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Zusammenfassung

Phosphatasen gehoren zu der Gruppe der Esteradetatatysieren die hydrolytische Spaltung
verschiedener phosphorylierter Verbindungen, darurduch Phosphomonoester. Bei der
Hydrolyse wird die Phosphatkomponente abgespaldén.Phosphatasen werden aufgrund ihrer
katalytischen Eigenschaften in saure- und alkatisehosphatasen eingeteilt. Das Enzym ist in
vielen verschiedenen Gewebearten nachgewiesen worihe Gegenzug zu den zellular
auftretenden Phosphatasen, ist jedoch Uber dien&ibaften der extrazellularen Phosphatasen
bisher nur sehr wenig bekannt. Extrazellulare Phatgsen wurden bisher nur bei sehr wenigen
Organismen wie z.B. Bakterien und Pilzen, Insektedd wenigen Krebsen nachgewiesen.
Vergleichende Untersuchungen an verschiedenen ddkap Krebsen zeigten jedoch eine
besonders hohe Phosphatase-Aktivitat in der Magesifikeit von Hummern. In der vorliegenden
Arbeit wurde mit Hilfe von FlissigchromatographieduGelelektrophorese die extrazellulare
Phosphatase des Européaischen Humntéosn@rus gammarygssoliert und die funktionellen und
molekularen Eigenschaften untersucht.

Das Enzym hat ein Molekulargewicht von 60 kDa. Breymatische Aktivitdt war im Bereich
von pH 5 bis pH 11 nachzuweisen, wobei das MaxingemAktivitat bei pH 9 lag. Das Enzym
wurde bereits durch geringe Konzentrationen vorF'Mg@n’*, L-Cystein, Monophosphat und
Adenosindiphosphat inhibiert. Die alkalische Phadpke verlor 50% ihrer Aktivitat bei einer
Temperatur von 50°C und nach einer Inkubationsz®it20 Minuten. Die Sequenzierung des N-
terminalen Endes der Phosphatase ergab eine Homoig alkalischen Phosphatase der
Eismeergarneld?andalus borealisDie Sequenzierung einzelner Peptide des Enzymse®rw
Homologien zu Phosphatasen und ATPasen von Insekten

Der Grund fur das Auftreten alkalischer Phosphataseder Magenflussigkeit von Hummern ist
unklar, denn der pH-Wert der Verdauungsfliissigkegt bei pH 4 bis pH 5. Die extrazellularen
Verdauungsenzyme werden zunéachst in den Epithetzeler Mitteldarmdrise synthetisiert und
anschlielend fur die Verdauung der Nahrungspariikelen Kaumagen entlassen. Frihere
histologische Untersuchungen ergaben, dass hotepRaiase Aktivitaten in den F- und B-Zellen
der Mitteldarmdrise vorhanden sind und dort auclthwaislich gebildet werden. Die
anschlieBende Freisetzung der Enzyme erfolgt beinoggischen Hummer durch die holokrine
Sekretion in den Kaumagen. Es scheint also, dass Addtreten von grof3en Mengen an
Phosphatase auf zytologische Besonderheiten desmdtsnberuht und auf die gemeinsame
Synthese und gemeinsame holokrine Sekretion mierand Verdauungsenzymen zurick zu
fuhren ist. Die katalytischen Eigenschaften und kiehte Gewinnung grofRer Mengen des
Enzyms machen es jedoch zu einem interessanten ktObjg@ molekularbiologische

Anwendungen.
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1. EINLEITUNG

Enzyme spielen in der Biotechnologie, in der An&lyind in der Diagnostik eine immer
groBere Rolle. Sie werden einerseits in grof3en KEerfdr unterschiedlichste industrielle
Produktionsprozesse eingesetzt und anderersedtydiaren sie in kleinstem Mal3stab sehr
spezifische Reaktionen wie z.B. die Polymerasedftetiaktion. Der weltweite Markt fur
Industrieenzyme betragt derzeit rund 2 Milliarder83J Drei Viertel der industriell
verwendeten Enzyme werden in Wasch- und Reiniguitigdmin der Nahrungsmittel- und
Futtermittelindustrie, sowie in der Textilverarhgiy eingesetzt (Ruttloff 1994, Kirk et al.
2002). Hinzu kommt die stark wachsende Produktiam \wbiologischen Kraftstoffen
(Stephanopoulos 2007).

Fast alle der kommerziell genutzten Enzyme stammespringlich aus lebenden
Organismen. Sie wurden zunachst identifiziert uhdrakterisiert und ggf. fur spezifische
Anwendungen isoliert und kloniert. Viele Enzyme dem aus Bakterien isoliert. Jedoch
liefern auch Pflanzen und hohere Tiere wertvolleyiEme. Der Enzymgehalt pflanzlicher
Rohstoffe ist eher gering, dennoch werden unteer@md Amylasen, Proteasen und Papain
aus ihnen gewonnen. Trypsin, Chymotrypsin, Amylased Lipasen sind einige der
wichtigsten Enzyme die aus tierischen Organen, Midskder Driisengewebe gewonnen
werden (Ruttloff 1994). Viele Enzyme werden aucls dem Verdauungstrakt von Tieren
gewonnen und ebenfalls industriell eingesetzt wie das Lab aus Kélbermagen.

Marine Organismen, besonders Krebse, sind fur dieyproduktion ebenfalls interessant.
Bei den Crustaceen findet die Verdauung der Nahraimgenzymatisch statt (Saborowski et
al. 2006). Es wird keine Saure abgesondert wiedeei Wirbeltieren. Verdauungsenzyme
spielen eine wichtige Rolle bei der Zersetzung,o0R&fon und Speicherung von Nahrungs-
partikeln und Nahrstoffen (P.L Barker und R. Gibsk#v7). Die genaueren Eigenschaften
und Funktionsweisen vieler Verdauungsenzyme wurbater noch nicht ausreichend
untersucht (Saborowski et al. 2004). In diesem #usanhang stellt die biochemische
Charakterisierung von Verdauungsenzymen marinerbgémen ein interessantes und
vielversprechendes Forschungsgebiet dar.

Besonderes Interesse wecken die extrazellularespPatasen der Krebse (Kapitel 1.1.2).
Intrazellulare Phosphatasen sind in vielen versigrien Gewebearten nachgewiesen worden
(Olsen et al. 1991). Im Gegensatz zu den allgemei@barakteristika der zellularen
Phosphatasen (siehe Kapitel 1.1.2) wurden die biogtthen und analytischen Merkmale
extrazellularer Phosphatasen bisher nur bei sehigee Organismen wie zum Beispiel den

Bakterien, PilzenGlew et al. 1970und Pflanzen (Strojsova et al. 200@chgewiesen und
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charakterisiert. Bei Crustaceen wurde das Auftretdrazellularer Phosphatasen bisher nicht
systematisch untersucht. Jedoch liegen mehrere éisewor, dass die Magenflissigkeiten
einiger Krebsarten hohe Phosphataseaktivitateneasén (Saborowski et al. 2006). Deshalb
wurden zunachst verschiedene Arten dekapoder Krabseder Familie der Nephropidae,
Brachyura, Anomura und Langusten auf extrazelluRh®sphatasen hin untersucht. Nur
wenige Arten verfigen uber eine hohe Aktivitat de&nzyms. Jedoch wies der Européische
Hummer Homarus gammarus) und der Amerikanischen HummeHdmarus americanus)
besonders hohe Phosphatase-Aktivitaten auf. Auébrder ortlich ginstig gelegenen
Hummerpopulation in der Nordsee vor Helgoland @hret al. 1991) wurde der Europdaische
Hummer als Untersuchungsobjekt fir diese Arbeitgaugihlt. Homarus gammarus gehort
zur Familie der Nephropidae und ernahrt sich Ubsgemd carnivor (P.L Barker und R.
Gibson 1977). Aufgrund seiner Koérpergréf3e prodezéssr Hummer auch eine grofRRere
Menge an Verdauungsflissigkeit, die sich im Kaumagasammelt und dem Tier ohne

Schaden enthommen werden kann.

Das Thema der vorliegenden Arbeit ist die Isoligrumd die funktionelle, sowie molekulare
Charakterisierung einer extrazellular auftretenBéosphatase aus der Magenflissigkeit des
Européischen Hummers @rharus gammarus). Die zentrale Aufgabe liegt zum einen in der
Bestimmung von Einfliissen verschiedener Faktorem Wamperatur, pH-Wert, Metallionen
und Inhibitoren. Zum anderen soll die PhosphataiseHitie von verschiedenen aufeinander
abgestimmten chromatographischen Trennmethodelerisahd charakterisiert werden. Ein
weiterer Aspekt der Arbeit ist die molekulare Chéeasierung des aufgereinigten Enzyms
Uber eine Sequenzanalyse und die Bestimmung desriHius.

Ziel der Arbeit ist es einerseits die Eigenschaftem Phosphatase im Hinblick auf die
Physiologie und die Nahrungsverwertung des Humnzersuntersuchen. Vergleiche mit
bekannten Phosphatasen anderer mariner und teschstr Organismen sollen Hinweise auf
den Ursprung und die Funktion der extrazellulardmogphatase des Hummers geben.
Andererseits sollen die katalytischen EigenschatesrHummer-Phosphatase im Hinblick auf

eine biotechnologische Nutzung gepruft werden.
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1.1 THEORETISCHER HINTERGRUND

1.1.1. Die Enzyme
Enzyme sind Katalysatoren die den Ablauf chemisébesktionen beschleunigen oder erst

ermdglichen. Sie sind malf3geblich an der Aufreclalenhg und an der Koordination aller
Stoffwechselprozesse in lebenden Organismen IgtteilChemisch betrachtet gehéren
Enzyme zu den Proteinen, bzw. Proteiden. Sie lmsitéufig eine globulare und flexible
Struktur. Aufgrund dieser Eigenschaften sind retégsKkonformationsanderungen maglich
die nicht nur fur die Substratbindung, sondern dfiickden katalytischen Mechanismus von
grol3er Bedeutung sind. Ein so genanntes ,aktivesrde” ist fur die katalytische Wirkung
verantwortlich. Dieses aktive Zentrum wird von mexlen Abschnitten einer Peptidkette
gebildet und schliel3t ein Substrat von mehrereteSen einer Spalte ein. Die Aminosauren
der Peptidseitenketten greifen in die katalytisBleaktion mit ein. Die Bindung erfolgt Uber
ionische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken- calerh hydrophobe Bindungen. Die
ionischen Wechselwirkungen kdnnen teilweise untr Mitwirkung von Metallionen wie
Zn** oder Md* erfolgen.

Die Wirkung von Enzymen wird bereits seit Jahrtages bei vielen Volkern, wenn auch
unbewusst, im taglichen Leben genutzt. Nicht nerhdierstellung von Brot und Bier, sondern
auch die Produktion von Sauermilch, Quark, Kaseksglg ist weit verbreitet. Im Jahre 1850
untersuchte der franzésische Chemiker LowsTBUR die Prozesse der Faulnis und Garung
durch lebende Mikroorganismen. Diese Prozesse wevde ausgeschieden Enzymen der
Mikroorganismen hervorgerufen. Erst 1878 bezeichrodr deutsche Mediziner Wilhelm
Friedrich KUHNE die rein chemisch wirkenden Katalysatoren als yiEme‘, abgeleitet vom
griechischen Begriff ,zyme" = Hefe.

Im Jahre 1961 hat eine internationale KommissiogeRe fir die Einteilung der Enzyme
erlassen und eine Nomenklatur erstellt. Demnachegl6 Hauptklassen von Enzymen, die
sich aufgrund der Art der enzymkatalytischen Reaktunterscheiden. Innerhalb dieser
Hauptklassen werden die Enzyme nach ihren spedaéiskatalytischen Eigenschaften in
Unterklassen unterteilt. Alle ausreichend charasigten Enzyme sind in einer Liste
zusammengestellt und durch eine Klassifizierungsnam(EC-Nr.) gekennzeichnet. Gemalf
dem Enzym-Nomenklatur-Kommitee sind zurzeit etw@@BEnzyme bekannt (Karlson et al.

1984). In der Natur existieren vermutlich weit matg 10000 verschiedene Enzyme.
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1.1.2. Die Phosphatasen

Die Phosphatasen (EC: 3.1.3) gehoren zu der Grdepeélydrolasen und, spezieller, zu den
Esterasen. Sie katalysieren die hydrolytische 8pgltvon Phosphomonoestern, wobei
Phosphat abgespalten wird (Olsen et al. 1991). rafl ihres pH — Optimums werden die
Enzyme in saure und alkalische Phosphatasen eiligete

Die sauren Phosphatasen kommen in verschiedemesclien Geweben vor wie zum Beispiel
den Nieren, der Prostata und im Fettgewebe. DieesRhosphatase dient aufgrund ihres
Auftretens in Lysosomen und im Cytosol auch als Kdarfir die Identifizierung von
subzellularen Zellfraktionen (Blasco et al. 1998)Weizen, Kartoffeln und anderen Pflanzen
sind sie ebenfalls nachgewiesen worden. Sie tra®mono- und auch als dimere Enzyme
auf (De Prada et al. 1997) und bendétigen keine Imian als Cofaktoren (Olsen et al.
1991).

Alkalische Phosphatasen werden dagegen bevorzadbakterien, niederen Tieren, Organen
von hoéheren Tieren (Leber, Knochen) sowie aus M#dliert. Die hochsten Aktivitaten sind
in Dinndarm, Knochen, Leber, Gallenwegen und inRlazenta nachweisbar (De Backer et
al. 2002). Die alkalische Phosphatase enthélt mreWwei Zinkatome pro Untereinheit und
bendtigt Magnesiumionen als Cofaktor (Olsen etl8P1). Teilweise werden jedoch auch
Calcium lonen bendtigt (De Prada 1997). Viele afichle Phosphatasen sind im Bereich von
47-62°C thermostabil (Menzorova et al. 2006).

Inhibiert werden die Phosphatasen z.B. durch FdiJoArsenit, Arsenat, L-Homoarginin
(Olsen et al. 1991) oder L-Cystein (Woéltgens 1%y et al. 1999). Mit Hilfe von 0,1 — 1%
Glucose-, Pyruvat-, Glycerol- und Lactat — Konzatienen kann die Aktivitat gesteigert
werden (Sharipova et al. 1999). Die Mikroorganisnt@mmotigen die Phosphatasen um
Phosphat von organischen Komponenten ab zu spat®nwenn anorganisches Phosphat
nur limitiert verfugbar ist (De Prada et al. 199W)it Hilfe eines osmotischen Schocks zum
Beispiel kann das Enzym aus den Zellen der Mikranigmen freigesetzt werden (Glew et al.
1970).
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Anwendungsgebiete in der Medizin

In der klinischen Diagnostik werden alkalische Ritagasen als Indikatoren verwendet (Zhu
et al. 2006). Beim Menschen kann eine Erhéhungatledischen Phosphatase-Spiegels als
Indikator fur Knochen-, Leber- oder Bauchspeichi&dénerkrankungen dienen. Beispiele
hierfir sind Prostatakarzinome (Ruttloff 1994), Khenmetastasen oder auch Vitamin D
Mangel (De Backer et al. 2002).

Anwendungsqgebiete in der Lebensmittel Industrie

Die Messung der alkalischen Phosphatase wird férKbntrolle der Pasteurisierung von

Lebensmittel, z.B. Milch oder Honig, herangezogeattloff 1994). Alkalische Phosphatasen

denaturieren bei rund 72°C nach wenigen Minutendesen Temperaturen werden die
meisten pathogenen Keime in der Milch zerstort. dié@rKontrolle der Pasteurisierung haben
sich 2 Methoden durchgesetzt. Zum Einen wirdSbbarer Test eingesetzt, durch den Phenol

in der Probe nachgewiesen wird. Zum AnderenAsehaffenberg & Mullen Test (Chavarriet

et al. 1998) durch den die Freisetzung von p-Nheswl| untersucht wird. Sind beide Tests
negativ, dann wurden auch keine alkalischen Phdapdia nachgewiesen und die Zerstérung
der pathogenen Keime war erfolgreich.

Anwendungsgebiete in der Analytik

In der Molekularbiologie werden sogenantitermolabile Phosphatasen fir die Entfernung
von Nukleotiden nach einer DNA/RNA Polymerase Betamg in vitro aus
Reaktionsgemischen eingesetzt. Diese Phosphatafemen stérende Cofaktoren wie ATP
und NADP aus den Gemischen. Bei einer Hitzeeinwigkuon 65°C fur 15 Minuten ist das
Enzym inaktiviert. Dadurch kann die Reaktion schhekndet und somit konrolliert werden.
Fur die Dephosphorylierung der 5° Enden von Klamegsvektoren wird héaufig eine
thermolabile Phosphatase aus Nordmeergarnelen ndete

Alkalische Phosphatasen werden ebenso bei immuisclugn Analysen zum Beispiel an
Antikdrper konjugiert und anschlieBend fur ELISA,e8¥ern Blot oder histochemische

Bestimmungen verwendet.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1I1SOLIERUNG

2.1.1 Herkunft des Probenmaterials

Europaische HummerHpmarus gammargswurden im Rahmen eines Hummerzucht-
programms in der Ziuchtungshalle der Biologischerstalh Helgoland gehaltert. Wéahrend
dieser Halterungszeit konnten von den Tieren wigaleProben aus dem Magen entnommen
werden ohne die Tiere dabei zu schadigen.

-

W e e

Abb. 2.1 Einfiihrung des Kunststoffschlauches durch den Gagyps. Das Tier liegt auf der dorsalen Seite.

Abb. 2.2 Nach der Einfihrung des Kunststoffschlauches wdidéagenflissigkeit langsam entnommen.
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Die Magenflussigkeit wurde den Tieren mithilfe vBmweg-Injektionsspritzen enthommen,
die anstelle einer Injektionsnadel mit einem duniemstoffschlauch bestiickt waren. Die
Tiere wurden zuné&chst aus dem Halterungsbeckerorentien und auf die dorsale Seite
gelegt. Der Schlauch konnte nun vorsichtig durch @sophagus in den Magen eingefiihrt
werden (Abb. 2.1).

Pro Tier wurden 1-2 mL (max. 5 ml) Magenflussiglk&itnommen (Abb.2.2) und jeweils ca.
1 ml in vorbereitete Eppendorf Reaktionsgefalie filher AnschlieRend wurden die Proben
bei 15000 g fur 15 Minuten und bei 4°C zentrifugiddie Uberstande wurden in neue

ReaktionsgefalRe Uberfiuihrt und bis zur weiteren yssabei -80°C eingefroren und gelagert.

Fur vergleichende Untersuchungen wurden bereitaoemnene und bei -80°C gelagerte
Proben zur Verfiigung gestellt. Diese Proben stamw@ den ArterCancer Pagurus, Hyas
araneus, Discoplax hirtipes, Nephrops norvegicugmmidrus americanus, Birgus latro,
Lithodes santolla, Panulirus interruptusind Panulirus inflatus Die Messung der

Phosphatase-Aktivitat erfolgte wie unter Punkt23 beschrieben.

2.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes und der Enzykiavitaten
Der Proteingehalt wurde nach Bradford (1976) bestimFolgende Reagenzien wurden
bendtigt:

1. Proteinstandard: Rinderserumalbumin (0,1 m&;™* in demineralisiertem Wasser)
2. Probe (Proteinextrakt ggf. Verdinnt)

3. Farbreagenz (BioRad, 600-0005)

4. Arbeitsreagenz: Farbreagenz 1:5 mit A. dem. Wend

Der Reaktionsansatz wurde in eine 96-well Mikrogtatte pipettiert (Tab. 2.1) und

anschlie3end photometrisch bei einer Wellenlangeb8® nm gemessen.
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Tab. 2.1 Pipettierschema fiir die Bestimmung des Proteintehaach Bradford

Losung Standard Testansatz
Standard 1 0-50 pL -
Probe 2 - 30 pL
A. dem ad. 50 pL 20 pL
Inkubation 5-15 Minuten bei Raumtemperatur
Messung im Mikrotiterphotometer, 600 nm

2.1.2.1 Enzymnachweis mit dem ApiZym System

Die Proben wurden mit Hilfe einer semiquantitativdikro — Bestimmungsmethode, dem
ApiZym Testkit (bioMérieux, Nr787151501, Frankreich) auf die Prasenz von 19 Eemym
hin untersucht. Ein Teststreifen besteht aus 19iéfangen. In diese Vertiefungen wurden
jeweils 50 pL der Probe pipettiert. AnschlielBenddem die Streifen bei 30°C fir 2 Stunden
im Brutschrank inkubiert. Nach tropfenweiser Zugalee Reagenzien Zym A und Zym B
erfolgte die Farbentwicklung. Die visuelle Auswergu der Teststreifen erfolgte nach
Angaben der Herstellungsfirma. Die Aktivititen wendin Kategorien von ,0“ (keine
Aktivitat) bis 5" (hdchste Aktivitat) eingestufDer Rohextrakt wurden fur den Test 1:10 und

die aufgereinigten Proben 1:2 mit demineralisiert®iasser verdinnt.

2.1.2.2 Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat

Fur die Messung der Phosphomonoesterase wurdeutissr& 4-Nitrophenylphosphat disodium
salt hexahydrat (Sigma, N4645) verwendet. Die Akdtvder Phosphodiesterase wurde mit
dem Substrat bis-(p-Nitrophenyl)phosphat sodiulin(Segma, N3002) bestimmt.

2.1.2.3 Bestimmung der Protease-Aktivitat
Fur die Messung der Protease-Aktivitat wurde das-Basein (Fluka 11615) und folgender
Phosphatpuffer verwendet.

Phosphatpuffer pH 6,8
50 mM Natriumdihydrogenphosphat
50 mM Dinatriumhydrogenphosphat
150 mM Natriumchlorid

10, 10, 20, 30, 40, 50 pL des Standards entspre@hkr2, 3, 4, 5 pg BSA im Reaktionsansatz



2. MATERIAL UND METHODEN Seite|l0

Durchfihrung:
Es wurden 200 pL Phosphatpuffer mit 20 pL Probsatet und fur 5 Minuten bei 30°C auf

dem Thermoschuttler vorinkubiert. Die Reaktion waudtlrch die Zugabe von 100 pL Azo-
Casein gestartet (Tab.2.2). Die Proben und Blinteveurden bei 30°C fur 30 Minuten auf
dem Thermomixer inkubiert. Durch die Zugabe von BQOTCA (20%) wurde die Reaktion
anschlieRend gestoppt. Die Cups wurden fur wenigeufdn in Eiswasser gekihlt und
anschlieBend bei 150009 fur 15 Minuten und 4°Crdeagtert. Die Messung der Extinktion

vom Uberstand erfolgte am Photometer bei einer &dkihge von 366 nm.

Tab. 2.2 Pipettierschema fiir die Proteasebestimmung

Zugabe Probe Blindwert
Phosphatpuffer 200 pL 200 pL
Probe 20 pL -

Inkubation 30°C fir 5 Minuten
Azo-Casein | 100 pL | 100 pL
Inkubation 30°C fur 30 Minuten
TCA 20% 500 pL 500 pL
Probe - 20 pL

2.1.2.4 Schnelltest in Mikrotiterplatten

In die Vertiefungen einer 96-well Mikrotiterplatieurden jeweils 50 pL der einzelnen
Fraktionen mit 250 pL einer Substrat-Stammlosung AM) versetzt. Die Substrate wurden
im Universalpuffer pH 10 (pNPP fur Phosphatase) roggH 6 (bis-pNPP flr
Phosphodiesterase) gelost. Die Platte wurde eiMgeuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert und dann bei 405 nm in einem Mikrotitatpénphotometer gemessen.

2.1.2.5 Aktivitatsbestimmung in Kivetten

Es wurden 950 pl Puffer mit 50 pL einer 20 mM 4-N@Rw. bis-p-NPP) Stammlésung
versetzt (Endkonzentration 1 mM). Die Reaktion veudiirch die Zugabe von 10 pL Probe
(verdiinnt) gestartet (Tab.Z.&o.). Die Proben und Blindwerte wurden bei 30°C aulfeeai
Thermoschuttler inkubiert bis sich eine leichte liE&albung (Substratumsetzung) erkennen
liel3 (ca. 15 min). Durch die Zugabe von 400 pL elh& NaOH-L6sung wurde die Reaktion
gestoppt und die Inkubationszeit notiert. Die Hxiiion wurde bei einer Wellenldnge von

A=405 nm photometrisch bestimmt.
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Tab. 2.3Pipettierschema fiir die Bestimmung des Einflussesrschiedlicher Puffer auf die Enzymaktivitat

Blindwert Probe
Puffer (pH 3-12) 950 uL 950 uL
Substrat 50 pL 50 uL
Probe - 10 uL
Start der Reaktion: T=30°C, t = 15 min
Stop 1 M NaOH 400 L 400 pl
Probe (verdinnt) 10 uL -

Die Aktivitat wurde als Anderung der Extinktion pZeit und Probenvolumen angegeben.

2.1.3 Chromatographische Auftrennung der Magenfliggkeit

Der Ablauf der chromatographischen Aufreinigungzishéachst in einer Ubersicht dargestellt
(Abb. 2.3). Nach der Entnahme der Magenflissigkeitde der Rohextrakt Uber die G25-
Séule entsalzt und umgepuffert. Zudem lassen si€ldiasem Wege eventuell vorhandene
Zellfragmente und Schmutzpartikel entfernen. Diésebe wurde anschlieRend auf die
Gelfiltrationssaule aufgetragen. Die Fraktionere dine Phosphatase Aktivitat aufwiesen,
wurden anschliel3end durch 2 weitere Anionenaugtahsomatographien aufgereinigt. Fur

die Aufreinigungen wurde eine FPLC-Sation (Amerstimrmacia) verwendet.

Abb. 2.3 Abfolge der einzelnen chromatographischen Aufmringsschritte



2. MATERIAL UND METHODEN Seite]|12

Abb. 2.4 FPLC Systeme zur chromatografischen AuftrennungRteinen

2.1.3.1 Gelfiltration

Bei der Gelfiltration werden verschiedene Molekualgch ihrer GrolR3e getrennt (Abb. 2.4,
linke Seite). Das Trennmedium in der Saule besaektpordosen spharischen Partikeln, z.B.
Sephadex. Kleinere Molekile kdnnen in diese Pomedriagen und verbleiben wahrend des
Durchflusses langer auf der Saule. GréRere Molekében hingegen weniger Moglichkeiten
in das Saulenmaterial einzudringen und durchladfersaule schneller als kleine Molekiile.

Durchfiihrung
Vor Beginn der Gelfiltration wurde 1 mL des Rohektes Uber eine G25 Saule (GE

Healthcare, 17-0854-02) vorgereinigt. Nachdem dieb® in die Saule eingesickert war,
wurde die Saule mit 1,5 mL des Gelfiltrationspusferiuiert. Die so vorgereinigte Probe
wurde auf die vorher auf 2°C gekihlte Gelfiltragséule (Amersham Pharmacia, Superdex
200 HiLoad, 16/60) aufgetragen.

Fur die Gelfiltration wurde ein Tris/HCI-Puffer (26M, pH 7,5 mit 0,1 M NaCl) verwendet.
Die Durchflussrate betrug 1 nthin™. Es wurden 25 Fraktionen 4 5 mL gesammelt.

Zu Beginn der Gelfiltration lag die Leitfahigkeies Elutionspuffers bei ca. 10 re8i* und
blieb wahrend der gesamten Auftrennung konstarg.Hdapfindlichkeit des Analogschreibers

wurde, abhangig von der eingesetzten ProbemenfBQal00mV eingestellt.
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Unmittelbar im Anschluss an die Gelfiltration wurdan Enzymschnelltest auf Phosphatase
und Phosphodiesterase durchgefuhrt (2.1.2.4). Bbenvurde von jeder Fraktion die
Protease-Aktivitat bestimmt (2.1.2.3).

Fur die Entsalzung und Aufkonzentrierung der Faaleén wurden Amicon Ultra-15
Membran-Filtrationsrohrchen (Millipore) verwend®tie entsprechenden Fraktionen wurden
nach der Gelfiltration in ein Filtrationsrohrcheipgttiert und fir 12 Minuten bei 4000 g und
4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden 5 mL eines/HCI-Puffers (25 mM, pH 8) hinzu
pipettiert und die Probe erneut unter den gleicBedingungen auf ca. 2 ml konzentriert.

Durch die Zugabe des salzfreien Tris/HCI Puffersdewder Salzanteil im Puffer verringert.

2.1.3.2 Anionenaustauschchromatographie

Zur weiteren Isolierung der Phosphatase wurden ZAwgonenaustauschchromatographie-
Schritte durchgeftihrt. Die hierfir verwendeten $awvaren die Uno Q6 (BioRad, 720-0003)
im ersten Schritt und die Resource Q (AmershammRaer, 17-1177-01) im zweiten Schritt.
Die Uno Q6 Saule besitzt ein ,continuous bed* daigiert mit -N(CHs)s Gruppen. Die
Resource Q Saule dagegen besitzt eine Grundmasixnanodispersem Polystyren und eine
gebundene Matrix aus einer quartdren Ammoniumvecrig.

Nach dem Auftragen der Probe binden die Proteinkiitdezunachst an die Ladungen der
stationdren Phase. Die steigende Salzkonzentratiobaufe der Auftrennung bewirkt die

Verdrangung der Proteine durch Ghd somit deren Elution.

Durchfiihrung
Die Flussrate betrug 1 mhin™ und das Fraktionsvolumen 0,5 mL. Die Empfindlidhkies

Schreibers wurde auf 10 mV bzw. 20 mV eingestéllir die Pumpe A wurde ein 25 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8) verwendet. Um den Salzgehadihrend der Auftrennung zu steigern
wurde der gleiche Puffer, jedoch mit 1 M NaCl,gagetzt.

Nach jedem der beiden FPLC-Laufe wurde ein Enzymalitiest (s. 2.1.2.4) durchgefihrt.
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2.2.CHARAKTERISIERUNG

2.2.1. Enzymnachweis mit dem ApiZym System
Die Proben wurden mit Hilfe der semiquantitativenkid — Bestimmungsmethode, dem
ApiZym Testkit (bioMérieux, Nr787151501, Frankreich) auf die Prasenz von 19 Eemym

hin untersucht. Die Durchfiihrung erfolgte wie urtet.2.1 beschrieben.

2.2.2 Einfluss unterschiedlicher Puffer auf die Engmaktivitat

Phosphat ist ein Inhibitor fur Phosphatasen. Jeaaoth Phosphat haufig als Puffer im pH-
Bereich von 5-8 verwendet. Der Universalpuffer tmtsneben weiteren Zuséatzen eine
Phosphat-Komponente. Der Vorteil dieses Puffersest breites Pufferspektrum von pH 2
bis pH 13. Um einen mdglichen negativen Effekt Bassphat-Anteils zu vermeiden wurden
weitere 4 Puffer mit pH-Werten im Bereich von 3 Wi$ getestet und fir vergleichende

Untersuchungen verwendet.

Diese Puffer waren:

a) Citratpuffer: 0,1 M Citrat pH 3-4

b) Acetatpuffer: 0,1 M Essigsaure/Acetat pH 3-5

c) Tris/HCI-Puffer: 25 mM, pH 8-11

d) Glycinpuffer: 0,1 M, pH 3 und pH 8-11

e) Universalpuffer: 25 mM pH 3-11
0,1 M Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
0,1 M Sodium Carbonate
0,1 M 2-Amino-2 methylpropan 1:3 diol

0,1 M Citronenséaure

Durchfiuhrung
Von dem jeweiligen Puffer wurden 950 pL mit 50 phex 20 mM 4-NPP (bzw. bis-p-NPP)

Stammloésung versetzt (Endkonzentration 1 mM). Dhkubation und die Messung der

Extinktion erfolgten wie unter 2.1.2.5 beschrieben.
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2.2.3. Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymstabikit

Da der Universalpuffer ein breites Pufferspektruom ywH 3 bis pH 12 besitzt, erfolgte die
Bestimmung der Enzymstabilitdt mit diesem Pufferie DProben wurden mit dem
Universalpuffer pH 3 bis 12 im Verhéltnis 1:2 vendii und anschlieRend bei 30°C fur 60
Minuten im Thermomixer inkubiert.

Fur die Aktivitdtsbestimmung wurden 950 pL des @nsalpuffers (pH 10) mit 50 pL einer
Substrat-Stammlésung (20 mM 4-NPP, bzw. bis-p-NRRetzt. (Endkonzentration 1 mM in
der LOosung) Die Reaktion wurde durch die Zugabe ¥6nuL der vorinkubierten Probe
gestartet. Die Proben und Blindwerte wurden beiC3dUr 60 Minuten auf einem
Thermoschiittler inkubiert. Die Zugabe von 400 pheeil M NaOH-L6sung beendete die
Reaktion. Die Bestimmung der Extinktion erfolgteodmetrisch bei 405 nm.

2.2.4. Einfluss unterschiedlicher Metallionen auf @ Enzymaktivitat

Es wurde untersucht, ob unterschiedliche Konzeaatrah verschiedener Metallionen einen
positiven oder auch negativen Einfluss auf die BEmaktivitat haben. Dafir werden MgCl
und ZnC} verwendet (Tab.2.4)

850 — 950 pL Tris/HCI, pH 9 wurden mit O bis 100 giner 0,1 M MgC] Stammldsung
(oder 0,1 M ZnG) und 50 pL einer 20 mM pNPP Stammlosung versetie (
Endkonzentration des Substrates im Reaktionsamsatd mM). Nach dieser Zugabe hatten
alle Reaktionsansatze ein Gesamtvolumen von 1 nd Reaktion wurde durch die Zugabe
von 10 pL der Probe gestartet.

Alle Cups wurden fiir 30 Minuten bei 30°C in einemefmomixer inkubiert. Anschlie3end
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 400 pLrelnkl NaOH Lésung gestoppt und die
Extinktion bei 405 nm photometrisch bestimmt. Diep€ mit den MgGFtAnsatzen wurden
nach dem Stoppen durch das NaOH bei 13000 rprmOfitiluten zentrifugiert.
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Tab. 2.4 Pipettierschema fur die Bestimmung des Einflussgerschiedlicher Metallionen auf die

Enzymaktivitat
Blindwert Probe
Puffer 850 bis 950 pL 850 — 950 uL
0'10',\4 k"ﬂgzcnhcobder 0100 pL 0-100 pL
Substrat 50 pL 50 pL
Probe (1:10 verdinnt) - 10 pL
Start der Reaktion: T=30°C; t=30 min

1 M NaOH 400 pL 400 pL

Probe (1:10 verdiinnt) 10 uL -
Messung bek=405 nm

2.2.5. Einfluss von Inhibitoren auf die Enzymaktivtéat

2.2.5.1. L-Cystein

Zu 850 — 950 uL Tris/HCI-Puffer (pH 9) wurden O W60 pL einer 0,1 M L-Cystein
Stammldésung und 50 pL einer 20 mM p-NPP Stammlogeggben (Endkonzentration des
Substrates im Reaktionsansatz 1 mM). Die Reaktiordevdurch die Zugabe von 10 pL des
Enzyms gestartet.

Alle Cups wurden fur 30 Minuten bei 30°C auf eind@imermomixer inkubiert. Durch die
Zugabe von 400 pL einer 1 M NaOH-L6sung wurde dd@k®ion gestoppt und die Extinktion
405 nm photometrisch bestimmt.

2.2.5.2 Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Die Aktivitaten der Phosphatase wurden bei Inhikibazentrationen von 1 pM bis 100 mM
bestimmt. Die Durchfuihrung erfolgte wie bei der Mi@sg mit L-Cystein.

2.2.5.3. Adenosin 5" Diphosphat (ADP)
Die Aktivitdten der Phosphatase wurden bei ADP-Kamtmationen von 1 puM bis 10 mM
bestimmt. Die Durchfiihrung entsprach dem Schema Aldivitdtsbestimmung mit L-

Cystein.
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2.2.6. Enzymkinetik
Die Charakterisierung der Phosphatase-Kinetik gtéolbei Substratkonzentrationen von
1 uM bis 10 mM. Die Reaktionsgeschwindigkeit, ales Substratverbrauch pro Zeiteinheit,

wurde dabei bestimmt.

Durchfiihrung:
Die Substratendkonzentrationen von 1 uM bis 10 miMReaktionsansatz (Gesamtvolumen

1 mL) wurden durch die Zugabe unterschiedlicher §dgnan Stammlosungen erzielt. Es
wurden Substratstammlésungen mit den Konzentratid@®emM, 20 mM, 1 M erstellt. Das
Puffervolumen wurde jeweils so angepasst, dassGeisamt-Reaktionsvolumen von 1 mL

vorlag.

Zu 800-1000 pL des 25 mM Tris/HCI Puffers pH 9 wand)-200 pL Substratldsung hinzu
gegeben. Durch die Zugabe von 10 pL verdiinnterdPfbii0) wurde die Reaktion gestartet.
Nach 5-10 Minuten wurde die Reaktion durch die Ziggaon 400 uL 1 M NaOH gestoppt.
Kontrollen (Blindwerte) wurden parallel durchgeftilmdem die Reaktion zuerst durch die
Zugabe der NaOH gestoppt und erst anschlieend”aibe hinzu gegeben wurde. Die
Bestimmung der Extinktion erfolgte bei 405 nm pmogdrisch.

2.2.7. Thermostabilitat

Die Proben wurden fir 5, 10, 20, 40 und 60 Mindienunterschiedlichen Temperaturen von
0°C bis 60°C vorinkubiert. Direkt nach der Inkuloatiwurde eine Aktivitatsmessung (Kapitel
2.1.2.4, Tab.2.3) bei 30°C fur 15 Minuten durchgefivorden.

Durchfihrung
Der Tris/HCI-Puffer (950 uL, pH 9) wurde mit 50 jginer 20 mM 4-NPP (bzw. bis-p-NPP)

Stammldsung versetzt (Endkonzentration 1 mM). Deal&ion wurde durch die Zugabe von
10 pL Probe (1:10 verdinnt) gestartet. Die Inkudreszeit der Proben und der Kontrollen
betrug 15 min bei 30°C. Durch die Zugabe von 400ejrder 1 M NaOH Lésung wurde die
Reaktion gestoppt. Die Messung der Extinktion gt®photometrisch bei 405 nm.
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2.2.8.a-Glucosidase
Die Bestimmung dea-Glucosidase erfolgt in einer Mikrotiterplatte ndgn Fraktionen nach

der Anionenaustauschchromatographie.

Substrat15 mM p-Nitrophenylk-D-Glucopyranosid (Sigma N-1377)
Puffer. 10 mM Tris/HCI, pH 6,5

Das Substrat wurde in dem Tris/HCI-Puffer gelost.

Durchfihrung:
Die Probe (20 pL) wurde mit 250 pL der Puffer/StditsMischung versetzt. Die Inkubation

erfolgte bei 30°C fur 30 Minuten. Die Reaktion warchit 20 pL einer 0,5 M NaHCO
Losung gestoppt. Die Messung erfolgte photometrisird05 nm. Als Blindwert diente die
geringste gemessene Extinktion.

2.2.9. N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase
Diese Messung wurde ebenfalls in einer Mikrotitetied mit den Fraktionen nach der
Anionenaustauschchromatographie durchgefuhrt.

Substrat0,3% 4-Nitrophenyl-N-acetyl-3-D-glucosamide (SapK9376)
Puffer. 0,2 M Sodium Citrate und 0,2 M Di-Natriumhydrogéosphat pH 5,5
Das Substrat wurde in dem Citrat-Phosphat-Pufférstie

Durchfiihrung
Funfzig pL einer unverdinnten Probe wurden mit &QQitrat-Phosphat-Puffer, pH 5,5 fur 5

Minuten bei 30°C vorinkubiert. Die Reaktion wurderch die Zugabe von 50 puL Substrat
gestartet. Die Inkubationszeit betrug 30 Minutemn 3@ C. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 100 pL einer 0,01 M NaOH-Lésung gestopi¢ photometrische Messung
erfolgt bei einer Wellenlange von 405 nm.

2.2.9.1 Aktivitatsgel

Substrat0,1mM Methylumbelliferyl-N-acetyl-3-D-Glucosamd® (Sigma)
Puffer. 0,2 M Sodium Citrate und 0,2 M Di-Natriumhydrogéosphat pH 5,5
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Die Durchfihrung wie unter Punkt 2.2.11.2 besclateb

Das Substrat wurde zunéchst in 1 mL DMSO gelostamsthlielend in 50 mL CPP-Puffer
Uberfuhrt. Die Inkubationszeit des Gels in der $ati®sung betrug ca. 10 bis 15 Sekunden.

2.2.10. ATPase Aktivitat
Die Aktivitatsbestimmung erfolgte nacRalmgren (1990)Die gekoppelte enzymatische

Reaktion verlauft nach dem folgenden Schema:

ATPast

ATP » ADP + P

2 Pyruvatkinase

PEP + ADP »  Pyruvat + ATP
3 Lactatdehvdroaena

Pyruvat + NADH » Lactat + NAD

ATP wird durch die ATPase in der Probe zu ADP umeiem Phosphat gespalten
Phosphoenolpyruvat reagiert anschlieRend mit demyewordenen ADP unter Einfluss der
Pyruvatkinase zu ATP und PyrufatDie Umsetzung von 1 Mol Pyruvat durch die
Pyruvatkinase erfolgt zeitgleich zur Umsetzung ¥@P zu ATP. Die ATPase Aktivitat ist
an die Oxidation von NADH durch die Lactatdehydmage gekoppéltEin Molekiil Pyruvat
wird gemeinsam mit NADH mittels LactatdehydrogenaselLactat und NAD umgesetzt
Die Konzentration an ADP, welche durch die ATPagebildet wurde, ist proportional zur
Bildung von ATP, als auch zur Umsetzung von NADH zu NADDadurch, dass die
Oxidation des NADH an die ATPase Aktivitat gekoppst, ist diese somit ein Malf3 fur die
ATPase Aktivitat.

Durchfihrung:
TEA-Puffer 0,1 M Triethanolamin-Puffer pH 7,6

Pyruvatkinase2000 pgmL™ (1000 Units, P-7768, Sigma)
Lactatdehydrogenasdierbei wurden 50 pL einer 5 nmgL™ Stammlésung verwendet (Nr.
11978543, Roche).

Stammloésungen der folgenden Substanzen wurden AxFEfer pH 7,6 hergestellt. Die im
Folgenden angegebenen Konzentrationen beziehemwsiadin Endvolumen von 1 mL in der
Klvette: 2 mM ATP; 1 mM EDTA; 1 mM PEP; 1 r'rngL'l BSA; 1 mM DTT; 140 mM KClI;
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4 mM MgCh. Die 0,25 mM NADH Lésung wird frisch und mit 1 mPhosphoenolpyruvat
hergestellt.

Funfzig pL der Stammlésungen von ATP, EDTA, BSA, TDTKCI, MgCl,, NADH,
Pyruvatkinase und Lactatdehydrogenase wurden zu [ B30EA-Puffer in Glaskuvetten
pipettiert. Die Kuvetten wurden bei 30°C fur 3 Mieno im Perkin Elmer UV/VIS
Spektrometer vorinkubiert. Anschlieend wurde dealRion durch 20 puL Probe gestartet.
Die Aufzeichnung der Extinktion erfolgte fur 4 Mitan bei 340 nm. Als Blindwert diente die

Extinktion einer Klivette ohne Probenzugabe.

2.2.11. Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropbse (SDS PAGE) nachaemmli
(1970) dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer @&kdlgrof3e. Die Trennung beruht
auf dem unterschiedlichen Laufverhalten der Pret@&m Gel und ist von ihrer Grof3e sowie
vom Vernetzungsgrad des Acrylamids abhangig. Dieelyg6dl3e hangt hierbei von der
Konzentration des Crosslinkers C (%) und der Gesamzentration der Monomere T (%)
umgekehrt proportional ab.

T% = gAcrylamid + gBisacryIanid *100 C% = gBisacryIarrid *100
GesamtVO|mer gBisacryIarrid + gAcryIamid

Lésungen fur die Gele:
1) Acrylamid 30%
2) Trenngelpufferl,5 M Tris/HCI pH 8,8
3) Sammelgelpuffel0,5 M Tris/HCI pH 6,8
4) 10%ige Natriumdodecylsulfat Losung (SDS)
5) 10%ige Ammoniumpersulfat Losung (APS)
6) N,N,N",N’-Tetramethylethyldiamin (TEMED)
7) 5x Elektrodenpuffer pH 8,3:

0,025 M Tris

0,192 M Glycin

0,1% SDS
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8) Probenpuffer:
2,0 mg Bromphenolblau
2,5 mL Sammelgel Puffer
3,0 mL Glycerin
4 mL 10% SDS
Auffiillen auf 10 mL mit demineralisiertem Wasser

Die Gele wurden nach folgendem Schema herge$talt. 2.5) und in einem Gel-Caster

(Hoefer Mighty small) gegossen. Die Gelgro3e warl® cm.

Tab. 2.5Herstellung von Trenn- und Sammelgel anhand dgegebenen Mengen

Losungen Trenngel (mL)  Sammelgel (mL)
12% T, 2,7% C 4% T, 2,7% C
A.dem 4,18 2,80
Trenngelpuffer 3,13
Sammelgelpuffer 1,0
Acrylamid (30%) 5,0 0,6
SDS (10%) 0,125 0,045
APS (10%) 0,063 0,022
TEMED 0,01 0,01
Gesamtvolumen 12,5 4,5

Nach dem Polymerisieren wurden die Gele in die tebghoresekammer geklemmt. Diese
wurde anschlieend mit 250 mL, bzw. 400 mL Elekd&rgulffer (Losung 7; 1:5 verdunnt)

beflllt. Die Proben wurden 1:2 mit der Lésung 8 diemt und in die Taschen des
Sammelgels pipettiert. Die Stromstarke betrug 15pn#A\Gel. Der Lauf dauerte ca. 1 Stunde
bei kleinen Gelen und 1,5 Stunden bei groRerenG&lee Spannung betrug 15mA pro Gel
und der Strom wurde auf 300V eingestellt.

2.2.11.1. Denaturierung

Zur Bestimmung des Molekulargewichts sind die Prmoloenaturiert worden. Vor dem
Auftragen wurde die Probe mit dem Probenpuffer irerbdltnis 1:2 verdinnt. Der
Probenpuffer enthielt zusatzlich 5% MercaptoethabD@ Denaturierung der Proben auf dem
Thermoschittler dauerte 15 Minuten bei 95°C. Ans@and wurden die Proben auf das SDS
Gel aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese istGsmit A. dem. gewaschen und mit

Coomassie (siehe Kapitel 2.3.13.1) angefarbt worden
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2.2.11.2. Aktivitatsgel

Puffer fir den sauren Bereich:
0,1 M Essigsaure/Acetat, pH 4
0,1 M Essigsaure/Acetat, pH 5

Puffer fur den alkalischen Bereich:
25 mM Tris/HCI, pH 9
25 mM Universalpuffer, pH 10

Die Proben wurden nicht denaturiert, da sie sdm& Aktivitat verloren hatten. Nach dem
Lauf wurden die Gele zuerst mit A. dem gewaschesh amschlieRend in 50 mL Puffer mit
2,5% Triton fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inleuth Danach wurden die Gele ebenfalls
mehrfach mit demineralisiertem Wasser grundlich aglken. Die Gele wurden fir 5
Minuten in 50 mL Puffer mit 1mM Methylumbellifery®hosphat (gelost in DMSO) inkubiert.
Die Betrachtung des Geles erfolgte unter UV-Licht.

2.2.12. Diskontinuierlicher Western Blot

Die Trennung der Proteine erfolgt zunachst UbelSiS-PAGE. Anschliel3end werden diese
auf eine dinne Membran aus PolyvinylidendifluoriBVDF Pro Blott Membranes,
Nr. 0507038 Applied Biosystems) Ubertragen. Das V@ed auf die Membran platziert und
anschlieBend wurde eine Spannung senkrecht zub&edeangelegt.

Es wurden fur die Anode und fur die Kathode unteietliche Blotting-Puffer eingesetzt

(diskontinuierlicher Western Blot).

Anode-Puffer50 mM Borax (Natrium-tetraborat), 15% Methanol, 4
Kathode-Puffer50 mM Borax s.o.; 0,1% SDS

100% Methanol zum vorinkubieren der PVDF Membrad mam Entfarben der Membran

Durchfihrung:
Die SDS-Gele wurden nach der Proteinauftrennung kuait demineralisiertem Wasser

gewaschen und fur 5 Minuten im Kathoden-Blotpufferinkubiert. Die ersten 3 Lagen eines

dickeren Filterpapiers und 2 Lagen eines dunnei#tarpapiers wurden mit dem Anode-



2. MATERIAL UND METHODEN Seite|23

Puffer gut getrankt und auf das Blotting Geréat @ad Transfer-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell) gelegt. Eventuelle Luftblasen wurden entfantem ein Glasréhrchen vorsichtig tber
das Filterparier gerollt wurde. Die Membran wurd@échst in 100% Methanol fir 2 Minuten
aktiviert und anschliel3end fur 30 Minuten im Andeigifer inkubiert. Anschlieend wurde
die Membran auf das Filterpapier gelegt. Die Pétmg der SDS-Gele erfolgte nun passend
und mittig auf die Membran. Weitere 3 Lagen einekeaten Filterpapiers und 2 dunnere
Lagen wurden im Kathode-Puffer getradnkt und ane@end tber dem Gel platziert. Durch
erneutes Rollen mit dem Glasrohrchen wurden newstarmdene Luftblasen entfernt.
Uberschussiger Puffer wurde mit einem Papiertudatyfatlig entfernt. Das Gerat wurde
verschlossen und ein Strom von 1,5 wrA? angelegt. Der Transfer dauerte 1 Stunde.
Anschliel3end wurde die Membran zunachst mit deralisgertem Wasser gewaschen und
anschlieBend in 100% Methanol gelegt. Das Methaaadrangt dabei das restliche Wasser.
Die trockene Membran wurde dann in eine Coomasaibdiosung (siehe Kapitel 2.2.13.1)
gelegt. Sobald die Banden nach einigen Minutentlsgehwurden wurde die Membran kurz
mit 100% Methanol entfarbt und getrocknet.

2.2.13. Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist eine ladldsende Technik fur die Auftrennung
von Proteinen anhand ihrer Ladung. Der IsoelekigsBunkt (pl) beschreibt den pH-Wert,
bei dem das Protein eine ausgeglichene Nettoladumgmmt. In einem pH-Gradienten
wandert das geladene Protein bis es an seinemine kettoladung mehr aufweist und dort

verbleibt.

Fur die Durchfihrung wurde das PhastSystem (AmerdBiasciences) und die PhastGel IEF
3-9 Gele (GE Healthcare, 17-0543-01) verwendet. @ade bestehen aus einem homogenen
Polyacrylamid Medium aus 5% T und 3% C. Sie beitemaR-6% Pharmalyte, die wahrend

des Laufes einen stabilen linearen pH Gradienteerivalb des Gels erzeugen.

Probenvorbereitung:

Die Proben missen weitestgehend entsalzt werderudaohe Salzgehalte die Trennung
negativ beeinflussen. Die Proben wurden direktdasf Gel aufgetragen und nicht, wie bei der

SDS-PAGE, mit einem Probenpuffer versetzt.
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Durchfihrung:
Das PhastGel IEF 3-9 wurde in dem PhastSystemeauhdrkierten Flache platziert. Die IEF

umfasste 3 Schritte:

1. Vorfokussierung: Aufbau des pH-Gradienten
2. Auftragung der Probe

3. Fokussierung und Entfernung des Probenkamms

Nachdem das Gel platziert war, wurde die Metho@@hhstGel 3-9) gestartet. Das Programm
lief automatisch ab und dauerte ca. 30 Minuten.

Programmschritte der Methode 1:

SEP 1.1 2000V 2,5 mA 3,5W 15°C 75 Vh
SEP 1.2 200V 2,5mA 3,5W 35°C 15Vh
SEP 1.3 2000V 2,5 mA 3,5 W 35°C 410 Vh

Fixierung und Anfarbung:

Nach der Isoelektrischen Fokussierung wurde dasz@eéfichst 5 Minuten in 20% TCA
fixiert. Anschlieend wurde es fur 10 Minuten ime&in Gemisch aus 30% Methanol/ 10%
Essigsaure gewaschen. Die Anfarbung erfolgte wield&eGelelektrophorese mit Coomassie
Brilliant Blue (2.2.13.1).

2.2.13.1 Coomassiefarbung
Die Anfarbung der Gele mit Coomassie Brilliant Bliewirkte eine Fixierung und
gleichmafiige Blaufarbung der Banden. Die Gele wuateschlieRend wieder entfarbt um die

Hintergrundfarbung zu reduzieren.

Farbel6sung0,05% Coomassie Brilliant Blue R250, 40% Methad0P6 Essigsaure
Entfarbel6sung40% Methanol, 7% Essigsaure
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2.2.13.2 Silberfarbung

Fur die Silberfarbung wurde das Silver Staining Ritotein Plus One (Amersham Pharmacia
Biotech AB, 17-1150-01) eingesetzt. Die Durchfuly@nfolgte exakt nach den Anweisungen
des Herstellers (Tab.2.6):

Tab. 2.6 Ablauf der Silberfarbung mit Herstellungsangabeaiezelnen Losungen

Schritt Ldsungen Inkubationszeit
Fixierung Ethanol 100mL 30min
Essigsaure 25mL

Mit A.dem auf ein Gesamtvolume

von 250mL auffiillen

Sensitivierung Ethanol 75mL 30 min
Glutardialdehyd (25% wi/v) 1,25mL
Sodium Thiosulfat (5% wi/v) 10mL
Natriumacetat (179) 1 Packung

Mit A.dem auf ein Gesamtvolumen

von 250mL aufftllen

Waschen Destilliertes Wasser 3x5min
Silber Reaktion  Silber Nitrat Losung (2,5% w/v) 25mL 20 min
Formaldehyd (37% wi/v) 100pL

Mit A.dem auf ein Gesamtvolumen

von 250mL aufftllen

Waschen Destilliertes Wasser 2x1min
Entwicklung Natriumcarbonat (6,259) 1 Packung 2-5 min
Formaldehyd (37% wi/v) 50uL

Mit A.dem auf ein Gesamtvolumen
von 250mL auffillen
Stoppen EDTA-N&*2H,0 (3,659) 1 Packung 10min
Mit A.dem auf ein Gesamtvolume
von 250mL auffillen

Waschen Destilliertes Wasser 3x5min
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2.3.MOLEKULARE CHARAKTERISIERUNG

2.3.1. Massenspektrometrische Teilsequenzierung desolierten Proteinbanden
Zunachst wurden die Proben mit der Gelelektropteoaeggetrennt. Anschlie3end wurden die
als Phosphatase identifizierten Banden vorsichiigemem sterilen Skalpell ausgeschnitten.
Diese Gelfragmente wurden in ein Eppendorf Cupfuberund tGber Nacht gefriergetrocknet
(Christ Alpha 1-4 LSC). Die getrockneten Proben deur anschlieRend fur die Massen-
spektrometrische Sequenzierung nach Leipzig in Hatmholtzzentrum fur Umwelt-
forschung, AG Proteomicsgeschickt. Dort wurden die Gele nach folgendem ®&ehe
behandelt:

Trypsin-Verdau

Lésungen:

A: Waschpuffer: 200 mM Ammoniumbicarbonat

B: Entfarber: 200 mM Ammoniumbicarbonat
50% Acetonitril

C: Verdau: 20 mM Ammoniumbicarbonat
5% Acetonitril

Nachdem die Spots ausgeschnitten wurden, sind LG@p Puffer A hinzugegeben worden.
Die Gelfragmente wurden fur 30 Minuten bei 37°CTihermoschdttler (1400 rpm) inkubiert.
AnschlieRend ist das Kondensat abzentrifugiert worder Uberstand wurde verworfen und
100 pL von Puffer B wurden hinzupipettiert. Das Guurde erneut fir 30 Minuten auf dem
Thermoschuttler bei 37°C inkubiert (1400 rpm). Bandensat wurde abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Diese Schritte wurden so déderholt, bis der Spot ausreichend
entfarbt wurde. AnschlielRend wurden 100 pL von &u@ hinzupipettiert. Das Cup wurde
erneut fur 30 Minuten bei 37°C und 1400 rpm auf démermoschuttler inkubiert. Nachdem
das Kondensat wiederum abzentrifugiert und der &thed verworfen wurde, wurden 20-50
pnL 100% Acetonitril hinzugegeben. Das Cup wurde 3UMinuten bei Raumtemperatur
stehengelassen. Der Uberstand wurde erneut vemvarfe die Probe fur 5 Minuten in einer
Vakuumzentrifuge zentrifugiert. Nachdem das Trygsimzugegeben wurde, sind die Proben
Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert wordAdm nachsten Tag wurden die Cups

zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktiefaR uberfuhrt. 15 pl Acetonitril
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(100%) wurden auf das Gelfragment pipettiert. Afis@end wurde die Probe fir 10 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Der Uberstand kanfadls in das neue ReaktionsgefaR
und die gesamte Losung wurde in der Vakuumzengitiggeengt. Dieser Vorgang dauerte

in etwa 1 bis 1,5 Stunden.

Herstellung der Trypsin-Lsung:

eine Flasche Sequencing Grade Modified Trypsinr(iega), 20 ug
dazu 200 pl Trypsin Resuspensions Puffer
portionieren (je 20 pl)
zu diesen 20 pl 400 pl Puffer C (20 mM Ammoniunabtonat + 5% Acetonitril)
zu jedem Eppi 21 pl zugeben

nach dem Trypsin Verdau:
» die vollig eingeengten Proben in 0,1% TFA (Triflassigsaure) aufnehmen
* 10 min bei 20°C im Thermoschittler schutteln (140)

Probenvorbereitung mit Zip Tip fur ESI

LOsungen:
Losung 1: 50% Acetonitril + 0,1% TFA

L6sung 2: 0,1% TFA
Losung 3: 60% Acetonitril + 0,1% TFA

Durchfihrung:

Entsalzung mit Zip Tig1g-Spitzen

1. Spitze in Losung ¥ langsam 10 pl ansaugen, langsam wieder entleeren

2. Spitze in Losung 2 langsam 10 pl ansaugen, langsam wieder entleeren

3. Spitze in Probe =>» 10 mal ansaugen, langsam wieder entleeren

4. Spitze in Loésung 2 langsam 10 pl ansaugen, langsam wieder entleeren

5. Wiederholung: Spitze in Lésung 2

6. Spitze in Losung 3 bis kurz Uber die Markierung der Spitze ansaulggrgsam in

ein neues Eppi geben und ca. 5 mal ansaugen ulee rent
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Jeweils 10 pl der Lésungen 1 + 2 wurden verworkzie. Proben wurden eingeengt, in ESI-

Puffer aufgenommen und fir 10 min bei 20°C im Thesamittler bei 1400 rpm geschittelt.

2.3.3. N-terminale Aminosauresequenzierung

Diese N-terminale Sequenzierung wurde nicht seflosthgefiuhrt sondern bei der Firma
Proteome Factory AG, D-10117 Berlin in Auftrag gegie. Die Proteinsequenz wurde vorher
auf eine PVDF Membran geblottet und mit Coomassigetirbt. (siehe Kapitel 2.3.2,

diskoninuierlicher Westernblot). Die Ubertragenesglierten Phosphatase-Banden wurden
anschlieBend vorsichtig mit einem sauberen Skafpedgeschnitten und in ein Eppendorf
Cup Uberfuihrt. Die Probe liel3 sich anschlieBendzism Versenden per Post bei 4°C im

Kihlschrank lagern.

Die Firma Proteome Factory setzte fur die Sequemageeinen Applied Biosystems Model
491 Procise Edman Sequencer mit online ABlI Mod€IA#TH Amino Acid Analyser ein.
Die N-terminale Sequenzierung des Proteins verldath dem Schema des Edman-Abbaus.
Die freie N-terminale Aminosaure wird mit Phenytisocyanat (PITC) unter alkalischen
Bedingungen (pH 8) markiert. AnschlieBend erfolge dAbspaltung der markierten
Aminosaure. Als Produkt entsteht eine Phenylthiaimgdin-Aminosaure (PTH-AS) und ein
Restpeptid. Mit dem Restpeptid wird dieser Zykletidbig wiederholt. Die PTH-AS werden

chromatographisch bestimmt.

2.4. Bioinformatik und Datenbanken

Die KM-Werte der Phosphatase wurden mit dem Silghisigramm GraphPad Prism erstellt.
Die Suche nach homologen Aminosaure Sequenzen wur NCBI-Datenbank mit dem
Programm Blast (Altschul et al. 1990) durchgefuAtignments wurden mit dem Programm

ClustalW (www.ebi.ac.uk/tools/clustalw) erstellthidmpson et al. 1994).
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3. ERGEBNISSE

3.1.CHARAKTERISIERUNG ROHEXTRAKT

3.1.1. Enzymnachweis mit ApiZym

Der Rohextrakt wurde fur die Api-Zym Teststreifed@ mit A. dem. verdinnt. Eine sehr
intensive Farbentwicklung war bei den Phosphatgseshe Markierung in Tab. 3.1) zu
verzeichnen (Abb. 3.1). Die semiquantitative Ausweg (Tab. 3.1) zeigt, dass einige der
Enzyme sehr aktiv sind. Die Phosphatasen wurdemimér Intensitat von ,5* eingestuft und
farblich unterlegt (Tab. 3.1).a-Galactosidase undo-Mannosidase konnte in der

Magenflussigkeit nicht nachgewiesen werden.

O

Abb. 3.1:ApiZym Teststreifen nach Inkubation und Farbentiiok. Die Enzymaktivitat
ist proportional zur Intensitat der Farbung

Tab. 3.1: Auflistung aller Enzyme des ApiZym Teststreifem&lBewertung der farblich entwickelten
Enzymaktivitat von "0" (nicht aktiv) bis "5" (hoaktiv)

Nr. Enzymnachweis Substrat pH-Wert | Magenflusigkeit
1 | Kontrolle - - 0
2 | Alkalische Phosphatase 2 Naphtylphosphat 8,5 5
3 | Esterase (C4) 2 Naphtylbutyrat 6,5 2
4 | Esterase Lipase (C8) 2 Naphtylcaprylat 7.5 2
5 | Lipase (C14) 2 Naphtylmyristat 7.5 1
6 | Leucin Arylamidase L - Leucyl - 2 - Naphtylamid 57 5
7 | Valin Arylamidase L - Valyl - 2 - Naphtylamid 7.5 3
8 | Cystin Arylamidase L - Cystyl - 2 - Naphtylamid 57 2
9 | Trypsin N- Benzoyl - DL - Arginin - 2 - Naphtylachi 8,5 5
10 | a-Chymotrypsin N - Glutaryl - Phenylalanin - 2 Nadhatyid 7,5 5
11 | Saure Phosphatase 2 Naphtyl - Phosphat 5,4 5
12 | Naphtol-AS-Bl-phosphohydrolasq Naphtol - AS - Bl - Phosphat 54 5
13 | a-Galactosidase 6 - Br - 2 - Naphtyb-D - Galactopyranosid 5,4 0
14 | B-Galactosidase 2 - Naphtyl — R-D - Galactopyranosid 5,4 4
15 | B-Glucuronidase Naphtol - AS - Bl — 3-D - Glucuronid 54 5
16 | a-Glucosidase 2 Naphtyle-D - Glucopyranosid 54 5
17 | B-Glucosidase 6 - Br - 2 - Naphtyl — 3-D - Glucopyrsid 54 3
18 | N-acetylp-Glucosaminidase 1 - Naphtyl - N - Acetyl — 3-Dlu@saminid 5,4 5
19 | a-Mannosidase 6 - Br - 2 - NaphtylkD - Mannopyranosid 5,4 0
20 | a-Fucosidase 2 - Naphtyle-L - Fucopyranosid 54 4
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3.1.2 Abhangigkeit der Enzymaktivitdt vom pH-Wert

Fur die Bestimmung der pH-Profile wurden die Madjesgigkeiten von mehreren Individuen
verwendet. Die Aktivitdten wurden bei verschiedepéiWerten im Bereich von pH 3 bis
pH 12 mit dem Universalpuffer und dem Substrat gjrf@messen. Im Bereich von pH 3 und
pH 4 streuten die Einzelmesswerte der Tiere bessenstark (Abb. 3.2). Dies ist darauf
zurtckzufihren, dass bei einigen Individuen nacim d8tart der Reaktion Préazipitate
auftraten. Die Trubung blieb wahrend der gesamteakBonszeit bestehen. Erst nach der
Zugabe von 1 M NaOH erschien die gelbliche FarbiegProduktes.

Das Enzym zeigte eine erhdhte Aktivitat bei pH d @mne besonders hohe Aktivitat bei pH
10.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

Enzymaktivitat (%)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH-Wert

Abb. 3.2: pH-Profil der Phosphomonoesterase tbigammarus gemessen in Universalpuffer und mit
dem Substrat p-NPP (Mittelwerte + Standardabweighars 10)

Da Phosphat eine inhibierende Wirkung auf die Phagse hatGlew und Heath 1970

wurden weitere nicht-phosphathaltige Puffer im bdichen und sauren Bereich getestet.

Enzymtests mit dem Tris/HCI-Puffer als auch mit déigcinpuffer (Abb. 3.3) zeigten rund
zehn Mal hohere Aktivitaten als Tests mit dem Ursaéuffer (Abb. 3.2). Fur die weiteren
Charakterisierungen im alkalischen Bereich wurde H&is/HCI-Puffer (25 mM, pH 9) als
Standardpuffer verwendet.
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Abb. 3.3: pH-Profil der Phosphomonoesterase ¥bmgammarus gemessen mit verschiedenen Puffern
und mit dem Substrat p-NPP (Mittelwerte + Standhwkichung, n = 3).
Zu beachten ist die logarithmische Skalierung detirtate.

Im Gegensatz zur Phosphomonoesterase zeigte dplbaiesterase mit dem Universal-
puffer ein ausgepragtes Optimum im Bereich von pbisspH 7 (Abb. 3.4). Im alkalischen
Bereich (pH 10 — 12) war hingegen nur eine sehinger Aktivitdt zu verzeichnen. Ein
Ausfallen der Probe im sauren Bereich wie bei desndphosphatase konnte bei den

Diphosphatase-Messungen nicht festgestellt werden.
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Abb. 3.4: pH-Profil der Phosphodiesterase udngammarus gemessen mit dem Universalpuffer
und mit dem Substrat bis-p-NPP (Mittelwerte + Sanddbweichung, n = 10)
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Abb. 3.5: pH-Profil der Phosphodiesterase ‘ngammarus gemessen mit verschiedenen Puffern
und mit dem Substrat bis-p-NPP (Mittelwerte + Sanddbweichung, n = 3).
Zu beachten ist die logarithmische Skalierung detirgate.

Sowohl mit dem Tris-Puffer als auch mit dem Glyciffpr war eine Aktivitditszunahme im
alkalischen Bereich um den Faktor 10 zu verzeich{adib. 3.5). Auch die Phosphodiesterase
wurde durch das Phosphat gehemmt. Die Hemmung mvast@ksten im alkalischen Bereich
von pH 9 bis pH 11. Ebenso war eine Zunahme deiviédt um den Faktor 10 im sauren
Bereich beim Acetat- und Citrat Puffer festzustelletr die pH Werte 6 und 7 konnte keine
Alternative zum Phosphatpuffer eingesetzt werdearffaNig war jedoch, dass zum neutralen
Bereich hin, also pH 5 und pH 6, sich die Aktistaiterschiede der einzelnen Puffer im
Bezug zum Universalpuffer verringern (Abb. 3.5).

3.1.3 Abhangigkeit der Enzymstabilitdt vom pH-Wert

Aufgrund des breiten Pufferspektrums wurde die Bratgbilitat mit dem Universalpuffer
ermittelt. In einem weiten pH Bereich von pH 4 bid 11 wiesen sowohl die
Phosphomonoesterase (Abb. 3.6), als auch die Pbdigsiterase (Abb. 3.7) eine fast gleich
bleibend hohe Aktivitdt auf. Die hochste Varialétitder Enzymaktivitat war im extrem
sauren (pH 3) und extrem alkalischen Bereich (pHzl2verzeichnen (Abb. 3.7).
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Abb. 3.6: Enzymstabilitdt der Phosphomonoesterase mit utitizdlichen pH-Werten. Die Proben wurden bei
den jeweiligen pH-Werten 60 min lang inkubiert. Biktivititsmessung erfolgte bei pH 10.
(Mittelwerte + Standardabweichung, n = 10)
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Abb. 3.7: Die Proben wurden bei den jeweiligen pH-Werten 69 lang inkubiert. Die Aktivitdtsmessung
erfolgte bei pH 6. (Mittelwerte + Standardabweicgun = 10)

3.1.4 Einfluss unterschiedlicher Metallionenkonzemationen auf die Enzymaktivitat

3.1.4.1 Zinkchlorid lonen
Des Weiteren wurde der Einfluss von Zp@uf die Enzymaktivitat getestet. Die Aktivitat der
Phosphatase sank bei der Zugabe der Zinkchloridrlodrastisch ab. Bereits bei einer
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Konzentration von 2 mM Zn@lwar ein Aktivitatsverlust von rund 50% zu verzeieh

(Abb. 3.8). Bei einer Zn-Konzentration von 10 mMring die Aktivitat weniger als 10% des
Ansatzes ohne Zn.

100 -
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260 -
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[4s]
€40 -
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o
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0 I T T T T ‘ T ‘
0 2 4 6 8 10

Konzentration ZnCl, (mM)
Abb. 3.8: Graphische Darstellung der Phosphatase-Aktivaghrder Zugabe

von verschiedenen Zinkchlorid Konzentrationen (&hitiert + Standardabweichung,
n=3)

3.1.4.2 Magnesiumchlorid —lonen

Magnesiumchlorid bewirkte mit steigender Konzembrateine signifikante Zunahme der
Phosphatase-Aktivitdt (Abb. 3.9). Eine Konzentmtivon 10 mM Magnesiumchlorid
bewirkte im Rohextrakt eine Steigerung der Enzyimékt um ca. 20%.

100 A
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* 20 -
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Konzentration MgCl; (LM}

Abb. 3.9: Graphische Darstellung der Phosphatase-Aktivitéh eer Zugabe von verschiedenen
Magnesiumchlorid Konzentrationen (Mittelwert + Standabweichung, n = 3)
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3.1.5 Enzymkinetik

Die typische Sattigungskurve zeigt einen hyperbbks Kurvenverlauf, wie die Michaelis-
Menten Kurve. Die Phosphatase zeigt jedoch keirstgatsattigung. Die Kurve knickt nicht
ein, sondern steigt mit der Substratkonzentratimigs weiter an. Die typische Michaelis

Menten Darstellung ist hierbei nicht gegeben (ABA0). Es wurde ein {Wert von 2,43
mM ermittelt.

100 L 2
s
z
s
%
£
=
~
o
L
0] 2000 4000 6000 8000 10000

Substratkonzentration (uM)

Abb. 3.10Bestimmung der Phosphataktivitat bei unterscidibdh Substratkonzentrationen.
Eine Substratsattigung ist nicht gegeben

3.1.6 Thermostabilitat

Das Enzym war bei einer Inkubationszeit von 60 bighzu einer Temperatur von 40°C stabil
(Abb. 3.11). Ab 50°C sank die Aktivitat nach 60 naiaf die Hélfte ab. Bei 55°C verringerte
sich die Aktivitat bereits nach 12 min um die Héltind bei 60°C nach weniger als 5 min.

Nach einer Inkubationszeit von 40 Minuten war keMkéivitat mehr nachweisbar.
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Abb. 3.11: Thermostabilitdt der Phosphatase in der Magerifjkisg.

3.1.7 Einfluss von Inhibitoren

3.1.7.1 Natriumdihydrogen Monophosphat

Um zu untersuchen ab welchen Konzentrationen dasuNalihydrogen Monophosphat eine
inhibierende Wirkung auf die Phosphatase ausubtgdevuverschiedene Konzentrationen im
Bereich von 1 uM bis 10 mM getestet. Die Abb. &Ryt die Inhibition in Tris/HCI-Puffer
bei pH 9. Bei einer Phosphatkonzentration von 10 mfringerte sich die Aktivitat
geringfigig. Bei 100 uM war die Phosphatase beusitsa. 40% inhibiert.
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Abb. 3.12: Phosphatase Inhibierung durch Zusatz verschieddmesphatkonzentrationen.
Die Aktivitat wurde in einen Tris/HCI-Puffer bei ppigemessen
(Mittelwert + Standardabweichung, n = 3).

Neben der Bestimmung des Phosphat-Einflusses bed prirde die gleiche Messung mit
einem Essigsaure/Acetat-Puffer bei pH 4 durchgeéfidlarden (Abb. 3.13). Die Aktivitat
nahm in ahnlicher weise ab wie zuvor bei pH 9. Wdkiedlich war jedoch, dass bei pH 4
das Enzym sogar noch bei einer Phosphatkonzemtratio 100 uM volle Aktivitat zeigte.

Erst bei einer Phosphat-Konzentration von 1 mM shakAktivitdt um rund 45% ab.
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Abb. 3.13: Phosphatase Inhibierung durch Zusatz verschied@mesphatkonzentrationen. Die Aktivitat wurde
in einen Essigsaure/Acetet-Puffer bei pH 4 gemessen
(Mittelwert + Standardabweichung, n = 3).
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3.2I SOLIERUNG UND AUFREINIGUNG

3.2.1 Gelfiltration

Beide Enzyme, die Monophosphatase und die Diphaoapbaeluierten nach 25 mL (Abb.
3.14) Die hochsten Aktivitdten der Phosphomonoaseerund auch der Phosphodiesterase
konzentrierten sich auf zwei Fraktionen von 253#sml (Abb. 3.14). Um sicher zu gehen,
dass die Enzyme nicht der Hydrolyse durch Proteamgsgesetzt waren, wurden alle
Fraktionen auf proteolytische Aktivitat getesteie ddéchsten Protease-Aktivitaten traten in
den Fraktionen ab 60 mL Elutionsvolumen auf. In &eaktionen mit der Phosphatase liel3
sich dagegen nur eine geringe Protease-Aktivitéihwaisen (Abb. 3.14).

Absorption bei 280nm
100 -

Phosphatase

Y N Y [V Y N N A Protease

= ===Phosphodiesterase

70 A
60

50 A

30 +

Absorption, Enzymaktivitat (%)

20 A

10 -

0] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Elutionsvolumen (mL)

Abb. 3.141:Chromatographische Proteinauftrennung durch @elfibn. Neben der Absorption bei 280 nm
(Protein) wurden die Aktivitaten der Phosphatasesh der Protease bestimmt.

Die beiden Fraktionen mit hoher Phosphatase-Alkitiwviturden vereinigt und das Volumen

der Probe mittels der Amicon Falconrohrchen aufl 2ingeengt.
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3.2.2 Anionenaustauschchromatographie (FPLC)

Die aus der Gelfiltration gewonnene und eingeeRgtie wurde zunachst auf eine Uno Q6
Anionenaustausch-Saule aufgetragen. Die Phospliediess eluiert friher als die
Phosphomonoesterase. Bei einem Elutionsvolumen23mL wies die Phosphodiesterase
die hochste Aktivitat auf. Die hdchste Aktivitatrddkalischen Phosphomonoesterase trat bei

einem Elutionsvolumen von 25 mL auf (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Proteinauftrennung durch die Anionenaustauschcatognaphie iber die Uno Q6 Saule.
Verschiedene enzymatische Aktivitaten sind in dexkffonen gemessen
und ebenfalls dargestellt worden.

Die Fraktionen mit den beiden Enzymen wurden jesvgiétrennt gepoolt und auf die
Resource Q Saule aufgetragBie Phosphomonoesterase eluierte nach einem Volwmen
21,5 mL (Abb. 3.16). Die letzte Aufreinigungsstualer Phosphodiesterase uber die Resource
Q Saule ist hier nicht abgebildet. Ein ApiZym Sdhast ergab, dass in den gepoolten
Fraktionen noch weitere Enzyme enthalten warenrbdiehandelte es sich um eine (C4)

Esteraseg-Glucosidase und eine N-Acetyl-3-GlucosaminidashésKapitel 3.3.1 bis 3.3.3).
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Abb. 3.16: Proteinauftrennung durch Anionenaustauschchromapbde tber die Uno Q6 Saule.

3.2.3. Reinigungs- und Anreicherungsschema

Von jedem Reinigungsschritt wurde eine Unterprobtn@mmen in der anschlieBend die
Enzymaktivitat und der Gehalt des l6slichen Pratdiestimmt wurden. Fur die alkalische
Phosphomonoesterase wurde im Vorversuch eine Ameiog von 2750 und ein Gehalt von
20% ermittelt worden (Tabelle nicht abgebildet).i Benem zweiten Durchlauf derselben
Probe liel3 sich eine Anreicherung von 1515 und3shalt von 20% bestatigen (Tab. 3.2).

Im Verlauf mehrerer Aufreinigungen verschiedenergbtalissigkeiten stellte sich heraus,
dass sich die Phosphodiesterase nach dem bisladrgediihrten Muster (Gelfiltratio® Uno
Q6 - Resource Q) nicht vollstandig isolieren und soaufreinigen liel3. Zudem war ein
starker Aktivitatsverlust nach der dritten Saule eeiterer negativer Aspekt. Es wurde eine
Aktivitdt von 31% und ein Gehalt von 4% ermitteliapelle nicht abgebildet). Deshalb
wurden keine weiteren Aufreinigungen und somit au€tharakterisierungen der

Phosphodiesterase vorgenommen.
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Tab. 3.2Bestimmung der Phosphataseaktivitat nach denlegz@ufreinigungsschritten. Die Darstellung

bezieht sich nur auf die Phosphomonoesterase.

Gesamt- Protein- Spezifische
volumen AE“noierL gehalt Aktivitat Anreicherung ( Age:/]rzlitn) G(E/h)alt
(mL) (mg/mL) | (AEs¢mg*min) 0 -
Rohextrakt 0,5 4,52 61,81 0,07 1,0 2,26 100
G25-Saule 1,0 1,15 15,02 0,08 11 1,15 51,1
Gelfiltration | 10,0 0,072 0,23 0,31 4,2 0,72 317
Amicon
Filtrations- 2,0 0,69 1,05 0,66 9 1,38 61,8
réhrchen
Uno Q6 Saule 15 0,58 0,048 12,12 166 0,86 38/3
Resource Q| 1.0 0,44 0,0040 110,71 1515 0,44 19,6

3.2.4 Gelelektrophorese

Von jeder Aufreinigungsstufe des Rohextraktes his rum isolierten Enzym wurden
Unterproben entnommen. Dies diente dem Zweck derfolger der einzelnen
Aufreinigunsschritte anhand eines SDS-Gels opt®ehiiberprifen und darzustellen. Der
Proteingehalt wurde nach Bradford (siehe Kapiteél2Z).bestimmt und eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde zunachst ein Atidisgel mit MUF-P erstellt. Das
fluoreszierende Produkt der Enzymreaktion erschieintelle Banden auf dem Gel (Abb.
3.17). Es ist deutlich erkennbar, dass die Aktivitas Enzyms mit jedem Reinigungsschritt
steigt. Storende, die Phosphatase-Aktivitat nedagrinflussende Faktoren wurden demnach
Schritt fur Schritt entfernt.
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Abb. 3.17: Aktivitatsgel mit dem Substrat MUF-Phosphat inlarbin Tris/HCI-Puffer pH 9.
1. Rohextrakt, 2. G-25 Saule, 3. Gelfiltration Aufkonzentriert mit Amicon, 5. Uno Q6
Saule, 6. Resource Q Saule Die Aktivitat steigt mihehmender Aufreinigung des
Enzyms.

Anschlielend wurde das Gel mit Hilfe der Silberéamdethode angefarbt. Es ist genau zu
erkennen, wie viel Fremd-Protein nach jedem Aufgeingsschritt entfernt wurde. Die
isolierte Phosphatase besitzt ein scheinbares Mlaledewicht von ca. 44,98 kDa (Abb.
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Abb. 3.18: 1. RotiMark Standard?. Magenflussigkeit (1:400) 1,738y G25 Saule (1:200) 1,619ug
4. Gelfiltration (1:2) 3,81ud. Amicon Aufkonzentrierung (1:20) 1,505165 Uno Q6 Saule
(1:2) 1,268ug . Resource Q (1:2) 0,435ug
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Da die Phosphatase ebenfalls eine Aktivitdt im esauBereich aufweist, wurde auch ein
Aktivitatsgel mit einem Essigsaure/Acetat Puffei pel 4 hergestellt. In Abb. 3.19 sind
neben den Ublich fluoreszierenden Phosphat-Bandem weitere kleinere Banden sichtbar.

Abb. 3.19 Aktivitatsgel mit dem Substrat MUF-Phosphat inlarbin Essigsaure/ Acetat-Puffer bei pH 4.
Die Aktivitat steigt mit zunehmender AufreinigungsdEnzyms. Zudem sind im linken Bereich
des Gels Doppelbanden zu erkennen, hervorgeruferiner weiteren Phosphatase. 1. Rohextrakt,
2. G-25 Saule, 3. Gelfiltration, 4. Aufkonzentrienit Amicon, 5. Uno Q6 Saule, 6. Resource Q
Saule

Diese Banden sind jedoch nicht im alkalischen Béraichtbar. Es handelt es sich um ein
weiteres Enzym, dass beim sauren pH-Wert seineviédtizeigt. Eindeutig erkennbar ist hier,
dass die Banden nach der Uno Q6 Saule und ResQu8ile nicht mehr vorkommen. Das
Enzym ist also in den weiteren Aufreinigungsscantentfernt worden. Dieses Enzym zeigt
eine Substratspezifitat fur das MethylumbellifePtosphat, jedoch nicht fur das p-
Nitrophenylphosphat. Samtliche Fraktionen der Aeimaustrauschchromatographie sind mit
dem p-NPP und auch dem bis-p-NPP auf ihre Phosghdtktivitdt hin durchgemessen
worden. Beim p-NPP wurde nur ein einziges interssifktivitats-Maximum ermittelt. Beim
bis-p-NPP wurden keinerlei Aktivitaten detektiert.

Um zu untersuchen, bis zu welchen pH-Werten di€smppelbanden” auftreten, ist ebenfalls
ein Essigsaure/Acetat pH 5 Puffer getestet worDas.Resultat ist dasselbe wie in Abb. 3.19.
Allerdings ist hier die Aktivitat der zweiten untsinten Phosphatase Bande intensiver als in
dem pH 4 Zymogramm.
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3.3FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG DER AUFGEREINIGTEN PHOSPHATASE

3.3.1 Enzymnachweis mit ApiZym

Der Aufreinigungserfolg der Phosphatase nach ddfili@gion und Anionenaustausch-

chromatographie wurde zunachst mit einem ApiZymr@dtest kontrolliert. Der Test gab

eine Aussage darlber, ob sich nach dem letztereiigungsschritt noch Fremdenzyme in

der Probe befanden (Tab. 3.3). Neben der alkalsamed sauren Phosphatase wurden

ebenfalls diex-Glucosidase und die N-acef}dGlucosaminidase (Abb. 3.20) nachgewiesen.

Die Herkunft der beiden letzteren Enzyme wurde hlef¢end genauer untersucht.

Abb. 3.20: ApiZzym Teststreifen mit farblicher, deutlich erkdrarer Substratumsetzung

Tab. 3.3Auflistung aller Enzyme des ApiZym TeststreifemslBewertung der farblich entwickelten
Enzymaktivitat von "0" (nicht aktiv) bis "5" (hodktiv)

Nr. Enzymnachweis Substrat pH-Wert Prob_e .
aufgereinigt
1 Kontrolle - - 0
2  Alkalische Phosphatase 2 Naphtylphosphat 8,5 5
Esterase (C4) 2 Naphtylbutyrat 6,5 1
Esterase Lipase (C8) 2 Naphtylcaprylat 7,5 0
Lipase (C14) 2 Naphtylmyristat 7,5 0
Leucin Arylamidase L — Leucyl - 2 - Naphtylamid 57, 0
Valin Arylamidase L - Valyl - 2 - Naphtylamid 7,5 0
Cystin Arylamidase L - Cystyl - 2 - Naphtylamid 57, 0
. N- Benzoyl - DL - Arginin - 2 -
Trypsin Naphtylamid 8.5 0
. N - Glutaryl - Phenylalanin - 2
a-Chymotrypsin Naphtylamid 7,5 0
11  Saure Phosphatase 2 Naphtyl - Phosphat 5,4 5
12 Naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase  Naphtol - AS - Bl - Phosphat 54 4
i . 6 - Br - 2 - Naphtyl D -
a-Galactosidase Galactopyranosid 54 0
B-Galactosidase 2 - Naphtyl - BD - Galactopyranosid 5,4 0
B-Glucuronidase Naphtol - AS - Bl - RD - Glucuronid 45 0
16  o-Glucosidase 2 Naphtyl -aD - Glucopyranosid 5,4 4
B-Glucosidase 6 - Br - 2 - Naphtyl - BD - 5,4 0
Glucopyranosid
. 1 - Naphtyl - N - Acetyl - RD -
18 N-acetyl$-Glucosaminidase Glucosaminid 5,4 2
i . 6 - Br - 2 - Naphtyl D -
a-Mannosidase Mannopyranosid 54 0
a-Fucosidase 2 - Naphtykd - Fucopyranosid 5,4 0
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3.3.2a-Glucosidase

Zur Bestimmung dewa-Glucosidase wurden zunachst alle Fraktionen and dafen mit der
Uno Q6 Saule verwendet. Die hochste Aktivitat derGlucosidase eluierte bei einem
Volumen von 23 bis 24,5 mL. Die Phosphatase ekiiddutlich spéater bei einem Volumen
von 26,5 mL (Abb. 3.21). Die Fraktionen mit Phodjpisaaktivitat wurden vereinigt und auf
die Resource Q aufgetragen. Innerhalb dieser Bradti ist jedoch noch eine geringe
Aktivitat dera -Glucosidase vorhanden (Abb. 3.22).
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Abb. 3.21Darstellung der Phosphatase wn@lucosidase Aktivitat nach Anionenaustauschchrogratphie
mit der Uno Q6 Saule
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Abb. 3.22: Enzymaktivitdten nach der Anionenaustauschchrognapdie mit der Resource Q Séaule.
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Die a —Glucosidase eluierte bei der Aufreinigung mit d®&esource Q Saule innerhalb
desselben Elutionsvolumens wie die Phosphatase. (322). Bei der nachgewiesenen
Glucosidase Aktivitat handelt es sich um eine nsitdeppte Restaktivitat aus den gepoolten
Fraktionen der Uno Q6 Saule (Abb. 3.21).

3.3.3 N-Acetyl-R-D-Glucosaminidase

Ebenso wie bei dera-Glucosidase handelt es sich auch bei der N-Ad:-
Glucosaminidase um eine abnehmende Enzymaktivithb.(3.22). Im Gegenzug zui-
Glucosidase ist die NAGase Aktivitat nicht mitgdegipt. Die héchste Enzymaktivitat lasst
sich bei den Resource Q Fraktionen im Elutionsvelmnvon 14,5 mL bis 18,5 mL

nachweisen. Somit eluiert dieses Enzym weit vorRtersphatase.

3.3.3.1 Aktivitatsgel

Um festzustellen, welche Masse das Enzym besitdt wie weit es von der isolierten
Phosphatase entfernt liegt, ist genau wie unter it&lap2.2.9.1 beschrieben eine
Gelelektrophorese mit Unterproben aus jedem Aufyamgsschritt durchgefiihrt worden.
Das Zymogramm wurde zum einen mit dem Substrat Wiathbelliferyl-N-Acetyl-3-D-
glucosamide und zum andern mit dem fluoreszieren8abstrat fur die Phosphatase
(Methylumbelliferyl-Phosphat) durchgefiihrt. Das Galrde zunachst in der MUF-NAG-
Losung inkubiert und unter UV-Licht betrachtet. Ahkel3end wurde das Gel in der MUF-P
Losung inkubiert. Da die Aktivitdt der NAGase hoafar, wurde die Inkubationszeit auf
wenige Sekunden reduziert. Dadurch wurde ein Utasdrisin der fluoreszierenden Banden
vermieden.

Daher sind die Aktivitatsbanden bei den letzterdéeiBahnen in der Abb. 3.23 nicht mehr
sichtbar, aber dennoch vorhanden. Uberstrahlte @aigten noch schwache Banden nach

den beiden letzten Aufreinigungsschritten (nicluedbldet).
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NAGase

alk. Phosphatase

Abb. 3.23Zymogramm mit den Substraten MUF-NAG und MUF-Ph&drakt (Bahn 1), G25-Saule (Bahn 2),
Gelfiltration (Bahn 3), Amicon- Aufkonzentrierung4hn 4), Uno Q6 Saule (Bahn 5), Resource Q
(Bahn 6)
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Abb. 3.24: Ein mit Coomassie angefarbtes Aktivitétsgel. Datet sind die Proben nach der Gelfiltration.
(Bahn 1) nach der Uno Q6-Saule (Bahn 2) und naclRdsource Q (Bahn 3). Bahn 4 stellt den
Standard dar.

Das scheinbare Molekulargewicht der NAGase betfudpi9 100 kDa und war somit etwa
doppelt so hoch wie das der extrazellularen PhdaapbdAbb. 3.24).
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3.3.4 ATPase Aktivitat

Die Sequenzanalyse der aufgereinigten Phosphatgab eine Homologie zu einer Myosin-
ATPase (siehe Kapitel 3.3.13). Deshalb wurde aueh ATPase-Aktivitat der isolierten
Phosphatase untersucht. Die Aktivitatsbestimmuhgigte in den einzelnen Fraktionen des
letzten Aufreinigungsschrittes nach der Resourc&&Qle. Es wurden nur jene Fraktionen
verwendet die eine hohe Phosphatase-Aktivitat agen. Die ermittelten Extinktionswerte
der ATPase und alkalischer Phosphatase wurden gegeler aufgetragen (Abb. 3.25). Es
ist ein deutlicher Zusammenhang zwischen den beidktivititen zu erkennen. Die
Fraktionen, die die hochste Phosphatase-Aktivitdtvi@sen, zeigten ebenfalls die hdchste
ATPase Aktivitat. Die isolierte Phosphatase zegyhis charakteristische Eigenschaften einer
ATP spaltenden Phosphatase.
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0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3 -

E4os Phosphatase

0,2 A

0,1 A

0]
06,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700

Esyn ATPase

Abb. 3.25: Phosphatase - Aktivitat aufgetragen gegen die AgPktivitat

3.3.5 Abhéanigkeit der Enzymaktivitat vom pH-Wert

Die pH-Profile des isolierten Enzyms (Abb. 3.26dutie des Rohextraktes (Abb. 3.2) sind
sich sehr ahnlich. Die hochsten Enzymaktivitatefdin sich bei pH Werten von 10 und 11
feststellen. Im Bereich von pH 3 und pH 4 warero@dkeine Aktivitaten messbar. Von pH 5

bis pH 7 stieg die Aktivitat kontinuierlich an. Sierringerte sich aber wieder bei pH 8 und 9.
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Abb. 3.26: Einfluss unterschiedlicher pH-Werte des Universtifgs auf die enzymatische
Phosphatase-Aktivitat (Mittelwerte + Standardabweaimyen, n = 4).

Ebenso wie im Rohextrakt zeigte die aufgereinigteyinprobe mit einem Tris/HCI- und dem
Glycinpuffer im Reaktionsansatz rund zehn Mal héhehktivitditen als mit dem
Universalpuffer (Abb. 3.26). Des Weiteren waren Aligivitdten im sauren Bereich von pH 3

bis pH 4 mit Acetatpuffer deutlich hdher als mititgrsal- und Citratpuffer.
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u_? B Universal
E W Acetat
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= O Citrat
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Abb. 3.27 Einfluss unterschiedlicher pH-Werte und untersdhcher Puffer auf die Enzymaktivitét.
Zu beachten ist die logarithmische Skalierung@etinate.
(Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3).
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3.3.6 Abhéanigkeit der Enzymstabilitdt vom pH-Wert

Im sauren Bereich um pH 3 und pH 4 wies die Phdsgkadie geringe Stabilitat auf (Abb.
3.28).Die hochste Stabilitat zeigte das Enzym in einenBgireich von 5 — 7.
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Verdlnnung mit dem pH-Wert

Abb. 3.28: Die Enzymaktivitat von Proben, die bei unterschideén pH Werten des
Universalpuffers vorinkubiert wurden. Die Aktivitaturde bei pH 11 gemessen.
(Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3).

3.3.7 Einfluss unterschiedlicher Metallionenkonzemttionen auf die Enzymaktivitat

3.3.7.1 Zinkchlorid:

Auch bei der aufgereinigten Probe steigerte Zrdi¥ Enzymaktivitat nicht, sondern wirkte
eher hemmend (Abb. 3.29). Die Aktivitat sank beréiei einer Konzentration von 2 mM um
60% ab.
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Abb. 3.29: Einflul3 von Zinkchlorid auf die Aktivitat der agdreinigten Phosphatase
(Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3).
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3.3.7.2. Magnesiumchlorid:

Magnesiumchlorid tbte ebenfalls eine inhibierenstait eine steigende Wirkung auf die
Phosphatase aus. Die Enzymaktivitat sank bereitsiber Mg-Konzentration von 1 pM um
deutliche 40% (Abb. 3.30). Die Phosphatase scheweder von Zink- noch von

Magnesiumchlorid-lonen abhangig zu sein. Im Vedyei dazu, steigert jedoch

Magnesiumchlorid die Enzymaktivitat beim Rohextrékapitel 3.1.4.2, Abb. 3.9).

100 -
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Enzymaktivitat (%)

Abb. 3.30: Inhibierende Wirkung unterschiedlicher Magnesiutogtd Konzentrationen
auf die Aktivitat der aufgereinigten Phosphatasétéiverte + Standardabweichungen,
n=3).

3.3.8 Einfluss von Inhibitoren auf die Enzymaktiviét

3.3.8.1 L-Cystein

Der Einfluss von unterschiedlichen L-Cystein-Konzationen auf die Phosphatase-Aktivitat,
gemessen mit dem Tris Puffer bei pH 9, ist in ABRR1 dargestellt. Mit zunehmender L-
Cystein Konzentration nahm die Enzymaktivitat abrdits eine L-Cystein Konzentration von
2 mM fuhrte zu einer Verringerung der Aktivitat uh@%. Ein fast identischer Verlauf trat bei
der Inkubation mit dem Universalpuffer bei pH 10 &bb. 3.32). In diesem Fall wirkten
zwei Inhibitoren, das L-Cystein und das Phosphas ¢Rffers, gleichzeitig auf die
Phosphatase. Zwar waren die Aktivitdten bei genngeCystein Konzentration mit dem

Phosphatpuffer niedriger als mit Tris/HCI-Puffedpch waren die Unterschiede aufgrund der
hohen Streuung nicht signifikant.
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Abb. 3. 31:Einfluss von L-Cystein auf die Aktivitat der aufgaigten Phosphatase in
Tris/HCI-Puffer, pH 9 (Mittelwerte + Standardabweimgen, n = 3).
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Abb. 3.32 Einfluss von L-Cystein auf die Aktivitat der aefginigten Phosphatase in
Universalpuffer, pH 10 (Mittelwerte + Standardabeteingen, n = 3).

3.3.8.2 Natriumdihydrogen Monophosphat
Die aufgereinigte Phosphatase zeigte bereits Ineir gjeringen Phosphatkonzentration von
100 uM einen deutlichen Verlust der Enzymaktivisiih ca. 35% (Abb. 3.33). Bei einer

Phosphatkonzentration von 1 mM betrug die Aktivitgniger als 20% des ungehemmten
Ansatzes.
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Abb. 3.33: Inhibierung der Phosphatase Aktivitat bei unteiesgiichen Phosphat Konzentrationen in
Tris/HCI-Puffer, pH 9 (Mittelwerte + Standardabweimgen, n = 3).

3.3.8.3 Adenosin 5° Diphosphat

ADP ist ein spezifischer Inhibitor fir ATPasen. Bia alkalische Phosphatase Eigenschaften
einer ATPase aufweist, wurde dieser spezifischebitan ebenfalls getestet. Geringe
Konzentrationen an ADP zeigten keine hemmende Wagk{Abb. 3.34). Eine signifikante
inhibierende Wirkung auf das Enzym trat bei ADP-Kentrationen ab 1 mM auf.
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Abb. 3.34:Inhibierung durch unterschiedliche ADP Konzentmagin. (Mittelwerte + Standardabweichungen,
n=3).
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3.3.9Enzymkinetik

Die Aktivitat der aufgereinigten Phosphatase stiag hoherer Substratkonzentration
kontinuierlich an (Abb. 3.35). Die typische MichiaeMenten Darstellung ist hierbei
ebenfalls nicht gegeben. Def,KVert betragt 1,74 mM.
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Abb. 3.35: Substrat-Sattigungskurve der aufgereinigten Phatagh Eine Substratsattigung ist nicht gegeben.
(Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3).

3.3.10 Temperaturstabilitat

Die Temperaturstabilitdit mit dem 25 mM Tris/HCI-Ruf bei pH 9 ist in Abb. 3.36
abgebildet. Die Abb. 3.36 stellt dagegen die Tempestabilitat mit dem Universalpuffer
dar. Beide Profile sind sich &hnlich. Bei einer ubktionstemperatur von 40°C behielt die
Phosphatase mehr als 80 % ihrer Aktivitat bei. B¥IiC sank die Aktivitdt nach 20 min auf
die Halfte und bei 55°C bereits nach weniger atsiid. Die vollstandige Inaktivierung trat im

Tris/HCI-Puffer nach ca. 6 min ein und im Univep#fer nach 20 min.
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Abb. 3.36: Temperaturstabilitat der aufgereinigten Phospleafae Aktivitat
wurde in einem 25 mM Tris/HCI-Puffer, pH 9 gemessen
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Abb. 3.37: Temperaturstabilitat der aufgereinigten Phospleatae Aktivitat
wurde im Universalpuffer, pH 10 gemessen.
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3.3.11 Gelelektrophorese
Im nativen Zustand hatte die isolierte und aufkomzerte Phosphatase ein scheinbares

Molekulargewicht von 48,36 kDa (Abb. 3.38). Die @ektrophorese mit einer vorher
denaturierten Phosphatase ergab ein scheinbareskiMiaigewicht von 59,58 kDa (Abb.
3.38)

== 200 00 w0000
w1900 w900
== 500 =~GG.00
=505
j =~48.36
=43 .00 =S 00
Smm 39 00 = 00
P 0 ~20.00

Abb. 3.38: Gegenuberstellung einer nativen und denaturié?tesphatase Probe.

3.3.12 Isoelektrische Fokussierung

Nach der isoelektrischen Fokussierung mit den BHestEF 3-9 Gelen waren von der
aufgereinigten Phosphatase keine klaren Bandemmdke. Der PhastGel Sample Applicator
wurde an unterschiedlichen Bereichen der Gele, dahé&node oder auch Kathode, platziert.
Bei allen Gelen ist nur ein Abdruck des Proben-Aqpbrs sichtbar. Als Kontrolle wurden

ein IEF Standard und der Rohextrakt (1:10 verdiuanfyjetragen (Abb. 3.39). Alle Proteine
der Magenflissigkeit sind in den sauren Bereich/Amwde gewandert. Ihre isoelektrischen

Punkte variierten von 3,0 bis 5,97.
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3.3.13.Diskontinuierlicher Western Blot

In Abb. 3.40 ist die Membran eines diskontinuidrén Western Blot mit dem aufgereinigten
Enzym dargestellt. Hierfir wurde zuerst ein SDS-EA®@iIt einer aufkonzentrierten und

isolierten Phosphatase Probe erstellt. In der Reigel auf dem Gel nur 2 Banden sichtbar
(siehe oben). Da jedoch die Probe nach der Zugebd’tbbenpuffers ausfiel ist es mdglich,
dass das Protein in verschiedene Untereinheitefallzer ist und somit mehrere Banden
entstanden sind (Abb. 3.40, Abb. 3.41).

Abb. 3.40geblottete Membran mit der zuvor aufkonzentrieggtmazellularen Phosphatase (1-4).
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Abb. 3.41: Das zur Kontrolle mit Coomassie angefarbte Blgtizel

Als Kontrolle wurde das verwendete Blot-Gel ebdsfahit Coomassie angefarbt. Hierbei

sind noch deutlich Proteinbanden sichtbar. Einstafidiger Proteintransfer ist nicht erfolgt.

3.3.14 Teilsequenzierung isolierter Enzymbanden

Bei der massenspektrometrischen Teilsequenzieran@ufgereinigten Phosphatase wurden

folgende Peptide identifiziert:

Peptid 1: R.QSAKSLPKPPNSSGR.N 17 AS

Peptid 2: K.SSDKLTIDIEFSALK.E 17 AS
Peptid 3: R.IPFMRANAPDNTK.R 15 AS
Peptid 4: R.GDVEKALEEM.S 13 AS
Peptid 5: R.ILMWVLDTR.L 10 AS
Peptid 6: R.IELSERVK.E 10 AS
Peptid 7: R.LKLSEAALK.E 11 AS
Peptid 8: K.LLAALLHTGNITYR.A 16 AS
Peptid 9: R.EFDVAIGAR.V 11 AS
Gesamt 120 AS

Mithilfe des Protein Suchprogramms Blagaéic Local Alignment SearchTool) kénnen
identifizierte Ausgangssequenzen mit bereits bele@mrSequenzen innerhalb der NCBI
Datenbank verglichen werden. In dieser Datenbafikden sich unzahlige bekannte Sequen-
zen aus allen Tier-, Pflanzen- und Bakterienbeggiclies werden alle Sequenzen angezeigt,

die eine Ahnlichkeit mit der Ausgangssequenz alfe®i
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Die oben dargestellten Peptide wurden in Protetteemachfolgenden Organismen gefunden.
Auffallig ist, dass verstarkt abgeleitete Peptidsegen aus dem Genom von Insekten

vorgefunden worden.

Drosophila ananassae (G1]194768949)

423 ... QGHFQWP AQVPAQMTAH MPHHAQPAI M HAVHHARQ P PAI SGPI YAS PPRPEPQVPQ
481 VAPSPSPPPP PWEVKVAPG VSVTKSSDKL TI DI EFSALK EEAPPPPPLP PPPARNVVEE
541 SYSNMFKI | G RHVI VRRKSV LSRNRLVRGS LKDRHDKLEA FQKMVTPPSP EEECKDM . .
783 ... TAI LKPE TKAPTNMKPE PKPEVKPVAP PKYKEAKPTH LEQKKDVSTG TPPSKASSNP
841 PKSSKTPESP WNI SYWPPL GTRQSAKSLP KPPNSSGRNG PRQYYGDRSP MKSRRRSTDS
901 YFLETI I NEN LVTSKRWLR EANSNLVQST RI FRNQGPPE RELKVTPPAG RNGRESP. . .

Drosophila melanogaster (G1|8214) Drosophila 95F MHC (Myosin heavy chain)

1083 ... ELLEACR QEFHRRLKVY HAWKAKNRKR TTNMDENERAP PSVMEAAFKQ PPLVQPI QEI
1141 VTAQHRYFRI PFMRANAPDN TKRGLWYAHF DGQW ARQVE LHADKPPI LL VAGTDDMQMC
1201 ELSLEETGLT RKRGAEI LEH EFNREVWERNG GKAYKNLGAA KPNGPAAAMY KQQ

Tribolium castaneum (G1|189236235) Predicted: similar to CG13759 CGSBPA

1 MEYGPI PSSK FTDVI HHLRH NFPDEPLNAS VALCVHGKPC ELLEHHDLQT LEDG.SI VAV
61 ESTTGEI AGY ALNG ARRGD VEKALEEMKS | DNI KYQRI F GLLNNVNKSI  DLFTKYNVDK
121 |1 FELRI LSVD SRFRCGRG AK ELFLRSELI A EEHGFKLVKV DATSLFTQRA AECLGFI . . .

Apis mellifera (GI|110763299) Predicted: similar to CG2663-PBfdso B

63 ... RCKLILE RYFSVRTAI P EFFAVRDPLA REI QECCEAl QYFI LPSLTD EGYRVTI LRL
121 KDSTI DKFSI QTl SRRI LMV LDTRLI EEQC LSNI MWI DLE GFGVYWHFTKC SPT(QSI VRKA
181 MLAMQDSMPL RLHRVHFLHA PAFI ENI LNl FYPLLKVRLV (KFRI HTGGG EELHSYM . .

Anopheles gambiae (G1|118782571) AGAP002575-PA.

121 ... VKFSLI T DLNLSHNQVA RLPDELADLH SLEM.DI SHN SFI TLPAVVF KMPKLRELKA
181 NNNAI | DI DR DEI | ASDSLE LVDLRHNPLT PMCHDLLKHA VLSFRI ELSE RVKEDWEDLT
241 ECE

Anopheles gambiae (GI|158289967) AGAP010377-PA

361 ...ALKRKLE LCEEM.Q LR VLDPGVSRLT G ALYEYHAA LVDLSRRNHD | GEI KTPELL
421 ERLKLSEAAL KEAI GVLVFE HRTTPEGQLT KKAMCELKEL REYlI QKVQAM EEDERTDRON
481 KNNKKNSNNN NNNNKNLELT FKI

Aedes aegypti (GI[157115857) Myosin VI

1 MEDYI W EPV SGREFDVAI G ARVI SAEGRR | QVRDDDGNE LW.TPERRI K AMHASSVQGV
61 EDM SLGDLH EAG LRNLLI RYNDNLI YTY TGSI LVAVNP YQ LPI YTAD Q) KLYKE. . .
241 ... NYH FYC LLAGLSSDEK RKLNLGYASD YRYLTGGGECI KCDGRNDAAE FADI RSAMKV
301 LCFSDHEI VEE | LKLLAALLH TGNI TYRATV | DNLDATEI P EHI NVERVAN LLEVPFQPFI
361 DALTRKTLFA HGETWSTLS RDQSMDVRDA FVKA YGRLF VLI VKKI NSA | YKPKSS. . .
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Eine erneute Teilsequenzierung eingeschickter Preiogab weitere, neue Peptidsequenzen.
Einige dieser Sequenzen uberschnitten sich inferbiaiger Aminosaure-Abfolgen. Diese
Peptide wurden angeglichen und vervollstandiggdésamt sind 104 Aminosauren in 10 teil-
Uberlappenden Peptiden bestimmt worden. Diese d&epturden in einer Aminosaure-N-

Acetyltransferase des SchleimpilZ@tyostelium discoideum identifiziert.

Dictyostelium discoideunG1|66802266) amino-acid N-acetyltransferase

MFSNI VNKKLFONSTTTSFLRHYSTI KNTTTSPKGFKTGT YACGLKKSGALDI CLI HSEKECNVAAVFTE
NKVKAAPVLLSKSLI EKHKNTGFQSLI | NSGGANACT GPEGEKNAQT MSFL SSKLVNAKQRSLVMSTA |
GQALDVKKVELG TKASENLKDDW.SAAKAI MTTDKVPKLVQKQ El QGKQVNI TG CKGAGM HPNVAT
M_CTLCTDADI SEEALKSALKHSI DYSFNSI NVDGDVSTNDTVAVFSNGLAGNKRI DSTNSKEYLLLEKA
VRECATELAQM VRDAEGATKFI SVWVRGAKTEKDCGKI | ANSI ATSSLVKTAMYGEDANWGRVLAAVGYS
GADGVVPSNI SMAFASGYGDNI G GQKNDPL I AMQFL KDGQPTPKDDEKAAKLLSNKDI Sl | VDLNNGNQ
NYTMAM CDL TVDYVKANSHYRT

3.3.15 N-terminale Aminoséuresequenzierung
Die N-terminale Sequenzierung ergab die folgendenAs@uresequenz:
EVEEDAAYWNKYMT(E/G)

Die letzen beiden Signale waren sehr schwach utésstssich nicht mit Sicherheit sagen, ob
es sich tatsadchlich um die Aminosduren T, E/G hiandeder einzelne der Buchstaben
innerhalb der Sequenz bildet ein Kirzel fur diespreachende Aminoséure. Ausgeschrieben
lautet die Sequenz wie folgt:

Glu-Val-Glu-Glu-Asp-Ala-Ala-Tyr-Trp-Asn-Lys-Tyr-Mefl hr-(Glu/Gly)

Ein Vergleich dieser Sequenz in der Datenbank déBINIurch das Blastp Programm ergab
eine Homologie zum N-Terminus der alkalischen Phatsgse der Eismeergarnéandalus

borealis. Acht von neun Aminosduren stimmen in dieser An{gsequenz Uberein. Jedoch
tragt der N-Terminus der Hummer-Phosphatase zud#tdle beiden Aminosauren Glu (E)

und Val (V), die bei der Shrimp-Phosphatase fehlen.

Score = 29.1 bits (61), Expect =47 Identitie®/'9(88%), Positives = 8/9 (88%), Gaps = 0/9 (0%)

Hummer Al P Query 1 EVEEDAAYWNKYMTE 15
EED AYWAK
Shrimp AP Shjct 1 EEDKAYVWNKDAQDAL 15

Der Score-Wert bildet eine quantitative Bewerturgy dhnlichkeit zwischen der Such-

sequenz und einer bekannten Sequenz. Je hohewseinst, desto hoher ist auch die Uber-
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einstimmung der Sequenzen. Der E-Wert steht fuadrscheinlichkeit, dass ein gegebenes
Sequenzalignment signifikant ist. Query beschrdibt Sequenz, mit der in der Datenbank
gesucht wurde. ,Shject” gibt die Sequenz an, diden Datenbank gefunden wurde. In der
Mitte dazwischen befinden sich die homologen Aménuwen, die in den beiden Alignments
Ubereinstimmen.

Die Struktur und die enzymatische Funktion derriwabilen Shrimp Alkalische Phospha-
tase (SAP) ist hinreichend charakterisiert. Die dplhatase wird aus der Mitteldarmdriise
isoliert und hat ein Molekulargewicht von 59 kDailfdn et al. 2001). In einem
kommerziellen Produkt wird die SAP fir die Dephaspfierung des 5 Phosphats von DNA
und RNA eingesetzt und wird fir Laborzwecke auskismeergarnele isoliert.

3.3.16 SAP-Sequenz und Peptide der Hummer-Phosphata

Da die N-Termini der SAP und der Hummer-Phosphataise sehr gute Ubereinstimmung
zeigten, wurden auch die Peptide aus der massdnspekrischen Teilsequenzierung mit der
Aminosauresequenz der SAP verglichen (Abb. 3.43)in&s der identifizierten Peptide
konnte mit der SAP-Sequenz in Einklang gebrachtdeser Die gré3te Sequenzidentitat
betrug lediglich 4 Aminosauren (Position 188-191)
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CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignnent

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

SHRI MPALP
HGALP

EEDKAYWNKDAQDAL DKQL G | KLREKQAKNVI FFLGDGVBLSTVTAARI YKGGLTGKFER 60

EVEEDAAYWAKYMTE- - - - - - RIELSER- VKE ----------- KLLAALLHTGNI [I- - YRA

*hkk Kk k* . * ok k- * - Cokk e k%

EKI SWEEFDFAAL SKTYNTDKQVTDSAASATAYL TBVKTNQEVI GLDANTVRTNCSYQLD 120
---------------------------- KTGTYACBLKK- SGALDI -- - -~ --- C- - ---

* * * * *

ESLFTYSI AHWFQEAGRSTGVVT STRVTHATPAGT YAHVADRDVWENDSDVVBDREDPEI C 180
------------------------- RI DSTN- - - - - - - - - SKEY- - - - - LI HSEKEMREC
* . . [ -k .. *

DDI AEQL VEREPGKNFEKVI MEGERRGFFPEEAL DI EDG PGEREDGKHLI TDW.DDKASQ 240
N VAAQWERESAKSEDVAI G- ARRG LPKP- - DVEKALPNM(SSGRN- ----------- 17

-k * **** * * * - % * % % . * * -k

GATASYWWNRDDL LAVDI ANTDYLMGLFSYTHLDTVL TRDAEVDPTLPEMIKVAI EMLTK 300

DENGFFLLVEGGRI DHVHHANQ! RQSLAETL DVEEAVSMVAL SMIDPEETIlI LYTADHGHT 360
------------------------------------------------ RIILMV- - KSSDK

* ook

LTHTGYADRNTDI LDEAG SDLPDRRYTI LDYGSGPGYH TEDGKRYEPTEEDLKDI NFR 420
LTID--------- I EFSALKELDTRRI PFI\/R— ANAP ----- DNTKRLKL SEAALKE- - - -
. . * % . * k.

* k k . s kk k% -k

YASAAPKHSATHDGTDVG WNGPFAHLETGVYEENY! PHALAYAACVGTGRTFCD 476
--------------------------- MESNI VNKK- = - = = = = =« = mee e ee e
-k . -

Abb. 3.42: Vergleich der Aminoséduresequenz der SAP mit defreNninus und
weiteren Peptiden aus der Hummer-PhosphataseiddeatAminosauren

sind griin markiert. Cystein ist gelb markiert.
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4. DISKUSSION

Phosphatasen sind in allen Zellen und Geweben sotigrdlichster Organismen nachge-
wiesen worden (Olsen et al. 1991). Obwohl diesesphatasen die gleiche katalytische
Grundfunktion haben, sind ihre jeweiligen speziiise Eigenschaften weitgehend
unbekannt. In dieser Arbeit wurden die Eigenschmafééener extrazellularen Phospho-
monoesterase aus der Verdauungsflissigkeit des pBischen HummersHpmarus
gammarus) untersucht. Neben der Bestimmung der allgemefaoektionellen Parameter
wurden auch die molekularen Eigenschaften des Emayier betrachtet. Die ebenfalls
in der Verdauungsflissigkeit identifizierte Phosgiesterase konnte nicht hinreichend
isoliert werden. Deshalb behandelt die nachfolgemiskussion ausschlie3lich die

Phosphomonoesterase des Hummers.

Phosphatase-Aktivitaten in decapoden Krebsen

Trotz der weiten Verbreitung von Phosphatasen itersohiedlichen Organismen, wurden
extrazellulare Phosphatasen bisher nur in wenigetadba nachgewiesen (Olsen et al. 1991).
In dekapoden Krebsen sind sie in der Magenflus#igiehanden. lhre Aktivitat unterschei-
det sich jedoch erheblich zwischen den Arten (Ahh). Die hochsten Aktivitaten traten in
den hummerartigen Krebsen auf. Aber auch die Kénadbe Lithodes santolla und der
PalmendielBirgus latro zeigen sehr hohe Phosphatase Aktivitaten. Im Gegemlazu waren
die Phosphatase-Aktivitaten der restlichen untdrscArten (Brachyura und Palinura) eher
gering bzw. sehr gering. Unter den drei hummerarntigNephropidae) weisen zwar der
Amerikanische- und der Europaische Hummer die hléahAktivitdten auf, jedoch hat der
nahe verwandte Kaisergranalephrops norvegicus) niedrige Aktivitdten. Ebenso finden sich
unter den Langusten (Palinura) eine Art mit migtaund eine Art mit sehr niedriger Aktivitat
(Abb. 4.1). Beide Anomuren mit einheitlich hoheroBphatase-Aktivitat unterscheiden sich
erheblich in ihrer Lebensweisk. santolla lebt in den sub-poalaren Gebieten Sidamerikas
und hat sich an die dort herrschenden niedrigensé/ssmperaturen angepasst (Anger et al.
2004). In diesen Regionen ist auch die Nahrungggbdrkeit limitiert.L. santolla ernéhrt
sich von benthischen Organismen und verzehr aush(Balzi 1997 zitiert aus Saborowski et
al. 2006). Die andere Anomurenart, der Palmen@igos latro, ist ein Landeinsiedlerkrebs
aus tropischen Breiten und erndhrt sich omnivor Id&/iet al. 2004). Aus der
Zusammenstellung der Arten lasst sich nicht eindeableiten, ob die Aktivitat der
Phosphatase mit der systematischen Zuordnung, dderlLebensweise der Arten in
Verbindung steht.
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Abb. 4.1: Aktivitat der Phosphatase aus der Magenflissigikai#chiedener Decapoder Krebse. Zu beachten ist
die logarithmische Skalierung der Achse. (Mitteltiget Standardabweichung, n = 3)

Sowohl in marinen und als auch in terrestrischeasténtieren werden die extrazellularen
Phosphatasen zwar in der Magenflussigkeit akkumpubéer in der Mitteldarmdrise gebildet
(Barker und Gibson 1977). Um die Ablaufe der Enzsknstionen dekapoder Krebse, und
besonders beim Europaischen Hummer, naher zu emé@utndchte ich zunachst auf die

Anatomie und Physiologie des Verdauungssystemeberg

Anatomie und Physiologie des Verdauungssystems v@mustaceen

Der Darm der Crustaceen durchzieht die gesamte d @eg Korpers von der vorderen
Mundoffnung bis zum Anus am Ende des letzten K&@pgmentes (Dall und Moriarty
1983). Der Verdauungstrakt unterteilt sich in VardeMittel- und Enddarm. Von der
Mundé6ffnung her fahrt der kurze Oesophagus (Schlundlen zweiteiligen Magen. Der
Kaumangen gehdrt zum ektodermalen Vorderdarm. Diegemit einer komplizierten
Muskulatur ausgekleidet und mit Magenzahnchen ataget. Seine Aufgabe besteht
darin, die aufgenommene Nahrung durchzukneten umdzerkleinern. Die in der
Mitteldarmdrise synthetisierten Verdauungsenzymeder ebenfalls in den Kaumagen
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geleitet und dort mit der Nahrung vermischt. Im #em Teil des Magens (Filtermagen)
werden grobe und feine Partikel voneinander getredie feineren Partikel gelangen zur
Endverdauung in die Mitteldarmdrise. Die GroberertiRel werden direkt in den
Enddarm befdrdert (Storch und Welsch 2005). Dertdltiarm steht direkt mit der
Mitteldarmdriise in Verbindung. Die Mitteldarmdrisayuch Hepatopankreas genannt,
erfullt in etwa die Funktionen von Leber und Baywmtisheldrise (Menzorova et al.
2006). Sie ist nicht nur fur die Resorption der Natg und fur die Bildung von
Verdauungsenzymen verantwortlich (Navarrete debTdral. 2006), sondern auch fir die
Speicherung von Nahrstoffen (Dall und Moriarty 198@erri et al. 2001). Die
Mitteldarmdrise bildet das bei weitem gréi3te undurondseste Verdauungsorgan der
Krebse. Dieses Organ besteht aus vielen hundert |@hdender Tubuli. Diese sind mit
einschichtigen Epithelien ausgekleidet (Mogt 199B).diesem Drisenschlauchepithel
lassen sich wiederum 4 Zelltypen voneinander unteiglen (Loizzi 1971).
Embryonalzellen (E-Zellen) befinden sich an der Spitze der blindedhren. Die
Fibrillenzellen (F-Zellen), Blasenzellen (B-Zellen) undRestzellen (R-Zellen) befinden
sich entlang der Rohren. Diese Zelltypen werderr kianeinander differenziert. Alle
diese ausgereiften Zellen haben direkten Kontakih zZulumen der Tubuli und zur
Hamolymphe (Vogt 1996). Die apikalen E-Zellen diffezieren sich zu den R-Zellen,
deren Aufgabe darin besteht, Nahrstoffe zu sperchBesweiteren kénnen sich die E-
Zellen zu den F-Zellen differenzieren, die sekrisitre Eigenschaften besitzen. Die
Fibrillenzellen bilden die Vorlauferzellen der Béasellen, die sich durch eine grolRe
Vakuole mit Verdauungsenzymen auszeichnen (Dall Mudiarty 1983). Die Vakuole
nimmt rund 80-90% der Zelle ein. B-Zellen sind tlie Abgabe der Verdauungsenzyme
in den Kaumagen verantwortlich. Die Synthese dezxylre erfolgt vermutlich bereits in
den groRRen Vakuolen der F-Zellen. (Loizzi 1971).leAlZellen haben eine hohe
Ribosomendichte und einen ausgepragten Golgi-App@draizzi 1971). Verschiedene
Phosphatasen sind in den vier hepatopankreatisZieianarten nachgewiesen worden
(Barker und Gibson 1977).

Ein kompletter Verdauungszyklus dauert beim Eursg@dén Hummer rund 12 Stunden
(Barker und Gibson 1977). Wahrend der ersten 4 d&&namach der Nahrungsaufnahme
werden die Nahrungspartikel graduell kleiner unceiKonsistenz wechselt von fest Uber
weich bis zu schleimig. Die Magenflissigkeit, diervder Nahrungsaufnahme zunachst

0lig und bréaunlich ist, wird milchig. Nach 5 Stumdsind die groRten Nahrungspartikel
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verschwunden und der Kaumagen fullt sich erneut ragenflissigkeit an
(Barker und Gibson 1977). Das Gemisch aus kleinsiMahrungspartikeln und
Magenflissigkeit gelangt nun in den FiltermagererHverden die verbleibenden Partikel
herausgefiltert und die Nahrstoffe aus der Magessiljkeit werden anschlieRend von der
Mitteldarmdrise aufgenommen, resorbiert und dospgehert.

Nach der Nahrungsaufnahme erfolgt die Abgabe ddraegllularen Enzyme in 3
Schritten jeweils nach 0 bis 15 Minuten, 1 bis 2irsken und 3,5 bis 5 Stunden. Die
sekretorische Abgabe der Enzyme erfolgt beim Eusmbé&n Hummer holokrin (Barker
und Gibson 1977). Dieser Begriff beschreibt diedgigchaft exokriner Drisen, ihr Sekret
unter dem kompletten Zerfall der sekretorischen lefelan &ulere oder innere
Oberflachen abzugeben. Die Zellen werden ins Innle® Tubulilumens abgegeben und
aufgelost. Die abgegebenen Zellen werden von dehriakenden Zellen ersetzt. Die
frei werdenden extrazellularen Enzyme zu denerEdigopeptidasen, Lipasen, Esterasen
und auch die Phosphatasen zahlen, werden in dem&gen geleitet (Loizzi 1971).

Saure und alkalische Phosphatasen lassen sichdar 3 Zelltypen des Mitteldarm-
drisenepitheliums nachweisen. In den F- und B-ZAedied die Enzyme in den Vakuolen
nachweisbar. Der Birstensaum der R-Zellen zeigenahimmer eine starke saure und
alkalische Phosphatase Aktivitat, die allerdings muden ersten zwei bis vier Stunden
nach der Nahrungsaufnahme auftritt. Die genaue #amkder Phosphatase am
Verdauungsprozess der Crustaceen ist nicht eirgléatiegt. Barker und Gibson (1997)
vermuten, dass saure und alkalische PhosphatasaifearvVerdauungsprozessen beteiligt
sind. Darunter fallen sowohl die Synthese und Sekmeder extrazellularen Enzyme, als
auch die Aufnahme von Nahrstoffen. Nachweislichdsiphosphatasen beim aktiven
Transport von Stoffwechselprodukten durch die Zelmbran bei Crustaceen beteiligt
(Travis 1957). In Copepoden absorbiert die alkalés®hosphatase kleinere Molekile
wahrend des Verdauungsprozesses (Goyffon und Matt@$3).

Im Gegensatz zu den Hummern weisen die Langust@im(iidae) eher ein apokrines, statt
ein holokrines Sekretionssystem auf (Travis 19B8i der apokrinen Sekretion bleibt die
Zelle weitgehend intakt und wird nicht abgestoR®as Sekret wird von der Zelle
abgeschnirt und ist von einem Teil des Cytoplasmageben. Die Neubildung sekretorischer
Zellen ist somit nicht so komplex gestaltet wie 8em holokrinen System. In den Langusten
gibt es keine so differenzierte Unterteilung dertligiumzellen in der Mitteldarmdriise wie

bei den Hummern (Travis 1954). Sekretorische undodidierende Zellen treten haufig
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nebeneinander auf. Wahrend der Hautung des Tiéeeegrddie Zellen der Mitteldarmdrise
als Hauptspeicherstatte fur organische- und miisered Reservestoffe (Verri et al. 2001).
Die absorbierenden Zellen weisen Bereiche auf, sned wahrend der einzelnen
Hautungsstadien Kalk abgelagert wird. InnerhallselieZellen ist eine sehr aktive alkalische
Phosphatase nachgewiesen worden (Travis 1954)pRaiasen sind mdglicherweise nicht
nur im aktiven Transfer von Molekulen beteiligt,nsern auch bei der Hydrolyse und
Dephosphorylierung von Glucosephosphat. Letztereetbeventuell einen Ausgangspunkt
fur die Chitinbildung (Renauld 1949 zitiert aus Migal954). Die Beteiligung der alkalischen
Phosphatase an Kalkeinlagerungsprozessen wahrenddeung bei Crustaceen wird schon
seit langerem vermutet (Zhu et al. 1999, WheatB§9). Ali und Evans (1973) fanden, dass
die Kalkeinlagerungen durch dieselben Komponeméibiert werden kdnnen, die auch die

alkalische Phosphatase inhibieren.

Warum die alkalische Phosphatase-Aktivitat in deragenflissigkeit der beiden
Hummer-Arten besonders hoch ist, kdonnte durch degsehiedenen Mechanismen
(holokrinvs. apokrin) der Enzymsekretion erklart werden.

Nach der Stimulation durch die Nahrungsaufnahme wermehrt die holokrine, statt die
apokrine Sekretion der Verdauungsenzyme gefordeittson und Barker 1979). Dieser
Mechanismus variiert zwischen den unterschiedlichgen der Dekapoda. Die Bildung
der sekretorischen B- und F-Zellen ist stark von\d&=figbarkeit an Nahrung abhangig.
Mdoglichweise hat dies ebenfalls einen Einfluss didg Produktion der extrazellularen
Enzyme. Die B-Zellen, die nicht durch die holokrifexkretion in die Verdauungs-
flussigkeit abgegeben werden, unterliegen im Fabbe Nahrungsmangel einer Ruck-
entwicklung in F-Zellen (Verri et al. 2001). Untelsedliche Phosphatase-Aktivitaten
verschiedener decapoder Organismen lassen sich ighégheise auf diesen
Mechanismus der Ruckentwicklung zurtckfihren, daazellulare Enzyme in den B-
Zellen und nicht in den F-Zellen produziert werden

Neben den marinen und terrestrischen Decapodeitzéesauch andere marine Spezies
holokrine Sekretionsmechanismen im Verdauungstrakeh hier treten unterschiedliche

Zellstrukturen der Epithelien im Mitteldarm auf.rEBeispiel dazu bietet das Epithel des
Kalmars Sepioteuthis lessoniana. Es zeigt eine sehr hohe Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase in den Verdauungszellen. Die saurepRatsse dagegen zeigt nur eine

geringere Aktivitat. Auch hier ist die alkalischéhdsphatase vermutlich wie bei den
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Crustaceen, an der Absorption von Molekilen und rbt#@ffen im Verdauungstrakt
(Semmens 2002) und beim aktiven Transport dieserchduMembranen beteiligt
(Boucaud-Camou und Roper 1995).

Der Skorpion Androctonus australis soll als ein weiteres Beispiel dienen. Sein
Verdauungssystem besteht aus Divertikeln die dueih einfaches Epithelium
ausgekleidet sind. Das Epithelium zeigt Ahnlich&eitzu denen der Cephalopoden
(KopffaRRler) und unterteilt sich in basophile Ze&lleind in Verdauungszellen (Goyffon
und Martoja 1983). Die basophilen Zellen gebendi@r partielle Verdauung der Nahrung
Exoenzyme ins Lumen der Divertikel ab. Die Verdagszellen sind frei von alkalischer
Phosphataseaktivitat, aber reich an saurer PhosgpdaiGoyffon und Martoja 1983).
Sogenannte R-Zellen die eine alkalische Phosphatéisdgat aufweisen, existieren im
Epithelium des Skorpions nicht. Die spezifische dalie dieser sauren Phosphatase ist

nicht ndher bekannt.

Einfluss verschiedener Faktoren auf die PhosphataseAktivitat

Das Auftreten extrazellularer Phosphatasen ist lmisend stark an die Verfugbarkeit
von Nahrung, deren Aufnahme und Verdauung gekoppelioch drangt sich auch die
Frage auf, ob die Verdnderung des pH-Wertes dureiNahrung ebenfalls einen Effekt
auf die enzymatische Aktivitdit der Phosphatase tbesiDer Mechanismus zur

Aufrechterhaltung eines schwach sauren pH-WertesMagen der Dekapoden ist bisher
unbekannt. Bei vielen Wirbellosen treten im Verdagstrakt Carbonanhydrate auf, die
oft mit der Bildung eines sauren pH in Verbindungpracht werden. Solche Anhydrate
sind beim Europaischen Hummer jedoch nicht nachgeevi worden (Barker und Gibson
1977). Dennoch ist eine Anpassung des pH-Wertesv@mdauungstrakt wichtig, den

Veranderungen des pH-Wertes wirden den enzymatidbéau der Nahrung verandern
und ggf. beeintrachtigen. Die Magenflussigkeit @&@sopaischen Hummers hat vor der
Aufnahme von Nahrung einen pH-Wert im sauren Bérawischen 4,7 und 4,9. Nach
der Aufnahme von Nahrung steigt der pH-Wert um faiste Einheit an. Die isolierte

extrazellulare Phosphatase hat ein pH-Optimamitro um pH 9 bis pH 10. Ein derartig

hoher Anstieg des pH-Wertes im Magen ist auszusBkh. Dennoch kdnnte der leichte
Anstieg des pH-Wertes um fast eine Einheit einesitp@n Effekt auf die Umsatzraten

zur Folge haben. Die nicht aufgereinigte extrazatkr Phosphatase in der

Magenflissigkeit verzeichnete im sauren pH-Berewiar eine geringe Aktivitat (Kapitel
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3.1.2) aber eine relativ hohe Stabilitdt (Kapitefl.3) Lediglich im aufgereinigten
Zustand war die Stabilitdt der Phosphatase beiriged pH-Werten stark verringert
(Kapitel 3.3.5). Offenbar wirken Bestandteile demadénflissigkeit wie z.B. Proteine,
Emulgatoren oder Salze stabilisierend auf die Phatgse.

Die chromatographische Aufreinigung der Magenflgksit diente der schrittweisen
Entfernung von unerwtnschten Fremdproteinen. Duliehangewendeten chromatogra-
phischen Methoden wurden nahezu alle der in der evifigssigkeit befindlichen
Fremdproteine entfernt. Diese Fremdproteine Ubteigliwherweise einen positiven,
stabilisierenden Effekt auf die extrazellulare Ritetase aus. Des Weiteren kénnen die
extrazellularen Enzyme im Magen, darunter auch Rhesphatasen, in einer inaktiven
Form vorliegen und wechseln erst in die aktive Fosobald die Enzyme fir die
Verdauung der Nahrungsfragmente bendtigt werdergt(M®96). Ob sich die Enzyme
dabei in einem glykosylierten Zustand befinden usklar, dennoch wirde dies einen
Schutz vor dem proteolytischem Abbau durch Endadapen bieten. Protein-
glykosylierungen, besonders die O-Glykosylierungett haufig bei Membranproteinen
sowie sekretorischen Proteinen auf (Miller-Est&04). Diese Proteinglykosylierungen
finden im Golgi-Apparat der Zellen statt. In denitBpliumzellen der Mitteldarmdriise
sind eine hohere Anzahl von Lysosomen und ein agusgges Golgi-Netzwerk
nachgewiesen worden. Eventuell ist die Erh6hung dd#4-Wertes durch die
Nahrungsaufnahme ein induzierendes Signal fiur digiverung der katalytischen
Eigenschaften der Enzyme, die evtl. durch die Entfeg der glykosidischen

Komponenten bewirkt wird.

Weitere stabilisierende Eigenschaften werden detaNl@nen nachgesagt. Wie bereits in
der Einleitung erwédhnt, bendtigen die Hydrolasen denen auch die alkalischen

Phosphatasen zahlen, Metallionen als Cofaktoresei®let al. 1991, De Prada 1997).
Diese lonen werden im aktiven Zentrum gelagert diehen dazu, die Bindung des
Substrates zu verbessern. Die durchgeflihrten Mgssum dieser Arbeit ergaben jedoch,
dass die isolierte und aufgereinigte extrazellul&@Bosphatase weder Zink- noch
Magnesiumionen bendtigt. Offensichtlich handeltsesh bei der isolierten Phosphatase
nicht um ein Metalloenzym wie bei vielen intrazéflten Phosphatasen. Statt die
Enzymaktivitat zu steigern, inhibieren die Metatien bei der Hummer-Phosphatase die
Aktivitat bereits bei geringen Konzentrationen. Nbeim Rohextrakt bewirken die

Magnesiumionen eine Steigerung der enzymatischetivigd um rund 20%. Die
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Ursachen hierfir sind leider unklar. Magnesiumionegelten als Phosphat

transportierende, bzw. den Phosphathaushalt regualie lonen.

Bei der Umsetzung des Substrates p-Nitrophenylgtadspird Phosphat freigesetzt. Phosphat
ist jedoch ein Inhibitor (de Backer 2002) und komlart mit dem Substrat um die freien
Bindestellen im aktiven Zentrum des Enzyms (Karl$684). Die Produktinhibierung ist eine
Form der kompetitiven Hemmung. Diese tritt immeiriser in Erscheinung je hoher die
Produktkonzentration ist (Mdiller-Esterl 2004). Tatslich zeigten bereits geringe
Konzentrationen von 0,1 mM Phosphat inhibierenderkWigen auf die alkalische
Phosphatase. Bei pH 9 wurde die Phosphatase bemitsund 80% gehemmt. Anders
dagegen verhielt sich die Enzymaktivitat im saupetiBereich. Die Messungen mit einem
Essigsaure/Acetat pH 4 Puffer zeigten, dass die sptaiase hier noch
Phosphatkonzentrationen von 0,1 mM fast volls@ndtandhielt. Erst bei einer
Konzentration von 1 mM verlor das Enzym rund 40%eseAktivitat. Dieser Puffer spiegelt
in etwa das saure Milieu wieder, welches in der &fdljissigkeit beim Europaischen
Hummer herrscht. Offenbar besteht zwischen dem p@ftWind der Konzentration an
Phosphationen ein Zusammenhang im Bezug auf daykiathe Aktivitat und somit auch
auf die Stabilitdt der Phosphatase. In der Magesitjkeit des Europaischen Hummers
betragt die Phosphat-Konzentration ca. 2 mM (véidg@uMessung, Daten nicht dargestellt).

Das Phosphat wirkt vermutlich als Puffer um den\rt stabil zu halten.

Des Weiteren sind viele alkalische Phosphatasermtblabil (Menzorowa et al. 2006).

Die alkalische Phosphatase des Européaischen Humweslert 50% seiner enzymati-

schen Aktivitat bei einer Temperatur von 50°C uratin einer Inkubationszeit von 20
Minuten. Nach 60 Minuten verliert das Enzym beiigher Temperatur bis zu 70% seiner
Aktivitat. Bei Temperaturen ab 55°C ist das Enzymnedrhalb weniger Minuten

vollstandig inaktiv. Temperaturveranderungen konmerAnderungen der Proteinstruktur
fuhren und somit die Funktionsfahigkeit eines Piraebeeintrachtigen (Hochachka und
Somero 1980). Diese Denaturierungen sind teilweeesrsibel und auch irreversibel.
Denaturierungen, die durch die Zugabe von Reduktiotieln hervorgerufen werden,
lassen sich durch die Entfernung dieser Stoffewvtmse rickgangig machen (Mdaller-
Esterl 2004). Die Phosphatase zeigte im Anschlietogh keinerlei katalytischen
Aktivitaten mehr, womit die Denaturierung der aikahen Phosphatase offenbar

irreversibel ist.
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Vergleich der Eigenschaften von anderen Phosphatase

Die alkalischen Phosphatasen von verschieden Migaasmen wie z.BMicrococcus
sodonensis, E.coli, und der Hefe sind bereits teilweise bekannt undgfighrlich
untersucht worden (Glew et al., 1970). Das Enzym Macrococcus sodonensis besitzt
ein Molekulargewicht von 80 kDa und ein pH Optimbei pH 9 bis 9,5. Als kompetitive
Inhibitoren zahlen Orthophosphat, Arsenit und AegeiCystein, welches als ein potenter
Inhibitor der Phosphatasen véncoli und auch beim Europdischen Hummer ist, hat auf
die Phosphatase vavl. sodonensis keine Wirkung. Sie benétigt zudem Kfgzn?* oder
C&* lonen als Cofaktoren fiir ihre katalytische Funit{Glew et al. 1970).

Ahnliche Eigenschaften weist die Phosphatase #ooli auf. Das Enzym hat ein
Molekulargewicht von 86 kDa und ist somit groRes alas vonM. sononensis. Als
Erinnerung, die Molmasse der alkalischen Phospbadas Europaischen Hummers liegt
bei 60 kDa. Die extrazellulare Phosphatase foeoli besitzt 2 Untereinheiten und 4
Zn** lonen pro Molekiil. Das Enzym befindet sich im p&smatischen Raum der Zelle
und kann mit Hilfe eines osmotischen Schocks vam dellen abgegeben werden (Glew
et al. 1970). Mikroorganismen benétigen die Photsgden auch um Phosphat von
organischen Komponenten ab zu spalten, sofernsframorganisches Phosphat limitiert
ist (De Prada et al. 1997). Die alkalischen Photsgd®en von Bakterien und Hefen weisen
ahnliche thermische Eigenschaften auf wie das Endgs Europaischen Hummers. Das
Enzym verliert ab 45°C bis 50°C massiv an Aktivifde Prada 1997, Fernandez et al.
1981). Ein direkter Vergleich der extrazellularenoBphatase des Hummers mit denen
der Langusten, Anomuren und Brachyuren wére setergssant, Uberstieg aber den
Rahmen dieser Arbeit.

Zellular auftretende Phosphatasen, wie zum Beisgiel SAP vonPandalus borealis
besitzen zum Teil die gleichen Eigenschaften wie diktrazellularen Phosphatasen
anderer Arten (Olsen et al. 1991). Dieses Enzym des Mitteldarmdrise der
Eismeergarnele besitzt ebenfalls ein pH Optimumalkalischen Bereich bei pH 10 bis
10,5. Die Phosphatase ist ein dimeres Protein méne Molekulargewicht von 155 kDa.
Nilsen (2001) korrigierte das Molekulargewicht d8AP spéater jedoch auf 54 kDa.
Inhibiert werden kann das Enzym mit EDTA, L-Phetgian und L-Homoarginin. Im
Vergleich zu anderen dimeren Phosphatasen behéltatialische Phosphatase der
Eismeergarnele ihre katalytischen Eigenschaftemb#&arfall in seine Untereinheiten bei
(Olsen et al. 1991). Prinzipiell unterscheiden sthe intrazellularen Phosphatasen von

den extrazellularen Phospahatsen, dennoch ergaBetjeenzierung des N-Terminus der
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extrazellularen Phosphatase vom Européischen Hum8exuenzanalogien zu der
zellular auftretenden Phosphatase der Eismeergarfiépitel 3.3.15). Der Vergleich
beider N-terminalen Stiicke ergab eine Ubereinstimgmwon 88%.

Phylogenetisches System und Verwandtschaft zwischden Arthropoden

Im Gegensatz zur N-terminalen Sequenzierung ergeb Skquenzanalyse kurzer
Peptidfragmente innerhalb des Enzyms Homologienvaischiedenen Insektenarten der
Gattung Drosophila. Myosinahnliche Phosphatasen und sogar eine ,Mybldavy-
Chain“ Phosphatase, also die schwere Kette des iMyosind darunter identifiziert
worden. Zwischen den Insekten und den Crustaceeeirsceine engere Verwandtschatft
zu bestehen als bisher vermutet.

In jingster Zeit werden die Verwandtschaftsbezigfamzwischen den Grol3gruppen der
Arthropoden erneut diskutiert (De Panafieu und &r@007). Molekulargenetische,
entwicklungsbiologische und morphologische Untehsungen legen eine engere
Verwandtschaft zwischen Insekten und Krebsen naiis.(4.2). Neuere Hypothesen
stellen die Insekten in ein Schwestergruppenvenigilzu der Crustaceengruppe. Und
tatsachlich haben die Krustentiere zahlreiche Gesmmnkeiten mit den Insekten. Sie
besitzen den gleichen grundsatzlichen Kdrperbateraoheiden sich allerdings in der
Anzahl und Form ihrer Fortsatze (Wehner und Gehr2@07). Die Gliederfuliler
(Arthropoden) besitzen ein AulRenskelett aus Chitind Fortsdtze in Form von
gegliederten Rohren. Crustaceen zeichnen sich dareim harten Panzer, den finf Paar
GliedmalRen und den unterklappbaren Hinterleib &it®r¢h und Welsch 2005). Der
Korper eines Krebses besteht aus zwei spiegelbiidh Halften und weist somit eine
Bilateralsymmetrie auf. Die Krebse bilden, wie &iachniden und Insekten an Land, in

Meer und SufRwasser die dominierende Arthropodemgrijehner und Gehring 2007).
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Crustacea

Hexapoda

Pycnogonida *

Chelicerata
1

1. Cormogonida 2. Chelicerata 3. Paradoxopoda
Pycnogonida Pycnogonida Pycnogonida
Chelicerata Chelicerata Chelicerata
Myriapoda Myriapoda Myriapoda
Crustacea Crustacea Crustacea
Hexapoda Hexapoda Hexapoda

Abb. 4.2: Alternative Hypothesen der Arthropoden Verwanidddt(aus Giribet et al. 2005)

In Insekten wie auch in hoheren Krebsarten sindspihatasen Uberwiegend als zellular
vorkommende Enzyme bekannt. Das Auftreten extralZeir Phosphatasen bei Crustaceen
ist bereits erwiesen (siehe oben). Aufgrund dedutiméren Verwandtschaft zwischen der
Gruppe der Insekten und den Crustaceen sind ehtidize Enzyme ebenfalls bei einigen

wenigen Insektenarten nachweisbar (Sridhara und 2368, Eguchi 1995).

Erstmals wurde die Phosphatase Aktivitat in Insektei der Seidenraugombyx mori durch
Nakamura (1940) untersucht. Hohe Konzentrationeerealkalischen Phosphatase wurden
im Mitteldarm-Epithelium und im Verdauungssaft dewrven nachgewiesen (Eguchi 1995).
Ihr pH Optimum liegt bei 9,6. Die Aktivitat lieRch durch Phosphat, Arsenit, L-Cystein und
EDTA inhibieren. Nach elektrophoretischer Trennurgind zwei unterschiedliche
Phosphatasen nachgewiesen worden. Eine langsam emded Bande wurde als
membrangebundene Phosphatase (m-ALP) und eine llechngandernde als I6sliche
Phosphatase (I-ALP) identifiziert. Die (m-ALP) winermutlich in den Mitteldarmzellen
synthetisiert und anschlieBend ins Lumen transterielier erfahrt das Enzym eine
Umwandlung in ein Isoenzym, welches digestive fluid Phosphatase (d-ALP) bezeichnet
wird (Eguchi 1995). Isoenzyme katalysieren zwar dieichen Reaktionen, konnen aber
Unterschiede in der Proteinstruktur und/ oder dametischen Eigenschaften aufweisen
(Muller-Esterl 2004). Die I|-ALP dagegen ist gegeresé Umwandlung weitestgehend

resistent. Daflr wird die m-ALP schneller durchris¢éaProteasen hydrolysiert, wahrend die d-
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ALP, umgewandelt aus der m-ALP, gegen diesen Vayganistent ist (Eguchi 1995). Daflr
verliert die d-ALP einen Teil ihrer katalytischerktvitat.

Das pH Optimum der geldsten alkalischen Phosphéitggtebei 10,1. Das Molekulargewicht
betragt 58 kDa fur die m-ALP und 61 kDa fur die l#A Metallionen haben auf die
Enzymaktivitat nur einen geringen Effekt (EguchB2® Die alkalische Phosphatase \Rin
mori ist vermutlich beim Transport von Glucose und FReften durch die Membranen
beteiligt (Sridhara und Bhat 1963). Ebenfalls siinel Isoformen der alkalische Phosphatase
(d-ALP) bei der Aufnahme von Nahrstoffen und defansport durch die Membranen
beteiligt (Eguchi 1995).

Erstaunlicherweise zeigen sich bei den oben awdgtéin Ergebnissen der Seidenraupe
viele Ubereinstimmende Charakteristika zu den Emnggsten der alkalischen Phosphatase
beim Europaischen Hummer. Besonders interessadasAuftreten beider Phosphatasen
in den Epithelienzellen des Mitteldarms. Im Gegénsau den Crustaceen besitzen
Insekten keine Mitteldarmdrise (Storch und Welsbi3) Der Darmkanal von Insekten
ist in Schlingen gelegt. Der Mitteldarm ist relatturz und sackartig zu einem Magen
erweitert. Der Magen ist von innen mit einem Drieggithel ausgekleidet das frei von
Schleimzellen ist. Der Enddarm ist durch die Einehiimg zahlreicher Schlauche
gekennzeichnet. Diese Schlduche werden auch Matuigh Gefal3e genannt. An der
AuRRenseite dieser Gefale sind sogenannte Ecto-Rai@sen bei der Raubwanze
Rhodnius prolixus (Ferraro et al. 2004) und dem Kartoffelkafdreptinotarsa
decemlineata (Yi und Adams 2001) nachgewiesen worden. Chareiezende
Untersuchungen zu der Phosphatase des Kartoffetkiégen jedoch nicht vor.

Die alkalische Phosphatase vBhodnius prolixus hat dagegen ein pH Optimum bei 6,4.
Zinkionen zeigten eine Inhibierung der enzymatiscA&tivitdt von rund 80 %. Weitere
Inhibitoren der Phosphatase sind Ammoniummolibdakjorid und Vanadate. Im
Gegensatz zur extrazellularen Phosphatase andemgan®men ist Cystein hier ein
wichtiger Bestandteil um die enzymatische Aktivitzli erh6hen und Inhibierungen

umzukehren (Ferraro et al. 2004).
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Biotechnologisches Potential

Phosphatasen sind wichtige Enzyme in der Molekidiogie. So wird bereits die
extrazellulare Phosphatase der Eismeergarnele audvidteldarmdrise des Organismus
gewonnen und unter dem Handelsnamen ,Shrimp Alggfhosphatase (SAP)“ z.B. von den
Firmen Fermentas, Sigma-Aldrich und Roche vertnelden Gegensatz zur SAP ware die
Gewinnung und Aufreinigung der Hummer-Phosphatasier wiel einfacher und daher
kostengunstiger. Eine biotechnologische Nutzung dgtrazellularen Phosphatase des
Europaischen Hummergjomarus gammarus, ware durchaus denkbar. Die Isolierung der
extrazellularen Phosphatase aus dem Hummer wafermbination mit der Aquakultur der
Tiere vorteilhaft. Der Europdische Hummer ist une dnsel Helgoland heimisch. Die
Aufzucht der Tiere in grof3eren Aquarien bietet hidr wirtschaftliche, sondern auch
Okologische Vorteile und lie3e sich in der BAH atélgoland umsetzen. Derzeit existiert
bereits eine Hummerzucht aus der viele der in di@skeit untersuchten Proben stammen.
Die Halterung der Tiere ermdglicht die einfachet geringem Aufwand verbundene und
wiederholte Entnahme der Magenflissigkeit direkt @ot. Durch die Entnahme der Magen-
flissigkeit werden die Tiere nicht geschadigt. &i@ weitere Isolierung, Konzentrierung und
Reingewinnung der alkalischen Phosphatase stehisprechend ausgestattete Laboratorien
zur Verfigung. Ein geeignetes Aufreinigungsprotbkeurde in der vorliegenden Arbeit
etabliert. Wichtige erste Erkenntnisse liegen edlénfvor. Im Gegensatz zur SAP ist die
Zugabe von Metallionen in den Puffer tGberflissigeder Umstand erspart die zeitaufwendige
und komplizierte Herstellung geeigneter Reaktiordiee AufRerdem denaturiert die
Hummer-Phosphatase bereits bei 55°C innerhalb wehgnuten. Die SAP dagegen erst bei
65°C nach 15 Minuten.

Bevor jedoch die Hummer-Phosphatase in der Molekidkgie genutzt werden kann,
muissen ihre katalytischen Eigenschaften erst voltBy analysiert und charakterisiert
werden. Die vorliegende Arbeit prasentiert einesich abgeschlossene grundlegende Cha-
rakterisierung der Hummer-Phosphatase. Diese gesm@mDaten bilden jedoch die Basis
fur weiterfihrende Untersuchungen hinsichtlich &ruktur und der Funktionsweise der
extrazellularen Phosphatase. Gewebeproben aus déeldsirmdriise des Europaischen
Hummers wurden entnommen und molekularbiologischetetduchungen sind bereits
geplant. Die hier ermittelte N-terminale Sequerdditidie Grundlage fur die Herstellung von
spezifischen Primern. Die Isolierung der mRNA, Transkription und die Sequenzierung der
cDNA bilden die néchsten aufbauenden Schritte in melekularen Identifizierung und

Charakterisierung der Phosphatase.
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Schlussfolgerungen

Die ungewohnlich hohe Phosphatase-Aktivitat in legenflissigkeit des Hummers ist auf
einen besonderen Sekretionsmechanismus zuriick fmenfiIn der Mitteldarmdrise des
Hummers werden in speziellen Zellen, den sog. BeBelverschiedene Verdauungsenzyme
inklusive der Phosphatase synthetisiert und aubkmole Weise in die Magenflissigkeit
abgegeben. Die Phosphatase ist zwar in einem wpkieBereich aktiv, aber ihr Optimum
liegt im Alkalischen und somit jenseits des saung-Bereichs des Magens. Eine
physiologische Funktion der Phosphatase im Mageiddemer scheint unklar. Jedoch kann
die Phosphatase eine wesentliche Bedeutung bespmlgeren Resorption der Nahrstoffe
haben. Sowohl die funktionellen Charakteristikaaalsh die partiellen Aminosduresequenzen
der Hummer-Phosphatase weisen Ahnlichkeiten mit delularen Phosphatasen von
Mikroorganismen und Insekten auf. Der N-Terminus jesloch homolog zur zelluléaren
alkalischen Phosphatase der Eismeergarathelalus borealis. Entsprechend scheint es sich
bei der Hummer-Phosphatase und eine neues ungeaali#gsllEnzym zu handeln, das eine
Vielzahl von Eigenschaften unterschiedlichster Phatasen in sich vereint. Aufgrund der
einfachen und nachhaltigen Gewinnung der Hummesgietase ware eine

biotechnologische Nutzung des Enzyms von Interesse.
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5. AUSBLICK

Die Zahl aller derzeit beschriebenen Organismendfeere, Pflanzen, Mikroorganismen) hat
2006 die 2 Millionen Grenze erreicht (Wehner unchi@ey 2007). Aktuelle Schatzungen der
wahren Biodiversitat gehen allerdings weit Gberiseiédnzahl hinaus. Crustaceen bilden die
artenreichste Gruppe der Arthropoden. Im marinereiBe sind sie haufig und weltweit
verbreitet. Diese zum Teil extremophilen Krebse seri eine Vielzahl von spezifischen
Enzymen in ihren Verdauungsorganen auf. Deshalbesstwichtig, weitere Arten aus
verschiedenen Habitaten auf besondere Enzyme hiundersuchen. Die extrazellulare
Phosphatase des Europaischen Hummers ist ein Betspiel fiir eine solche grundlagen-
orientierte Arbeit mit anwendungsbezogenem Hinterdr

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten nur desewtlichen Aspekte untersucht und
beantwortet werden. Entsprechend sind noch viedgdfr offen fur interessante zukinftige
Forschungsansatze. So ist zu Beginn dieser Anbaler Magenflissigkeit des Europaischen
Hummers eine weitere Phosphatase nachgewiesennwé@geAufreinigung und Charakteri-
sierung dieser Phosphodiesterase war nach demieet@bl Aufreinigungsschema fir die
Phosphomonoesterase nicht moglich. Dies solltecjedm Rahmen einer weiteren Diplom-
arbeit nachgeholt werden, denn dieses Enzym schefgtund seines pH-Profils im Verdau-
ungstrakt der Hummer eine wichtige physiologisclodidrzu spielen

Des Weiteren zeigte das Aktivitatsgel mit einem tAgeuffer bei pH 5 zusatzliche, sehr
reaktive Phosphatase-Banden. Diese identifizieBanden gehdren offensichtlich zu einer
sauren Phosphatase und nicht zur alkalischen Patageh Die Banden waren raumlich klar
voneinander getrennt. Vorlaufige Untersuchungegtegrj dass es sich um ein Enzym handelt
das Methylumbelliferyl-Phosphat nicht aber p-NPPerodis-p-NPP hydrolysiert. Die
chromatographische und elektrophoretische Aufreimig sowie die Charakterisierung dieser
weiteren, offensichtlich sauren Phosphatase wietkablich zum Verstandnis der Verdau-
ungsphysiologie des Hummers beitragen.

Im Hinblick auf die biotechnologische Nutzung dedtrazellularen Hummer-Phosphatase
misste eine vergleichende Untersuchung der kometierzishrimp alkaline phosphatase
(SAP) und der Hummer-Phosphatase durchgefihrt wedie Ergebnisse sollen darlegen,
ob die Eigenschaften der Hummer-Phosphatase gufistigholekularbiologische Anwen-
dungen sind und die Hummer-Phosphatase somit eigrggter Ersatz fur die SAP ware.
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Tab. 1 pH-Abhéngigkeit auf die Enzymaktivitédt (%); Messung mit dem Universalpuffer; Substrat: p-NPP fir die

Phosphomonoesterase

pH HG.1 HG.2 HG.3 HG.4 HG.5 HG.6 HG.7 HG.8 HG.9 HG.10
3 24 1 28 2 23 47 0 6 6 19
4 59 5 94 6 23 46 0 9 8 42
5 42 7 63 7 18 27 6 8 8 25
6 45 42 41 33 28 49 46 29 30 21
7 60 54 53 44 51 99 53 51 50 53
8 41 40 59 36 36 74 42 40 37 36
9 41 39 69 36 35 49 39 35 36 37
10 100 100 100 100 89 100 100 100 100 100
11 69 63 61 89 100 84 95 51 56 88
12 2 0 4 3 7 20 6 5 0 1

Tab. 2 pH-Abhédngigkeit auf die Enzymaktivitat gebildete Mittelwerte aus Tab. 1

PH A“I:Itlit\:?tl';’ﬁ;] Standardabweichung
3 16 15,22
4 29 30,59
5 21 18,96
6 36 9,51
7 57 15,27
8 44 12,48
9 42 10,34
10 99 3,43
11 76 17,53
12 5 5,87
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Tab. 3 pH-Abhédngigkeit auf die Enzymaktivitat, Messung mit unterschiedlichen Puffern und unterschiedlichen pH-Werten,
Substrat: p-NPP fiir die Phosphomonoesterase

Puffer pH AZ;:;:‘;_V::;" Standardabweichung
Gitrat 3 0,567 0,404
4 0,525 0,255
3 0,872 0,652
8 37,91 13
Glycin 9 95,59 41
10 112,35 73
11 16,29 9
3 0,220 0,092
4 0,331 0,051
5 0,393 0,064
Universal 8 2,066 1,03
9 1,901 0,81
10 4,659 2,12
11 4,290 2,34
3 1,203 0,729
Acetat 4 2,113 0,411
5 4,938 0,668
8 49,76 19
Tris 9 96,83 54
10 69,54 42
11 8,74 7

Tab. 4 pH-Abhéngigkeit auf die Enzymaktivitdt (%); Messung mit dem Universalpuffer; Substrat: bis-p-NPP fiir die
Phosphodiesterase

pH HG. 1 HG. 2 HG. 3 HG. 4 HG. 5 HG. 6 HG. 7 HG. 8 HG. 9 HG. 10
3 4 11 4 15 3 0 1 2 0 0
4 41 47 55 25 30 29 36 14 30 19
5 81 95 100 84 70 80 80 49 72 30
6 100 100 99 99 94 100 100 85 94 89
7 63 79 67 100 100 100 95 100 100 100
8 54 68 68 70 54 72 71 65 53 58
9 23 31 40 38 23 19 20 15 10 13
10 14 15 19 23 2 0 3 4 0 0
11 13 13 16 21 1 0 0 2 0 0
12 12 20 21 15 0 0 1 1 0 0
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Tab. 5 pH-Abhédngigkeit auf die Enzymaktivitat; gebildete Mittelwerte aus Tab. 4

pH Mittelwert
Aktivitat [%]

Standardabweichung

3
32
73
97

4,76
11,28
18,23
5,06
13,32
7,46
9,17
8,29
7,72
8,23
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Tab. 6 pH-Abhédngigkeit auf die Enzymaktivitat; Messung mit unterschiedlichen Puffern und unterschiedlichen pH-Werten;
Substrat: bis-p-NPP fir die Phosphodiesterase

Puffer pH Agf;:;rer:‘:lfr:in Standardabweichung
Citrat 3 0,713 0,060
4 2,118 0,488
3 1,484 0,204
8 2,9444 0,589
Glycin 9 3,8200 1,245
10 1,7378 0,084
11 1,5044 0,141
3 0,055 0,039
4 0,432 0,302
5 1,034 0,574
Universal 8 0,8768 0,542
9 0,3176 0,088
10 0,0850 0,062
11 0,049 0,048
3 1,7711 0,095
Acetat 4 3,1467 0,814
5 7,6000 2,478
8 5,3978 1,568
Tris 9 2,6000 0,266
10 2,9667 1,253
11 1,4978 0,269
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Tab. 7 pH-Wert Einfluss auf die Enzymstabilitdt (%); Universalpuffer, Substrat p-NPP fir Phosphomonoesterase

pH | HG.1 HG.2 HG.3 HG.4 Mittelwert Aktivitdt [%] Standardabweichung
3 48 9 30 6 23 19,4
4 89 65 83 73 78 10,7
5 100 83 93 86 91 7,5
6 90 88 91 93 90 1,8
7 92 100 98 98 97 3,7
8 93 100 96 90 94 4,3
9 96 96 100 100 98 2,4
10 85 90 93 92 90 3,4
11 84 85 84 88 85 1,9
12 - 68 75 13 52 34,1

Tab. 8 pH-Wert Einfluss auf die Enzymstabilitdt (%); Universalpuffer, Substrat bis-p-NPP fiir Phosphodiesterase

pH| HG.1 HG.2 HG.3 H.G4  Mittelwert Aktivitat [%] Standardabweichung
3 34 12 64 6 29 26,3
4 88 69 97 73 82 13,2
5 100 97 99 86 96 6,3
6 83 100 99 93 94 7,8
7 89 87 98 98 93 5,8
8 99 98 100 90 97 4,9
9 97 90 100 100 97 4,6
10 92 90 90 92 91 0,9
11 89 76 90 88 86 6,8
12 57 14 63 13 37 27,1
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Tab. 9 Einfluss unterschiedlicher Metallionen auf die Enzymaktivitat; Zinkchlorid

Konzentration Extinktion Extinktion Mittelwert

DE 05 /mL *min Standardabweichung

ZnCl (mM) Probe Blindwert Aktivitat (%)

0,7313 0,1000 126,26
1,1356 0,0966 259,75

0 0,1335 0,0881 30,27 100 0,00
0,2636 0,0858 118,53
0,6990 0,0860 122,60
1,0422 0,0962 236,50

2 0,0774 0,0772 0,13 48 53,32
0,0875 0,0817 3,87
0,4224 0,0836 67,76
0,4987 0,0960 100,68

4 0,0830 0,0810 1,33 24 26,12
0,0794 0,0790 0,27
0,2190 0,0930 25,20
0,2653 0,1004 41,23

6 0,0893 0,0866 1,80 10 912
0,0765 0,0814 -3,27
0,1889 0,0940 18,98
0,2154 0,0961 29,83

8 0,0809 0,0867 -3,87 / 7,79
0,0918 0,0918 0,00
0,1721 0,0887 16,68
0,1955 0,0962 24,83

10 0,0882 0,0940 -3,87 6 6.74
0,0898 0,0964 -4,40

Tab. 10 Einfluss unterschiedlicher Metallionen auf die Enzymaktivitat; Magnesiumchlorid

Konzentration  Extinktion  Extinktion A, /mL *min Mittelwert Standardabweichung
MgCl, (mM) Probe Blindwert Aktivitat (%)
0,1481 0,0859 31,1
0,001 0,3426 0,0833 129,65 76 3,387
0,3579 0,0904 133,75
0,151 0,0837 33,65
1 0,3146 0,0825 116,05 78 4,663
0,3762 0,0903 142,95
0,1517 0,0831 34,3
10 0,3346 0,0828 125,9 80 1,013
0,3653 0,0902 137,55
0,1516 0,0846 33,5
100 0,3217 0,0835 119,1 82 4,297
0,3814 0,0911 145,15
0,1588 0,0892 34,8
1000 0,3545 0,0873 133,6 89 6,040
0,4214 0,0951 163,15
0,2184 0,123 47,7
10000 0,4831 0,1228 180,15 100 0,000

0,5163 0,1277 194,3
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Tab. 11 Substratkinetik der Phosphomonoesterase

Substrat- Extinktion Extinktion
konzentration (uM) Probe Blindwert

DEsos/min *mL  Aktivitdt (%)  Standardabweichung

0,0908 0,0702 4,12
10 0,1025 0,0838 3,74 1 0,75

0,2431 0,0710 34,42
100 0,2258 0,0801 29,14 11 6,52

0,4644 0,1636 300,80
5000 0,3507 0,2504 200,60 65 27,93
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Tab. 12 Thermostabilitdt der Phosphomonoesterase
Inkubationszeit Extinktion Extinktion AE s/ 5min DE,os/ A Werte
Temperatur (min) Probe Blindwert ?iOuL min4:inL Alivitat (%) angepasst
0 0,2479 0,0976 7,5150 150,300 100 100
0°C 20 0,2467 0,0988 7,3950 147,900 98 97
60 0,2402 0,0972 7,1500 143,000 95 97
0 0,2479 0,0976 7,5150 150,300 100 100
5 0,2273 0,0963 6,5500 131,000 87 91
R 10 0,2229 0,0959 6,3500 127,000 84 88
30°C 20 0,2294 0,0971 6,6150 132,300 88 87
40 0,2375 0,1012 6,8150 136,300 91 87
60 0,2270 0,0964 6,5300 130,600 87 87
0 0,2479 0,0976 7,5150 150,300 100 100
5 0,2317 0,0990 6,6350 132,700 88 89
40°C 10 0,2286 0,0988 6,4900 129,800 86 86
20 0,2348 0,1021 6,6350 132,700 88 85
40 0,2262 0,0995 6,3350 126,700 84 85
60 0,2294 0,1007 6,4350 128,700 86 85
0 0,2479 0,0976 7,5150 150,300 100 100
5 0,2259 0,0997 6,3100 126,200 84 84
R 10 0,2094 0,1014 5,4000 108,000 72 72
>0°C 20 0,2068 0,0934 5,6700 113,400 75 60
40 0,1829 0,0952 4,3850 87,700 58 50
60 0,1681 0,0991 3,4500 69,000 46 46
0 0,2479 0,0976 7,5150 150,300 100 100
5 0,2136 0,0980 5,7800 115,600 77 77
55°C 10 0,1883 0,0979 4,5200 90,400 60 56
20 0,1413 0,0981 2,1600 43,200 29 28
40 0,1296 0,0976 1,6000 32,000 21 21
60 0,1186 0,0969 1,0850 21,700 19 19
0 0,2769 0,0879 9,4500 189,000 100 100
5 0,1623 0,0878 3,7250 74,500 39 39
R 10 0,1171 0,0854 1,5850 31,700 17 17
60°C 20 0,0978 0,0853 0,6250 12,500 7 7
40 0,0873 0,0858 0,0750 1,500 1 1
60 0 0 0 0 0 0
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Tab. 13 Einfluss von Inhibitoren auf die Phosphataseaktvitat; Natriumdihydrogen Monophosphat mit Tris/HCI Puffer pH 9

Konzentration Extinktion Extinktion

- s .
NaH,PO, (uM) Probe Blindwert DEss/mL*min  Aktivitdt (%)  Standardabweichung

1,2908 0,097 119,38
1 0,8035 0,105 139,70 102 7,28
0,6674 0,0964 114,20

0,8563 0,0977 75,86
100 0,554 0,1051 89,78 67 1,62
0,4974 0,0943 80,62

0,1144 0,0943 2,01
10000 0,1157 0,1026 2,62 2 0,05

Tab. 14 Einfluss von Inhibitoren auf die Phosphataseaktvitit; Natriumdihydrogen Monophosphat mit Essigsdure/Acetat
Puffer pH 4

Konzentration Extinktion Extinktion

- s .
NaH,PO, (uM) Probe Blindwert DEss/mL*min  Aktivitdt (%)  Standardabweichung

0,1605 0,0936 4,46
1 0,1461 0,0883 3,85 99 1,51

0,1544 0,0934 4,07
100 0,1442 0,0864 3,85 93 5,85

0,1185 0,091 1,83
10000 0,1029 0,0872 0,96 44 20,93
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Tab. 15 Gelfiltration; Angepasste Daten des Schreibers

Elutionsvolumen (mL)  Absorption bei 280nm (%)

15 4

25 15

35 34

45 100

55 23

65 8

75 2

85 0

95 0

105 0,0

115 0,0

125 0,0

Tab. 16 Proteaseaktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Gelfiltration

Elutionsvolumen Extinktion Extinktion
(mL) Probe Blindwert

Protease
Aktivitat (%)

DEzge/min*mL

30 0,2812

40 0,284

50 0,4367

60 0,6623

70 0,3278

0,05 3

0,06 4

0,57 38

1,32 89

0,21 14
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Tab. 17 Phosphataseaktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Gelfiltration

Elutionsvolumen Extinktion Extinktion AE,o/min*mL Phosphatase
(mL) Probe Blindwert Aktivitat (%)
20 0,0854 0,0870 0 0
25 0,1078 0,0876 0,0673 79
30 0,1117 0,0862 0,0850 100
35 0,0907 0,0858 0,0163 19
40 - - - 0

Tab. 18 Phosphodiesterase-Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Gelfiltration

Elutionsvolumen  Extinktion  Extinktion AE yps/min*mL Phophodiesterase
(mL) Probe Blindwert 405 Aktivitat (%)

15 0 0 0 0

20 0,1188 0,1173 0,0050 7

25 0,1241 0,1164 0,0257 37

30 0,138 0,1172 0,0693 100

35 0,1242 0,1176 0,0220 32

40 0 0 0 0

Tab. 19 Angepasste Daten des Schreibers von der Anionenaustauschchromatographie mit der Uno Q6 Séule

Elutionsvolumen (mL)

Absorption bei 280nm (%)

Leitfahigkeit (%)

0
5,0
16,5
17,0
17,5
18,0
18,5
19,0
19,5
20,0
20,5
21,0
21,5
22,0
22,5
23,0
23,5
24,0
24,5
25,0
25,5
26,0
26,5

100
81
68
42
29
15
10

23
18

0
0
22
24
26
28
29
31

32,5

34

35,5
37,5

39
41
42
44
46
47
49
51

52,5

54

55,5
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Elutionsvolumen (mL)

Absorption bei 280nm (%)

Leitfahigkeit (%)

27,0
27,5
28,0
28,5
29,0
29,5
30,0
30,5
31,0
40,0

56
57
59
61
62
64
65
67
68,5
100

Tab. 20 Phosphatase-Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit Uno Q6

Saule

Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion AE Phosphatase
(mL) Probe Blindwert 405 Aktivitat [%]
24,0 0 0
24,5 0,119 2,975 16
25,0 0,722 18,05 100
25,5 0,317 0,04 7,925 44
26,0 0,105 2,625 15
26,5 0,063 1,575 9
27,0 0 0

Tab. 21 Phosphodiesterase-Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit

Uno Q6 Saule
Elutionsvolumen  Extinktion Ex:tinktion AE,s PhospITo.d.i.esterase
(mL) Probe Blindwert Aktivitat [%]
21,5 0 0
22,0 0,056 1,400 50
22,5 0,084 2,100 76
23,0 0,111 0,040 2,775 100
23,5 0,053 1,325 48
24,0 0,053 1,325 0
23,5 0
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Tab. 22 Angepasste Daten des Schreibers von der Anionenaustauschchromatographie mit der Resource Q Saule

Elutionsvolumen (mL)

Absorption bei 280nm (%)

Leitfahigkeit (%)

0
5,0
10,0
15,0
18,0
18,5
19,0
19,5
20,0
20,5
21,0
21,5
22,0
22,5
23,0
23,5
24,0
40,0

100

0

0
14,0
30,0
41,0
43,0
45,5
47,0
48,0
50,0
51,5
53,5
55,5
56,0
58,0
60,0
61,0
100

Tab. 23 Phosphatase-Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit der

Resource Q Saule

Elutionsvolumen Extinktion Extinktion AEs Phosphatase
Probe Blindwert Aktivitat [%]
20,5 0 0
21,0 0,075 0,035 5
21,5 0,740 0,700 100
22,0 0,722 0,04 0,682 97
22,5 0,164 0,124 18
23,0 0,063 0,023 3
23,5 0
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Tab. 24 Darstellung der angepassten Werte aus der Anionenaustauschchromatographie mit der Resource Q Saule

Elutionsvolumen (mL) Absorption bei 280nm (%)

20,0 100

Tab. 25 Phosphatase-Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit der
Resource Q Saule fiir a-Glucosidase Bestimmung

Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion AE Phosphatase
(mL) Probe Blindwert 405 Aktivitit (%)
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Tab. 26 N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase-Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der
Anionenaustauschchromatographie mit der Resource Q Saule

Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion AE N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase
(mL) Probe Blindwert 405 Aktivitat (%)

13,0 0,044
14,0 0,217
15,0 2,019
16,0 2,067

17,0 2,048

18,0 0,593

19,0 0,257

20,0 0,185

21,0 0,136

22,0 0,090

23,0 0,053

24,0 0,047

25,0 0,047

Tab. 27 a-Glucosidase -Aktivitat gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit der
Resource Q Sdule

Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion AE a-Glucosidase
(mL) Probe Blindwert 405 Aktivitat (%)

13,0 0,124
14,0 0,122
15,0 0,130
16,0 0,127
17,0 0,123

18,0 0,125

19,0 0,129
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Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion a-Glucosidase
(mL) Probe Blindwert Aktivitat (%)

20,0 0,153 49

Tab. 28 Darstellung der angepassten Werte aus der Anionenaustauschchromatographie mit der Uno Q6 Saule

Elutionsvolumen (mL) Absorption bei 280nm (%)

17,5 2

18,5 3

19,5 14

20,5 62

21,5 70

22,5 90

23,5 94

24,5 56

25,5 28

26,5 20

27,5 22

28,5 10

29,5 3

30,5 2

31,5 14

32,5 7

33,5 2

34,5 0
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Elutionsvolumen (mL) Absorption bei 280nm (%)

40,0 0

Tab. 29 Phosphatase -Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit der Uno
Q6 Saule fur a-Glucosidase Bestimmung

Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion

(mL) Probe Blindwert AE405 Phosphatase

Tab. 30 a-Glucosidase -Aktivitdt gemessen an den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mit der
Uno Q6 Saule

Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion

(mL) Probe Blindwert AEaos

a-Glucosidase

18,0 0,120

19,0 0,124

20,0 0,129

21,0 0,156

22,0 0,16

23,0 0,518

24,0 0,759

25,0 0,551

26,0 0,243

27,0 0,154

28,0 0,145

29,0 0,151

30,0 0,164
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Elutionsvolumen  Extinktion Extinktion
(mL) Probe Blindwert
31,0 0,154

AE405 a-Glucosidase

Tab. 31 Darstellung der Werte zur Bestimmung der ATPase Aktivitat

. ATPase - Mittelwert .
Fraktion Aktivitat ATPase Aktivitat Blindwert AEaos

Tab. 32 Darstellung der Phosphatase -Aktivitatswerte zur Bestimmung der ATPase Aktivitat

Phosphatase -

Fraktion Aktivitit

Blindwert AE4g5
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Tab. 33 Gegeniiberstellung ATPase- und Phosphatase-Aktivitat

Fraktion ATPase Aktivitat Phosphatase Aktivitat
AE,05 AE05

42 0,0000 0,018

44 0,0627 0,716

46 0,0100 0,046

Tab. 34 Substratkinetik aufgereinigter Phosphatase, Verwendung unterschiedlicher Substratkonzentrationen

Substratkonzentration  Extinktion Extinktion DE05/min *mL Aktivitdit  Standardabweichung
(M) Probe Blindwert (%)

0,069 0,761 0,00
10 0,0666 0,0649 0,17 3 4,57
0,0807 0,0755 3,47

0,0853 0,0791 2,07
100 0,1093 0,067 4,23 11 6,31
0,0873 0,078 6,2

0,3097 0,1619 49,27
5000 0,4152 0,1573 25,79 80 3,78
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Tab. 35 Darstellung der pH-Wert Abhangigkeit auf die Enzymaktivitat (%)
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pH HG.1 HG.2 HG.3 Mittelwert Aktivitat [%] Standardabweichung
3 0 1 0 0 0,52
4 0 1 0 0 0,56
5 4 4 1 3 1,63
6 34 33 31 33 1,61
7 52 52 53 52 0,67
8 36 34 34 35 1,21
9 34 33 34 33 0,62
10 100 100 100 100 0,00
11 89 87 86 87 1,42
12 0 1 2 1 1,03

Tab. 36 Test unterschiedlicher Puffer mit verschiedenen pH-Werten und ihren Einfluss auf die Enzymaktivitat

Puffer pH A::::;:‘C’f:;n Standardabweichung
Citrat 3 0,000 0,277
4 0,017 0,034
3 0,000 0,036
8 5,890 0,71
Glycin 9 16,985 2,45
10 13,438 5,44
11 2,515 0,16
3 0,003 0,009
4 0,000 0,012
5 0,025 0,028
Universal 8 0,250 0,23
9 0,240 0,22
10 0,562 0,39
11 0,760 0,51
3 0,037 0,091
Acetat 4 0,177 0,025
5 0,477 0,155
8 8,328 0,493
Tris 9 18,630 0,782
10 9,35 0,547
11 1,22 0,343
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Tab. 37 Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymstabilitdt bei der aufgereinigten Phosphatase

HG.1 HG.2 Mittelwert Aktivitat [%] Standardabweichung
13 19 16 4,5
43 46 45 2,0
70 100 85 21,5

100 83 92 11,9
94 84 89 7,0
83 84 83 0,3
84 78 81 3,9
80 77 78 1,9
78 68 73 6,8
30 58 44 20,1

Tab. 38 Einfluss unterschiedlicher Zinchlorid-lonen auf die Enzymaktivitat

Konzentration Extinktion Extinktion Mittelwert

DE;05 /mL *min Standardabweichung

ZnCl (mM) Probe Blindwert Aktivitat (%)

0,2597 0,0851 21,83

0 0,2334 0,0831 18,79 100 0,00
0,2260 0,0878 13,82
0,1632 0,0833 9,99

2 0,1434 0,0835 7,49 40 5,10
0,1373 0,0881 4,92
0,1114 0,0839 3,44

4 0,1115 0,0839 3,45 20 4,67
0,1227 0,0884 3,43
0,1084 0,0854 2,88

6 0,1059 0,0852 2,59 13 1,17
0,1070 0,0911 1,59
0,1013 0,0865 1,85

8 0,0982 0,0864 1,48 10 3,91
0,1122 0,0916 2,06
0,2597 0,0851 21,83

0 0,2334 0,0831 18,79 100 0,00

0,2260 0,0878 13,82
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Tab. 39 Einfluss unterschiedlicher Magnesiumchlorid-lonen auf die Enzymaktivtat

Konzentration Extinktion Extinktion AE mL Aktivitat
onze ° ° ° aos / Standardabweichung

MgCl, (uM) Probe Blindwert *min (%)

0,2597 0,0851 21,83

0,1 0,2334 0,0831 18,79 100 0,000
0,2781 0,1268 21,61
0,1848 0,0866 9,82

1 0,1672 0,0851 8,21 54 17,109
0,1949 0,083 15,99
0,200 0,0848 11,52

10 0,168 0,0848 8,32 57 14,514
0,1938 0,084 15,69
0,1753 0,0878 8,75

100 0,1707 0,0875 8,32 51 14,640
0,1895 0,0877 14,54
0,2072 0,0889 11,83

1000 0,1786 0,0899 8,87 60 16,694
0,2084 0,0889 17,07
0,271 0,1285 14,25

10000 0,243 0,1265 11,65 76 21,050
0,2781 0,1268 21,61

Tab. 40 Thermostabilitdt gemessen mit dem Tris/HCl pH 9 Puffer

Temperatur Inkubationszeit  Extinktion Extinktion AE .05/ min *mL Aktivitat Werte
(min) Probe Blindwert (%) angepasst
0 0,5453 0,0823 9,260 100 100
0°C 20 0,4709 0,0794 7,830 85 98
60 0,5282 0,0865 8,834 95 98
0 0,5453 0,0823 9,260 100 100
5 0,5361 0,0839 9,044 98 98
. 10 0,5378 0,0901 8,954 97 97
e 20 0,5324 0,0875 8,898 96 93
40 0,4400 0,0881 7,038 76 81
60 0,4697 0,0828 7,738 84 79
0 0,5453 0,0823 9,260 100 100
5 0,4320 0,0790 7,060 76 79
. 10 0,3918 0,0778 6,280 68 65
S0°C 20 0,3598 0,0828 5,540 60 50
40 0,2401 0,0836 3,130 34 34
60 0,1704 0,0830 1,748 19 30
0 0,5453 0,0823 9,260 100 100
5 0,0886 0,0842 0,176 2 5
. 10 0,0833 0,0836 -0,012 0 0
55°C 20 . . . i 0
40 - - - - 0
60 - - - - 0
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Tab. 41 Temperaturstabilitat gemessen mit dem Universalpuffer pH 9

Inkubationszeit Extinktion Extinktion Aktivitat Werte

in ¥
Temperatur (min) Probe Blindwert  AEaes/ min *mL (%) angepasst

0 0,3319 0,0945 1,583 100 100
5 0,3100 0,0908 1,461 92 95
30°C 10 0,3098 0,0902 1,464 93 93
20 0,3129 0,0914 1,477 93 93
40 0,2963 0,0868 1,397 88 93
60 0,3122 0,0914 1,472 93 93

0 0,3319 0,0945 1,583 100 100

5 0,2699 0,0962 1,158 73 78

50°C 10 0,2502 0,0939 1,042 66 63
20 0,2225 0,0860 0,910 57 45

40 0,1467 0,0840 0,418 26 26

Tab. 42 Einfluss von L-Cystein als Inhibitor, Bestimmung mit Tris/HCI Puffer pH 9

Konzentration Extinktion Extinktion AE405 /mL Aktivitat

L-Cystein (uM) Probe Blindwert *min (%) Standardabweichung

0,1930 0,0850 13,50
2 0,1697 0,0847 10,63 61 7,00

0,1281 0,0856 531
6 0,1234 0,0847 4,84 24 2,67

0,1108 0,0866 3,03
10 0,1012 0,0871 1,76 12 2,35

0,1160 0,0963 1,97
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Tab. 43 Einfluss von L-Cystein als Inhibitor, Bestimmung mit Universalpuffer pH 10

Konzentration Extinktion Extinktion AE405 /mL Aktivitat

L-Cystein (uM) Probe Blindwert *min (%) Standardabweichung

0,1081 0,0954 0,6647
2 0,1393 0,0913 0,3200 55 21,58

0,0994 0,0927 0,3233
6 0,1172 0,0899 0,1820 28 12,89

0,0994 0,0927 0,2167
10 0,1066 0,0885 0,1207 18 10,04
0,116 0,0835 0,0213

Tab. 44 Einfluss von Dinatriumhydrogen-Monophosphat als Inhibitor auf die Phosphataseaktivitat

Konzentration Extinktion Extinktion
NaH,PO, (LM) Probe Blindwert

AE4os/mL*min Aktivitat (%) Standardabweichung

0,4041 0,0904 31,37
1 0,2466 0,0893 31,46 96 5,95
0,4015 0,0876 62,78

0,3158 0,0892 22,66
100 0,2038 0,0878 23,20 68 2,78

0,0901 0,0872 0,29
10000 0,0917 0,0882 0,70 1 0,54
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Tab. 45 Einfluss von Adenosindiphosphat (ADP) als Inhibitor auf die Phosphataseaktivitat

Konzentration Extinktion Extinktion
ADP (uM) Probe Blindwert

AE4s/mL*min Aktivitat (%) Standardabweichung

0,225 0,0842 14,08
1 0,2621 0,0893 34,56 96 3,99

0,2211 0,0839 13,72
100 0,2548 0,0892 33,12 94 3,57

0,1113 0,0867 2,46
10000 0,114 0,0903 4,74 16 2,18
0,1058 0,0833 4,50
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