bei den beiden geméll Expres-
sionsanalyse (3.8) katalytisch aktiven Crassostrea-Alo/StrDHs (Alo/StrDHI1 und AloDH?2,
2:2 bzw. 4 : 4) deutlich von dem Verhiltnis ab, das Balakirev und Ayala (2003) als typisch
fiir funktionelle Gene angaben (27 : 4). Es scheint somit ebenfalls nur bedingt zur Unterschei-
dung zwischen aktiven und funktionslosen OpDH-Transkripten geeignet. Abgesehen davon,
daB die Relation im Fall der Crassostrea-Alo/StrDH3 . dadurch verzerrt worden sein konnte,
daB} die Sequenz im Unterschied zu den iibrigen OpDHs nicht vollstindig doppelt verifiziert
wurde (3.7), ist bei der Interpretation eines solchen Verhiltnisses generell Vorsicht geboten,
weil eine hohe Zahl von Austauschpolymorphismen auch auf grofle Freiheitsgrade innerhalb
eines Enzymproteins hindeuten kann. Im Fall der Crassostrea-Alo/StrDH3,,« kommt aller-
dings hinzu, daf in Klonen aus zwei PCRs an Position 666 der partiellen Nukleotidsequenz
anstelle eines Guanosins ein Thymidin nachgewiesen wurde, das zu einem vorzeitigen Ket-
tenabbruch fiihrt (Abb. 31, S. 290). Das stiitzt, sofern man von einem moglichen Artefakt der
reversen Transkription absieht (S. 138), die These, dal die Alo/StrDH3,, der Pazifischen
Auster ein echtes Pseudogen reprisentiert.

AuBerdem treten nach Gaffney (1994) gerade bei marinen Muscheln hédufig Nullallele
auf. Hoare und Beaumont (1995) spekulierten, dal insbesondere der ODH-Locus von Bival-
viern durch eine hohe Frequenz solcher, nicht fiir aktive Enzymproteine codierenden Allele
charakterisiert sein konnte. Sie beobachteten ein gegeniiber Kontrolltieren erhohtes Wach-

stum ODH-nullheterozygoter Miesmuscheln und fiihrten dies unter Annahme einer regulédren
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ODH-Uberproduktion auf die energetischen Vorteile einer reduzierten Proteinbiosynthese zu-
riick. Sofern auch Pazifische Austern im Normalfall mehr Alo/StrDHs exprimieren als spe-
ziell unter kontrollierten Zuchtbedingungen erforderlich, konnte die Crassostrea-Alo/StrDH3

sowohl als funktionelle Variante wie auch als Nullallel mit degeneriertem ORF vorkommen.

Unabhingig davon, ob sie funktionellen OpDHs, Nullallelen, Pseudogenen, oder OpDH-
Homologen neuer Funktion entsprechen, wurden die partielle Alo/StrDH3 (5°/3°-Cg109) und
die offenen Leseraster (ORF-Cgl105 und ORF-Cgl06) sowie 3’-Termini (3’-Cg84 und 3’-
Cg85 sowie 3’-Cg89 und 3°-Cg90) der beiden anderen Crassostrea-mRNAs (Alo/StrDH1 und
AloDH?2) ausgehend von der gleichen, aus einem Einzeladduktor gewonnenen cDNA amplifi-
ziert (Tab. 15, S. 282). Da es sich bei den verwendeten Austern um diploide Tiere handelte
(S. 129), folgt daraus iibereinstimmend mit den zymogrammbasierten Hypothesen von Man-
chenko et al. (1998), daB3 C. gigas iiber mindestens zwei, moglicherweise durch Gendupli-
kation auseinander hervorgegangene OpDH-Loci verfiigt (vgl. auch 4.1.4.2). Angesichts der
recht starken Abweichungen zwischen den verschiedenen, auf Nukleotidebene nur zu 50 bis
67 % und auf Aminosdureebene zu 80 % iibereinstimmenden Crassostrea-OpDHs (3.7),
dringt sich sogar die Vermutung auf, die Austern-Alo/StrDHs 1 bis 3 (AJ810713, AJ879665
und AM392360) konnten alle drei unterschiedlichen Genorten zuzuordnen sein. Die ver-
gleichsweise geringe, punktuelle Variabilitdt innerhalb der jeweiligen Sequenzassemblierun-
gen (vgl. Tab. 15, S. 282 und Abb. 29 bis Abb. 31, S. 286 folgende) entspriche in diesem Fall
der zwischen verschiedenen Allelen eines Locus. Dal} solche Orthologe einander hiufig stér-
ker dhneln als die paralogen Allele verschiedener, durch Duplikation auseinander hervorge-
gangener Genorte (Orengo und Thornton, 2005), scheint insofern plausibel, als duplizierte
Gene aufgrund der aus dem Duplikationsereignis resultierenden Redundanz zumindest in der
frithen Phase ihrer Geschichte eine Phase verminderten Selektionsdrucks und damit beschleu-
nigter Evolution zu durchlaufen pflegen (Lynch und Conery, 2000). Lingerfristig wird in der
Regel eine Kopie durch sukzessive Akkumulation degenerierender Mutationen defunktiona-
lisiert. Seltener erwirbt eines der Duplikate eine neue Funktion oder es kommt zu einer Sub-
funktionalisierung, das heif3t die beiden Genkopien iibernehmen nach komplementdrem Funk-
tionsverlust unabhéngige Teilfunktionen des urspriinglichen Gens (Lynch und Conery, 2000;
Prince und Picket, 2002; Force et al., 1999). Aus allen drei Prozessen resultieren Genko-
pien, die unterschiedlichen Selektionsdriicken unterliegen, was ihre Divergenz weiter fordert

(Prince und Picket, 2002).
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Wihrend sich die Crassostrea-Alo/StrDHs 1 und 2 (AJ810713 und AJ879695) gemil
Expressionsanalyse (3.8 und 4.1.5.3) in ihren katalytischen Eigenschaften unterscheiden, ist
offen, inwieweit die nur punktuell voneinander abweichenden, vielleicht Allozymen eines
einzelnen Genortes entsprechenden Enzymvarianten (vgl. Abb. 29 und Abb. 30, S. 286 fol-
gende) ebenfalls funktionell differieren. Insbesondere ist unklar, ob die beobachteten OpDH-
Polymorphismen iiberwiegend auf das Zusammenspiel zwischen Mutationsrate und zufilliger
Fixierung selektiv dquivalenter Enzymvarianten zuriickzufiihren sind oder durch positive Se-
lektion aufrechterhalten werden. Das entspricht letztlich der Kernfrage der klassischen Neu-
tralismus-Selektionismus-Kontroverse (Kimura, 1968; King und Jukes, 1969, Kimura, 1991
versus Darwin, 1859; Mayr, 1963 und 1977). Aus heutiger Sicht unstrittig scheint, da Arten
ihr Adaptationspotential in der Regel bilden, bevor sie es brauchen. Wéhrend nur selten Muta-
tionen auftreten, die mit einem unmittelbaren Selektionsvorteil verbunden sind, verhilt sich
die Mehrzahl der Mutationen entweder selektiv neutral in dem Sinne, daf sie die Proteinfunk-
tion nicht entscheidend verédndern (bzw. ein Protein tangieren, das die Fitne3 der Art nicht be-
einfluflt), oder unterliegt negativer Selektion (Nei, 2005; Graur und Li, 2000). Neutrale Muta-
tionen, die zufillig in einer Population fixiert werden, konnen sich allerdings unter Umstéin-
den zu einem spiteren Zeitpunkt angesichts veridnderter Umweltbedingungen als vorteilhaft
erweisen und dann selektiert werden. Damit lassen sich auch die Annahmen von Johnson
(1974) vereinbaren, der postulierte, Enzympolymorphismen kdnnten der metabolischen Kom-
pensation wechselnder Umweltbedingungen dienen, indem sie einer Population bzw. einzel-
nen heterozygoten Individuen mehr Mdoglichkeiten geben, auf Temperaturschwankungen,
Veridnderungen des Nahrungsangebotes oder andere Umwelteinfliisse zu reagieren. Seine
Thesen wurden exemplarisch durch Nevo und Mitarbeiter (1983) bestitigt, denen es am Bei-
spiel mehrerer Genorte mariner Invertebraten gelang, eine positive Korrelation zwischen der
Zahl der Allozyme in einer Population und der Umweltvariabilitdt in deren Habitat nachzu-
weisen (vgl. Nischen-Variations-Hypothese nach Powell, 1971 sowie McDonald und Ayala,

1974).

Die gro3e Mannigfaltigkeit OpDH-codierender Nukleotidsequenzen aus C. gigas steht in
Einklang zu der Enzymvariabilitit, die sich bei den Isozymelektrophoresen, isoelektrischen
Fokussierungen und massenspektrometrischen Peptidsequenzierungen manifestierte (4.1.4.2).
Sie erschwerte die eindeutige Zuordnung der tryptischen Spaltpeptide chromatographisch se-
parierter Crassostrea-Alo/StrDHs aus Tab. 4 (S. 72) zu speziellen Sequenzabschnitten der ab-
geleiteten Austernenzyme (3.7). Dennoch scheint von wenigen Ausnahmen abgesehen sicher,

daf} die Peptidsequenzen in Abb. 17 (S. 81) korrekt positioniert wurden. SchlieBlich entspre-
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chen die mit Hilfe des Programms Lalign (2.7.2) erzielten Alinierungen trotz zum Teil gerin-
ger Signifikanz (E-Werte > 0,5), die sich schon aus der Kiirze der Peptidsequenzen erklirt,
der jeweils besten Alinierungsvariante, wihrend zugleich bekannt ist, dal es sich bei den Pep-
tiden um tryptische Spaltprodukte verschiedener Crassostrea-Alo/StrDHs handelte, eine Zu-
ordnung (sofern alle OpDHs der Art homolog sind) also grundsitzlich moglich sein sollte.
Nur in den als unsicher markierten Féllen differierte die Peptidsequenz so stark von allen
abgeleiteten OpDH-Sequenzen (Abb. 17, S. 81), da} alternative Alignments nicht gidnzlich
ausgeschlossen werden konnten. Die korrekte Ausrichtung mancher Spaltpeptide wird auch
dadurch bestitigt, da3 einzelne, von der dquivalenten Aminoséiure einer abgeleiteten OpDHs
abweichende Peptidaminosiduren sich an entsprechender Position einer anderen abgeleiteten
Crassostrea-OpDH wiederfinden (vgl. zum Beispiel das N-terminale Glutamat des Peptids
846,36_3+ [EAASGADVIFIVVP], das in den Alo/StrDHs 1 und 2 durch einen Lysinrest er-
setzt ist, jedoch dem Glutamat-61 der Alo/StrDH3, entspricht). Eventuellen Zweifeln an der
richtigen Positionierung des Peptids 784,90_2+ (YTAEDVPFGIVVMK) und damit auch der
dquivalenten Spaltprodukte 784,87_2+, 792,86_2+ und 792,94_2+ (Tab. 4, S. 72, 15) steht
entgegen, daf sich an der zum zugeordneten Crassostrea-Alo/StrDH-Abschnitt homologen
Position der Ostrea-StrDH ebenfalls das Sequenzmotiv YTAECVPF und damit ein Beleg fiir
die bei den abgeleiteten Crassostrea-Alo/StrDHs durch andere Reste ersetzten Aminosiduren
Threonin (T) und Phenylalanin (F) an zweiter bzw. achter Position der Peptidsequenz findet.
Obwohl sie richtig zugeordnet wurden und sekundire Peptidmodifikationen (vgl. 4.1.4.2)
bei den Vergleichsanalysen ignoriert wurden, differierten fast alle Peptidsequenzen in minde-
stens einer Position von allen drei abgeleiteten Crassostrea-Alo/StrDHs (Abb. 17, S. 81). An-
gesichts der bereits diskutierten Zuverldssigkeit sowohl der Peptidsequenzen als auch der
abgeleiteten Sequenzen (4.1.4.2 und 4.1.5.1) 146t sich ausschlieBen, daf} diese Abweichungen
aus Sequenzierfehlern resultierten. Selbst die Crassostrea-Alo/StrDH3, deren einzelne Nu-
kleotide nicht alle doppelt verifiziert wurden, umfaf3t deutlich weniger unsichere Aminoséure-
reste (Isoleucin-211, Aspartat-269, Alanin-281 und Lysin-283; Abb. 31, S.290) als Aus-
tauschpositionen gegeniiber den verschiedenen Spaltpeptiden (Abb. 17, S. 81). Die massen-
spektrometrisch sequenzierten Peptide leiteten sich somit offensichtlich von anderen als den
molekularbiologisch erfaiten Austern-Alo/StrDHs ab. Das wird zusétzlich dadurch unterstri-
chen, daf den Peptiden in der Alinierung aus Abb. 17, anders als fiir tryptische Spaltprodukte
zu erwarten, hdufig weder ein Arginin- noch ein Lysinrest vorausgeht, die chromatographisch
separierten Crassostrea-Alo/StrDHs I bis III sich also auch in ihren tryptischen Schnittstellen

von den abgeleiteten Isozymen unterschieden. Da die jeweiligen Peptidsequenzen keiner der
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abgeleiten OpDHs mehr als den iibrigen dhnelten, konnten die chromatographisch getrennten
Alo/StrDHs I bis III nicht als mutmaBliche Allozyme eines durch die Alo/StrDH1, AloDH2
bzw. Alo/StrDH3,. (AJ810713, AJ879695 und AM392360) reprisentierten Genlocus identi-
fiziert werden (vgl. S. 146). Es blieb offen, ob sie von einem anderen Genort abstammten oder
die betrdchtlichen Sequenzunterschiede zwischen den proteinbiochemisch und molekularbio-
logisch analysierten Crassostrea-OpDHs allein aus der Allozymvariabilitdt zwischen Austern

unterschiedlicher Herkunft resultierten (vgl. auch 4.1.4.2 und 4.1.5.3).

4.1.5.3 Heterologe Expression und Reinigung rekombinanter OpDHs

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit vollstindig sequenzierten mRNAs wurden mit
natiirlichem N-Terminus und einem zu ihrer leichteren chromatographischen Reinigung die-
nenden C-terminalen Fusionstag (LE6xH) in E. coli exprimiert (2.6.11 und 3.8.). Dal} dabei
stets ein dhnliches Bakterienfrischgewicht (6,0 + 1,2 g) erhalten und je Gramm Bakterien dhn-
lich viel 16sliches Gesamtprotein (31,5 * 3,6 mg: g'1 Bakterien) isoliert wurde (Abb. 18, S. 84),
belegt die Vergleichbarkeit der einzelnen Expressionskulturen und deutet zugleich darauf hin,
dafl in allen Féllen ein @hnlich guter Zellaufschluf} erzielt wurde. Nur die Masse des unter
nativen Bedingungen unloslichen Gesamtproteins schwankte deutlich (Abb. 18, S. 84). Bei
den (scheinbar) unldslichen Proteinen (5 mg: g'1 Bakterien) aus der Kontrollkultur (Bakterien-
stamm mit OpDH-freiem pET-Vektor) handelte es sich vermutlich primdr um Material aus
zunéchst nicht oder nur unvollstindig aufgeschlossenen Zellen, das erst bei der zweiten
Homogenisation in Gegenwart von Harnstoff freigesetzt wurde, ohne daf} es dazu des denatu-
rierenden Agens wirklich bedurft hitte. Die zum Teil weit groleren unloslichen Proteinfrak-
tionen der iibrigen Kulturen (bis zu 20 mg: g'1 Bakterien, vgl. Ostrea-OpDH-LE6xH-Kultur)
umfalliten dagegen gemill SDS-PAGE und Blotting (Abb. 20, S. 87) fast ausschlieBlich Histi-
din-markierte Proteine. Das 148t sich gut damit vereinbaren, daf} bei der heterologen Expres-
sion von Proteinen héufig unlosliche Aggregationsprodukte (Inclusion Bodies) gebildet wer-
den, die typischerweise zu 80 bis 95 % aus dem jeweiligen Zielprotein bestehen (Baneyx und
Mujacic, 2004). Bei den Banden hoheren und niedrigeren Molekulargewichts, die neben den
rekombinanten Proteinen der erwarteten Grofle (etwa 45 kd) durch Penta-Histidin-spezifische
Immunfirbung detektiert wurden (Abb. 20, S. 87), handelte es sich offenbar um Aggrega-
tions- bzw. C-terminale Abbauprodukte der OpDH-LE6xHs. Viele von ihnen wurden wegen
der geringeren Sensitivitit der Coomassiefarbung ausschlie8lich immunologisch nachgewie-
sen. Die wenigen unloslichen Proteine meist geringer Grofe, die umgekehrt mangels eines

Histidin-Tags blo3 durch Coomassiefirbung detektiert werden konnten (vgl. zum Beispiel die
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Banden zwischen 14 und 18 kd in den Gelspuren Am-C oder Cg1-C aus Abb. 20, S. 87), ent-
sprachen vermutlich iiberwiegend N-terminalen Degradationsprodukten der heterolog expri-
mierten OpDHs.

Die Bildung von Inclusion Bodies, in denen sich das Zielprotein zwar in relativ grofler
Reinheit, jedoch nicht-nativer Form ansammelt, stellt ein gro3es Problem der heterologen
Proteinexpression in E. coli dar. Es resultiert vor allem aus der hohen Makromolekiilkonzen-
tration im Inneren von Zellen (bis zu 400 g/l nach Ellis und Minton, 2003) und deren dadurch
bedingter Uberfiillung (,,Macromolecular crowding*, Ellis, 2001). Ihretwegen bedeutet jede
Proteinfaltung eine Herausforderung, die bei Polypeptiden mit mehr als 100 Aminosiduren
nicht ohne Hilfe molekularer Chaperone und spezieller Faltungskatalysatoren bewiltigt wer-
den kann (Baneyx und Mujacic, 2004). Die zellulire Umgebung, die Faltungsmaschinerie und
die Kontrollpunkte fiir eine konformationsbezogene Qualitatsiiberpriifung differieren jedoch
bei Pro- und Eukaryoten betridchtlich, weshalb speziell eukaryotische Proteine bei ihrer Ex-
pression in E. coli hdufig keine native Konformation erreichen, sondern einer proteolytischen
Degradation zugefiihrt werden oder zu unloslichen Aggregaten assoziieren (Baneyx, 1999;
Baneyx und Mujacic, 2004). Sofern bei der heterologen Proteinexpression etwa durch den
Einsatz starker Promotoren (in der vorliegenden Arbeit T7lac, 2.6.11) hohe Produktertrige er-
zielt werden, erhoht sich die Fehlfaltungswahrscheinlichkeit (unter anderem aufgrund einer
Ubersiittigung der an der Proteinfaltung beteiligten Hilfsproteine) zusitzlich (Baneyx, 1999;
Baneyx und Mujacic, 2004; man beachte, daB in der Spritzwurm-Kultur zwar vergleichsweise
wenig rekombinantes Protein exprimiert, jedoch der groBte relative Anteil 16slichen Zielpro-
teins erhalten wurde; Abb. 20, S. 87).

Um dem entgegenzuwirken, wurde die Inkubationstemperatur der Expressionskulturen in
der vorliegenden Arbeit in Anlehnung an Janfen (2000) nach der Induktion auf 18°C ernie-
drigt (2.6.11). Auf diese Weise sollte nicht nur die Transkriptions- und Translationsrate der
OpDH-LE6xHs begrenzt, sondern auch die Stirke hydrophober Wechselwirkungen reduziert
werden, die wesentlich zu fehlerhaften Proteininteraktionen beitragen konnen (Baneyx, 1999;
Baneyx und Mujacic, 2004). Trotzdem entsprach die (auBler im Fall der Kontrolle) von re-
kombinanten OpDHs dominierte unlosliche Proteinfraktion bis zu 38 % des zelluldren Ge-
samtproteins aus den einzelnen Expressionskulturen (vgl. Ostrea-Kultur, Abb. 18, S. 84),
withrend nur méBige Konzentrationen 19slicher OpDHs erzielt wurden (Abb. 20, S. 87). Die
Aggregationstendenz der verschiedenen OpDHs diirfte auBler durch das jeweilige
Expressionsniveau (Summe rekombinanten Enzyms aus der 16slichen und unlslichen Pro-

teinfraktion) auch durch spezielle Eigenschaften der einzelnen Pyruvatoxidoreduktasen (zum
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Beispiel ihre individuellen Faltungswege und dabei auftretenden Faltungsintermediate mit

exponierten hydrophoben Molekiilbereichen) determiniert worden sein (vgl. Miiller, 2007).

Das unterschiedliche Expressionsniveau rekombinanter OpDHs (vgl. Signalstirken auf
den immungefirbten Blots aus Abb. 20, S. 87) resultierte offenbar nicht aus einer differieren-
den Toxizitdt der akkumulierenden Enzyme oder ihrer Reaktionsprodukte fiir E. coli. Die
OpDHs schrinkten das Wachstum von BL21(DE3) nicht stdrker ein als der insertfreie pET-
24d(+)-Vektor (Abb. 18, S. 84; geringe Basalexpression des verwendeten Expressionssystems
und toxische Wirkung selbst ,leerer* pET-Vektoren auf IPTG-induzierte BL21(DE3)-Zellen
beachten; Studier et al., 1990; Dubendorff und Studier, 1991; Miroux und Walker, 1996). Die
Effizienz, mit der die verschiedenen OpDHs in E. coli translatiert wurden, konnte aber durch
die Zahl und Position der in den codierenden Sequenzen vorkommenden Arginincodons AGA
und AGG beeinfluit worden sein, die wie die zugehorigen tRNAs bei E. coli dullerst selten
auftreten und daher die bakterielle Expression eukaryotischer Proteine erschweren (Chen,
1994; Zahn, 1996; Baneyx, 1999). Obwohl augenscheinlich kein monokausaler Zusammen-
hang zwischen dem Vorkommen der seltenen Codons und dem Expressionsniveau bestand,
scheint es bezeichnend, dall die Wattwurm-AloDH nur zwei, die weniger stark exprimierte
Crassostrea-AloDH2 jedoch neun der problematischen Arginincodons umfaft. Die sequenz-
abhidngige Faltungseffizienz der einzelnen Enzymproteine und eventuell erforderliche Pro-
teinmodifikationen konnten sich, da sie iiber den Anteil fehlerhafter Translationsprodukte ent-
scheiden, der einer proteolytischen Degradation zugefiihrt wird, ebenfalls auf die Menge re-

kombinanten Proteins in den verschiedenen Bakterienkulturen ausgewirkt haben.

Da die Proteinbiosynthese vom N- zum C-Terminus eines Proteins fortschreitet und die
heterolog exprimierten OpDHs mit C-terminalem Histidin-Anhang kloniert wurden, folgt aus
deren Detektion durch Tag-spezifische Immunfirbung (Abb. 20, S. 87), dal} sie vollstindig
translatiert wurden. Darauf lassen auch Vergleiche des theoretischen Molekulargewichts der
abgeleiteten OpDHs (zwischen 43,7 und 45,3 kd) mit der SDS-elektrophoretisch oder gelfil-
trationschromatographisch ermittelten Masse der heterolog exprimierten Enzyme (zwischen
40 und 45 kd) schlieen (Tab. 5 und Abb. 22, beide S. 90). Die Differenzen von maximal 4 kd
zwischen den theoretischen und experimentellen Werten sind offenbar in methodischen Unge-
nauigkeiten begriindet (vgl. auch 3.5).

Uberdies zeigten Aktivititsmessungen in den Homogenaten der verschiedenen Expres-
sionskulturen, daf alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit vollstindig sequenzierten mRNAs

funktionsfihige OpDHs représentieren (Abb. 18, S. 84). Quantifiziert wurden neben der of-
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fenbar auf E. coli-Proteine zuriickzufiihrenden LDH-AKktivitit, die sich auch im Homogenat
der Kontrollkultur fand, die Opinsyntheseaktivititen (mit L-Alanin, Glycin, B-Alanin, Taurin
und L-Arginin als Aminosduresubstrat), deren physiologische Relevanz fiir Invertebraten be-
kannt ist (siehe Einleitung). Zusétzlich wurde die OpDH-Aktivitdat mit L-Norvalin (L-Amino-
valeriansdure), dem bevorzugten Aminosiduresubstrat der CENDH aus Arthrobacter spec.
(Asano et al., 1989; Kato et al., 1996) bestimmt. Um die entsprechenden Aktivititen unmittel-
bar vergleichen zu konnen, wurden bei den Messungen im Rahmen der Expressionsexperi-
mente die gleichen Testbedingungen wie bei den Arbeiten mit natiirlichen OpDHs verwendet
(2.5.1). Daher variierte die eingesetzte Aminosdurekonzentration (je 200 mM L-Alanin, Gly-
cin oder B-Alanin, jedoch nur 100 mM L-Norvalin bzw. Taurin sowie 5,5 mM L-Arginin).
Abgesehen davon, dafl die verschiedenen Aminosduren unterschiedlich gut wasserloslich
sind, wurden bei der Konzentrationswahl typische Aminosdure-K,,-Werte tierischer OpDHs
und die differierenden Aminosdurekonzentrationen in Invertebratengeweben wie dem Haut-
muskelschlauch des Spritzwurms beriicksichtigt (Livingstone et al., 1983; Gide und Gries-
haber, 1986; Grieshaber und Kreutzer, 1986). Die Vergleichbarkeit der mit verschiedenen
Aminosduresubstraten gemessenen OpDH-Aktivitidten wurde durch die Konzentrationsunter-
schiede offenbar nur wenig eingeschrinkt. So lieferten Aktivititsmessungen in Adduktor- und
Hautmuskelschlauch-Homogenaten, bei denen statt der iiblichen Aminosidurekonzentrationen
40 mM L-Arginin bzw. jeweils 100 mM der iibrigen Aminosduren eingesetzt wurden, sehr
dhnliche relative OpDH-Aktivititen wie die Tests unter Standardbedingungen (Ergebnisse
nicht dargestellt).

Sofern man sich bei der Nomenklatur von OpDHs an den jeweiligen Maximalaktivititen
orientiert, handelt es sich bei der im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten Watt-
wurm-OpDH (Abb. 16, S. 77) eindeutig um eine AloDH (EC 1.5.1.17), die allerdings mit
rund 10-fach geringerer Effizienz auch Glycin umzusetzen vermag (Abb. 18, S. 84; vgl. auch
Feyen, 2006). Das scheint angesichts der groBen strukturellen Ahnlichkeit von L-Alanin und
Glycin wenig verwunderlich, ist aber insofern bemerkenswert, als durch die heterologe Ex-
pression eines einzelnen Enzymproteins, das beide OpDH-Aktivititen aufweist, erstmals un-
zweifelhaft die Existenz einer kombinierten Alo/StrDH nachgewiesen werden konnte (vgl.
S. 137). Die im Vergleich zur Umsatzrate mit L-Alanin geringere Effizienz, mit der das um
eine Methylengruppe kleinere Glycin und das um zwei Methylengruppen groflere L-Norva-
lin umgesetzt wurden (AloDH : StrDH : CENDH-AKktivititsverhéltnis = 21 : 2 : 1), zeigt zu-
gleich, dal} die Grofle des Aminosduresubstrats entscheidend fiir seine korrekte Ausrichtung

in der Bindungstasche des Enzyms ist. Noch wichtiger erscheint die a-Stellung der Carboxyl-
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gruppe. Jedenfalls wurde mit 3-Alanin eine um das 76-fach geringere OpDH-Aktivitét als mit
L-Alanin gemessen. Mit Taurin, das sich von 3-Alanin nur dadurch unterscheidet, daf} die in
B-Position befindliche Carboxylfunktion durch eine Sulfonsduregruppe substituiert ist, konnte
fast gar keine OpDH-Aktivitdt nachgewiesen werden. Gleiches gilt fiir das basische L-Argi-
nin, das als grofte der getesteten Aminosduren von der Wattwurm-AloDH-LE6xH vermutlich
aus sterischen Griinden, moglicherweise aber auch wegen seiner unter den Testbedingungen
(pH 7,0) positiv geladenen Guanidiniumgruppe nicht in signifikantem Umfang umgesetzt
wurde (3.8).

Eine Sulfonsduregruppe in B-Stellung oder ein groBer basischer Aminosiurerest standen
auch der katalytischen Aktivitit der iibrigen in dieser Arbeit exprimierten OpDHs entgegen.
Mit Taurin bzw. L-Arginin wurden stets so geringe OpDH-Aktivititen gemessen (maximal
0,24 U-g'1 Bakterien; Volumenaktivitiaten alle < 0,1 U-ml'l), daf} die Vermutung naheliegt, sie
konnten durch unspezifischen NADH-Umsatz bzw. eine gewisse Ungenauigkeit bei der Sub-
traktion der bakteriellen LDH-Aktivitit zustande gekommen sein (vgl. Livingstone et al.,
1990). Wihrend viele proteinbiochemische Arbeiten Hinweise auf kombinierte Alo/StrDHs,
aber auch multifunktionelle Enzyme lieferten, die L-Alanin, Strombin und 3-Alanin umzuset-
zen vermogen (Dando et al., 1981; Kreutzer, 1987; Kanno et al., 1996a; Manchenko et al.,
1998), finden sich in der Literatur iibereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen kaum
Beispiele fiir Invertebraten-OpDHs, die gleichzeitig AloDH- oder StrDH- und ODH-AKktivitét
besitzen. Abgesehen von diversen Seeanemonen-OpDHs breiter Substratspezifitit (Ellington,
1979) setzen metazoische ODHs in der Regel ausschlieBlich Aminoséduren einer Kettenldnge
von fiinf bis sechs Kohlenstoffatomen um, die entweder mit einer terminalen Guanidinium-
gruppe oder bei manchen ODHs alternativ mit einer endstindigen Aminogruppe enden miis-
sen, um als Substrat erkannt zu werden (Storey und Dando, 1982). Auch TaDHs sind in der
Regel durch strikte Aminosdurespezifitit charakterisiert (Gidde, 1986; Doumen und Ellington,
1987; Sato et al., 1991; Kan-no et al., 1996b; Kan-no et al., 1997 und 1998). Nur bei Fusitri-
ton oregonensis konnte durch IEF und anschlieBende Aktivitdtsfarbung eine mutmaBliche
Str/TaDH identifiziert werden, die Strombin und Tauropin scheinbar gleich effizient umsetzt

(Kanno et al., 1996a).

Das bei ausreichendem Oxidationsschutz fiir die Wattwurm-AloDH-LE6xH erzielte
AloDH : StrDH-Aktivititsverhéltnis von 10: 1 (nach Reinigung 11: 1, Tab. 5, S. 90) ent-
spricht etwa dem bei den gereinigten AloDHs I und II aus dem Hautmuskelschlauch des

Anneliden beobachteten Aktivititsverhiltnis von 13 : 1 bzw. 14 : 1 (Tab. 1, S. 55). Weil die-
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ses Verhiltnis sowohl bei den natiirlichen Enzymproteinen als auch im Fall der rekombinan-
ten OpDH erheblichen oxidationsabhédngigen Schwankungen unterlag (4.1.2), ist dem gerin-
gen Unterschied zwischen den relativen OpDH-Aktivititen der Wattwurm-AloDH-LE6xH
und der natiirlichen Varianten keine groflere Bedeutung zuzumessen. Vielmehr unterstreicht
die im Vergleich zu den iibrigen heterolog exprimierten OpDHs auffillig starke Oxidations-
empfindlichkeit der rekombinanten Wattwurm-AloDH deren Ahnlichkeit zu den natiirlichen
AloDHs der Art. Die Wattwurm-AloDH-LE6xH konnte wie die OpDHs aus Hautmuskel-
schlauch-Homogenaten von A. marina nur schlecht durch native PAGE und anschliefende
Formazanfidrbung detektiert werden (Abb. 19, S. 86 und 4.1.2), zeichnete sich aber durch eine
dhnliche elektrophoretische Mobilitit wie die natiirlichen Enzymproteine aus (R-Wert der
gereinigten AloDH-LE6xH = 0,57 versus R-Werte der gereinigten AloDHs I und II = 0,57
bzw. 0,56; Abb. 19, S. 86 und Abb. 6, S. 58). Das stiitzt ebenso wie die dhnliche Masse der
molekularbiologisch und proteinbiochemisch erfalten Enzyme (theoretische Masse der ab-
geleiteten Wattwurm-AloDH = 45,2 kd; Molekulargewicht der chromatographisch separierten
AloDHs I und II gemdl MALDI-MS = 45,1 + 0,1 kd; vgl. 3.7 und 3.5) die vor allem durch
die Sequenzvergleiche mit tryptischen AloDH I- bzw. AloDH II-Peptiden (Abb. 16, S. 77 und
4.1.4.1) begriindete Hypothese, daf} die in der vorliegenden Arbeit sequenzierte Wattwurm-
AloDH weitestgehend mit den beiden durch Mono Q-Chromatographie separierten, unter-
einander moglicherweise nur durch sekundédre Proteinmodifikationen differierenden AloDH-

Varianten aus dem Hautmuskelschlauch von A. marina iibereinstimmte.

Im Fall der Crassostrea-Alo/StrDH1 erwies es sich als schwieriger, eine Aussage, iiber
das priferierte Aminosduresubstrat zu treffen. In Crassostrea- Alo/StrDH1-LE6xH-Homoge-
naten, die mit Standard-Homogenisationspuffer (100 mM Imidazol/HCl mit 2 mM EDTA und
5 mM DTT, pH 7,0) hergestellt wurden, fanden sich etwa gleich hohe Alanopin- und Strom-
binsyntheseaktivititen (Aktivitidtsverhéltnis zwischen 0,9 : 1 und 1,3 : 1; vgl. Abb. 18, S. 84).
Das korreliert gut mit den relativen AloDH- und StrDH-Aktivititen der aus Adduktoren Pazi-
fischer Austern gereinigten Alo/StrDHs I bis III (0,8 : 1 bzw. 0,9 : 1; Tab. 2, S. 63) und deutet
wie das dhnliche Verhalten der Enzyme bei nativen Disk-Elektrophoresen (Re-Wert der hete-
rolog exprimierten Crassostrea-Alo/StrDHI1 = 0,46; R-Werte der gereinigten Crassostrea-
Alo/StrDHs I bis III = 0,43, 0,45 bzw. 0,46; Abb. 19, S. 86 und Abb. 12, S. 67) darauf hin,
daB es sich bei der Crassostrea-Alo/StrDH1 um ein Isozym des von Manchenko et al. (1998)
postulierten Str/AloDH-Locus handeln konnte (vgl. 4.1.4.2 und 4.1.5.2). Dafiir spricht auch
die recht breite Aminosdurespezifitit des rekombinanten Enzymproteins. So zeigte die hetero-

log exprimierte Crassostrea-Alo/StrDH1 neben AloDH- und StrDH- auch betrichtliche
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CENDH- und B-AloDH-Aktivitdt (Aktivitdtsverhéltnis etwa 4 : 3: 1: 1; Abb. 18, S. 84) und
setzte dariiber hinaus L-Cystein, L-Serin, L-Valin und L-Threonin ebenfalls effizient um
(nicht dargestellt). Ahnliches gilt fiir die Allozyme des Str/AloDH-Locus nach Manchenko et
al. (1998), die sich durch ihre Fihigkeit, Glycin, L-Alanin, L-Serin, B-Alanin und moglicher-
weise weitere, nicht getestete Aminosduresubstrate zu nutzen, deutlich von den L-Alanin-
spezifischen Isozymen des von den gleichen Autoren beschriebenen AloDH-Locus unter-
schieden (4.1.4.2). Auch die von Fields und Hochachka (1981) gereinigten Austern-OpDH
zeichneten sich durch eine breite Aminosdurespezifitit aus (4.1.3; erwiesenermallen kataly-
tisch aktiv mit Glycin, L-Alanin, 3-Aminopropionat, L-2-Aminobutyrat, L-Norvalin, L-Serin
und L-Valin). Sofern die von Fields et al. (1981) bzw. im Rahmen der vorliegenden Arbeit
gereinigten Crassostrea-Alo/StrDHs und die Crassostrea-Alo/StrDHI alle dem gleichen Gen-
locus zuzuordnen sind, erklédren sich die unter 4.1.5.2 diskutierten Sequenzabweichungen zwi-
schen den tryptischen Alo/StrDH-Peptiden aus Tab. 4 (S. 72) und der Alo/StrDH1 ebenso wie
die Differenz zwischen dem theoretischen Molekulargewicht des abgeleiteten Enzymproteins
(45,3 kd; Tab. 5, S. 90) und der Masse der Crassostrea-Alo/StrDHs I bis III (44,3 = 0,1 kd
gemill MALDI-MS, 3.5) dadurch, dal molekularbiologisch ein von den proteinbiochemisch
analysierten Varianten abweichendes Allozym erfal3t wurde.

Im Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH-Homogenat auf Lysepufferbasis (50 mM Natrium-
phosphat, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0), das zur Reinigung des rekombinanten
Enzymproteins via Nickel-NTA-Affinitits- und Gelfiltrationschromatographie genutzt wurde
(3.8.2), fand sich allerdings ebenso wie in der daraus resultierenden gereinigten Enzymlosung
(in 50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 2 mM EDTA, 5 mM DTT und 10 % (v/v) Glycerin, pH
7,5) abweichend vom AloDH : StrDH-Aktivitdtsverhiltnis der Standardhomogenate zwei- bis
dreimal mehr Alanopin- als Strombinsyntheseaktivitit (nicht dargestellt bzw. Tab. 5, S. 90).
Durch mehrwochige Lagerung der mit 50 % (v/v) Glycerin versetzten, gereinigten Austern-
Alo/StrDHI bei —20°C verschob sich das Aktivitdtsverhiltnis sogar noch weiter zugunsten
der Alanopinsynthesereaktion (auf 4 : 1). Es liegt nahe, dies auf eine Konformationséinderung
des rekombinanten Enzymproteins zuriickzufiihren und einen Bezug zu der durch den Blot in
Abb. 20 (S. 87) sowie das SDS-Gel in Abb. 22 (S. 90) dokumentierten Instabilitit der Cras-
sostrea-Alo/StrDH1-LE6xH herzustellen. So traten in der 16slichen und unldslichen Fraktion
der Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH-Kultur deutlich mehr C-terminale OpDH-LE6xH-Frag-
mente als in den Homogenaten der iibrigen Kulturen auf (Abb. 20, S. 87). Unter ihnen domi-
nierte neben diversen kleineren Alo/StrDH1-LE6xH-Teilstiicken eines mit einem Molekular-

gewicht von etwa 30 kd, das entsprechend seiner GroBe nicht nur die gesamte C-terminale,
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sondern auch einen Teil der N-terminalen Enzymdomine umfaflte (C-terminalen Abschnitt
der Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH etwa ab Glutamat-146; vgl. Abb. 23, S. 95). C-terminale
Degradationsprodukte dieser GroBe fanden sich auch bei SDS-elektrophoretischer Analyse
der gereinigten OpDH (Abb. 22, S. 90; zugehoriger Blot nicht dargestellt). Das zeigt, da3 die
Crassostrea-Alo/StrtDH1-LE6XH nicht nur innerhalb der Bakterienzellen oder bei deren
Aufschluf3, sondern auch nach ihrer Reinigung fragmentiert wurde. SchlieBlich konnen die
OpDH-LE6xH-Teilstiicke in der gereinigten Enzymlosung erst nach der Gelfiltrationschroma-
tographie iiber Sephadex-G100 (2.5.6.5) entstanden sein, da sie ansonsten bei diesem Reini-
gungsschritt vom undegradierten Zielprotein (45 kd) separiert worden wéren. Sofern man eine
Kontamination des gereinigten Enzyms mit Proteasen ausschlie3t, ist von einem nicht-enzy-
matischen Degradationsprozell auszugehen.

Wie bereits diskutiert (S. 150), wird bei der heterologen Expression eines Enzyms auf-
grund von Translationsfehlern, Fehlfaltungsprozessen oder fehlenden eukaryotenspezifischen
Proteinmodifikationen hiufig nicht dessen native, meist relativ stabile Konformation erreicht.
Das scheint auch auf die Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH-Expression in BL21(DE3) zuzu-
treffen. Da natiirlich produzierte Alo/StrDHs der Pazifischen Auster sich offenbar durch einen
hohen Acetylierungsgrad ihres N-Terminus auszeichnen (4.1.4.2), der ihre Stabilitit beein-
flussen und unter Umstdnden Voraussetzung fiir eine normale Proteinfunktion sein konnte
(Polevoda und Sherman, 2000), 146t sich ein Zusammenhang zwischen der Degradationsan-
filligkeit der in E. coli exprimierten Crassostrea-Alo/StrH1-LE6xH und der Tatsache vermu-
ten, dafl prokaryotische Proteine in der Regel nicht acetyliert werden (Driessen et al., 1985).
Aus einer fehlenden N-terminalen Acetylierung resultierende oder sonstige Faltungsprobleme
konnten dadurch verstirkt worden sein, daf8 unvollstindig gefaltete Proteine einer erhohten
Desamidierungsgefahr unterliegen, die Desamidierung von Asparagin- oder Glutaminresten
aber ihrerseits Proteine weiter zu destabilisieren und proteolytische Angriffe zu erleichtern
pflegt (Wright, 1991). Das im Vergleich zu Standardhomogenaten hohere AloDH : StrDH-
Aktivitdtsverhiltnis im Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH-Lysepuffer-Homogenat und den da-
raus gewonnen Enzymlosungen konnte durch eine erhohte Desamidierungsrate des Enzym-
proteins im alkalischeren Lysepuffer (pH 8,0 statt pH 7,0; Wright, 1991) sowie eine entspre-
chend gesteigerte Denaturierungs- und Fragmentierungstendenz der rekombinanten OpDH zu
erkldaren sein. Vermutlich spiegelten weder die Alanopin- und Strombinsyntheseraten (Ver-
hiltnis 3 : 1) noch die offensichtlich hohere Alanopin- als Strombinoxidaseaktivitit der gerei-
nigten Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH (Abb. 19, S. 86) die ,,normale* Aminosidurepriferenz

des nativen Enzyms wieder.
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Die Crassostrea-AloDH2-LE6xH setzte L-Alanin auch in Standard-Homogenisationspuf-
fer dreimal effizienter als Glycin um und zeigte die hochste OpDH-Aktivitiit (13 U-g”' Bakte-
rien) iiberraschenderweise mit L-Norvalin (Abb. 18, S. 84). Nur weil diese Aminosiure ver-
mutlich kein natiirliches Substrat der Austern-OpDH bildet, wurde das Enzym trotzdem als
AloDH bezeichnet. Mit jeweils weniger als 1 U-g' Bakterien blieben die Alanopin- und die
Strombinsyntheseaktivitit des Crassostrea-Alo/StrDH2-LE6xH-Homogenats jedoch weit hin-
ter den entsprechenden Aktivititen in der I6slichen Proteinfraktion der Alo/StrDH1-LE6xH-
Kultur (427 bzw. 322 U.-g"' Bakterien) und allen anderen Bakterienhomogenaten auBer dem
der Kontrolle zuriick. Ein Vergleich der Bandenintensitdten auf den immungeférbten Blots in
Abb. 20 (S. 87) zeigt, daB} dies nur partiell damit zu erkldren ist, dal aus der Crassostrea-
AloDH2-LE6xH-Kultur pro Gramm Bakterien weniger in nativem Puffer 16sliches Enzym als
aus den iibrigen Kulturen isoliert wurde. Aus der Anzucht des fiir die AloDH2-LE6xH codie-
renden BL21(DE3)-Stamms resultierte zwar weniger 16sliche OpDH-LE6xH als aus der Cras-
sostrea-Alo/StrDH1-LE6xH-Kultur. Die Menge 16slicher Crassostrea-AloDH2-LE6xH iiber-
schritt jedoch die des rekombinanten Enzyms in der 16slichen Fraktion der Ostrea-Kultur.

Die niedrigen Opinsyntheseaktivititen der Crassostrea-AloDH2-LE6xH konnten auf Fal-
tungsfehler oder andere Expressionsartefakte zuriickzufiihren sein (siehe S. 150). Vielleicht
reprasentiert das Enzym keine funktionelle OpDH, sondern, wie unter 4.1.5.2 fiir die partielle
Austern-Alo/StrDH3 diskutiert, das Produkt eines Nullallels oder Pseudogens, das zwar trans-
latiert wird, seine urspriingliche Funktion jedoch infolge degenerierender Mutationen weitge-
hend eingebiiit und moglicherweise neue Aufgaben erworben hat. Angesichts ihrer im Ver-
gleich zu den Crassostrea-Alo/StrDH1-LE6xH-Banden unerwartet hohen Signalstirke auf
dem formazangefarbten Gel aus Abb. 19 (S. 86) 148t sich auBerdem spekulieren, dafl die
Crassostrea-AloDH2 in vivo primir als Opinoxidase fungieren konnte. Vielleicht entspricht
diese Austern-OpDH einem Isozym des von Manchenko und Mitarbeitern (1998) beschrie-
benen AloDH-Locus, der auBler im Adduktor auch im Hepatopankreas, im Mantel und in den
Kiemen Pazifischer Austern exprimiert wird (4.1.4.2). Die geringen Opinsyntheseaktiviti-
ten der Crassostrea-AloDH2-LE6XxH wiren gut damit zu vereinbaren, dall die Isozyme des
AloDH-Locus nach Manchenko et al. (1998) nur fiir einen geringen Teil der Alanopinsyn-
theseaktivitidt im Adduktor Pazifischer Austern verantwortlich sind. Der scheinbare Wider-
spruch zwischen der strikten L-Alanin-Spezifitit der natiirlichen AloDHs (Manchenko et al.,
1998) und der geringen Strombinsyntheseaktivitit der Crassostrea-AloDH2-LE6xH (L-Nor-
valin wurde von der Gruppe um Manchenko nicht als potentielles Aminosduresubstrat ge-

testet) konnte damit zu erkldren sein, da eine etwaige Strombinsyntheseaktivitidt der erstge-
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nannten Enzyme unter der Nachweisgrenze der von Manchenko et al. (1998) verwendeten

Firbemethode blieb.

Die Ostrea-StrDH-LE6xH zeigte unter allen im Rahmen der vorliegenden Arbeit hetero-
log exprimierten Enzymen die geringste Aminosdurespezifitit (Angabe bezogen auf die sechs
standardmiBig getesteten Aminosiuren, siehe S. 151; AloDH : StrDH : CENDH : B-AloDH-
Aktivitdtsverhdltnis = 1: 2: 1: 2; Abb. 18, S. 84), erschien jedoch insgesamt wenig effi-
zient. Die im Vergleich zur spezifischen AloDH-Aktivitdt der rekombinanten Wattwurm-
OpDH fast vierfach niedrigere spezifische StrDH-Aktivitidt der gereinigten Ostrea-StrDH-
LE6xH (Tab. 5, S. 90) belegt, da} die geringen Opinsyntheseaktivitdten in der 16slichen Frak-
tion von Ostrea-StrDH-LE6xH-Kulturen (vgl. Abb. 18, S. 84) nicht allein daraus resultierten,
daB aus ihnen besonders wenig 16sliches Enzym isoliert wurde (Abb. 20, S. 87). Da sich in
Adduktorhomogenaten Europdischer Austern ebenfalls nur vergleichsweise geringe OpDH-
Aktivitdaten fanden (Abb. 2, S. 50 und 4.1.1), spiegelte die maBige katalytische Aktivitit der
gereinigten Ostrea-StrDH-LE6XH moglicherweise die tatsdchliche Leistungsfiahigkeit des

nativen Enzyms (unter den gewihlten Testbedingungen) wieder.

Anders als die rekombinante Ostrea-StrDH erwies sich die Spritzwurm-OpDH-LE6xH
als weitgehend auf Glycin und L-Alanin (sowie die nicht standardmifBig getesteten Substrate
L-Serin und L-Cystein, nicht dargestellt) spezialisiert (AloDH : StrDH : CENDH : 3-AloDH :
TaDH : ODH-Aktivitdtsverhéltnis = 545 : 652 :1:13:0:0; Abb. 18, S. 84). Das deutet da-
rauf hin, daf3 die ODH- bzw. die AloDH- und StrDH-Aktivitidt aus dem Hautmuskelschlauch
von S. nudus (Abb. 2, S. 50) entgegen der wenig eindeutigen Resultate der Isozymelektropho-
resen (Abb. 3, S.52) tatsdchlich wie von Grieshaber und Kreutzer (1986) postuliert (im
wesentlichen) auf separate Enzymproteine zuriickzufiihren sein konnten (vgl. 4.1.4.3). Dal}
die genannten Autoren fiir ihre Alo/StrDH-Priparation ein AloDH : StrDH : ODH-Aktivitits-
verhiltnis von 4 : 4 : 1 ermittelten, wihrend die rekombinante Spritzwurm-Alo/StrDH fast gar
keine ODH-AKktivitét zeigte (maximal 0,2 U'g'1 Bakterien, vgl. S. 158), ist vermutlich durch
eine Kontamination des aus dem Hautmuskelschlauch des Sipunculiden isolierten Enzyms mit
Spuren einer seiner ODHs zu erkldren. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierte
Spritzwurm-OpDH (Abb. 33, S. 293) konnte somit durchaus der von Grieshaber und Kreutzer
(1986) gereinigten Alo/StrDH oder einem anderen Allozym des durch diese reprisentierten
Genlocus entsprechen.

In diesem Zusammenhang ist zu betonen, dafl aus dem Verhéltnis der OpDH-Aktivitédten

im Gewebe einer Art mit mehreren coexistierenden OpDHs keinerlei Riickschliisse auf die
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Spezifitit der OpDH gezogen werden konnen, die bei PCR-Amplifikationen wie denen der
vorliegenden Arbeit mit groBerer Wahrscheinlichkeit vervielféltigt wird. Sofern bei der Am-
plifikation eines ersten OpDH-Teilstiicks genomische DNA eingesetzt wird (vgl. 2.6.5.1 und
8.2), sind solche Uberlegungen sowieso hinfillig. Welche von mehreren OpDHs kopiert wird,
148t sich aber auch dann, wenn als Ausgangsmaterial cDNA dient, nicht vorhersagen. Schlief3-
lich korreliert eine hohere OpDH-Aktivitédt nicht zwangslidufig mit einer hoheren Gewebekon-
zentration der entsprechenden OpDH-codierenden mRNA. Auflerdem wird der Amplifika-
tionserfolg von der Sequenziibereinstimmung der einzelnen OpDHs mit den verwendeten
PCR-Primern determiniert. Daf3 im Rahmen der vorliegenden Arbeit trotz der hohen ODH-
Aktivitdt im Hautmuskelschlauch von S. nudus (Abb. 2, S. 50) eine Spritzwurm-Alo/StrDH
amplifiziert wurde, konnte insofern damit zusammenhingen, daf} bei ihrer partiellen Verviel-
faltigung Primer zum Einsatz kamen, die ausgehend von internen Peptidsequenzen der Watt-
wurm-AloDHs I und II konstruiert wurden (Tab. 17, S. 284). Allerdings lieferten auch spitere
PCRs mit universellen OpDH-Primern (Kimura et al., 2005) keine partielle ODH, sondern das
Fragment einer wenig aktiven Spritzwurm-AloDH (AM158253; PrimaBin, 2005). Eine expe-
rimentelle Uberpriifung der katalytischen Aktivitiit abgeleiteter OpDHs erscheint daher gene-
rell unverzichtbar. Datenbankannotationen wie jene der angeblichen AloDH aus Fusitriton
oregonensis (BAE00002) oder der ODH aus Pseudocardium sachalinensis (= Spisula sacha-
linensis, BAD81062), die nicht auf experimentellen Ergebnissen basieren, sind zumindest
dann anzuzweifeln, wenn die entsprechende Art wie in den genannten Fillen iiber mehr als

eine OpDH verfiigt (Sato et al., 1993a; Kan-no et al., 1996a).

Wihrend die spezifische AloDH- und StrDH-Aktivitdt der gereinigten Crassostrea-
Alo/StrDH1-LE6xH (241 bzw. 85 U'mg'1 Protein) wohl aufgrund ihrer Instabilitit (S. 155)
deutlich hinter jener der mutmaBlich dquivalenten Crassostrea-Alo/StrDHs zuriickblieb, die
im Rahmen der aktuellen Arbeit bzw. von Fields und Hochachka (1981) gereinigt wurden
(jeweils mehr als 300 bzw. rund 1000 U-g" Protein AloDH- und etwa ebensoviel StrDH-
Aktivitat; Tab. 2, S. 63 und 4.1.3), tibertrafen die spezifischen AloDH- und StrDH-Aktivititen
der gereinigten Wattwurm-AloDH-LE6xH (940 bzw. 83 U-g”' Protein) und der gereinigten
Spritzwurm-Alo/StrDH-LE6xH (498 bzw. 669 U-g"' Protein) die Aktivititen der gemiB
2.5.6.2 bzw. von Siegmund et al. (1985) und Grieshaber und Kreutzer (1986) aus Hautmus-
kelschliuchen der jeweiligen Art isolierten Alo/StrDHs (45 bzw. 30 U-g” Protein bei der
Wattwurm-AloDH I- und 36 bzw. 23 U- g'1 Protein bei der Wattwurm-AloDH II-Priparation,
Tab. 1, S.55; 278 bzw. 30 U-g"' Protein bei der von Siegmund et al. (1985) gereinigten
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Wattwurm-OpDH sowie 131 bzw. 138 U-g”' Protein im Fall der von Grieshaber und Kreutzer
(1986) isolierten Alo/StrDH aus S. nudus, vgl. 4.1.3 und 4.1.4.3). Das ist vermutlich darauf
zuriickzufithren, daf3 sich keine der natiirlichen Enzympréparationen durch wirkliche Homo-
genitit auszeichnete (4.1.3), und deutet zugleich auf eine korrekte Faltung der rekombinanten
Watt- und Spritzwurm-OpDHs hin.

Die hohen spezifischen OpDH-Aktivitdten der gereinigten rekombinanten Enzymproteine
(Tab. 5, S. 90) unterstreichen die besonderen Vorteile der heterologen Expression von Pro-
teinen mit einem Fusionstag aus mehreren Histidinresten. Sie ermdglichte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die einfache und effiziente Reinigung von bis zu 3 mg hochreiner OpDH-
LE6xH (Abb. 22, S. 90) pro Liter Bakterienkultur (2.5.6.5 und 3.8.2). Angesichts weitgehen-
der Reinheit der Enzymlosungen bereits nach der anfidnglichen Nickel-NTA-Affinitétschro-
matographie (exemplarisches Chromatogramm in Abb. 21, S. 89; Elektropherogramme nicht
gezeigt) hitte zugunsten einer erhohten Ausbeute je nach Verwendungszweck der rekom-
binanten OpDHs sogar auf den zweiten chromatographischen Reinigungsschritt (Gelfiltra-
tion) verzichtet werden konnen. Vergleicht man das mit den aufwendigen Protokollen zur
Reinigung von OpDHs aus dem Hautmuskelschlauch von A. marina oder aus dem Adduktor
von C. gigas (2.5.6.2 und 2.5.6.4), mit deren Hilfe ausgehend von zahlreichen Tieren nur
geringe Mengen teils nicht mal vollig homogenen Enzymproteins gewonnen wurden (3.4.1
und 3.4.3), so wird deutlich, weshalb die Verfiigbarkeit leicht zu reinigender rekombinan-
ter OpDHs unabdingbare Voraussetzung fiir strukturanalytische OpDH-Untersuchungen, den
Einsatz von OpDHs zur Aminosdurequantifizierung in Hochdurchsatz-Screenings der phar-
mazeutischen Industrie (S. 13) und sonstige weiterfithrende Arbeiten ist, fiir die es grofler
Mengen reinen Enzymproteins bedarf (vgl. auch JanBen, 2000 und Miiller, 2007). Als ein-
ziger Nachteil der Metallchelat-Affinitdtschromatographie iiber Nickel-NTA (Porath et al.,
1975; Hochuli et al., 1987; Schmitt et al., 1993), der sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit
vor allem bei der Reinigung der rekombinanten Wattwurm-AloDH bemerkbar machte, erwies

sich die DTT-Inkompatibilitit dieser Affinititsmatrix (4.1.2).

4.2 Vergleich ausgewihlter OpDHs

4.2.1 Physikochemische und strukturelle Eigenschaften

Das theoretische Molekulargewicht der in dieser Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs aus
A. marina, S. nudus, C. gigas und O. edulis (minimal 43,7 kd bei der Spritzwurm-Alo/StrDH,
maximal 45,4 kd im Fall der Crassostrea-AloDH2, siehe 3.7) dhnelt dem der in 6ffentlichen
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Sequenzdatenbanken verfiigbaren Mollusken- und Anneliden-OpDHs (zwischen 43,2 kd und
45,9 kd, ODH aus Pecten maximus [CAC36305] versus ODH aus Sepia officinalis [CAC36
306]). Dagegen unterliegt der pl der Invertebraten-OpDHs einer deutlich stiarkeren Variabili-
tiat. Wihrend die meisten sequenzierten Metazoen-OpDHs sich wie jene aus Watt- und Spritz-
wurm sowie Pazifischer und Européischer Auster (3.7) durch einen theoretischen pl zwischen
5,35 (ODH aus P. maximus, CAC36305) und 6,23 (hypothetische AloDH aus Fusitriton ore-
gonensis, BAE00002) auszeichnen und es sich bei der TaDH aus dem Sandwurm, Arabella
iricolor (BAB86769), ebenso wie bei der moglichen Str/AloDH aus dem Blutkieferwurm,
Marphysa sanguinea (BAF36491) um ein neutrales Protein handelt (theoretischer pl = 7,15
bzw. 6,75), weisen die ODHs der Kalmare Loligo vulgaris und Loligo opalescens (CAC36
301 und CAC20642) alkalische pls von 8,31 bzw. 8,52 auf. Das 148t sich gut damit vereinba-
ren, daB die GroBe dquivalenter Aminosduren in homologen Proteinen iiblicherweise stirke-

ren Beschrinkungen unterliegt als ihre Hydrophobizitit oder Ladung (Taylor, 1986).

Von einer Verwandtschaft der neu sequenzierten Alo/StrDHs untereinander sowie zu den
Mollusken- und Anneliden-OpDHs aus offentlichen Datenbanken ist angesichts paarweiser
Aminosiuresequenz-Ubereinstimmungen von mindestens 33 % (Wattwurm-AloDH dieser
Arbeit versus ODH aus Pseudocardium sachalinensis, BAD81062; Tab. 6, S. 92) zweifelsfrei
auszugehen (4.3.1; JanBen, 2000; Kimura et al., 2005; Kan-no et al., 2005a und 2005b). Zu-
gleich deuten Sequenzidentitdten von weniger als 50 % selbst zwischen Invertebraten-OpDHs
gleicher oder #hnlicher Substratspezifitit (etwa zwischen der Wattwurm-AloDH und der
Alo/StrDHI1 aus C. gigas oder zwischen den ODHs aus P. maximus und L. vulgaris, Tab. 6,
S. 92) jedoch auf relativ groe Freiheitsgrade der Enzymproteine hin (siehe auch S. 145). Die
in Abb. 23 (S. 95) erfallten Invertebraten-OpDHs lieBen sogar in einer Alinierung ohne die
bakterielle CENDH (nicht dargestellt) nur 61 identische Aminosduren und 91 konservierte
oder semi-konservierte Positionen (zu dieser Terminologie vgl. Bildunterschrift zu Abb. 23,
S. 95) erkennen, was bedeutet, dal rund 62 % ihrer Reste hinsichtlich ihrer Grof3e und Hydro-
pathie keinen erkennbaren Einschrinkungen unterliegen. Bezieht man die geméf 3.10 und
4.3.2 ebenfalls homologe CENDH aus dem Bodenbakterium Arthrobacter spec. (Dairi und
Asano, 1995; BAA08145) in die Betrachtungen ein, so erhoht sich dieser Wert sogar auf
75 %. Wie die geringe Zahl von Alinierungsliicken, iiber die gesamte Sequenzlidnge verteilte
konservierte Sekundirstrukturelemente und die korrekte Ausrichtung mutmaBlich katalyti-
scher bzw. an der Cofaktorbindung beteiligter Reste (siehe 4.2.2) in Abb. 23, (S. 95) belegen,
resultiert diese mélBige Zahl konservierter OpDH-Positionen nicht aus Alinierungsfehlern. Zu

beriicksichtigen ist aber, da3 nach Rost (1999) durchschnittlich die Hélfte eines Proteins aus
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Loopregionen besteht, innerhalb derer Aminosdureaustausche, welche die physikochemischen
Eigenschaften einer Seitenkette modifizieren, in der Regel ohne groBere Auswirkungen blei-

ben.

Die unter den wenigen konservierten OpDH-Aminoséduren (Abb. 23, S. 95) dominieren-
den Prolin- (CENDH-Positionen 84, 109, 181, 203, 218 und 317) und Glycinreste (CENDH-
Positionen 11, 13, 113, 148, 225, 282 und 301) besitzen wahrscheinlich iiberwiegend struktu-
relle Bedeutung. SchlieBlich nimmt Prolin aufgrund der konformativen Einschriankungen, die
sich daraus ergeben, daf} das o-Stickstoffatom dieser Iminoséure Teil eines starren Pyrrolidin-
rings ist (Barlow und Thornton, 1988; MacArthur und Thornton, 1991; Vanhoof et al., 1995),
eine Sonderstellung unter den proteinogenen Aminosduren ein. Glycin vermag Proteinketten
aufgrund seiner geringen Grofle besondere Flexibilitdt zu verleithen (Naor et al., 1996) und
kann, da schon L-Alanin als nichst groBere Aminosdure zehnmal mehr Raum einnimmt, viel-
fach nicht ohne radikale Verinderungen der Tertidrstruktur substituiert werden (Graur, 1985).
Auch die konservierten aromatischen Reste (inklusive eines Histidins, vgl. Taylor, 1986) in
den Alignmentpositionen 33, 98, 140, 222, 259, 263 und 280 (CENDH-Nummerierung) diirf-
ten aufgrund ihres hydrophoben Charakters und dem daraus resultierenden Bestreben, eine
vom wéalrigen Umgebungsmedium abgeschirmte Position im Proteininneren einzunehmen,
tiberwiegend faltungs- und stabilitdtsrelevant sein (Gething und Sambrook, 1992). Dagegen
konnten die moglicherweise an der Proteinoberfldche lokalisierten konservierten Reste (mut-
mabBlich) positiver oder negativer Ladung (CENDH-Positionen 17, 36, 39, 61, 143, 156, 202,
240, 292, 293, 296, 297, 320, 333 und 342; man beachte neben der Rontgenkristallstruktur der
bakteriellen CENDH [Britton et al., 1998a], daf3 Histidin unter physiologischen Bedingungen
unterschiedliche Ladungszustinde einnehmen kann) an der Ligandenbindung und Katalyse

beteiligt sein (vgl. 4.2.2 und Graur, 1985).

GroBlere Sequenzvariabilitidt, wie sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir Invertebra-
ten-OpDHs und ihre bakteriellen Homologen beobachtet wurde (Tab. 6, S.92; 3.10 und
4.3.2), stellt auch in anderen Enzymfamilien wie etwa der Superfamilie der NAD(P)H-abhén-
gigen L-Laktat- und L-Malatdehydrogenasen (L-LDHs und L-MDHs) keine Seltenheit dar
(Wilks et al., 1988; Madern, 2002; Golding und Dean, 1998, Orengo und Thornton, 2005). So
stimmen die L-LDH aus Bacillus stearothermophilus (Barstow et al., 1986) und die L-MDH
aus Thermus flavus (Nishiyama et al., 1986) in lediglich 19 % ihrer Reste iiberein, was insbe-
sondere deshalb bemerkenswert ist, weil erstere durch Austausch einer einzigen Aminosiure

(Glutamin-102 zu Arginin-102) von einem Enzymprotein mit klarer Pyruvatpriferenz in eine
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katalytisch hoch aktive, oxalacetatspezifische MDH umgewandelt werden konnte (Wilks et
al., 1988). Nach Orengo und Thornton (2005) wurden in manchen Proteinfamilien sogar Ver-
treter mit weniger als 5 % Sequenzidentitidt nachgewiesen. Dreidimensionale Proteinstruktu-
ren sind dagegen aufgrund ihrer unmittelbaren funktionellen Bedeutung weit stidrker konser-
viert (Golding und Dean, 1998; Wilson et al., 2000; Orengo und Thornton, 2005). Zumindest
Proteine mit mehr als 28 % Sequenzidentitit besitzen in der Regel eine sehr dhnliche Struktur
(Rost, 1999), wihrend grofere, nicht vorhersagbare Strukturabweichungen erst bei Sequenz-
ibereinstimmungen unter 20 % zu erwarten sind (Chothia und Lesk, 1986). Selbst in diesen
Fillen ist jedoch noch von einer vergleichbaren Geometrie der aktiven Zentren auszugehen
(Lesk und Chothia, 1980; Chothia und Lesk, 1986). Gerade Proteinpaare, deren prozentuale
Ahnlichkeit wie die der OpDHs aus Abb. 23 (S. 95) die prozentuale Sequenzidentitit iiber-
trifft, zeichnen sich auch bei insgesamt geringerer Sequenziibereinstimmung meist durch eine
vergleichbare Struktur aus (Rost, 1999).

Obwohl die homodimere CENDH aus Arthrobacter spec. in maximal 23 % ihrer Reste
mit denen einer Invertebraten-OpDH {iibereinstimmt (Crassostrea-AloDH2; Tab. 6, S. 92), ist
somit eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen ihrer Untereinheit und den monomeren OpDHs
hoherer Invertebraten einschlieflich der im Rahmen der aktuellen Arbeit sequenzierten Enzy-
me wahrscheinlich. Das ist deshalb von besonderem Interesse, weil die CENDH wie bereits
angesprochen die bisher einzige (D,L)-OpDH bildet, fiir die Strukturdaten (Auflésung 1,8 A,
1bg6, Britton et al., 1998a) zur Verfiigung stehen. Kristallisationsversuche zum Beispiel mit
der ODH aus P. maximus erwiesen sich dagegen bislang als wenig erfolgreich. So zeigte Olo-
mucki zwar bereits 1981 erste, scheinbar vielversprechende ODH-Kristalle, veroffentlichte je-
doch nie ein zugehoriges Strukturmodell, was darauf hindeutet, dafl es sich bei ihren Kristal-
len entweder um Artefakte handelte oder diese sich nicht fiir rontgenkristallographische
Untersuchungen eigneten. Auch jiingste Kristallisationsversuche von Miiller (2007), bei de-
nen heterolog in E. coli exprimierte Pecten-ODH (JanBen, 2000) zum Einsatz kam, lieferten

keine fiir eine Strukturaufkldrung geeigneten Einkristalle.

Auf eine Strukturdhnlichkeit zwischen den Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Anneli-
dentyps (Kan-no et al., 2005b; siehe 4.3.1) und den hufeisenformigen CENDH-Monomeren
(Abb. 26, S. 165) lassen auch Vergleiche zwischen der rontgenkristallographischen Sekundér-
struktur des bakteriellen Enzyms (Britton et al., 1998a) und den mittels PROFsec (2.7.1) vor-
hergesagten Sekundirstrukturelementen der tierischen OpDHs schliefen (Abb. 23, S.95).
Sekundirstrukturprognosen sind zwar nie 100%ig zuverldssig, konnten jedoch in den ver-

gangenen Jahren vor allem dadurch entscheidend verbessert werden, daf3 als Eingabe fiir die
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eigentliche Strukturvoraussage nicht Einzelsequenzen, sondern multiple Sequenzalinierungen
homologer Proteine verwendet werden (Rost, 2001; Rost und Sander, 1993a und 1993b).
SchlieBlich enthalten die aus solchen Alinierungen resultierenden positions-spezifischen Aus-
tauschprofile, die beschreiben, welche Aminosiduren gegen welche anderen Reste substituiert
werden konnen, entscheidende Informationen iiber die Faltung einer Proteinfamilie und spie-
geln auch nicht-lokale Effekte wieder, von denen nach Qian und Sejnowski (1988) ein signifi-
kanter Teil der lokalen Sekundérstruktur eines Proteins abhéngt. PROFsec erreicht auf diese
Weise eine durchschnittliche Drei-Stadien-Vorhersagegenauigkeit (a-Helix-, B-Strang, Loop)
von 77 %, wobei die Mitte von a-Helices und B-Stringen wie von fast allen Vorhersagepro-
grammen zuverldssiger erkannt wird als deren Enden (Rost, 2001).

Das zeigte auch eine zu Testzwecken durchgefiihrte PROFsec-Vorhersage fiir die
CENDH aus Arthrobacter spec. (nicht dargestellt), die in 73 % der Reste mit der von Britton
et al. (1998a) ermittelten Sekundirstruktur iibereinstimmte. Insbesondere die Strukturelemen-
te der CENDH, die offenbar auch bei allen Invertebraten-OpDHs konserviert sind (Abb. 23,
S. 95), wurden abgesehen von kleineren Abweichungen in ihrer Ausdehnung korrekt vorher-
gesagt. Das erscheint bei einer profilbasierten neuralen Netzwerk-Prognose nicht unerwartet
und begriindet die Annahme, daf} simtliche einheitlich fiir alle OpDHs des Anneliden- und
Mollusken-Typs vorhergesagten Sekundérstrukturelemente richtig erkannt wurden. Auch die
gute Korrelation des fiir die ODH aus Pecten maximus prognostizierten Helixanteils (35 %)
mit dem experimentell fiir ODHs aus Pecten jacobaeus ermittelten Wert von etwa 33 %
(Zettlmeissl et al., 1984) deutet auf eine hohe Zuverldssigkeit der PROFsec-Voraussagen fiir
Invertebraten-OpDHs hin. Im Unterschied zu den als mogliche Alternative getesteten NPS @-
Netzwerk-Sekundirstrukturvorhersagen (Combet et al., 2000) und den von JanfBen (2000)
genutzten Konsensus-Prognosen sagte das Programm die zur hochkonservierten Bo-Einheit
der klassischen Rossmannfalte gehorige Helix o (Abb. 23, S. 95 und 4.2.2) bei allen OpDHs
korrekt voraus.

Entsprechend der PROFsec-Vorhersagen scheinen die Invertebraten-OpDHs sich ebenso
wie die bakterielle CENDH in zwei strukturelle (und funktionelle) Doménen zu gliedern (3.9;
Abb. 23, S. 95). Die N-terminale Nukleotidbindungsdoméne, die im Fall der CENDH die
Reste 1 bis 195 einschlieB3t und sich bei den Invertebraten-OpDHs vermutlich bis zu Resten
zwischen Position 206 und 216 erstreckt (je nach OpDH), umfafit sowohl a-Helices als auch
B-Striange. Letztere sind im Fall der CENDH in Form eines zentralen achtstrangigen (B1, B2,
Bs, Bs, B7, Ps, P11 und P12) sowie eines kleineren vierstringigen B-Faltblatts (B3, B4, o und Bio)

mit jeweils teils paralleler und teils antiparalleler Ausrichtung der Einzelstringe organisiert
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und werden von den insgesamt fiinf a-Helices der Doméne flankiert (Abb. 26 und Britton et
al.,, 1998a). Dagegen besteht die C-terminale (katalytische) Doméne der Enzyme offenbar

ausschlieBlich aus a-Helices, die durch Schleifen unterschiedlicher Linge verbunden sind.

Abb. 26: Untereinheit der homodimeren CENDH aus Arthrobacter spec.

Das nach Koordinaten von Britton et al. (1998a; 1bg6) gezeichnete Monomer gliedert sich in zwei durch
einen tiefen Spalt getrennte Dominen. Wihrend die N-terminale Nukleotidbindungsdomine (gelb) sowohl
o-Helices (Pfeilzylinder) als auch B-Stringe (flache Pfeilquader) umfaft, besitzt die C-terminale kataly-
tische Doméne (griin) rein o-helikalen Charakter. Die B-Stringe, die ebenso wie die a-Helices vom N- zum
C-Terminus durchnumeriert wurden, sind zu einem zentralen achtstridngigen (Rottone) und einem kleineren
vierstrangigen (Blautone) P-Faltblatt assoziiert. Dunkelrot bzw. dunkelblau hervorgehoben sind die
B-Stringe, die bei den vermutlich dhnlich wie die bakterielle Enzymuntereinheit organisierten Invertebra-
ten-OpDHs nicht vorhergesagt wurden. Die roten Sternchen markieren die Position der CENDH-Reste
Tyrosin-259 und Prolin-267, die an einen Loopbereich (Lysin-260 bis Serin-266) angrenzen, der im Modell
ebenso wie die drei N-terminalen Aminoséduren fehlt (ndhere Informationen siehe Text).

Von den B-Stringen der Nukleotidbindungsdoméne sind mit By, B2, Bs, B7 und Bs, die bei
allen untersuchten OpDHs hoherer Invertebraten vorhergesagt wurden, diejenigen am stirk-
sten konserviert, die in der CENDH aus Arthrobacter spec. zusammen mit Bs als Teil des
zentralen CENDH-Faltblatts eine sechsstringige parallele Faltblattstruktur mit Ahnlichkeit
zur klassischen Rossmannfalte dinukleotidbindender Dehydrogenasen bilden (Abb. 23, S. 95;
Abb. 26; Britton et al., 1998a und 4.2.2). Der zum sechsstringigen parallelen CENDH-Falt-
blatt gehorige Strang Bs (in Abb. 26 dunkelrot hervorgehoben) scheint allerdings bei den
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Invertebraten-OpDHs zu fehlen, was zusammen mit seiner randstindigen Lage im zentralen
CENDH-Faltblatt auf eine geringere funktionelle Bedeutung dieses Strukturelements hin-
weist. Von den B-Stringen des kleineren CENDH-Faltblatts sind offenbar nur 319 und, sofern
man im Fall der OpDHs aus F. oregonensis (BAE00002) und P. maximus (CAC36305), bei
denen dieser Strang nicht prognostiziert wurde, von Vorhersagefehlern ausgeht (vgl. Sequenz-
konservierung im entsprechenden OpDH-Abschnitt, Abb. 23, S. 95 und Kimura et al., 2005),
By durchgehend konserviert. Vor allem der Strang B4 (in Abb. 26, S. 165 dunkelblau hervor-
gehoben), der bei der CENDH am vom Dominenspalt abgewandten Rand des vierstringigen
Faltblatts gelegen und damit nicht unmittelbar an der Substratbindung beteiligt ist (Britton et
al., 1998a), wurde dagegen nur bei wenigen tierischen OpDHs als zwei bis maximal vier
Reste langes und somit recht zweifelhaftes Strukturelement vorhergesagt. Das deutet wie die
zugehorige Liicke in der Alinierung aus Abb. 23 (S. 95) und die unmittelbare Nachbarschaft
zum bei den Invertebraten-OpDHs ebenfalls fehlenden Strang Bs, darauf hin, daB die Inver-
tebraten-OpDHs in diesem Molekiilbereich grundlegend anders strukturiert sind als die
CENDH-Untereinheit (gemédfl PROFsec-Vorhersage tritt bei den OpDHs hoherer Invertebra-
ten anstelle der Stringe B4 und PBs eine zusitzliche a-Helix auf; Abb. 23, S. 95).

Da sidmtliche a-Helices der CENDH bei den Invertebraten-OpDHs konserviert und die
Liicken in der Alinierung aus Abb. 23 (S. 95) weitgehend auf Loopregionen der Enzyme be-
schriankt zu sein scheinen (vgl. S. 162, Pascarella und Argons, 1992 sowie Thompson et al.,
1994), diirfte die Topologie ihrer katalytischen Doménen nur wenig differieren. Der vielleicht
einzige groBere Unterschied zwischen der katalytischen Doméne der CENDH und jener der
tierischen OpDHs besteht darin, daf letztere im Bereich eines CENDH-Loops, der bei den
Rontgenkristallstrukturanalysen von Britton et al. (1998) wohl aufgrund seiner besonderer
Flexibilitdt nicht vollstdandig erfa3t werden konnte (die CENDH-Reste Lysin-260 bis Serin-
266 fehlen im Strukturmodell der CENDH), eine o-helikale Struktur aufweisen (Abb. 23,
S. 95 und Abb. 26, S. 165). Kurze a-Helices und B-Stringe ohne CENDH-Pendant, die nur
fiir einige Invertebraten-OpDHs vorhergesagt wurden, stellen dagegen vermutlich Artefakte
der Sekunddrstrukturprognose dar und entsprechen in Wahrheit Schleifenregionen. Das ist
auch hinsichtlich der bei manchen Invertebraten-OpDHs als a-Helix und bei anderen als [3-

Strang vorhergesagten Sequenzabschnitte nahe der Doménengrenze zu vermuten.

Obwohl die OpDHs hoherer Invertebraten und die CENDH aus Arthrobacter spec. einan-
der vermutlich in ihren Sekundirstrukturelementen und deren rdumlicher Anordnung dhneln,

differieren sie in ihrer Quartérstruktur. Scheinbar fehlen bei den monomeren Invertebraten-
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Enzymen Aquivalente der hydrophoben Oberflichenreste, die im Fall der CENDH durch Di-
merisierung vom umgebenden wiBirigen Medium abgeschirmt werden miissen (Asano et al.,
1989; Dairi und Asano, 1995; Britton et al., 1998a). Bemerkenswert ist, daf3 die Untereinhei-
ten nativer CENDH-Molekiile nach Britton et al. (1998a) ausschlieBlich iiber Reste der C-ter-
minalen Domine in Kontakt stehen und iiber eine deutlich polarere und weniger ausgedehnte
Grenzfliche als die Monomere anderer dimerer Proteine verfiigen. Die vergleichsweise ge-
ringe Interaktion der hufeisenférmigen Untereinheiten 146t ebenso wie ihre rdumliche Anord-
nung im dimeren CENDH-Molekiil (erinnert in Seitenansicht an eine ,,3“, Britton et al.,
1998a) vermuten, da3 die Monomere abgesehen von eventuellen Stabilititsproblemen eben-
falls katalytisch aktiv sein konnten. Der evolutive Schritt von einem monomeren Vorliufer-
protein zur dimeren CENDH oder von CENDH-idhnlichen dimeren OpDHs zu monomeren

Enzymen wie den tierischen Pyruvatoxidoreduktasen scheint daher klein (vgl. 4.3.3).

4.2.2 Nukleotidbindestelle und katalytische Triade

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs verfiigen wie die
CENDH aus Arthrobacter spec. (Britton et al., 1998a), die von Janf3en (2000) bzw. Kan-no et
al. (1996b, 1998, 1999 und 2005a) untersuchten Invertebraten-ODHs und TaDHs und die
tibrigen Metazoen-OpDHs aus offentlichen Sequenzdatenbanken iiber eine klassische dinu-
kleotidbindende Rossmannfalte (Rossmann et al., 1974; Ohlsson et al., 1974). Das l4Bt sich
zuverldssig prognostizieren, weil diese Pyruvatoxidoreduktasen alle dem Fingerprint entspre-
chend gefalteter Proteine (Ohlsson et al., 1974; Rossmann et al., 1975; Wierenga und Hol,
1983; Wierenga et al., 1985 und 1986 sowie Bellamacina, 1996) geniigen.

Insbesondere findet sich bei allen OpDHs hoherer Invertebraten und der CENDH aus
Arthrobacter spec. in der Loopregion zwischen dem Strang 3; und der Helix o die glycinrei-
che Konsensussequenz GXGXXG/A (Abb. 23, S. 95). Der hohe Konservierungsgrad dieses
Sequenzmotivs bei klassischen Dinukleotidbindungsdoménen, die den Cofaktor alle in glei-
cher Orientierung und dhnlicher gestreckter Konformation auf der C-terminalen Seite eines
zentralen B-Faltblatts binden (vgl. Ohlsson et al., 1974 und Bellamacina, 1996, aber auch
Baici et al., 1974), resultiert daraus, da} eine ausreichende Kompaktheit der ADP-Bindungs-
falte (B;a32) und ein enger Kontakt zwischen der als Helixdipol wirkenden Helix o und den
Phosphatresten des NAD(P)H (Hol, 1978; Wierenga et al., 1985) nur gewihrleistet werden
konnen, wenn an bestimmten Stellen keine grof3eren Reste als Glycin bzw. Alanin positioniert

sind (Ohlsson et al., 1974; Wierenga et al., 1985; Baker et al., 1992).
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Die terminale Aminosiure der Konsensussequenz (P6) bestimmt nach Baker et al. (1992),
ob der Hauptkettenamidstickstoff ihres zweiten Rests (P2) direkt (falls P6 = Alanin) oder in-
direkt (falls P6 = Glycin) an der Erkennung der Adeninribose beteiligt ist (eine direkte Was-
serstoffbriicke zwischen P2 und dem Zuckerrest gebildet wird oder eine Wasserstoffbriicke
zwischen der NH-Gruppe von P2 und der Seitenkettencarboxylgruppe eines sauren Restes am
C-Terminus des zweiten B-Strangs der ADP-Bindungsfalte entsteht, der seinerseits Wasser-
stoffbriicken mit der Adeninribose eingeht). Da die Invertebraten-OpDHs und die CENDH
aus Arthrobacter spec. in dieser Position differieren (Alanin bei den tierischen Enzymen ver-
sus Glycin bei der bakteriellen OpDH; Abb. 23, S. 95), unterscheiden sie sich offenbar in der
Art ihrer NADH-Bindung. Das wird allerdings dadurch relativiert, daf3 bei der CENDH nach
Britton et al. (1998a) abweichend von der starren Regel von Baker und Mitarbeitern (1992)
eine Mischform aus direkter und indirekter Adeninriboseerkennung verwirklicht ist.

Abgesehen vom glycinreichen Motiv zeichnen Proteine mit klassischer Nukleotidbinde-
stelle sich typischerweise durch kleine hydrophobe Aminosduren an sechs Positionen der Fin-
gerprintregion aus (Wierenga et al., 1985 und 1986). Diese bilden einen hydrophoben Bereich
zwischen den beiden B-Strangen und der o-Helix der ADP-Bindungsfalte (Baker et al., 1992)
und vermitteln so die Interaktion zwischen diesen Sekundirstrukturelementen. Gemil ihrer
Lage relativ zueinander und zu den genannten Sekundirstrukturelementen (vgl. Wierenga et
al., 1985 und 1986) entsprechen den hydrophoben Resten im Fall der CENDH offenbar die
Aminosduren Tyrosin-7, Valin-9, Alanin-20, Leucin-23, Valin-30 und Alanin-32 (Abb. 23,
S. 95). Wihrend Tyrosin-7 groBBer und polarer ist als die iiblicherweise an dquivalenter Po-
sition auftretenden Aminosduren Alanin, Isoleucin, Leucin, Valin, Methionin oder Cystein
(Wierenga, 1986; Tyrosin nach Schulz (1982) als Ausnahme moglich), geniigen die iibrigen
fiinf Reste exakt dem Fingerprint (Wierenga, 1986). Die CENDH-Reste Phenylalanin-19 und
Tyrosin-22, die JanBen (2000) statt Alanin-20 und Leucin-23 dem hydrophoben Kern der
ADP-Bindungsfalte zuordnete, konnen dagegen angesichts ihrer riumlichen Lage auf der von
B; und B, abgewandten Seite der Nukleotidbindungshelix nicht an der Interaktion zwischen
dieser Helix und den beiden B-Stringen beteiligt sein. An den zu den CENDH-Resten 7, 9,
20, 23, 30 und 32 homologen Positionen sind auch bei den OpDHs hoherer Invertebraten
fast durchweg kleine, hydrophobe Aminosduren konserviert, die nur in Einzelfdllen durch die
zwar kleinen, jedoch mehr oder weniger polaren Reste Threonin oder Serin ersetzt sind
(Abb. 23, S. 95; zur Aminosaureklassifizierung vgl. Taylor, 1986).

Einen negativ geladenen Rest am C-Terminus des zweiten B-Strangs der ADP-Bindungs-

falte als drittes Sequenzmerkmal vieler klassischer Nukleotidbindungsdoménen (Ohlsson et
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al., 1974; Wierenga et al., 1985 und 1986) weisen die OpDHs des Mollusken- und Anneliden-
typs im Unterschied zur bakteriellen CENDH (Aspartat-34) nicht auf (Abb. 23, S. 95). Das
scheint wenig verwunderlich, da die tierischen Enzyme die Adeninribose des Cofaktors wie
oben diskutiert (S. 168) vermutlich direkt, das heilit ohne Wasserstoffbriickenbildung zwi-
schen einem solchen sauren Rest und einer oder mehreren Hydroxylgruppen des Zuckers er-
kennen. Alternativ konnten die sauren Reste, die bei Invertebraten-OpDHs an den auf das je-
weilige Pendant zu Aspartat-34 der CENDH folgenden Positionen konserviert sind (Abb. 23,
S. 95), mit der Adeninribose interagieren (vgl. Janen, 2000, aber auch Miiller, 2007). Im Fall
der ODH aus Pseudocardium sachalinensis (BAD81062) wire aulerdem eine Beteiligung des
gemiB Sekundirstrukturprognose an vorletzter Position von 3, liegenden Aspartatrests (As-
partat-39) moglich.

Als viertes und letztes Fingerprintmerkmal dinukleotidbindender Rossmannfalten gilt ein
hydrophiler (Wierenga et al., 1985) oder sogar positiv geladener (Bellamacina, 1996) Rest un-
klarer Funktion am N-terminalen Ende des ersten B-Strangs. Er findet sich, sofern man von
einer ungenauen PROFsec-Vorhersage dieses Sekundirstrukturelements ausgeht (vgl. 4.2.1
und Rost, 2001) in Form eines konservierten Lysins nicht nur bei der CENDH aus Arthrobac-
ter spec. (Lysin-5), sondern auch bei allen in Abb. 23 (S. 95) alinierten Mollusken-OpDHs,
wihrend er bei den OpDHs der Anneliden und Sipunculiden fehlt (Spritzwurm-StrDH der
vorliegenden Arbeit und TaDH aus Arabella iricolor, BAB86769) bzw. wie bei der von
Schulz et al. (1982) untersuchten Glutathionreduktase durch Aspartat ersetzt ist (Aspartat-5
der Wattwurm-AloDH).

Da die OpDHs hoherer Invertebraten und die bakterielle CENDH fast alle charakteristi-
schen Sequenzmerkmale dinukleotidbindender Proteine mit Rossmannfalte aufweisen, ent-
spricht ihr N-Terminus zweifelsfrei einer klassischen Nukleotidbindungsdoméne und nicht
bloB einer konvergent entstandenen Struktur dhnlicher Faltung (Ohlsson et al., 1974; Ross-
mann et al., 1975; Wierenga und Hol, 1983; Wierenga et al., 1985 und 1986; Bellamacina,
1996; Orengo und Thornton, 2005). Nach Britton et al. (1998a) und 4.2.1, ist von einer LDH-
dhnlichen Nukleotidbindungsdoméne der OpDHs auszugehen. Eine solche umfaflt in der Re-
gel zwei pseudo-symmetrische Struktureinheiten mit alternierendem B-Strang-o-Helix-Motiv
(BaPap), die zu einem sechsstringigen parallelen B-Faltblatt mit zwei assoziierten o-Helices
auf jeder Seite zusammengelagert sind (Rossmann et al., 1974; Ohlsson et al., 1974; Bella-
macina, 1996; die CENDH-Helices o; und o liegen bei Orientierung wie in Abb. 26, S. 165
oberhalb des parallelen CENDH-Faltblatts aus B, B2, Bs, Bs, B7 und Bs, die Helices oz und oy

darunter). Die erste Bofaf-Einheit klassischer Nukleotidbindungsdoménen ist bei den Mol-
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lusken-, Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs allerdings moglicherweise zu einer 3104 B,00-
Einheit reduziert (zum offensichtlichen Fehlen von Bs bei den tierischen Enzymen vgl. 4.2.1).
Alternativ konnte bei den tierischen OpDHs abweichend von der CENDH (Abb. 26, S. 165;
Britton et al., 1998a), B; wie bei klassischen LDH-dhnlichen Dehydrogenasen zum zentralen

Faltblatt der Nukleotidbindungsdomine (zum ersten Bafof-Motiv) gehoren.

Die katalytische Doméne klassischer NAD(P)H-bindender Enzyme unterliegt deutlich
groBerer Variabilitdt als die strukturell stark konservierte Nukleotidbindungsdoméne und er-
moglicht so die beachtliche Diversitit der Reaktionen, die von diesen stets modular aufge-
bauten Proteinen katalysiert werden konnen (Ohlsson et al., 1974; Rossmann et al., 1975;
Bellamacina, 1996). Allen klassischen Dehydrogenasen ist jedoch gemeinsam, daf} die Bin-
dung des Cofaktors und der Substrate und damit die Katalyse im Bereich des Interdominen-
spalts erfolgen (Ohlsson et al., 1974; Bellamacina, 1996). Bakterielle (D,L)-OpDHs wie die
CENDH aus Arthrobacter spec., aber auch die Octopin- und Nopalinsynthasen aus Agrobac-
terium tumefaciens (vgl. Einleitung und 4.3.2) weisen nach Britton et al. (1998a) bzw. Mon-
neuse-Doublet und Rouzé (1987) ebenso wie die OpDHs der Mollusken und Anneliden
(JanBen, 2000; Kan-no et al., 2005a; Miiller, 2007) nicht nur hinsichtlich der von ihnen kata-
lysierten Reaktionen, sondern auch in bezug auf ihren mutmaBlichen Reaktionsmechanismus
Ahnlichkeiten zur Enzymfamilie der NAD(P)H-abhingigen L-Laktat- und L-Malatdehydro-
genasen auf.

Letztere verfiigen stets iiber eine katalytische Triade aus Histidin (H) und je einem in der
linearen Sequenz in Form eines DXXR-Motivs angeordneten Aspartat- und Argininrest (Birk-
toft und Banaszak, 1983; Monneuse und Rouzé, 1987). Das Histidin-Aspartat-Paar fungiert
als Protoneniibertragungssystem, das je nach Reaktionsrichtung die Carbonylgruppe des Sub-
strats protonieren oder ein Proton von dessen Hydroxylgruppe aufnehmen kann, wihrend
gleichzeitig ein Hydridion vom Dihydronicotinamidring des Coenzyms auf das Kohlenstoff-
atom der Carbonylgruppe transferiert bzw. vom Substrat auf NAD(P)" iibertragen wird (Birk-
toft und Banaszak, 1983; Clarke et al.,, 1988 und 1989). Wihrend das Histidin den
eigentlichen Siure-Base-Katalysator bildet, stabilisiert das katalytische Aspartat, indem es
den pK und damit den Protonierungszustand dieses Restes beeinflu3t, den terndren Enzym-
substratkomplex und den Ubergangszustand des Hydridtransfers (Birktoft und Banaszak,
1983; Clarke et al., 1988 und 1989). Zugleich wird die a-Carboxylgruppe des Substrats durch
eine Zwei-Punkt-Interaktion mit der Guanidiniumguppe des katalytischen Arginins fixiert

(Holbrook et al., 1975; Birktoft und Banaszak, 1983).
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Monneuse-Doublet und Rouzé (1987) diskutierten ein an die katalytische Triade der
L-LDHs und L-MDHs erinnerndes DXXR-Motiv sowie mogliche Kandidaten fiir ein kataly-
tisches Histidin auch bei Opinsynthasen aus A. tumefaciens. Das Motiv wurde zudem bei der
CENDH aus Arthrobacter spec. identifiziert (D-238-XX-R-241, Dairi und Asano, 1995),
scheint jedoch zumindest bei letzterer nicht funktionell relevant zu sein, da die entsprechen-
den Reste als Teil der Helix o7 nicht im Bereich des Dominenspalts lokalisiert sind (Britton
et al., 1998a; Abb. 26, S. 165). AuBlerdem fehlt das Motiv an dquivalenter Position aller se-
quenzierten Invertebraten-OpDHs (Abb. 23, S. 95; JanB3en, 2000; Kan-no et al., 2005a). Die
katalytische Triade der OpDHs hoherer Invertebraten und ihrer bakteriellen Homologen wird
statt dessen wohl von den Resten Histidin-202, Arginin-292 und Aspartat-297 (CENDH-
Nummerierung) gebildet. Diese sind aufler bei der CENDH und anderen bakteriellen (D,L)-
OpDHs auch bei den Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Annelidentyps einschlielich der
neu sequenzierten Alo/StrDHs durchgehend konserviert (Abb. 23, S. 95; Britton et al., 1998a;
JanBlen, 2000; Kan-no et al., 2005a) und im CENDH-Modell nach Britton et al. (1998a;
Abb. 27, S. 173) in unmittelbarer Nachbarschaft zu einer unidentifizierten Elektronendichte
lokalisiert, die nach Ansicht der Autoren vermutlich das aktive Zentrum des Enzyms markiert
(vgl. dazu Birktoft und Banaszak, 1983 sowie Phillips et al., 1995). Ihre funktionelle Bedeu-
tung konnte am Beispiel rekombinanter ODH aus Pecten maximus durch gerichtete Mutage-
nese nachgewiesen werden (Miiller, 2007). Die klassische DXXR-Signatur der 2-Hydroxy-
sdaure-Dehydrogenasen ist somit bei den genannten OpDHs durch ein RXXXXD-Motiv er-
setzt.

Die katalytische Triade der CENDH aus Arthrobacter spec. und anderer bakterieller
(D,L)-OpDHs ist nach Britton et al. (1998a) eng mit je einem konservierten Asparagin-, Tyro-
sin- und Glutamatrest (CENDH-Positionen 198, 293 und 296) assoziiert (Abb. 23, S. 95). Bis
auf Asparagin-198, das sich nur bei den OpDHs der Anneliden und Sipunculiden, nicht je-
doch bei Mollusken-OpDHs wiederfindet, sind diese Aminosduren auch bei den OpDHs ho-
herer Invertebraten durchgehend konserviert (ebenfalls Abb. 23 und Janf3en, 2000). Das unter-
streicht ihre mutmaBliche funktionelle Relevanz. Wihrend Glutamat-296 der CENDH trotz
seiner Zugehorigkeit zur katalytischen Enzymdomine an der Cofaktorbindung beteiligt zu
sein scheint (Britton et al., 1998a), ist die Aufgabe von Tyrosin-293 weniger klar. Aufgrund
seiner rdumlichen Nihe zum katalytischen Histidin und damit zum reaktiven Zentrum der
CENDH (Britton et al., 1998a) 146t sich allerdings spekulieren, da der aromatische Rest
wesentlich zu der fiir den Hydridtransfer erforderlichen hydrophoben Umgebung (Clarke et
al., 1989) beitragen konnte.
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Auch hinsichtlich des genauen Reaktionsmechanismus der OpDHs lassen sich trotz der
durch ihre Histidin-Arginin-Aspartat-Triade unterstrichenen Ahnlichkeit zum katalytischen
Zentrum NAD(P)H-abhidngiger L-LDHs und L-MDHs (Holbrook et al., 1975; Birktoft und
Banaszak, 1983) nur Vermutungen aufstellen (Miiller, 2007; van Os, 2007). Vorstellbar ist,
dal} als Intermediate, so wie von Grimshaw und Mitarbeitern (1981) bzw. Stillman et al.
(1993) fiir diverse Aminosduredehydrogenasen postuliert, Carbinolamine und Iminosduren
auftreten (Britton et al., 1998a). Schlielich erinnern die OpDH-katalysierten reduktiven Kon-
densationsreaktionen zwischen einer o-Keto- und einer Aminosédure (und die zugehorigen
Umkehrreaktionen) stark an die reversiblen Aminierungsreaktionen der Aminosiuredehydro-
genasen, in die anstelle einer Aminosiure Ammoniak eingeht. Ubereinstimmend mit spektros-
kopischen Daten von Olomucki et al. (1975) und Miiller (2007) ist zudem davon auszugehen,
daB} der katalytische Zyklus der OpDHs wie jener der Glutamatdehydrogenasen (Stillman et
al., 1993) mindestens eine durch die Cofaktor- und Substratbindung induzierte Konforma-
tionsdanderung umfalit, die mit einer Reduktion der Spaltweite zwischen den beiden Enzymdo-
méinen verbunden ist. Diese konnte einen fiir die Katalyse unverzichtbaren Ausschlufl von
Wasser aus dem aktiven Zentrum des Enzyms bewirken (Singh et al., 1993; Stillman et al.,
1993; Baker et al., 1998; Miiller, 2007), zugleich aber auch erforderlich sein, um nach dem
nukleophilen Angriff der Aminosédure auf Pyruvat (oder eine alternative oi-Ketosédure) das re-
sultierende Zwischenprodukt in unmittelbare Nachbarschaft zum reduzierten Cofaktor zu
bringen (Man beachte, da3 in Abwesenheit der Substrataminosiure die riumliche Trennung
von o-Ketosdure und NAD(P)H gewéhrleistet sein mufl, um eine Aminosidure-unabhingige

Reaktion zu verhindern; Britton et al., 1998a).

4.2.3 Aminosiurespezifitit

An der Bindung des Aminoséduresubstrats von OpDHs ist vermutlich generell mindestens
ein basischer Enzymrest beteiligt, der mit der a-Carboxylgruppe der Aminosiure (bzw. der
Sulfonsduregruppe von Taurin) zu interagieren vermag. Analog zur Wechselwirkung des
katalytischen Arginins mit Pyruvat (oder einer anderen o--Ketosiure, 4.2.2) ist zum Beispiel
eine Zweipunktinteraktion mit der Guanidiniumgruppe eines Argininrestes vorstellbar. Als
mogliche Kandidaten fiir eine entsprechende Funktion kommen daher neben den bei allen
OpDHs hoherer Invertebraten und der CENDH aus Arthrobacter spec. konservierten Resten
Histidin-17, Histidin-61, Histidin-88 und Lysin-156 insbesondere Arginin-39 und Arginin-
143 (jeweils CENDH-Nummerierung) in Frage, die auch bei anderen bakteriellen OpDHs
auftreten (Abb. 23, S. 95; Janflen, 2000; Miiller, 2007). Letztere zeichnen sich im Fall der
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Abb. 27: Katalytische Triade und moglicherweise an der Aminosidurebindung beteiligte Reste der
CENDH aus Arthrobacter spec.

Die Darstellung des CENDH-Monomers (Britton et al., 1998a; 1bg6) entspricht in Farbwahl und Symbolik
weitgehend der aus Abb. 26 (S. 165; Orientierung jedoch leicht modifiziert). Einige Reste sind in Kugel-
Stab-Form wiedergegeben. Dazu gehoren neben den Resten der katalytischen Histidin-Arginin-Aspartat-
Triade (rot), alle basischen CENDH-Reste (blau), die auch bei den OpDHs hoherer Invertebraten hochkon-
serviert sind. Diejenigen von ihnen, die unmittelbar am Interdoménenspalt der CENDH-Untereinheit posi-
tioniert sind (Arginin-39, Histidin-88, Arginin-143 und Lysin-156) konnten mit der a-Carboxylgruppe der
Substrataminoséure interagieren und so zu deren Bindung beitragen. Dagegen beeinflussen der gelb-orange
eingefirbte CENDH-Rest (Valin-82) und seine Aquivalente aus tierischen Alo/StrDHs oder ODHs mog-
licherweise die Aminosdurepriferenz der verschiedenen OpDHs (nihere Informationen siehe Text). Gelb
markiert ist die Lage der CENDH-Reste Tyrosin-259 und Prolin-267, die an einen im Strukturmodell feh-
lenden Loopabschnitt der CENDH angrenzen. Zwischen den CENDH-Resten Glycin-285 und Prolin-286,
deren Position tiirkis hervorgehoben wurde, sind bei den OpDHs der Mollusken, Anneliden und Sipunculi-
den offenbar neun bis siebzehn zusétzliche Aminosduren inseriert (vgl. Abb. 23, S. 95).

CENDH-Untereinheit durch eine relativ exponierte, dem Interdoménenspalt zugewandte Po-
sition am distalen Ende des N-terminalem Enzymschenkels aus (Britton et al., 1998a und
Abb. 27, S. 173), was eine Interaktion mit dem Aminosduresubstrat sterisch moglich erschei-
nen laBt. Gleiches gilt fiir Histidin-88 und Lysin-153 (ebenfalls CENDH-Nummerierung), das
angesichts seiner Lage relativ zum katalytischen Histidin und Arginin und damit zum gebun-

denen a-Ketosduresubstrat (Abb. 27, S. 173; mogliche substratinduzierte Konformationséinde-
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rungen bedenken) statt dessen aber auch zur Polarisierung von dessen Carbonylgruppe beitra-
gen konnte (vgl. basischen Rest dieser Bestimmung bei L-Laktat- und L-Alanindehydrogena-
sen, Clarke et al., 1989 und Baker et al., 1998).

Welche Reste die unterschiedliche Aminosdurepriferenz der OpDHs determinieren, ist
bisher noch vollig unklar (Britton et al., 1998a; JanBen, 2000; Kan-no et al., 2005a; Miiller,
2007). Auch die aktuelle Arbeit konnte, obwohl mit den neu sequenzierten OpDHs aus Watt-
und Spritzwurm sowie Pazifischer und Europiischer Auster neben ODHs und TaDHs erst-
mals mehrere eindeutig als solche identifizierte Alo/StrDHs fiir OpDH-Alinierungen zur Ver-
fligung standen (Abb. 23, S. 95), nur bedingt zum Verstdndnis der OpDH-Spezifitit beitragen
(3.9). Die Differenzanalysen der vorliegenden Arbeit fokussierten dhnlich wie jene von Brit-
ton et al. (1998a) und JanBen (2000) primér auf positionsspezifische Polaritdtsunterschie-
de zwischen OpDHs, die als Substrat Aminosduren mit ungeladener Seitenkette wie Glycin,
L-Alanin oder L-Norvalin bevorzugen, und ODHs mit ihrer Priferenz fiir L-Arginin sowie an-
dere bei neutralem pH5 positiv geladene Aminosduren. SchlieBlich ist zu erwarten, dal sich
der Ladungszustand des priferierten Aminosduresubstrats unmittelbar in der Art der an der
Aminosdurebindung beteiligen Reste wiederspiegelt. Alo/StrDHs und die CENDH, die neu-
trale Aminosduren umsetzen, diirften an entsprechenden Positionen iiberwiegend hydrophobe
Reste aufweisen, ODHs dagegen durch eine deutlich polarere Aminosdurebindungstasche mit
einem negativ geladenen Schliisselrest zur Kompensation der positiven Seitenkettenladung
von Arginin charakterisiert sein.

Ein solcher ODH-spezifischer Aspartat- oder Glutamatrest konnte in Analogie zum Argi-
nin-102 der NAD(P)H-abhingigen L-MDHs, das substantiell zu deren Fihigkeit beitragt, zwi-
schen Laktat und Oxalacetat zu unterscheiden (Wilks et al., 1988), erklidren, weshalb einzelne
OpDHs in der Regel entweder basische oder neutrale Aminosduren, aber nur in Ausnahme-
fillen (Seeanemonen-OpDHs, Ellington, 1979) beide Aminosduretypen effizient umzusetzen
vermogen (3.8 und 4.1.5.3). Letzteres spricht jedenfalls dafiir, daf} die Seitenkette des Amino-
sduresubstrats im OpDH-Substratkomplex unmittelbar mit dem Enzym interagiert und nicht
solvatisiert in Kontakt zum Umgebungsmedium verbleibt. Eine Ladungspaarung zwischen
einem sauren ODH-Rest und der Guanidiniumgruppe des Substratarginins konnte zudem ur-
séchlich dafiir sein, dal ODHs sich typischerweise durch eine weit hohere Affinitéit zu ihrem

priferierten Aminosduresubstrat auszeichnen als Alo/StrDHs, die mit der Seitenkette ihrer

5 entspricht ungefihr dem intrazelluldren pH mariner Invertebratengewebe (Portner et al., 1984a; Haas, 2000;

Michaelidis et al., 2005)
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Substrataminosédure(n) keine derartige Wechselwirkung einzugehen vermdgen (apparenter
Km-Wert der ODHs fiir L-Arginin in der Regel etwa 1 mM, apparente Km-Werte der
Alo/StrDHs fiir Glycin bzw. L-Alanin dagegen hiufig zwischen 10 und 50 mM, vgl. Living-
stone et al., 1983; Km-Wert der CENDH fiir L-Norvalin mit 2 mM allerdings dhnlich gering
wie der vieler ODHs, Kato et al., 1996).

Ein negativ geladener Enzymrest, der bei allen verfiigbaren Invertebraten-ODHs konser-
viert, bei den Alo/StrDHs und der CENDH aus Arthrobacter spec. jedoch durch einen ungela-
denen Rest ersetzt ist, konnte ausgehend von der Alinierung in Abb. 23 (S. 95) nicht identifi-
ziert werden. Zudem fand sich nur eine einzige Position (20 nach CENDH-Nummerierung),
an der bei allen Alo/StrDHs und der CENDH aus Arthrobacter spec. (sowie bei den TaDHs
aus Arabella iricolor und Haliotis discus hannai) ein hydrophober (Alanin), bei den Inverte-
braten-ODHs dagegen ein hydrophiler Rest (Serin oder Threonin) konserviert ist. Da es sich
dabei um eine im Zentrum der ADP-Bindungshelix (o) gelegene Position handelt, die ent-
sprechend dem Fingerprint klassischer Dinukleotidbindungsproteine mit einer hydrophoben,
in Richtung der parallelen B-Stringe ; und B, orientierten Aminosdure besetzt sein sollte
(4.2.2), der zugehorige Rest also nicht im Bereich des Interdoménenspalts mit dem mutmaBli-
chen katalytischen Zentrum lokalisiert ist, diirfte eine grundlegende Bedeutung dieser Position
fiir die Aminosédurespezifitidt der OpDHs allerdings auszuschlieBen sein.

Diesbeziiglich interessanter erscheint der am C-Terminus des Strangs s gelegene Rest
(Position 82 gemil CENDH-Nummerierung; in Abb. 23, S. 95 mit der Ziffer 1 markiert), der
im dreidimensionalen Strukturmodell der CENDH (Britton et al., 1998a) gegeniiber vom ka-
talytischen Arginin unmittelbar am Interdoménenspalt positioniert ist (Abb. 27, S. 173). Wih-
rend hier sowohl bei der CENDH als auch bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit se-
quenzierten Alo/StrDHs ein hydrophober Rest (Valin oder Isoleucin) konserviert ist, weisen
die ODHs hoherer Invertebraten an dieser Stelle einen hydrophilen Rest (Threonin oder Cy-
stein) auf (Abb. 23, S. 95). DaB letzteres auch fiir die angebliche AloDH aus Fusitriton orego-
nensis gilt, ist wenig aussagekriftig, da die Aminosiurespezifitit dieses Enzyms im Unter-
schied zu den Substratpriaferenzen der in der aktuellen Arbeit sequenzierten bzw. von Dairi
und Asano (1995), Kato et al. (1996; jeweils CENDH aus Arthrobacter spec.), Janen (2000,
ODH aus Pecten maximus) sowie Kan-no und Mitarbeitern (2005a, TaDH aus Arabella irico-
lor) charakterisierten OpDHs nicht experimentell verifiziert wurde (vgl. S. 159).

Die Relevanz der Position fiir die Aminosdurespezifitit der OpDHs vom Mollusken-
Anneliden-Typ wird aber dadurch in Frage gestellt, da3 Miiller (2007) die Substratpriferenz

rekombinanter Pecten-ODH durch gerichtete Mutagenese des entsprechenden Rests nicht mo-
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difizieren konnte und die TaDHs aus A. iricolor und H. discus hannai dort wie die ODHs
einen hydrophilen Rest aufweisen. SchlieBlich liegt Taurin unter physiologischen Bedingun-
gen fast vollstandig in Form von Zwitterionen mit ausgeglichener Nettoladung vor und unter-
scheidet sich von Glycin auBler durch seine andere Saurefunktion (Sulfonsédure- statt Car-
boxylgruppe) nur dadurch, dal zwischen das o-Kohlenstoffatom und die Aminogruppe eine
zusitzliche Methylengruppe inseriert ist (vgl. S. 153). Daher sollte die Polaritit der an der
Aminosdurebindung beteiligten TaDH-Reste eher mit der entsprechender Alo/StrDH- und
CENDH-Reste iibereinstimmen. Angesichts der ungewohnlichen Stereochemie von Taurin ist
allerdings davon auszugehen, daf} die raumliche Lage der katalytisch relevanten bzw. an der
Substratbindung beteiligten TaDH-Reste von der Geometrie im aktiven Zentrum etwa der
Alo/StrDHs abweicht. Darauf deuten auch die meist enge Substratspezifitit von TaDHs und
die Tatsache hin, daB umgekehrt OpDHs wie die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Alo/StrDHs Taurin fast gar nicht umzusetzen vermogen (3.8; Abb. 18, S. 84 und 4.1.5.3). In-
sofern konnte das unerwartete Auftreten von Threonin an der zu Valin-82 der CENDH homo-
logen Position der TaDHs damit zu erkldren sein, dal diese Enzyme sich hinsichtlich der
Position spezifititsdeterminierender Reste grundsitzlich von den iibrigen OpDHs unterschei-
den.

Position 82 (CENDH-Nummerierung) entspricht der einzigen von Britton et al. (1998a)
bzw. JanBen (2000) vermuteten OpDH-Positionen (in der Alinierung aus Abb. 23, S. 95 mit
den Ziffern 1 bis 8 markiert), an der sich ein Polarititswechsel in Abhingigkeit von der Ami-
nosdurepriferenz der OpDHs nicht aufgrund neuerer Datenbanksequenzen bzw. der im Rah-
men der vorliegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs ausschlieen 1463t. Dall an den mit den
Ziffern 2, 5 und 7 gekennzeichneten Positionen des Alignments aus Abb. 23 (S. 95) unab-
hingig von der Aminosaurespezifitit der einzelnen OpDHs fast durchweg der gleiche Rest
konserviert ist, deutet zwar vor allem deshalb, weil sie in Loopregionen liegen, wo eine Kon-
servierung aus strukturellen Griinden unwahrscheinlich ist (Taylor, 1986), auf eine funk-
tionelle Bedeutung hin, zeigt aber zugleich, dafl diese Reste nicht die Aminosédurespezifitit
der OpDHs determinieren (vgl. Miiller, 2007). Interessanterweise weicht die Crassostrea-
AloDH2 (Abb. 30, S. 288) gerade dadurch von den iibrigen OpDHs hoherer Invertebraten ab,
daB bei ihr die hoch konservierten Reste Glutamin und Histidin in den Positionen 2 und 7 ver-
tauscht sind (Abb. 23, S. 95). Es liegt nahe, einen Zusammenhang zwischen diesen Substitu-
tionen und der maBigen katalytischen Aktivitéit der Crassostrea-AloDH2 (3.8, Abb. 18, S. 84
und 4.1.5.3) zu vermuten. Eventuell sichert nur die Doppelmutation iiberhaupt eine gewisse

Aktivitiat des Enzyms, wihrend die entsprechenden Einfachmutanten katalytisch inaktiv wi-
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ren. Auch die Alignmentpositionen 6 sowie 3 (siehe Miiller, 2007), 4 und 8, an denen alle in
Abb. 23 (S. 95) verglichenen OpDHs einen hydrophoben Rest aufweisen bzw. ihre Hydro-
pathie ohne erkennbares Muster variiert, scheinen die Aminosdurepriferenz der einzelnen

OpDHs nicht zu beeinflussen.

Ein besonderes Augenmerk der Spezifititsanalysen richtete sich auch auf die Reste,
die im Modell der CENDH-Untereinheit fehlen (Lysin-260 bis Serin-266 der CENDH, in
Abb. 23, S. 95 unterstrichen, Position der angrenzenden Reste in Abb. 27, S. 173 gelb hervor-
gehoben). SchlieBlich deutet die Tatsache, dal} sie bei der Rontgenstrukturanalyse von Britton
et al. (1998a) trotz der ansonsten hohen Qualitit der Strukturdaten nicht erfa3t werden konn-
ten, auf eine grofe Beweglichkeit dieser Reste hin (siehe S. 166; Rhodes, 2000). Die entspre-
chenden Aminosduren konnten somit Teil eines CENDH-Loops sein, der sich dhnlich wie der
flexible Loop der L-LDHs (Ohlsson et al., 1974; Bellamacina, 1996) nach der Cofaktor- oder
auch erst nach der Substratbindung iiber der Bindungstasche des Enzyms schlieft und damit
zu der bereits unter 4.2.2 (S. 172) diskutierten Konformationsidnderung beitrdgt. Da ein sol-
cher ,,induced fit* fiir die Substraterkennung wichtige Gruppen ins aktive Zentrum des En-
zyms bringen und damit fiir eine komplette Solvatisierung des Substrats durch das Enzym und
eine hohe Substratdiskriminitit sorgen konnte (vgl. Wilks et al. (1988), die dies am Beispiel
einer L-LDH aus Bacillus stearothermophilus erorterten), wire in diesem Fall zu erwarten,
daf} die beteiligten Reste in Abhingigkeit von der Aminosdurespezifitit der jeweiligen OpDH
variieren.

Das lief sich anhand der Alinierung aus Abb. 23 (S. 95) jedoch nicht manifestieren. Im
fraglichen Sequenzabschnitt wurden weder spezifititskorrelierte Polaritidtsunterschiede noch
signifikante GroBenabweichungen oder sonstige je nach Aminosaurepriferenz der OpDHs
differierende Merkmale erkannt. Das konnte darauf zuriickzufiihren sein, dafl die OpDHs ho-
herer Invertebraten im entsprechenden Sequenzbereich grundsitzlich von der CENDH aus
Arthrobacter spec. abweichen (Abb. 23, S. 95 und 4.2.1). Speziell deshalb, weil katalytisch
relevante bzw. an der Substratbindung beteiligte Enzymreste meist auBBerhalb regelmiBiger
Sekundirstrukturelemente liegen (Rost, 2001), fiir die tierischen OpDHs im Bereich des mut-
maBlich flexiblen CENDH-Loops aber eine helikale Struktur vorhergesagt wurde (4.2.1), 146t
sich spekulieren, da3 die fiir den CENDH-Loop postulierte Funktion bei den Invertebraten-
OpDHs durch einen anderen Enzymabschnitt wie etwa die bei der CENDH fehlende Insertion
zwischen den Resten Glycin-285 und Prolin-286 (letztere in Abb. 27, S. 173 tiirkisfarben her-
vorgehoben, vgl. auch Abb. 23, S. 95) erfiillt werden konnte.
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Obwohl im Bereich dieser Insertion keine strikt mit der Aminosiurespezifitit der Inverte-
braten-OpDHs variierenden Sequenzmerkmale identifiziert werden konnten, scheint der Kon-
servierungsgrad der einzelnen Reste auffillig hoch fiir eine Loopregion. Das konnte wie die
zentrale Lage der angrenzenden Reste im 3D-Modell der CENDH-Untereinheit (Abb. 27,
S. 173; Britton et al, 1998a) fiir eine tatsdchliche funktionelle Bedeutung des Sequenzab-
schnitts bei den OpDHs des Mollusken- und Annelidentyps sprechen. Moglicherweise beste-
hen zwischen den Insertionen der verschiedenen tierischen OpDHs subtile Unterschiede (man
beachte, dal} gleichartige Reste des Insertionsbereichs bei den einzelnen Enzymen zum Teil
um eine Alignmentposition verschoben auftreten, Abb. 23, S. 95), deren strukturelle Auswir-
kungen auf die Bindungstasche und damit die Aminosaurespezifitit der Pyruvatoxidoredukta-

sen gegenwirtig mangels dreidimensionaler Strukturdaten blof3 nicht zu verstehen sind.

Die angesprochene Insertion erscheint auch deshalb interessant, weil sie bei der Watt-
wurm-AloDH mit ihrer ausgeprigten L-Alanin-Priferenz (unter Testbedingungen wie unter
2.5.1 mindestens 10-mal hohere AloDH- als StrDH-Aktivitit, vgl. Abb. 18, S. 84; apparente
Km-Werte fiir L-Alanin und Glycin in Gegenwart von 3 mM Pyruvat und 0,16 mM NADH
nach Feyen (2006) etwa 19 bzw. 1569 mM) sechs bis sieben Aminosduren mehr umfaflt als
bei den iibrigen Invertebraten-OpDHs aus Abb. 23 (S. 95). Da die anderen in der vorliegenden
Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs sich bei entsprechenden Messungen durchweg durch eine
weit geringere Vorliebe fiir L-Alanin auszeichneten (unter den verwendeten Testbedingungen
maximal dreimal mehr AloDH- als StrDH-Aktivitidt) oder wie jene aus O. edulis und S. nudus
sogar Glycin als Aminosduresubstrat bevorzugten (Abb. 18, S. 84, Tab. 5, S. 90 und 4.1.5.3),
l1aBt sich spekulieren, daf} die verlangerte Loopregion zwischen den Helices oig und o ent-
scheidend zur Priferenz der Wattwurm-AloDH fiir ein groeres Aminosiuresubstrat beitragen
konnte. Sofern der fragliche Sequenzbereich tatsdchlich einem flexiblen Loop entspricht, der
sich nach der Substratbindung iiber dem aktiven Zentrum der Invertebraten-OpDHs schlieft,
konnte der im Vergleich zu anderen Alo/StrDHs langere Loop der Wattwurm-AloDH deren
geschlossene Bindungstasche so vergroBBern, dafl das kleine Glycin deutlich weniger gut als L-
Alanin mit seiner groBeren Seitenkette umgesetzt werden kann. Daf} die Invertebraten-ODHs
mit L-Arginin trotz einer kurzen ,Insertionsschleife” eine noch weit groflere Substratami-
nosdure als L-Alanin bevorzugen, mufl dem nicht zwangsldufig widersprechen. Schlie3lich
konnte die lokale Geometrie der ODHs sich von jener der Alo/StrDH unterscheiden.

Die Hypothese einer mit der Linge des mutmalBlichen Substratbindungsloops korrelieren-
den L-Alanin- bzw. Glycin-Préiferenz von Alo/StrDHs 146t sich auch durch die kiirzlich von
Schifer (2007) sequenzierte Str/AloDH aus A. marina (CAL90921; siehe S. 143) unter-
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mauern, bei der die moglicherweise AloDH-spezifischen, zusitzlichen Reste der fraglichen
Loopregion wie bei anderen Alo/StrDHs mit verhiltnismiBig hoher StrDH-Aktivitét fehlen.
Diese StrDH weist auerdem wie die iibrigen Alo/StrDHs aus Abb. 23 (S. 95) an der zu Ly-
sin-30 der Wattwurm-AloDH &4quivalenten Position einen Prolinrest auf. Somit konnte auch
die Substitution von Prolin-30 gegen Lysin zur ausgeprigten L-Alanin-Priferenz der Watt-
wurm-AloDH beitragen. Obwohl dieser Rest im Loopbereich zwischen der Nukleotidbin-
dungshelix (o) und dem zweitem [3-Strang der ADP-Bindungsfalte (B,) und damit weit vom
Interdoménenspalt entfernt lokalisiert ist (vgl. Abb. 27, S. 173), konnte gerade der Austausch
eines Prolinrests (spezielle Geometrie dieser Aminosidure beachten) die Hauptkettenkonfor-
mation des Enzyms lokal so deutlich veridndern, daf} sich dies im Sinne einer gewissen Fein-
abstimmung mittelbar auch auf die in groBerer Entfernung gelegene Bindungstasche auswirkt

(MacArthur und Thornton, 1991; Golding und Dean, 1998).

Letztlich wird sich die Frage nach der molekularen Basis der Aminosdurespezifitit von
Mollusken-, Anneliden- oder Sipunculiden-OpDHs ohne Kenntnis der dreidimensionalen
Struktur wenigstens einer derartigen Pyruvatoxidoreduktase und eine zumindest ungefihre
Vorstellung von der Positionierung der gebundenen Substrate wohl nicht wirklich klédren las-
sen (vgl. Golding und Dean, 1998). Der EinfluB von Grofenunterschieden zwischen dqui-
valenten OpDH-Resten auf die Geometrie des jeweiligen katalytischen Zentrums diirfte aus-
gehend von bloen Sequenzalinierungen ebenso wie andere subtile Differenzen, welche die
Beschaffenheit der Bindungstasche und damit die Aminosdurepriferenz der Enzyme beein-
flussen konnten, noch schwerer einzuschitzen sein als Ladungs- und Polaritdtsunterschiede.
Das gilt um so mehr, als es dabei entscheidend auf das Zusammenspiel mehrer, in der linearen
Sequenz moglicherweise weit entfernt liegender Reste ankommen konnte. Gerade weil die
OpDHs hoherer Invertebraten sich augenscheinlich durch einen recht groBen Freiheitsgrad
auszeichnen (siehe S. 145 und S. 161), drohen die wenigen adaptiven Substitutionen (vgl.
Golding und Dean, 1998) bei eindimensionalen Sequenzvergleichen im Rauschen funktionell
irrelevanter Variabilitdt unterzugehen. Auflerdem korreliert die relativ breite Substrattoleranz
etwa der in der vorliegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs (sie setzten mit Ausnahme
der generell nur wenig aktiven Crassostrea-AloDH2 neben Glycin, L-Alanin, L-Norvalin und
B-Alanin alle auch andere L-Aminosduren wie vor allem L-Cystein, L-Serin, L-Valin und
L-Threonin um; 3.8, Abb. 18, S. 84 und nicht dargestellte Ergebnisse) offenbar mit einer ver-
gleichsweise geringen Aminosdureaffinitit (siehe S. 175), was auf eine geringe Interaktion

zwischen diesen Enzymen und ithrem Aminosduresubstrat hindeutet (vgl. dhnliche Argumen-
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tation von Goodman et al., 2004 und Kan-no et al., 2005a) und die Detektion spezifititsrele-
vanter OpDH-Reste zusitzlich erschweren diirfte.

Die Rontgenkristallstruktur der mit NAD" cokristallisierten CENDH aus Arthrobacter
spec. (Britton et al., 1998a, 1bg6) stellt, abgesehen von offensichtlichen lokalen Unterschie-
den zwischen dem bakteriellen Enzym und den OpDHs hoherer Invertebraten (Abb. 23, S. 95;
4.2.1 und 4.2.2), insbesondere deshalb nur einen unzureichenden Ersatz fiir fehlende Struktur-
daten tierischer OpDHs dar, weil die Aminosdurebindestelle des Bakterienenzyms nicht expe-
rimentell charakterisiert wurde und die postulierte Konformationsianderung im Verlauf des
katalytischen Zyklus der OpDHs (4.2.2 und S. 177) den Radius um das mutmaBliche aktive
Zentrum erweitert, innerhalb dessen nach spezifititsrelevanten Resten gesucht werden mubf.
SchlieBlich ist unklar, welche Reste bei einer substratinduzierten Konformationsinderung ge-
geneinander verschoben und welche im bindren CENDH-NADH-Komplex weit entfernten
Reste dadurch moglicherweise in unmittelbare Ndhe zum aktiven Zentrum gebracht werden.
Immerhin konnen substratinduzierte Konformationsianderungen die Position einzelner Enzym-
reste nach Beobachtungen von Stillman und Mitarbeitern (1993) unter Umstinden um mehr
als 10 A verschieben. Wilks et al. (1988) diskutierten daher ein fehlendes Verstindnis der in-
tramolekularer Mobilitdt als zentrale Ursache dafiir, dafl viele in der Literatur beschriebene
Versuche, die Substratspezifitit eines Enzyms auf molekularer Ebene zu verstehen und gezielt
zu modifizieren, sogar trotz verfiigbarer Strukturdaten fiir das jeweilige Apoenzym scheiter-

ten.

Das phylogenetische Netz aus Abb. 24 (S. 98) deutet zudem darauf hin, da3 sich Inverte-
braten-OpDHs spezieller Aminosdurepriaferenz mehrfach unabhédngig aus einem gemeinsa-
men Vorlduferenzym entwickelten (4.3.1). Deshalb konnen Versuche, ODH-, Alo/StrDH-
oder TaDH-spezifische Merkmale durch Vergleich von Invertebraten-OpDHs eines moglichst
breiten phylogenetischen Spektrums abzuleiten, wahrscheinlich gar nicht erfolgreich sein.
SchlieBlich diirfte eine Anpassung der OpDH-Spezifitit an die Zusammensetzung des Amino-
sdurepools im Gewebe (Gide, 1988) oder sonstige Selektionsfaktoren in unabhéngigen Ent-
wicklungslinien auf unterschiedliche Weise erfolgt sein (vgl. Golding und Dean, 1998), so
daB3 die Aminosaurepriferenz etwa der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Austern-
Alo/StrDHs moglicherweise eine ganz andere molekulare Grundlage besitzt als die der
Alo/StrDHs aus A. marina und S. nudus. Obwohl in der Regel Alinierungen homologer En-
zyme unterschiedlichster Herkunft die grote Chance bieten, funktionell relevante Reste zu

detektieren, konnte es bei der Suche nach spezifitidtsdeterminierenden OpDH-Resten erfolg-
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versprechender sein, OpDHs differierender Aminosédurepriferenz aus nah verwandten Arten
zu vergleichen.

Dazu sind allerdings mehr OpDH-Sequenzen erforderlich als bislang verfiigbar. Schliel3-
lich kann die Signifikanz von Sequenzunterschieden nur beurteilt werden, wenn jeweils meh-
rere OpDHs einer Spezifitit pro Vergleichsgruppe (zum Beispiel Tierstamm oder Klasse) zur
Verfiigung stehen. Das ist bisher nur fiir Mollusken-Alo/StrDHs und -ODHs gewihrleistet
(Abb. 23, S. 95), deren Gegeniiberstellung sich als wenig aufschluBreich erwies (Ergebnisse
nicht explizit dargestellt). Anneliden- oder Sipunculiden-ODHs, die zwar wenig verbreitet
sind (Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a; Hammen und Fielding, 1993),
durch Vergleich mit den Alo/StrDHs aus A. marina und S. nudus oder der TaDH aus dem
Sandwurm, A. iricolor, aber moglicherweise entscheidend zum Verstindnis der Spezifitit ent-
sprechender OpDHs beitragen konnten, wurden bisher noch nicht sequenziert. Von besonde-
rem Interesse fiir zukiinftige Arbeiten erscheint daher die Primérsequenz einer Spritzwurm-
ODH. SchlieBlich bietet sich durch die Koexistenz von ODHs und Alo/StrDHs in den Gewe-
ben von S. nudus (Kreutzer, 1987; Abb. 2, S. 50; Abb. 3, S. 52 und 4.1.1) die Gelegenheit,
zwei moglicherweise sehr nah verwandte OpDHs stark gegensitzlicher Aminosdurespezifitit

zu untersuchen.

4.3 Evolution von Invertebraten-OpDHs

Da die Vielfalt der bei marinen Invertebraten auftretenden Pyruvatoxidoreduktasen die
Frage nach ihrer Entstehungsgeschichte und den Verwandtschaftsverhiltnissen zwischen den
OpDHs unterschiedlicher Substratspezifitit und Stammeszugehorigkeit aufwirft, bildeten
phylogenetische Analysen, die zum Verstindnis der OpDH-Evolution beitragen sollten, einen

weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

4.3.1 Phylogenetische Beziehungen zwischen Invertebraten-OpDHs

Eine immunologische Ahnlichkeit konnte nur zwischen Invertebraten-ODHs aus nah ver-
wandten Arten, nicht jedoch zwischen OpDHs aus phylogenetisch weniger nahestehenden
Spezies nachgewiesen werden (Baldwin, 1982 und Fort et al., 1982). Gide und Grieshaber
(1986) glaubten daher nicht an eine Verwandtschaft zwischen ODHs und sonstigen Inverte-
braten-OpDHs. Erst spitere Sequenzanalysen von JanBen (2000), Kimura et al. (2005), Kan-
no et al. (2005a) und Miiller (2007) zeigten, da3 die ODHs und TaDHs der Mollusken- und
Anneliden (zumindest die aktuell bekannten, vgl. Einleitung) einen gemeinsamen Ursprung

besitzen. GemiB der N-terminalen Sequenziibereinstimmung zwischen einer 3-AloDH und
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einer TaDH aus der Napfschnecke Cellana grata gehoren die B-AloDHs der Mollusken mog-
licherweise zur gleichen Verwandtschaftsgruppe (Kan-no et al., 1999). Ob dies auch fiir
Alo/StrDHs aus Mollusken, Anneliden oder anderen Invertebraten gilt, war bisher allerdings
vollig offen. Sequenzierte und eindeutig als solche identifizierte AloDHs oder StrDHs standen
nicht zur Verfiigung (vgl. 4.1.5.1 und 4.1.5.3). TIhre Verwandtschaft untereinander sowie zu
den tierischen OpDHs anderer Substratspezifitdt wurde vielmehr dadurch in Frage gestellt,
dafl Kan-no et al. (2005b) aus dem Schwamm Halichondria japonica eine TaDH ohne signifi-
kante Sequenzidhnlichkeit zu den Mollusken- und Anneliden-OpDHs aus offentlichen Daten-
banken isolierten. Entgegen der Hypothese diverser Autoren (Sato et al., 1993a; Urich, 1990;
Kan-no et al., 1996b und 2005a; JanBBen, 2000) sind somit nicht alle Invertebraten-OpDHs ho-
molog, sondern es existieren mindestens zwel unabhidngige Entwicklungslinien tierischer
OpDHs.

Eine Bestitigung fiir die Zugehorigkeit von Alo/StrDHs zur Enzymfamilie der Mollus-
ken-Anneliden-OpDHs (vgl. Kan-no et al., 2005b) lieferten erst die Sequenzierungen und Ex-
pressionsversuche der vorliegenden Dissertation und die anschlieBenden Diplomarbeiten von
PrimaBin (2005; Sequenzierung und heterologe Expression einer wenig aktiven Spritzwurm-
AloDH, AM158253, Datenbankeintrag noch vertraulich; vgl. 3.10) und Schifer (2007; Se-
quenzierung und heterologe Expression einer Wattwurm-StrDH, AM418448, Datenbankein-
trag ebenfalls noch nicht offentlich; S. 143). Angesichts paarweiser Aminosduresequenziden-
titdten von mindestens 33 % (meist mehr als 40 %) zwischen den in ihrem Rahmen sequen-
zierten Alo/StrDHs aus A. marina, S. nudus, C. gigas und O. edulis sowie den in 6ffentlichen
Sequenzdatenbanken verfiigbaren ODHs und TaDHs hoherer Invertebraten einschlieBlich der
OpDH unsicherer Aminosdurespezifitit aus Fusitriton oregonensis (Tab. 6, S. 92 und S. 159)
und den erst vor kurzem publizierten OpDHs aus dem Blutkieferwurm, Marphysa sanguinea
(AB278571 und AB278572; in Tab. 6, S. 92 nicht erfafit), kann an der Verwandtschaft dieser
OpDHs kein Zweifel bestehen (Brenner et al., 1998; Rost, 1999). Das gilt um so mehr, als
sich auf Nukleotidebene dhnlich hohe Sequenziibereinstimmungen fanden (Ergebnisse nicht
dargestellt) und multiple Sequenzalinierungen wie die aus Abb. 23 (S. 95; vor allem solche
ohne die bakterielle CENDH) iiber ihre gesamte Linge konservierte Sequenzmotive erkennen
lassen (4.2.1 und 4.2.2). Vermutlich besitzen alle Mollusken-, Anneliden- und Sipunculiden-

OpDHs gleich welcher Substratspezifitit einen gemeinsamen Vorldufer.

Zur niheren Analyse der verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den verfiigbaren
OpDHs hoherer Invertebraten wurden Neighbor-Netze nach Bryant und Moulton (2004) er-

stellt (2.7.4 und 3.10). Solche bieten gegeniiber herkommlichen dichotomen Stammbédumen
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den Vorteil, daB in ihnen auch widerspriichliche Signale eines Datensatzes dargestellt werden
konnen. Damit liefern sie ein deutlich besseres Abbild der Wirklichkeit als bifurzierende Gra-
phen. SchlieBlich verlduft die evolutive Geschichte eines Gens nicht immer baumartig. Viel-
mehr konnen Rekombination, lateraler Gentransfer oder andere biologische Phanomene dazu
fiihren, da} verschiedene Teile eines Gens unterschiedliche Genbdume stiitzen (Penny et al.,
1993; Gribaldo und Philippe, 2002; Bryant und Moulton, 2004). Widerspriichlichkeiten kon-
nen aber auch aus Unzuldnglichkeiten der verwendeten Baumkonstruktionsverfahren bzw.
einer fehlerhaften Berechnung paarweiser phylogenetischer Distanzen resultieren (Gribaldo
und Philippe, 2002; Bryant und Moulton, 2004).

Fehler bei der Distanzberechnung sind selbst bei korrekter Alinierung der in die Ver-
wandtschaftsanalysen einbezogenen Sequenzen nicht auszuschlielen, da die Sequenzmuster,
die auf eine gemeinsame Abstammung zuriickzufiihren sind, von anderen (zum Beispiel durch
Konvergenz entstandenen) Signalen iiberlagert werden konnen (Penny et al., 1993; Foster und
Hickey, 1999; Gribaldo und Philippe, 2002). Vor allem beim Vergleich entfernt verwandter
Sequenzen finden sich oft vollig verrauschte Positionen, an denen infolge einer Sattigung
durch Mehrfachmutationen das Auftreten der einzelnen Basen oder Aminosduren einer Zu-
fallsverteilung unterliegt (Gribaldo und Philippe, 2002). Obwohl derartige Alignmentpositio-
nen eigentlich kein verwertbares Signal liefern und damit eine Sterntopologie stiitzen sollten,
konnen Verzerrungen wie eine ungleiche Nukleotid- bzw. Aminosidurezusammensetzung der
verschiedenen Sequenzen sowie sequenz- oder positionsspezifisch variierende Substitutions-
raten félschlich zu einem aufgelosten Stammbaum fiithren (Penny et al., 1993; Steel et al.,
1993; Foster und Hickey, 1999; Gribaldo und Philippe, 2002). Im Extremfall werden mit ho-
her statistischer Signifikanz falsche Verwandtschaftshypothesen erhalten (Penny et al., 1993;
Lockhart et al., 1994 und 1996; Foster und Hickey, 1999).

Systematische Distanzberechnungsfehler sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit
Hilfe des LogDet-Algorithmus nach Tamura und Kumar (2002) umgangen werden (2.7.4).
Dieser liefert nach Angaben der Autoren fiir asymmetrisch evolvierende Proteine zuverléssi-
gere Ergebnisse als herkommliche phylogenetische Methoden oder andere LogDet-Verfahren
(vgl. zum Beispiel Lockhart et al., 1994 oder Lake, 1994). Um aufler Fehlern durch hetero-
gene Substitutionsmuster bzw. eine differierende Nukleotid- und Aminosdurezusammenset-
zung einzelner Sequenzen auch mogliche Artefakte durch positionsspezifisch variierende
Evolutionsraten (solche manifestieren sich insbesondere in unverdnderlichen Resten) zu mi-
nimieren, wurden bei einigen Analysen alle invarianten Alignmentpositionen ausgeschlossen

(Lockhart et al., 1996; Thollesson, 2004). Dennoch kénnen Netze wie das aus Abb. 24 (S. 98)
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letztlich nur Verwandtschaftshypothesen begriinden. Splits (2.7.4), die blo3 durch Kanten ge-
ringer Linge gestiitzt werden, und stark netzartige Teilbereiche, die auf viele inkompatible

Signale hindeuten, sollten nicht iiberinterpretiert werden.

Zu den unzweifelhaften Erkenntnissen, die sich aus dem Neighbor-Netz tierischer
OpDHs (Abb. 24, S. 98) ableiten lassen, gehort die nahe Verwandtschaft der OpDHs aus
A. marina, A. iricolor und S. nudus. Die in das Netz einbezogenen Anneliden- und Sipunculi-
den-OpDHs sind untereinander eindeutig ndher verwandt als mit allen verglichenen Mollus-
ken-OpDHs, was nicht zuletzt deshalb interessant ist, weil die phylogenetische Stellung der
Sipuncula bis heute kontrovers diskutiert wird. Es gibt sowohl Hinweise, die fiir eine nahe
Verwandtschaft zu den Mollusken sprechen, als auch Merkmale, die eine engere Beziehung
der Sipunculiden und Anneliden vermuten lassen (Schulze et al., 2005). Da sich nur orthologe
Gene fiir die Rekonstruktion von Artenstammbéumen eignen, wihrend der Vergleich von Pa-
ralogen (durch Genduplikation entstandenen Homologen) zur Annahme falscher Art-Diver-
genzzeiten fithren kann (Wégele, 2001), vermdgen OpDHs, in deren Evolution es offenbar
wiederholt zu Genduplikationen kam (siehe unten, 4.1.4.2, 4.1.4.3, 4.1.5.2 und 4.1.5.3), aller-
dings nicht wirklich zur Kldrung der Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen Sipunculiden,
Anneliden und Mollusken beizutragen.

Unter den Mollusken-OpDHs aus dem Neighbor-Netz in Abb. 24 (S. 98) bilden auBler
den Enzymen aus den Schnecken H. discus hannai und F. oregonensis vor allem die ODHs
der KopffiiBer eine distinkte Verwandtschaftsgruppe. Letzteres wurde bereits von JanBen
(2000) festgestellt. Die lange Kante, welche die ODHs aus L. vulgaris und S. officinalis von
allen anderen tierischen OpDHs trennt, 146t sich gut mit den Ergebnissen der oben erwihnten
immunologischen Studien vereinbaren (S. 181), die ebenfalls auf eine geringe Ahnlichkeit
zwischen Cephalopoden-ODHs und OpDHs anderer Herkunft schlieBen lieBen (Fort et al.,
1982; Baldwin et al., 1982). Auch proteinbiochemische Arbeiten, die das Vorkommen hoch-
spezialisierter ODH-Isozyme bei Kalmaren dokumentierten (Fields et al., 1976a; Storey,
1977b oder Storey und Storey, 1979), scheinen gut kompatibel mit einer grolen phylogeneti-
schen Distanz zwischen Cephalopoden-ODHs und sonstigen Mollusken-OpDHs.

Anders als die OpDHs der Gastropoden und Kopffiiler treten Bivalvia-OpDHs an ver-
schiedenen Stellen des Netzes auf (Abb. 24, S. 98). Auffillig ist vor allem die Stellung der
ODH aus der Pilgermuschel, P. maximus. Das durch einen relativ stark gewichteten Split (in
Abb. 24 rot hervorgehoben) von allen anderen Mollusken-OpDHs separierte Enzym ent-
spricht unter den sequenzierten Weichtier-OpDHs offenbar derjenigen, die am néchsten mit

den OpDHs der Anneliden und Sipunculiden verwandt ist. Ob sich die zur Pecten-ODH bzw.
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den Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs fiihrenden Entwicklungslinien tatséchlich erst nach
Abspaltung der Linien trennten, aus denen die tibrigen Mollusken-OpDHs hervorgingen, er-
scheint allerdings aufgrund eines Alternativsignals, das die Pecten-ODH unmittelbar mit di-
versen Weichtier-Enzymen gruppiert (in Abb. 24 gelb-orange markiert), unsicher. Auch das
zuletzt genannte Signal stellt die Pilgermuschel-ODH nicht etwa zu den im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit sequenzierten Austern-Alo/StrDHs, wie dies wegen der vergleichsweise na-
hen Verwandtschaft von P. maximus und den beiden Ostreiden C. gigas und O. edulis (alles
Filibranchia) erwartet werden konnte, sondern spricht fiir eine phylogenetische Nihe der Pec-
ten-ODH zu den OpDHs aus Schnecken, Kopffiiern und der Muschel P. sachalinensis (letz-
tere gehort zu den Eulamellibranchiern). Angesichts der geringen Gewichtung des Splits und
der schlechten Auflosung der Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen Gastropoden-, Cephalo-
poden- und Bivalvia-OpDHs (viele anndhernd auf einen Punkt zusammenlaufende Zweige;
Abb. 24, S. 98), ist dem allerdings keine groflere Bedeutung zuzumessen. Die genauen phylo-
genetischen Beziehungen zwischen den OpDHs der verschiedenen Mollusken-Klassen bzw.
einzelnen Muschel-OpDHs lassen sich ausgehend von den aktuell verfiigbaren Sequenzdaten
nicht eindeutig klédren.

Sofern man sich nur auf das proteinbasierte Netz aus Abb. 24 (S. 98) bezieht, scheint so-
gar unklar, ob die Alo/StrDHs aus den Austern O. edulis und C. gigas untereinander nédher
verwandt sind als letztere mit den ODHs der Cephalopoden. Eine eindeutig engere Beziehung
zwischen den OpDHs der Ostreidae liel sich erst durch Neighbor-Net-Analysen manifestie-
ren, bei denen die codierenden Nukleotidsequenzen der verschiedenen OpDHs genutzt wur-
den (3.10, ohne Abbildung). Solche konnen bei nah verwandten Proteinen wie den OpDHs
hoherer Invertebraten (paarweise Sequenzidentitdten siehe Tab. 6, S. 92), bei denen noch kei-
ne Sittigung synonymer Mutationspositionen vorliegt, zusitzlichen Informationsgewinn lie-
fern und so zu einer besseren Auflosung mancher Verwandtschaftsverhiltnisse fiithren. Da
Nukleotidsequenzen einem geringeren Selektionsdruck als Proteinsequenzen unterliegen und
speziell in der dritten Codonposition vermehrt konvergente Signale akkumulieren konnen
(Foster et al., 1997; Foster und Hickey, 1999; Singer und Hickey, 2000), treten bei DNA-ba-

sierten Verwandtschaftsanalysen allerdings vermehrt widerspriichliche Signale auf (vgl. 3.10).

Falls es sich bei den beiden vollstindig sequenzierten Crassostrea-Alo/StrDHs
(Alo/StrDH1 und AloDH2; 80 % Aminosiureiibereinstimmung, vgl. Tab. 6, S. 92) wie unter
4.1.5.2 und 4.1.5.3 postuliert um Isozyme unterschiedlicher Genloci handelt, folgt aus der Di-
vergenz der OpDHs aus C. gigas und O. edulis (Abb. 24, S. 98), daB die Genduplikation, die

zur Entwicklung der beiden Crassostrea-OpDHs fiihrte, moglicherweise erst nach Bildung
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der beiden Austernarten erfolgte. Ahnliches gilt fiir die beiden in die phylogenetischen Ana-
lysen einbezogenen Spritzwurm-OpDHs (diese Arbeit und PrimaBin, 2005; 55 % Aminosiu-
reiibereinstimmung) bzw. die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierte AloDH und
die von Schifer klonierte StrDH aus A. marina (53 % Aminoséaureiibereinstimmung, siehe
S. 143). Das Netz aus Abb. 24 (S. 98) und Verwandtschaftsanalysen, in die auch letztere ein-
bezogen wurde (nicht dargestellt), deuten darauf hin, daB es sich bei den OpDHs aus S. nudus
bzw. A. marina jeweils um Enzymvarianten handeln konnte, deren an ein Genduplikationser-
eignis gekoppelte Divergenz erst nach der Trennung von Sipunculiden und Anneliden bzw.
sogar erst nach Aufspaltung der zu den heutigen Watt- und Sandwiirmern (A. marina und
A. iricolor) filhrenden Entwicklungslinien einsetzte.

Verwendet man die relativen Kantenldngen in den phylogenetischen Netzen als Mal}
fiir die Divergenzzeit der mutmaBlichen OpDH-Duplikate (vgl. Kimura, 1968 und 1977;
Bromham und Penny, 2003), so folgt, dal die Genduplikation, aus der die beiden Crasso-
strea-Enzyme hervorgegangen sein konnten, zeitlich weniger weit zuriickliegt als die Dupli-
kationsereignisse, die moglicherweise zur Entwicklung der beiden Watt- bzw. Spritzwurm-
OpDHs fiihrten. Allerdings mul} eine stiarkere Sequenzdivergenz nicht immer auf eine ldngere
Divergenzzeit zuriickzufiihren sein, sondern kann ebenso aus einer im Vergleich zu anderen
Entwicklungslinien hoheren Mutationsrate resultieren (Lockhart et al., 1994 und 1996; Lynch
und Conery, 2000). Das ist auch hinsichtlich der aufféllig langen Kante zu beriicksichtigen,
welche die ODH aus der Muschel P. sachalinensis von allen iibrigen Invertebraten-OpDHs
aus dem Netz in Abb. 24 (S. 98) separiert. Das Enzym, das offenbar weder mit der ODH
aus der Pilgermuschel, P. maximus, noch mit den Austern-Alo/StrDHs Bivalvia-spezifische
OpDH-Merkmale teilt (siehe oben), bildet unter allen verglichenen Invertebraten-OpDHs die-
jenige mit der geringsten Ahnlichkeit zu den iibrigen Sequenzen (vgl. Tab. 6, S.92). Das
bedeutet entweder, dal3 die zur ODH aus P. sachalinensis bzw. anderen tierischen OpDHs
fiihrenden Entwicklungslinien vor besonders langer Zeit separiert wurden oder daf} es sich bei
der Pseudocardium-ODH um eine besonders schnell evolvierende OpDH handelt. Das Enzym
scheint gemafl Abb. 25 (S. 101) ndher mit den bakteriellen Homologen der Mollusken-, Anne-
liden- und Sipunculiden-OpDHs verwandt zu sein als die anderen tierischen OpDHs (siehe

4.3.2).

Die wichtigste Erkenntnis, die sich aus dem phylogenetischen Netz tierischer OpDHs
(Abb. 24, S. 98) ableiten 14Bt, besteht darin, dal Invertebraten-OpDHs spezieller Aminosédure-
priaferenz evolutiv mehrfach entstanden sind (siehe auch 4.2.3). SchlieBlich erscheinen die

OpDHs gleicher oder dhnlicher Aminosdurespezifitit (in Abb. 24, S. 98 in gleicher Farbe dar-
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gestellt) im Netz nicht gruppiert und sind untereinander nicht ndher verwandt als OpDHs
unterschiedlicher Substratpriferenz aus phylogenetisch nahestehenden Arten. So sind die
TaDHs aus dem Sandwurm, A. iricolor, und dem Seeohr, H. discus hannai, im Netz deutlich
separiert. Zugleich besteht aber eine recht nahe Verwandtschaft zwischen der Sandwurm-
TaDH und der AloDH aus A. marina (vgl. S. 184 und Tab. 6, S. 92). Die Alo/StrDHs der
Anneliden und Sipunculiden sind scheinbar nidher mit der Pilgermuschel-ODH als mit den
Alo/StrDHs der Austern verwandt (siehe oben). AuBlerdem existiert keine enge phylogeneti-
sch Beziehung zwischen den ODHs aus P. maximus und anderen Mollusken. Die ODHs,
Alo/StrDHs und TaDHs des Mollusken-Anneliden-Typs sind demzufolge offenbar nach vor-
heriger evolutiver Divergenz (ausgehend von einem gemeinsamen Vorlduferenzym mogli-
cherweise breiter Aminosdurespezifitit, siehe 4.3.3) durch funktionelle Konvergenz entstan-
den (vgl. Todd et al., 2001).

Diese Befunde bestitigen die Hypothesen von Kimura et al. (2005) und Kan-no et al.
(1999 und 2005a), die Ahnliches postulierten, ihre Annahmen allerdings mangels verfiigbarer
AloDH- oder StrDH-Sequenzen allein darauf stiitzten, dal die Sequenzidhnlichkeiten zwi-
schen diversen Invertebraten-ODHs, TaDHs und einer partiellen 3-AloDH stirker die phylo-
genetische Verwandtschaft der Herkunftsarten als ihre Substratspezifitit wiederspiegelten.
Kan-no und Mitarbeiter (1999 und 2005a) gingen davon aus, da} es sich bei den verschiede-
nen OpDH-Typen (ODHs, Alo/StrDHs, 3-AloDHs und TaDHs) um artspezifische Varianten
einer Ausgangs-OpDH handeln konnte, deren differierende Aminosédurespezifitdt moglicher-
weise auf der Substitution von jeweils nur wenigen Enzymresten beruht. Wihrend die Auto-
ren dies nur durch die partielle Sequenzihnlichkeit zwischen einer B-AloDH und einer TaDH
aus der Napfschnecke Cellana grata (Kan-no et al., 1999) untermauern konnten, stehen mit
den Alo/StrDHs aus der vorliegenden Arbeit, den von Primafin (2005) und Schifer (2007)
sequenzierten OpDHs sowie den kiirzlich in 6ffentliche Sequenzdatenbanken eingestellten hy-
pothetischen Alo/StrDHs aus dem Blutkieferwurm (AB278571 und AB278572, siehe S. 182)
jetzt fiir vier Arten (C. gigas, S. nudus, A. marina und M. sanguinea) jeweils zwei vollstindig
sequenzierte OpDHs zur Verfiigung. Die neuen Sequenzinformationen belegen, daf} die ein-
zelnen Typen tierischer OpDHs tatsdchlich das Resultat einer art- oder klassenspezifischen
OpDH-Variabilitit bilden konnten.

Unsicher scheint, ob dies auch fiir die in den Geweben von S. nudus coexistierenden
ODHs und Alo/StrDHs mit ihren vollig verschiedenen Aminoséduresubstraten gilt. Gerade die
Tatsache, daB bei diversen anderen Sipunculiden (Themiste spec., Phascolosoma spec., Phas-

colopsis spec. und Phascolion strombi) keine ODH-Aktivitit nachgewiesen werden konnte
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(Hammen und Fielding, 1993; Livingstone et al., 1983 und 1990), wirft die Frage auf, ob die-
se Arten urspriinglich ebenfalls iiber inzwischen verloren gegangene ODHs verfiigten oder ob
die ODHs des Spritzwurms erst nach Abspaltung der Schwesterarten aus einer Genduplika-
tion hervorgingen. Auch ein lateraler Gentransfer, durch den S. nudus die ODH eines Mollus-
ken, Bakteriums oder sonstigen nicht niher verwandten Organismus erworben haben konnte,
l1aBt sich nicht ausschlieBen (4.3.3). Insofern kann nur nochmals das besondere Interesse an

der Sequenzierung einer Spritzwurm-ODH betont werden (siehe 4.2.3).

Um weitere Belege fiir die mehrfach unabhingige Spezialisierung von Invertebraten-
OpDHs zu erhalten und die Frage nach der Aminosédurespezifitit urspriinglicher Invertebra-
ten-OpDHs (vgl. 4.3.3) zu kléren, ist zudem die Sequenzierung und heterologe Expression
von OpDHs aus anderen, vor allem niederen Invertebraten-Stammen erforderlich. Schlielich
wurde bisher abgesehen von Mollusken-, Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs nur die nicht
mit den OpDH des Mollusken-Anneliden-Typs verwandte TaDH aus dem Schwamm H. japo-
nica (BADS52445, Kan-no et al., 2005b; siehe S. 182) sequenziert, was angesichts der Verbrei-
tung von OpDHs auch bei Cnidarien, Brachiopoden, Nemertinen, Crustaceen und Echinoder-
men (Livingstone et al., 1983 und 1990; Hammen und Bullock, 1991; Sato et al., 1993a) ein
sehr geringes Spektrum darstellt. Bisher ist vollig unklar, ob OpDHs des Halichondria-Typs
wie von Kan-no et al. (2005b) vermutet auf Poriferen beschrinkt sind oder auch bei Eumeta-
zoen vorkommen. Es bleibt zu priifen, ob bei Coelenteraten oder anderen niederen Invertebra-
ten ebenfalls OpDHs dieses Typs auftreten. Da die TaDH aus H. japonica nach Kan-no et al.
(1997) kinetische Eigenschaften einer H-Typ-OpDH aufweist, 1463t sich zudem spekulieren,
daB es sich bei den H-Typ-ODHs der Cephalopoden (Fields et al., 1976b; Storey, 1977b;
Storey und Storey, 1979) statt um Homologe der aus Mantelgewebe isolierten M-Typ-ODHs
aus L. vulgaris, L. opalescens oder S. officinalis (CAC36301, CAC20642 und CAC36306;
JanBen, 2000) um Verwandte der Halichondria-TaDH handeln konnte. Auch die Existenz
weiterer OpDH-Familien ist nicht auszuschlieBen. Tierische OpDHs konnten entgegen bishe-
riger Annahmen mehr als zweimal unabhiingig entstanden sein. So sollte zum Beispiel iiber-
priift werden, ob die von Kan-no und Mitarbeitern (1998) gereinigte TaDH aus dem Seestern
Asterina pectinifera tatsichlich dem Mollusken-Anneliden-Typ zuzurechnen ist, wie dies die
Sequenz ihrer ersten 38 N-terminalen Aminosiurereste vermuten 148t (knapp 60 % Uberein-
stimmung mit den Resten 4 bis 41 der TaDH aus H. discus hannai, BLASTp-Erwartungs-
wert =6 - 107).
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4.3.2 Verwandtschaft der Invertebraten-OpDHs mit bakteriellen OpDHs und

anderen Proteinen

Das Interesse der vorliegenden Arbeit galt nicht nur den phylogenetischen Beziehungen
zwischen tierischen OpDHs (4.3.1), sondern auch deren méglicher Verwandtschaft zu bakte-
riellen OpDHs und sonstigen Proteinen. Insbesondere sollte geklédrt werden, ob es sich bei den
OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs wie verschiedentlich postuliert (Ward und Barnes,
1983; JanBen, 2000; Kan-no et al., 2005a; Miiller, 2007) um Homologe der durch pathogene
Agrobakterien codierten Opinsynthasen und anderer bakterieller (D,L)-OpDHs einschliellich
der CENDH aus Arthrobacter spec. handelt. Letzteres scheint, weil diese Enzyme alle sehr
dhnliche Reaktionen katalysieren und sich durch ein vergleichbares Molekulargewicht zumin-
dest ihrer Monomere auszeichnen (vgl. Kemp et al., 1979; Hack und Kemp, 1980; Gide und
Grieshaber, 1986; Asano et al., 1989; Thompson und Donkersloot, 1992) plausibel, 146t sich
jedoch anhand der geringen prozentualen Sequenziibereinstimmung zwischen den tierischen
und bakteriellen OpDHs nicht unmittelbar manifestieren (vgl. Rost, 1999; maximal 23 % glei-
che Aminosidurereste zwischen der CENDH aus Arthrobacter spec. und einer der tierischen
Pyruvatoxidoreduktasen aus Tab. 6, S. 92; 20 % bzw. 10 % identische Reste zwischen einer
Octopin- [POA394, De Greve et al. 1982] bzw. Nopalinsynthase [CAA52223, Drevet et al.,
1994] aus Agrobacterium tumefaciens und der von Jan3en [2000] klonierten ODH aus P. ma-
ximus als dhnlichster Invertebraten-OpDH).

Da sich selbst zwischen OpDHs aus weniger nah verwandten Invertebraten keine immu-
nologische Ahnlichkeit nachweisen lieB (siehe 4.3.1, Baldwin, 1982 und Fort et al., 1982), er-
scheint es wenig verwunderlich, dal Goldmann et al. (1981) keine immunologischen Hin-
weise auf eine Verwandtschaft zwischen den Octopinsynthasen aus Wurzelhalsgallen und der
ODH aus P. maximus fanden. Ward und Barnes (1983) schlossen zwar nach ersten Hybridi-
sierungsexperimenten mit einer gegen die Octopinsynthase des A. tumefaciens-Plasmids A6
gerichteten Sonde und DNA aus dem Kalmar Loligo pealii bzw. der Riesentrogmuschel, Spi-
sula solidissima, auf eine Verwandtschaft zwischen bakteriellen Opinsynthasen und Mollus-
ken-OpDHs, konnten ihre Ergebnisse allerdings augenscheinlich nicht bestitigen (Monneuse
und Rouzé, 1987). JanBBen (2000) und Kan-no et al. (2005a) untermauerten die Homologie-
hypothese statt dessen, indem sie in Alinierungen diverser Invertebraten-ODHs und TaDHs
mit einzelnen bakteriellen OpDHs konservierte Sequenzmotive wie die glycinreiche Konsen-
sussequenz klassischer NAD(P)H-bindender Dehydrogenasen und eine Konservierung der

mutmalBlichen katalytischen Triade der OpDHs (vgl. 4.2.2) nachwiesen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden, um sichere Belege fiir die Homologie tieri-
scher und bakterieller (D,L)-OpDHs zu gewinnen und moglicherweise neben bakteriellen
auch archaebakterielle, pflanzliche oder zu den Pilzen gehorende Homologe der Mollusken-,
Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs zu identifizieren, offentliche Proteindatenbanken nach
Sequenzen mit lokaler Ahnlichkeit zu den neu sequenzierten Alo/StrDHs aus A. marina,
S. nudus, C. gigas und O. edulis durchsucht (2.7.3). Die Suche erfolgte auf Proteinebene
(BLASTp und PSI-BLAST) weil das nach Pearson (1996) eher die Identifizierung weit ent-
fernter Verwandter ermoglicht als nukleotidbasierte Datenbanksuchen. Indem als Treffer nur
vollstindig sequenzierte Proteine beriicksichtigt wurden, die liber eine Linge von mindestens
300 (in einem Ausnahmefall nur 294) Aminosduren signifikante Sequenzihnlichkeit zu den
genannten Alo/StrDHs aufwiesen (3.10), sollte ihre Homologie zu beiden OpDH-Doménen
(4.2.1) sichergestellt werden. SchlieBlich konnen Proteindominen als ,,molekulare Bausteine*
der Proteinevolution in unterschiedlichen Kombinationen auftreten (Apic et al., 2001; Vogel
et al., 2004; Orengo und Thornton, 2005), weshalb lokale Sequenzihnlichkeiten zwischen
Mehrdominenproteinen nicht zwangsldufig eine Verwandtschaft der Gesamtproteine impli-
zieren. So weist die N-terminale OpDH-Domine als Variante der ubiquitir verbreiteten und
in einer Vielzahl von Doménenkombinationen vorkommenden klassischen Dinukleotidbin-
dungsdomine (vgl. 4.2.2 sowie Rossmann et al., 1974 und 1975; Apic et al., 2001; Orengo
und Thornton, 2005) Ahnlichkeiten zu zahlreichen nukleotidbindenden Multidoménenprotei-
nen auf, die mit der C-terminalen OpDH-Doméne weder funktionelle noch strukturelle Ge-
meinsamkeiten teilen. Das Interesse der vorliegenden Arbeit fokussierte jedoch auf Verwand-
te der Mollusken-Anneliden-OpDHs mit der gleichen, in der Primérsequenz in derselben Rei-
henfolge angeordneten Zwei-Doménenkombination.

Abgesehen von der Forderung nach Sequenzéhnlichkeit {iber rund drei Viertel der Ge-
samtlange von Invertebraten-OpDHs wurden bei den Datenbanksuchen der aktuellen Arbeit
nur BLAST-Treffer mit einem kleineren Erwartungswert® als 10 als statistisch signifikant
bewertet. Aufgrund dieses konservativen Grenzwertes (vgl. Wilson et al., 2000) ist davon aus-
zugehen, dafl nur echte OpDH-Homologe erfafit und in die nachfolgenden phylogenetischen
Analysen einbezogen wurden. Das gilt auch fiir die entfernteren Verwandten der Mollusken-
Anneliden-OpDHs, die sich nur durch positions-spezifischen iterierten BLAST (PSI-BLAST)
identifizieren lieBen (2.7.3; Altschul et al., 1997; Altschul und Koonin, 1998; Schiffer et al.,
2001). Um eine moglichst hohe Zuverldssigkeit der PSI-BLAST-Treffer zu gewihrleisten,

® BLAST-Erwartungswerte geben die Zahl dhnlich guter oder besserer Treffer an, die bei der Suche in einer

Datenbank der gegebenen Grof3e zufillig zu erwarten sind (Altschul und Koonin, 1998).
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wurde das Verfahren bei den Datenbankrecherchen der vorliegenden Arbeit auf drei Suchrun-
den begrenzt. SchlieBlich steigt mit jedem weiteren Suchlauf das Risiko, filschlich Nicht-
Homologe in die Alinierung einzubeziehen, auf deren Grundlage die Ahnlichkeitsmatrix fiir
den nichsten Iterationsschritt generiert wird. Weil nachfolgende Datenbanksuchen in diesem
Fall auch Treffer mit signifikanter Ahnlichkeit zu nicht mit dem Ausgangsprotein verwandten
Sequenzen liefern wiirden (Altschul et al., 1997; Schiffer et al., 2001), eignen die oft beein-
druckend niedrigen Erwartungswerte spiterer PSI-BLAST-Iterationsrunden (vgl. Beispiele
unter 3.10) sich nur dann als Homologienachweis, wenn die Giiltigkeit aller zuvor detektier-
ten Sequenzverwandtschaften garantiert werden kann (Altschul und Koonin, 1998).

Die verldBlichsten Treffer der Homologensuche bildeten die Proteine, die im Netz aus
Abb. 25 (S. 101) in blauer Schriftfarbe dargestellt sind. Sie wurden durch nicht-iterative Da-
tenbanksuche als Verwandte der Alo/StrDHs aus A. marina, S. nudus, C. gigas und O. edulis
(in Abb. 25 rot hervorgehoben) identifiziert. Dall Datenbanksuchen, bei denen vorherige PSI-
BLAST-Treffer als Ausgangssequenz dienten, letztlich immer wieder die gleiche Sequenzfa-
milie lieferten (3.10), deutet aber darauf hin, daf} es sich auch bei den iibrigen in das Netz ein-
bezogenen Sequenzen um echte Homologe der Invertebraten-OpDHs vom Mollusken-Anneli-
den-Typ handelt.

Die mutmafBliche Homologie aller in das Netz aus Abb. 25 (S. 101) einbezogenen Protei-
ne konnte auBlerdem durch visuelle Inspektion der zugehorigen multiplen Sequenzalinierung
(nicht dargestellt) untermauert werden (vgl. Altschul und Koonin, 1998). Ahnlich wie von
JanBen (2000) und Kan-no et al. (2005a) fiir eine kleinere Auswahl tierischer und bakterieller
OpDHs festgestellt (S. 189), weisen die OpDH-Homologen mit Ausnahme je einer Sequenz
aus Silicibacter pomeroyi (AAV94753) und Burkholderia cepacia (ZP_00217591) alle das
GXGXXG/A-Motiv klassischer Nukleotidbindungsproteine (4.2.2) auf. Bei den Proteinen aus
S. pomeroyi und B. cepacia findet sich an letzter Position des Motivs statt eines Glycin- oder
Alaninrests Serin bzw. Cystein. Diese Aminosduren sind vermutlich klein genug, um eben-
falls eine enge Assoziation zwischen dem ersten B-Strang und der o-Helix der ADP-Bin-
dungsfalte zu ermoglichen (vgl. 4.2.2 und Bellamacina, 1996). Auch die Reste der mutmaBli-
chen katalytischen Triade der OpDHs (entsprechend Histidin-202, Arginin-292 und Aspartat-
297 der CENDH) sowie die in der Primidrsequenz eng mit diesen assoziierten Aminosiuren
Tyrosin-293 und Glutamat-296 (CENDH-Nummerierung, siehe 4.2.2) sind bei fast allen in
das Neighbor-Netz (Abb. 25, S. 101) einbezogenen Proteinen konserviert. Nur bei zwei Nopa-
lin- und einer weiteren mutmaflichen Opinsynthase aus A. tumefaciens (NOS1 = CAA52223,
NOS2 = CAB44644 und putOpS = AAC25914) ist das katalytische Aspartat durch Glutamat
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substituiert. Bei fiinf Proteinen (denen aus den Proteobakterien Rhizobium spec., Erwinia ca-
rotovora subsp. atroseptica und Ralstonia eutropha sowie dem Schlauchpilz Magnaporthe
grisea, vgl. Abb. 25, S. 101) tritt anstelle von Tyrosin-293 ein Threonin-, Alanin-, Valin- oder
Asparaginrest auf.

Da die Transitivitidt von Homologiehypothesen, derzufolge zwei stark divergierende Pro-
teine mit signifikanter Ahnlichkeit zu iiberlappenden Sequenzabschnitten eines dritten Pro-
teins auch untereinander homolog sind (Doolittle, 1981; Park et al., 1997; Neuwald et al.,
1997; Rost, 1999; Todd et al., 2001), es zudem ermoglichte, ,,Briicken* zwischen verschie-
denen Subgruppen jeweils nah verwandter Sequenzen aus dem Neighbor-Netz in Abb. 25
(S. 101) zu schlagen, kann an der Verwandtschaft aller in das Netz einbezogenen Sequenzen

kein Zweifel bestehen.

Leider wurden nur wenige der OpDH-Homologen proteinbiochemisch untersucht. Bei
den meisten handelt es sich lediglich um von DNA-Sequenzen abgeleitete Proteine, deren
mogliche Funktion aufgrund von Ahnlichkeiten zu anderen Datenbanksequenzen vorherge-
sagt wurde (3.10). Datenbankannotationen, die statt auf experimentellen Ergebnissen allein
auf Sequenziibereinstimmungen und der mutmaBlichen phylogenetischen Beziehung zwi-
schen einzelnen Proteinen basieren, sind jedoch abgesehen von der Gefahr einer Fehlerfort-
pflanzung auch deshalb nur bedingt aussagekriftig, weil bereits geringfiigige strukturelle Ver-
dnderungen die metabolische Funktion eines Proteins signifikant verdndern konnen (Doolittle,
1981; Brenner, 1999; Wilson et al., 2000). So umfassen nach Todd et al. (2001) 25 % der in
der Proteinstrukturdatenbank (PDB) erfa3ten Proteinfamilien mehr als einen Enzymtyp. Wih-
rend Enzyme mit mehr als 40 % Sequenziibereinstimmung in der Regel eine sehr dhnliche
Funktion erfiillen (in den ersten drei Stellen ihrer EC-Nummer iibereinstimmen), findet sich
bei Proteinen mit weniger als 30 % Sequenzidentitit hiufig eine deutliche Funktionsvariabili-
tiat (Wilson et al., 2000; Todd et al., 2001).

Allerdings zeichnen die hier betrachteten OpDH-Homologen sich alle durch die gleiche,
in derselben Reihenfolge angeordnete Doménenkombination aus (S. 190), was nach Hegyi
und Gerstein (2001) die Wahrscheinlichkeit einer funktionellen Ahnlichkeit erhoht. Das und
die erwédhnten konservierten Reste (S. 191) deuten (obwohl eine Konservierung funktionell
bedeutsamer Aminoséduren nicht notwendigerweise impliziert, da Enzymhomologe kataly-
tisch aktiv sind, und eine katalytische Triade wie die der OpDHs auch bei anderen Enzymen
dhnlicher Reaktionschemie auftreten konnte, vgl. Todd et al., 2001), darauf hin, dal unter den
in der vorliegenden Arbeit identifizierten OpDH-Homologen OpDHs dominieren konnten.

Deren Substratspezifitit 146t sich allerdings nicht vorhersagen (vgl. 4.2.3), weshalb die Auto-
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ren einiger Datenbankeintrige sich nicht darauf festlegten, von einem bestimmten OpDH-Typ
zu sprechen, sondern die jeweilige Sequenz lediglich der Familie der ODH- und NoDH-éhnli-
chen Proteine zuordneten bzw. unverfinglich als ,,mogliche OpDH* bezeichneten (vgl. Bild-

unterschrift zu Abb. 25, S. 101).

Zu den proteinbiochemisch charakterisierten bakteriellen OpDH-Homologen gehdren ne-
ben der CENDH aus Arthrobacter spec. (Dairi und Asano, 1995) ausschlieBlich Ti-Plasmid-
codierte Opinsynthasen aus Agrobacterium tumefaciens und Agrobacterium vitis: je eine
Octopinsynthase (OCS) aus A. tumefaciens Ach5 (POA394, De Greve et al., 1982) und dem
auf Weinreben spezialisierten A. vitis-Stamm CG474 (P94210), eine auf dem A. vitis-Plasmid
S4 codierte Vitopinsynthase (VIS, Q04554, Canaday et al., 1992) und indirekt zwei Nopalin-
synthasen aus A. tumefaciens 82.139 bzw. C58 (NOS1 = CAAS52223, Drevet et al., 1994 und
NOS2 = CAB44644, Gielen et al., 1999), die zwar nicht selbst auf ihre enzymatische Akti-
vitdt untersucht wurden, jedoch zu 97 bzw. 98 % mit experimentell als Nopalinsynthase-
Untereinheit identifizierten Datenbanksequenzen (Q44524, Otten und De Ruffray, 1994 bzw.
P00386, Depicker et al., 1982 und Bevan et al., 1983) iibereinstimmen (3.10). Sie alle werden
wie in der Einleitung erldutert in Agrobakterien-induzierten Pflanzentumoren exprimiert, wo
sie fiir die Produktion von Opinen sorgen, die von den infizierenden Bakterien aufgenommen
und als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle genutzt werden koénnen (Zambryski et al., 1989;
Dessaux et al., 1993). Wihrend die Octopinsynthasen vornehmlich die NAD(P)H-abhingige
reduktive Kondensation von Pyruvat mit basischen Aminoséduren katalysieren (Thompson und
Donkersloot, 1992), setzt die Vitopinsynthase primir Pyruvat und L-Glutamin um (Canaday
et al., 1992). Die homotetrameren Nopalinsynthasen bevorzugen als Substrate o-Ketoglutarat
und L-Arginin bzw. L-Ornithin und zeichnen sich durch mehr oder weniger strikte NADPH-
Spezifitit aus (Goldmann, 1977; Kemp et al., 1979; Thompson und Donkersloot, 1992).

Trotz ihrer dhnlichen Funktion und Herkunft aus nah verwandten Organismen differieren
die Sequenzen der genannten Octopin- und Vitopinsynthasen (stimmen untereinander zu min-
destens 66 % iiberein) stark von denen der beiden Nopalinsynthasen (besitzen ihrerseits 83 %
gleiche Aminosduren), was sich aufler in geringen prozentualen Sequenziibereinstimmungen
(nur 15 bzw. 16 % zwischen der Octopin- und den Nopalinsynthasen aus A. tumefaciens) in
groferen Alinierungsliicken sowie einem gegeniiber den Octopinsynthasen um 20 Aminosau-
ren lingeren N-Terminus der Nopalinsynthasen manifestiert (ohne Abbildung). Monneuse
und Rouzé (1987) vermuteten einen unmittelbaren Bezug zum differierenden Oligomerisa-
tionszustand der beiden Enzymtypen. Moglicherweise weichen die tetrameren Nopalinsyn-

thasen speziell in den Oberflachenbereichen, die den Kontakt zwischen den einzelnen Unter-
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einheiten vermitteln, stark von den monomeren Octopinsynthasen ab. Jedenfalls besetzen die
Octopin- (plus Vitopin-) und Nopalinsynthasen in phylogenetischen Netzen wie dem aus
Abb. 25 (S. 101) separate, allenfalls durch schwache Splits gruppierte Aste, sind also unter-
einander nicht ndher verwandt.

AuBer den Verwandtschaftsgruppen der Octopin- und Vitopin- bzw. Nopalinsynthasen
(zu letzterer gehort auch eine mutmaBliche Opinsynthase [putOpS] aus dem A. tumefaciens-
Stamm AB2/73; AAC25914, Otten und Schmidt, 1998) findet sich im Netzdiagramm der
Abb. 25 (S. 101) noch ein dritter Zweig, der neben anderen proteobakteriellen Sequenzen Pro-
teine aus A. tumefaciens umfaflt. Sie sind in den zugehorigen Datenbankeintrigen (NP_5361
35 und NP_535789, Wood et al., 2001) als Octopin-/Nopalin- bzw. Opin-/Octopindehydro-
genase annotiert, wurden in Abb. 25 als ,,NoDH* bzw. ,,OpDH* abgekiirzt und entsprechen
wahrscheinlich Enzymen des Opinkatabolismus, die anders als die zuvor erwéhnten Opinsyn-
thasen nicht in Pflanzentumoren exprimiert werden, sondern in den Agrobakterien selbst die
Oxidation von Opinen katalysieren.

So wird die ,,NoDH* aus A. tumefaciens zwar ebenso wie die Nopalinsynthase NOS2
durch das Plasmid pTiC58 codiert (weshalb die betrdchtlichen Sequenzunterschiede zwischen
den beiden Enzymen nicht mit ihrer Herkunft aus unterschiedlichen Bakterienstimmen erklért
werden konnen), ist jedoch laut Datenbankeintrag nicht in dem Plasmidabschnitt lokalisiert,
der zum Transfer in Pflanzenzellen bestimmt ist (T-DNA), sondern findet sich in der soge-
nannten noc-Region des Plasmids zwischen Genen, die eine Arginase und eine Ornithin-
Cyclodesaminase determinieren. Die ,,NoDH* entspricht offenbar dem 40 kd-Protein unbe-
kannter Funktion (AAA50521, Schrell und Schroder, 1993), das zuerst von Sans et al. (1987)
beschrieben wurde. Damit gehort sie zu einer durch Nopalin induzierbaren Transkriptionsein-
heit, die neben anderen Genen des Opinkatabolismus die Untereinheiten einer membranstin-
digen Nopalinoxidase (noxB und noxA) umfalit (Schrell und Schroder, 1993, Zanker et al.,
1994). Das legt, weil Ti-Plasmide sich durch eine modulare Struktur auszeichnen, innerhalb
derer Gene dhnlicher Zweckbestimmung gruppiert auftreten (Zhu et al., 2000), die Vermutung
nahe, dal} es sich bei der ,,NoDH* ebenfalls um ein Enzym kataboler Funktion (eine weitere
Opinoxidase) handelt. Da Nopalinstimme wie A. tumefaciens C58 sowohl Nopalin als auch
Octopin zu nutzen vermdgen (Montoya et al., 1977 und 1978), ist allerdings unklar, welches
der beiden Opine die ,,NoDH* hydrolysiert oder ob sie wie die von Zanker et al. (1994) cha-
rakterisierte Nopalinoxidase den Abbau beider Opine zu katalysieren vermag.

Dall es sich vermutlich auch bei der ,,OpDH* aus A. tumefaciens C58 (NP_535789,
Wood et al., 2001) um ein Enzym des Opinkatabolismus handelt, folgt daraus, daf} diese mut-
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malliche OpDH nicht durch das Ti-Plasmid, sondern durch ein zweites Plasmid (pAtC58) des
Agrobakterienstamms codiert wird, das keine T-DNA zum Export in Pflanzenzellen umfaft.
Die Koexistenz dieses Enzyms, der ,,NoDH* und der von Zanker et al. (1994) beschriebenen
Nopalinoxidase des NoxB-NoxA-Typs innerhalb eines einzelnen Bakterienstamms, unter-
streicht die von Wabiko et al. (1990) betonte Vielfalt des N-(Carboxyalkyl)-Aminosiure-
Katabolismus von Agrobakterien.

Gemil den Neighbor-Net-Analysen der vorliegenden Arbeit sind die Octopin- und Vito-
pinsynthasen der Agrobakterien ndher mit den im Netz aus Abb. 25 (S. 101) durch eine lange
Kante von allen anderen Sequenzen separierten Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Anneli-
den-Typs verwandt als die bakteriellen Nopalinsynthasen und die Sequenzgruppe um die
,INODH* aus A. tumefaciens C58. So 1dBt das Netzdiagramm aus Abb. 25 (S. 101) neben
Splits, die alle Octopin- und Vitopinsynthasen oder nur die aus A. vitis mit den Invertebraten-
OpDHs gruppieren, auch solche Signale erkennen, die fiir eine engere Beziehung zwischen
der Vitopinsynthase aus A. vitis und den OpDHs der Anneliden und Sipunculiden sowie der
ODH aus P. maximus sprechen. Obwohl es sich dabei durchweg um schwache Splits geringer
Aussagekraft handelt, erwies sich insbesondere das Signal, das samtliche Octopin- und Vito-
pinsynthasen mit den tierischen Enzymen verbindet, als gut reproduzierbar. Eine ndhere Ver-
wandtschaft der tierischen OpDHs zu den Octopin- und Vitopinsynthasen als zu den Nopalin-
synthasen aus A. tumefaciens erscheint auch deshalb plausibel, weil sie mit ersteren ihre Pri-

ferenz fiir das a-Ketosduresubstrat Pyruvat teilen.

Die nichsten in 6ffentlichen Sequenzdatenbanken erfaiten Verwandten der OpDHs hohe-
rer Invertebraten bilden jedoch nicht die Octopin- und Vitopinsynthasen aus A. tumefaciens,
sondern diverse proteobakterielle Proteine unbekannter Funktion, zu denen unter anderem
Y4x0Oa und Y4xOb aus Rhizobium spec. NGR234 (AAB91938, Freiberg et al., 1997 bzw.
AAQS87281, Streit et al., 2004) gehoren. Obwohl die Proteine des deutlich von allen iibrigen
Sequenzen abgegrenzten ,,Rhizobium-Clusters* nur zu maximal 27 % mit einer der tierischen
OpDHs tibereinstimmen (Y4xOa mit der ODH aus P. maximus und Y4xOb mit der TaDH aus
A. iricolor), erscheinen sie in Neighbor-Netzen wie dem aus Abb. 25 (S. 101) durch einen kla-
ren Split mit ihnen verbunden.

Die beiden Y4xO-Proteine aus Rhizobium spec. NGR234 werden auf zwei verschiedenen
Megaplasmiden des Stamms codiert (Y4xOa auf pNGR234a und Y4xOb auf pNGR234b;
Downie, 1997; Flores et al., 1998; Streit et al., 2004), die offenbar stark durch Insertions- und
Deletionsereignisse sowie lateralen Gentransfer geprigt wurden und partiell mit den Ti-Plas-

miden der Agrobakterien verwandt sind (Hadley und Szalay, 1982; Otten et al., 1992; Frei-
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berg et al., 1997; Moriguchi et al., 2001; Wood et al., 2001; Streit et al., 2004). Letzteres er-
scheint wenig verwunderlich, da die Bakteriengattungen Agrobacterium und Rhizobium ein-
ander phylogenetisch sehr nahe stehen und ihre Vertreter dhnliche Habitate besiedeln (Marti-
nez-Romero und Caballero-Mellado, 1996; Young et al., 2001). Freiberg und Mitarbeiter
(1997) vermuteten daher, dal die pathogene Interaktion zwischen Agrobakterien und ihren
Wirtspflanzen und die Symbiose zwischen Rhizobien und Leguminosen eine gemeinsame
molekulare Grundlage besitzen.

Tatsdchlich weist die mutualistische Beziehung zwischen den Stickstoff-fixierenden Bo-
denbakterien der Gattungen Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium oder Sinorhizobium
und ihren Wirtspflanzen diverse Parallelen zum Agrobacterium-System auf. Obwohl diese
Bakterien iiber langere Zeitrdume frei im Boden leben konnen, vermogen sie ihr Wachstum
zu beschleunigen (Downie, 1997), indem sie in Leguminosenwurzeln eindringen, dort die Bil-
dung von Wurzelknéllchen (Noduli) induzieren und sich zu sogenannten Bakteroiden diffe-
renzieren, die Stickstoff zu Ammoniak reduzieren und auf diese Weise die Pflanze mit mine-
ralischem Stickstoff versorgen, wihrend sie selbst im Gegenzug pflanzliche Photosynthese-
produkte beziehen (Dixon, 1969; Beringer et al., 1979; Sprent, 1989; Lodwig und Poole,
2003). Manche Rhizobien bilden dariiber hinaus nodulspezifische Substanzen, die freileben-
den Bakterien ihres Stamms einen selektiven Wachstumsvorteil verschaffen konnten. Mogli-
cherweise fordern diese sogenannten Rhizopine, ohne fiir die Symbiose essentiell zu sein, das
Uberleben effektiver Knollchenbilder und Stickstoff-Fixierer in der Leguminosen-Rhizosphi-
re (Murphy et al., 1987, 1988 und 1995; Murphy und Saint, 1992). Auch wenn dies von Gor-
don et al. (1996) experimentell nicht unmittelbar bestitigt werden konnte, bietet sich das
,Rhizopinkonzept* als schliissige Erweiterung des Opinkonzepts nach Petit et al. (1978) an.
Insbesondere scheinen die Gene fiir die Rhizopinsynthese und den Rhizopinkatabolismus sich
wie die Gene fiir die Bildung und Degradation von Agrobacterium-Opinen als funktionelle
Einheit entwickelt zu haben (Murphy et al., 1987) und wie diese differentiell exprimiert zu
werden (allerdings nicht an verschiedenen Orten [Wirtspflanze versus Bakterium], sondern in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Bakterien [Bakteroide versus freilebende Rhizo-
bien]; Murphy et al., 1988 und 1995; Murphy und Saint, 1992).

Obwohl es sich bei den bisher identifizierten Rhizopinen um Inositolderivate handelt
(Murphy und Saint, 1992; Murphy et al., 1995), liegt die Vermutung nahe, da Rhizopine
dhnlich wie die Opine der Agrobakterien (Dessaux et al., 1993; Moore et al., 1997) eine hete-
rogene Stoffklasse grofler struktureller Variabilitit bilden. SchlieBlich konnen diese Metaboli-

te nur dann spezifisch das Wachstum oder den Nodulationserfolg einzelner Rhizobienstimme
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erhohen, wenn konkurrierende Rhizobakterien sie nicht zu nutzen vermogen, ihrerseits also
gegebenenfalls andere Rhizopine verwenden (Murphy et al., 1995). Auch N-(Carboxyalkyl)-
Aminosduren konnten bei manchen Rhizobien als Rhizopine fungieren. Vielleicht handelt
es sich bei den als Y4xO annotierten OpDH-Homologen aus Rhizobium spec. um Opinsyntha-
sen zur nodulspezifischen Produktion von N-(Carboxyalkyl)-Aminosduren mit Rhizopinfunk-
tion. Das scheint insbesondere fiir das Protein Y4xOa plausibel, das ebenso wie die meisten
fiir die Nodulation und die Stickstoff-Fixierung erforderlichen Rhizobium-Proteine durch das
Plasmid pNGR234a des Bakterienstamms codiert wird (siehe oben und Freiberg et al., 1997).
Seine Expression 1d6t sich nach Perret et al. (1999) durch Flavonoide induzieren, was auf eine
symbiotische Regulation hindeutet (vgl. auch Streit et al., 2004).

Das Gen y4xOb vom Vektor pNGR234b, der nach Streit et al. (2004) den Katabolis-
mus eines breiten Spektrums unterschiedlicher Kohlenstoff- und Energiequellen determiniert,
konnte dagegen eine OpDH des katabolen Opinstoffwechsels reprisentieren. Das lieBe sich
gut damit vereinbaren, dal} sich die Fihigkeit, N-(Carboxyalkyl)-Aminosduren abzubauen,
nicht auf Vertreter der Gattung Agrobacterium beschrinkt, sondern auch diverse andere Rhi-
zobiaceen und sonstige wurzelkolonisierende Bakterien von Octopin oder anderen Iminodi-
carbonsduren als einziger Kohlenstoffquelle zu leben vermdgen (siche Einleitung sowie
Rossignol und Dion, 1985; Tremblay et al., 1987a; Beauchamp et al., 1991). Die Homologen
der Octopinoxidase-Untereinheiten aus A. tumefaciens (0oxA und ooxB), die Streit et al.
(2004) auf pNGR234b nachwiesen, sind allerdings nicht in der Nachbarschaft von y4xOb,
sondern an weit entfernten Positionen des Plasmids lokalisiert.

Beauchamp et al. (1991) fanden zudem Hinweise auf eine Korrelation zwischen den bak-
teriellen Fahigkeiten, Stickstoff zu fixieren und Octopin abzubauen, was sie zu der Vermu-
tung veranlaBte, daB Octopin oder andere N”-(Carboxyalkyl)-Aminosiuren die Eisenassimila-
tion Stickstoff-fixierender Bakterien regulieren konnten. Eisen, das zur Stickstoff-Fixierung in
groBBeren Mengen benétigt wird (Beauchamp et al., 1991) tritt in aerober Umgebung vor-
nehmlich als Eisen(Ill) auf, das bei neutralem oder alkalischem pH nur eine geringe Was-
serloslichkeit besitzt (Ratledge und Dover, 2000). Es limitiert daher in bestimmten Bdden
und wilrigen Umgebungen, in denen der pH neutrale Werte iibersteigt, das Wachstum von
Mikroorganismen (Smith und Neilands, 1987). Pathogene oder endosymbiontisch lebende
Bakterien sind im Gewebe ihrer Wirte vor allem deshalb eisenlimitiert, weil letztere das Spu-
renelement zwecks gezielter Infektionsabwehr an Ferritine oder andere Molekiile zu binden
pflegen (Ratledge und Dover, 2000). Die meisten aeroben bzw. fakultativ anaeroben Bak-

terien oder Pilze mit entsprechender Lebensweise produzieren daher spezielle Chelatbildner
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(sogenannte Siderophore), sich durch eine so hohe Affinitit fiir Eisen(IlI)-Ionen auszeichnen,
daf} sie den Mikroorganismen den Zugriff auf gebundene Eisenvorrite ihres Wirts ermogli-
chen (Neilands, 1981 und 1995; Ratledge und Dover, 2000). Smith und Neilands (1987) und
spiter Beauchamp et al. (1991) wiesen auf strukturelle Ahnlichkeiten zwischen einem Side-
rophor aus Rhizobium meliloti (Rhizobactin) und Lysopin oder anderen N*-(Carboxyalkyl)-
Aminosduren und hin und postulierten, daB letztere aufgrund der Komplexbildungseigen-
schaften ihrer Iminodicarbonséduregruppe als Siderophore wirken konnten. Alternativ konnte
Opinen eine Hilfsfunktion beim ,,Entladen* anderer Siderophore zukommen, wie dies ange-
sichts ihrer miBigen Eisen(II)-Affinitit fiir diverse mit der Eisenaufnahme von Mikroorga-
nismen assoziierte o-Keto- und o-Hydroxysiduren vermutet wurde (vgl. Ratledge und Dover,
2000).

Ein funktionsfidhiges Siderophorsystem umfaflt neben dem Siderophor und einem oder
mehreren fiir seine Bildung verantwortlichen Enzymen auch Membranrezeptoren und Trans-
porter fiir die Aufnahme des eisenbeladenen Chelatbildners ins Bakterieninnere sowie mogli-
cherweise recht unspezifische Ferri-Siderophor-Reduktasen, die Siderophor-gebundenes Ei-
sen(I1Il) NAD(P)H-abhingig zu Eisen(Il) reduzieren. Letzteres kann anschlieend als gut 16s-
liche Substanz freigegeben bzw. auf Rezeptormolekiile wie die Apoform eisenhaltiger Bakte-
rienproteine oder das Eisenspeicherprotein Bakterioferritin iibertragen werden (Ratledge und
Dover, 2000). Andere Ferri-Siderophore werden eventuell hydrolysiert, um das gebundene Ei-
sen(IIl) freizusetzen und nachfolgend separat zu reduzieren (vgl. Ratledge und Dover, 2000).
Vor dem Hintergrund der Hypothesen von Smith und Neilands (1987) sowie Beauchamp et
al. (1991), 148t sich daher spekulieren, dal Opinsynthasen und Opinoxidasen bei Rhizobakte-
rien wie Rhizobium spec. und moglicherweise auch anderen Mikroorganismen als Siderophor-
synthasen bzw. -hydrolasen fungieren konnten. Vielleicht wurde das Opinsystem der Agro-
bakterien bei Rhizobien in den Dienst der Eisenassimilation gestellt. Oder N*-(Carboxyalkyl)-
Aminosduren und die mit ihrer Synthese, ithrem Transport und Abbau assoziierten Proteine
bildeten urspriinglich eine Funktionseinheit des bakteriellen Eisenmetabolismus und erwarben
bei den Agrobakterien eine neue Aufgabe. Alternativ konnten nur die Opinsynthasen und zu-
gehorigen Opintransporter einem evolutiven Funktionswandel unterlegen haben. Schlie3lich
ist, sofern Ferri-Opine nicht hydrolysiert, sondern durch eine unspezifische Ferri-Siderophor-
Reduktase zu Eisen(II)-Opinen reduziert werden, ein opinabhingiges Siderophorsystem auch
ohne unmittelbare Beteiligung von Opinoxidasen vorstellbar.

Diese Uberlegungen besitzen zwar stark spekulativen Charakter, werden jedoch dadurch

gestiitzt, dal die OpDH-Homologen y4xOa und y4xOb aus Rhizobium spec. einem sowohl

198



Diskussion

auf dem Plasmid pNGR234a wie auch auf pNGR234b vorkommenden Gencluster angehoren,
das eine Reihe offener Leseraster mit Homologie zu Proteinen des bakteriellen Eisentrans-
ports umfaf3t (Streit et al., 2004). Zumindest das auf dem symbiotischen Rhizobium-Plasmid
(PNGR234a) positionierte y4xO-Gen wird offenbar nodulspezifisch mit den iibrigen Genen
des Clusters cotranskribiert (Perret et al., 1999; Streit et al., 2004), was einen unmittelbaren
Bezug zwischen OpDHs und dem rhizobiellen Eisenmetabolismus zu belegen scheint. Aller-
dings konnte die nodulspezifische OpDH-Expression auch damit zu erkldren sein, dal3 OpDHs
in Bakteroiden, die typischerweise durch eine niedrige Sauerstoffspannung gekennzeichnet
sind, dhnlich wie in Invertebraten-Geweben das NAD"/NADH-Verhiltnis regulieren (Beau-
champ et al., 1991).

Interessanterweise finden sich Loci mit klar erkennbarer Homologie zu den offensichtlich
durch Duplikation auseinander hervorgegangenen Genclustern rund um y4xOa bzw. y4xOb
auch auf dem zirkuldren Chromosom des enterobakteriellen Kartoffelschidlings Erwinia ca-
rotovora sowie im Genom anderer phytopathogener Bakterien wie etwa des B-Proteobakte-
riums Ralstonia solanacearum (Streit et al., 2004). Das deutet auf lateralen Gentransfer zwi-
schen nicht ndher verwandten Bakterien hin und 148t vermuten, da3 die im Netz aus Abb. 25
(S. 101) mit den Rhizobium-Proteinen gruppierten OpDH-Homologen aus Erwinia carotovora
subsp. atroseptica (CAG77009, Bell et al., 2004) und dem Bodenbakterium Ralstonia eutro-
pha IMP134 (YP_297885) unabhingig von ihrer Datenbankannotation OpDHs mit einer dhn-
lichen Funktion wie die rhizobiellen Enzyme reprisentieren. Bell et al. (2004) identifizierten
im Genom von E. carotovora subsp. atroseptica neben Genen, die darauf schlieBen lassen,
daB} der Stamm ein breites Nahrungsspektrum zu nutzen vermag, auch solche, die auf ein
Stickstoff-Fixierungspotential hinweisen. Das pflanzenpathogene y-Proteobakterium scheint

somit auch an ein Leben im Boden oder in der Rhizosphére angepal3t zu sein.

Eine groBle metabolische Flexibilitit, die sich unter anderem in der Fihigkeit manifestiert,
eine Vielzahl unterschiedlicher Nahrungsressourcen zu verwerten, bildet offenbar ein gemein-
sames Merkmal fast aller Bakterienstimme, bei denen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Homologe der Mollusken-Anneliden-OpDHs nachgewiesen wurden (vgl. Abb. 25, S. 101;
Wood et al., 2001; Finan et al., 2001; Nelson et al., 2002; Ueda et al., 2004; Ishikawa et al.,
2004; Bell et al., 2004; Moran et al., 2004; Streit et al., 2004). Das Spektrum dieser Bakterien,
zu denen viele wurzelkolonisierende und sonstige Bodenbakterien gehoren (neben den Rhizo-
biaceen Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium vitis, Rhizobium spec. und Sinorhizobium
meliloti zum Beispiel das y-Proteobakterium Pseudomonas putida und das Actinobakterium

Arthrobacter spec.), korreliert gut mit der Gruppe der Bakterien, die gemif Literaturangaben
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Iminodicarbonséduren wie Octopin, Octopinsidure oder Nopalin als Kohlenstoff- oder Stick-
stoffquelle zu nutzen vermogen (siehe Einleitung sowie Beaulieu et al., 1983; Rossignol und
Dion, 1985; Tremblay et al., 1987a; Beauchamp et al., 1991; Bergeron et al. 1993). Uberein-
stimmend mit Beauchamp und Mitarbeitern (1990), gemidll denen auch verschiedene Sor-
dariomyceten der Gattungen Cylindrocarpon und Fusarium Octopin und Octopinsidure als
Wachstumssubstrate verwenden konnen, lieferte die Homologensuche zudem ein Protein aus
dem Sordariomyceten Magnaporthe grisea (XP_366142, Dean et al., 2005).

Dal} neben zahlreichen bakteriellen OpDH-Homologen nur eine einzige homologe Pilz-
sequenz identifiziert wurde, konnte darauf hindeuten, dal3 M. grisea das entsprechende Gen
durch lateralen Gentransfer erwarb. Moglicherweise ist das Auftreten eines offenen Lesera-
sters mit signifikanter Ahnlichkeit zu den OpDHs hoherer mariner Invertebraten im Genom
dieses Ascomyceten, nicht jedoch in dem des nah verwandten Sordariomyceten Neurospora
crassa oder anderen vollstindig sequenzierten Pilzgenomen wie dem der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae, unmittelbar auf die Evolution des Reisbrandpilzes als Pflanzenpathogen
zuriickzufiihren (vgl. Dean et al., 2005). Das erscheint insbesondere deshalb plausibel, weil
der Reisbrandpilz, der in der Regel in die Blitter seines Wirts eindringt (Hamer et al., 1988;
Howard et al., 1991), nach Sesma und Osbourn (2004) auch die Wurzeln der Kulturpflanze zu
besiedeln vermag, so dal es sich beim Donor des OpDH-#@hnlichen Gens um ein Rhizobakte-
rium gehandelt haben konnte. Allerdings ist bei derartigen Uberlegungen insofern Vorsicht
geboten, als bakterielle Proteine in 6ffentlichen Sequenzdatenbanken im Vergleich zu Pilzpro-
teinen deutlich tiberreprisentiert sind. Das Ergebnis der Homologensuche 148t somit keine zu-
verlidssigen Riickschliisse auf die Verbreitung von OpDH-dhnlichen Proteinen bei Bakterien
und Pilzen zu.

Die gute Korrelation zwischen den Bakterienstimmen und Pilzen, bei denen Verwandte
der Mollusken-Anneliden-OpDHs nachgewiesen wurden und den Taxa, die bekanntermal3en
Iminodicarbonséduren als Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle zu nutzen vermdgen, stiitzt aber
die Hypothese, da} viele der in der vorliegenden Arbeit identifizierten OpDH-Homologen,
wie von Asano et al. (1989) fiir die CENDH aus Arthrobacter spec. postuliert, Pyruvatoxido-
reduktasen des katabolen Energiestoffwechsels reprisentieren konnten. Das gilt auch fiir das
Enzym aus Silicibacter pomeroyi (AAV94753, Moran et al., 2004), einem an das Leben in
nihrstoffarmen Meeren angepalten Bakterium, das hédufig in Assoziation mit Algen auftritt
(Riemann et al., 2000). Insbesondere deshalb, weil sich im Genom von S. pomeroyi Hinweise
auf Transporter zur Aufnahme von Algenmetaboliten fanden (Moran et al., 2004) und bei di-

versen marinen Rotalgen Tauropin nachgewiesen wurde (Kuriyama, 1961; Sato et al., 1993b),
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scheint die Annahme plausibel, daB S. pomeroyi algenproduzierte Opine als Nahrung nutzen
kann. Weniger klar ist die Funktion OpDH-éhnlicher Proteine dagegen im Fall des anaeroben
Schwefelatmers Thermoanaerobacter tengcongensis (NP_622575, Bao et al., 2002) oder bei
humanpathogenen Staphylokokken (YP_18 7100 und YP_189443, Gill et al., 2005). Da fiir
letztere die erfolgreiche Aufnahme von Eisen von zentraler Bedeutung zu sein scheint (Gill et
al., 2005), 1aBt sich allerdings spekulieren, da3 OpDHs bei diesen eher als Siderophorsyn-

thasen (siehe obige Diskussion) denn als Enzyme des Opinkatabolismus fungieren konnten.

Abgesehen von den Proteinen des ,,Rhizobium-Clusters®, die unter den Bakterien- und
Pilzproteinen aus Abb. 25 (S. 101) eindeutig die nichsten Verwandten der OpDHs hoherer
Invertebraten bilden (siehe S. 195), sind die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den bak-
teriellen OpDH-Homologen bzw. einzelnen Subgruppen untereinander nah verwandter Bak-
terienenzyme im Neighbor-Netz aus Abb. 25 (S. 101) schlecht aufgelost. Wihrend die Gliede-
rung des Netzes in drei iibergeordnete Sequenzcluster (Invertebraten-OpDHs versus Gruppe
um die Rhizobium-Proteine Y4xOa und Y4xOb versus iibrige bakterielle OpDH-Homologe
plus das Protein aus M. grisea) und diverse klar abgegrenzte Gruppen bakterieller OpDH-
Homologer auch dann erhalten blieben, wenn die Eingabereihenfolge der einzelnen Proteine
permutiert’ oder das Netz ausgehend von einer Teilauswahl der Sequenzen bzw. einem Align-
ment ohne invariante Positionen erstellt wurde, erwies sich die relative Positionierung ein-
zelner Bakterienenzyme (insbesondere der AuBlenseitersequenzen aus Mesorhizobium spec.,
Photobacterium profundum und M. grisea, vgl. dazu Felsenstein, 1978; Thompson et al.,
1999; Gribaldo und Philippe, 2002) als variabel. Das verdeutlicht die bereits unter 4.3.1 dis-
kutierten Grenzen phylogenetischer Analysen, die im Fall stark divergierender Sequenzen
auch daraus resultieren, daf fiir deren in Loopregionen positionierte Aminosduren in der Re-
gel keine exakte Alinierung erzielt werden kann (Thompson et al., 1994 und 1999).

Das verstreute Auftreten der OpDH-Homologen aus o- (Sinorhizobium meliloti, Rhizo-
bium spec., Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium vitis, Mesorhizobium spec. und Silici-
bacter pomeroyi), B- (Burkholderia cepacia und Ralstonia eutropha) bzw. y-Proteobakterien

(Pseudomonas putida, Photobacterium profundum und Erwinia carotovora, vgl. Abb. 25,

’ Da progressive Alinierungsmethoden wie ClustalW (Thompson et al., 1994b) multiple Alignments ausgehend
von einer paarweisen Alinierung der am nichsten verwandten Sequenzen durch sukzessives Hinzufiigen von
Sequenzen immer geringerer Ahnlichkeit generieren (Feng und Doolittle, 1987), kann die Alinierung mancher
Reste von der Eingabereihenfolge der einzelnen Sequenzen abhingen (Lake et al., 1991). SchlieBlich wird die
Position einmal in das Alignment eingefiigter Liicken bei spiterer Hinzunahme weiterer Sequenzen nicht mehr

korrigiert, so daf frithe Alinierungsfehler erhalten bleiben. (Thompson et al., 1994b).
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S. 101) diirfte aber weniger auf Artefakte als auf horizontale Gentransfers zwischen verschie-
denen Bakterien eines Habitats zuriickzufiihren sein. Solche bilden bekanntlich eine entschei-
dende Kraft der prokaryotischen Proteinevolution (Ochman et al., 2000; Koonin et al., 2001).
Da bakterielle OpDH-Gene und ihre Homologen vielfach plasmidcodiert sind (gilt au3er fiir
die proteinbiochemisch charakterisierten und hypothetischen Opinsynthasen aus A. tumefa-
ciens und A. vitis auch fiir die A. tumefaciens-,,NoDH* und ,,OpDH*, das hypothetische Pro-
tein aus S. meliloti und die Y4xO-Proteine aus Rhizobium spec., siehe Abb. 25, S. 101), ist ihr
Austausch vermutlich besonders begiinstigt. SchlieB3lich ist Plasmid-DNA in der Regel leich-
ter zu mobilisieren als chromosomale DNA. Auflerdem konnten manche der Abweichungen
zwischen Gen- und Artenstammbaum darauf zuriickzufiihren sein, da} paraloge Sequenzen

verglichen wurden (vgl. 4.3.1 und Wigele, 2001).

Um neben den in das Netz aus Abb. 25 (S. 101) einbezogenen Homologen auch entfern-
tere Verwandte der OpDHs vom Mollusken-Anneliden-Typ zu identifizieren, die diesen zwar
in ihrer dreidimensionalen Proteinstruktur, jedoch nicht mehr signifikant in ihrer Sequenz
dhneln (4.2.1, Rost, 1999 und Todd et al., 2001), wurde die Proteindatenbank MMDB nach
Strukturnachbarn der CENDH aus Arthrobacter spec. (1bg6, Britton et al., 1998a; Abb. 26,
S. 165) durchsucht (2.7.5). Wihrend die N-terminale Doméne der bakteriellen OpDH eine
Vielzahl verschiedener Strukturnachbarn lieferte, was angesichts der ubiquitidren Verbreitung
klassischer Nukleotidbindungsdoméinen (siehe S. 190; Rossmann et al., 1974 und 1975; Oren-
go und Thornton, 2005) wenig verwundert (vgl. auch dhnliche Ergebnisse von Britton et al.,
1998a; Matak-Vinkovic et al., 2001; Kavanagh et al., 2002; Choe et al., 2003), fand sich fiir
die C-terminale CENDH-Doméine allein kein signifikanter Treffer (3.10). Das deutet darauf
hin, daf} katalytische Dominen dieses Typs auflerhalb der Enzymfamilie der (D,L)-OpDHs
wenig verbreitet sind bzw. in Anpassung an unterschiedliche katalytische Erfordernisse stark
variieren. Auch die nédchsten Strukturnachbarn des Gesamtproteins (darunter eine Mannitol-2-
Dehydrogenase und mehrere Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenasen, siehe S. 102) dhneln der
C-terminalen CENDH-Domine iibereinstimmend mit Beobachtungen anderer Autoren (Brit-
ton et al., 1998a; Matak-Vinkovic et al., 2001; Choe et al., 2003) nur maBig.

Die unter 3.10 aufgefiihrten Strukturnachbarn der CENDH aus Arthrobacter spec. be-
sitzen alle auch eine geringe Sequenzihnlichkeit zu dem bakteriellen Enzym, was auf ihre tat-
sdchliche Verwandtschaft zu den OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs hinweist. Beispiels-
weise stimmt die humane Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase 1 (1WPQ, Ou et al., 2006) in
13 % ihrer Aminosiurereste mit der CENDH iiberein und zeichnet sich dariiber hinaus durch

zahlreiche, liber die gesamte Sequenzlinge verteilte konservierte und semikonservierte Posi-
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tionen aus, die zusammen rund 31 % der CENDH-Sequenz abdecken (ohne Abbildung). Die
Mannitol-2-Dehydrogenase aus Pseudomonas fluorescens (1LJ8, Kavanagh et al., 2002) und
die CENDH sind zwar nur zu 5 % identisch, teilen jedoch ebenfalls einen weit hoheren Anteil
dhnlicher Reste, die sich blockweise iiber die Gesamtsequenz verteilen (nicht dargestellt) und
damit gegen eine bloB zufillige Strukturidhnlichkeit zwischen den beiden Proteinen sprechen
(vgl. Thompson et al., 1994; Rost, 1999). Dal die Mannitol-2-Dehydrogenase aus P. fluores-
cens deutlich mehr Aminoséuren als das CENDH-Monomer umfaf3t (493 statt nur 359), was
bei entsprechenden Alinierungen zu ausgedehnten Liicken fiihrt, konnte auf Insertionen bzw.
Deletionen im Verlauf der Entwicklungsgeschichte der beiden Proteine zuriickzufiihren sein.
Einige der Strukturnachbarn wurden auch bei iterierten BLAST-Suchen (2.7.3) als mogli-
che Verwandte der Mollusken-Anneliden-OpDHs identifiziert und blieben bei den Neighbor-
Net-Analysen (Abb. 25, S. 101) nur deshalb unberiicksichtigt, weil sie den in der vorliegen-
den Arbeit verwendeten konservativen Homologiekriterien (2.7.3 und S. 190) nicht geniigten.
Zusitzliche Hinweise auf eine Verwandtschaft zwischen den OpDHs hoherer Invertebraten
bzw. ihren bakteriellen Homologen und Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenasen, Ketopantoat-
Reduktasen sowie anderen durch die néachsten Strukturnachbarn der CENDH reprisentierten
Enzymtypen (siehe 3.10) lieferte die sequenzbasierte Suche nach konservierten Proteindoma-
nen in der Conserved Domain Database des NCBI (Marchler-Bauer und Bryant, 2004). Daher
1aBt sich weitgehend ausschlie3en, daf die dhnliche Topologie der CENDH und ihrer unmit-
telbaren Strukturnachbarn, die allein nicht ausreichen wiirde, um eine Verwandtschaftshypo-

these zu begriinden (Orengo und Thornton, 2005), konvergenten Ursprungs ist.

Da die Mannitol-2-Dehydrogenase aus P. fluorescens (1LJ8, Kavanagh et al., 2002) und
die unter den néchsten Strukturnachbarn der CENDH dominierenden NAD(P)H-abhingigen
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenasen (G3PDHs; aus Homo sapiens [IWPQ, Ou et al., 2006],
Leishmania mexicana [IN1E, Choe et al., 2003], Archaeoglobus fulgidus [1TXG, Sakasega-
wa et al., 2004] und Thermotoga maritima [17282]) speziell im C-terminalen Bereich eine
deutlich groBere strukturelle Ahnlichkeit zu der bakteriellen OpDH aufweisen als die iibrigen
Strukturnachbarn (ohne Abbildung), sind vor allem sie fiir Uberlegungen zur OpDH-Evolu-
tion von Interesse. Die vergleichsweise hohe Struktur- und Sequenzihnlichkeit zwischen der
CENDH aus Arthrobacter spec. und diversen G3PDHs erklart zugleich, weshalb die OpDH-
Homologen aus Burkholderia cepacia und Ralstonia eutropha (Abb. 25, S. 101) in den zuge-
horigen Datenbankeintragen (ZP_00217591 und YP_297885) als G3PDH (bzw. G3PDH oder
Ketopantoat-Reduktase) annotiert wurden. Da die beiden Enzyme katalytisch bedeutsame

OpDH-Reste (S. 192), jedoch weder die von Ou et al. (2006) beschriebenen Schliissel-
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reste NAD"-abhingiger G3PDHs, noch deren PROSITE-Profil aufweisen (ScanProsite, http://
expasy.org/tools/scanprosite/, Gattiker et al., 2002), ist aber trotzdem eher von einer OpDH-,
denn von einer G3PDH-Aktivitit der beiden Burkholderiaceen-Proteine auszugehen.

NAD(P)H-abhingige G3PDHs (EC 1.1.1.8 und EC 1.1.1.94) katalysieren mit der rever-
siblen Reduktion von Dihydroxyacetonphosphat zu Glycerin-3-Phosphat eine Reaktion, die
sich durch eine gewisse Ahnlichkeit zu den reduktiven Kondensationsreaktionen der OpDHs
auszeichnet. Im Unterschied zu klassischen L-LDHs handelt es sich sowohl bei den G3PDHs
als auch bei den OpDHs um B-Typ-Dehydrogenasen (Biellmann et al., 1973; You et al.,
1978; Otto et al, 1980). Auch die physiologischen Aufgaben von G3PDHs und OpDHs lassen
gewisse Parallelen erkennen.

In vielen bakteriellen und eukaryotischen Zellen dienen G3PDHs vor allem der Bildung
von Glycerin-3-Phosphat fiir die Phospholipidsynthese (Sakasegawa et al., 2004). Bei Hefen
(Larsson et al., 1998), Pflanzen (Shen et al., 2003) und Sidugern (Ou et al., 2006), aber auch in
der Flugmuskulatur von Insekten (Crabtree und Newsholme, 1972; von Kalm et al., 1989)
oder anderen Invertebratenmuskeln mit kohlehydratbasiertem Energiestoffwechsel (Storey
und Hochachka, 1975) konnen cytosolische G3PDHs zudem zusammen mit FAD*-abhin-
gigen, an die innere Mitochondrienmembran gebundenen G3PDHs (EC 1.1.99.5) ein Shuttle-
System zum Transport von Reduktionsdquivalenten in die Mitochondrien bilden. AuBBerdem
sichern G3PDHs, indem sie NADH aus der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-
Reaktion der Glykolyse reoxidieren, im anaeroben Metabolismus von Saccharomyces cerevi-
siae (Ansell et al., 1997; Costenoble et al., 2000) und manchen Bakterien (Ueda et al., 2004),
in den Glykosomen des Endoparasiten Trypanosoma brucei (Opperdoes, 1987; Kohl et al.,
1996; Choe et al., 2003) sowie in zeitweilig hypoxischen Invertebratengeweben wie dem Ad-
duktor von Austern (Storey und Hochachka, 1975) die Aufrechterhaltung der Redoxbalance.

G3PDHs konnen somit unter Sauerstoffmangel die gleiche physiologische Funktion wie
Invertebraten-OpDHs erfiillen, was eine mogliche Verwandtschaft zwischen diesen Enzymen
besonders plausibel erscheinen 146t. SchlieBlich konnten OpDHs sich somit ohne notwendige
Veridnderung der zugehorigen regulatorischen Elemente aus dem Genduplikat einer primor-
dialen, unter hypoxischen Bedingungen exprimierten G3PDH (vgl. Ansell et al., 1997) ent-
wickelt haben. Sofern man davon ausgeht, daB3 die in der vorliegenden Arbeit untersuchte
OpDH-Familie bakteriellen Ursprungs ist (4.3.3), driingt sich bei diesen Uberlegungen aller-
dings die Frage auf, ob OpDHs, die der anaeroben Redoxregulation dienen, auch bei Bakte-

rien vorkommen. Das konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden, wurde aber wie oben

204



Diskussion

angesprochen von Beauchamp et al. (1991) fiir OpDHs knollchenbildender Rhizobien disku-
tiert (siche S. 199).

Eine weitere interessante Parallele zwischen G3PDHs und OpDHs besteht darin, daf fiir
beide eine osmoregulatorische Funktion diskutiert wird. So wurde bei Saccharomyces cerevi-
siae neben einer hypoxiespezifischen G3PDH auch eine G3PDH nachgewiesen, die durch
hyperosmotischen Stref induziert wird. Sie ermdglicht zusammen mit einer Glycerin-3-Phos-
phatase die Produktion des zellkompatiblen Osmolyts Glycerin (André et al., 1991; Ansell et
al., 1997; Shen et al., 1999; Costenoble et al., 2000). Auch fiir OpDHs wurde, da sich durch
die von ihnen katalysierten Kondensationsreaktionen bzw. Hydrolysen die Zahl osmotisch
wirksamer Molekiile verdndert und die beteiligten Aminosduren zum Teil (zum Beispiel Gly-
cin, Alanin oder Taurin) wichtige Osmolyte mariner Invertebraten bilden (Schoffeniels und
Gilles, 1972; Reitze und Schottler, 1989; Zurburg und De Zwaan, 1981) verschiedentlich eine
osmoregulatorische Bedeutung postuliert (Dando et al., 1981 und Fields, 1983 versus Gries-
haber und Kreutzer, 1986; siche S. 224).

G3PDHs treten fast nur bei Eubakterien und Eukaryonten auf. Bei Archéden, deren Phos-
pholipide sich abweichend von denen eubakterieller und eukaryotischer Organismen durch
ein Glycerin-1-Phosphatriickgrat auszeichnen, sind diese Enzyme dagegen in der Regel durch
nicht verwandte Glycerin-1-Phosphat-Dehydrogenasen ersetzt (Koga et al., 1998; Nishihara et
al., 1999; Sakasegawa et al., 2004). Das erscheint bemerkenswert, da sich auch unter den im
Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Homologen der OpDHs hoherer Invertebraten
kein einziger archaebakterieller Vertreter befindet (Abb. 25, S. 101).

Vor dem Hintergrund einer moglichen Verwandtschaft zwischen G3PDHs und (D,L)-
OpDHs ist zudem interessant, daf es sich bei dem einzigen in der vorliegenden Arbeit identi-
fizierten Pilzprotein aus der Verwandtschaft der Mollusken-Anneliden-OpDHs gerade um ein
Enzym des Reisbrandpilzes handelt (XP_36 6142, Dean et al., 2005; siehe S. 200). Die kei-
menden Sporen dieses Ascomyceten bilden nach dem Anheften an Reisblitter eine speziali-
sierte Infektionszelle (ein sogenanntes Appressorium), innerhalb derer bis zu 3 M Glycerin
akkumulieren. Dadurch wird ein enormer Turgor aufgebaut, der die Blattcuticula zerstort und
den Sporen das Eindringen in das darunterliegende Blattgewebe ermdéglicht (Howard et al.,
1991; de Jong et al., 1997; Dean et al., 2005). Da das Glycerin in den Appressorien offenbar
zumindest teilweise mittels NAD(P)H-abhidngiger G3PDHs aus Dihydroxyacetonphosphat
oder Dihydroxyaceton gebildet wird (Thines et al., 2000; Dean et al., 2005), liegt es nahe,
einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines OpDH-@hnlichen Proteins bei M. grisea

und der Bedeutung von G3PDHs fiir den Metabolismus dieses Pilzes zu vermuten.
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GroBere strukturelle Ahnlichkeit zur CENDH aus Arthrobacter spec. als die oben aufge-
fiihrten G3PDHs (S. 203) offenbarte nur die Mannitol-2-Dehydrogenase aus P. fluorescens
(1LJ8, Kavanagh et al., 2002 und 2003). Sie gehort zur iiberwiegend prokaryotischen Enzym-
familie langkettiger Mannitol-Dehydrogenasen, die sich von anderen Alkohol- oder Polyol-
dehydrogenasen unter anderem dadurch unterscheiden, daB3 ihre Aktivitit nicht von einem
Metallcofaktor abhingt (Kavanagh et al., 2002 und 2003; Klimacek et al., 2003). Das Enzym
zeichnet sich wie die CENDH und viele ihrer unmittelbaren Strukturnachbarn durch eine
N-terminale Doméne mit einer um zwei antiparallele B-Stringe erweiterten Rossmannfalte
aus. Abweichend von den meisten anderen Strukturnachbarn einschlieBlich der G3PDHs um-
fa3t die N-terminale Mannitol-2-Dehydrogenase-Domine zudem auch ein CENDH-#hnliches
vierstrangiges B-Faltblatt (Abb. 26, S. 165; Britton et al., 1998a; Kavanagh et al., 2002 und
2003). Die ausschlieBlich a-helikale C-terminale Doméne des Enzyms 146t dhnliche Helix-
Loop-Helix-Motive wie die katalytische CENDH-Domine erkennen (Kavanagh et al., 2003).
Neben einem Asparaginrest, der dquivalent zu Asparagin-196 oder Asparagin-198 der
CENDH ist und aufler bei der Ketolsdure-Reduktoisomerase aus E. coli (1YRL, Tyagi et al.,
2005) bei allen unter 3.10 aufgefiihrten Strukturnachbarn der CENDH auftritt, findet sich in
der Primirsequenz der Mannitol-2-Dehydrogenase aus P. fluorescens auch ein Histidin, das
homolog zum katalytischen Histidin der bakteriellen OpDH zu sein scheint (Abb. 23, S. 95
und Abb. 27, S. 173; Britton et al., 1998; Kavanagh et al., 2002 und 2003). Diese Konservie-
rung katalytisch relevanter Enzymreste (4.2.2) unterstreicht die mutmaBliche Verwandtschaft
zwischen der y-proteobakteriellen Mannitol-2-Dehydrogenase und den durch die CENDH re-
prasentierten (D,L)-OpDHs (Kavanagh et al., 2002 und 2003).

Mannitol-2-Dehydrogenasen (EC 1.1.1.67) katalysieren die NADH-abhingige, reversibel
Reduktion von D-Fruktose zu D-Mannitol (Kavanagh et al., 2002; Voegele et al., 2005). Die-
ser in der Natur hidufig vorkommende nicht-zyklischer Zuckeralkohol wird von Bakterien, Pil-
zen, Pflanzen und Protozoen als Speichersubstanz fiir Kohlenstoff und Reduktionsidquivalente
genutzt, kann dhnlich wie Glycerin als Osmoregulator dienen und wird dariiber hinaus von
manchen phytopathogenen Pilzen als Radikalfidnger verwendet, um die auf reaktiven Sauer-
stoffspezies basierende Pathogenabwehr ihrer Wirtspflanzen zu unterdriicken (Hult et al.,
1980; Jennings, 1984; Stoop et al., 1996; Schmatz, 1997; Shen et al., 1997; Jennings et al.,
1998; Shen et al., 1999; Horer et al., 2001; Kavanagh et al., 2002; Voegele et al., 2005). In-
teressant im Hinblick auf eine entfernte Verwandtschaft zwischen langkettigen Mannitol-2-
Dehydrogenasen und (D,L)-OpDHs erscheint neben der moglichen Beteiligung von Mannitol-

2-Dehydrogenasen an der Redoxregulation der Zelle vor allem ihr Bezug zur Virulenz pflan-
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zenpathogener Pilze. SchlieBlich bilden die OpDHs der Agrobakterien und vermutlich auch
ihre rhizobiellen Homologen (siehe obige Diskussion) ebenfalls wichtige Determinanten einer
pathogenen bzw. symbiotischen Beziehung zwischen Mikroorganismen und ihren pflanzli-
chen Wirten und werden meist durch virulente oder symbiotische Plasmide codiert.

AuBerdem konnte die postulierte Verwandtschaft zwischen OpDHs wie den Octopin- und
Nopalinsynthasen aus A. tumefaciens und langkettigen Mannitol-2-Dehydrogenasen in Zu-
sammenhang zum Mannityl-Opinsystem der Agrobakterien stehen. Zur Familie der Mannityl-
Opine, bei denen es sich um echte Opine im Sinne von Petit et al. (1978) handelt, gehdren
Iminkonjugate aus Mannose und Glutamin oder Glutamat (Mannopin und Mannopinséure)
sowie deren zyklische Derivate Agropin und Agropinsdure (Firmin und Fenwick, 1978; Gu-
yon et al., 1980; Tate et al., 1982; Dessaux et al., 1992 und 1993). Sie werden in vivo aller-
dings nicht ausgehend von Mannose (dem korrespondierenden Zucker von Mannitol), son-
dern in mehreren Reaktionsschritten ausgehend von Glucose gebildet (Salomon et al., 1984;
Ellis et al., 1984). Eine Verwandtschaft zwischen den Enzymen des anabolen oder katabolen
Mannityl-Opin-Metabolismus und N-(Carboxyalkyl)-Aminosidure-Dehydrogenasen konnte
bisher nicht nachgewiesen werden (Kim und Farrand, 1996; Kim et al., 1996; vgl. aber auch

Baek et al., 2005).

Die ebenfalls zu den niheren Strukturnachbarn der CENDH gehorende Ketopantoat-
Reduktase aus E. coli (1KS9, Matak-Vinkovic et al., 2001; EC 1.1.1.169) katalysiert als En-
zym des auf Pflanzen und Mikroorganismen beschrinkten Pantothenat-Biosynthesewegs die
NADPH-abhingige, reversible Reduktion von Ketopantoat zu Pantoat und erfiillt dariiber hin-
aus wahrscheinlich eine Funktion bei der Thiaminbiosynthese iiber den alternativen Pyrimi-
dinweg (Matak-Vinkovic et al., 2001; Frodyma und Downs, 1998a und 1998b). Auf ihre
mogliche phylogenetische Beziehung zur CENDH deutet neben diversen konservierten Struk-
turelementen die Beobachtung hin, dal die mutmaBlich an der Substratbindung beteiligten
Ketopantoat-Reduktase-Reste Serin-244 und Glutamat-256 sowohl in der Primérsequenz als
auch in der dreidimensionalen Enzymstruktur dhnliche Positionen einnehmen wie die kataly-
tisch relevanten Reste Arginin-292 und Glutamat-296 der CENDH (Matak-Vinkovic et al.,
2001; Britton et al., 1998a; vgl. Abb. 23, S. 95 und Abb. 27, S. 173).

Alle weiteren Strukturnachbarn (einschlieBlich der unter 3.10 aufgefiihrten UDP-Glu-
cose- [203]; 1DLJ, Campbell et al., 2000] und 3-Hydroxyisobutyrat-Dehydrogenasen [2I9P;
2CVZ, Lokanath et al., 2005], einer Gluconat-6-Phosphat-Dehydrogenase aus Trypanosoma
brucei [1PGIJ, Phillips et al., 1998] und einer Ketolsdure-Reduktoisomerase aus E. coli

[TYRL, Tyagi et al., 2005]) differieren vor allem im Bereich der C-terminalen Domine stér-
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ker von der CENDH, weshalb ihre Homologie zur katalytischen Doméidne CENDH-4hnlicher
OpDHs zweifelhaft erscheint (vgl. Britton et al. (1998a), welche die strukturelle Ahnlichkeit
zwischen der CENDH aus Arthrobacter spec. und einer Gluconat-6-Dehydrogenase aus

Schafsleber [6-PGDH, Adams et al., 1994; EC 1.1.1.44] ebenfalls fiir insignifikant hielten).

Hinweise auf eine Verwandtschaft zwischen (D,L)-OpDHs (N2—(D—Carb0xyalkyl)—L—
Aminosiure-Dehydrogenasen) und N°-(L-Carboxyalkyl)-L-Aminosiure-Oxidoreduktasen wie
der N°-(1-Carboxyethyl)-Ornithin-Synthase aus Lactococcus lactis (P15244; Thompson,
1989; Donkersloot und Thompson, 1995; EC 1.5.1.24) oder eukaryotischen Saccharopin-
Dehydrogenasen (L-Lysin- bzw. L-Glutamat-bildende N°-(L-1,3-Dicarboxypropyl)-L-Lysin :
NAD(P)"-Oxidoreduktasen, EC 1.5.1.7 und EC 1.5.1.10; Enzyme des Lysinmetabolismus)
wie denen aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae (P38998, P38999 und 2AXQ; Ogawa et
al., 1978; Borell et al., 1984; Churcher et al., 1997; Philippsen et al., 1997) oder dem Kreuz-
bliitler Arabidopsis thaliana (Q9SMZA4; Tang et al., 1997; Epelbaum et al., 1997) lieferten,
sofern man von der Dinukleotidbindungsfalte der Enzyme absieht, weder die sequenz- noch
die strukturbasierten Datenbankrecherchen (2.7.3 und 2.7.5). Das stiitzt die Hypothese von
Britton et al. (1998a und 1998b), dal OpDHs differierender Regio- und Stereochemie ver-
schiedenen Superfamilien untereinander nicht verwandter Enzyme angehoren. Die Untersu-
chungen der vorliegenden Arbeit bestitigten auBerdem, dafl die OpDHs hoherer Invertebraten
und ihre bakteriellen Homologen, soweit sich dies auf Sequenzebene feststellen 146t, weder
mit der TaDH des Schwamms H. japonica (Kan-no et al., 2005b; vgl. S. 182), noch mit den
membranstindigen Octopin- und Nopalinoxidasen aus A. fumefaciens (Zanker et al., 1994)
einen gemeinsamen Vorldufer teilen. Auch eine gemeinsame phylogenetische Herkunft von
OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs und L-Aminosiduredehydrogenasen konnte, obwohl
deren dhnliche Reaktionschemie (siehe S. 172) und gewisse Parallelen zwischen dem kataly-
tische Zentrum der CENDH aus Arthrobacter spec. und einer bakteriellen L-Alanindehydro-
genase (Baker et al., 1998) eine solche Verwandtschaft vermuten lassen kénnten (Thompson

und Donkersloot, 1992; Britton et al., 1998a), nicht manifestiert werden.

Eine Verwandtschaft zwischen den CENDH-@hnlichen (D,L)-OpDHs und der Super-
familie NAD(P)H-abhingiger L-Laktat- und L-Malatdehydrogenasen (L-LDHs und L-MDHs;
EC 1.1.1.27, EC 1.1.1.37 und EC 1.1.1.82; Birktoft et al., 1982; Madern et al., 2002) bzw.
sonstigen LDHs (zum Beispiel NADH-abhingigen D-LDHs, EC 1.1.1.28) erscheint trotz der
funktionellen Aquivalenz von OpDHs und LDHs im Metabolismus tierischer Organismen

ebenfalls fraglich. Sofern man von der Gliederung in eine (iiberwiegend) N-terminale Nukleo-
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tidbindungsdomine und eine C-terminale katalytische Doméne (Read et al., 2001) sowie
Ubereinstimmungen im Bereich der Nukleotidbindungsdoméinen mit klassischer bzw. modifi-
zierter Rossmannfalte (Rossmann et al., 1974 und 1975; Britton et al., 1998a) absieht, konnte
keine dreidimensionale Strukturidhnlichkeit zwischen dem CENDH-Monomer (1bg6, Britton
et al., 1998a) und den Untereinheiten etwa der menschlichen Muskel- oder Herztyp-LDH
(1110 und 110Z, Read et al., 2001) nachgewiesen werden (VAST-Suchen und Cn3D-gestiitzte
Strukturalinierungen, Gibrat et al., 1996 bzw. Hogue, 1997; 2.7.5). Die Aminosiduresequenzen
der CENDH und der menschliche Muskel-LDH (Read et al., 2001) dhneln sich zwar in fast
50 % ihrer Reste (Reste wenigstens semi-konserviert, Terminologie gemif3 Bildunterschrift zu
Abb. 23, S. 95), stimmen jedoch nur zu 11 bis 12 % iiberein (je nach Alinierung, die von
mehreren groBleren Liicken geprigt und dementsprechend unzuverlissig ist; ohne Abbildung).

Da die Reste der katalytischen Histidin-Arginin-Aspartat-Triade in der Primérstruktur
von OpDHs bzw. L-LDHs und L-MDHs keine dquivalenten Positionen einnehmen und sich
die beiden Enzymfamilien in der relativen Orientierung der zugehorigen Aspartat- und Argi-
ninreste unterscheiden (RXXXXD-Motiv der OpDHs versus DXXR-Motiv der L-LDHs und
L-MDHs; 4.2.2; Birktoft und Banaszak, 1983; Britton et al., 1998a; JanBen, 2000; Read et al.,
2001; Miiller, 2007), ist zu vermuten, daB die katalytische OpDH-Triade und die katalytische
L-LDH- bzw. L-MDH-Triade konvergent entstanden sind (vgl. Todd et al., 2001 und Gold-
berg et al., 1994). Allerdings konnte die Position der katalytischen Reste auch infolge geneti-
scher Umlagerungen variieren (Todd et al., 2001). AuBBerdem ist an dquivalenter Position zum
katalytischen Arginin bzw. Histidin der OpDHs (Arginin-292 und Histidin-202 der CENDH,
Abb. 23, S. 95) bei vielen L-LDHs (einschlieBlich der oben erwihnten menschlichen Enzyme)
ebenfalls ein (nicht zu deren katalytischer Triade gehorender) Arginin- bzw. Histidinrest kon-
serviert (Alinierungen nicht dargestellt). Das konnte trotz der geringen Ahnlichkeit der drei-
dimensionalen Enzymstrukturen (vgl. 4.2.1, Rost, 1999 und Todd et al., 2001) auf eine ent-
fernte Verwandtschaft zwischen den durch die CENDH représentierten OpDHs und NADH-
abhingigen L-LDHs hinweisen. Moglicherweise wurde die Funktion der urspriinglichen kata-
lytischen Triade bei einem der beiden Enzymtypen von zufillig im Bereich des aktiven Zen-
trums verfiigbaren bzw. neu auftretenden Alternativresten iibernommen, die den modifizierten
katalytischen Anforderungen dieses Enzyms besser geniigten (vgl. Todd et al., 2001). Auch
bei dem von Monneuse und Rouzé (1987) beschriebenen, mutmallich funktionslosen DXXR-
Motiv mancher OpDHs (entsprechend D-238 bis R-241 der CENDH, 4.2.2 und Britton et al.,
1998a) konnte es sich, obwohl dieses in den OpDH-Sequenzen keine zum katalytischen

DXXR-Motiv der L-LDHs #dquivalente Position einnimmt, um ein evolutives Relikt handeln.
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Eine zuverldssige Antwort auf die Frage nach einer moglichen Verwandtschaft zwischen
NADH-abhiingigen L-LDHs und CENDH-#hnlichen OpDHs 14t sich aus diesen Uberlegun-
gen nicht ableiten. Weil verwandte Proteine so stark divergieren konnen, daf sie keine signifi-
kante Ahnlichkeit mehr aufweisen, 148t sich eine gemeinsame evolutive Abstammung von
Proteinen generell nie vollig ausschlieBen (Doolittle, 1981), unter Umstinden aber auch nicht
fundiert belegen. Manche entfernten Verwandtschaftsbeziehungen der Mollusken-Anneliden-
OpDHs werden sich trotz der stetigen Erweiterung offentlicher Sequenz- und Strukturdaten-
banken auch durch weiterfithrende Analysen, die den Rahmen der vorliegenden Arbeit ge-

sprengt hitten, vielleicht nie aufdecken lassen.

4.3.3 Hypothesen zur Entwicklung alternativer Pyruvatoxidoreduktasen

Wie unter 4.3.2 diskutiert bilden die Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Anneliden-
Typs mit der CENDH aus Arthrobacter spec., den Ti-Plasmid-codierten Octopin- bzw. Nopa-
linsynthasen aus A. fumefaciens und anderen mutmaSlichen (D,L)-OpDHs (siehe S. 191) eine
moglicherweise auf tierische Organismen, Eubakterien und Fungi beschrinkte Enzymfamilie.
Pflanzliche oder archaebakterielle Homologe, die mit den Invertebraten-OpDHs mehr als eine
dhnliche Nukleotidbindungsdomine teilen, konnten nicht identifiziert werden (3.10). Aller-
dings 148t sich nicht ausschliefen, da3 das Ergebnis der Homologiestudien durch die wenig
repriasentative Zusammensetzung offentlicher Sequenzdatenbanken verzerrt wurde. Schlief3-
lich werden diese klar durch bakterielle Proteine, darunter aus wirtschaftlichen und pharma-
zeutischen Griinden vor allem solche aus Pflanzen-, Tier- oder Humanpathogenen dominiert
(S.200; Todd et al., 2001; Ochman und Moran, 2001). Insbesondere Agrobakterien-OpDHs
diirften angesichts des wissenschaftlichen und biotechnologischen Interesses am Opinkonzept
und den agrobakteriellen Ti-Vektoren (Schell et al., 1979; Zambryski et al., 1989; Zupan et
al., 2000; Escobar und Dandekar, 2003) in 6ffentlichen Sequenzdatenbanken iiberrepréisentiert
sein.

Davon unabhingig folgt aus der Stellung nachweislich katalytisch aktiver OpDHs (der
tierischen OpDHs, der Octopin-, Vitopin- und Nopalinsynthasen aus A. tumefaciens bzw.
A. vitis und der CENDH aus Arthrobacter spec., vgl. S. 192) innerhalb des Neighbor-Netzes
aus Abb. 25 (S. 101), daB der gemeinsame Vorldufer aller in das Netz einbezogenen OpDH-
Homologen wahrscheinlich bereits OpDH-Aktivitdt besall. Er konnte geméall des unter 4.3.2
diskutierten Vergleichs dreidimensionaler Proteinstrukturen aus einer NADH-abhingigen
G3PDH oder einer Mannitol-2-Dehydrogenase hervorgegangen sein. Es stellt sich die Frage,

bei welchen Organismen und aufgrund welcher Selektionsdriicke sich eine solche Entwick-
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lung vollzogen haben konnte und welche physiologische Funktion die ersten CENDH-#@hnli-
chen OpDHs erfiillten.

Angesichts der nach bisherigen Erkenntnissen geringen Verbreitung von N-(Carboxy-
alkyl)-Aminosdure-Oxidoreduktasen bei Pilzen (Ergebnisse der aktuellen Homologensuche;
kleine Zahl von Pilzen, bei denen die Fihigkeit nachgewiesen wurde, entsprechende Opine als
Wachstumssubstrate zu nutzen, Beauchamp et al., 1990) erscheint ein tierischer oder eubakte-
rieller Ursprung der betrachteten OpDH-Familie wahrscheinlich. Sofern OpDHs sich wie von
Dessaux und Mitarbeitern (1993) postuliert zuerst bei marinen Mollusken entwickelten, konn-
ten die ersten OpDHs wie jene rezenter Invertebraten der Aufrechterhaltung der cytosolischen
Redoxbalance unter funktions- oder biotopbedingter Hypoxie gedient haben. Das Auftreten
zum Beispiel von Octopin in der Umgebung mariner Mollusken kénnte nachfolgend den Se-
lektionsdruck geliefert haben, unter dem mit Weichtieren assoziierte Bakterien durch lateralen
Gentransfer die Fihigkeit erwarben, Opine als Wachstumssubstrate zu nutzen (Dion et al.,
1986; Dessaux et al., 1993).

Fiir die Theorie eines eukaryotischen Ursprungs speziell der Opinsynthasen aus A. tume-
faciens scheint zu sprechen, dall deren codierende Gene eukaryotische Promotorsequenzen
sowie typische eukaryotische Ribosomenbindungsstellen und Polyadenylierungssignale auf-
weisen (Barker et al., 1983; Monneuse und Rouzé, 1987; Otten et al., 1992; Thompson und
Donkersloot, 1992; Zhu et al., 2000). Die eukaryotenidhnlichen Expressionssignale konnten
allerdings auch durch einen Selektionsprozel} entstanden sein, der die zunehmend effizientere
Expression von Genen prokaryotischer Herkunft in pflanzlichem Gewebe ermdglichte (Otten
et al., 1992). Das wire besser damit zu vereinbaren, daf}3 die fir CENDH-dhnliche OpDHs
codierenden Gene soweit bisher bekannt keine Introns aufweisen (personliche Mitteilungen
Frank Janfen; Thompson und Donkersloot, 1992; Zhu et al., 2000). Auch die Kantenldngen
innerhalb des phylogenetischen Netzes aus Abb. 25 (S. 101) sprechen gegen eine eukaryoti-
sche Entstehung der OpDHs. SchlieBlich differieren ihnen zufolge schon die verschiedenen
A. tumefaciens-OpDHs untereinander stidrker als alle in das Neighbor-Netz einbezogenen
Mollusken-, Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs. Obwohl stirkere Sequenzdivergenz nicht
immer in einer ldngeren Divergenzzeit begriindet sein muf}, sondern auch auf eine erhohte
Mutationsrate zuriickzufiihren sein kann (siehe S. 186; Lockhart et al., 1994 und 1996; Gri-
baldo und Philippe, 2002), und gerade Bakterien eine Uberlebensstrategie entwickelt haben,
die auf der schnellen Replikation ihrer Genome basiert (Orengo und Thornton, 2005), deutet

die im Vergleich zu den tierischen Enzymen weit stiarkere Radiation der bakteriellen OpDHs
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bzw. OpDH-Homologen darauf hin, dal diese phylogenetisch élter sind als die OpDHs hohe-
rer Invertebraten (vgl. Kollman und Doolittle, 2000).

Sofern man von einer prokaryotischen Herkunft der CENDH-dhnlichen OpDHs ausgeht,
l1aBt sich hinsichtlich ihrer urspriinglichen physiologischen Funktion nur spekulieren. Viel-
leicht handelte es sich bei den ersten OpDHs dhnlich wie nach Vermutungen von Asano et al.
(1989) bei der rezenten CENDH aus Arthrobacter spec. (siehe S. 200) um Opin-degradieren-
de Enzyme, die Bakterien eines nédhrstoffarmen Lebensraums einen Selektionsvorteil boten,
indem sie es ihnen ermoglichten, N-(Carboxyalkyl)-Aminoséduren als Kohlenstoff- oder Stick-
stoffquelle zu nutzen (vgl. Dessaux et al., 1992). Diese Annahme ist gut mit der groen ernéh-
rungsphysiologischen Vielfalt der Boden- und Rhizobakterien zu vereinbaren, unter denen die
Féahigkeit zum Abbau von Iminodicarbonsiduren verbreitet ist (Rossignol und Dion, 1985;
Tremblay et al., 1987a; Nautiyal und Dion, 1990; Beauchamp et al., 1991). Da diese Bakte-
rien oft iiber katabolische Plasmide oder chromosomal codierte Gene verfiigen, die sie zur
Verwertung eines breiten Spektrums teils exotischer Wachstumssubstrate befdhigen (Dessaux
et al., 1993; Finan et al., 2001; Nelson et al., 2002; Streit et al., 2004; Ishikawa et al., 2004),
konnte sich das Potential, Opine zu verstoffwechseln, als eine Nahrungsspezialisierung unter
vielen darstellen (Rossignol und Dion, 1985). Bei den pathogenen Agrobacterium-Plasmi-
den konnte es sich demnach um besonders hoch spezialisierte katabolische Plasmide handeln
(Dessaux et al., 1993). Mit anderen Worten: Das Opinkonzept der Agrobakterien, die in ihren
Wirtspflanzen die Produktion ihrer eigenen Nahrung induzieren (Petit et al., 1978), konnte
einer Weiterentwicklung entsprechen, die es pathogenen Agrobakterien erlaubte, unabhiingig
vom schwankenden Opinangebot ihrer Umwelt zu werden (Dessaux et al., 1993). Aus OpDHs
urspriinglich opindegradierender Funktion wiaren demnach bei den Agrobakterien oder - so-
fern das von Murphy und Mitarbeitern (1987, 1988 und 1995) postulierte Rhizopinkonzept
(4.3.2) zutrifft - vielleicht auch bei anderen Rhizobiaceen spezialisierte Opinsynthasen ent-
standen, wihrend der Opinkatabolismus iiberwiegend durch Opinoxidasen des OoxB-OoxA-
Typs (Zanker et al., 1994) iibernommen wurde.

Das wirft allerdings die Frage nach der Verfiigbarkeit von N-(Carboxyalkyl)-Aminoséu-
ren im Lebensraum der Bakterien auf, bei denen sich die ersten Opin-degradierenden Enzyme
entwickelten. Eine nicht-enzymatische Bildung von N-(Carboxyalkyl)-Aminosiduren wurde
anders als die spontane Bildung von Mannityl-Opinen (Baek et al., 2005) bisher noch nicht
beschrieben. Das Auftreten entsprechender Opin-Reservoirs scheint vielmehr an die Aktivitit
von Opinsynthasen gebunden sein (Dessaux et al., 1993), die demnach vor OpDHs mit Opin-

oxidasefunktion oder zeitgleich mit ihnen entstanden sein miillten.

212



Diskussion

Weil davon auszugehen ist, da3 die ersten CENDH-dhnlichen OpDHs lange vor der Evo-
lution hoherer Pflanzen auftraten (siehe unten), ist auszuschlieBen, dal sich die ersten Opin-
synthasen als Teil des Opinsystems der Agrobakterien oder der Symbiose zwischen Rhizo-
bien und Leguminosen entwickelten. Die Enzyme konnten aber dhnlich wie eventuell heute
noch die Y4xO-Proteine aus Rhizobium spec. als Siderophorsynthasen fungiert haben (4.3.2).
Als Triebkraft fiir ihre Evolution kdme in diesem Fall eine allméhliche Zunahme der
Sauerstoffkonzentration in Atmosphédre und Hydrosphiare in Frage (Holland und Beukes,
1990; Karhu und Holland, 1996; Canfield, 1996; Martin et al., 2003), die mit der Bildung von
schwer 16slichem Eisen(IIl) einhergegangen sein und somit zu einer wachsenden Eisen-
limitierung gefiihrt haben konnte (vgl. Ratledge und Dover, 2000). Von Rhizobiaceen oder
anderen Bakterien als Siderophore produzierte N-(Carboxyalkyl)-Aminosduren konnten durch
ihre langsame Akkumulation in den Habitaten dieser Mikroorganismen sekundér die Evolu-
tion von Opinoxidasen erndhrungsphysiologischer Bedeutung nach sich gezogen haben. Das-
selbe gilt fiir den Fall, daf} die ersten CENDH-@hnlichen OpDHs im Dienst der zellulidren Re-
doxregulation vielleicht fakultativ anaerober Bakterien standen. Fiir diese Hypothese spricht,
dafB} eine redoxregulatorische Funktion nicht nur fiir heutige Invertebraten-OpDHs, sondern
auch fiir NADH-abhidngige G3PDHs und Mannitol-2-Dehydrogenasen als ihre mdoglichen
Verwandten nachgewiesen wurde (4.3.2). Eine dhnliche physiologische Aufgabe und damit
dhnliche regulatorische Erfordernisse konnten die Evolution primordialer OpDHs aus einem
eventuellen G3PDH- oder Mannitol-2-Dehydrogenase-Vorldufer (oder die umgekehrte Ent-
wicklungsrichtung) begiinstigt haben (siehe S. 204).

AufschluBreich im Hinblick auf die mogliche Funktion urspriinglicher OpDHs erscheint
auch ein Vergleich der Cofaktorspezifitit ihrer rezenten Vertreter. So setzen die in vivo iiber-
wiegend als Pyruvatreduktasen wirkenden OpDHs hoherer Invertebraten (Géade, 1980a; De
Zwaan und Dando, 1984; Gide und Grieshaber, 1986; Grieshaber und Kreutzer, 1986) und
die vermutlich als Opinoxidase fungierende CENDH aus Arthrobacter spec. (Asano et al.,
1989) als Enzyme des katabolen Energiestoffwechsels beinahe ausschlieflich NADH um
(Olomucki, 1981; Fields und Hochachka, 1981; Storey und Dando, 1982; Carvajal et al.,
1994; Kan-no et al., 1998; Asano et al., 1989; Miiller, 2007). Obwohl die NADH-Spezifitit
dieser Enzyme natiirlich auch konvergent entstanden sein konnte, deutet sie zusammen mit
der Position der tierischen OpDHs und der CENDH im Neighbor-Netz aus Abb. 25 (S. 101)
darauf hin, dal es sich bei den urspriinglichen OpDHs der Proteinfamilie ebenfalls um
NADH-spezifische, der Energieproduktion dienende Enzyme gehandelt haben konnte. Die

Fihigkeit, der Octopinsynthasen aus A. tumefaciens, neben NADPH als bevorzugtem und fiir
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Enzyme des anabolen Stoffwechsels erwartungsgemifBlen Cofaktor auch NADH umzusetzen
(Hack und Kemp, 1977; Otten et al., 1977; Goldmann, 1977; Hack und Kemp, 1980; Birnberg
et al., 1983), entspriche demzufolge einem evolutiven Relikt. Moglicherweise hat sich der
Ubergang von einer ausschlieBlichen NADH- zu einer reinen NADPH-Nutzung, der eine ent-
scheidende Verinderung der metabolischen Rolle markiert (Golding und Dean, 1998), bei
diesen Enzymen anders als bei den mehr oder weniger strikt NADPH-spezifischen Nopalin-
synthasen der Agrobakterien (Goldmann, 1977; Kemp et al., 1979) noch nicht vollstindig

vollzogen.

Unabhingig von der metabolischen Funktion urspriinglicher CENDH-#@hnlicher OpDHs
und unabhiingig davon, bei welchen Eubakterien sie entstanden sind, stellt sich die Frage, wie
Homologe dieser Enzyme ins Genom tierischer Organismen gelangen konnten (vgl. Hochach-
ka, 1988). Dal} alle bisher sequenzierten Mollusken-, Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs
untereinander ndher verwandt sind als mit ihren bakteriellen Homologen (Abb. 25, S. 101),
belegt, daB3 es offenbar nur einmal und nicht mehrfach unabhingig zu einem solchen Transfer
kam. Die naheliegende Hypothese, OpDH-codierende Gene konnten mit dem o-proteobakte-
riellen Endosymbionten, der den Vorldufer des Mitochondriums bildete, in Proto-Eukaryon-
ten gelangt und spiter vom Mitochondrium in den eukaryotischen Zellkern eingewandert sein
(Martin und Miiller, 1998; Doolittle, 1998; Gupta, 2000; Martin et al., 2001; Embley und
Martin, 2006), 148t sich gut damit vereinbaren, dal} sich unter den nichsten Verwandten der
Mollusken-, Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs viele o-proteobakterielle Sequenzen befin-
den (3.10). Allerdings deutet das phylogenetische Netz aus Abb. 25 (S. 101) speziell vor dem
Hintergrund verschiedener Parallelen zwischen dem Opinsystem der Agrobakterien und den
Symbiosen der Rhizobien und Leguminosen (4.3.2 und Freiberg et al., 1997) darauf hin, daf
der letzte gemeinsame Vorldufer der Octopinsynthasen rezenter Agrobakterien, der Y4xO-
Proteine aus Rhizobium spec. und der OpDHs hoherer Invertebraten ein symbiotisch regulier-
tes Enzym aus dem Funktionskontext einer symbiotischen oder parasitischen Beziehung zwi-
schen einem Bakterium und seinem pflanzlichen oder sonstigen eukaryotischen Wirt gewesen
sein konnte. Das wiirde bedeuten, dal der OpDH-Transfer von pro- zu eukaryotischen Orga-
nismen sich erst lange nach der endosymbiotischen Entstehung der ersten Eukaryonten voll-
zog. Es miiBite also eine CENDH-ihnliche OpDH durch horizontalen Gentransfer aus einem
proteobakteriellen Donor (Abb. 25, S. 101) in einen gemeinsamen eukaryotischen Vorldufer
der heutigen Mollusken, Anneliden und Sipunculiden gelangt sein (vgl. Livingstone, 1991;

Graur und Li, 2000; Brown, 2003; Lacroix et al., 20006).
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Angesichts fossiler Belege fiir die Existenz fast samtlicher heutiger Invertebraten-Stim-
me bereits wihrend des Kambriums vor mehr als 500 Millionen Jahren (Runnegar, 1991;
Knoll und Carroll, 1999; Wang et al., 1999; Jermiin et al., 2005), miilite eine solche bak-
terielle Transfektion zu einer Zeit erfolgt sein, als sich das eukaryotische Leben auf der Erde
noch auf marine Habitate beschrinkte und Algen die einzigen Pflanzen bildeten (Benton,
1995). Das schlieBt aus, da} ein Sym- oder Ti-Plasmid-codiertes Enzym {iibertragen wurde,
das wie das heutige Protein Y4xOa aus Rhizobium spec. (Freiberg et al., 1997) oder die Opin-
synthasen moderner Agrobakterien (vgl. 4.3.2) zu einer symbiotischen oder parasitischen
Beziehung zwischen Bakterien und Leguminosen bzw. anderen dikotylen Pflanzen beitrug.
Damit eriibrigen sich auch Uberlegungen, die Mobilitit der Transfer-DNAs bakterieller Ti-
Plasmide und die eukaryotendhnlichen regulatorischen Elemente der durch sie codierten
Opinsynthasen (siehe S.211) konnten den Gentransfer von einem pro- in einen eu-
karyotischen Organismus erleichtert haben (Monneuse und Rouzé, 1987).

Es konnte jedoch die OpDH eines in symbiotischer oder parasitischer Gemeinschaft zu
einer marinen Alge lebenden Bakteriums transferiert worden sein. Schlielich wurden in Ana-
logie zu den durch Agrobakterien verursachten Wurzelhalstumoren dikotyler Pflanzen auch
bei marinen Rot- und Braunalgen zum Beispiel der Gattungen Chondrus, Gigartina oder Fu-
cus bakterieninduzierte Gallen beschrieben (Tsekos, 1982; Apt, 1988; Apt und Gibor, 1989;
Ashen und Goff, 1998). Die Bildung dieser gewebsspezifischen Proliferationen des Medulla-
gewebes (Apt, 1988; Apt und Gibor, 1989) ist offenbar an die Uberproduktion von Phytohor-
monen wie Indol-3-Essigsdure gekoppelt (Ashen et al., 1999). Bei den induzierenden Bakte-
rien, welche die Intrazelluldrriume der Gallen besiedeln (Apt, 1988; Apt und Gibor, 1989),
handelt es sich nach bisherigem Kenntnisstand durchweg um o-Proteobakterien der marinen
Roseobacter-Gruppe (Ashen und Goff, 1996 und 2000). Obwohl das Wissen iiber deren sym-
biotische oder parasitische Beziehungen zu marinen Makroalgen insgesamt noch sehr liicken-
haft ist und kaum Informationen iiber die biochemischen Wechselwirkungen zwischen den
beteiligten Arten sowie die metabolischen Vor- oder Nachteile fiir die beiden Interaktions-
partner vorliegen (Apt, 1988; Ashen und Goff, 1998 und 2000), erinnern diese nach Ashen
und Goff (2000) durch hohe Symbiont-Wirtsspezifitit gekennzeichneten Lebensgemeinschaf-
ten entfernt an die Parasitosen der Agrobakterien. Es ist vorstellbar, daf} eine dhnliche Zweck-
gemeinschaft zwischen primordialen o-Proteobakterien und marinen Algen den primitiven
Vorldufer sowohl des heutigen Agrobacterium-Systems wie auch der Symbiosen zwischen

rezenten Rhizobien und Leguminosen bildete.
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Ungewil} scheint, welche Funktion OpDHs innerhalb einer primordialen Bakterien-Al-
gen-Symbiose bzw. Parasitose erfiillt haben konnten. Die Existenz eines hochentwickelten
Opinsystems wie bei rezenten Agrobakterien 148t sich mit ziemlicher Sicherheit ausschlie3en.
Ein Hinweis auf die mogliche Aufgabe von OpDHs urtiimlicher Algen-Symbionten konnte
sich aber daraus ergeben, dal die Roseobacter-Gruppe, zu der die mit rezenten Makroalgen
assoziierten Bakterien gehoren (siehe oben), diverse aerobe anoxygene photoheterotrophe
Vertreter umfalit, deren Photosystem an das der anaeroben photosynthetischen Purpurbakte-
rien erinnert (Yurkov und Beatty, 1998; Allgaier et al., 2003; Buchan et al., 2005). Beide
bakteriellen Photosynthesesysteme waren in primordialer Zeit vermutlich sehr viel weiter ver-
breitet als heute. So sind nach Woese (1987) moglicherweise simtliche rezenten Proteobakte-
rien aus einen photosynthetischen Vorldauferbakterium hervorgegangen. Die aeroben anoxyge-
nen Photoheterotrophen reprisentieren unter Umstinden einen Ubergangszustand der Evolu-
tion von anaeroben photosynthetischen Purpurbakterien zu nicht-photosynthetischen Aeroben
(Woese et al., 1984; Shimada, 1995; Yurkov und Beatty, 1998). Das legt die Vermutung nahe,
daf} es sich bei urspriinglichen bakteriellen Algen-Symbionten durchweg um anaerobe pho-
tosynthetische Purpurbakterien oder aerobe anoxygene Photoheterotrophe mit einem durch
eine zyklische Elektronentransportkette charakterisierten Photosystem gehandelt haben konn-
te (Crofts und Wraight, 1983; Fleischman und Kramer, 1998). Um einen fortwihrenden Elek-
tronenfluf} durch ein solches System gewéhrleisten zu konnen, bedarf es nach Fleischman und
Kramer (1998) peripherer Hilfsreaktionen, die es erlauben, gezielt Elektronen in die Elektro-
nentransportkette einzuschleusen bzw. aus dem System abzuziehen (vgl. auch Ferguson et al.,
1987). Das konnte die gesuchte Verbindung zu den hypothetischen OpDHs primordialer Al-
gen-Symbionten liefern. Moglicherweise erfiillten OpDHs bei diesen Symbionten wie viel-
leicht auch bei manchen rezenten photosynthetischen Bakterien eine redoxregulatorische
Funktion im Kontext des photosynthetischen Elektronenflusses.

Die Annahme, eine symbiotische oder parasitische Beziehung zwischen einem urtiimli-
chen Photosynthese betreibenden Proteobakterium und marinen Makroalgen konnte den Vor-
laufer heutiger rhizobieller Symbiosen und des modernen Agrobacterium-Systems gebildet
haben, 148t sich dadurch untermauern, daf} bei manchen Leguminosen oberirdische Noduli mit
photosynthetischen Rhizobien auftreten, deren Photosynthesesystem an das der aeroben an-
oxygenen photoheterotrophen Bakterien erinnert (Fleischman und Kramer, 1998). Diese No-
duli bilden vermutlich autonome Strukturen, innerhalb derer Nodulchloroplasten und photo-
synthetische Bakteroide gemeinsam den fiir die bakterielle Stickstoff-Fixierung erforderlichen

Kohlenstoff assimilieren (Fleischman und Kramer, 1998). Da die meisten photosynthetischen
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Purpurbakterien wie Rhizobien Stickstoff zu fixieren vermogen (Fleischman und Kramer,
1998), diirfte es sich auch bei den primordialen Symbionten mariner Makroalgen um Stick-
stoff-Fixierer gehandelt haben. Sofern die Symbionten wie oben spekuliert iiber OpDHs ver-
fiigten, die eine redoxregulatorische Funktion im Kontext des photosynthetischen Elektronen-
transports erfiillten, ergibt sich damit auch eine mogliche Erklidrung fiir die von Beauchamp
(1991) aufgezeigte Korrelation zwischen den bakteriellen Fahigkeiten, Stickstoff zu assimilie-
ren und Opine als Wachstumssubstrate zu nutzen.

Vorstehende Hypothesen lassen sich aulerdem gut damit vereinbaren, dall das vor kur-
zem publizierte Genom des mit marinen Algen assoziierten (Shiba, 1991) aeroben anoxy-
genen photoheterotrophen Bakteriums Roseobacter denitrificans (Swingley et al., 2007) so-
wohl ein CENDH-#hnliches Gen (YP_680692) als auch Homologe der Halichondria-TaDH
(YP_681740, YP_683099, YP_680733) und der Opinoxidase-Untereinheiten OoxA bzw.
OoxB aus A. tumefaciens (zum Beispiel YP_682013 und YP_680993) umfalit. Auch Silici-
bacter pomeroyi, dessen CENDH-dhnliches Gen (AAV94753) in das phylogenetische Netz
aus Abb. 25 (S. 101) einbezogen wurde, gehort nach Moran et al. (2004) zur marinen Roseo-
bacter-Gruppe und tritt wie bereits diskutiert oft zusammen mit Algen auf (siehe 4.3.2 und
Riemann et al., 2000). Besonders bemerkenswert erscheint jedoch, daf} aus marinen Rotalgen
einiger Gattungen, bei denen bakterieninduzierte Gallen beschrieben wurden (zum Beispiel
Chondrus; Tsekos, 1982; Apt, 1988; Apt und Gibor, 1989; Ashen und Goff, 1998), Tauropin
und TaDHs isoliert werden konnten (Kuriyama, 1961; Sato und Sato, 1987a; Sato et al.,
1993b). Welche Aufgabe diese Enzyme im Stoffwechsel der Algen erfiillen, ist bis heute un-
klar. Sato und Mitarbeiter (1993b) vermuteten jedoch, da der Tauropingehalt der Rotalge
Rhodoglossum japonicum bei entsprechenden Messungen im Tagesverlauf variierte und tags-
iiber deutlich hohere Werte als nachts erreichte, da3 TaDHs bei Rhodophyceen in einen
Nebenweg des photosynthetischen Elektronenflusses involviert sein konnten.

Das fiigt sich gut ins Bild obiger Uberlegungen. Moglicherweise erwarben Rotalgen ihre
OpDHs durch lateralen Gentransfer aus einem zu den anaeroben photosynthetischen Purpur-
bakterien oder den aeroben anoxygenen photoheterotrophen Bakterien gehdrenden Symbion-
ten und nutzen die Enzyme in einem dhnlichen physiologischen Kontext wie oben (S. 216) fiir
die OpDHs entsprechender photosynthetischer Bakterien postuliert. Alternativ konnte es sich
bei den von der Gruppe um Sato (Sato und Sato, 1987a; Sato et al., 1993b) detektierten
TaDHs, statt wie von den Autoren angenommen um Rotalgen-Enzyme, um OpDHs bakteriel-
ler Algen-Symbionten bzw. Parasiten gehandelt haben. In diesem Fall konnten die von Sato

und Sato (1987a) beschriebenen saisonalen Schwankungen des Tauropingehalts von Rhodo-
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phyceen auf jahreszeitliche Schwankungen der bakteriellen Populationsdichte zuriickzufiihren
sein (vgl. Buchan et al., 2005).

Bakterien der Roseobacter-Gruppe treten interessanterweise nicht nur freilebend oder in
Assoziation mit Algen, sondern auch als Epiphyten, Symbionten oder Parasiten anderer mari-
ner Eukaryonten auf (Ashen und Goff, 2000; Buchan et al., 2005). Sie tragen beispielsweise
entscheidend zur Funktion der akzessorischen Nidamentaldriisen von Kalmaren bei (Pichon et
al., 2005), wurden in symbiotischer Gemeinschaft mit Schwammen oder Austern nachgewie-
sen (Althoff et al., 1998; Boettcher et al., 2000) und sind moglicherweise fiir die Toxizitdt von
Dinoflagellaten verantwortlich (Prokic et al., 1998). Cantacuzene (1930) diskutierte zudem
marine Mollusken als moglichen Vektor fiir die bakterielle Infektion von Makroalgen. All das
legt die Vermutung nahe, daf} es sich bei dem bakteriellen Donor eines CENDH-dhnlichen
Gens, das in ein urspriingliches Metazoon transferiert wurde, um ein primordiales, photosyn-
thetisches (o-)Proteobakterium handelte, das in seinen Eigenschaften rezenten aeroben anoxy-
genen Photoheterotrophen aus der marinen Roseobacter-Gruppe dhnelte. Das gilt moglicher-
weise auch fiir den hypothetischen Donor eines Gens aus der Proteinfamilie der Halichon-
dria-TaDH, Ornithin-Cyclodesaminasen und p-Kristalline (Kim et al., 1992; Schroder et al.,
2004; Kan-no et al., 2005b), das gemeinsam mit der CENDH-#@hnlichen OpDH oder durch un-

abhédngigen Gentransfer in eukaryotische Organismen gelangt sein konnte.

Da bei Poriferen bisher noch keine OpDHs vom Mollusken-Anneliden-Typ nachgewie-
sen wurden, sie also moglicherweise ausschlieBlich iiber Halichondria-Typ-OpDHs (Kan-no
et al., 2005b) verfiigen, konnte der Empfianger des transferierten CENDH-dhnlichen Bak-
teriengens ein urspriingliches Eumetazoon gewesen sein. Ob es sich dabei um einen gemein-
samen Vorldufer samtlicher Eumetazoen einschlieBlich der Cnidarien und Ctenophoren als
deren urspriinglichsten Vertretern (Knoll und Carroll, 1999; Giribet, 2002; Rokas et al., 2005)
handelte oder die Geniibertragung sich erst nach der Trennung diplo- und triploblastischer
Tiere (Giribet, 2002) vollzog, 146t sich zum gegenwirtigen Zeitpunkt allerdings nicht voraus-
sagen. SchlieBlich wurden bisher noch keine Nesseltier-OpDHs (vgl. Ellington, 1979 und
1980; Walsh, 1981; Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a) sequenziert, wes-
halb unklar ist, ob diese dem Mollusken-Anneliden-, dem Halichondria- oder vielleicht einem
anderen, noch unbekannten OpDH-Typ zuzurechnen sind (siehe S. 188). Die weite Verbrei-
tung von OpDHs bei Lophotrochozoen wie Mollusken, Anneliden, Sipunculiden, Nemertinen,
Phoroniden, Brachiopoden und Bryozoen (Livingstone et al., 1983 und 1990; Hammen und
Bullock, 1991; Sato et al., 1993a; Hammen und Fielding, 1993) gegeniiber ihrem nach bishe-

rigem Kenntnisstand nur vereinzelten Auftreten bei anderen Protostomiern (einigen Crusta-
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ceen; Livingstone et al., 1990; Sato et al., 1993a) und deuterostomen Organismen (Echinoder-
maten; Livingstone et al., 1990; Sato et al., 1993a; Kan-no et al., 1998), konnte sogar darauf
hindeuten, daf3 Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs eine Lophotrochozoen-
spezifische Errungenschaft darstellen (zur Lophotrochozoa-Hypothese vgl. Halanych et al.,
1995; Giribet, 2002; Philippe et al., 2005). Dagegen spricht allerdings die mutmaBliche Zuge-
horigkeit der von Kan-no et al. (1998) untersuchten TaDH aus dem Seestern Asterina pectini-
fera zu dieser OpDH-Familie (vgl. S. 188). Sie 148t vermuten, daf} der Transfer des CENDH-
dhnlichen bakteriellen Enzyms schon vor der Aufspaltung von Proto- und Deuterostomiern
erfolgte (Knoll und Carroll, 1999; Giribet, 2002; Philippe et al., 2005; Rokas et al., 2005). Re-
zente Bilaterier wie der Mensch oder andere Vertebraten, die keine OpDHs besitzen (Living-
stone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a und Datenbanksuchen der aktuellen Arbeit),
haben ihre alternativen Pyruvatoxidoreduktasen somit offenbar im Verlauf ihrer Stammesge-

schichte sekundar verloren.

An diese Uberlegungen schlieBt unmittelbar die Frage nach der Aminosiurespezifitit der
CENDH-ihnlichen OpDH an, deren codierendes Gen die Doménengrenze zwischen pro- und
eukaryotischen Organismen passierte. Das entspricht der Frage nach der mutmaBlichen Ami-
nosdurepriferenz der ersten Invertebraten-OpDHs vom Mollusken-Anneliden-Typ. Autoren
wie Livingstone et al. (1983 und 1990) oder Sato und Mitarbeiter (1993a) leiteten ihre Hypo-
thesen zur Aminosdurespezifitit urspriinglicher tierischer OpDHs aus dem Spektrum der bei
rezenten Invertebraten-Stimmen nachgewiesenen Pyruvatoxidoreduktase-Aktivititen ab. Sie
werteten die in den Geweben von Poriferen, aber auch bei den als urtiimlich geltenden Bra-
chiopoden oder Archaegastropoden dominierenden StrDH- bzw. TaDH-Aktivitdten (Living-
stone et al., 1983 und 1990; Hammen und Bullock, 1991; Sato et al., 1993a) als Hinweis da-
rauf, daf} die OpDHs urspriinglicher Metazoen eine dieser Substratpriferenzen besessen haben
konnten. Dal} die TaDH des Schwamms H. japonica gemifl Kan-no et al. (2005b) nicht mit
den OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs verwandt ist (sieche 4.3.1), Invertebraten-OpDHs
also mindestens zweimal unabhéingig entstanden sind, schrinkt den Wert dieser Uberlegungen
allerdings ein. Das fast ausschlieBliche Auftreten von TaDHs und StrDHs bei Poriferen 146t
nur dann Riickschliisse auf die urspriingliche Aminosdurespezifitit von OpDHs des Mollus-
ken-Anneliden-Typs zu, wenn man annimmt, dafl die beiden Familien tierischer OpDHs
(Halichondria-Typ und Mollusken-Anneliden-Typ) sich anfangs unter dhnlichen Selektions-
driicken entwickelten bzw. unter dhnlichen Selektionsdriicken im Genom der jeweiligen Eu-

karyonten fixiert wurden. In diesem Fall konnte es sich bei den ersten OpDHs des Mollusken-
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Anneliden-Typs wie bei den alternativen Pyruvatoxidoreduktasen der Schwdmme um TaDHs
oder StrDHs gehandelt haben.

Das lieBe sich gut mit den hohen Taurin- bzw. Glycinkonzentrationen in den Geweben
vieler mariner Invertebraten (Lynch und Wood, 1966; Schoffeniels und Gilles, 1972; Zurburg
und De Zwaan, 1981; Reitze und Schéttler, 1989) vereinbaren. Vor allem Taurin als eine phy-
logenetisch alte Substanz (Choughuley und Lemmon, 1966; Huxtable, 1992) und eines der
wichtigsten Osmolyte mariner Invertebraten und Fische tritt vielfach in hoheren Gewebekon-
zentrationen als andere freie Aminosduren auf (Jacobsen und Smith, 1968; Huxtable, 1992).
Bei Bakterien und Pflanzen (Ausnahme Rotalgen), die aufgrund ihrer rigiden Zellwénde we-
niger auf eine osmoregulatorische Kontrolle des Zellvolumens angewiesen sind, kommt das
Derivat des Methionin- und Cysteinmetabolismus (Stapleton et al., 1998) dagegen offenbar
nur in geringen Mengen vor (Jacobsen und Smith, 1968; Huxtable, 1992). Trotz der mutmali-
lich bakteriellen Herkunft von Rotalgen-TaDHs (siehe obige Diskussion) erscheint daher die
Existenz prokaryotischer TaDHs fraglich. TaDHs wurden bei Bakterien bisher ebensowenig
nachgewiesen wie StrDHs, was allerdings auch darauf zuriickzufiihren sein konnte, daf3 nicht
nach ihnen gesucht und potentielle Kandidaten wie die CENDH-Homologen aus Roseobacter
denitrificans (YP_680692, Swingley et al., 2007) oder Silicibacter pomeroyi (AAV94753,
Moran et al., 2004) nicht proteinbiochemisch charakterisiert wurden.

Besser mit der postulierten bakteriellen Herkunft der Invertebraten-OpDHs in Einklang
zu bringen ist die Alternativhypothese, derzufolge es sich bei den urspriinglichen Invertebra-
ten-OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs um ODHs handelte (vgl. Miiller, 2007). SchlieB3-
lich sind solche bei Eubakterien recht weit verbreitet, was auller durch das Auftreten von
Octopinsynthasen bei Agrobakterien (Goldmann, 1977; Hack und Kemp, 1977 und 1980;
Birnberg et al., 1983) insbesondere durch die Vielzahl der Bakterien unterstrichen wird, die
Octopin als Wachstumssubstrat zu nutzen vermogen (Rossignol und Dion, 1985; Tremblay et
al., 1987b; Bergeron et al., 1990; Beauchamp et al., 1991).

Sofern man iibereinstimmend mit Kan-no et al. (2005b) davon ausgeht, da3 OpDHs aus
der Verwandtschaft der Ornithin-Cyclodesaminasen und p-Kristalline nur bei Poriferen auf-
treten und samtliche Eumetazoen-OpDHs zum Mollusken-Anneliden-Typ gehoren, 146t sich
die Annahme einer speziellen Aminosdurepriferenz der ersten CENDH-homologen Inverte-
braten-OpDHs allerdings nur schwer damit vereinbaren, dal bei Cnidarien als den vielleicht
urspriinglichsten rezenten Eumetazoen (Knoll und Carroll, 1999) das gesamte Spektrum alter-
nativer Pyruvatoxidoreduktase-Aktivititen (ODH-, AloDH-, StrDH-, TaDH- und [3-AloDH-
Aktivitit) detektiert wurde (Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a). Letzteres
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deutet darauf hin, daB bei friilhen Eumetazoen bereits alle bekannten OpDH-Aktivititen auf-
traten. Aufgrund der phylogenetischen Analysen der vorliegenden Arbeit (3.10) ist jedoch
auszuschlieBen, dal} in der Friihzeit der Eumetazoen-Evolution bereits das komplette Spek-
trum spezialisierter Mollusken-Anneliden-Typ-OpDHs existierte, die nachfolgend bei
bestimmten Stimmen ganz oder teilweise verloren gingen (vgl. Livingstone et al., 1983 sowie
Hammen und Bullock, 1991). Sonst miiiten die in das Neighbor-Netz aus Abb. 24 (S. 98)
einbezogenen OpDHs gleicher Aminosdurespezifitit untereinander ndher verwandt sein als
solche differierender Substratpriferenz, was wie unter 4.3.1 diskutiert nicht zutrifft. Ur-
spriingliche Invertebraten-OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs zeichneten sich somit
hochstwahrscheinlich durch breite Aminosédurespezifitit aus.

Die auch von Hammen und Fielding (1993) sowie Janfen (2000) vertretene Hypothese,
daf} primordiale Invertebraten-OpDHs (mit vermutlich méBiger katalytischer Effizienz) viele
verschiedene Aminosduren umzusetzen vermochten und die Evolution der alternativen Pyru-
vatoxidoreduktasen auf ein zunehmend engeres Substratspektrum der einzelnen Enzyme aus-
gerichtet ist (vgl. auch Storey und Dando, 1982), steht in Einklang mit der Annahme von
Jensen (1976), daB} urspriingliche Enzyme generell eine breite Substratspezifitit besalen. Sie
146t sich gut mit der groBen Aminoséduretoleranz der von Ellington (1980) gereinigten Seeane-
monen-ODH vereinbaren (vgl. S. 153), die angesichts geringer Gewebekonzentrationen vieler
ihrer Substrataminosduren (Ellington, 1980) eher ein evolutives Relikt denn das Resultat einer
selektiv begiinstigten Erweiterung des Substratspektrums darzustellen scheint. Dasselbe gilt
fiir die breite Aminosdureakzeptanz der im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten
StrDH aus O. edulis. Da ihr wie unter 4.1.1 diskutiert moglicherweise nur geringe physiologi-
sche Bedeutung zukommt und sie dementsprechend keinem groflen, auf Spezifititsdnderun-
gen zielenden Selektionsdruck unterliegen diirfte, erscheint die Vermutung, daf} dieses Enzym
relativ urspriingliche OpDH-Merkmale aufweist, plausibler als die Alternativhypothese, nach
der es sich bei ihr um ein besonders abgeleitetes Enzym handelt. SchlieBlich postulierten
schon Storey und Dando (1982), da3 der evolutive Trend zu einer engeren Substratspezifitit
von OpDHs (speziell ODHs) von einer wachsenden physiologischen Bedeutung der alternati-
ven Pyruvatoxidoreduktasen sowie im Fall der ODHs von einer Zunahme der intrazelluldren
Argininphosphat-Konzentrationen (siehe unten) begleitet worden sein konnte. Auch die gro3e
Aminosduretoleranz der durch A. tumefaciens codierten Octopinsynthasen (S.9; Hack und
Kemp, 1980; Otten et al, 1977; Birnberg et al., 1983; Tempé, 1983; Otten und Szegedi, 1985;
Chilton et al., 2001) und das breite Substratspektrum der CENDH aus Arthrobacter spec.

(Kato et al., 1996 und S. 10) passen gut in das Szenario urspriinglich mehr oder weniger uni-
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verseller Metazoen-OpDHs des Mollusken-Anneliden-Typs, aus denen sich nachfolgend in
mehreren unabhingigen Entwicklungslinien spezialisierte, an die Zusammensetzung des Ami-
nosdurepools in den jeweiligen Tiergeweben angepalite (Gide, 1988) Enzyme entwickelten

(Neighbor-Netz aus Abb. 24, S. 98 und 4.3.1).

Dartiiber hinaus beleibt die Frage nach den Selektionsvorteilen, die der Erwerb alternati-
ver Pyruvatoxidoreduktasen fiir urspriingliche metazoische Organismen mit sich gebracht
haben konnte. Es fragt sich, weshalb OpDH-Gene eubakterieller Herkunft in deren Genom
fixiert und speziell bei vielen Lophotrochozoen bis heute konserviert wurden, wihrend die
anaerobe Glykolyse etwa rezenter Vertebraten ausschlieBlich durch LDHs terminiert wird.
Das erscheint vor allem deshalb interessant, weil davon auszugehen ist, da3 die primordialen
Metazoen, in die ein CENDH-dhnliches oder anderes OpDH-codierendes Gen transferiert
wurde, bereits iiber NADH-abhingige LDHs verfiigten. Jedenfalls werden LDHs aufgrund
ithrer weiten Verbreitung nicht nur im Tierreich, sondern auch bei Pilzen und Pflanzen (Long,
1976; Livingstone et al., 1983 und 1990; Hammen und Bullock, 1991; Hammen und Fielding,
1993; Sato et al., 1993a; Madern, 2002; Gleason et al., 1966; LéJohn, 1971; Soler et al., 1982;
Genga et al., 1983; Gruber et al., 1974; O’Carra und Mulcahy, 1996) in der Regel fiir die im
Vergleich zu OpDHs urspriinglicheren terminalen Dehydrogenasen der eukaryotischen anae-
roben Glykolyse gehalten (Hochachka, 1988). Dafiir sprechen auch die minimalen LDH-Akti-
vitdten in den Geweben des Wattwurms, der Pazifischen Auster oder anderer rezenter Inverte-
braten mit katalytisch aktiven OpDHs (3.1; Livingstone et al., 1983 und 1990). Sie deuten
darauf hin, daf} es sich bei den LDHs der entsprechenden Arten um physiologisch unbedeu-
tende evolutive Relikte handelt, die funktionell durch OpDHs substituiert wurden.

Wie in der Einleitung erwidhnt kommen bei tierischen Organismen sowohl NADH-ab-
hingige L- als auch NADH-abhingige D-LDHs vor (EC 1.1.1.27 und EC 1.1.1.28), die aller-
dings nur selten in den Geweben rezenter Arten coexistieren (Long und Kaplan, 1968; Long,
1976; Hammen und Fielding, 1993; Mulcahy et al., 1997). Erstere bilden mit den NADH-
abhingigen L-LDHs aus Pflanzen, Pilzen und Eubakterien sowie pro- und eukaryotischen
NAD(P)H-abhingigen L-MDHs eine Superfamilie homologer Enzyme (S. 208 und Madern,
2002), sind jedoch offenbar nicht mit den NADH-abhédngigen D-LDHs verwandt (Taguchi
und Ohta, 1991; Madern, 2002 und Datenbanksuchen der vorliegenden Arbeit, Ergebnisse
nicht dargestellt). Letztere wurden bisher auller bei Eubakterien, Archden und Pilzen (Gleason
et al., 1966; LéJohn, 1971; Garvie, 1980; Hecht, 1990; Oren und Gurevich, 1995) bei Mollus-
ken, Polychaeten, Echiuren, Nemertinen, Merostomata, Arachniden sowie Crustaceen nachge-

wiesen (Long und Kaplan, 1968 und 1973; Long, 1976; Ellington und Long, 1978; Hammen
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und Fielding, 1993; Grieshaber et al., 1994; Mulcahy et al., 1997) und treten im Unterschied
zu den klassischerweise tetrameren L-LDHs (Everse und Kaplan, 1973; Madern, 2002, vgl.
aber auch Giéde, 1979) meist als funktionelle Dimere auf (S.7; Long und Kaplan, 1973;
Storey, 1977a; Ellington und Long, 1978; Géde, 1979; Giade und Grieshaber, 1986; Mulcahy
et al., 1997). Das wirft viele zusitzliche Fragen auf, die zu diskutieren jedoch den Rahmen der
vorliegenden Arbeit gesprengt hitte. Obwohl die Entstehung metazoischer OpDHs untrennbar
mit der Evolution von LDHs differierender Stereospezifitit (moglicherweise aber auch mit
der Entwicklung anderer terminaler Pyruvatoxidoreduktasen des Tierreichs wie etwa der
Ethanoldehydrogenasen von Miickenlarven oder Fischen (De Zwaan und van den Thillart,
1985; van Waarde, 1991; van Waarde et al., 1991; Grieshaber et al., 1994) verbunden sein
diirfte, konzentrieren sich die folgenden Ausfiihrungen auf eine Gegeniiberstellung moglicher
Vor- bzw. Nachteile von OpDHs und LDHs gleich welcher Stereospezifitit, ohne dabei auf
eine eventuelle Koexistenz von D- und L-LDHs in primordialen Eukaryonten oder die zeitli-
che Abfolge des Erwerbs verschiedener LDHs niher einzugehen.

Die Fixierung eines OpDH-Gens in einem urspriinglichen marinen Metazoon (vgl.
S.214, S.215und S. 218 folgende) wurde hochstwahrscheinlich durch einen groflen Pool
freier Aminosduren in dessen Geweben begiinstigt. SchlieBlich ist davon auszugehen, daf bei
primordialen marinen Metazoen dhnlich wie bei rezenten Meeresinvertebraten Glycin, Alanin,
Prolin, Taurin, B-Alanin oder andere zellkompatible freie Aminosduren (vgl. Brown, 1976;
Yancey et al., 1982; Yancey, 2005) als wichtige intrazellulire Osmolyte fungierten und in
entsprechend hohen Gewebekonzentrationen auftraten (Lynch und Wood, 1966; Schoffeniels
und Gilles, 1972; Zurburg und De Zwaan, 1981; Yancey et al., 1982; Gilles, 1987; Huxtable,
1992). Die Verfiigbarkeit betrachtlicher Aminosduremengen ist offenbar von zentraler Bedeu-
tung fiir die Funktionalitit von OpDHs, was sich insbesondere daraus ableiten 1d3t, daf3 diese
Enzyme unter rezenten Metazoen fast ausschlieBlich bei marinen Invertebraten verbreitet
sind, wihrend sie bei den meisten limnischen Spezies und allen bisher untersuchten Landtie-
ren mit ihren durch sehr viel geringere Osmolarititen gekennzeichneten Korperfliissigkeiten
fehlen (siehe Einleitung; Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a). Der sekundire
Verlust alternativer Pyruvatoxidoreduktasen, zu dem es entsprechend obiger Diskussion im
Verlauf der Metazoenevolution in verschiedenen Entwicklungslinien kam (S. 219), konnte
demnach in vielen Fillen mit der Anpassung an einen nicht-marinen Lebensraum und einer
damit verbundenen Verringerung der Gewebekonzentrationen freier Aminoséduren (Schoffe-
niels und Gilles, 1972; Zurburg und De Zwaan, 1981) einhergegangen sein (Livingstone et
al., 1983; Livingstone, 1991; Hammen, 1991).
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Auch das offensichtliche Fehlen von OpDHs bei modernen Seewasserfischen 148t sich
auf diese Weise erkldaren. Denn marine Fische haben im Verlauf ihrer Entwicklungsgeschichte
trotz eines nach neueren Erkenntnissen unzweifelhaft marinen Ursprungs der Vertebraten
(Holland und Chen, 2001) wahrscheinlich eine limnische Phase durchlaufen (Goldstein und
Kleinzeller, 1987) und zeichnen sich daher durch eine vollig andere Osmolyt-Zusammenset-
zung ihrer Korperfliissigkeiten aus als marine Invertebraten. Wihrend es sich bei Meerestele-
ostiern in der Regel um Osmoregulatoren handelt, die eine konstant niedrige Osmolaritit ihrer
Intrazellularfliissigkeiten aufrechterhalten und daher keiner organischen Osmolyte bediirfen
(Yancey, 2005), bilden bei osmokonformen Quastenflossern und marinen Elasmobranchiern
wie Haien und Rochen Harnstoff und N-Trimethylamin-Oxid (TMAO) die Hauptosmolyte
(Chamberlin und Strange, 1989; Yancey, 2005). Lediglich die intrazelluldre Osmoregulation
des Schleimaals, Myxine glutinosa, der unter den rezenten Fischen angeblich als einziger aus-
schlieBlich marine Vorldufer besitzt (Goldstein und Kleinzeller, 1987), hingt dhnlich wie die
mariner Invertebraten wesentlich von freien Aminoséduren ab (Cholette und Gagnon, 1973).
Eine interessante Fragestellung fiir zukiinftige Arbeiten ist daher, ob diese Art iiber OpDHs
verfiigt.

Ein Zusammenhang zwischen dem Osmoregulationssystem mariner Invertebraten und
dem Besitz von OpDHs besteht allerdings offenbar nur insoweit, als ersteres die Verfiigbar-
keit der fiir OpDH-Reaktionen bendtigten Aminosduren garantiert. Die osmoregulatorische
Wirkung, die daraus resultieren konnte, daf3 sich die Zahl osmotisch wirksamer Teilchen
durch die Bildung oder Degradation von Opinen veridndert, diirfte zu vernachlédssigen sein.
Zumindest das von Dando et al. (1981) formulierte Argument, die Produktion konjugier-
ter Endprodukte konnte glykolysebedingte Verinderungen des intrazelluliren osmotischen
Drucks minimieren und daher vor allem wéhrend linger andauernder Hypoxie vorteilhaft fiir
Osmokonformer sein, greift nicht, da sich der osmotische Druck der Zellen durch die Akku-
mulation von Opinen oder Laktat in der bei rezenten Arten nachgewiesenen GroéBenordnung
nur geringfiigig verdndert (Fields, 1983; Grieshaber und Kreutzer, 1986).

OpDHs ermoglichen allerdings nach Fields und Quinn (1981) sowie Fields (1983) unter
der Voraussetzung, dal die von ihnen genutzten Aminosduren in hohen Gewebekonzentra-
tionen vorliegen, iiber ldngere Zeitrdume als LDHs die Aufrechterhaltung eines niedrigen
cytosolischen [NADH] : [NAD"]-Verhiiltnisses (Massenwirkungsgesetz beachten). Sie kon-
nen daher bei marinen Invertebraten den zelluldren Redoxstatus unter biotop- oder funktions-
bedingter Hypoxie effektiver regulieren. Vielleicht lieferte gerade das den entscheidenden Se-

lektionsvorteil, der bei vielen marinen Invertebraten zur Substitution von NADH-abhiingigen
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LDHs durch OpDHs fiihrte (vgl. Grieshaber und Kreutzer, 1986). Durch den Besitz von
OpDHs breiter Substratspezifitit oder die Coexpression mehrerer NADH-abhingiger Pyruvat-
oxidoreduktasen (vgl. Abb. 2, S. 50; Kreutzer, 1987; Sato et al., 1987b; Grieshaber et al.,
1994; Mulcahy et al., 1997), lassen sich zudem nicht nur bei zufélligem Aufeinanderfolgen
von funktioneller und biotopbedingter Hypoxie (Grieshaber und Kreutzer, 1986) Endprodukt-
hemmungen der anaeroben Glykolyse eher vermeiden als mittels einer einzelnen, auf ein en-
ges Substratspektrum begrenzten Pyruvatoxidoreduktase. AuB3erdem erhoht sich mit der Zahl
der Aminosduresubstrate, die von den OpDHs eines Gewebes umgesetzt werden konnen, die
GroBe des Aminosdurepools, der die Kapazitit des jeweiligen OpDH-Systems bestimmt
(Livingstone, 1983 und 1991). Vor allem angesichts jahreszeitlicher bzw. stoffwechselabhén-
giger Schwankungen seiner Zusammensetzung (Zurburg und De Zwaan, 1981; Livingstone,
1983; Kan-no et al., 1999) kann einer groen Vielfalt moglicher OpDH-Reaktionen grof3e Be-
deutung zukommen.

Die Argumentation, daf} der Besitz von OpDHs durch den groflen Pool freier Aminoséu-
ren in den Geweben mariner Invertebraten begiinstigt wird, greift, da L-Arginin keine osmo-
regulatorische Bedeutung besitzt und in der Regel auch bei marinen Organismen nur in mode-
raten Gewebekonzentrationen auftritt (Schoffeniels und Gilles, 1972; Bowlus und Somero,
1979; Yancey et al., 1982; Livingstone, 1991), nicht fiir ODHs. Deren Evolution wurde of-
fenbar durch das verbreitete Vorkommen von L-Argininphosphat bei Invertebraten gefordert
(vgl. Zammit und Newsholme, 1976; Bowlus und Somero, 1979; Yancey et al., 1982; Living-
stone, 1983 und 1991). SchlieBlich kann, indem der Abbau dieses Phosphagens an die Aktivi-
tit einer ODH gekoppelt wird, etwa wihrend energieintensiver Fluchtreaktionen eine iiber-
mifBige L-Arginin-Akkumulation vermieden werden (Grieshaber und Gide, 1976). Das ist
deshalb von Bedeutung, weil Arginin aufgrund seiner hohen Affinitéit fiir phosphorylierte
Metabolite und aufgrund seiner Féahigkeit, mit katalytischen Argininresten um Enzymsubstra-
te zu konkurrieren, die Zellfunktion bereits in geringen Konzentrationen beeintrichtigt (Cot-
ton et al., 1973; Bowlus und Somero, 1979; Yancey et al., 1982). Da Octopin die Aktivitit
von Enzymen weniger einschriankt (Bowlus und Somero, 1979) und durch das Entfernen von
L-Arginin aus dem Gewebe zugleich die weitere Nutzung des Phosphagens L-Argininphos-
phat erleichtert wird (Zammit und Newsholme, 1976), scheint der Besitz von ODHs speziell
fiir aktive Arten mit groBem L-Argininphosphat-Pool vorteilhaft zu sein (Livingstone, 1991).

Invertebraten-ODHs treten nach bisherigem Kenntnisstand nur in Kombination mit L-Ar-
gininphosphat auf (De Zwaan und Putzer, 1985; Grieshaber und Kreutzer, 1986), was zum

Beispiel dadurch unterstrichen wird, da unter den bisher untersuchten Sipunculiden nur der
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iber dieses Phosphagen verfiigende Spritzwurm (Portner, 1982) ODHs exprimiert (siehe 3.1,
3.2 und S. 187; Livingstone et al., 1983; Portner et al., 1984b; Kreutzer, 1987; Hammen und
Fielding, 1993). Auch das Vorkommen von ODHs bei SiiBwassermuscheln wie Anodonta
cygnea oder Dreissena polymorpha korreliert offenbar mit einem relativ grolen L-Arginin-
phosphat-Pool dieser Arten (Gdde und Zebe, 1973; Gide, 1974; Livingstone et al., 1983).
Umgekehrt konnte das Fehlen von ODHs bei Vertebraten darin begriindet liegen, daf3 bei die-
sen als einziges Phosphagen das besonders gut zur raschen Energiebereitstellung geeignete
Keratinphosphatauftritt (Livingstone, 1983 und 1991; Grieshaber et al., 1994).

Ahnlich wie die hohen ODH-Aktivititen in den Geweben vieler mobiler Invertebraten
(Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a; Grieshaber et al., 1994) sich durch die
Kopplung von L-Argininphosphat und ODHs zu erkldren scheinen, konnte die Evolution zum
Teil ebenfalls betrachtlicher AloDH-Aktivititen (Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et
al., 1993a; Grieshaber et al., 1994) dadurch begiinstigt worden sein, da3 mit ihrer Hilfe im
anaeroben Energiestoffwechsel einer durch die Transaminierung von L-Aspartat bedingten
L-Alaninakkumulation entgegengewirkt werden kann (Abb. 1, S. 2; Felbeck und Grieshaber,
1980; De Zwaan und Dando, 1984; Grieshaber et al., 1994). Da L-Alanin trotz seiner iiblichen
Beschreibung als zellkompatibles Osmolyt (Bowlus und Somero, 1979; Yancey et al., 1982)
ein starker Inhibitor der Pyruvatkinase ist (Larade und Storey, 2002), diirfte dies speziell unter

funktionsbedingter Hypoxie die Aufrechterhaltung hoher Glykolyseraten erleichtern.

Bemerkenswerterweise sind sowohl NADH-abhédngige LDHs als auch OpDHs eher auf
das Uberdauern kurzfristiger Hypoxie als auf die Energiebereitstellung wihrend linger an-
dauernden Sauerstoffmangels ausgerichtet. Sie ermdglichen zwar einen hohen glykolytischen
Flux, jedoch keinen iiber die Standard-Substratkettenphosphorylierungen der anaeroben Gly-
kolyse hinausgehenden ATP-Gewinn. Wiahrend fortgesetzter Hypoxie nimmt daher die Be-
deutung anderer anaerober Stoffwechselwege wie des Aspartat-Succinat- oder des Glucose-
Succinat-Wegs zu, die durch geringere Energieproduktionsraten bei gleichzeitig groBerer
Energieausbeute je Mol umgesetzter Glykosyleinheiten gekennzeichnet sind (siehe Einlei-
tung; Livingstone et al., 1983; De Zwaan und Putzer, 1985; Livingstone, 1983 und 1991;
Grieshaber et al., 1994). Das legt die Vermutung nahe, dal es sich bei letzteren um phyloge-
netisch sehr alte, unter permanent anoxischen Umweltbedingungen entstandene Errungen-
schaften handelt, wihrend sich die terminalen Pyruvatoxidoreduktasen als spitere Anpassung
an Lebensrdaume mit schwankendem Sauerstoffgehalt entwickelt haben konnten. Dies 143t
sich gut mit einigen der oben diskutierten Hypothesen zur Evolution von OpDHs (zum

Beispiel S. 213) vereinbaren und wurde fiir NADH-abhédngige L-LDHs bereits von Madern
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(2002) postuliert. Er ging anders als Webster (2003), nach dem LDHs wie die iibrigen glyko-
lytischen Enzyme in der Archienperiode des Prikambriums und damit vor dem Ubergang zu
sauerstoffabhingigen Lebensformen entstanden, davon aus, da3 NADH-abhingige L-LDHs
zuerst bei fakultativ anaeroben Urbakterien auftraten, die in ihrem Habitat voriibergehendem
Sauerstoffmangel ausgesetzt waren.

Unabhingig davon, bei welchen Organismen die verschiedenen terminalen Enzyme der
anaeroben Glykolyse entstanden sind, diirfte ihr unterschiedliches Potential, einen hohen
glykolytischen Durchsatz zu ermdoglichen, ihre Evolution und Verbreitung bei verschiedenen
Tierstimmen entscheidend beeinflult haben. LDHs gestatten in der Regel hohere Energie-
produktionsraten als ODHs, deren maximale Umsatzraten ihrerseits diejenigen der anderen
OpDHs zu iibertreffen pflegen (S. 106; Livingstone et al., 1983; Livingstone, 1983 und 1991).
Gleichzeitig erscheint die schnelle Verfiigbarkeit von Stoffwechselenergie speziell fiir die
Flucht vor FreBfeinden oder fiir die Jagd nach Beute und damit vor allem fiir hoher entwickel-
te Metazoen mit aktivem Lebensstil essentiell (De Zwaan und van den Thillart, 1985; Living-
stone, 1983 und 1991). L-LDHs (und Keratinphosphat statt L-Argininphosphat oder anderen
Phosphagenen) konnten demnach bei Vertebraten unter anderem deshalb selektiert worden
sein, weil sie sich besonders zur kurzfristigen sauerstoffunabhingigen Energiebereitstellung
eignen (Livingstone et al., 1983; Livingstone, 1983). Das ist fiir Wirbeltiere offensicht-
lich wichtiger als die Fahigkeit, unter Hypoxie moglichst lange ein niedriges cytosolisches
[NADH] : [NAD*]-Verhiltnis aufrechtzuerhalten (siehe S. 224).

Insgesamt diirfte sich jedoch die Bedeutung terminaler glykolytischer Enzyme in der ver-
tebratischen Entwicklungslinie durch die Evolution effizienter Kreislaufsysteme und Sauer-
stofftransportmolekiile verringert haben. Leistungsfihige zirkulatorische Systeme ermogli-
chen, abgesehen davon, dal} sie die aerobe Kapazitit der Gewebe erhohen, den raschen
Abtransport glykolytischer Endprodukte aus der arbeitenden Skelettmuskulatur, so dall End-
produkthemmungen unabhiingig von alternativen Pyruvatoxidoreduktasewege (siehe S. 225)
vermieden und die Stoffwechsellasten akuter Muskelbeanspruchung gegebenenfalls auf meh-
rere Organe verteilt werden konnen (vgl. Cori-Zyklus, Stryer, 1996). Obwohl unklar ist, ob
Laktat tatsdchlich wie verschiedentlich diskutiert leichter als Opine vom Gewebe ins Blut zu
diffundieren vermag (Grieshaber und Kreutzer, 1986), konnte der Verlust von OpDHs bei den
Vorfahren heutiger Wirbeltiere mit der Evolution von deren Blutkreislaufsystem einhergegan-
gen sein (Livingstone, 1983).

Vorstellbar ist auch ein Zusammenhang zwischen dem typischen Oligomerisationszu-

stand der verschiedenen terminalen Pyruvatoxidoreduktasen und ihrer Selektion innerhalb
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bestimmter metazoischer Entwicklungslinien. SchlieBlich konnen NADH-abhingige D- und
L-LDHs als meist di- bzw. tetramere Enzyme im Unterschied zu den monomeren Invertebra-
ten-OpDHs (Everse und Kaplan, 1973; Long und Kaplan, 1973; Long et al., 1979; Giéde,
1979; Livingstone et al., 1983; Géde und Grieshaber, 1986) allosterisch reguliert werden, was
besonders fiir Organismen mit einem komplexen Metabolismus von Vorteil sein kénnte. Die
Tetramerie klassischer L-LDHs erméglicht es zudem, durch bloes Kombinieren von Unter-
einheiten eine Vielzahl unterschiedlicher Isoenzyme mit abgestuften katalytischen Eigen-
schaften zu erhalten, die in den stark differenzierten Geweben hochentwickelter Organismen
gegebenenfalls verschiedene physiologische Funktionen erfiillen konnen (Bailey und Thye,
1975; Markert et al., 1975)

Entscheidend fiir die Selektion von L-LDHs nicht nur bei Vertebraten, sondern zum Bei-
spiel auch bei vielen Crustaceen (Livingstone et al., 1983 und 1990; Sato et al., 1993a) konnte
dariiber hinaus eine besonders gut auf die metabolischen Erfordernisse der Zelle abgestimmte
Genexpression gewesen sein (vgl. Hochachka, 1988; Orengo und Thornton, 2005). So werden
rezente metazoische L-LDHs wie die iibrigen tierischen Glykolyseenzyme einschlielich der
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenasen, mit denen sie im anaeroben Energiestoffwech-
sel unmittelbar zusammenwirken (Abb. 1, S. 2), durch hypoxieinduzierbare Transkriptions-
faktoren wie HIF-1a reguliert (Webster, 2003). Das ermoglicht eine koordinierte Modula-
tion ihrer Expression in Abhiingigkeit vom Sauerstoffpartialdruck (Webster, 2003). Uber die
Transkriptionskontrolle tierischer OpDHs ist dagegen bisher noch nichts bekannt. In diese
Richtung zielende Arbeiten konnten vielleicht weiteres Licht in das Rétsel um die Verteilung
terminaler glykolytischer Enzyme im Tierreich bringen. Ob dieses sich jemals vollstindig
l6sen lassen wird, ist allerdings unklar. Manche Spuren der evolutiven Vergangenheit alterna-
tiver Pyruvatoxidoreduktasen konnten bereits so stark verwischt sein, da} sie sich mittels der
verfiigbaren Analyseverfahren nicht mehr detektieren lassen (S. 210 und Doolittle, 1981). Zu-
gleich muf} es, da manche Entwicklungen von Zufallsfaktoren bestimmt worden sein konnten,

gar nicht fiir alle Facetten der OpDH-Evolution eine logische Erkldrung geben.

Von Interesse fiir weiterfithrende Untersuchungen zur Substratspezifitidt und Evolution
tierischer OpDHs ist zunéchst eine kinetische Charakterisierung der im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit klonierten Enzyme (vgl. Feyen, 2006). Sie sollte vor allem groere Klarheit
hinsichtlich deren Aminosédurepriferenzen erbringen. Durch gezielte Mutagenese (Miiller,
2007) und Rontgenkristallisationsexperimente, bei denen unter anderem auf die in der aktuel-
len Arbeit etablierten Systeme zur Expression und Reinigung von OpDHs zuriickgegriffen

werden konnte, liele sich vielleicht auch die Frage nach der molekularen Basis der Substrat-
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spezifitit einzelner OpDHs kldren. Um einige der vorstehend entwickelten Hypothesen zur
Evolution tierischer OpDHs zu {iiberpriifen, ist zudem die Sequenzierung und Expression
weiterer OpDHs vor allem aus niederen Invertebraten und metazoischem Herzgewebe, aber
auch aus Rotalgen anzustreben. Eine profilbasierte Suche nach OpDH-Relikten in vollstindig
sequenzierten Genomen wie dem des Menschen konnte im Erfolgsfall den vermuteten sekun-
didren OpDH-Verlust in der vertebratischen Entwicklungslinie bestétigen. Ein umfassendes
Verstindnis der OpDH-Evolution diirfte, wie die vorliegende Arbeit verdeutlicht, letztlich nur
durch das Kombinieren physiologischer und 6kologischer Daten mit strukturbiologischen und

phylogenetischen Erkenntnissen zu erreichen sein.

Folgende Publikation konnte nicht mehr in die bereits druckfertige Arbeit einbezogen werden: Endo,
N., Kan-no, N. und Nagahisa, E. (2007) Purification, characterization, and cDNA cloning of opine dehy-
drogenases from the polychaete rockworm Marphysa sanguinea. Comparative Biochemistry and Physiolo-

gy B 147: 293-307.
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S Zusammenfassung

In den Geweben mariner Invertebraten findet sich eine bemerkenswerte Vielfalt termina-
ler Pyruvatoxidoreduktasen. AuBler L- und D-Laktatdehydrogenasen treten Opindehydrogena-
sen (OpDHs) unterschiedlicher Substratspezifitidt auf, die durch NADH-abhingige reduktive
Kondensation von Pyruvat mit einer Aminosdure ebenfalls die Redoxbalance der anaeroben
Glykolyse sicherstellen konnen. Auf die molekulare Basis der Aminosiurespezifitit und die
Evolution dieser alternativen Pyruvatoxidoreduktasen fokussierte die vorliegende Arbeit. Da
in offentlichen Sequenzdatenbanken bis vor kurzem noch keine Alanopin- oder Strombinde-
hydrogenasen (AloDHs oder StrDHs, bevorzugen als Substrataminosdure L-Alanin bzw.
Glycin) verfiigbar waren, wurden aus dem Wattwurm, Arenicola marina, dem Spritzwurm,
Sipunculus nudus, sowie den Austern Crassostrea gigas und Ostrea edulis insgesamt fiinf
vollstdndige und eine partielle OpDH dieses Typs sequenziert, heterolog in Escherichia coli
exprimiert und mit Eintrdgen aus offentlichen Sequenzdatenbanken verglichen. Die Ergebnis-
se der proteinbiochemischen, molekularbiologischen und bioinformatischen Untersuchungen

lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Im Hautmuskelschlauch des Wattwurms kommen nebeneinander genetisch differierende
Alo(Str)DHs und Str(Alo)DHs vor. Zusitzlich wurden chromatographisch und elektrophore-
tisch separierbare Alo/StrDH-Varianten nachgewiesen, die sich moglicherweise nur in ihren
posttranslationalen Modifikationen unterscheiden. Wihrend die AloDHs diverser Wattwiir-
mer in nativen Tragerampholytgradienten-Gelen bei einem mittleren pH von 5,26 fokussier-

ten, offenbarten die StrDHs alkalischere isoelektrische Punkte von bis zu 6,12.

Aus Adduktoren Pazifischer Austern wurden dreierlei Alo/StrDHs mit isoelektrischen
Punkten von 5,30 £ 0,09, 5,22 + 0,08 und 5,15 + 0,03 gereinigt. Sie setzten L-Alanin alle dhn-
lich effizient wie Glycin um. Die molekulare Basis ihres differierenden ionenchromatographi-
schen und elektrophoretischen Verhaltens konnte durch massenspektrometrische Sequenzie-
rung tryptischer Spaltpeptide nicht geklart werden. cDNA-Amplifikationen lieferten jedoch
(Teil-)Sequenzen von drei in jeweils rund 80 % ihrer Aminosdurereste iibereinstimmenden
Crassostrea-OpDHs (Alo/StrDHI1, AloDH2 und Alo/StrDH3,,en1), die im Adduktor einer
einzelnen diploiden Auster cotranskribiert wurden. C. gigas verfiigt somit iiber mindestens
zwei OpDH-Loci. Moglicherweise leitet sich die Crassostrea-Alo/StrDHI, die bei Standard-
expressionsversuchen in E. coli etwa gleich hohe Alanopin- und Strombinsyntheseaktivitdten

zeigte, von einem polymorphen Alo/StrDH-Locus, die durch geringe Alanopin- und Strom-
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binsynthese-, aber vergleichsweise hohe Opinoxidaseaktivititen gekennzeichnete Crasso-
strea-AloDH2 dagegen von einem AloDH-Locus der Art ab. Die N-terminal unvollstiandige

Alo/StrDH3,,i0n1 konnte ein Nullallel oder Pseudogen représentieren.

Nicht nur in Crassostrea-Adduktoren, sondern auch in Einzeladduktoren Europiischer
Austern wurde elektrophoretisch die Koexistenz reiner AloDHs und kombinierter Alo/StrDHs
nachgewiesen, die moglicherweise an unterschiedlichen Genorten codiert werden. Die se-

quenzierte Ostrea-OpDH entspricht offenbar einem Enzym der letztgenannten Art.

Isozymelektrophoresen und die Sequenzierung einer Spritzwurm-Alo/StrDH, die gemal
Expressionsanalyse in E. coli keine Octopindehydrogenase-Aktivitit (ODH-Aktivitit = L-Ar-
ginin-abhingige OpDH-AKktivitit) besitzt, zeigten, dal die ODH- und die Alo/StrDH-Aktivi-

tit aus dem Hautmuskelschlauch von S. nudus auf verschiedene Enzyme zuriickzufiihren sind.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten Alo/StrDHs aus A. marina, C. gi-
gas, O. edulis und S. nudus stimmen untereinander sowie mit den Mollusken- und Anneliden-
OpDHs aus offentlichen Sequenzdatenbanken in mindestens 33 % ihrer Aminosiurereste
iberein und zeichnen sich durch eine strikt konservierte katalytische Histidin-Arginin-Aspar-
tat-Triade sowie diverse andere konservierte Schliisselreste aus. Das belegt, dall es sich bei

den genannten Enzymen um homologe Proteine handelt.

Obwohl mit den neu sequenzierten Enzymen neben ODHs und Tauropindehydrogenasen
(TaDHs = OpDHs mit Taurinpriferenz) erstmals mehrere experimentell als solche verifizierte
Alo/StrDHs fiir Sequenzalinierungen zur Verfiligung standen, lieBen sich nur bedingt Se-
quenzmerkmale identifizieren, welche die Aminosdurepriferenz der verschiedenen OpDHs
determinieren konnten. Das ist vermutlich primér darauf zuriickzufiihren, dal Mollusken-,
Anneliden- und Sipunculiden-OpDHs spezieller Aminosaurespezifitit sich mehrfach unab-
hingig aus einem gemeinsamen Vorlduferenzym moglicherweise breiter Aminosduretoleranz
entwickelten. Die gleiche oder dhnliche Substratspezifitit von Alo/StrDHs, ODHs bzw.
TaDHs aus nicht unmittelbar verwandten Arten (etwa die der Austern-Alo/StrDHs und der
Alo/StrDHs aus A. marina sowie S. nudus) besitzt somit wahrscheinlich eine unterschiedliche

molekulare Grundlage.

Die Invertebraten-OpDHs des Mollusken-, Anneliden- und Sipunculiden-Typs bilden mit
der N-(1-D-Carboxyethyl)-L-Norvalin-Dehydrogenase (CENDH) aus Arthrobacter spec., Ti-

Plasmid-codierten Opinsynthasen aus Agrobacterium tumefaciens und anderen mutmafli-
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chen (D,L)-OpDHs eine moglicherweise auf tierische Organismen, Eubakterien und Pilze be-
schrinkte Enzymfamilie. Zu den nichsten in 6ffentlichen Sequenzdatenbanken erfalliten Ver-
wandten der OpDHs hoherer Invertebraten gehdren plasmidcodierte Rhizobienproteine unbe-
kannter Funktion, von denen offenbar zumindest eins relevant fiir die symbiotische Beziehung
zwischen Rhizobien und Leguminosen ist. Wahrscheinlich besteht auch eine entfernte Ver-
wandtschaft zu langkettigen Mannitol-2-Dehydrogenasen sowie NADH-abhédngigen Glycerin-
3-Phosphatdehydrogenasen.

Bei den ersten CENDH-dhnlichen OpDHs handelte es sich moglicherweise um Opinsyn-
thasen, die im Dienst der Eisenassimilation oder der zelluldren Redoxregulation fakultativ an-
aerober Bakterien standen. Durch ihre Aktivitdt konnte es in den Habitaten entsprechender
Bakterien zu einer allm#hlichen Akkumulation von N-(Carboxyalkyl)-Aminosduren gekom-
men sein, die sekundir die Evolution von Opinoxidasen erndhrungsphysiologischer Bedeu-
tung nach sich zog. CENDH-dhnliche OpDHs gelangten vermutlich durch einmaligen (jeden-
falls nach bisherigem Kenntnisstand nicht mehrfach unabhingig erfolgreichen) horizontalen
Gentransfer aus einem (o-)proteobakteriellen Donor in einen gemeinsamen (eu-)metazoischen
Vorldufer der heutigen Mollusken, Anneliden und Sipunculiden. Vielleicht wurde die OpDH
eines in symbiotischer oder parasitischer Gemeinschaft zu einer marinen Makroalge lebenden,
daneben aber auch als Epiphyt, Symbiont oder Parasit anderer Eukaryonten auftretenden pho-
tosynthetischen Bakteriums iibertragen, das in seinen Eigenschaften denen rezenter aerober
anoxygener Photoheterotropher aus der marinen Roseobacter-Gruppe dhnelte und das Enzym
fiir redoxregulatorische Zwecke im Kontext des photosynthetischen Elektronenflusses nutzte.
Die Fixierung des bakteriellen OpDH-Gens im Genom eines urspriinglichen marinen Metazo-
ons wurde wahrscheinlich dadurch begiinstigt, da dieser Organismus in seinen Geweben
tiber hohe Konzentrationen freier Aminoséuren verfiigte und L-Argininphosphat als Phospha-
gen nutzte. Da der OpDH-Transfer vermutlich bereits vor der Aufspaltung von Proto- und
Deuterostomiern erfolgte, ist davon auszugehen, da3 Vertebraten oder andere rezente Bilate-
rier, die nicht iiber OpDHs verfiigen, ihre alternativen Pyruvatoxidoreduktasen im Verlauf ih-

rer Stammesgeschichte sekundér verloren haben.

232



Summary

6 Summary

A remarkable diversity of terminal pyruvate oxidoreductases is found in tissues of marine
invertebrates. In addition to L- and D-lactate dehydrogenases opine dehydrogenases (opdhs)
of different substrate specificity occur. They catalyse the NADH-dependent reductive conden-
sation of pyruvate with an amino acid and thus can also ensure redox balance during anae-
robic glycolysis. The present work focused on the molecular basis of the amino acid specifi-
city and the evolution of these alternative pyruvate oxidoreductases. Since until recently no
alanopine or strombine dehydrogenases (alodhs or strdhs, which prefer L-alanine and glycine,
respectively, as their amino acid substrates) have been available in public sequence databases,
mRNAs coding for five complete and one partial opdh of this type were sequenced from the
lugworm, Arenicola marina, the peanut worm, Sipunculus nudus, and the oysters Crassostrea
gigas and Ostrea edulis. The enyzmes were heterologously expressed in Escherichia coli and
compared to entries in public sequence databases. The results of the biochemical, molecular

and bioinformatic analyses of the work in hand can be summarised as follows:

In the body wall of the lugworm genetically distinguishable alo(str)dhs and str(alo)dhs
coexist. Furthermore chromatographically and electrophoretically separable alo/strdh variants,
which possibly only differ in posttranslational modifications, were detected. Whereas the
alodhs of several lugworms electrofocussed at an average pH of 5.26 on native carrier ampho-

lyte gradient gels, strdhs revealed more alkaline isoelectric points of up to 6.12.

Three kinds of alo/strdhs with isoelectric points of 5.30 = 0.09, 5.22 £0.08 and 5.15 £
0.03, which likewise used L-alanine and glycine at comparable rates, were purified from
adductor muscles of Pacific oysters. The molecular basis of their different behaviour during
anion exchange chromatography and native polyacrylamide gel electrophoresis could not
be elucidated by mass spectrometric sequencing of tryptic peptides. cDNA amplifications,
however, yielded (partial) sequences of three Crassostrea opdhs (alo/strdhl, alodh2 and
alo/strdh3paria1) With a coincidence of 80 % of their amino acid residues that were cotran-
scribed in the adductor of a single diploid oyster. Thus, C. gigas possesses at least two opdh
loci. Crassostrea alo/strdhl, which during standard expression experiments in E. coli showed
similar alanopine and strombine synthesising activities, possibly originates from a polymor-
phic alo/strdh locus. Crassostrea alodh2, which revealed only small alanopine and strombine

synthesising activities, but proved to be a relatively efficient opine oxidase, might derive from
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an alodh locus of the species. The N-terminally incomplete alo/strdh3,a1 could represent a

null allele or pseudogene.

In individual adductor muscles of Ostrea edulis as in Crassostrea the coexistence of pure
alodhs and combined alo/strdhs potentially encoded at different genetic loci was demonstrated
electrophoretically. The sequenced Ostrea opdh is obviously equivalent to an enzyme of the

latter type.

Isozyme electrophoreses and sequencing of an alo/strdh of the peanut worm, which ac-
cording to expression analysis in E. coli does not exhibit octopine dehydrogenase activity
(odh activity = opdh activity depending on L-arginine), confirmed that the odh and alo/strdh

activities from the body wall of S. nudus result from different enzymes.

The alo/strdhs of A. marina, C. gigas, O. edulis and S. nudus, which were sequenced
within the present work, match each other and molluscan as well as annelid opdhs from public
sequence databases in at least 33 % of their amino acids. Together with the strict conservation
of several key residues including those of the Rossmann motif and a catalytic histidine-argi-

nine-aspartate-triade this verifies that the enzymes are homologous.

Although for the first time several experimentally confirmed alo/strdhs were available for
sequence alignments in addition to odhs and tauropine dehydrogenases (tadhs = opdhs pre-
ferring taurine as their amino acid substrate) no definite sequence characteristics determining
the amino acid preferences of opdhs could be identified. This might primarily be due to the
fact that molluscan, annelid and sipunculid opdhs of particular amino acid specificity devel-
oped several times independently from a common precursor of possibly broad amino acid tol-
erance. For this reason the same or similar substrate specificities of alo/strdhs, odhs and tadhs,
respectively, from species that are not directly related (for example those of alo/strdhs from
oysters or rather A. marina as well as S. nudus) presumably possess a different molecular ba-

sis.

Invertebrate opdhs of the mollusc-annelid-sipunculid-type, the N-(1-D-carboxyethyl)-L-
norvaline dehydrogenase (CENDH) of Arthrobacter spec., Ti-plasmid encoded opine syntha-
ses from Agrobacterium tumefaciens and other putative (D,L)-opdhs form an enzyme family
probably restricted to animals, eubacteria and fungi. Plasmide encoded rhizobial proteins of
unknown function, at least one of which seems to be relevant for symbiosis between rhizobia

and legumes, belong to the closest relatives of opdhs from higher animals currently available
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in public sequence databases. Long-chained mannitol 2-dehydrogenases and NADH-depend-
ent glycerol-3-phosphate dehydrogenases may also be related to these opdhs.

Perhaps the first CENDH-like opdhs were opine synthases helping for iron assimilation
or cellular redox regulation of facultative anaerobic bacteria. Due to their activity N-(carboxy
alkyl)-amino acids could have been accumulated in the habitats of such bacteria. This in
turn might have caused the secondary evolution of opdhs that possess nutritional relevance.
Presumably a common (eu-)metazoan ancestor of today’s molluscs, annelids and sipunculids
acquired CENDH-like opdhs by nonrecurring (or at least not more than once independently
successful) horizontal gene transfer from an (o-)proteobacterial donor. The transferred opdh
could have originated from a photosynthetic bacterium, which lived in symbiotic or parasitic
relationship with a marine macro alga, but also occurred as an epiphyte, symbiont or parasite
of other eukaryotes. Maybe the bacterium resembled recent aerobic anoxygenic photohetero-
trophs and used the enzyme for redox regulation in the context of photosynthetic electron
transport. The fixation of the bacterial opdh in the genome of a primordial marine metazoon
could have been favoured since this organism contained high concentrations of free amino
acids in its tissues and used phospho-L-arginine as phosphagene. It seems likely that the
transfer took place before the divergence of proto- and deuterostomes. Thus it is assumed that
vertebrates and other bilaterians, which do not exhibit opdhs, secondarily lost their alternative

pyruvate oxidoreductases in the course of their evolution.
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8 Anhang

8.1 Primer

Tab. 7: Universelle Artbestimmungsprimer

Mit den angegebenen Universalprimern kdnnen zur Artidentifizierung geeignete Abschnitte der fiir die
kleine ribosomale Untereinheit codierenden Gene aus Pro- und Eukaryonten amplifiziert werden (vgl. 2.3.3
und Berschick, 1997). Im Fall von A. marina und S. nudus wurde das Primerpaar mt12s1 plus ssu2, im Fall
der Austern C. gigas und O. edulis die Primerkombination Lsu2_eco plus Lsu3 verwendet.

Name Sequenz Fragment- Annealing-
grofe temperatur
Lsu2_eco 5’-GGTCTGAATTCAGATCACGT-3’
=500 bp 55°C
Lsu3 5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’
mtl12s1 5’-GTGGATCCAGGATTAGATACCC-3’
=400 bp 50 oder 55°C
ssu2 5’-ACTGGTACCTTGTTACGACTT-3’

Tab. 8: Degenerierte Primer zur partiellen Amplifikation von OpDHs

Die aufgefiihrten Primer, die ausgehend von den angegebenen OpDH-Peptiden des Wattwurms (Am) bzw.
der Pazifischen Auster (Cg) konstruiert wurden (vgl. Tab. 3, S. 71 und Tab. 4, S. 72), ermoglichten die
Amplifikation interner OpDH-Teilstiicke aus A. marina, C. gigas, O. edulis und S. nudus. Dem Primerna-
men kann jeweils entnommen werden, ob das Oligonukleotid an den Erst- (for) oder Zweitstrang (rev) bin-
det. Ari03_for und Ari0O3_rev kamen bei der Vervielfiltigung von Spritzwurm-, Ari04_for und Ari04_rev
bei der Amplifikation von Wattwurm-OpDHs zum Einsatz. Im Fall von C. gigas erwiesen sich die Primer
Ari03_for und Cg02_rev, bei O. edulis die Oligonukleotide Cg01_for und Cg02_rev als erfolgreich.

Name Sequenz zugehoriges Peptid
Ari03_for 5’-GCGGAGGTGGAAATGGAGC-3’ Am_639,85_3+ (6)
Ari03_rev 5’- GCCCANGGNARNGAYTC-3’ Am_927,25_2+ (10)
Ari04_for 5’-AAYGGNGCNCAYGCNTAYGC-3’ Am_639,85_3+ (6)
Ari04_rev 5’- CANGCCCANGGNARRCTYTC-3’ Am_927,25_2+ (10)
Cg01_for 5’- TTYGCNGAYGARGCNGA-3’ Cg_623,31_2+(8)
Cg02_rev 5’- CGTCNACACCTTGGTAGAATAG-3’ Cg_726,84_2+ (10)

277



Anhang

Tab. 9: Primer fiir die 5’-RACE-PCRs

Die aufgelisteten Oligonukleotide wurden zur Amplifikation der 5’-Enden von OpDH-codierenden mRNAs
(cDNAs) aus A. marina (Am), C. gigas (Cg), O. edulis (Oe) und S. nudus (Sn) genutzt. Die Primer
5°_RACE (5’—GeneRacerTM Primer) und 5°_nested_RACE (5’-Nested GeneRacer™ Primer) sind homolog
zum GeneRacer'" RNA-Oligonukleotid (5’-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAG
GAGUAGAAA-3’), das bei der Herstellung RLM-RACE-fihiger cDNA an das 5’-Ende undegradierter
mRNAs ligiert wurde (2.6.4). Bei den iibrigen Oligonukleotiden handelt es sich um OpDH-spezifische
Riickwirtsprimer. Sie sind komplementir zu dem durch die Ziffer in ihrem Namen bezeichneten OpDH-
Fragment aus Tab. 14 bis Tab. 17. Mit den Austernprimern der 23er-Serie wurden keine spezifischen
Amplifikate erzielt.

Name Sequenz
5’_RACE 5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’
5’_nested_RACE 5’-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’

Am  rev.UHI6 5’-GACGATGATGGTGCCGGGCTGGATGTAC-3
rev_nested_UH16 5’-AGTCGTGGTTCTCCATGGCATTG-3’

Cg  revUM23 5" -TCCGAGAGGGGTTTTCCGTTCCATTGAG3"
rev_nested_UH23 5’-TTCGCTGTCCATCTCTCTGCTTCATC-3’
rev_UH23n 5’-GTACATTATTGGAGGATGGACAGTAGAATC-3’
rev_nested_UH23n 5’-AAATTGGTCTGGTCTCAAAGCATTGCTC-3’
rev_UH23n_long 5’-CCGTACATTATTGGAGGATGGACAGTAGAATC-3’
rev_nested_UH23%* 5’-CTGGAAGTCCAACAATGACGGTGTCTTTTC-3°
rev_UH43 5’-GTAGCCGTATTTCTGTGGAGCCCTTGTG-3’
rev_nested_UH43 5’-GCTCTGCCTGTCTCTCGTCGATTCATTG-3’

Oe  rev.UH24 5" -TCAGCGGTGGGTGGATGATTGACTTTGC-3
rev_nested_UH24 5’-GCACCTGTGACCGCTTCTTTTGGATTC-3’

Sn rev.UH2S 5'-CGCAAAAGCTGGAACAACGAACGCAATG-3

rev_nested_UH25

5’-GATCCGGGTATGAGGCGGCAGTTC-3’

Tab. 10: Primer fiir die 3’-RACE-PCRs

Diese Oligonukleotide wurden zur Amplifikation der 3’-Enden von OpDH-codierenden mRNAs (cDNAs)
aus A. marina (Am), C. gigas (Cg), O. edulis (Oe) und S. nudus (Sn) eingesetzt. Die Primer 3°_RACE (3’-
GeneRacer™ Primer) und 3’_nested_RACE (3’-Nested GeneRacer™ Primer) sind homolog zum GeneRa-
cer™ Oligo dT Primer (5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)s-3"), der zur
Erststrangsynthese RACE-fiahiger cDNA verwendet wurde (2.6.4). Bei den iibrigen Oligonukleotiden han-
delt es sich um OpDH-spezifische Vorwirtsprimer. Sie entsprechen einem Teilabschnitt des durch die Zif-
fer in ihrem Namen bezeichneten OpDH-Fragments aus Tab. 14 bis Tab. 17.

Name Sequenz

3’_RACE 5’- GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’
3’_nested_RACE 5’- CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3’

Am for_UH16 5’- CGTGGAGGTGCGCGTTCTGACGCTGTAC-3’
for_nested_UH16 5’- GTACATCCAGCCCGGCACCATCATC-3’

Cg for_UH23 5’- GTCCGAAACGACGACGGTAGCGAAAGT-3
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for_nested_UH23 5’- GTGGTCTCAATGGAACGGAAAACC-3’

for UH62 5"-TGAAGCCATTGCTCCGTACATAGATGAC-3"
for_nested_UH62 5"-GCTATAACTCTCATGGCAAAGCCCATAG-3
for UHT1 5"-CGGATCTTCTTGGAGAAAAGGCCAATGC-3'
for_nested_UH71 5"-GCAATGTGACGCAATCTGTTTTAGAATTAC-3

O  forUH24 5 .GCGTTTGCGCACGAACAGTATTTTAGAG3
for_nested_UH24 5'-CACCGCTGATGTATGGGAAATGGTCAAC-3'

Sn for UH25S 5'-GGGAACTGCCGCCTCATACCCGGATCAG-3

for_nested_UH25 5’-GTTCGTTGTTCCAGCTTTTGCGCATAGG-3’

Tab. 11: Primer zur 5°/3’-Amplifikation von OpDH-codierenden cDNAs

Mit Hilfe der angegebenen Oligonukleotide konnten OpDH-codierende mRNAs (cDNAs) aus A. marina
(Am), C. gigas (Cg), O. edulis (Oe) und S. nudus (Sn) einschlieBlich des groB3ten Teils ihrer 5’- und 3’-ter-
minalen, untranslatierten Bereiche amplifiziert werden. Im Fall der Pazifischen Auster wurde neben zwei
kompletten OpDHs (Cgl und Cg2) eine weitere mit N-terminal unvollstindigem ORF erhalten (Cg3). Die
Primerkombinationen 5°_Am plus 3’_Am60 und 5°_Cg62 plus rev_UH43 lieferten nur partielle mRNAs

Name Sequenz
Am 5’_Am 5’-TGGTAGCCACCGTACGCTGACTGAG-3’
3’_Am 5’-TACTATCACCGGGTAACAGCGGCAAG-3’
3’_Am60 5’-ATTTGCAATGTCTCCTGTCGATTCTG-3’
cel s_Cee2 5-GTTATCTAGCACCGGTTCTGTTTGTG-3
rev_UH43 5’-GTAGCCGTATTTCTGTGGAGCCCTTGTG-3’

3’_Cg84 5’-ATCGTCAGGGAGGGAGGGTGGAATATTG-3’

Cg2 5 _Cg71 5’-CTGACAGCGAGCATAGTGATGGATCGTA-3’
3°_Cg90 5’-TAGTCTACAACAATGGCAGCGGGATCTC-3’

3 for UH23n 5-GCTTGGCAGGGCTTGCCTCCTTAAAATC-3
3’_Cg43n 5’-GACTGTTCACTCAAGGTTGTTTCTGGATTG-3’

0e s.0ec 5-AACCACCGTCCCTCGGCCAAAACACY
3’_Oe 5’-ACAGTTAAAGGAAGCGCTGATATTG-3’

s S_Spmew 5-CAGCAACGAAGCTCCTGTTGGCTCAGY
3’_Sp53 5’-CGGCAGCATAATACTACCATTCATACACC-3’
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Tab. 12: Primer zur Amplifikation und Klonierung von OpDH-ORFs

Die aufgelisteten Primer dienten zur Amplifikation der offenen Leseraster von OpDH-codierenden mRNAs
(cDNAs) aus A. marina (Am), C. gigas (Cgl und Cg2), O. edulis (Oe) und S. nudus (Sn). Sie wurden so
konstruiert, da die PCR-Produkte mit geeigneten Restriktionsendonukleasen geschnitten und so in den
Vektor pET24d(+) (Novagen, Darmstadt) kloniert werden konnten, da3 sich die OpDHs nachfolgend mit
natiirlichem N-Terminus und C-terminalem Fusionstag aus Leucin, Glutamat und sechs Histidinen in
BL21(DE3) (Novagen, Darmstadt) exprimieren lieBen. Die Erkennungssequenzen der jeweiligen Restrik-
tionsenzyme (RE) sind durch Unterstreichung, ihre Schnittstelle durch 4 gekennzeichnet. Die Startcodons
wurden durch Fettdruck hervorgehoben.

Primername Sequenz RE
Am Nterm_Am 5’-CTGGCGTCTCCLCATGGGTGACTCCGATATC-3’ BsmBI
Cterm_Am 5'-ATTTACC{TCGAGGTCGTATCCCAGGATTTG-3’ Xhol
Cgl NermCg  5-GCTGAAATCAGALCATGTCTGGAAAACTG3 Peil
Cterm_Cgl0l  5’-AACAACCITCGAGTCGTGGAGTTACTTCGAAGCTC-3>  Xhol
Cg2 Nierm_Cgl02  5-CGGCAACLCATGGATGGTAAATTAGTAGTG3 Neol
Cterm_Cgl02  5’-GTCGACATACITCGAGATACCGGAATGAATTCAAG-3°  Xhol
Oc NermOe  5-ACACCTACLCATGGGAACTGAGGATAG3" Neol
Cterm_Oe 5’-TCTGCTCI{TCGAGAACGTCGAACAACTG-3’ Xhol
Sn NtermSp  5-TACAGGLGTCTCACATGGTGGTCGCTCTTATATG-3  Eco31l
Cterm_Sp 5'-CAATGTC{TCGAGGTCACCTATTATTTCATC-3’ Xhol

Tab. 13: Sequenzierprimer

Die aufgefiihrten vektorspezifischen Standardprimer (pGEM®-T Easy: M13, M13_rev, T7 und SP6;
pCR® 4-TOPO und pCR® 4Blunt-TOPO: M13, M13_rev, T7 und T3; pET24d(+): T7 und T7_Ter) und
OpDH-spezifischen Oligonukleotide wurden zur Sequenzierung klonierter PCR-Produkte verwendet (Qia-
gen, Hilden). Bei OpDH-spezifischen Primern sind die Fragmente angegeben, zu deren Sequenzierung sie
dienten (Bezeichnungen entsprechend Tab. 14 bis Tab. 17). Die Primer wurden auch zur PCR-analytischen
Bestimmung der Insertgrofe von Plasmidkonstrukten genutzt.

Name Sequenz Spezifitit

M13 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ Vektor

M3_rev 5’-AACAGCTATGACCATG-3’ Vektor

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Vektor

T7_Ter 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ Vektor

SP6 5’-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’ Vektor

T3 5’-CAATTAACCCTCACTAAAG-3 Vektor

for UH6O 5'-GAATACCTCGTGGACTCTAC3" AmG0, Am68, Am78
rev_UHG60 5’-ACCCTATTAGCAACACTACTG-3’ Amo60, Am68, Am78
Am_intl_for 5’-GCTTTGAGTTCGCCTGCTG-3’ Am78, Am100
Am_int2_for 5’-CAACTGGGAGCCTAACTTC-3’ Am78, Am100
Am_int4_rev 5’-GTTATGAGCAGAATCGACAG-3’ Am100

for UH29 5'-CTACAACAAGCTGGAGGATC-3' Cgd2,Cgd3
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for_UH90 5'-GCTACTTAAGTGAGGATGTC-3" Cg90, Cg102, Cgl04
Cg_int2_for 5"-CTTGGGCATGTAGACTTATTG-3' Cglo1, Cg103
Cg_int5_for 5"-TCTCTTCCATTCGTTTGTAG-3 Cgl02, Cg104
for UH35 5 -GTAGGATCAGAATTGTCTGG-3'  Oe35, Oe48, Oe81, 0e98
Oe_int1_for 5'-CAAAGAAACACTTGGTGCTTC-3" Oe81, 0e98
for UH3S 5-ATATGCGACTGGTACAAGC-3'  Sn38,Sn39,Sn53
rev_UH38 5"-CTTGCTATGGTACCCTTAC-3' Sn38
for_UH52 5'-CTCACAAATGCAAGTACTTG-3" Sn38
Sp_int0_for 5"-GATAGGTGCCATGCAGTTAG-3" $n99
Sp_intl_for 5'-ATTGGAGACACGTGGTCAC-3 Sn§2
Sp_int2_for 5"-CGCTGCCCACAACACTATG-3' Sn82, Sn99

8.2 Sequenzen

Tab. 14: Sequenziibersicht A. marina

Die Zusammenstellung umfafit alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten OpDH-Fragmente
aus A. marina (Int = interner Sequenzabschnitt, 5’ = 5’-Terminus, 3’ = 3’-Terminus, 5°/3° = OpDH codie-
rende mRNA einschlielich 5’- und 3’-terminaler, untranslatierter Regionen, ORF = offenes Leseraster).
Neben der FragmentgroBe (inklusive Primern) [bp] und den zur Amplifikation verwendeten PCR-Primern
ist jeweils die gewihlte Primeranlagerungstemperatur (T [°C]) angegeben. Bei den Primern ODH-9F
(5’-GCYGACGARGCMGAGMGVTGG-3’) und ODH-11R (5’-CGRCAVGCCCARGGRAGRGWYWC
RAA-3’) handelt es sich um Universalprimer zur Amplifikation von Invertebraten-OpDHs (Kimura et al.,
2004a). Sofern verschachtelte (nested) PCRs durchgefiihrt wurden, sind die Primerpaare und zugehorigen
Annealingtemperaturen der Erst- und Zweit-PCR aufgelistet. Der Tierspalte kann entnommen werden, wel-
che Sequenzen ausgehend von DNA oder RNA des gleichen Wattwurms erhalten wurden. Sequenzen un-
terschiedlicher Gruppen (A bis G) sind unabhingig in dem Sinne, daB sie aus separaten PCRs hervorgin-

gen. Die Ziffern in der letzten Tabellenspalte verweisen auf gleichartige Sequenzen.

Fragment [bp] Vorwdrtsprimer Riickwértsprimer T, [°C] Tier  &dquivalent
A  Int_Aml3 340 ODH-9F ODH-11R 60°C 1
Int_ Am16 412 AriO4_for Ari_0O4_rev 55 1
B 5 _Am54 453 5°_RACE rev_UHI16 66 2 67,75
5’ _nested_RACE rev_nested UHI16 57
5°_Am55 359 5’ RACE rev_UH16 66 2
5’ _nested_RACE rev_nested _UH16 57
5°_Am56 307 5°_RACE rev_UHI16 66 2 57
5’ _nested_RACE rev_nested UHI16 57
5°_Am57 307 5°_RACE rev_UHI16 66 2 56
5’ _nested_RACE rev_nested_UHI16 57
5’ _Am67 450 5’ RACE rev_UH16 66 2 54,75
5’ _nested_RACE rev_nested UHI16 57
5°_Am75 453 5°_RACE rev_UHI16 66 2 54, 67

5’ _nested_RACE

rev_nested_UH16
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C 3 _Am60 2194 for UH16 3’ RACE 67 2 68
for_nested_UH16 3’_nested_RACE 63
3’ _Am61 1385 for_UH16 3’ RACE 67 2 69
for_nested_UH16 3’_nested RACE 63
3’ _Am68 2197 for UH16 3’ RACE 67 2 60
for_nested_UH16 3’_nested_RACE 63
3’ Am69 1384 for UH16 3’ RACE 67 2 61
for_nested_UH16 3’_nested RACE 63
D 57/3_Am78 2841 5’ _Am 3’ Am 62 3 100
E 5/3_Am79 855 5’ _Am 3’ Am60 67 3
F 5/3_Aml00 2841 5’ Am 3’ Am 64 3 78
G ORF_Am91 1267 Nterm_Am Cterm_Am 55 3

Tab. 15: Sequenziibersicht C. gigas

Die Zusammenstellung umfaf3t alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten OpDH-Fragmente
aus C. gigas (Int = interner Sequenzabschnitt, 5’ = 5’-Terminus, 3’ = 3’-Terminus, 5’/3’ = OpDH-codieren-
de mRNA einschlieBlich 5°- und 3’-terminaler, untranslatierter Regionen, 5°/3’,, = partielle, an einem En-
de unvollstindige Sequenz wie vorstehend, ORF = offenes Leseraster, * = unvollstindig sequenziert).
Neben der FragmentgroBe (inklusive Primern) [bp] und den zur Amplifikation verwendeten PCR-Primern
ist jeweils die gewihlte Primeranlagerungstemperatur (T, [°C]) angegeben. Sofern verschachtelte (nested)
PCRs durchgefiihrt wurden, sind die Primerpaare und zugehorigen Annealingtemperaturen der Erst- und
Zweit-PCR aufgelistet. Der Tierspalte kann entnommen werden, welche Sequenzen ausgehend von DNA
oder RNA der gleichen Auster erhalten wurden. Sequenzen unterschiedlicher Gruppen (A bis N) sind unab-
hingig in dem Sinne, dal} sie aus separaten PCRs hervorgingen. Die Ziffern in der letzten Tabellenspalte
verweisen auf gleichartige Sequenzen. Fragmente, die zu einem gemeinsamen Contig assembliert wurden
(vgl. 3.7), sind in derselben Farbe dargestellt.

Fragment [bp]  Vorwirtsprimer  Riickwértsprimer Ta Tier  &dquivalent
[°C]
A Int_Cg23 699  Ari03_for Cg02_rev 55 1
B 5 Cg62 868 5’ RACE rev_UHA43 63 2 70
5°_nested_RACE rev_nested_UH43 63
5’_Cg70 892  5°_RACE rev_UH43 63 2 62
5’ _nested_ RACE rev_nested_UH43 63
5'_Cg7l 883 5°_RACE rev_UH43 63 2
5°_nested_RACE rev_nested_UH43 63
C 3 _Cg29* = 1300 for_ UH23 3’ RACE 63 2 42,31
for_nested_UH23 3’ nested RACE 57
3’_Cg42 1284 for_UH23 3’ RACE 63 2 29, 31
for_nested_UH23 3’ _nested_RACE 57
D 3°_Cg30* =~ 1400 for_UH23 3’ RACE 60 2 43
for_nested_UH23 3’ _nested_RACE 57
3’_Cg31* = 1300 for_UH23 3’ RACE 60 2 29,42
for_nested_UH23 3’ nested RACE 57
3’_Cg43 1384 for_ UH23 3’ RACE 60 2 30
for_nested_UH23 3’ _nested_RACE 57



E 3 _Cgt4 1012 for_UH62 3’_RACE 60 5
for_nested_UH62 3’_nested_RACE 65
3’_Cg85 764  for_UH62 3’_RACE 60 5
for_nested_UH62 3’_nested_RACE 65
F 3.Ce89 826 for UHTI 3 RACE 6 s
for_nested_UH71 3’_nested_RACE 63
3°_Cg9%0 1556  for_UH71 3’_RACE 62 5
for_nested_UH71 3’_nested_RACE 63
G 53, Ces0 1282 5 .Cee2 rev UH43 ss 3.4
H 573 Cel0l 1504 5 .Cge2 3 Cgsd 64 3.4 103
15/ Cel2 1959 5 Cert 3 Cg90 62 3,4 104
ORF_Cgl07 1252 Nterm_Cgl02 Cterm_Cg102 52 3,4 106
15/ Cel0 1504 5 Cge2 3 Cgsd 64 3.4 101
K 5/3 Celod 1958 5 .Cgll 3 Cg90 62 3.4 102
L 5/3,.Cel09 1845 for UH23n ¥ Cegd3n 2 s
‘M ORF Cgl05 1252 Nterm Cg Cterm_Cglol ss s
N ORF.Cgl06 1252 Nterm Cgl02  Cterm Cgl02 2 s 107

Tab. 16: Sequenziibersicht O. edulis

Die Zusammenstellung umfaf3t alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten OpDH-Fragmente
aus O. edulis (Int = interner Sequenzabschnitt, 5’ = 5’-Terminus, 3’ = 3’-Terminus, 5’/3’ = OpDH-codie-
rende mRNA einschlieBlich 5’- und 3’-terminaler, untranslatierter Regionen, ORF = offenes Leseraster).
Neben der Fragmentgrofie (inklusive Primern) [bp] und den zur Amplifikation verwendeten PCR-Primern
ist jeweils die gewdhlte Primeranlagerungstemperatur (T [°C]) angegeben. Sofern verschachtelte (nested)
PCRs durchgefiihrt wurden, sind die Primerpaare und zugehorigen Annealingtemperaturen der Erst- und
Zweit-PCR aufgelistet. Der Tierspalte kann entnommen werden, welche Sequenzen ausgehend von DNA
oder RNA der gleichen Auster erhalten wurden. Sequenzen unterschiedlicher Gruppen (A bis H) sind unab-
hingig in dem Sinne, daB sie aus separaten PCRs hervorgingen. Die Ziffern in der letzten Tabellenspalte
verweisen auf gleichartige Sequenzen.

Fragment [bp] Vorwirtsprimer Riickwirtsprimer T, [°C] Tier  &dquivalent
A Int_Oe24 625  Cg01_for Cg02_rev 50 2
B 5 _0e34 352 5°_RACE rev_UH24 65 3 46
5’ nested_ RACE rev_nested_UH24 61
5’ _Oed6 351 5’ RACE rev_UH24 65 3 34
5’ _nested_RACE rev_nested_UH24 61
C 5_0e47 409 5°_RACE rev_UH24 63 3 74
5’ nested_RACE rev_nested_UH24 57
5’ Oe74 409 5’ RACE rev_UH24 63 3 47
5’ _nested_RACE rev_nested_UH24 57
D 3’ 0e35 988 for UH24 3’ RACE 60 3 48
for_nested_UH24 3’ nested_ RACE 61
3’ _Qe48 955 for_UH24 3’ RACE 60 3 35
for_nested_UH24 3’ _nested_RACE 61



5°/3’_0Oe81 1598  5°_Oe 3’_Oe 54 4 98
F 5/%_0e98 1596 5 Oe 3 0e sa 481
""" ORF_0e92 1242 Nterm Oe  Cterm Oe 52 4 9596
ORF_0e95 1243 Nterm_Oe Cterm_Oe 52 4 92, 96
H ORF.0e96 1243 Nterm Oe Cterm Oe - 2 4 92,95

Tab. 17: Sequenziibersicht S. nudus

Die Zusammenstellung umfaf3t alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenzierten OpDH-Fragmente
aus S. nudus (Int = interner Sequenzabschnitt, 5’ = 5°-Terminus, 3’ = 3’-Terminus, 5°/3’ = OpDH-codie-
rende mRNA einschlieBlich 5°- und 3’-terminaler untranslatierter Regionen, ORF = offenes Leseraster).
Neben der FragmentgroBe (inklusive Primern) [bp] und den zur Amplifikation verwendeten PCR-Primern
ist jeweils die gewihlte Primeranlagerungstemperatur (T, [°C]) angegeben. Sofern verschachtelte (nested)
PCRs durchgefiihrt wurden, sind die Primerpaare und zugehorigen Annealingtemperaturen der Erst- und
Zweit-PCR aufgelistet. Der Tierspalte kann entnommen werden, welche Sequenzen ausgehend von DNA
oder RNA des gleichen Wattwurms erhalten wurden. Sequenzen unterschiedlicher Gruppen (A bis G) sind
unabhingig in dem Sinne, da} sie aus separaten PCRs hervorgingen. Die Ziffern in der letzten Tabellen-
spalte verweisen auf gleichartige Sequenzen.

Fragment [bp] Vorwirtsprimer Riickwirtsprimer T, [°C] Tier  dquivalent
A Int_Sp25 418 Ari03_for Ari03_rev 55 1
B 5°_Sp49 165 5°_RACE rev_UH25 62 2 66
5’ _nested_RACE rev_nested_UH25 63
5’_Sp66 163 5°_RACE rev_UH25 62 2 49
5’ _nested_RACE rev_nested_UH25 63
C 3°_Sp38 2761 for_UH25 3’ RACE 69 2
for_nested_UH25 3’_nested_RACE 62
3’_Sp39 1799 for_UH25 3’ RACE 69 2 53
for_nested_UH25 3’_nested_RACE 62
3’_Sp53 1799 for_UH25 3’ _RACE 69 2 39
for_nested_UH25 3’_nested_RACE 62
D 5°/3°_Sp82 2026 5’_Sp_neu 3’_Sp53 58 2 99
ORF_Sp108 1222  Nterm_Sp Cterm_Sp 50 2 93, 97
5’/3°_Sp99 2026 5’_Sp_neu 3’_Sp53 58 2 82
F ORF_Sp93 1222 Nterm_Sp Cterm_Sp 50 2 97, 108
ORF_Sp97 1222 Nterm_Sp Cterm_Sp 50 3 93, 108
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Anhang

ACGAAGGCCA TGGCGGACAA CGACTTCATA GTGACCGTGC AAAGCAAGGG CAAGGCCACC 60
T K A M A D N D F I v T V Q S K G K A T 20
GTGGAACTCA AGGCCAAGCC CACTGCCGTT AGCAAGAAGG CCGCTGACGT CATGTCCGGC 120
vV E L K A K P T A V S K K A A D V M S G 40
GTGGACATCA TATTGTTCAT GGTGCCGGCC TTAGCGCACA CAGGTTACCT GGAGGAGCTG 180
v D I I L F M v P A L A H T G Y L E E L 60
AAGCCCTATA TCAAGCCCGG GATAGTGCTG GCCGGGTGTC CCGGGCAGGC GGGCTTCGAG 240
K P Y I K P G I VvV L A G C P G Q A G F E 80
TTCGCCGTCA GGGGCATCTG GGGGGATATG GCCCGCCATG TGTCGCTGTT GTC 293
F A V R G I W G D M A R H V S L L 97

Abb. 28: Partielles Gen einer (moglichen) StrDH aus A. marina

Unterhalb der Nukleotidsequenz (AM392361), die mit Hilfe eines von Kimura et al. (2004c) entwickelten
Primerpaars zur universellen Amplifikation von Invertebraten-OpDHs erhalten wurde (dargestellte Sequenz
ohne Primerbindungsregionen), ist die abgeleitete Aminosiduresequenz im Einbuchstabencode angegeben.
Die Wahl des Leserasters orientierte sich am Vergleich mit anderen tierischen OpDHs, der zugleich zeigte,
dal} es sich um ein 5°- und 3’-terminal unvollstindiges OpDH-Homologes handelt. Obwohl das partielle
Gen (Int-Am13) ausgehend von der gleichen Einzeltier-DNA amplifiziert wurde, aus der auch das interne
AloDH-Fragment Int-Am16 resultierte (Tab. 14), stimmt es mit diesem bzw. der zugehdrigen Wattwurm-
AloDH (AJ810167, Abb. 16, S.77) nur in 58 % der Nukleotide und 47 % der Aminosduren iiberein
(Angaben bezogen auf den Uberlappungsbereich). Das legt die inzwischen auch durch Schifer (2007)
untermauerte Vermutung nahe, daf es fiir eine der Wattwurm-StrDHs codieren konnte, deren Existenz auf-

grund der proteinbiochemischen Befunde der vorliegenden Arbeit postuliert wurde (3.4.2, 4.1.3, 4.1.4.1).

T
GTTATCTAGC ACCGGTTICTG TTTGTGCTGT GCCCCGGCTG CGTTAGACTT GTCCTCAAAA 60
A G T

GAAATTCCTT TACCATTGAG TCCGAGAGTG TATTGCTGAA ATCAGCGATG TCTGGAAAAC 120
M S G K L 5

TGGTAGTATT AACTTGTGGG GGAGGAAATG GCGCCCATTG TTTGGCTGGA CTCGCCTCCG 180
v V L T C G G G N G A H C L A G L A S V 25
TCAGACCGGA CATCGAGAGC CGGGTGCTGA CAATGTATGC CGATGAGGCG GAGAGATGGG 240
R P D I E S R v L T M Y A D E A E R W A 45
CAGCTAATTT GGACTCAGGA TTTATAATCA CTGTACACAA TGATGATGGA AGCATAAAGT 300
A N L D S G F I I T vV H N D D G s I K S 65
CAATTAAAAC CAAACCGTCT CTGGTGACCA AAGACCCCAA AAAGGCCGTA CCCGGAGTTG 360
I K T K P S L v T K D P K K A V P G VvV D 85
ATTACATCTT TATTGTTGTC CCTGCTTTTG CACATGCAAT GTATTTTGAA GCCATTGCTC 420
Yy I F I Vv V P A F A H A M Y F E A I A P 105
CGTACATAGA TGACAACACC GTTATTGTAG GACTTCCGGG CCAGGCTGGA TTTGAATTTG 480
Yy I D D N T v I V G L P G Q A G F E F E 125
AATGCGTGAA CTTACTTGGA GACAAAGCAA AGCGTTGTAC AATGGTCACA TTTGAATCGC 540
c V N L L G D K A K R C T M VvV T F E S L 145

A

TTCCTTGGGC ATGTAGACTT GTTGAATTCG GAAAAAATGT GGAAATTTTA GGCTTTAAAG 600
P W A C R L E E F G K N V E I L G F K D 165

I

285



Anhang

ATACTCTGGG
T L G

AAACAACCCA
T T O

CTATAACTICT
I T L

AATGGGACGG
W D G

AGGCAGAGCT
A E L

AGAAGGTCCC
K VvV P

ACTACAGCGA
Y S D

CTTATGACGG
Y D G

TCACATATCG
T Y R

CTGAACTGGC
E L A

AACTGAACAA
L N K

GGGCTCCACA
A P OQ

TAACTCCACG
T P R

TAGACAATCT

AAAAATAAAC

TGCCTCATTA
A S L

ATATATTCTC
Yy I L

CATGGCAAAG
M A K

AAAACCTCTC
K P L

CTTGTCCGGA
L S G

TGGCCTGGAT
G L D

CCAAATTACA
O I T

CTTAGTTCAC
L V H

CTACATGGCA
Yy M A

GGGCGTTTCC
G V S

A

AGAATTCCTG
E F L

GAAATATGGC
K Y G

ATGATGAGTT

*

AATCAGCGTA

TTAAGTTTGA

TTGAAAGGTA
L K G K

GGAGAAAAAC
G E K P
C
TCCATAGTTC
I VvV H
P
TCAGAAAAAC
S E K P

GTAAGTGACG
vV S D E

ATGTCTGACG
M S D V

GACAAAAGCA
D K S N

CCAATGAAGG
P M K E

GAAGACGTTC
E D V P

ACGCCATATT
T P Y L

GTAGGTAACA
vV G N K

TACAACAAGC
Y N K L

GTTAAAAAGA

ATATTCTTCT

TATATCTTTT

Abb. 29: mRNA der Alo/StrDH1 aus C. gigas
Unterhalb der Nukleotidsequenz (AJ810713), die ein 1227 bp umfassendes offenes Leseraster umfaft, ist
die abgeleitete Aminosiduresequenz (CAH18004) im Einbuchstabencode angegeben. * markiert das Stopco-
don, die punktierte Linie ein mogliches Polyadenylierungssignal. Die Sequenz wurde ausgehend von unab-
hiangigen PCRs mehrfach verifiziert. Nukleotidpositionen, an denen mindestens zweimal unabhingig ein
Basenaustausch nachgewiesen wurde, sind hellgrau unterlegt dargestellt, die entsprechenden Alternativba-
sen oberhalb der Sequenz aufgefiihrt. Sofern ein Nukleotidaustausch die Aminosduresequenz tangiert, ist
die betroffene Aminosidure dunkelgrau markiert und darunter die Austauschaminosiure angegeben.
(Da die Eingabemaske des EMBL die Festlegung auf eine einzelne EC-Nummer und eine eindeutige Na-
mensgebung verlangte, wurde die Crassostrea-Alo/StrDH1, obwohl sie L-Alanin bei Standardexpressions-
experimenten in E. coli nur etwa 1,3-mal effizienter als Glycin umsetzte, im zugehorigen Datenbankeintrag

abweichend vom Sprachgebrauch der vorliegenden Arbeit als AloDH1 bezeichnet.)
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Anhang

CTGACAGCGA

AATTGCTGAT

GTAAATTAGT

K L V

CCGCAATGAG
A M R

GGTGGGCAGT
W A V

AAAGCCTCAT
S L I

GGGCCAATTA
A N Y

TAGCTCCATA
A P Y

AGTTTGAATG
F E C

AATCTCTTCC
S L P

TTAAGGATAC
K D T

TTTTAGAATT
L E L

ATATTACTAC
I T T

GGTCTCAATG
S O W

AGAGGCAGGC
R Q0 A

TAGAGAAGAT
E K M

TGAATTACTA
N Y Y

ACAAAGCTTA
K A Y

CAGATTTTAC
D F T

GAATCGCTGA
I A E

GCATAGTGAT

TTTTTTTTCA

AGTGTTAACA
v L T

ACCCAAGATC
P K I

TGAGTTAGAC
E L D

AAAAACCAAA
K T K

CATCTICTTIT
I F F

CATAGAAGGC
I E G

CGCGGATCTT
A D L

ATTCGTTTGT
F v C

GCTGGGTGCA
L G A

ACCGCAGTAC
P O Y

CATTCTGATG
I L M

GGACGGAAGA
D G R

AGAGCTCTTG
E L L

GGTACCTGGC
v P G

T
CGGTGAACAA

¢ B 0
D
TGACGGCTTA
D G L

GTATCGCTAC
Y R Y

ATTGGCGGGC
L A G

GGATCGTAGT

ATCATAACAA

TGTGGAGGAG

c G G G

GAAAGTCGTG
E S R V

TCTGGTTTAC
S G L L

CCATCAATGG
P S M V

GTTGTCCCTG
v V. P A

AACACTGTCA
N T V I

CTTGGAGAAA
L G E K

AGACTTATTG
R L I E

TCAACGTTGA
S T L K

ATTTTTGGAG
I F G D

GCTAAATTCA
A K F I

CCCCTCTCCG
P L S E

TCCGGAGTTA
S G V S

CTCGATATGT
L D M S

ATATCCGACA
I S D K

GATCAACCCA
D O P M

TTAAGTGAGG
L S E D

GTTTCCACGC
v s T P

GCATTTAATA

GTAGTTTTCT

GAAATGGCGC
N G A
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L T L

TTATCACTGT
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G
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T K D
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F A H

TTGTTGGACT
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TAGTTCATCC
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AAATGTAGAA
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GTGCAATGTG
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TTCTTTAATG
S L M
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C
TCATGTCTTT
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T
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L

GTTTTGATAC
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GCAAAAGCTA
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GACTGGTATC
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ATGAGAACCA
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AAATATGTTC
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AGAGCAAATT
S K L
G
ACACAAGGTC
T R
A
TGAATTCATT
N S F
GATTGAAATA
TGAAAACAAT
TTGTGAATAA
TGATATAAAC
GTTGTGTGAG
GGCTCTTTCA
CACCTTTCCG
AGGGAATGCT
ATTCAGATTT

ATATGACAGG

AAACAAAGAA
N K E

TCCACAGAAG
P O K

CCGGTATTGA
R Y ~*

TTTATTGCAA

TTGACTATAC

TGTACTTAAT

TGAATTTCCG

AGGAGAGGAG

TATTCCTGGT

GAACATCTGT

ATGAGAAAGG

GACATTTTCT

GAGATCCCGC

TTCCTTGTGG
F L V G

TACGGCTACA
Y G Y N

GTTTATGTCG

ACATTTTGTT

AAATAAGAAA

TTATAAGGTA

CTAACCACGG

GAAATCATAA

ACCACAACCT

GTACTTTGAA

TTGAGAGAAT

ATCTAATAGT

TGCCATTGTT

Abb. 30: mRNA der AloDH2 aus C. gigas
Unterhalb der Nukleotidsequenz (AJ879695), die ein 1227 bp umfassendes offenes Leseraster umfaf3t, ist
die abgeleitete Aminosiduresequenz (CAI52505) im Einbuchstabencode angegeben. * markiert das Stop-
codon, die punktierten Linien kennzeichnen mogliche Polyadenylierungssignale. Die Sequenz wurde aus-
gehend von unabhingigen PCRs mehrfach verifiziert. Nukleotidpositionen, an denen mindestens zweimal
unabhiingig ein Basenaustausch nachgewiesen wurde, sind hellgrau unterlegt, die entsprechenden Alterna-
tivbasen oberhalb der Sequenz aufgefiihrt. Sofern ein Nukleotidaustausch die Aminosduresequenz tangiert,
ist die betroffene Aminosédure dunkelgrau markiert und darunter die Austauschaminosiure angegeben.

>GCTTGGCAGG
L A G
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ACGACGACGG
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AAGAGGCTGT
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G

G

TTTAAAATGT GTACTAGTAT ATCAAATGAA TATTATTTCT ACGGCAAATT ACAATCTTGC 1800

TTGTAAGCTT GGTTTCAATC CAGAAACAAC CTTGAGTGAA CAGTC

Abb. 31: Partielle mRNA der Alo/StrDH3 aus C. gigas
Unterhalb der Nukleotidsequenz (AM392360), die neben einem am 5’-Ende unvollstindigen offenen Lese-
raster auch einen 3’-untranslatierten Bereich umfaft, ist die abgeleitete Aminosiduresequenz (CAL35825)
im Einbuchstabencode angegeben. Vergleiche mit den beiden anderen Alo/StrDHs aus C. gigas (Abb. 29
und Abb. 30) lassen vermuten, dal N-terminal etwa 18 Aminoséduren fehlen. * markiert das Stopcodon, die
punktierten Linien kennzeichnen mogliche Polyadenylierungssignale. Nukleotidpositionen, an denen min-
destens zweimal unabhingig ein Basenaustausch, Deletionen oder Insertionen nachgewiesen wurden, sind
hellgrau unterlegt, die entsprechenden Alternativbasen oberhalb der Sequenz aufgefiihrt, Deletionen durch
Auslassungsstriche veranschaulicht. Sofern eine Nukleotidsubstitution die Aminosduresequenz tangiert, ist
die betroffene Aminosdure dunkelgrau markiert und darunter die Austauschaminosiure angegeben. Der Ba-
senaustausch in Position 666 (G666T) fiihrt zu einer Unterbrechung des offenen Leserasters.
(Da die Eingabemaske des EMBL die Festlegung auf eine einzelne EC-Nummer und eine eindeutige Na-
mensgebung verlangte, wurde die partielle Crassostrea-Alo/StrDH3 im zugehorigen Datenbankeintrag
willkiirlich als mogliche StrDH bezeichnet.)

AACCACCGTC
AATATCCACA

ATGGGAACTG
M G T E

TTGGCGGGAT
L A G L

GATGAGGCAG
D E A E

AAAAATGACG
K N D G

AAAGAAGCGG
K E A V

CAGTATTTTA
O Y F R

GGCCAGGCAG
G QO A G

ACTATAATGT
T I M S

GTTCAAATTC
v o I L

AATCTGAAGC
N L K O

AGAGAAATTC
R E I O

290

CCTCGGCCAA

GGTTTCTTAC

AGGATAGGAC
D R T

TATCAGCAAG
S A S

AGCGGTGGAC
R W T

GAGGGTCTGA
G S E

TCACAGGTGC
T G A

GAGAGATTTC
E I S

GATTTGAATT
F E F

CGACGGAATC
T E S

TGGGCTTCAA
G F K

AATCTCCATT
S P F

AAAACTACAT
N Y I

AACACCAAGA

TTGTACCTAT

CAAAGTTTTG
K Vv L

TAATCCTGAA
N P E

CAAAGTACTC
K VvV L

GGAAATAAAA
E I K

TGAAATCATA
E I I

ACCTTTTATT
P F I

TCAGTGCTTIG
Q C L

CCTTCCGTGG
L P W

AGAAACACTT
E T L

TGAGAGCGTT
E S V

TGCTGTAAAT
A V N

AGGCATCGCA
G
AGAGTTTCTIC

ATTTGCGGTG
I C G G

AATGAAACAC
N E T [
R

CAATCCAACG
Q S N D

TCCAAACCAA
S K P T

TTTTTGATTG
F L I V

GGTGACAATA
G D N T

CACATGCTTG
H M L G

GCATGCAGGA
A C R I

GGTGCTTCTA
G A S K

CAGAAAGTTT
Q K V L

CTGATGGCAA
L M A K

TACTCTGCAG

CAAGGTGCGA
T
GAGGAAACGG
G N G
G
ATGTTCTTAC
v L T

ATTTGACAGT
L T V

CTTTGATTAC
L I T

TTCCTGCGTT
P A F

CCTTAATTGT
L I V

GAGAAAAGGC
E K A

TTCTGGAATT
L E F

AACTTCAAGG
L O G

TAGGTCCCAA
G P K

AATCAATCAT
s I I

ATTGCATTGT
G/A T
TACTCCTACG

TGCCCACTGT
A H C

TTTATTCGCC
L F A

TACCATAGTG
T I V
T
AAAGAACCCA
K N P

TGCGCACGAA
A H E

TGGTCTTCCA
G L P

TAAACACTGC
K H C

TGGTCGTCTT
G R L

AAGCATATCG
s I S

ACCAGTTTTG
P VvV L

CCACCCACCG
H P P

1845

60

120

180
20

240
40

300
60

360
80

420
100

480
120

540
140

600
160

660
180

720
200

780
220



Anhang

G AA T
CTGATGTATG GAAAATGGTC GGCATTTAAT GAAGCGGCTC CTTTGAAAGA GAAGCCGCTG 840
L MY G Kws il F N EAAP L KE K P L 240

T C
TTTTACCAAG GGGTAGACGA AAAGCAGGCA AGTCTGCTGT CTAGCGTGAG TAATGAATGT 900
F Y G VvV DE K QA S L L 8 s V s N E C 260
ATCGCCATTG GAAAGGCAAT TGAAAAACAA ATTCCTGGAA TTGACATGTC GGAAGTTATT 960
I A I G KA I E K I P G I DM S E V I 280
CATATATTAG ACTGGTTCCT CACTTACTAT GCGGACCAGA TTACTGACAA GTCAAATCTG 1020
H I L D W©F L T Y Y A DIOQTI T DJZ K S N L 300
ATGACAACCA TGCAAACAAA CAAAGCGTAC GACGGTTTGC TCCACCCCAT GAAACAGGTG 1080
M T T M Q T N K A Y D G L L H P M K Q V 320
C T
GATGGTGGTC AGTTTGTACC GGACTTTAGC TACAGGTACA CGGCCGAGGA CGTACCGTTC 1140
D 6 G Q FV?P DF S YRYT A ETD V P F 340
GGGCTCGTCG TTCTGAAAGG GATCGGTCAG CTGGCTGGAG TGGACACACC TGTGATGGAC 1200
G L VvV L K GGG I G Q L A GV DT P V M D 360
GAAATCATCA CCTGGGCTCA GGGCAAACTC AACCAGGAGT ACCTTGTAGG ATCAGAATTG 1260
E I I T WA Q G XK L N QE Y L V G S E L 380
TCTGGAAAAG ATTTGCCAAA GACCAGGGCT CCGCAGAGAT TTGGATTTAA AACTCTGCAG 1320
S G XK b L P K TR A P QRF G F K T L Q 400
CAGTTGTTCG ACGTTTAAAT AAGCAGACAT TTCATAACAT AGTTAGTAAT ATGGGTATGT 1380
Q L F D VvV * 405
G
AATACTTTGT TAAATATCAG TGTTAGTCCT GTTCCACAGA AGCTCTAGTT TATCTCGATC 1440
A

AAGACTATGT GGTATACTAG TACACCAGTC TTAATTGTAT TCTCACATAT TGATAAGAAT 1500
GTAACATGTA GATCGTGTAA TATATTGCAG ATCGTTAATA AAAATCATTT ATTTTCATTC 1560
ATGATGTTAA ATACAATATC AGCGCTTCCT TTAACTGT 1598

Abb. 32: mRNA einer StrDH aus O. edulis

Unterhalb der Nukleotidsequenz (AJ810168), die ein 1218 bp umfassendes offenes Leseraster umfaf3t, ist
die abgeleitete Aminosiduresequenz (CAH17651) im Einbuchstabencode angegeben. * markiert das Stop-
codon, die punktierte Linie ein mogliches Polyadenylierungssignal. Die Sequenz wurde ausgehend von un-
abhingigen PCRs mehrfach verifiziert. Nukleotidpositionen, an denen mindestens zweimal unabhiingig ein
Basenaustausch nachgewiesen wurde, sind hellgrau unterlegt, die entsprechenden Alternativbasen oberhalb
der Sequenz aufgefiihrt. Sofern ein Nukleotidaustausch die Aminosiduresequenz tangiert, ist die betroffene
Aminosdure dunkelgrau markiert und darunter die Austauschaminosiure angegeben.
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Anhang

CAGCAACGAA

GTGGTCGCTC
v V. A L

TCATACCCGG
S Y P

D
AGTAACGCAT
S N A L

CACAGATGCA
H R C T

TGTGACATCA
c D I I

GAGCCTTATA
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TTCGCTGTTA
F A V R

TCGTTGCCAT
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AAAAAACATA
K K H M

GTCATGGCAC
v M A Q

GCCATGACAT
A M T L

CACGAAAACG
H E N D

GCCGCCGCGA
A A A T

GCCAAGCGAC
A K R P

GTGTACAAAG
Vv Y K G

GGATACAAGG
G Y K G

TATAATTACC
Y N Y R

GGTGAACTGG
G E L V

AAGATGGGAA
K M G R
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I C G
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Anhang

CGCTGCCCAC
R C P 0O

TTGTACAAAC

AACCATATGG

ATTTTAAGAT

GATTTTTTAA

CTGGGATTCA

ACTTGCAATA

CCTTTTGAGT

GGACTGACAC

AGCCTCGATT

ATATTTTATA

ATCGTCTGGA

ATTTACTGTG

TACACCATTT

AACACTATGG
H Y G

CTTTCTGACA

AGCATATATT

TTGTAGAAGA

GGTAGAATTA

TGTCTTCAGC

ATCGAATTTA

GATGCCCTTT

CTTTAGCCAT

ATCTTAACAT

TTTCATITAAA

GTGTTTGGAC

ATACATTAAC

AAAATTCGGT

TTTGCATTCA
L H S

ATATATAGTT

CAAGCAATTC

AATCATTTAA

ATAGGTGCGA

TCAGTAGCTA

TCAAGGTTAA

GATTCAGAGA

GATTTACCGG

GGATTGTCCT

GTGTCTTTCA

AATTGAGGCA

TGTTTATCAG

GTATGAATGG

Abb. 33: mRNA einer Alo/StrDH aus S. nudus
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CTAGATAACA
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CGTCTATTTC

ACCCACCCGT

TATCCGTATT

TTTCTTTTTT

TTGAAATCGC

TGTTTACTTC

CTGCCG

CTAAAGTACA

*

AAAATACATA

TCTATGGAAC

GACTTAAGGG

GAATATAGCC

AAATGCAAGT

CAAATGCTTG

ATGAGGTCAC

TAACTTTAGT

TCAATTCAGG

CTGCGAACAT

GATAATGAAT
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Unterhalb der Nukleotidsequenz (AJ810166), die ein 1197 bp umfassendes offenes Leseraster umfaft, ist
die abgeleitete Aminosiduresequenz (CAH17649) im Einbuchstabencode angegeben. * markiert das Stop-
codon, die punktierte Linie ein mogliches Polyadenylierungssignal. Die Sequenz wurde ausgehend von un-
abhingigen PCRs mehrfach verifiziert. Nukleotidpositionen, an denen mindestens zweimal unabhingig ein
Basenaustausch gefunden wurde, sind hellgrau unterlegt dargestellt, die entsprechenden Alternativbasen
oberhalb der Sequenz aufgefiihrt. Sofern ein Nukleotidaustausch die Aminosduresequenz tangiert, ist die
betroffene Aminosdure dunkelgrau markiert und darunter die Austauschaminoséiure angegeben.

(Da die Eingabemaske des EMBL die Festlegung auf eine einzelne EC-Nummer und eine eindeutige Na-
mensgebung verlangte, wurde die Spritzwurm-Alo/StrDH, obwohl sie Glycin bei Expressionsexperimenten
in E. coli nur etwa 1,2-mal effizienter als L-Alanin umsetzte, im zugehdrigen Datenbankeintrag abwei-
chend vom Sprachgebrauch der vorliegenden Arbeit als StrDH bezeichnet.)

293



Danksagung

9 Danksagung

Wihrend meiner Doktorarbeit standen mir zahlreiche Personen hilfreich zur Seite. Ihnen
allen mochte ich an dieser Stelle danken.

Meinem Doktorvater, Herrn Professor Grieshaber, danke ich dafiir, dafl er mir als Staats-
examenskandidatin die Moglichkeit zur Promotion eingerdumt, meine Arbeit iiber viele Jahre
unterstiitzt und mir zugleich viele Freiheiten gewihrt hat. Seine Anregungen und sein Interes-
se an meinen Ergebnissen waren mir sehr wichtig. Herrn Professor Groth gilt mein Dank fiir
die Ubernahme des Korreferats.

Allen aktuellen und ehemaligen Mitarbeitern des Instituts fiir Zoophysiologie sei fiir die
langjihrige gute Zusammenarbeit, die Hilfe bei diversen groBBeren Wattwurm- und Austern-
Priparationen sowie intensive fachliche Diskussionen gedankt. Vor allem an unsere gemein-
samen Exkursionen und die kulinarischen Hohepunkte unseres Institutslebens werde ich im-
mer gern zuriickdenken. Herrn Professor Bridges als stellvertretendem Institutsleiter danke
ich fiir viele interessante Gespriche etwa iiber den Sinn und Unsinn des Unialltags, das gute
Zusammenwirken in diversen Praktika und das Korrekturlesen der ,,Summary*.

Mein Dank richtet sich auch an unsere ehemaligen und gegenwirtigen technischen Ange-
stellten Katja Laskowski, Silke Jakob und vor allem Barbara Bartosinska. Letztere hat mir
speziell in der Endphase meiner Laborzeit mit groBem Engagement zur Seite gestanden, un-
zdhlige Polyacrylamidgele gegossen, Enzymaktivitidten bestimmt, Proteinmessungen durchge-
fithrt und es (fast) immer geschafft, im Dschungel der vielen Proben den Uberblick zu behal-
ten.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die mehrjidhrige Forderung als Stipen-
diatin des Graduiertenkollegs ,,Molekulare Physiologie: Stoff- und Energieumwandlung* und
dessen ehemaligen Kollegiaten und Professoren fiir die vielen schonen Stunden insbesondere
wihrend der regelméfigen gemeinsamen Wochenendseminare gedankt. Ich habe die durch
das Graduiertenkolleg gekniipften instituts- und ficheriibergreifenden Kontakte sehr zu schit-
zen gelernt und in akuten ,,Notlagen* wie bei plotzlichem Zentrifugenversagen inmitten einer
groBBen Proteinreinigung, aber auch bei sonstigen technischen oder fachlichen Schwierigkeiten
von der Hilfsbereitschaft der ,,Grakos* (sowie anderer Kollegen aus den umliegenden Institu-
ten) profitiert.

Mein besonderer Dank gilt in diesem Zusammenhang Dr. Karsten Knorr aus dem ehema-
ligen Institut fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie II der Heinrich-Heine-

Universitidt Diisseldorf unter Leitung von Herrn Professor Wulff. Karsten leistete, als ich im

294



Danksagung

Rahmen meiner Arbeit vor dem Problem einer chemischen Alanopin- und Strombinsynthese
stand, wertvolle Starthilfe fiir eine ,,verzweifelte* Biologin, deren letztes Chemiepraktikum
bereits etwas ldnger zuriicklag. Zu danken habe ich aulerdem Herrn Professor Bott aus dem
Institut fiir Biotechnologie 1 des Forschungszentrums Jiilich und seinem fritheren Mitarbeiter
Dr. Steffen Schaffer, der die MALDI-MS-Messungen der vorliegenden Dissertation durch-
fiihrte.

Frau Dipl.-Ing. Schedding aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Pathobioche-
mie des Universititsklinikums Miinster danke ich dafiir, daB} sie sich trotz akuter Arbeitsiiber-
lastung die Zeit genommen hat, mir den Aufbau fiir die N-terminale Proteinsequenzierung
nach Edman zu zeigen. Dr. Markus Piotrowski vom Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie der
Ruhr-Universitdit Bochum und Frau Dr. Metzger aus dem Biomedizinischen Zentrum der
Heinrich Heine-Universitidt Diisseldorf gilt mein Dank fiir die massenspektrometrischen Pep-
tidsequenzierungen und hilfreiche Erklidrungen zu dieser Methodik.

Den Kontakt nicht nur zu Dr. Markus Piotrowski, sondern auch zu Diplom-Biologen
Christian EBer verdanke ich Herrn Professor Martin aus dem Institut fiir Okologische Pflan-
zenphysiologie der Heinrich-Heine-Universitidt. Christian und Dr. Gabriel Gelius-Dietrich sei
fiir das bereitwillige Beantworten diverser Fragen rund um phylogenetische Analysen und
Neighbor-Netze gedankt. Letzterer ermoglichte mir den Zugriff auf seinen Linuxrechner mit
dem Distanzberechnungsprogramm LDDist und leistete wertvolle Hilfestellungen bei diver-
sen damit verbundenen Problemen. Dafiir ein besonders herzliches Dankeschon! Ein solches
richtet sich auch an Jens Dopke, der mir telefonisch die notwendige Starthilfe zur Verwen-
dung des Perl-Skripts trans-Align verschaffte.

Frau Winkelmann von der niederldndischen Firma ,,Zeeaashandel Arenicola® danke ich
fiir ihrer Bereitschaft, Wattwiirmer auch in kleineren Stiickzahlen von wenigen Hundert an
mich zu verkaufen und mir durch ,,konspirative Treffen an der Fihranlegestelle in Den Hel-
der in der Regel das Ubersetzen nach Texel zu ersparen. Mein Dank fiir zahlreiche Tierbe-
schaffungsfahrten nach Holland geht zudem an den Fahrer der Heinrich-Heine-Universitit,
Herrn Mittler. Waldemar Seidel und den iibrigen Mitarbeitern der biologischen Zentralwerk-
statt sei fiir das schnelle und unbiirokratische Reparieren defekter Gerite, das Anfertigen etwa
des tollen Gelschneidegerits und das Aushelfen mit Werkzeugen verschiedenster Art gedankt.
Mirjam Janfen, meiner Schwester Ute und Thomas Hankammer bin ich dankbar fiir das Kor-
rekturlesen von Teilen der vorliegenden Arbeit.

Alexandra, Marion und Meike, der ,kulinarischen Truppe* und allen anderen Freunden

danke ich fiir schone Nachmittage oder Abende, geduldiges Zuhoren und dafiir, daf sie in den

295



Danksagung

Jahren meiner Doktorarbeit so manchen Frust aufgefangen haben. Es ist gut, zu wissen, dal3
man Freunde hat, die da sind, wenn man sie braucht. Dasselbe gilt auch und ganz besonders
fiir meine Familie, an die sich mein letzter und grofter Dank richtet. Ich danke meinen Eltern
und meiner Schwester einschlieBlich Sven dafiir, da sie meinen bisweilen ungebremsten
Redeschwall auch dann aufmerksam haben iiber sich ergehen lassen, wenn er in fachliche De-
tails abzurutschen drohte oder vom Arger iiber die Widrigkeiten des Doktorandenalltags ge-
pragt war. Sie haben immer ein offenes Ohr fiir all meine Sorgen und Probleme gehabt, bedin-
gungslos hinter mir gestanden und uneingeschrinkt darauf vertraut, daf ich die vorliegende

Arbeit erfolgreich zu Ende fiihren wiirde. DANKE!

296



