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1. Einleitung

Die Nordseegarnele Crangon crangon (Linnaeus 1758) lebt bevorzugt auf sandigen oder
schlickigen Substraten seichter, kiistennaher Gewésser von der Ostsee liber das Mittelmeer bis
zum Schwarzen Meer. Besonders héufig ist die Art jedoch in der Nordsee vertreten, wo sie
mit einer durchschnittlichen Anlandung von ca. 20000 Tonnen pro Jahr einer der wirtschaft-
lich bedeutensten Crustaceenarten ist und vor allem im Wattenmeer eine zentrale 6kologische
Rolle einnimmt (Tiews 1970). Als wichtiger benthischer, vorwiegend karnivorer Réuber
nimmt diese Garnele mit einer Korperlédnge bis zu 90 mm dabei EinfluB3 auf die Struktur und
Funktion der In- und Epifauna (Reise 1978, Beukema 1992, van der Veer 1998), wihrend die
Art selbst gleichzeitig eine wichtige Nahrungsgrundlage vieler Fischarten ist. Am Tage ist
C. crangon in der Regel bis zu den Augen und den Antennen im Sediment eingegraben,
wiahrend die Nacht zur Nahrungssuche genutzt wird. Die Reproduktion von C. crangon ist
durch protandrischen Hermaphroditismus gekennzeichnet, wobei die Fortpflanzung ein- oder
zweimal im Sommer und einmal im Winter stattfindet. Die geschliipften Larven durchlaufen

alle Larvalstadien im Plankton und wandern erst als ca. 5 mm lange Jungtiere in das Watt ein.

Nach C. crangon ist die nahverwandte Garnele Crangon allmani (Kinahan 1857) die zweit-
haufigste Art der Gattung in der Nordsee. C. allmani 138t sich morphologisch deutlich durch
eine tiefe longitudinale Rinne und zwei parallele Carinae auf dem sechsten Abdominal-
segment von C. crangon abgrenzen. Weitere Unterscheidungsmerkmale sind die geringere
GroBe der Tiere mit durchschnittlich bis zu 75 mm und eine bréunlich-rotlichere Farbung mit
dunkleren Chromatophoren. Im Gegensatz zu C. crangon ist nur sehr wenig iiber die Biologie
von C. allmani bekannt. Die ausfiihrlichste Beschreibung {iber Morphologie und Verbreitung
erfolgte durch die Arbeit von Allen (1960) in den Gewéssern um die Kiiste Northumberlands.
Es folgten einige weitere Arbeiten iiber andere Gebiete der Nordsee sowie iiber die Lar-
valentwicklung. Anders als bei C. crangon findet man C. allmani nur im Winter zwischen
Oktober und April in hoherer Abundanz in kiistennahen, seichten Gewassern, wihrend die
Tiere im Sommer offensichtlich tiefere und kiltere Gewésserbereiche bevorzugen. So zeigte
eine Populationsstudie iiber C. allmani in der Deutschen Bucht , da3 die einzige sich repro-
duzierende Population der Art in der Helgoldnder Tiefen Rinne zu finden war, wihrend in
seichteren kiistennahen Gewdssern nur wéhrend des Frithlings bei kilteren Wasser-
temperaturen eine hohere Abundanz der Tiere zu verzeichnen war (Blahudka & Tiirkay
2002). Die Tiefe Rinne reprdsentiert ein isoliertes, relativ tiefes (59 m) Gebiet in der
Deutschen Bucht mit anderen hydrographischen Bedingungen und einem sekundiren
Hartsubstrat aus Muschelschalen.
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Obwohl die Nordseegarnele C. crangon aufgrund ihrer wichtigen d6kologischen und kommer-
ziellen Bedeutung Gegenstand zahlreicher und diverser wissenschaftlicher Untersuchungen
war (Redant 1984), insbesondere im Zusammenhang mit populations-, reproduktions- und
erndhrungsbiologischen Fragestellungen, existieren jedoch keine spezifischen Erkenntnisse
iiber die Zusammensetzung und Eigenschaften von Verdauungsenzymen der Art. Dies gilt um
so mehr fiir die nahverwandte Nordseegarnele C. allmani. Beide Arten sind in der Lage, sich
auf der Grundlage eines breiten Nahrungsspektrums an unterschiedliche Zusammensetzungen
der benthischen Gemeinschaft und an wechselnde Erndhrungsbedingungen anzupassen (Pihl
& Rosenberg 1984, Allen 1960). Gerade in diesem Zusammenhang ist eine ndhere Unter-

suchung der Verdauungsenzyme jedoch von Interesse.

Entsprechend der héufigsten Nahrungsbestandteile findet man bei Crustaceen vorwiegend
Proteasen, Glucanasen und Lipasen, die biogene Makromolekiile wie Proteine, Chitin, Cellu-
lose und Fette spalten.

Unter diesen Enzymen sind die Proteasen in der Regel durch ein weites Spektrum verschie-
dener Enzyme vertreten (Ceccaldi 1998). Proteasen haben die Eigenschaft, die Hydrolyse von
Peptidbindungen (Amidbindungen) zu katalysieren, so dal man auch von Peptidhydrolasen
spricht. Alle Proteasen zeigen dabei einen dhnlichen Mechanismus. Ein nukleophiler Angriff
auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom einer Peptidbindung spaltet die kovalente Bindung. Hin-
sichtlich der Position der gespaltenen Peptidbindung in der Polypeptidkette des Proteins
lassen sich die Proteasen in verschiedene Unterklassen aufteilen. Grundsitzlich unterscheidet
man Peptidasen (Exopeptidasen) von Proteinasen (Endopeptidasen). Peptidasen hydrolysieren
Peptidbindungen neben dem Amino- oder dem Carboxy-terminalen Ende des Proteins, so daf3
wiederum Aminopeptidasen von Carboxypeptidasen unterschieden werden konnen.
Proteinasen hingegen hydrolysieren Peptidbindungen innerhalb eines Proteins. Je nach Auf-
bau des aktiven Zentrums unterscheidet man Serin-, Cystein-und Aspartat-Endopeptidasen.
Eine vierte Gruppe bilden die Metallo-Endopeptidasen, die fiir die Katalyse ein bivalentes
Metallion als Cofaktor bendtigen. Insbesondere die Proteinasen sind bei Crustaceen sehr viel-
faltig und besitzen in der Regel eine hohe Aktivitit (Gibson & Barker 1979, Honjo et al.
1990, Garcia-Carrefio 1992). So konnten zum Beispiel die Serin-Proteinasen Trypsin und
Chymotrypsin aus der Mitteldarmdriise von Penaeus vannamei isoliert und charakterisiert
werden (Van Wormhoudt 1992). Ebenfalls an P. vannamei gelang der Aktivititsnachweis
einer Cathepsin L-dhnlichen Cysteinproteinase (Le Boulay et al. 1996). In verschiedenen
Crustaceen wurde die Metallo-Proteinase Astacin nachgewiesen, die zuerst bei

Astacus astacus gefunden wurde (Zwilling et al. 1969).
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Trypsin ist die Hauptproteinase, die in Crustaceen gefunden wird, und insgesamt eines der
hiufigsten proteolytischen Verdauungsenzyme im Tierreich. Aufgrund verschiedener
funktionaler Unterschiede im Vergleich zum Trypsin der Sdugetiere spricht man bei den
Crustaceen jedoch einschriankend von Trypsin-dhnlichen Proteinasen (Dittrich 1992). Als
Endopeptidase spaltet Trypsin bevorzugt Peptidbindungen, die die Carboxylgruppe basischer
Aminosduren (Arginin, Lysin) enthalten. Das aktive Zentrum des Enzyms wird von den
Aminosduren Serin (s.0.), Histidin und Aspartat gebildet, einer sogenannten katalytischen
Triade. Das Enzym wird bei Crustaceen in der Regel in groBen Mengen synthetisiert und kann
bis zu einem Drittel des loslichen Proteins der Mitteldarmdriise stellen (Ceccaldi 1998). In
verschiedenen Arbeiten wurden die i.a. sehr hohen Trypsinaktivititen bei verschiedenen
Crustaceen aufgezeigt (Murthy & Saxena 1979, Garcia-Carreno et al. 1994, Garcia-Carrefio
et al. 1997, Hernandez-Cortes et al. 1997, Le Moullac et al. 1997) sowie mehrere Isoformen
des Enzyms beschrieben (Osnes & Mohr 1985).

Vorlaufige Untersuchungen an der Nordseegarnele C. crangon und C. allmani ergaben jedoch
ungewoOhnlich geringe Trypsin-Aktivitidten, obwohl gleichzeitig eine relativ hohe Gesamt-
proteinase-Aktivitit festgestellt werden konnte (Saborowski, pers. Mitteilung). Die Griinde
fiir die geringen Trypsin-Aktivititen bei C. crangon und C. allmani sind bisher nicht bekannt
und es wurden bisher keine vertieften Untersuchungen iiber die Zusammensetzung und Eigen-
schaften von Verdauungsenzymen bei den Nordseegarnelen durchgefiihrt (s.0.). Es stellen

sich also folgende grundlegenden Fragen:

e Lassen sich die bisher festgestellten geringen Trypsin-Aktivititen bei gleichzeitig hohen
Aktivitdten der Gesamtproteinase verifizieren ?

e Welche anderen Endopeptidasen sind fiir die Gesamtproteinase-Aktivitdt verantwortlich
und ersetzen bzw. kompensieren ggf. Trypsin ?

e Stehen die ungewohnlich geringen Trypsin-Aktivititen in einem kausalen Zusammenhang

mit einer Anpassung der Nordseegarnelen an spezifische Erndhrungsbedingungen ?

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die quantitative und qualitative Untersuchung proteo-
lytischer Verdauungsenzyme an Mitteldarmdriisenextrakten der dekapoden Nordseegarnelen
C. crangon und C. allmani. Erstmalig sollen die Zusammensetzung, Eigenschaften und das
katalytische Potential von Endopeptidasen dieser Arten nédher beschrieben werden. In
enzymatisch-analytischen Untersuchungen sollen zunichst die Reaktionsbedingungen des Ge-
samtproteinase-Assays optimiert werden. AnschlieBend wird die Aktivitit der
Gesamtproteinase in Rohextrakten von Mitteldarmdriisen der Nordseegarnelen quantifiziert.
Weiterhin sollen spezifische Eigenschaften der Gesamtproteinase untersucht werden. Insbe-
sondere soll in diesem Zusammenhang durch die Verwendung spezifischer Proteinase-

inhibitoren der quantitative Anteil einzelner Proteinaseklassen an der Gesamtproteinase-
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Aktivitit bestimmt werden. Neben der Gesamtproteinase wird die Aktivitit des
proteolytischen Enzyms Trypsin quantifiziert. Die spezifischen Enzymaktivitdten sowie die
sich daraus ergebenden Trypsin/Gesamtproteinase Verhéltnisse sollen vergleichend anderen
Crustaceen gegeniiber gestellt werden.

Im Rahmen qualitativer Untersuchungen werden im folgenden einzelne Proteinasen iiber
flissigchromatographische Verfahren sowie durch gelelektrophoretische Methoden isoliert
bzw. partiell charakterisiert.

AbschlieBend wird anhand experimentell-vergleichender Versuche der Einfluss des
Nahrungsangebotes auf die Expression bzw. auf die Zusammensetzung des proteolytischen
Enzymspektrums von C. crangon untersucht, um einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Zusammensetzung der Nahrung und der Intensitit der Trypsin- und Gesamtproteinase-
Aktivitit aufzuzeigen.
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2. Material und Methoden

2.1 Tiermaterial und Probennahme

Fiir diese Arbeit wurden neben den beiden im Mittelpunkt der Untersuchungen stehenden
Arten C. crangon und C. allmani folgende weitere Crustaceen zu vergleichenden
Untersuchungen herangezogen: Euphausia superba (Euphausiacea), Penaeus californiensis
(Dekapoda, Penaeidea), Pandalus montagui (Dekapoda, Caridea), Pagurus bernhardus
(Dekapoda, Anomura), Cancer pagurus (Dekapoda, Brachyura).

Die Probennahme von C. crangon, C. allmani und P. montagui erfolgte mit Hilfe einer
Krabbenkurre von Bord des Forschungskutters ,,Uthorn“ an drei verschiedenen Stationen in
der Deutschen Bucht. C. crangon wurde norddstlich der Insel Helgoland sowie in der
Elbemiindung, C. allmani und P. montagui in der Tiefen Rinne bei Helgoland gefangen.

P. bernhardus sowie C. pagurus wurden ebenfalls in der tiefen Rinne bei Helgoland mit einer

Dredge von Bord der ,,Uthorn gefangen.

Tabelle 1: Fanggebiete der in der Deutschen Bucht gefangenen Arten

Art Fanggebiet Position Fanggeriit Tiefe (m) Zeit (min)  Datum

C. crangon Helgoland 54°16'50" N, 07°56'20"E  Krabbenkurre 20 20 07.08.02
05.02.03

Elbemiindung  54° 02' 54" N, 08° 27' 20" E  Krabbenkurre 12 12 16.10.02

C. allmani Tiefe Rinne  54° 08' 20" N, 07° 54'31"E  Krabbenkurre 48 15 07.08.02
P. montagui  Tiefe Rinne  54° 08'20" N, 07° 54' 31" E  Krabbenkurre 48 15 07.08.02
P. bernhardus  Tiefe Rinne ~ 54° 08' 20" N, 07° 54' 31" E Dredge 42 5 07.08.02
C. pagurus Tiefe Rinne  54° 08' 20" N, 07° 54' 31" E Dredge 42 5 07.08.02

Unmittelbar nach dem Fang wurden die Tiere vorsichtig aus dem Netz in grofle
Hilterungsbecken (100 1) iiberfiihrt und bis zur Riickkehr an Land im Durchfluss gehalten,
wobei geschidigte Tiere regelméBig aussortiert wurden. Nach Ankunft an Land wurden die
Versuchstiere in die Durchflussbecken des BAH-Okolabors (Biologische Anstalt Helgoland)
tiberfiihrt. Fiir die anschlieBende Probenaufbereitung (s. 2.2) wurden nur adulte, unverletzte
und agile Tiere verwendet, die sich im Zwischenhdutungsstadium befanden.

E. superba wurde im Rahmen einer im Vorfeld durchgefiihrten Antarktis Expedition nahe der
Antarktischen Halbinsel gefangen. Einige der bei — 80 °C gelagert Tiere konnten fiir diese
Arbeit verwendet werden.

Fiir P. californienses wurden bereits lyophilisierte Mitteldarmdriisen der Tiere eingesetzt, die

von der BAH fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt wurden.



6 Material und Methoden

2.2 Probenaufbereitung

Die quantitative und qualitative Charakterisierung ausgewahlter Verdauungsenzyme wurde an
Rohextrakten der Mitteldarmdriise durchgefiihrt. Die Herstellung dieser Extrakte erfolgte fiir

alle untersuchten Arten nach folgendem Schema:

Priparation der Mitteldarmdriise

U

Extraktion der loslichen Proteine

U

Zentrifugation des Homogenates

J

Mitteldarmdriisenrohextrakt

Abb. 1: Genereller Arbeitsablauf fiir die Herstellung eines Mitteldarmdriisenrohextraktes
2.2.1 Gewebepriparation

Fir die Herstellung der Rohextrakte wurden moglichst vollstindige Mitteldarmdriisen
verwendet. Die Préparation erfolgte an den frisch gefangenen Tieren unter einem Binokular
(Wild). Bei C. crangon und C. allmani wurde zuvor das Frischgewicht, die Gesamtldnge, die
Carapaxldnge und das Geschlecht der Tiere bestimmt. Nach Dekapitation und Entfernung des
Carapax wurde die Mitteldarmdriise entnommen und in zuvor gewogene 1,5 ml
ReaktionsgefdBle iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Bedingt durch die groBe Masse der
Mitteldarmdriise bei C. pagurus und E. bernhardus wurden Unterproben des Gewebes
entnommen. Andere Gewebebestandteile wie Magen, Darm, und Bindegewebe wurden von
der Mitteldarmdriise so weit wie moglich getrennt.

Durch erneute Wégung der Reaktionsgefile wurde die Gewebeeinwaage festgestellt. Die
Proben wurden danach bei —80 °C aufbewart.

Bei E. superba erfolgte die Praparation unter dem Binokular wie zuvor beschrieben, jedoch an

gefrorenen Tieren.
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2.2.2 Proteinextraktion

Die Mitteldarmdriisen wurden mechanisch aufgeschlossen. Dazu wurde das
Mitteldarmdriisengewebe zunidchst mit 1 ml kaltem demineralisierten Wasser (A. dem.)
versetzt. Der Probenaufschlufl erfolgte mit Hilfe eines Ultraschallstabes. Bei dieser Methode
wird die Energie eines Ultraschallgenerators (Sonifier Cell Disruptor B 15, Branson) iiber
eine Titanspitze in die Probenldsung abgeleitet, wodurch dort durch starke Druckdnderungen
Scherkrifte auftreten, die zum ZellaufschluB fithren. Um eine Uberhitzung der Probe zu
vermeiden, erfolgte die Beschallung in kurzen Intervallen von ca. 3 x 5 s unter permanenter
Kiihlung in einem Eisbad. Von den lyophilisierten Mitteldarmdriisen von P. californiensis
wurden Unterproben entnommen und direkt in 1 ml A. dem. aufgenommen.

Die so gewonnenen Mitteldarmdriisenhomogenate wurden anschlieBend zur Entfernung aller
Zelltrimmer und unléslicher Probenbestandteile bei 13.000 g und 4 °C fir 15 min
zentrifugiert (Biofuge 13 R, Heraeus Sepatech). Der Uberstand wurde vorsichtig in neue
Reaktionsgefa3e tiberfiihrt und fiir die weitere Verarbeitung auf Eis gelagert oder bei —80 °C
aufbewahrt.

Anhand der Gewebeeinwaage G (gs,) und dem eingesetzten Probenvolumen V (ml) ergab

sich die Gewebekonzentration C in den Rohextrakten aus folgender Formel:

Counere = GxV™" (gxmi™)

Gewebe

V = Probenvolumen (1,0 ml)

Fir P. californiensis konnte aufgrund der nicht bekannten Gewebeeinwaage der

Mitteldarmdriisen keine Gewebekonzentration in den Rohextrakten berechnet werden.

A. Enzymatisch — analytische Untersuchungen

2.3 Quantifizierung der Enzymaktivitit

2.3.1 Gesamtproteinase

Die Enzymaktivitdt der Gesamtheit der Proteinasen wurde in den Mitteldarmdriisenextrakten
mit Hilfe des kiinstlichen Substrates Azocasein ermittelt (nach Garcia-Carrefio 1992).

Azocasein ist eine chemisch modifizierte Form des natiirlich vorkommenden Milcheiweif3es,
das als Substrat fiir die quantitative Erfassung der Proteinaseaktivitit entwickelt wurde.
Phenyl- bzw. Tryptophanreste der Aminosdurekette des Caseins werden durch chemische
Addition von chromophoren Sulfanilamidgruppen diazotiert. Die durch konjugierte
Doppelbindungen orangefarbenen Sulfanilamidgruppen sind dabei kovalent an die

Peptiduntereinheiten gebunden.
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Aufgrund dieser chemischen Konfiguration bietet Azocasein als kiinstliches Substrat einer
breiten Palette von Proteinasen eine hydrolytische Angriffsfliche und ermdglicht gleichzeitig
eine relativ unkomplizierte Quantifizierung der Gesamtproteinase-Aktivitét.

Im enzymatischen Testverfahren wird das Substrat Azocasein durch die zu quantifizierenden
Proteinasen hydrolytisch gespalten. Der Reaktionsverlauf wird durch die Zugabe von
Trichloressigsdure gestoppt. Durch die Spaltung entstehen diazotierte und damit chromophore
Peptide, die in der Trichloressigsdure in Ldsung bleiben, wéhrend nicht angegriffenes
Azocasein durch die Sdure prézipitiert wird. Nach Entfernung der Prizipitate kann die
Extinktion der Losung photometrisch bestimmt werden. Die Intensitdt der Farbung bzw. der
Lichtabsorption steht dabei in einem proportionalen Verhiltnis zur Konzentration der geldsten
Peptide und damit zur Spaltungsaktivitdt der Proteinasen.

Die Bestimmung der Enzymaktivitit der Gesamtproteinase wurde nach folgendem Schema
durchgefiihrt:

Der Aktivititstest erfolgte in 1,5 ml Reaktionsgefif3en mit jeweils drei Reaktionsansidtzen und
zwei Kontrollansétzen fiir jeden zu testenden Extrakt.

Pro Ansatz wurden 20 ul der Enzymprobe mit 200 pl vorgelegtem Reaktionspuffer der Wahl
(0,1 M, pH 5-8) vermischt. Die Vorinkubation von 5 min wie auch die Enzymreaktion
erfolgte unter stindigem Schiitteln in einem Thermomixer (5437, Eppendorf) bei 30 °C.
Durch Zugabe von 50 pl Azocaseinldsung (1 % in A. dem.) wurde die Reaktion gestartet und
nach 30 min durch Zugabe von 500 ul Trichloressigsédure (8 %) gestoppt.

Die Abtrennung der unloslichen Proteinbestandteile erfolgte durch Zentrifugation fiir 15 min
bei 13.000 g und 4 °C.

Der Uberstand wurde in Halbmikro-Kiivetten (Brand) iiberfiihrt und die Extinktion mit einem

Spectrophotometer (Lambda 12, Perkin Elmer) bei 366 nm gegen Luft gemessen.

Tabelle 2: Schema des Gesamtproteinasetests

Testansatzx 3 Kontrolle x 2

Reaktionspuffer 0,1 M, pH 5-8 200 pul 200 ul
Enzymprobe 20 pl /
VORINKUBATION 5 min, 30 °C
REAKTIONSSTART Azocaseinlosung, 1 % in A. dem. 50 pl 50 pl
INKUBATION 30 min, 30 °C
REAKTIONSSTOP Trichloressigsdure, 8 % 500 pl 500 pl
Enzymprobe / 20 pl
ZENTRIFUGATION 15 min, 13.000 g, 4 °C

MESSUNG Uberstand bei 366 nm gegen Luft
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Die Aktivitit der Gesamtproteinase wurde dann aus den Extinktionswerten der
Reaktionsansdtze und Kontrollen als Extinktionsdnderung (dEses) pro Zeiteinheit (min)

berechnet:

dE366 = E366 Test — E366 Kontrolle

dE 366

- (dE 366 X min " )

Aktivitat =

Die spezifische Aktivitdt der Gesamtproteinase wurde in Relation zur Gewebekonzentration C

und dem Probenvolumen V berechnet:

dE ]
Spezifische AKEVitit = =2 x O govene XV " prane (dE 155 xmin~'x g, ")
min

Dieser Enzymtest wurde fiir alle in dieser Arbeit folgenden und im Zusammenhang mit
unterschiedlichen Fragestellungen z.T. modifizierten Gesamtproteinasebestimmungen
verwendet.

23.1.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Fir die Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde der Einfluss verschiedener
Reaktionspuffer, von Ca’" sowie der Einfluss unterschiedlicher pH-Werte auf die

Enzymaktivitdt der Gesamtproteinase untersucht.
Einfluss verschiedener Puffer
Um den Einfluss des Reaktionspuffers auf die Aktivitdt der Gesamtproteinase zu ermitteln,

wurde der oben beschriebene Azocaseintest mit folgenden Puffern durchgefiihrt:

Tabelle 3: Eingesetzte Reaktionspuffer

Reaktionspuffer Molaritit (M) pH-Wert
Citrat-Phosphat 0,1 7
Phosphat 0,1 7
Tris-HCI 0,1 7
Imidazol 0,1 7
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Einfluss von Ca**

Ca®" spielt als Cofaktor bei vielen Enzymen und Enzymsystemen eine wichtige Rolle. Um
den méglichen Einfluss von Ca*" auf die Enzymaktivitit zu ermitteln, wurden der Tris-HCI-
sowie der Imidazolpuffer aus der Reihe der oben aufgefiihrten Reaktionspuffer mit
unterschiedlichen CaCl,-Konzentrationen im Gesamtproteinasetest verglichen. Mit den
iibrigen beiden Puffern war dieser Ansatz nicht mdglich, da aufgrund des Phosphatgehaltes
der Puffer Calcium-Phosphatprizipitate entstehen wiirden.

Folgende CaCl,-Konzentrationen wurden getestet:

Tabelle 4: Eingesetzte Puffer mit unterschiedlichen CaCl,-Konzentrationen

Reaktionspuffer Molaritit (M) CaCl,-Konzentration (mM) pH-Wert
Tris-HCl 0,1 10 7
Imidazol 0,1 10 7
Tris-HCI 0,1 20 7
Imidazol 0,1 20 7

Insgesamt wurden somit acht verschiedene Reaktionspuffer eingesetzt. Je ein untersuchter

Mitteldarmdriisenextrakt wurde dabei mit allen acht Puffern im Vergleich getestet.

Einfluss des pH-Wertes

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitit der Gesamtproteinase bzw. um das pH-
Optimum  festzustellen, wurde der Gesamtproteinasetest mit Reaktionspuffern
unterschiedlicher pH-Werte in einem Bereich von pH 5.0 — pH 8.0 durchgefiihrt.

Folgende Puffer wurden eingesetzt:

Tabelle 5: Verwendete Puffer unterschiedlicher pH-Werte

Tris-HCI1 0,1 M + 10 mM CacCl, Imidazol 0,1 M + 10 mM CaCl,
pH 5,0 pH 5,0
pH 5.5 pH 5.5
pH 6,0 pH 6,0
pH 6,5 pH 6,5
pH 7,0 pH 7,0

pH 8,0 pH 8,0
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2.3.1.2 Ermittlung spezifischer Eigenschaften der Gesamtproteinase

Die Aktivitit der Gesamtproteinase wurde bei verschiedenen Temperaturen und
Inkubationszeiten bestimmt. Desweiteren wurde der Einflull spezifischer Inhibitoren auf die

Aktivitit der Gesamtproteinase untersucht.

Thermostabilitit

Fiir die Untersuchung des Temperatureinflusses auf die Enzymaktivitit der Gesamtproteinase
wurden Mitteldarmdriisenextrakte in einem Wasserbad (M 20 S, Lauda) bei verschiedenen
Temperaturen von 20-60 °C fiir jeweils eine Stunde inkubiert. Die Temperatur des
Wasserbades wurde iiber einen Thermoregler ( M S/2, Lauda) konstant gehalten. Alle 15 min
wurde aus den Extrakten eine Unterprobe entnommen und mit dem oben beschriebenen
Enzymtest die Aktivitit der Gesamtproteinase bestimmt. Eine vor der Inkubation
entnommene Unterprobe diente jeweils als Referenz.

Die Inkubation erfolgte bei 20, 30, 40, 50 und 60 °C.

Zeitstabilitat

Um die Verdanderung der Aktivitdt iiber einen ldngeren Zeitraum zu untersuchen, wurden
Mitteldarmdriisenextrakte der zu untersuchenden Arten bei Raumtemperatur (25 °C) und
unter Kiihlung (5 °C) iiber einen Zeitraum von 96 Stunden aufbewahrt. Unmittelbar nach dem
Start des Versuches und dann alle 24 Stunden wurde den Extrakten Unterproben entnommen

und die Aktivitit der Gesamtproteinase bestimmt.

Einfluss spezifischer Inhibitoren

Um erste Hinweise auf die Zusammensetzung der Proteinasen und ihre Zugehorigkeit zu den
einzelnen Enzymklassen zu erhalten, wurde der Einfluss von spezifischen
Proteinaseinhibitoren auf die Aktivitit der Enzymextrakte untersucht.

Hierfiir wurden folgende Inhibitoren verwendet:

Tabelle 6: Eingesetzte Inhibitoren

Proteinaseklasse Inhibitor Konzentration der Stammlosung

Serin (EC 3.4.21) 4-(2-Aminoethyl) Benzenesulfonyl- I mM in A. dem.
fluorid Hydrochlorid (AEBSF)
Cystein (EC 3.4.22) Trans-Epoxysuccinyl-L-Leucyl- I mM in A. dem.
amido-(4-Guanidino) Butan (E64)
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AEBSF ist ein spezifischer Inhibitor fiir Serinproteinasen (s. Abb. 2). Der
Inhibierungsmechanismus basiert, wie auch bei dhnlich aufgebauten Inhibitoren dieser Klasse
(z.B. PMSF), auf der Sulfonierung eines Serinrestes im Aktiven Zentrum des Enzyms. Es
konnte gezeigt werden, daB AEBSF Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin, Kallikrein und
Thrombin inhibiert (Markwardt et al. 1974).

Im Vergleich zu PMSF besitzt AEBSF den Vorteil geringerer Toxizitdt und hoherer Stabilitit

insbesondere in wassrigen Losungen.

0
HoN—CH;—CHz S—F
0O

¢ HCL

Abb. 2: Strukturformel des Serinproteinaseinhibitors AEBSF. (Quelle: Produktinformation Sigma prod.No.
AB456).

E 64 ist ein hoch selektiver und irreversibler Inhibitor fiir Cysteinproteinasen (s. Abb. 3).
Dabei bindet die trans-Epoxysuccinylgruppe von E64 an eine aktive Thiolgruppe vieler
Cysteinproteinasen und bildet eine Thioetherbriicke aus, durch die das Aktive Zentrum des
Enzyms blockiert wird.

Dies konnte z.B fiir Papain, Actinidase, und Cathepsin B, H und L gezeigt werden (Katunuma
& Kominami 1995, Sreedharan et al. 1996).

OH
C=0
_CH
(o]
T
NH O NH
BC, Lol L
" CH—CH,—CH—C— NH—(CHp)y—NH—C—NHy

HC

Abb. 3: Strukturformel des Cysteinproteinaseinhibitors E 64. (Quelle: http://www.sigmaaldrich.com/
structureimages/F/45/45370).

Fiir den Aktivitdtstest wurden je 20 upl der Inhibitorstammlosung separat mit 20 pl
Enzymextrakt gemischt und fiir 60 min bei 25 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde das
Inhibitor/Enzymgemisch mit 180 pl Reaktionspuffer versetzt und der Gesamtproteinasetest
wie oben beschrieben durchgefiihrt. Parallel wurde zur Kontrolle von jedem Enzymextrakt ein

Ansatz nur mit dem Inhibitorlosungsmittel inkubiert (s. Tab. 7).



Material und Methoden 13

Tabelle 7: Reaktionsansatz fiir die Aktivitét der Gesamtproteinase und den Einfluss von Inhibitoren

Aktivitit Kontrolle Inhibitor Kontrolle

3x 2x 3x 2 x
Inhibitorlosung / / 20 pl 20 ul
Inhibitor Losungsmittel 20 ul 20 ul / /
Enzymprobe 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
INKUBATION 60 min, 25 °C
Enzym/Inhibitorgemisch 40 pl / 40 pl /
Reaktionspuffer
Tris-HC1 0,1 M+10 mM CacCl, 180 pl 180 pl 180 ul 180 pl
pH 6,0
VORINKUBATION 5 min, 30 °C
REAKTIONSSTART Azocaseinlosung, 1 % in A. dem. 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
INKUBATION 30 min, 30 °C
REAKTIONSSTOP Trichloressigsdure, 8 % 500 pl 500 ul 500 ul 500 pl
Enzym/Inhibitorgemisch / 40 pl / 40 pl
ZENTRIFUGATION 15 min, 13.000 g, 4 °C
MESSUNG Uberstand bei 366 nm gegen Luft
2.3.2 Trypsin

Die Quantifizierung der Trypsin-Aktivitit in den Mitteldarmdriisenextrakten erfolgte mit
Hilfe des kiinstlichen Substrates N*-Benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid-hydrochlorid (L-BAPA)
(nach Geiger & Fritz 1988). Die Molekiilstruktur dieses chromogenen synthetischen
Substrates 148t sich exemplarisch fiir viele Substrate dieses Types in drei funktionelle
Untereinheiten aufteilen (s. Abb. 4): (1) Eine fiir das Enzym spezifische Aminoséure, (2) eine
Blockierungsgruppe auf der Aminoseite der Aminosiure, und (3) eine Reportergruppe, die fiir
die Hydrolyse durch das Enzym eine virtuelle Peptidbindung bildet.

Die Blockierungsgruppe soll die Polypeptidkette des natiirlichen Proteins imitieren, wahrend
die Reportergruppe chromogene Eigenschaften besitzt.

Bei der hydrolytischen Spaltung von L-BAPA erkennt das Trypsin die spezifische
Aminosédure in der Nachbarschaft der Peptidbindung. Bedingt durch die Positionierung der
Blockierungsgruppe kann die Spaltung nur an dieser Bindung erfolgen, so daf} als
Reaktionsprodukte Blockierungsgruppe und spezifische Aminosdure (N*-Benzoyl-L-Arginin)
auf der einen und der chromogene Reporter (4-Nitroanilin) auf der anderen Seite entstehen.
Die Anilinform des Reporters nach der Hydrolse hat einen hoheren Extinktionkoeffizienten
als L-BAPA, so daB als MaBB der Trypsin-Aktivitit die Freisetzung des chromogenen

Reporters und damit die Verdnderung der Extinktion photometrisch bestimmt werden kann.
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Abb. 4: Strukturformel des synthetischen Substrates L-BAPA und die Produkte der hydrolytischen Spaltung.
Die Anilinform des Reporters hat bei 405 nm einen hoheren Extinktionkoeffizienten als das
ungespaltene Substrat. (Quelle: Garcia-Carrefio, 1997)

Die Bestimmung der Trypsin-Aktivitit wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Der Reaktionsansatz erfolgte in Prézisionskiivetten aus optischem Spezialglas mit der
Schichtdicke von 1 cm (Hellma). 50 ul Enzymextrakt wurden in den Kiivetten mit 930 pl
Reaktionspuffer (0,1 M Tris-HCI + 10 mM CaCl,, pH 8) griindlich vermischt und im
Kiivettenhalter bei 30 °C fiir 5 min inkubiert. Die Temperatur des Kiivettenhalters wurde iiber
ein steuerbares Peltier-Element (PTP-6) konstant gehalten. AnschlieBend wurde die Reaktion
durch die Zugabe von 20 ul L-BAPA (50 mM in DMSO) gestartet und die Anderung der
Absorption bei 405 nm kontinuierlich {iber 180 s gegen Luft gemessen.

Tabelle 8: Schema des Trypsintests

Testansatz x 2

Reaktionspuffer Tris-HC1 0,1 M 930 pul
+10 mM CaCl,, pH 8
Enzymprobe 50 ul
VORINKUBATION 5 min, 30 °C
REAKTIONSSTART L-BAPA 50 mM in DMSO 20 pl
MESSUNG Kontinuierlich iiber 180 s

Bei 405 nm gegen Luft, 30 °C
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Die Trypsin-Aktivitdt wurde wie folgt berechnet:

dE dE
Aktivitit= Las TV s g ()
min &, xd xSV  min

TV = Gesamtvolumen (1,0 ml)

€405 = molarer Extinktionskoeffizient von 4-Nitroanilin (10,2 IxmM™ x cm")
d = Schichtdicke der Kiivette (1cm)

SV = Probenvolumen (0,050 ml)

= F=1,961

Wobei definitionsgemdl gilt: 1 Unit entspricht dem Umsatz von einem pmol Substrat pro
Minute (U = zmol x min'l)

Die spezifische Trypsin-Aktivitit wurde in Relation zur Gewebekonzentration C bestimmt:

dE _
Spezifische Aktivitit = —*> x FxC™' (U X g4 1)
min

24 Charakterisierung des Enzymspektrums

Fiir die Isolierung und Identifizierung einzelner Proteinasen speziell Trypsin wurden die
Mitteldarmdriisenextrakte mit chromatographischen  Arbeitsverfahren (Gelfiltration,
Anionenaustauschchromatographie sowie Affinitdtschromatographie) und

gelelektrophoretischen Methoden aufgetrennt und analysiert.
241 Anionenaustauschchromatographie

Biomolekiile, insbesondere Proteine, weisen in Abhéngigkeit vom pH-Wert eine positive oder
negative Ladung auf. Deshalb eignet sich die lonenaustauschchromatographie sehr gut fiir die
Reindarstellung solcher Makromolekiile. Sie ist als fliissigkeitschromatographisches
Trennverfahren ein wesentlicher Bestandteil von Aufreinigungsverfahren. Es basiert auf der
Interaktion von gelosten geladenen Teilchen mit einer entgegengesetzt geladenen festen
Tragermatrix. Dabei konkurriert ein geladenes Probenmolekiill mit Salz-Ionen um die
geladenen Positionen auf der lonenaustauschermatrix.

Bei der Anionenaustauschchromatographie besteht die stationdre Phase aus einer
Triagermatrix (z.B. Silicamaterial, Sepharose u.a.), durch die iiber Verbindungen mit
endstindigen quartiren Ammoniumverbindungen positive Ladungen fixiert werden. Das
negativ geladene Gegenion ist haufig Chlorid (CI').

Beim ,,Beladen® der Ionenaustauschersdule mit den Probenmolekiilen werden zunichst die

Gegenionen der Sdulenmatrix durch negativ geladene Probenmolekiile ersetzt.
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Entgegengesetzt oder schwach geladene Probenmolekiile passieren die Sdulenmatrix und
werden von den iibrigen Komponenten abgetrennt. Dadurch findet eine erste Fraktionierung
des zu trennenden Substanzgemisches in bindende und nicht-bindende Molekiile statt. Fiir das
Ablosen der gebundenen Probenmolekiile wird die -elektrostatische Bindung an die
Sdulenmatrix durch Zugabe des urspriinglichen Gegenions geschwicht. In der Regel wird
dazu die Konzentration des zugegebenen Salzes kontinuierlich erhoht. Als Folge eluieren die
Probenmolekiile in der Reihenfolge ihrer Bindungsstiarke an die Matrix. Diese kontinuierliche
Eluierung stellt somit den Hauptfraktionierungsschritt dieses Verfahrens dar und ermdéglicht
es im Idealfall, bei geeigneter Wahl des Fraktionsvolumens die zu untersuchenden
Substanzen voneinander zu trennen.

Die Aufreinigung der Mitteldarmdriisenextrakte erfolgte iiber
Anionenaustauschchromatographie an einer FPLC-Arbeitsstation (Fast Protein Liquid
Chromatography, Pharmacia Biotech) iiber eine UNO™ QI-R Siule (I ml, Bio-Rad,
Hercules). Vor der Beladung der Anionentauscher-Saule wurden die Extrakte iiber NAP™-10
Gelfiltrationssdulen (Sephadex G-25 Medium, 1 ml, Pharmacia Biotech) entsalzt und in
Elutionspuffer A (Imidazol 10 mM, pH 6,8) umgepuffert. Zudem wurden somit letzte kleine
Zelltrimmer und Partikel aus den Extrakten entfernt. 1 ml Extrakt wurde hierfiir auf die Séaule
aufgebracht und nach dem vollstindigen Eindringen in das Gelbett mit 1,5 ml Puffer A in auf
Eis bereitstehende Reaktionsgefdlle eluiert.

Die so vorbereiteten Eluate wurden anschlieBend mit Puffer A auf 2 ml aufgefiillt (Volumen
der FPLC-Probenschleife) und auf die Anionenaustauschersdule aufgetragen. Die nicht
bindenden Probenbestandteile wurden mit 5 ml Elutionspuffer A ausgewaschen und
anschlieBend die gebundenen Substanzen {iiber einen linearen Salzgradienten aus
Elutionspuffer A und B (Imidazol 10 mM, 1M NacCl, pH 6,8) von 0 — 1 M bei einer FluBrate
von 1 ml/min mit insgesamt 30 ml eluiert. Die eluierten Probenbestandteile wurden in 0,5 ml
Fraktionen aufgefangen. Wihrend des gesamten Eluierungsprozesses wurden die aus der
Sdule austretenden Probenbestandteile iiber einen UV-Detektor (280 nm) und einen
Leitfahigkeitsdetektor analysiert und die Signale analog aufgezeichnet.

Die Schreiberaufzeichnung vermittelt einen Eindruck iiber das Elutionsmuster aller in der
Probe vorhandenen Proteine, aber nicht iiber die Verteilung einzelner Enzyme in den
Fraktionen. Um diese Verteilung festzustellen, wurden die gewonnenen Fraktionen im
weiteren Verlauf durch verschiedene Aktivititstests genauer analysiert. Hierbei erfolgte keine
Quantifizierung einzelner Enzymaktivititen, sondern nur eine semi-quantitative
Enzymdetektion iiber alle aufgefangenen Fraktionen hinweg. Zum einen wurde mit dem oben
beschriebenen Azocaseintest (s. 2.3.1) in modifizierter Form die Verteilung der
Gesamtproteinase in den Fraktionen untersucht. Desweiteren wurde durch den Einsatz
spezifischer Proteinaseinhibitoren die Identitit und Verteilung einzelner Proteinaseklassen in
den Fraktionen bestimmt. Zusitzlich wurde das Elutionsmuster einzelner Proteinasen

(Endopeptidasen) und z.T. auch Peptidasen (Exopeptidasen) in den Fraktionen bestimmt.
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24.1.1 Semi-quantitative Aktivitiitstests

Gesamtproteinase

Die Bestimmung der Gesamtproteinaseverteilung erfolgte nach folgendem Schema: Aus den
gewonnenen Fraktionen wurden 50 ul Probe entnommen und mit 170 pl Reaktionspuffer in
1,5 ml Reaktionsgefilen vermischt. Als Reaktionspuffer wurde der Elutionspuffer A
(Imidazol 10 mM, pH 6,8) verwendet, um die Fraktionen nicht erneut umpuffern zu miissen.
Bei der hier durchgefiihrten semi-quantitativen Gesamtproteinasebestimmung wurden keine
Kontrollansitze durchgefiihrt, so daB fiir jede zu testende Fraktion ein einziger
Reaktionsansatz hergestellt wurde.

Zu Beginn dieses Versuchsabschnittes wurde von allen erhaltenen Fraktionen zunichst zur
Ubersicht nur jede zweite Fraktion auf Gesamtproteinase getestet. Durch die Untersuchung
zahlreicher ~Mitteldarmdriisenextrakte ergaben sich jedoch im weiteren Verlauf
reproduzierbare Verteilungsmuster der Gesamtproteinase, so dal fortan innerhalb spezifischer
Bereiche des Elutionsprofils im Sinne einer hoheren Aufldosung jede Fraktion getestet wurde.
Im weiteren Verlauf entsprach das Verfahren dem wunter (2.3.1) beschriebenen
Reaktionsablauf.

Tabelle 9: Reaktionsansatz fiir den Gesamtproteinasetest nach FPLC

Ansatz je Fraktion

Reaktionspuffer Imidazol 10 mM, pH 6,8 170 pl
Fraktionsprobe 50 ul
VORINKUBATION 5 min, 30 °C
REAKTIONSSTART Azocaseinlosung, 1 % in A. dem. 50 ul
INKUBATION 30 min, 30 °C
REAKTIONSSTOP Trichloressigsdure, 8 % 500 pl
ZENTRIFUGATION 15 min, 13.000 g, 4 °C
MESSUNG Uberstand bei 366 nm gegen Luft

Einfluss spezifischer Inhibitoren

Um die Anteile einzelner Proteinaseklassen in den einzelnen Fraktionen zu bestimmen, wurde
der  semi-quantitative  Gesamtproteinasetest unter dem  Einfluss  spezifischer
Proteinaseinhibitoren durchgefiihrt. Dazu wurde auf die bereits unter (2.3.1.2) aufgefiihrten
Inhibitoren zuriickgegriffen (s. Tab. 10).
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Tabelle 10: Reaktionsansatz fiir den Einfluss von Inhibitoren nach FPLC

Aktivitit Inhibitor

1x 1x
Inhibitorldsung / 50 pl
Fraktionsprobe / 50 pl
INKUBATION 60 min, 25 °C
Fraktion/Inhibitor Cocktail / 100 pl
Reaktionspuffer Imidazol 10 mM, pH 6,8 170 ul 120 pl
Fraktionsprobe 50 ul /
VORINKUBATION 5 min, 30 °C
REAKTIONSSTART Azocaseinlosung, 1 % in A. dem. 50 ul 50 pl
INKUBATION 30 min, 30 °C
REAKTIONSSTOP Trichloressigséure, 8 % 500 pl 500 pl
ZENTRIFUGATION 15 min, 13.000 g, 4 °C
MESSUNG Uberstand bei 366 nm gegen Luft

Identifikation einzelner Proteinasen und Peptidasen

Die Identifikation einzelner Proteinasen und Peptidasen in den Fraktionen der
Anionenaustauschchromatographie  erfolgte ebenfalls mit einer semi-quantitativen
Mikromethode. Dieses Testverfahren basiert, wie schon fiir die Quantifizierung der Trypsin-
Aktivitdt beschrieben (s. 2.3.2), auf der Anwendung von spezifischen synthetischen
chromogenen Substraten. Ergdnzend wurde an dieser Stelle zur Identifikation der Proteinase
Cathepsin L ein fluorogenes Substrat verwendet.

Folgende synthetischen Substrate wurden eingesetzt:

Tabelle 11: Verwendete  Substrate  und  Konzentrationen. In  Klammern die  internationalen

Nomenklaturnummern

Substrat Enzym Konzentration
der Stammlésung
N*Benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid- Trypsin (EC 3.4.21.4) 50 mM in DMSO

hydrochlorid (L-BAPA)
N-Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L- Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) 50 mM in DMSO
prolyl-L-phenylalanin-4-nitroanilid

L-leucin-p-nitroanilid-hydrochlorid Leucin Aminopeptidase (EC 3.4.11.1) 50 mM in DMSO
L-alanin-4-nitroanilid-hydrochlorid Aminosdure Arylamidase (EC 3.4.11.2) 50 mM in DMSO

Z-Phe-Arg-7-amido-4- Cathepsin L (EC 3.4.22.15) 1 mM in DMSO

methylcoumarin-hydrochlorid
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Die verwendeten chromogenen Substrate zeigen prinzipiell den schon unter (2.3.2)
beschriebenen funktionellen Aufbau.

Das Substrat fiir Chymotrypsin besitzt im Vergleich zu L-BAPA eine andere
Blockierungsgruppe (N-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl) sowie die entsprechende
spezifische Aminoséure fiir Chymotrypsin (L-phenylalanin).

Die Enzyme Leucin-Aminopeptidase und Aminosdure-Arylamidase gehoren zur Gruppe der
Aminopeptidasen und spalten einzelne Aminosduren vom N-terminalen Ende der Peptidkette
ab. Vor diesem Hintergrund erklirt sich die Molekiilstruktur dieser synthetischen Substrate,
die im Vergleich zu den Substraten fiir die Endopeptidasen Trypsin und Chymotrypsin keine
Blockierungsgruppe mehr aufweisen mufl. Durch den endstdndigen hydrolytischen Angriff
auf die Aminosédure wird der chromogene Reporter direkt freigesetzt.

Die semi-quantitative Mikromethode wurde fiir die chromogenen Substrate nach folgendem
Schema durchgefiihrt:

Aus den erhaltenen Fraktionen wurden je 50 upl Probe in die Wells einer 96-well
Mikrotiterplatte {iberfiihrt. Die Reaktion wurde dann durch schnelle Zugabe von je 250 ul
Puffer/Substrat Reagenz (245 ul Elutionspuffer A + 5 pl Substratstammlosung der Wahl)
gestartet. Nach einigen Minuten, abhéngig von der jeweiligen Aktivitidt des Enzyms, wurde
die optische Dichte der Mikrotiterplatte in einem Mikrotiterplattenphotometer (MR 7000,
Dynatech) bei 405 nm gegen Luft gemessen.

Tabelle 12: Genereller Reaktionsansatz fiir den semi-quantitativen Aktivitdtstest in Mikrotiterplatten nach FPLC

Testansatz
Fraktionsprobe 50 ul
Puffer/Substrat Reagenz 250 ul
INKUBATION Einige min, je nach Aktivitét
MESSUNG Mikrotiterplatte bei 405 nm gegen Luft

Das fiir die Identifikation von Cathepsin L eingesetzte fluorogene Substrat besitzt prinzipell
den gleichen funktionellen Aufbau wie die beschriebenen chromogenen Substrate fiir den
Nachweis von Proteinasen. Im Gegensatz zur Freisetzung einer chromogenen Reportergruppe
wird hier jedoch bei der Hydrolyse des Substrates das stark fluoreszierende 7-amido-4-
methylcoumarin (AMC) freigesetzt. In einem Spectrofluorometer kann das freigesetzte AMC
anschlieend quantifiziert werden.

Die semi-quantitative Mikromethode wurde fiir das fluorogene Substrat nach folgendem
Schema durchgefiihrt:

Aus den gewonnenen Fraktionen wurden je 20 pl Probe in 1,5 ml Reaktionsgefdfe liberfiihrt
und mit 180 ul Reaktionspuffer (340 mM Natriumacetat, 60 mM Essigsdure, 4 mM EDTA,
pH 5,5) vermengt. Nach kurzer Inkubation von 1 min bei 30 °C erfolgte der Start der
Enzymreaktion durch die Zugabe von 200 pl Substratldsung (Stammloung 1 : 50 mit A. dem.
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verdiinnt). Nach 10 min Inkubation bei 30 °C unter stdndigem Schiitteln wurde die Reaktion
durch die Zugabe von 200 ul Stopplosung (100 mM Natriummonochloracetat, 70 mM
Essigsdure, 30 mM Natriumacetat, pH 4,3) unterbrochen. AnschlieBend wurde die
Fluoreszens des Reaktionsansatzes in einem Spectrofluorometer (SFM 25, Kontron
Instruments) bei einer Excitationswellenldnge von 370 nm und einer Emissionswellenldnge

von 460 nm gemessen.

Tabelle 13: Genereller Reaktionsansatz fiir den semi-quantitativen Aktivititstest von Cathepsin L nach FPLC

Testansatz
Fraktionsprobe 20 pl
Reaktionspuffer 180 pl
VORINKUBATION 1 min, 30 °C
REAKTIONSSTART Substratlosung 200 ul
INKUBATION 10 min, 30 °C
MESSUNG Spectrofluorometer bei 370/460 nm

Die weitere Analyse ausgesuchter Fraktionen, die in den semi-quantitativen Enzymtests hohe

Aktivititswerte aufzeigten, erfolgte durch gelelektrophoretische Methoden (s. 2.4.3).
2.4.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Durch die Extinktionsmessung bei 280 nm der von der Anionenaustauschersdule eluierten
Probenbestandteile wurde bereits ein Proteinelutionsprofil der einzelnen Fraktionen
aufgenommen. Es erfolgte jedoch iiber die UV-Detektion keine
Proteinkonzentrationsbestimmung, da fiir die Berechnung der Konzentration fiir jedes eluierte
Protein der jeweilige Extinktionskoeffizient bekannt gewesen sein miiite, zum anderen war
nicht sichergestellt, dal keine anderen UV- absorbierenden Substanzen in den
Mitteldarmdriisenextrakten enthalten waren. Aus diesem Grund erfolgte eine zusétzliche
Proteinkonzentrationsbestimmung in den einzelnen Fraktionen durch den Proteintest nach
Bradford (Bradford 1976). Der Test basiert auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blau G-250 an Proteine, wobei sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes nach
Proteinbindung von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm
ist somit ein MaB fiir die Proteinkonzentration in einer Losung (Rehm 2002).

Der Bradford-Test erfolgte in 96-well Mikrotiterplatten. Hierfiir wurden je 10 — 50 ul Probe
aus den erhaltenen Fraktionen in die Wells der Platte vorgelegt. Das Endprobenvolumen
betrug immer 50 pl, so daB mit A. dem. auf 50 pl aufgefiillt wurde. Fiir die Farbreaktion
wurden die Proben anschlieend mit 250 pl Farbreagenz (Bio Rad, 1:5 verdiinnt mit A. dem.)
versetzt. Nach 15 min erfolgte die Bestimmung der Extinktion in einem
Mikrotiterplattenphotometer bei 595 nm (s. Tab 14).
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Mittels Rinderserumalbumin (BSA) (0,1 mg/ml in A. dem.) als Proteinstandard wurde eine
Eichgerade erstellt, anhand derer die ermittelten Extinktionswerte in Proteinkonzentrationen
umgerechnet werden konnten. Fiir die Eichgerade wurde der beschriebene Reaktionsansatz
mit 0, 10, 20, 30, 40 und 50 pl BSA (Endvolumen 50 pl mit A. dem.) durchgefiihrt.

Tabelle 14: Reaktionsansatz fiir den Bradford-Test

Standard x 2 Testansatz x 1
Standard 0-50pul /
Fraktionsprobe / 10 —50 pl
A. dem. ad. 50 ul ad. 50 ul
Farbreagenz 250 pl 250 ul
INKUBATION 15 min bei 25 °C
MESSUNG Mikrotiterplatte bei 595 nm gegen Luft
2.4.2 Affinititschromatographie

Mit der Affinitdtschromatographie kénnen Trypsin und trypsindhnliche Serinproteinasen aus
den Rohextrakten in einem Arbeitsschritt isoliert werden. Fiir die Affinitdtschromatographie
wurden ausgewihlte Mitteldarmdriisenextrakte verwendet, die nach Quantifizierung der
Trypsin-Aktivitdt (s. 2.3.2) hohe Aktivititen aufwiesen. Fiir diese Aufreinigung wurden
spezielle Affinitatssdulen verwendet (Hi Trap Benzamidine FF (high sub) 1 ml, Amersham
Biosciences). Die Sdulen enthalten ein fiir Trypsin und trypsindhnliche Serinproteinasen hoch
selektives Affinititsmedium auf der Basis von p-Aminobenzamidin. P-Aminobenzamidin ist
ein synthetischer Inhibitor fiir die genannten Proteinasen und fungiert innerhalb des
Siulenmediums als hoch spezifischer Ligand. Uber eine lange Kohlenwasserstoffkette
(Spacer) ist p-Aminobenzamidin dabei mit einer hoch vernetzten Agarosematrix (4%)
verkniipft.

OH C]JH l'll g NH
O\)\/Dx,,/\/N\N\)J\T@_LNHQ
H

Abb. 5: Partielle Struktur des Affinitditsmediums. Benzamidin ist iiber eine Amidbindung an den Spacerarm
gebunden, der wiederum iiber eine Etherbriicke mit der Sdulenmatrix verbunden ist. (Quelle: data
file 18-1139-38 AA, 2000-09. Amersham Biosciences)
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Fir die Aufreinigung von Trypsin bzw. trypsindhnlichen Serinproteinasen wurden
ausgewihlte Mitteldarmdriisenextrakte mit einer FluBrate von 1 ml'min" unter Verwendung
einer Peristaltikpumpe auf eine Affinititssdule aufgetragen. Diese wurde zuvor mit 5 ml
Bindungs-Waschpuffer (0,05 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, pH 7,4) dquilibriert.

AnschlieBend wurde die Sdule bei einer FluBrate von 1 ml'min’ mit insgesamt 5 ml
Bindungs-Waschpuffer gespiilt, um nichtbindende Probenbestandteile zu entfernen. Je 1 ml
Waschfraktion wurde dabei in auf Eis stehende Reaktionsgefdfle aufgenommen. Die Elution
der Serinproteinasen erfolgte bei einer FluBrate von 1 ml'min’ mit insgesamt 5 ml
Elutionspuffer (0,05 M Glycin, pH 3). Auch hier wurde das Eluat in gekiihlte
Reaktionsgefiale zu je 1 ml fraktioniert. Um zu verhindern, daf3 die eluierten Proteine bei dem
geringen pH-Wert des Elutionspuffers denaturieren, wurden die gewonnenen Fraktionen mit
150 pl Tris-HCI Puffer (1 M, pH 9) versetzt.

Die weitere Analyse der gewonnenen Fraktionen erfolgte durch gelelektrophoretische
Methoden (s. 2.4.3).

243 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretischen Untersuchungen wurden ausgesuchte Fraktionen nach
chromatographischer Auftrennung und semi-quantitativer Aktivititsbestimmung (s. 2.4.1.1)
sowie verschiedene Fraktionen nach der Affinititschromatographie (s. 2.4.2) verwendet.
Zusétzlich wurden auch Mitteldarmdriisenrohextrakte der zu untersuchenden Arten fiir die
Gelelektrophorese verwendet.

Alle Probenldsungen wurden in Abhdngigkeit von ihrem Volumen zur Vorbereitung auf die
Gelelektrophorese iiber NAP™-10 Gelfiltrationssaulen (0,5 ml oder 1 ml) entsalzt und in A.
dem. umgepuffert. Die so gewonnenen Probenlosungen wurden anschlieend
gefriergetrocknet. Das gewonnene Lyophylisat wurde dann zur Verwendung fir die
Elektrophorese erneut in A. dem. geldst und auf eine Proteinkonzentration der Probenldsung
zwischen 10 und 30 pg eingestellt.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte iiber eine diskontinuierliche
Natrium (engl.: Sodium) Dodecylsulphat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (nach
Laemmli 1970).

Die Acrylamidkonzentration betrug 12%.
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Losungen:

Sammelgelpuffer:

Trenngelpuffer:

Monomer: 30 % (w/v) Acrylamid
1,6 % (w/v) Bisacrylamid

Ammoniumpersulphat (APS): 10 % (w/v) in A. dem.

Sodium Dodecylsulphat (SDS): 10 % (w/v) in A. dem.

Elektrophoresepuffer 5 x:

Probenpuffer 2 x:

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,0125 M Tris-HCI, pH 6,8
4 % SDS

20 % (v/v) Glycerol

0,02 % Bromphenolblau

0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, pH 8,3
0,1 % SDS

Fiir die diskontinuierliche SDS-PAGE wurden Trenn- und Sammelgel (100 x 80 x 1,5 mm)

nach folgendem Schema hergestellt:

Tabelle 15: Pipettierschema fiir die Herstellung von Trenn- und Sammelgel

Losungen Trenngel (ml) Sammelgel (ml)
A. dem. 4,180 2,750
Trenngelpuffer 3,130 0,000
Sammelgelpuffer 0,000 1,120
Monomer 5,000 0,583
SDS (10 %) 0,125 0,045
APS (10%) 0,063 0,022
TEMED 0,006 0,006
Gesamtvolumen 12,500 4,500

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung wurden die Probenldsungen 1:2 mit Probenpuffer

verdiinnt und direkt auf das Gel aufgebracht. Jede Probentasche wurde mit 10-20 pl

Probenlosung bestiickt. Zusitzlich wurde in jedem Gel eine oder mehrere Probentaschen mit

5 ul Molekulargewichtsmarker (Low molecular Weight Range, Sigma) bestiickt (s. Tab. 16).
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Tabelle 16: Zusammensetzung des Molekulargewichtsmarkers

Proteine Molekulargewicht KD
Albumin, Rinderserum 66,000
Ovalbumin, Hiihnerei 45,000
Glycerinaldehyd-3-pDH, Kaninchenmuskel 36,000
Carboanhydrase, Rindererythrocyten 29,000
Trypsinogen, Rinderpankreas 24,000
Trypsin Inhibitor, Sojabohne 20,000
a-Lactalbumin, Kuhmilch 14,200
Aprotinin, Rinderlunge 6,500

Der Elektrophoreselauf erfolgte in einer temperaturregulierten, vertikalen, dualen
Elektrophoresekammer (80 x 100 mm) (Dual Gel Caster Mighty Small, Hoefer) mit konstant
15 mA pro Gel fiir 120 min bei 1 °C.

Jedes Gel wurde in doppelter Ausfiihrung angefertigt, so daBl zwei identische Gele als
Ausgangspunkt fiir zwei unterschiedlich weiterfiihrende Behandlungsmethoden zur
Verfligung standen. Jeweils ein Gel wurde zur Detektion aller Proteinbanden unmittelbar nach
dem Gellauf fixiert und gefédrbt (40 % Methanol, 10 % Essigsdure, 0,05 % Coomassie Brillant
Blau R-250). Nach ca. 2 h in der Firbelosung wurde das Gel in einer Entfarbelosung (40 %
Methanol, 10 % Essigsédure) unter mehrfachem Wechsel der Losung solange entfarbt, bis nur
noch die Proteinbanden eine Fiarbung zeigten. Diese Gele werden im folgenden Proteingele
genannt. Das jeweils andere Gel wurde einer speziellen Behandlung zur Ermittlung der

Proteinaseaktivitit unterzogen (nach Garcia-Carreno et al.1993).

Substrat-SDS-PAGE

Nach dem Gellauf wurde das Gel fiir 30 min in einer 3 %igen Caseinlosung (3 % in 50 mM
Tris-HCI, pH 8) bei 5 °C inkubiert. Ahnlich wie bei dem kiinstlichen Substrat Azocasein dient
hier Casein als Substrat fiir zu detektierende Proteinasen. Widhrend dieses ersten
Inkubationsschrittes kann das Substrat bei geringer Enzymaktivitdt (5 °C) langsam in das Gel
hineindiffundieren. AnschlieBend wird in einem zweiten Inkubationsschritt die Temperatur
fir 60 min auf 25 °C erhoht, um einen beschleunigten Proteinabbau durch aktive
Enzymfraktionen zu gewihrleisten. Vorraussetzung fiir die Aufrechterhaltung der
enzymatischen Aktivitdt nach der Gelelektrophorese ist zum einen die Kiihlung wéhrend des
Laufes, zum anderen die Vermeidung reduzierender Agenzien im Probenpuffer (z.B.
Dithiothreitol, DTT) sowie das Erhitzen der Proteinprobe. Die gewéhlte SDS Konzentration
beeinflult die Proteinaseaktivitit in der PAGE nicht wesentlich (Garcia-Carrefo et al.1993).
Nach der Inkubationsphase wird das Gel griindlich mit A. dem. gespiilt, fiir ca. 24 h in der
Férbelosung (s.o.) fixiert und anschlieBend mit dem Entfarber (s.0.) je nach Intensitdt entférbt.

Diese Gele werden im folgenden Aktivitétsgele genannt.
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Nach dieser Behandlung zeigen klare und helle Bandenbereiche vor einem dunklen, blauen
Hintergrund die Zonen mit Proteinaseaktivitit. Diese Aktivititsbanden konnen ebenso wie die
Standard-Proteinbanden mit den Molekularmarkerbanden zur Bestimmung des
Molekiilgewichts verglichen werden. Dieses Verfahren ermoglicht ausschlieBlich die
Detektion von Proteinasen (Endopeptidasen), die beim Abbau des Caseins kurzkettige
Polypeptidketten entstehen lassen. Dagegen liefern Peptidasen (Exopeptidasen) keine klaren
Zonen auf dem blauen Hintergrund und kénnen somit nicht detektiert werden.

Auch im Rahmen der Gelelektrophorese wurde erneut der Einfluss unterschiedlicher
Proteinaseinhibitoren auf die Enzymaktivitdt untersucht. Neben den bereits unter (2.3.1.2)
beschriebenen Inhibitoren AEBSF und E 64 wurde ergéinzend der spezifische Trypsininhibitor
TLCK (N-a-p-Tosyl-L-Lysin Chloromethyl Keton) eingesetzt (10 mM in 1mM HCl). TLCK
ist ein irreversibler Inhibitor der Serinproteinase Trypsin und vieler trypsindhnlicher
Serinproteinasen (s. Abb. 6). Der Inhibierungsmechanismus basiert auf der Alkylierung des
Histidinrestes (46) im Aktiven Zentrum des Enzyms durch TLCK (Shaw & Glover 1970).

CH,

o=s=0 - Hd
|
HN HO
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H,NCH,CH,CH,CH,~ € —C —CH,CI

Abb. 6: Strukturformel des Trypsininhibitors TLCK. (Quelle: http://www.sigmaaldrich.
com/structureimages/S/72/T7254)

Fiir die Inhibitorversuche wurden die ausgesuchten Enzymproben mit den Inhibitorldsungen
im Verhéltniss 1:2 gemischt und fiir 1 h bei 25 °C inkubiert. Anschlieend erfolgte die

Behandlung mit Probenpuffer und die Beladung des Gels wie oben beschrieben.
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B. Experimentell — vergleichende Untersuchungen
2.5 Einfluss des Nahrungsangebotes auf das Enzymspektrum

Im Rahmen dieses Versuchsabschnittes sollte der Einfluss des Nahrungsangebotes (karnivor,
herbivor, Hunger) auf die Expression bzw. auf die Zusammensetzung des Enzymspektrums
bei adulten Tieren untersucht werden. Dazu wurden frisch gefangene Exemplare der
Nordseegarnele C. crangon verwendet. Die Tiere wurden zunichst fiir 12 h in einem
temperaturkonstanten Raum bei 6 °C Wassertemperatur in Hélterungsbecken (100 1) im
Durchflul gehalten. Die Wassertemperatur im Fanggebiet betrug zum Zeitpunkt der
Probennahme ca. 3 °C. Nach dieser ersten Akklimatisierungsphase wurden flir den
Nahrungsversuch insgesamt 30 nicht eiertragende adulte Tiere ausgewdhlt und zur
Einzelhdlterung in 500 ml Kristallisierschalen (Schott) liberfiihrt. Diese Tiere wurden dann in
einen anderen temperaturkonstanten Raum bei 8 °C gehiltert. Weiteren 10 Tieren wurde zur
Festlegung des natiirlich vorkommenden Enzymspektrums sofort die Mitteldarmdriise
entnommen (s. 2.2.1) und bei —80 °C gelagert. Nach weiteren 12 h der Temperaturanpassung
wurde mit den Fiitterungsexperimenten begonnen. Hierfiir wurden 10 Tiere liber einen
Zeitraum von 14 Tagen mit Mantelgewebe von Mytilus edulis, weitere 10 Tiere mit der
Blaualge Spirulina platensis (getrocknet) ad libitum gefiittert. 10 weitere Tiere erhielten iiber
den Versuchszeitraum keine Nahrung, so daB insgesamt drei Versuchsgruppen zu
unterscheiden waren (carnivor/herbivor/Hunger). Die Fiitterung erfolgte jeden Tag nach dem
Wasserwechsel, fiir den gefiltertes Seewasser (0.25 pm) verwendet wurde.

Nach Ablauf des Versuchszeitraums wurde allen Tieren wie unter (2.2.1) beschrieben die
Mitteldarmdriise entnommen und einschlieBlich der zu Versuchsbeginn entnommenen
Mitteldarmdriisen der Kontrollgruppe zur Herstellung von Rohextrakten verwendet (s. 2.2.2).
An diesen Mitteldarmdriisenrohextrakten wurden anschlieBend die Aktivitit der
Gesamtproteinase (s. 2.3.1) sowie die Trypsin-Aktivitit (s. 2.3.2) bestimmt.

Desweiteren wurde das Protein- bzw. Enzymspektrum der Rohextrakte durch eine SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (s. 2.4.3) dargestellt (s. Abb. 7).



Material und Methoden

27

Abb. 7:

Crangon crangon

ﬂ

Frisch gefangene Tiere bei 3 °C

H

Massenhilterung im Durchfluf bei 6 °C fiir 12 h

U

Einzelhilterung bei 8 °C

U

Kontrolle
10 Tiere

30 Tiere

14 Tage
Karnivor Herbivor Hunger
10 Tiere 10 Tiere 10 Tiere

Schema des Erndhrungsversuches an Crangon crangon. Die unterschiedlichen Graustufen
symbolisieren die einzelnen Versuchsabschnitte.
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3. Ergebnisse

3.1 Quantifizierung der Enzymaktivitiit
3.1.1 Gesamtproteinase
3.1.1.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Einfluss verschiedener Puffer

Der Einfluss verschiedener Reaktionspuffer auf die Aktivitit der Gesamtproteinase wurde
durch den Azocaseintest an Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon und C. allmani
untersucht (s. Abb. 8).

Bei C. crangon war die Gesamtproteinase-Aktivitdt bei der Verwendung des Citrat-
Phosphatpuffers signifikant hoher als bei den anderen Puffern und lag 9 % hoher als beim
Imidazol-, 14 % hoher als beim Tris-HCI- und 16 % hdoher als beim Phosphatpuffer, durch
den die niedrigste Aktivitdt erreicht wurde.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir C. allmani erreicht. Hier fithrte der Citrat-Phosphat- und
Phosphatpuffer zu signifikant hoheren Aktivititen als beim Imidazol und Tris-HCI-Puffer.
Beim Citrat-Phosphatpuffers wurde erneut die hochste Aktivitdt erreicht, die um 23 bzw.
14 % hoher lag als beim Imidazolpuffers bzw. Tris-HCI-Puffer. Beim Phosphatpuffer war die
Aktivitdt in diesem Zusammenhang um 21 bzw. 13 % hoher. Die niedrigste Aktivitdt wurde
mit dem Imidazolpuffer erreicht. Die Gesamtproteinase-Aktivitit zeigte zwischen dem
Imidazol und Tris-HCI-Puffer bei beiden Arten keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05).

Crangon crangon Crangon allmani
a a
120 a 120
110 4 b 110 4 b L
100 b b 100 - b T
90 - T 90
80 | 80 |
g 70 - §°, 70 1
T 601 g w;
= 2
2 50 £ 504
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0
Puffer 0,1 M, pH 7 Puffer 0,1 M, pH 7
I Citrat-Phosphat H Citrat-Phosphat
[ Imidazol I Imidazol
[ Tris-HCI [ Tris-HCI
[ Phosphat [ Phosphat
Abb. 8: Einfluss verschiedener Puffer auf die Aktivitit der Gesamtproteinase von C. crangon und

C. allmani. Die Aktivitdit wurde in Relation zum gemeinsamen Mittelwert berechnet.
Unterschiedliche Buchstaben  zeigen signifikante Unterschiede (Mittelwerte =+
Standardabweichungen, Tukey Test, p < 0,05, n =5 (C. crangon), n = 6 (C. allmani)).
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Einfluss von Ca**

Der Einfluss von Ca®" auf die Aktivitit der Gesamtproteinase wurde bei C. crangon und
C. allmani mit dem Tris-HCl- und dem Imidazolpuffer und unterschiedlichen CaCl,-
Konzentrationen (10 mM und 20 mM) untersucht (s. Abb. 9). Mit dem Citrat-Phosphat- und
Phosphatpuffer war dieser Ansatz nicht mdglich, da aufgrund des Phosphatgehaltes der Puffer
Calcium-Phosphatprézipitate entstehen wiirden.

Bei C. crangon fiihrte Ca’" mit beiden eingesetzten Puffern zu einer signifikant hoheren
Aktivitit als bei den jeweiligen Puffern ohne Ca*". Mit dem Tris-HCI-Puffer und 10 mM
CaCl, stieg die Aktivitdt um 13 %, mit 20 mM CaCl, um 10 %. Mit dem Imidazolpuffer stieg
die Aktivitdt bei den genannten Konzentrationen um 9 bzw. 8 % an. Die unterschiedlichen
CaCl,-Konzentrationen fithrten untereinander sowohl beim Tris-HCl-, als auch beim
Imidazolpuffer zu keinen signifikanten Unterschieden (p > 0,05).

Bei C. allmani fiihrte Ca®" ebenfalls bei beiden Puffern zu einer ErhShung der
Gesamtproteinase-Aktivitit, die jedoch, mit Ausnahme des Tris-HCI-Puffers (20 mM Ca®"),
statistisch nicht signifikant war. Im Vergleich zum Tris-HCI-Puffer ohne Ca*" stieg die
Aktivitit bei 20 mM Ca®" um 9 %. Auch bei C. allmani fiihrten die unterschiedlichen CaCl,-
Konzentrationen untereinander bei beiden Puffern zu keinen signifikanten Unterschieden
(p > 0,05).

Crangon crangon Crangon allmani
120 b b 120 b
b b ab
110 4 l a - 110 ’ a a
@1
100 a 100 a |
% %
80 80
S g 7wl
T 60 T 601
> >
3 50 3 50 4
40 40 -
30 30
20 20
10 4 10
0- L L 0- — —
Tris-HCI Imidazol Tris-HCI Imidazol
Puffer 0,1 M, pH 7 Puffer 0,1 M, pH 7
mm Ohne I Ohne
3 10mMCa* 3 10mMCa*
B 20 mM Ca* 20 mM Ca®*
Abb. 9: Einfluss von Ca®" auf die Aktivitit der Gesamtproteinase von C. crangon und C. allmani. Die

Aktivitdt wurde in Relation zum gemeinsamen Mittelwert berechnet. Unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede (Mittelwerte + Standardabweichungen, Tukey Test, p < 0,05, n=15
(C. crangon), n =6 (C. allmani).
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Einfluss des pH-Wertes

Die pH-Abhingigkeit der Gesamtproteinase wurde fiir C. crangon und C. allmani mit dem
Tris-HCI- und dem Imidazolpuffer (0,1 M + 10 mM CacCl,) im Bereich von pH 5,0 — pH 8,0
durchgefiihrt (s. Abb. 10). Bei C. crangon lag die maximale Aktivitidt der Gesamtproteinase
fiir beide verwendeten Puffer zwischen pH 5,5 und pH 6,0. Wahrend bei C. allmani die
maximale Aktivitdt der Gesamtproteinase flir beide Puffer bei pH 5,0 lag. Bei beiden Arten
nahm die Aktivitdt zum neutralen und alkalischen Bereich hin kontinuierlich ab und fiel bei

pH 8,0 auf unter 65 % der maximalen Aktivitat.
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Abb. 10:  Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitit der Gesamtproteinase von C. crangon und C. allmani. Die
Aktivitdit wurde in Relation zum gemeinsamen Mittelwert berechnet (Mittelwerte =+
Standardabweichungen, n = 3).
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Fiir alle folgenden Untersuchungen an Proteinasen der Nordseegarnelen wurden auf der
Grundlage der gewonnenen Erkentnisse der Tris-HCI- oder Imidazolpuffer mit einer CaCl,-
Konzentration von 10 mM und einem pH-Wert von 6,0 als Reaktionspuffer verwendet. Fiir
die Trypsinmessungen wurde aufgrund vorhandener Literaturangaben zum pH-Optimum

jedoch ein pH-Wert von 8,0 gewihlt.
3.1.1.2 Ermittlung spezifischer Eigenschaften der Gesamtproteinase

Thermostabilitit

Zur Untersuchung der Thermostabilitét der Gesamtproteinase wurden
Mitteldarmdriisenextrakte der beiden Arten bei Temperaturen von 20-60 °C bis zu einer
Stunde vorinkubiert (s. Abb. 11). Bei beiden Arten nahm die Aktivitit der Gesamtproteinase
mit fortschreitender Inkubation kontinuierlich ab. Bei C. crangon verringerte sich die
Aktivitdt bei einer Temperatur von 20 °C nach 60 min auf 70 % der Anfangsaktivitit. Bei 30
°C sank die Aktivitdit nach 60 min bereits unter 50 % der Anfangsaktivitit. Die weitere
Erhohung der Temperatur fiihrte zu einer beschleunigten Denaturierung. So sank die Aktivitét
bei 40 °C bereits nach 45 min auf unter 50 %, bei 50 °C nach 30 min und bei 60 °C nach 16
min auf unter 50 % der Anfangsaktivitit. Im Gegensatz dazu sank bei C. allmani die Aktivitat
bei 30 °C bereits nach 30 min unter 50 %, wihrend sie bei 40, 50 und 60 °C bereits nach 15
min unter 50 % der Anfangsaktivitét fiel. Bei 60 °C lag die Aktivitdt nach 15 min dabei nur
noch bei 10% der Anfangsaktivitit, wihrend sie bei C. crangon nach gleicher

Vorinkubationszeit noch 50 % betrug.
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Abb. 11:  Thermostabilitidt der Gesamtproteinase von C. crangon und C. allmani. Vor der Durchfiihrung der
Aktivititsbestimmung wurden Mitteldarmdriisenextrakte bei Temperaturen von 20-60 °C fiir jeweils
eine Stunde vorinkubiert. Alle 15 min wurde eine Unterprobe entnommen. Eine vor der Inkubation
entnommene Unterprobe diente jeweils als Referenz.
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Langzeitstabilitit

Die Aktivitit der Gesamtproteinase wurde {iber einen Zeitraum von 96 Stunden bei
Raumtemperatur (25 °C) und unter Kiihlung (5 °C) bestimmt (s. Abb. 12).

Bei C. crangon sank bei Raumtemperatur die Aktivitdit nach 24 Stunden auf 25 % der
Anfangsaktivitit und fiel tiber die restlichen 72 Stunden kontinuierlich auf 16 % ab. Unter
Kiihlung fiel die Aktivitdt kontinuierlicher ab und lag nach 96 Stunden noch tiber 25 % der
Anfangsaktivitit.

Bei C. allmani betrug die Aktivitidt bei Raumtemperatur nach 24 Stunden nur noch 9 % der
Anfangsaktivitit und sank weiter iiber den verbleibenden Versuchszeitraum auf 5 % ab. Auch
bei Kiihlung sank die Aktivitét bereits nach 24 Stunden unter 40 % der Anfangsaktivitit und

verringerte sich kontinuierlich auf unter 30 % nach 96 Stunden.
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Abb. 12:  Verdnderung der Gesamtproteinase-Aktivitdt von C. crangon und C. allmani tber die Zeit bei
Raumtemperatur (25 °C) und unter Kiihlung (5 °C). Uber einen Zeitraum von 96 Stunden wurden
jeweils alle 24 Stunden Unterproben entnommen und die Aktivitat der Gesamtproteinase bestimmt.
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Einfluss spezifischer Inhibitoren

Durch die Verwendung spezifischer Proteinaseinhibitoren wurde der quantitative Anteil
einzelner Proteinaseklassen bestimmt. Dazu wurden Mitteldarmdriisenextrakte von
C. crangon und C. allmani vor dem Aktivititstest mit den Inhibitoren E 64 und AEBSF
(s.2.3.1.2) inkubiert. E 64 ist ein Inhibitor fiir Cysteinproteinasen, AEBSF fiir
Serinproteinasen. Zum  Vergleich wurden fiir diese Untersuchung zusitzlich
Mitteldarmdriisenextrakte von P. montagui, P. californiensis und E. superba verwendet
(s. Abb. 13).

Bei C. crangon und C. allmani verringerte sich die Aktivitit der Gesamtproteinase unter dem
Einfluss des Cysteinproteinase-Inhibitors E 64 um iiber 70 %, wihrend unter dem Einfluss
des Serinproteinase-Inhibitors AEBSF die Aktivitdt um weniger als 9 % sank.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei P. montagui erreicht. Hier verringerte sich die Aktivitit
durch E 64 um 60 %. AEBSF fiihrte dagegen zu einem Aktivitdtsverlust von 10 %.

Im Gegensatz dazu kehrten sich die Verhéltnisse bei P. californiensis und E. superba um.
Hier wurde die Aktivitdt der Gesamtproteinase durch E 64 nur um maximal 10 % verringert,

wihrend AEBSF zu einem Aktivitatsverlust von mindestens 50 % fiihrte.
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Abb. 13:  Einfluss spezifischer Inhibitoren auf die Aktivitit der Gesamtproteinase von C. crangon, C. allmani,
P. montagui, P. californiensis und E. superba. Die Aktivitit wurde in Relation zur unbehandelten
Kontrolle berechnet (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3).
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3.1.1.3 Spezifische Aktivitit

Die  spezifische  Aktivitit der  Gesamtproteinase = wurde  in  denselben
Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon und C. allmani bestimmt, bei denen zuvor der
Einfluss der Inhibitoren untersucht wurde. Zusitzlich wurden zum Vergleich erneut
P. montagui und E. superba sowie erstmals P. bernhardus und C. pagurus herangezogen.
P. californiensis konnte aufgrund fehlender gewichtsspezifischer Daten nicht fiir die
Aktivitdtsbestimmung verwendet werden (s. Abb. 14).

Die gewichtsspezifischen Aktivititen lagen zwischen 0,2 (dE-min™'-gg, ") bei P. montagui und
0,4 bei E. superba. Die Aktivititen von C. crangon und C. allmani lagen hierbei mit 0,34 und
0,33 im mittleren Bereich. Insgesamt traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Arten auf (p> 0,05).
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Abb. 14:  Gewichtsspezifische Aktivitdt der Gesamtproteinase von C. crangon, C. allmani, P. montagui, P.
bernhardus, C. pagurus und E. superba (Mittelwerte =+  Standardabweichungen,
Varianzanalyse, n = 3).
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3.1.2 Trypsin

3.1.21 Spezifische Aktivitit

Zusétzlich zur Gesamtproteinase-Aktivitit wurde in denselben Mitteldarmdriisenextrakten die
spezifische Trypsin-Aktivitit bestimmt (s. Abb. 15).

Bei den untersuchten Arten traten signifikante Unterschiede in der Hohe der spezifischen
Trypsin-Aktivitit auf. E. superba hatte mit 6,6 (U-gg, ') eine signifikant hdhere spezifische
Aktivitit als alle anderen Arten. Eine zweite Gruppe bildeten C. pagurus und P. bernhardus,
die sich mit Werten von 3,3 und 3,4 nicht voneinander unterschieden, aber sich signifikant
von P. montagui, C. allmani und C. crangon absetzten, die wiederum untereinander keine
signifikanten Aktivitdtsunterschiede zeigten. C. crangon und C. allmani hatten mit 0,6 bzw.

1,0 die geringsten spezifischen Aktivitdten.

Spez. Aktivitat (U x g, ")

Spezies

1 Crangon crangon
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[ Euphausia superba

Abb. 15:  Gewichtsspezifische Trypsin-Aktivitit von C. crangon, C. allmani, P. montagui, P. bernhardus, C.
pagurus und E. superba. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede
(Mittelwerte + Standardabweichungen, Student-Newmann-Keuls Test, p < 0,05, n = 3, n = 4
(C. pagurus und P. bernhardus)).
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3.1.2.2 Trypsin / Gesamtproteinase Verhiltnis

Aus der Trypsin-Aktivitdit und der Aktivitit der Gesamtproteinase wurde ein Trypsin /
Gesamtproteinase-Verhéltnis fiir die untersuchten Arten berechnet. Es handelt sich dabei um
ein rein numerisches Verhiltnis aus unterschiedlich berechneten Aktivititswerten. Es
entspricht also nicht dem tatsdchlichen Anteil des Trypsins an der Gesamtproteinase, ist dem
aber proportional (s. Abb. 16).

Die untersuchten Arten wiesen ausgeprigte Unterschiede im Trypsin / Gesamtproteinase-
Verhéltnis auf. C. crangon und C. allmani hatten mit Werten von 0,03 und 0,05 den
niedrigsten Trypsinanteil. Bei der verwandte Art P. montagui lag der Wert mit 0,1 um den
Faktor 3,5 bzw. 2 hoher als bei C. crangon bzw. C. allmani. P. bernhardus zeigte eine 6,2-
fach bzw. 3,7-fach hoheren, C. pagurus eine 7,4-fach bzw. 4,5-fach hoheren Trypsinanteil als
C. crangon bzw. C. allmani. E. superba hatte mit einem Wert von 0,3 den hdchsten
Trypsinanteil, der um den Faktor 10 hoher lag als bei C. crangon und um den Faktor 6 hoher

lag als bei C. allmani.
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Abb. 16:  Trypsin / Gesamtproteinase Verhiltnis von C. crangon, C. allmani, P. montagui, P. bernhardus, C.
pagurus und E. superba. Das Verhiltnis wurde durch den Quotienten aus der Trypsin- und der
Gesamtproteinase-Aktivitit berechnet (n = 3, n =4 (C. pagurus und P. bernhardus)).
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3.1.2.3 Hiufigkeitsverteilung

Die Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher Trypsin-Aktivitdtsniveaus wurde bei C. crangon
und C. allmani in Mitteldarmdriisenextrakten von jeweils 30 Tieren untersucht. Die
ermittelten Werte wurden in drei Gruppen unterschiedlich hoher Trypsin-Aktivitit eingeteilt
(<2,0,2,0-6,0,> 6,0 (U-g ")) (s. Abb. 17). Bei C. crangon hatten 20 Tiere eine spezifische
Trypsin-Aktivitit unter 2,0. 6 Tiere hatten eine Aktivitdt zwischen 2,0 und 6,0 und nur bei 4
Tieren lag die Aktivitit iiber 6,0. Damit lag bei insgesamt 67 % aller untersuchten Tiere die
spezifische Trypsin-Aktivitdt unter 2,0. Bei C. allmani hatten 26 Tiere eine Trypsin-Aktivitét
unter 2,0. Dies entsprach 87 % aller Tiere. Nur 4 Tiere wiesen Aktivitdten iiber 2,0 auf, von
denen nur ein Tier eine Aktivitét {iber 6,0 hatte.
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Abb. 17:  Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher Trypsin-Aktivititen bei C. crangon (a,b) und C. allmani
(c,d). Einzeldarstellung (a, ¢) und Histogramm (b, d), n = 30.
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3.1.24 Trypsin / Gesamtproteinase Beziechung

Fiir eine Darstellung der Beziehung zwischen Trypsin- und Gesamtproteinase-Aktivitit bei
C. crangon und C. allmani wurden die zuvor ermittelten gewichtsspezifischen Trypsin-
Aktivititen gegen die gewichtsspezifischen Aktivititen der Gesamtproteinase aufgetragen
(s. Abb. 18).

Weder bei C. crangon noch bei C. allmani lieB sich eine Korrelation zwischen der
gewichtsspezifischen Trypsin- und Gesamtproteinase-Aktivitit feststellen. Diejenigen Tiere,
die eine erhohte spezifische Trypsin-Aktivitit aufwiesen, zeigten im Vergleich mit den Tieren

niedriger  Trypsin-Aktivitit  keine  erhohten  spezifischen  Aktivititswerte  der

Gesamtproteinase.
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Abb. 18:  Beziechung von spezifischer Gesamtproteinase- und Trypsin-Aktivitit bei C. crangon und
C. allmani. n = 30.
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3.1.3 Allometrische Beziechung

Fiir die Untersuchung einer moglichen Abhingigkeit der Gesamtproteinase- bzw. der Trypsin-
Aktivitit von der Auspriagung der Mitteldarmdriise (MD) in Relation zum Gesamtgewicht bei
C. crangon und C. allmani wurden die spezifischen Gesamtproteinase- und Trypsin-
Aktivititen gegen den jeweiligen prozentualen Anteil der Mitteldarmdriise am Gesamtgewicht
aufgetragen und die Beziehung durch eine lineare Regression dargestellt (s. Abb. 19). Bei C.
crangon nahm die gewichtsspezifische Aktivitit der Gesamtproteinase mit abnehmenden
Gewichtsanteil der Mitteldarmdriise signifikant zu. Bei C. allmani konnte die gleiche Tendenz
beobachtet werden, jedoch war die Regression in diesem Fall nicht signifikant. In beiden
Fillen zeigte sich eine ausgeprigte Streuung der Werte. Zwischen der gewichtsspezifischen
Trypsin-Aktivitit und dem Anteil der Mitteldarmdriise konnte weder bei C. crangon noch bei

C. allmani eine Korrelation festgestellt werden.
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Abb. 19:  Bezichung von spezifischer Gesamtproteinase-(a, c¢) bzw. Trypsin-Aktivitdt (b, d) und dem
prozentualen Anteil der MD am Gesamtgewicht bei C. crangon (a, b) und C. allmani (c, d). n = 30.
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3.2 Charakterisierung des Enzymspektrums

Fiir die Identifizierung und Isolierung einzelner Proteinasen speziell Trypsin und einzelner
Peptidasen wurden aus den unter (3.1.2.3) verwendeten 30 Mitteldarmdriisenextrakten von
C. crangon und C. allmani einzelne Extrakte fiir die weiteren Analysen ausgewéhlt. Fiir die
Anionenaustauschchromatographie wurden zum einen Extrakte verwendet, die eine
gewichtsspezifische Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gs ') aufwiesen, und damit das am
hiufigsten vorkommende Aktivititsniveau représentierten. Fiir eine Gegeniiberstellung
wurden zum anderen Extrakte mit einer erhdhten Trypsin-Aktivitét tiber 2,0 ausgewdahlt. Fiir
die Isolierung von Trypsin mit Hilfe der Affinitdtschromatographie wurden die Extrakte mit
maximaler spezifischer Trypsin-Aktivitdit verwendet. Nach der Durchfithrung beider
chromatographischer Arbeitsverfahren wurden anschlieBend ausgewéhlte Fraktionen durch

eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese weiterfithrend aufgetrennt.
3.2.1 Anionenaustauschchromatographie

Nach der chromatographischen Auftrennung der Extrakte wurden die erhaltenen Fraktionen
im weiteren Verlauf durch verschiedene Aktivititstests genauer analysiert, um einzelne
Proteinasen und Peptidasen zu identifizieren und ihre Verteilung in den Fraktionen zu

bestimmen.
3.2.1.1 Gesamtproteinase

In den Fraktionen von C. crangon und C. allmani-Extrakten mit einer gewichtsspezifischen
Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg ") (0,36 und 0,45) wurde mit dem Azocaseintest (s. 2.4.1.1)
die Verteilung der Gesamtproteinase-Aktivitdt untersucht. Desweiteren wurde die
Proteinkonzentration in den Fraktionen durch den Proteintest nach Bradford (s. 2.4.1.2)
bestimmt (s. Abb. 20). Bei C. crangon eluierte die Gesamtheit der Proteinasen nach Anstieg
des Gradienten in zwei getrennten Aktivititsmaxima zwischen Fraktion 30 und 50 und somit
bei einer NaCl-Konzentration von 0,2 M — 0,6 M. Die hochste Aktivitit der Gesamtproteinase
befand sich in Fraktion 34 (0,28 M NaCl). Das zweite Aktivititsmaximum fand sich dagegen
in Fraktion 38 (0,36 M NaCl). Vor dem Anstieg des Gradienten war keine Aktivitit zu
verzeichnen, so dafl davon ausgegangen werden kann, dafl die Endopeptidasen, die die
Gesamtproteinase ausmachen, vollstindig an das Sdulenmaterial gebunden haben. Mit dem
Bradford-Test wurde die Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen bestimmt und mit
der Aufzeichnung des UV-Monitors bei 280 nm verglichen. Die Konzentration korrelierte bis
Fraktion 44 deutlich mit der Schreiberaufzeichnung (280 nm) und zeigte ein Maximum bei
Fraktion 36 im Bereich der maximalen Proteinaseaktivitit. Ab Fraktion 50 divergierte die
Proteinkonzentration (Bradford) von der UV-Aufzeichnung. Es handelte sich also bei den

Substanzen, die bei 280 nm detektiert wurden, offensichtlich nicht mehr um Proteine.
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Abb. 20:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase von C. crangon aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer
spez. Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gs, ). Die Aufreinigung erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-QI
Anionenaustauscherséule an einer FPLC Arbeitsstation. Die Werte sind in Relation zu den
jeweiligen Maximalwerten angegeben.

Bei C. allmani eluierte die Gesamtheit der Proteinasen nach Anstieg des NaCl-Gradienten
ebenfalls in zwei Aktivitdtsmaxima zwischen Fraktion 30 und 50 und damit bei einer NaCl-
Konzentration von 0,2 — 0,6 M (s. Abb. 21). Die hochste Aktivitdt befand sich in diesem Fall
in Fraktion 36 (0,32 M NaCl), wihrend sich das zweite Aktivititsmaximum in Fraktion 43
befand (0,45 M NaCl). Vor dem Anstieg des Gradienten wurde eine geringe Aktivitét
verzeichnet, die offensichtlich auf nicht bindende Proteinasebestandteile zuriickzufithren ist.
Deutlicher als bei C. crangon korrelierte bei C. allmani das Profil der Proteinkonzentration
mit dem Profil der Gesamtproteinase und dem Proteinprofil bei 280 nm. Das Maximum der
Proteinkonzentration lag in diesem Fall wie das Maximum der Gesamtproteinase in Fraktion
36. Ebenso wie bei C. crangon handelt es sich bei den Probenbestandteilen, die ab Fraktion

50 bei 280 nm detektiert wurden, offensichtlich nicht um Proteine.
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Abb. 21:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase von C. allmani aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer
spez. Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg, ). Die Aufreinigung erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-QI
Anionenaustauschersiule an einer FPLC Arbeitsstation. Die Werte sind in Relation zu den
jeweiligen Maximalwerten angegeben.

3.2.1.2 Einfluss spezifischer Inhibitoren

Um den Anteil einzelner Proteinaseklassen zu untersuchen, wurde der Gesamtproteinasetest
in den Fraktionen nach chromatographischer Auftrennung unter dem Einfluss spezifischer
Proteinaseinhibitoren durchgefiihrt. Dazu wurde auf die bereits unter (3.1.1.2) beschriebenen
Inhibitoren zurlickgegriffen. Fiir diesen Versuchsansatz wurde ausschlieBlich ein
Mitteldarmdriisenextrakt von C. crangon mit einer spezifischen Trypsin-Aktivitdt unter 2,0
(U-gfw'l) verwendet (s. Abb. 22). Die Gesamtproteinase eluierte wie schon bei den
dargestellten Profilen zwischen Fraktion 30 und 50. Auch hier lag das Aktivititsmaximum in
Fraktion 34 (0,28 M NacCl), gefolgt von einem zweiten Maximum in Fraktion 38 (0,36 M
NaCl). Unter dem Einflus des Cysteinproteinaseinhibitors E 64 fiel die Aktivitit der
Gesamtproteinase von Fraktion 24 bis zur Fraktion 38, also iliber den gesamten Bereich des
ersten Maximums und den Beginn des zweiten Aktivititsmaximums auf unter 10 % ab. Erst
ab Fraktion 38 stieg die Aktivitit wieder kontinuierlich an und erreichte letztlich in Fraktion
41 65 % der maximalen Aktivitdt. Nach diesem Maximum fiel die Aktivitdt in den weiteren
Fraktionen gleichsinnig mit der nicht inhibierten Aktivitit ab. Unter dem Einfluss des

Serinproteinaseinhibitors AEBSF  zeigte das Proteinaseprofil keine drastischen
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Aktivitatseinbriiche. Im Bereich des ersten Aktivitditsmaximums bei Fraktion 34 lag die

Aktivitdt bei 80 % und fiel im weiteren Verlauf nicht unter 90 % der nicht inhibierten

Proteinaseaktivitét.
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Abb. 22:  Einfluss der spezifischen Proteinaseinhibitoren E 64 und AEBSF auf die Aktivitit der
Gesamtproteinase (GP) von C. crangon aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-
Aktivitit unter 2,0 (U-gs'). Die Aufreinigung erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-QI
Anionenaustauschersdule an einer FPLC Arbeitsstation. Die Werte sind in Relation zu den
jeweiligen Maximalwerten angegeben.

3.2.1.3 Identifikation einzelner Proteinasen und Peptidasen

Die Identifikation einzelner Proteinasen und Peptidasen in den Fraktionen der
Anionenaustauschchromatographie erfolgte durch die Verwendung spezifischer synthetischer
chromogener und fluorogener Substrate (s. 2.4.1.1). Die Identifikation der Serinproteinasen
Trypsin und Chymotrypsin erfolgte zuerst in den Fraktionen von C. crangon und C. allmani,
bei denen die Verteilung der Gesamtproteinase untersucht wurde (s. 3.2.1.1), also an den
Tieren, die eine gewichtsspezifische Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gs,') aufwiesen
(s. Abb. 23). Trotz der deutlich vorhandenen Gesamtproteinase-Aktivitdt konnte weder bei
C. crangon noch bei C. allmani in den Fraktionen eine signifikante Trypsin- oder

Chymotrypsin-Aktivitit nachgewiesen werden.
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Abb. 23:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin von
C. crangon und C. allmani aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit
unter 2,0 (U-gg, ). Die Aufreinigung erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauscherséule
an einer FPLC Arbeitsstation. Die Werte sind in Relation zu den jeweiligen Maximalwerten
angegeben.



46 Ergebnisse

Anschlielend erfolgte der gleiche Nachweis in den Fraktionen von C.crangon und C. allmani,
bei denen zuvor in den Mitteldarmdriisenextrakten gewichtsspezifische Trypsin-Aktivititen
iiber 2,0 (U-gg, ') nachgewiesen wurden. Hierbei wurde fiir C. crangon ein Extrakt mit einer
spezifischen Trypsin-Aktivitdit von 8,16 und fir C. allmani von 3,42 verwendet. Bei
C. crangon bestitigte sich das schon aufgezeigte Profil der Gesamtproteinase, das zwischen
Fraktion 30 und 50 und somit bei einer NaCl-Konzentration von 0,2 M — 0,6 M eluierte,
wobei sich hier nur ein deutliches Aktivititsmaximum zeigte (s. Abb. 24). Die maximale
Aktivitdit der Gesamtproteinase befand sich in Fraktion 33 (0,28 M NaCl). Ein zweites
Aktivititsmaximum deutete sich dagegen in Fraktion 37 (0,36 M NaCl) an. Zwischen
Fraktion 34 und 38 konnte eine deutliche Trypsin-Aktivitit mit einem Maximum in Fraktion
36 bei einer NaCl-Konzentration von 0,32 M nachgewiesen werden. Die maximale Trypsin-

Aktivitit befand sich somit nicht in der Fraktion der maximalen Aktivitdt der

Gesamtproteinase.
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Abb. 24:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinase Trypsin von C. crangon aus einem
Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit von 8,16 (U-gs, ). Die Aufreinigung
erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauschersdule an einer FPLC Arbeitsstation. Die
Werte sind in Relation zu den jeweiligen Maximalwerten angegeben.
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Wie zu erwarten, cluierte die Gesamtheit der Proteinasen bei C. allmani wie zwischen
Fraktion 30 und 50 (s. Abb. 25). In diesem Fall zeigten sich deutlich die fiir C. allmani schon
beschriebenen zwei Aktivititsmaxima (3.2.1.1). Die hochste Aktivitit konnte bei einer NaCl-
Konzentration von 0,32 M in Fraktion 36 nachgewiesen werden, gefolgt von einem zweiten
Maximum bei einer Konzentration von 0,45 M in Fraktion 42. Vor Anstieg des Gradienten
konnte eine gewisse Proteinaseaktivitit gemessen werden, so dafl davon ausgegangen werden
mulB, da} nicht alle Proteinasen an das Saulenmaterial gebunden haben. In Fraktion 36 zeigte
sich ein deutliches Aktivitdtsmaximum von Trypsin. Ebenso wie bei C. crangon eluierte das
Enzym bei einer NaCl-Konzentration von 0,32 M. Anders als bei C. crangon traten bei
C. allmani jedoch das Aktivitditsmaximum der Gesamtproteinase und das von Trypsin in

derselben Fraktion auf.
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Abb. 25:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinase Trypsin von C. allmani aus einem
Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit von 3,42 (U-gs, ). Die Aufreinigung
erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauschersiule an einer FPLC Arbeitsstation. Die
Werte sind in Relation zu den jeweiligen Maximalwerten angegeben.

Fir die Serinproteinase Chymotrypsin konnte bei C. crangon eine deutliche Aktivitit
zwischen Fraktion 22 und 40 festgestellt werden (0,067 — 0,4 M NaCl) (s. Abb. 26). Die

maximale Aktivitdit wurde in Fraktion 27 bei einer NaCl-Konzentration von 0,15 M
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gemessen. Eine vor Beginn des Gradienten detektierte Chymotrypsin-Aktivitit deutete auf

geringe Mengen nicht gebundenes Enzym hin.
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Abb. 26:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinase Chymotrypsin von C. crangon aus einem
Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit von 8,16 (U-gs, ). Die Aufreinigung
erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauschersdule an einer FPLC Arbeitsstation. Die
Werte sind in Relation zu den jeweiligen Maximalwerten angegeben.

Bei C. allmani konnte wie bei C. crangon zwischen Fraktion 22 und 40 (0,067 — 0,4 M NaCl)
eine Aktivitit von Chymotrypsin gemessen werden (s. Abb. 27). Die maximale Aktivitét trat
im Unterschied zu C. crangon hier jedoch in Fraktion 34 bei einer NaCl-Konzentration von
0,28 M NaCl auf und damit nur um 0,04 M niedriger als Trypsin, das bei 0,32 M eluierte
(s.0.). Ein zweites Aktivititsmaximum zeigte sich in Fraktion 24 (0,1 M NaCl). Bei einer
NaCl-Konzentration um 0,15 M war jedoch im Unterschied zu C. crangon kein deutliches

Aktivitatsmaximum festzustellen.
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Abb. 27:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinase Chymotrypsin von C. allmani aus einem
Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit von 3,42 (U-gs, ') Die Aufreinigung
erfolgte iiber eine Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauschersdule an einer FPLC Arbeitsstation. Die
Werte sind in Relation zu den jeweiligen Maximalwerten angegeben.

Im Anschlufl wurde an Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon und C. allmani, die trotz
einer vorhandenen Gesamtproteinase-Aktivitit keine signifikante  Aktivitdt der
Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin zeigten, untersucht, ob die Cysteinproteinase
Cathepsin L nachzuweisen ist. Nach chromatographischer Auftrennung der Extrakte konnte
bei beiden Arten eine Cathepsin L-Aktivitdt in den Fraktionen nachgewiesen werden
(s. Abb. 28). Sowohl bei C. crangon, als auch bei C. allmani zeigten sich drei voneinander
getrennte Aktivitdtsmaxima bei 0,1, 0,15 und 0,28 M NaCl, die jedoch bei beiden Arten in
unterschiedlicher Intensitdt ausgeprigt waren. Bei C. crangon eluierte Cathepsin L mit der
hochsten Aktivitdt bei 0,15 M NaCl (Fraktion 23). Ein zweites Aktivitditsmaximum hatte
C. crangon bei einer NaCl-Konzentration von 0,1 M. In Fraktion 31 bei einer Konzentration
von 0,28 M NaCl erreichte die Aktivitit ein weiteres kleineres Maximum. Bei C. allmani trat
Cathepsin L mit der hochsten Aktivitit bei einer NaCl-Konzentration von 0,1 M auf (Fraktion
24), gefolgt von zwei weiteren kleineren Maxima gleicher Intensitét (Fraktion 28 und 34). Bei
beiden Arten korrelierte das Aktivitdtsprofil von Cathepsin L mit der Schreiberaufzeichnung
bei 280 nm. Bei C. allmani zeigte sich zusitzlich eine Ubereinstimmung mit dem

Aktivitatsprofil der Gesamtproteinase, die sich bei C. crangon nur andeutete.
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Abb. 28:
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Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Cysteinproteinase Cathepsin L von C. crangon und
C. allmani aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg, ).
Die Aufreinigung erfolgte liber eine Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauscherséule an einer FPLC
Arbeitsstation. Die Werte sind in Relation zu den jeweiligen Maximalwerten angegeben.
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Die Identifikation der Peptidasen (Exopeptidasen) Aminosdure-Arylamidase und Leucin-
Aminopeptidase erfolgte ebenfalls an chromatographisch aufgetrennten
Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon und C. allmani (s. Abb. 29). Bei C. crangon
eluierte die Peptidase Aminosiure-Arylamidase mit einem Aktivitditsmaximum in Fraktion 23
bei einer NaCl-Konzentration von 0,15 M gefolgt von einem zweiten Maximum in Fraktion
26 bei 0,2 M NaCl. Ebenfalls in Fraktion 26 eluierte die Leucin-Aminopeptidase mit der
hochsten Aktivitdt, gefolgt von einem zweiten deutlich schwicheren Maximum in Fraktion 31
bei 0,27 M NaCl.

Bei C. allmani traten bei beiden Peptidasen jeweils nur eines der beiden Aktivititsmaxima
auf. Die Aminosdure-Arylamidase eluierte wie bei C. crangon mit hochster Aktivitit bei
0,15 M NacCl (Fraktion 23), zeigte jedoch kein zweites Maximum bei 0,2 M. Die Leucin-
Aminopeptidase eluierte mit hochster Aktivitdt bei 0,27 M NaCl (Fraktion 30). Bei 0,2 M
NaCl, der Konzentration, bei der die Leucin-Aminopeptidase im Falle von C. crangon mit
hochster Aktivitdt auftrat, wurde bei C. allmani keine Aktivitét festgestellt.
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Abb. 29:
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Elutionsprofil der Peptidasen Aminosiure-Arylamidase und Leucin-Aminopeptidase von C.
crangon und C. allmani aus einem Mitteldarmdriisenextrakt. Die Aufreinigung erfolgte iiber eine
Bio-Rad UNO-Q1 Anionenaustauschersdule an einer FPLC Arbeitsstation. Die Werte sind in
Relation zu den jeweiligen Maximalwerten angegeben.
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3.2.2 Affinititschromatographie

Mit der Affinitdtschromatographie (s. 2.4.2) sollten Trypsin und trypsindhnliche
Serinproteinasen aus den Mitteldarmdriisenextrakten in einem Arbeitsschritt isoliert werden.
Es wurden aus den unter (3.1.2.3) verwendeten 30 Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon
und C. allmani jeweils die Extrakte mit maximaler gewichtsspezifischer Trypsin-Aktivitat
ausgewdhlt. Hierbei wurde fir C. crangon ein Extrakt mit einer spezifischen Trypsin-
Aktivitit von 9,93 und fiir C. allmani von 18,63 (U-gg, ') verwendet.

Sowohl die nicht bindenden Proteinbestandteile nach dem Waschen der Siule, als auch das
Eluat wurden jeweils in fiinf Fraktionen zu je 1 ml aufgefangen (Fraktion W1 — W5 und E1 —
ES). AnschlieBend wurde in den so gewonnenen Fraktionen die Trypsin-Aktivitit (s. 2.4.1.1)
und die Proteinkonzentration (s. 2.4.1.2) bestimmt (s. Abb. 30).

Bei C. crangon trat die maximale Proteinkonzentration in Fraktion W1 auf. Uber die
folgenden vier Fraktionen fiel die Konzentration dann kontinuierlich auf 8 % der maximalen
Konzentration ab, bevor sie in der Fraktion E2 mit 58 % ein zweites Maximum erreichte.
Uber die verbleibenden Fraktionen fiel die Konzentration dann erneut auf 8 % ab. Die
Trypsin-Aktivitit zeigte einen deutlichen Anstieg im Bereich der Fraktionen E1 — E5 mit
einem Aktivitditsmaximum in Fraktion E2. Die Fraktionen W1 — W5 zeigten hingegen keine
Trypsin-Aktivitdt. Vor diesem Hintergrund konnte von einer erfolgreichen
affinitdtschromatographischen Isolierung der trypsindhnlichen Serinproteinasen ausgegangen
werden. Bei C. allmani zeigte das Profil der Proteinkonzentration einen dhnlichen Verlauf wie
bei C. crangon und ebenfalls Maximalwerte in Fraktion W1 und E2. Im Gegensatz zu
C. crangon trat die maximale Proteinkonzentration in Fraktion E2 auf und Fraktion W1 wies
nur 39 % im Vergleich zu E2 auf. Die Trypsin-Aktivitdt zeigte in den Fraktionen die gleiche
Verteilung wie bei C. crangon mit einem Maximum in Fraktion E2. Auch in diesem Fall
konnte somit von einer erfolgreichen Isolierung der trypsindhnlichen Serinproteinasen

ausgegangen werden.
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Abb. 30:
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Konzentrationsprofil des Gesamtproteins und Aktivitdtsprofil der Serinproteinase Trypsin von
C.crangon und C. allmani nach affinititschromatographischer  Auftrennung von
Mitteldarmdriisenextrakten mit maximal gemessener spezifischer Trypsin-Aktivitit. Die Isolierung
erfolgte liber eine Benzamidin-Affinititssdule. Die Werte sind in Relation zu den jeweiligen
Maximalwerten angegeben. W = Waschfraktion, E = Eluierungsfraktion.
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3.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die weiterfithrende Charakterisierung einzelner Proteinasen wurden spezielle Fraktionen
nach der unter (3.2.1.3) beschriebenen chromatographischen Auftrennung von Rohextrakten
mit geringen und hohen spezifischen Trypsin-Aktivititen ausgesucht und fiir die
gelelektrophoretische Analyse verwendet. Desweiteren wurden ausgewihlte Fraktionen nach
der affinitidtschromatographischen Auftrennung der Extrakte mit maximaler Trypsin-Aktivitéit

(s. 3.2.2) fiir die Gelelektrophorese eingesetzt.
3.2.3.1 Identifikation einzelner Proteinasen

Die gelelektrophoretische Auftrennung einzelner Proteinasen in den Fraktionen der
Anionenaustauschchromatographie erfolgte zunichst in den Fraktionen von C. crangon und
C. allmani mit einer gewichtsspezifischen Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg') (0,36 und
0,45). Aus den erstellten Aktivititsprofilen (s. 3.2.1.3) wurden einzelne Fraktionen
ausgewdhlt und fiir die SDS-PAGE eingesetzt. Die Auftrennung der Proteine und der
Nachweis der Proteinasen erfolgte liber eine SDS-PAGE bzw. eine Substrat-SDS-PAGE wie
beschrieben (s. 2.4.3).

Bei C. crangon wurden die Fraktionen mit der hochsten Gesamtproteinase-Aktivitit
verwendet (P1 = Fraktion 34) (s. Abb. 31).
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Abb. 31:  FElutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin von
C. crangon aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg, ).
Der Pfeil kennzeichnet das Aktivitdtsmaximum des Gesamtproteinaseprofils.
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Abb. 32:  Protein- (links) und Aktivititsgel (rechts) nach SDS-PAGE ausgewihlter Fraktionen
chromatographisch aufgetrennter Rohextrakte von C. crangon mit einer spez. Trypsin-Aktivitit
unter 2,0 (U-gg, ). Bahn (B) 1, Molekulargewichtsmarker (M); B2, P1; B3, M; B4, P1; B5, P1 +
E64. Markierungen (s. Erklarung im Text).
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Fraktion P1 zeigte auf dem Aktivititsgel eine deutliche proteolytisch aktive Zone im Bereich
zwischen 21 und 23 kDa (Bahn 4) (s. Abb. 3271). Entsprechend dazu konnte auf dem
Proteingel eine klare Bande bei 21 kDa (Bahn.2) bestimmt werden. Die Inkubation der Probe
P1 mit dem Cyteinproteinaseinhibitor E 64 flihrte zu einer deutlichen Abschwichung der
Aktivitdtsbande (Bahn 5).

Bei C. allmani wurde die Fraktion 36 (P1) mit der maximalen Proteinaseaktivitit fiir die
Gelelektrophorese verwendet (s. Abb. 33).
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Abb. 33:  FElutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin von
C. allmani aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg, ).
Der Pfeil kennzeichnet das Aktivitdtsmaximum des Gesamtproteinaseprofils.
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Abb. 34:  Protein- (links) und Aktivititsgel (rechts) nach SDS-PAGE ausgewihlter Fraktionen

chromatographisch aufgetrennter Rohextrakte von C. allmani mit einer spez. Trypsin-Aktivitéit unter
2,0 (U-gw ). Bahn (B) 1, Molekulargewichtsmarker (M); B2, P1; B3, M; B4, P1; B5, Pl + E64.
Markierungen (s. Erklarung im Text).
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Auch bei C. allmani zeigte sich flir Fraktion P1 eine Aktivitdtsbande im Bereich um 21 kDa,
die durch den Einfluss von E 64 deutlich an Intensitit verlor (Bahn 4 und 5) (s. Abb. 341). Im
GroBenbereich von 21 kDa zeigte sich auf dem Proteingel entsprechend die dazugehorige
Proteinbande.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden nun einzelne Fraktionen der
chromatographisch aufgetrennten Extrakte von C. crangon und C. allmani mit einer
gewichtsspezifischen Trypsin-Aktivitdt iber 2,0 (U-gs') (8,16 und 3,42) eingesetzt (s.
3.2.1.3). Bei C. crangon wurden die Fraktionen mit maximaler Trypsin-, Chymotrypsin- und
Gesamtproteinase-Aktivitit fiir die SDS-PAGE verwendet (T = Fraktion 36, CT = Fraktion
27, P = Fraktion 33) (s. Abb. 35).
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Abb. 35:  FElutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin von
C. crangon aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit tiber 2,0 (U-gg, ).
Die Pfeile kennzeichnen die Aktivitdtsmaxima.
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Abb. 36:  Protein- (links) und Aktivititsgel (rechts) nach SDS-PAGE ausgewihlter Fraktionen

chromatographisch aufgetrennter Rohextrakte von C. crangon mit einer spez. Trypsin-Aktivitét iber
2,0 (U-gg, ). Bahn (B) 1, Molekulargewichtsmarker (M); B2, CT; B3, P; B4, T; B5, MGM; B6, CT;
B7, P; B8, P+ E64; B9, T; B10, T + TLCK. Markierungen und Pfeile (s. Erklarung im Text).
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Die Fraktion CT zeigte drei deutliche Aktivitdtsbanden von 43, 38 und 35 kDa sowie eine
schwichere Bande von 48 kDa (Bahn 6), die sich jedoch auf dem Proteingel nicht
identifizieren lieBen (Bahn 2) (s. Abb. 367). Fraktion P zeigte zwei klar zu erkennende
Aktivititszonen (Bahn 7). Wie schon bei den dargestellten Proteinasebanden der Tiere mit
geringer Trypsin-Aktivitét zeigte sich auch hier bei 21 kDa eine einzelne recht verschleierte
Aktivititszone, die jedoch auf dem Proteingel einer deutlich erkennbaren Bande entsprach
(Bahn 3). Eine weitere Aktivititszone zeigte sich durch zwei dicht beieinander liegende
Aktivititsbanden bei 23,5 und 24 kDa. Diesen Banden konnte auf dem Proteingel keinen
entsprechenden Proteinbanden zugeordnet werden. Durch den Inhibitor E 64 wurden diese
Banden deutlich abgeschwécht, wihrend die Aktivitdtszone um 21 kDa fast vollstindig
verschwand (Bahn 8). Die Fraktion der maximalen Trypsin-Aktivitit T zeigte eine sehr starke
Aktivitidtsbande bei 20 kDa (Bahn 9), die sich, wie das Proteingel zeigte, aus mindestens zwei
Proteinbanden, einer schwicheren von 20,5 und einer starkeren von 20 kDa zusammensetzte
(Bahn 4). Der Nachweis, dal3 es sich bei diesen Proteinasen um Trypsin handelte, erfolgte
durch den spezifischen Trypsininhibitor TLCK (Bahn 10), unter dessen Einfluss die
Aktivititszone stark an Intensitit abnahm. Nur die zweite etwas prominentere Bande bei
20 kDa zeigte eine Restaktivitdt. Die Aktivititsbanden bei 20 kDa in Bahn 8 und 7 entstanden
ebenfalls durch eben diese Proteinase, die offensichtlich schon in Fraktion 33 nachzuweisen
war und unter dem Einfluss von E 64 keinen Aktivitédtsverlust aufwies.

Fir C. allmani wurden die folgenden Fraktionen der maximalen Enzymaktivititen fiir die
SDS-PAGE eingesetzt (T + P = Fraktion 36, CT1 = Fraktion 24, CT2 = Fraktion 34)

(s. Abb. 37).
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Abb.37:  Elutionsprofil der Gesamtproteinase und Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin von
C. allmani aus einem Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spez. Trypsin-Aktivitit iiber 2,0 (U-gg, ™).
Die Pfeile kennzeichnen die Aktivitdtsmaxima.
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Abb. 38:  Protein- (links) und Aktivititsgel (rechts) nach SDS-PAGE ausgewihlter Fraktionen

chromatographisch aufgetrennter Rohextrakte von C. allmani mit einer spez. Trypsin-Aktivitdt {iber
2,0 (U-gw ). Bahn (B) 1, Molekulargewichtsmarker (M); B2, CT1; B3, CT2; B4, P + T; B5, MGM;
B6, CT1; B7, CT2; B8, P+ T; B9, P + T + TLCK; B10, P + T + E64. Markierungen (s. Erklarung
im Text).
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Die Fraktion CT1 zeigte keine erkennbaren Aktivitdtsbanden (Bahn 6) und auch auf dem
Proteingel waren keine entsprechenden Banden zu detektieren (Bahn 2) (s. Abb. 381). Die
Fraktion CT2 mit maximaler Aktivitit der Serinproteinase Chymotrypsin zeigte drei
Aktivitdtsbanden von 23, 22 und 20 kDa (Bahn 7), wobei auf dem Proteingel nur im Bereich
um 20 kDa eine Proteinbande auftrat (Bahn 3). Die Fraktion mit der maximalen Trypsin-
Aktivitdt, die gleichzeitig auch die maximale Gesamtproteinase-Aktivitdt aufwies (T + P),
zeigte auf dem Aktivitatsgel eine deutliche Bande um 20 kDa, die eine kriftige Aktivitétszone
bildete (Bahn 8) und bereits in Bahn 7 erschien. Auf dem Proteingel trat eine entsprechende
Proteinbande auf (Bahn 4). Mit dem Trypsininhibitor TLCK zeigte die Aktivititszone im
Bereich um 20 kDa eine deutliche Abschwichung (Bahn 9). Der Inhibitor E 64 fiihrte
dagegen zu keiner Abschwichung der Aktivititszone im Bereich um 20 kDa (Bahn 10).

3.2.3.2 Identifikation trypsindhnlicher Serinproteinasen

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der durch die Affinitdtschromatographie isolierten
trypsindhnlichen Serinproteinasen von C. crangon und C. allmani wurde die erste
Waschfraktion (W1) sowie die zweite Eluierungsfraktion (E2) verwendet. Zusitzlich wurde
jeweils der Gesamtextrakt (G) fiir die SDS-PAGE eingesetzt (s. Abb. 39). Bei C. crangon
erschienen im Gesamtextrakt auf dem Aktivitdtsgel nur zwei deutliche Aktivititszonen (Bahn
6) im Bereich von 21 und 20 kDa. Das Proteingel gab keine Hinweise darauf, aus wie vielen
Banden sich diese Zone zusammensetzte. In der Fraktion W1 (Bahn 7) erschienen die beiden
Zonen deutlich geschwicht, so dal davon ausgegangen werden muf}, dafl die Proteinasen an
das Saulenmaterial gebunden haben. In der Fraktion E2 (Bahn 8) deuteten sich die
Aktivitidtszonen aufgrund zu hoher Proteinkonzentration nur an. Im Bereich zwischen 23 und
20 kDa zeigten sich auf dem Proteingel in diesem Bereich drei scharfe Banden (Bahn 4).
Insgesamt wurden in der Fraktion E2 auf dem Aktivititsgel zahlreiche Proteinbanden
sichtbar, die jedoch keiner Aktivitidtsbande zugeordnet werden konnten. Bei C. allmani lielen
sich im Gesamtextrakt insgesamt sechs Aktivitidtsbanden eindeutig voneinander unterscheiden
(Bahn 6). Im Bereich zwischen 48 und 40 kDa traten zwei Aktivitidtsbanden von 48, 43 kDa
auf, die sich deutlich in der Fraktion E2 (Bahn 8) wieder finden lieBen. Im Gesamtextrakt
zeigten sich weiterhin drei unterschiedlich starke Aktivitdtsbanden von 23, 21, und 20 kDa.
Eine weitere Bande zeigte sich bei 18 kDa. Von diesen sechs Banden konnten fiinf in der
Fraktion E2 erneut klar wiedergefunden werden (Bahn 8). Neben den zwei Banden zwischen
48 und 40 kDa erschienen die Banden bei 23 und 20 kDa, die sich auch auf dem Proteingel
erkennen lieBen (Bahn 4) sowie die Bande bei 18 kDa. Die Bande bei 21 kDa trat jedoch nicht
mehr deutlich in Erscheinung. Die stirkste Bande bei 20 kDa war auch als einzige Bande in
der Fraktion W1 (Bahn 7) und in der Fraktion E2 vertreten. Scheinbar hat die Proteinase nicht

vollsténdig an das Sdulenmaterial gebunden.
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Abb. 39:
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affinitdtschromatographisch aufgetrennter Rohextrakte von C. crangon und C. allmani mit maximal
gemessener Trypsin-Aktivitit. Bahn (B) 1, Molekulargewichtsmarker (M); B2, G; B3, W1; B4, E2;
BS5, M; B6, G; B7, W1; B8, E2. Markierungen und Pfeile (s. Erklarung im Text).
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Insgesamt wurden im Rahmen der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese in diesem

Versuchsabschnitt bei C. crangon und C. allmani folgende Proteinasen gefunden:

Tabelle 17: Molekulargewichte der Serin- und Cysteinproteinasen, die bei C. crangon und C. allmani gefunden
werden konnten. In Klammern sind die Inhibitoren angegeben, mit denen der Nachweis erfolgte. Die
Grof3buchstaben kennzeichnen die Fraktionen der Anionenaustausch- und

Affinitdtschromatographie, in denen der Nachweis erfogte.

Molekulargewicht kDa Proteinaseklasse C. crangon C. allmani
48,0 Serin (Benzamidin) CT E2
43,0 Serin (Benzamidin) CT A
38,0 Serin (?) CT
35,0 Serin (?) CT
24,0 Cystein (E 64) P
23,5 Cystein (E 64) P
23,0 Serin (Benzamidin) E2,CT2
22,0 Serin (?) CT2
21,0 Cystein (E 64) P P
20,0 Serin (TLCK) T T+P, E2

18,0 Serin (Benzamidin) E2
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33 Einfluss des Nahrungsangebotes auf das Enzymspektrum

Im Rahmen dieses Versuchsabschnittes wurde der Einfluss des Nahrungsangebotes (karnivor,
herbivor, Hunger) auf die Expression bzw. auf die Zusammensetzung des proteolytischen
Enzymspektrums bei adulten Tieren von C. crangon untersucht (s. 2.5). Ziel war es, einen
moglichen Zusammenhang zwischen dem Nahrungsangebot und der Intensitdt der Trypsin-
Aktivitdit aufzuzeigen. Nach Ablauf der Erndhrungsversuche wurden an den
Mitteldarmdriisenrohextrakten der Tiere die Aktivitit der Gesamtproteinase sowie die
Trypsin-Aktivitit bestimmt. Desweiteren wurde das Protein- bzw. Aktivitdtsspektrum
einzelner Rohextrakte durch eine SDS-PAGE dargestellt.

3.3.1 Gesamtproteinase

3.3.1.1 Spezifische Aktivitit

Zwischen den vier unterschiedlichen Versuchsgruppen (Kontrolle, karnivor, herbivor,
Hunger) traten in der gewichtsspezifischen Aktivitit der Gesamtproteinase keine signifikanten
Unterschiede auf (p> 0,05) (s. Abb. 40). Die Aktivititswerte lagen in einem Bereich zwischen
0,3 und 0,5 (dE'min"-gg, ). Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten eine spezifische Aktivitit
von 0,35. Im Vergleich dazu hatten die Tiere mit karnivorer Erndhrung sowie die Tiere, die
iiber den Versuchszeitraum hungerten, mit 0,47 bzw. 0,49 ecine erhohte Aktivitit. Die

geringste Aktivitit der Gesamtproteinase lag mit 0,3 bei der herbivoren Versuchsgruppe.
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Abb. 40:  Gewichtsspezifische Aktivitdt der Gesamtproteinase von C. crangon nach unterschiedlichem
Nahrungsangebot tiber 14 Tage. (Mittelwerte + Standardabweichungen, Varianzanalyse, n = 10
(Kontrolle und karnivor), n = 6 (herbivor), n = 8 (Hunger)).
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3.3.1.2 Anteil der Mitteldarmdriise am Gesamtgewicht

Nachdem eine Korrelation zwischen dem Anteil der Mitteldarmdrise (MD) am
Gesamtgewicht und der spezifischen Aktivitit der Gesamtproteinase bei C. crangon und
C. allmani festgestellt werden konnte (s. 3.1.3), wurde auch im Rahmen dieses
Versuchsabschnittes bei den vier unterschiedlichen Versuchsgruppen der prozentuale Anteil
der Mitteldarmdriise untersucht (s. Abb. 41). Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einem
Gewichtsanteil von 5,3 % wiesen die librigen Versuchsgruppen erniedrigte sowie erhohte
Gewichtsanteile der Mitteldarmdriise auf, die jedoch statistisch nicht signifikant waren. Die
Hungergruppe hatte dabei mit 4 % den geringsten Anteil aller Versuchsgruppen. Die Tiere
mit karnivorer Erndhrung zeigten im Mittel mit 6 % den groften Gewichtsanteil der
Mitteldarmdriise. Die herbivore Versuchsgruppe wies mit 4,7 % Gewichtsanteil im Vergleich

zur Kontrollgruppe einen geringfiigig erniedrigten Wert auf.
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Abb. 41:  Prozentualer Anteil der MD am Gesamtgewicht von C. crangon nach unterschiedlichem
Nahrungsangebot tiber 14 Tage. (Mittelwerte + Standardabweichungen, Varianzanalyse, n = 10
(Kontrolle und karnivor), n = 6 (herbivor), n = 8 (Hunger)).
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3.3.2 Trypsin

3.3.21 Spezifische Aktivitit

Zwischen den vier unterschiedlichen Versuchsgruppen traten keine signifikanten
Unterschiede in der spezifischen Trypsin-Aktivitit auf (p> 0,05) (s. Abb. 42). Die Mediane
der Aktivititswerte aller Versuchsgruppen lagen in einem Bereich zwischen 0,7 (Kontrolle)
und 0,4 (Hunger)( U-gg, ') dicht beieinander. Die karnivore Gruppe besa die geringste
Streuung der Aktivitdtswerte und im Vergleich zur Kontrollgruppe eine tendenziell niedrigere
Trypsin-Aktivitit. Ahnlich zeigten sich die Verhiltnisse bei der Hungergruppe mit einem
zwar noch niedrigeren Median, jedoch einer durch einen Ausreiler bedingten hoheren
Streuung. Die Kontrollgruppe und die herbivore Gruppe zeigten tendenziell hoéhere
Aktivitatswerte.
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Abb. 42:  Gewichtsspezifische Trypsin-Aktivitit von C. crangon nach unterschiedlichem Nahrungsangebot
iber 14 Tage. (Median, 5 %-, 25 %-, 75 %- und 95 % Perzentil, Ausreiler, Varianzanalyse nach
Réngen, n = 10 (Kontrolle und karnivor), n = 6 (herbivor), n = 8 (Hunger)).
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3.3.2.2 Hiufigkeitsverteilung

Die ermittelten spezifischen Trypsin-Aktivititen aller Versuchstiere wurden fiir jede
Erndhrungsbedingung zur Untersuchung der Haufigkeitsverteilung erneut in drei Gruppen mit
unterschiedlich hoher Trypsin-Aktivitit eingeteilt (< 2,0, 2,0 — 6,0, > 6,0 (U-gs ). Die
natiirlich auftretende Haufigkeitsverteilung spiegelte dabei die Kontrollgruppe wieder
(s. Abb. 43). Hier zeigten sieben von 10 Tieren eine spezifische Trypsin-Aktivitit unter 2,0, 2
Tiere zwischen 2,0 und 6,0, und nur ein Tier lag mit der Aktivitét iiber 6,0. Der prozentuale
Anteil der Tiere mit einer Aktivitit unter 2,0 lag mit 70 % damit im gleichen Bereich, wie er

schon fiir die Haufigkeitsverteilung unter (3.1.2.3) mit 67 % gezeigt wurde.
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Abb. 43:  Haiufigkeitsverteilung unterschiedlicher Trypsin-Aktivitdten bei C. crangon als Kontrollgruppe.
Einzeldarstellung (a) und Histogramm (b), n = 10. Die Kreuze kennzeichnen die fiir die SDS-PAGE
verwendeten Extrakte.

Bei karnivorer Erndhrung zeigten alle 10 Versuchstiere eine Trypsin-Aktivitit unter 2,0
(U g 1) (s. Abb. 44). Unter herbivoren Erndhrungsbedingungen lagen vier von sechs Tieren
und damit, dhnlich wie bei der Kontrollgruppe, 67 % aller Tiere mit der Aktivitdt unter 2,0.
Ein Tier zeigte eine Aktivitdt zwischen 2,0 und 6,0, wéihrend ein weiteres mit 38 (U- gfw'l) die
unter allen Versuchstieren maximale Trypsin-Aktivitdt zeigte. Von den Versuchstieren der
Hungergruppe zeigten iiber 87 %, d.h. sieben von acht Tieren, eine geringe Aktivitdt unter
2,0. Ein Tier ragte mit einer sehr hohen spezifischen Aktivitit von 10 (U-gg,') aus dieser

Verteilung heraus.
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herbivor (c, d), Hunger (e, f). Einzeldarstellung (a, c, €) und Histogramm (b, d, f). n = 10 (Kontrolle
und karnivor), n = 6 (herbivor), n = 8 Hunger. Die Kreuze kennzeichnen die fiir die SDS-PAGE

verwendeten Extrakte.
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3.3.23 Trypsin /Gesamtproteinase Beziechung

Fiir eine Darstellung der Beziehung zwischen Trypsin- und Gesamtproteinase-Aktivitit der
unterschiedlichen Erndhrungsgruppen wurden die gewichtsspezifischen Aktivititen aller
Versuchstiere gegeneinander aufgetragen (s. Abb. 45). Im Vergleich zu den Tieren der
Kontrollgruppe hatten die Tiere mit karnivorer Erndhrung generell eine hdhere
Gesamtproteinase-Aktivitit, die jedoch nicht mit einer Zunahme der Trypsin-Aktivitit
korrelierte. Die gleiche Tendenz zeigte sich bei den Tieren der Hungergruppe. Die Tiere mit
herbivorer Erndhrung zeigten generell eher niedrige Gesamtproteinase-Aktivititen, die in
keinem Fall einen Wert von 0,45 iiberschritten. Auch fiir diese Tiere konnte jedoch keine

korrelierende Verdanderung der Trypsin-Aktivititen festgestellt werden.
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Abb. 45:  Beziehung von spezifischer Gesamtproteinase- und Trypsin-Aktivitdit bei C. crangon nach
unterschiedlichem Nahrungsangebot iiber 14 Tage. n = 10 (Kontrolle und karnivor), n = 6
(herbivor), n = 8 Hunger.
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333 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Das Protein- bzw. Enzymspektrum ausgewéhlter Rohextrakte wurde anschlieBend durch eine
SDS-PAGE dargestellt. Hierfiir wurde exemplarisch aus jeder Versuchsgruppe ein
Mitteldarmdriisenextrakt mit einer spezifischen Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg, ) sowie der
Extrakt mit maximaler Trypsin-Aktivitit ausgewahlt (s. 3.3.2.2) und nach folgendem Schema
auf das Gel aufgebracht:

Tabelle 18: Gelbeladungsschema fiir die SDS-PAGE einzelner Gesamtextrakte der vier Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Spez. Trypsin-Aktivitiit des Extraktes (U'gfw-l) Gelbahn
KONTROLLE (K2) 10,84 2
KONTROLLE (K1) 0,32 3
KARNIVOR (KA1) 0,23 4
KARNIVOR (KA2) 1,61 5
HERBIVOR (HE1) 0,32 6
HERBIVOR (HE2) 38,73 7

HUNGER (HU1) 0,32 8

HUNGER (HU2) 10,17 9

Auf dem Aktivititsgel bildeten nur die Extrakte K2 (Bahn 2) und HE2 (Bahn 7) deutliche
Aktivitdtszonen aus, die sich trotz unterschiedlicher Intensititen der Banden in der
Anordnung stark dhnelten (s. Abb. 46). Sowohl K2 als auch HE2 zeigten drei klar getrennte
Aktivitatsbanden bei 20, 21 und 23 kDa, von denen die 20 kDa Bande die stirkste Intensitét
aufwies. Insbesondere fiir K2 konnten die entsprechenden Proteinbanden auf dem Proteingel
identifiziert werden. Hierbei wurde deutlich, dal} die intensive Aktivitdtsbande bei 20 kDa
durch zwei Proteinbanden von 20 und 20,5 kDa hervorgerufen wurde. Bei 21 und 23 kDa
erschien jeweils eine einzelne Proteinbande. Ein weiterer Bereich starker Proteinaseaktivitit
zeigte sich bei beiden Extrakten zwischen 25 und 36 kDa. Bei HE2 lieBBen sich recht deutlich
vier einzelne Aktivitdtsbanden gleicher Intensitit von 25, 30, 32 und 35 kDa unterscheiden.
K2 hatte im Bereich von 25 kDa die stirkste Aktivitidtszone. Eine weitere einzelne
Aktivititsbande zeigten beide Extrakte bei 64 kDa. Unterhalb dieser Bande erschien in beiden
Fillen ein weiterer Bereich mit Proteinaseaktivitit, der zumindest im Falle von HE2 deutlich
eine Auftrennung in drei einzelne Banden von 43, 48 und 55 kDa zulieB. Bei 80 kDa erschien
ebenfalls in beiden Extrakten eine Aktivitdtsbande, die insbesondere in HE2 intensiv
ausgeprigt war. Die iibrigen Extrakte zeigten trotz vorhandener Gesamtproteinase-Aktivitét
und im Fall von HU2 sogar vorhandener Trypsin-Aktivitit iiber 2,0 keine deutlichen
Aktivitdtszonen. Mit sehr schwacher Aktivitdt deuteten sich im Bereich von 20, 21 und

23 kDa die Banden an, die in stirkerer Intensitdt schon in K2 und HE2 aufgetreten waren.
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Abb. 46:
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Protein- (oben) und Aktivititsgel (unten) nach SDS-PAGE ausgewihlter Mitteldarmdriisenextrakte
von C. crangon nach unterschiedlichem Nahrungsangebot iiber 14 Tage. Bahn (B) 1,
Molekulargewichtsmarker (M); B2, K2; B3, K1; B4, KA1; B5, KA2; B6, HE1; B7, HE2; B8, HU1;
B9, HU2; B10, M. Markierungen und Pfeile (Erklarung s. Text).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden an Mitteldarmdriisenextrakten der dekapoden Garnelen
C. crangon und C. allmani quantitative und qualitative Untersuchungen proteolytischer Ver-
dauungsenzyme durchgefiihrt. Ziel der Arbeit war die Zusammensetzung, Eigenschaften und
das katalytische Potential der Endopeptidasen erstmalig niher zu beschreiben und Hinweise
auf mogliche Zusammenhénge mit der Lebens- bzw. Erndhrungsweise der Nordseegarnelen

zu finden.
4.1 Quantifizierung der Gesamtproteinase-Aktivitit

Fiir die Optimierung der Reaktionsbedingungen des Enzym-Assays wurde zunichst der Ein-
fluss verschiedener Reaktionspuffer, von Ca®" sowie der Einfluss unterschiedlicher pH-Werte
auf die Enzymaktivitét untersucht.

Bei C. crangon gab es zwischen dem Imidazol-, Tris-HCIl- und Phosphatpuffer keine signifi-
kanten Aktivititsunterschiede der Gesamtproteinase. Der Citrat-Phosphatpuffer fiihrte jedoch
zu einer erhohten Aktivitit, die sich signifikant von den anderen Puffern unterschied. Zwi-
schen dem Phosphatpuffer, bei dem die niedrigste Aktivitit zu verzeichnen war, und dem
Citrat-Phosphatpuffer lag hierbei jedoch nur ein Aktivititsunterschied von 16 %. Bei
C. allmani war die Aktivitdt bei Verwendung des Citrat-Phosphat- und des Phosphatpuffers
gegeniiber dem Imidazol- und dem Tris-HCI-Puffer signifikant erhoht. Diese zeigten wie bei
C. crangon untereinander keine signifikanten Aktivitdtsunterschiede. Auch in diesem Fall lag
zwischen dem Citrat-Phosphatpuffer, der zur hochsten Aktivitit fithrte, und dem Puffer, der
die geringste Aktivitit zur Folge hatte (Imidazol), nur ein Unterschied von 23 %. Entspre-
chend scheinen die verwendeten Reaktionspuffer sich bei beiden Arten in ihrem Einfluss auf
die Aktivitdt der Gesamtproteinase nur gering zu unterscheiden. Fiir die weiteren Routine-
messungen konnten also prinzipiell alle getesteten Puffer verwendet werden.

Vor der Wahl eines geeigneten Reaktionspuffers wurde zunichst jedoch der Einfluss von Ca*"
auf die Aktivitit der Gesamtproteinase untersucht. Sowohl bei C. crangon, als auch bei
C. allmani fihrte Ca®" beim Tris-HCI- und Imidazolpuffer zu einer Erhohung der Gesamt-
proteinase-Aktivitit. Die eingesetzten CaCl,-Konzentrationen (10 mM und 20 mM) fiihrten
jedoch zu keinen signifikanten Unterschieden. Bei den beiden Phosphatpuffern war die Zu-
gabe von CaCl, nicht moglich, da aufgrund des Phosphatgehaltes der Puffer Calcium-Phos-
phatprézipitate ausfallen wiirden. Der stabilisierende Einfluss von bivalenten Metallionen wie
Ca”" auf proteolytische Verdauungsenzyme und besonders Serin-Proteinasen bei Sdugetieren
und Fischen ist bereits beschrieben worden (Asgeirsson & Bjarnason 1991, Stryer 1996). Der
Einfluss solcher Metallionen auf proteolytische Verdauungsenzyme bei Crustaceen wird da-
gegen in der Literatur ambivalent beschrieben. In einer Zusammenfassung zahlreicher Unter-
suchungsergebnisse iiber Proteinasen bei verschiedenen Crustaceen von Dall und Moriarty

(1983) wird ein aktivititsfordernder Einfluss von Ca*" auf Enzyme bei Crustaceen bezweifelt.
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So fanden zum Beispiel Eisen et al (1973) bei der Beschreibung trypsindhnlicher Proteinasen
der Winkerkrabbe Uca pugilator heraus, dal die Enzyme fiir eine stabile Molekiilstruktur
kein Ca®" bendtigen. Im Gegensatz dazu wurde bei P. vannamei durch den Einsatz von
Chelatoren eine Verringerung der Chymotrypsin-Aktivitit nachgewiesen (Hernandes-Cortés
et al. 1997). Chelatoren bilden mit Hilfe von Metallionen komplexe zyklische Verbindungen,
so dal} die Metallionen in der Losung gebunden werden und nicht mehr fiir andere Reaktionen
zur Verfligung stehen. Die Autorin sieht darin eine Bestdtigung fiir den aktivititsfordernden
Einfluss von Ca®" auf Chymotrypsine von Crustaceen. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit iiber den Einfluss von Ca®" auf die Aktivitit der Gesamtproteinase von C. crangon und
C. allmani zeigten einerseits einen positiven Effekt auf die Aktivitit der Proteinasen.
Andererseits kam es bei den Messungen, bei denen kein Ca®" eingesetzt wurde, zu keinem
drastischen Aktivititsverlust. An dieser Stelle mul3 erwédhnt werden, dal keine Erkentnisse
dariiber vorlagen, ob in den Rohextrakten eine natiirliche Ca**-Konzentration vorlag. Es kann
somit nicht ausgeschlossen werden, daB die Proteinasen durch Ca®" in den Extrakten positiv
beeinfluBt wurden. Die Zugabe Ca>" war somit nicht unbedingt erforderlich, fiihrte aber zu
einer leichten Erhohung der Aktivitit. Fiir alle folgenden Untersuchungen an Proteinasen der
Nordseegarnelen wurden deshalb Reaktionspuffer mit einer CaCl,-Konzentration von 10 mM
verwendet. Als Reaktionspuffer konnten dann entsprechend nur der Tris-HCl- bzw. der
Imidazolpuffer eingestzt werden (s.0.).

SchlieBlich wurde die pH-Abhingigkeit der Gesamtproteinase im Bereich von pH 5,0 —
pH 8,0 untersucht.

Bei beiden Arten lag die maximale Aktivitit der Gesamtproteinase fiir die verwendeten Puffer
zwischen pH 5,0 und pH 6,0 und nahm zum neutralen und alkalischen Bereich hin kon-
tinuierlich ab. Bei pH 8,0 sank die Aktivitit auf unter 65 % der maximalen Aktivitit. Generell
liegen die pH-Optima der bei Crustaceen untersuchten Proteinasen in einem Bereich zwischen
5,0 und 9,0 (Garcia-Carrefio 1992, Garcia-Carrefio et al. 1994, Ceccaldi 1997). Trypsinihnli-
che Serinproteinasen zeigen dabei typischerweise ein pH-Optimum im neutralen bis schwach
alkalischen Bereich zwischen 7,0 und 9,0. So hat zum Beispiel die Gesamtproteinase der
Garnele Pleoticus muelleri, fir die ein hoher Anteil trypsindhnlicher Serinproteinasen auf-
gezeigt wurde, ein pH-Optimum zwischen 7,5 und 8,0 (Gimenez et al. 2001). Fiir P. vannamei
konnten die Serinproteinasen Trypsin und Chymotrypsin als Hauptproteinasen nachgewiesen
werden (Le Moullac 1997). Beide Proteinasen konnen nur durch Enzymmessungen im al-
kalischen Bereich erfasst werden. Cathepsindhnliche Cysteinproteinasen weisen dagegen pH-
Optima in einem Bereich zwischen 4,0 und 7,0 auf. So konnte ebenfalls an P. vannamei eine
Cathepsin L-dhnliche Cysteinproteinase nachgewiesen werden, die ihre maximale katalytische
Aktivitdt um pH 5,0 zeigte (Le Boulay et al. 1996). In einer Studie iiber die pH-Optima pro-
teolytischer Verdauungsenzyme bei verschiedenen Crustaceen (Degkwitz 1957) wurde fiir
C. crangon tbereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit ein pH-Optimum zwischen

5,5 und 6,0 festgestellt. Die Autorin schlieBt daraus auf fast ausschlieBlich catheptische



Diskussion 77

Enzyme und einen hochstens unbedeutenden Anteil an tryptischen Enzymen. Vor diesem
Hintergrund deuten die ermittelten pH-Optima bei C. crangon und C. allmani zwischen 5,0
und 6,0 auf einen geringen Anteil von trypsindhnlichen Serinproteinasen hin. Der ermittelte

pH-Bereich hingegen ist typisch fiir cathepsindhnliche Proteinasen.

Zur Erfassung spezifischer Eigenschaften der Gesamtproteinase bei C. crangon und
C. allmani wurde die Thermostabilitit, die Langzeitstabilitit sowie der Einfluss spezifischer
Inhibitoren untersucht.

Zur Untersuchung der Thermostabilitidt der Gesamtproteinase wurden Mitteldarmdriisenex-
trakte der beiden Arten bei Temperaturen von 20 - 60 °C bis zu einer Stunde vorinkubiert. Die
Gesamtproteinase von C. crangon und C. allmani zeigte jeweils eine geringe Thermo-
stabilitdt. Die Tatsache, dafl die Gesamtproteinase der beiden Arten eine deutliche Instabilitét
bei Temperaturen iiber 20 °C aufweist, konnte im Zusammenhang mit einer Anpassung an die
natilirlichen Umgebungstemperaturen der Tiere verstanden werden. Ein solcher Zusammen-
hang zwischen der natilirlichen Umgebungstemperatur, an die die Arten angepalit sind, und
der Proteinasestabilitdt wurde bereits fiir zwei dekapode Crustaceen aus verschiedenen kli-
matischen Regionen beschrieben (Dittrich 1992). Hierbei zeigte die West-Indo-pazifische Art
Clibanarius striolatus im Vergleich mit P. bernhardus aus der Deutschen Bucht eine deutlich
hohere Thermostabilitit einer bei beiden Arten vorhandenen trypsindhnlichen Proteinase. Bei
P. bernhardus sank die Aktivitdt der Proteinase dhnlich wie bei C. crangon und C. allmani
bei 50 °C nach 40 min auf unter 80 % und bei 60 °C nach 20 min auf 9 % der Anfangs-
aktivitit. Im Gegensatz dazu zeigte die Proteinase von C. clibanarius bei 50 °C {iber 120 min
keinen Aktivitdtsverlust. Bei 60 °C lag die Aktivitit nach 30 min noch bei 85 % der Anfangs-
aktivitit. Die beobachtete geringe Thermostabilitit der Gesamtproteinase konnte in diesem
Zusammenhang eine Anpassung der Nordseegarnelen an die natiirlichen Umgebungs-
temperaturen sein, die bis in die Ndhe des Gefrierpunktes fallen konnen und im Jahresmittel
deutlich unter 20 °C liegen. Die offensichtliche Instabilitdt der Enzyme bei hoheren Tem-
peraturen konnte dabei durch besondere molekulare Struktureigenschaften verursacht werden.
Johnson et al. (1975) vermuten als Ursache fiir die bei antarktischen Fischen beobachteten
hohen Enzymstabilititen eine Zunahme schwacher intramolekularer Bindungen im Zuge einer
Anpassung an die kalten Umgebungstemperaturen. Diese schwachen Molekiilbindungen, die
bei niedrigen Temperaturen eine feste Molekiilstruktur zur Folge haben, wiirden sich dem-
nach bei einer Zunahme der Temperatur verstiarkt 6ffnen und somit fiir eine schnelle In-
aktivierung der Enzyme verantwortlich sein. Es ist vorstellbar, da solche Struktur-
eigenschaften auch bei den Nordseegarnelen fiir die beobachtete geringe Thermostabilitit
verantwortlich sind.

Die Ergebnisse zur Langzeitstabilitdt konnen im selben Zusammenhang mit der beschrie-
benen Thermostabilitit der Proteinase interpretiert werden. Bei beiden Arten verlor die

Gesamtproteinase bei 25 °C innerhalb der ersten 24 Stunden iiber 70 % der maximalen
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Aktivitit. Bei 5 °C konnten bei beiden Arten iiber den gesamten Versuchszeitraum deutlich
hohere Aktivititswerte ermittelt werden. Zumindest bei C. crangon blieb der rapide Aktivi-
tatsverlust innerhalb der ersten 24 Stunden bei 5 °C aus.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Enzymmessungen wurden auf der Grundlage der Ver-
suche zur Enzymstabilitdt darauthin bei Temperaturen um 30 °C durchgefiihrt. Desweiteren
wurden ausschlieBlich frische bzw. bei — 80 °C aufbewahrte Praperate fiir die Untersuchungen
verwendet.

AbschlieBend wurde durch die Verwendung der spezifischen Proteinaseinhibitoren E 64 und
AEBSF der Anteil von Cystein- bzw. Serinproteinasen an der Aktivitit der Gesamtproteinase
bestimmt.

Der Einfluss von E 64 fiihrte bei C. crangon und C. allmani zu einem Aktivititsverlust von
iiber 70 %. Unter dem Einfluss von AEBSF hingegen sank die Aktivitdt um weniger als 9 %.
E 64 ist ein hoch selektiver und irreversibler Inhibitor fiir Cysteinproteinasen (Barrett et al.
1982). Dies konnte bei Wirbeltieren fiir verschiedene Cysteinproteinasen wie zum Beispiel
Papain, Actinidase und Cathepsin B, H und L gezeigt werden (Katunuma & Kominami 1995,
Sreedharan et al. 1996, Visessanguan et al. 2003). AEBSF ist ein spezifischer Inhibitor fiir
Serinproteinasen. Es konnte gezeigt werden, dal AEBSF Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin,
Kallikrein und Thrombin bei Wirbeltieren inhibiert (Markwardt 1974). Die Ergebnisse der
Inhibitorversuche lassen den Schlu zu, daB bei den untersuchten Nordseegarnelen
C. crangon und C. allmani der iiberwiegende Teil der Proteinase-Aktivitit auf Cystein-
proteinasen zuriickzufiihren ist, wihrend kaum ein Anteil an Serinproteinasen zu verzeichnen
ist. Die Inhibitorversuche bestitigen auch die Ergebnisse aus der pH-MeBreihe. Die fiir
C. crangon und C. allmani ermittelten relativ niedrigen pH-Optima deuten auf einen geringen
Anteil von trypsindhnlichen Serinproteinasen hin und sind eher typisch fiir cathepsinéhnliche
Proteinasen. Es ist somit wahrscheinlich, da3 bei den untersuchten Arten Cathepsine haupt-
sachlich zur Proteinaseaktivitét beitragen.

Zum Vergleich wurden Mitteldarmdriisenextrakte von P. montagui, P. californiensis und
E. superba fir die Inhibitorversuche eingesetzt. Bei P. montagui verringerte sich die Aktivitat
unter dem Einfluss von E64 dhnlich wie bei C. crangon und C. allmani um 60% , wihrend
AEBSF zu einem Aktivititsverlust von nur 10 % fiihrte. Bei P. californiensis und E. superba
kehrten sich die Verhiltnisse jedoch um. Die Aktivitit wurde durch E 64 nur um maximal
10 % verringert, wihrend AEBSF zu einem Aktivitdtsverlust von mindestens 50 % fiihrte.
Mit diesen Ergebnissen iibereinstimmend konnte flir E. superba in enzymatischen Unter-
suchungen ein hoher Anteil von Serinproteinasen gezeigt werden (Osnes & Mohr 1985).
P. californiensis besitzt wie zahlreiche andere Penaeus-Arten typischerweise ebenfalls einen

hohen Anteil an Serinproteinasen (Tsai et al. 1986).
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Nach der Untersuchung zur Wirksamkeit von E 64 und AEBSF wurde fiir C. crangon und
C. allmani die gewichtsspezifische Aktivitit der Gesamtproteinase bestimmt und mit den
Aktivititen von P. montagui und E. superba verglichen. Zusétzlich wurden erstmals
P. bernhardus und C. pagurus fiir einen Vergleich herangezogen.

Alle fiir die Bestimmung herangezogenen Arten zeigten eine hohe spezifische Proteinase-Ak-
tivitit, wie sie fir Verdauungsextrakte zahlreicher dekapoder Crustaceen typisch ist (Gibson
& Barker 1979, Osnes 1985, Honjo et al. 1990, Garcia-Carrefio 1992). Zwischen den unter-
suchten Arten, die sich zum Teil betriachtlich in ihrem Lebens- und Erndhrungsverhalten un-
terscheiden, traten keine signifikanten Unterschiede in der gewichtsspezifischen Aktivitét der
Gesamtproteinase auf. Eine hdufig angebrachte Hypothese besagt, dal zwischen dem natiir-
lichen Erndhrungsverhalten der Arten und der Enzymaktivitét, die fiir die Hydrolyse der ent-
sprechend héufigsten Nahrungskomponenten verantwortlich ist, eine erkennbare Korrelation
besteht (Guillaume & Ceccaldi 2001). So wiirden karnivore Arten generell hohere Proteinase-
Aktivitdten aufweisen als omnivore Arten, die wiederum durch hohere Amylase-Aktivititen
gekennzeichnet wiren. Diese scheinbar logische Hypothese konnte jedoch bisher nicht zu-
friedenstellend bestdtigt werden. Im Gegenteil zeigen verschiedene Studien einen entgegen-
gesetzten Trend. Hinsichtlich einer Beziehung zwischen der spezifischen Proteinase-Aktivitét
und der Erndhrungsweise einzelner Arten konnte zum Beispiel gezeigt werden, dafl die
omnivoren Garnelen P. vannamei und Penaeus monodon hohere Proteinase-Aktivitdten hatten
als die karnivoren Vertreter P. californiensis und Penaeus muelleri (Gimenez et al. 2001).
Vermutlich kommt es selbst innerhalb einer Art zu enormen Streuungen der
Enzymaktivititen, da diese in hohem Malle von der jeweiligen qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung der Nahrung abhingig sein konnen. Im Rahmen der Proteinase-
bestimmung lieBen sich zwischen den omnivoren Vertretern wie E. superba und den Nord-
seegarnelen auf der einen Seite und den deutlich karnivoren Arten C. pagurus und
P. bernhardus auf der anderen Seite wie erwihnt keine signifikanten Unterschiede ermitteln.
Die omnivoren Arten zeigten im Mittel jedoch hohere Proteinase-Aktivititen als C. pagurus
und P. bernhardus. Innerhalb der untersuchten Arten trat insgesamt jedoch eine hohe
Streuung der MeBwerte auf, so dal von einer weiterfiihrenden Interpretation abgesehen
werden muB}. Hinsichtlich des methodischen Vorgehens bleibt zu erwédhnen, daB fiir die zum
Vergleich herangezogenen Arten im einzelnen keine Optimierung der Reaktionsbedingungen
des Testverfahrens stattgefunden hat. Der verwendete pH-Wert von 6,0 kann bei diesen Arten
zu einer gewissen Einschrinkung der Proteinase-Aktivitit gefiihrt haben, wenn deren pH-
Optima im alkalischen Bereich lagen. Davon ist insbesondere bei Arten mit einem hohen

Anteil an Serinproteinasen auszugehen, wie es bei E. superba der Fall ist.

Fir die Untersuchung einer moglichen Beziehung zwischen der gewichtsspezifischen
Proteinase-Aktivitit und der relativen GroBe der Mitteldarmdriise bei C. crangon und

C. allmani wurde bei jeweils 30 Tieren der prozentuale Anteil der Mitteldarmdriisen am Ge-
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samtgewicht bestimmt und mit der entsprechenden gewichtspezifischen Proteinase-Aktivitét
verglichen. Sowohl bei C. crangon als auch bei C. allmani wurden zwischen den untersuchten
Tieren erhebliche Unterschiede zwischen den Gewichtsanteilen der Mitteldarmdriisen ge-
funden. Die prozentualen Anteile der Mitteldarmdriisen lagen dabei fiir C. crangon zwischen
2 und 8 % des Gesamtgewichtes. Bei C. allmani lagen diese Anteile zwischen 1 und 5 % des
Korpergewichtes. Bei C. crangon trat eine negative Korrelation zwischen dem relativen Ge-
wichtsanteil der Mitteldarmdriise und der gewichtsspezifischen Aktivitit der Gesamt-
proteinase auf. C. allmani zeigte die gleiche Tendenz, jedoch war die Regression in diesem
Fall nicht statistisch signifikant. Eine mogliche Erklérung fiir diese Beziehung kann in der
Funktion der Mitteldarmdriise als Speicherorgan bei Crustaceen gefunden werden. Neben
sekretorischen Zellen, die fiir die Ausschiittung von Verdauungsenzymen verantwortlich sind,
befinden sich im Epithel der Mitteldarmdriise spezifische Reservezellen (Restzellen), die in
hohem Male zur Speicherung von Lipiden, Glycogen und verschiedenen Mineralien befdhigt
sind. Diese Speicherstoffe konnen sowohl exogener Natur sein und aus der aufgenommenen
Nahrung stammen, als auch durch den Abbau eigenen Gewebes gewonnen werden
(Guillaume & Ceccaldi 2001). Wiéhrend einer auftretenden Hungersituation greifen die Tiere
verstirkt auf diese Reservestoffe zuriick. So konnten Speck & Urich (1969) zeigen, da3 bei
Orconectes limosus wahrend einer zweiwdchigen Hungerphase die Lipide der Mittel-
darmdriise verstarkt metabolisiert wurden. In diesem Wechselspiel zwischen Speicherung und
Metabolisierung von Reservestoffen kann die Mitteldarmdriise in Abhéingigkeit von der
jeweiligen Erndhrungssituation enormen GroBenverdnderungen unterliegen. Darauf deuten
auch die Ergebnisse dieser Arbeit hin. Die bei C. crangon und C. allmani ermittelten
unterschiedlichen Gewichtsanteile der Mitteldarmdriisen konnten unterschiedliche Er-
ndhrungszustinde widerspiegeln. Die Tatsache, da3 bei der Abnahme des Gewichtsanteils der
Mitteldarmdriise gleichzeitig eine Erhdhung der spezifischen Proteinase-Aktivitit zu be-
obachten war, konnte dadurch erklart werden, daf} bei der Abnahme der Mitteldarmdriise im
Zuge eines verstirkten Abbaus von Reservestoffen die Aktivitit der Gesamtproteinase auf

einem gleichbleibenden Niveau gehalten wurde.
4.2 Quantifizierung der Trypsin-Aktivitit

E. superba hatte eine signifikant hohere spezifische Aktivitdt als alle anderen Arten. Eine
zweite Gruppe mit ebenfalls hoher Trypsin-Aktivitét bildeten C. pagurus und P. bernhardus.
C. crangon und C. allmani hatten die geringsten spezifischen Trypsin-Aktivititen der unter-
suchten Arten.

Diese Ergebnisse zeigen, daB3 die Norseegarnelen C. crangon und C. allmani trotz einer
relativ hohen mit den anderen untersuchten Arten vergleichbaren Gesamtproteinase-Aktivitat
sehr geringe Trypsin-Aktivititen aufweisen. Damit konnten sowohl die im Vorfeld dieser

Arbeit ermittelten geringen Trypsin-Aktivititen, als auch die im Rahmen dieser Arbeit ge-
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wonnenen Hinweise auf den geringen Anteil trypsindhnlicher Serinproteinasen bestétigt
werden.

Das numerische Verhéltnis aus den Aktivititen von Trypsin- und Gesamtproteinase war
entsprechend fiir C. crangon und C. allmani am niedrigsten. Bereits bei der nahverwandten
Art P. montagui, die im Vergleich mit C. crangon und C. allmani keine signifikant hohere
Trypsin-Aktivitit aufwies, lag der Anteil um den Faktor 3,5 bzw. 2 hoher. Der Trypsinanteil
erhohte sich kontinuierlich bei P. bernhardus und C. pagurus und lag letztendlich bei
E. superba um den Faktor 10 hoher als bei C. crangon und um den Faktor 6 hoher als bei
C. allmani.

Die hohen Trypsinanteile von E. superba, C. pagurus, P. bernhardus stehen im Einklang mit
verschiedenen wissenschaftlichen Arbeiten {iber Proteinasen bei Crustaceen. Bei den meisten
Crustaceen, insbesondere aber bei den Dekapoda, wurde nachgewiesen, daf3 trypsindhnliche
Serinproteinasen zu den proteolytischen Hauptverdauungsenzymen zéhlen, die i.a. in groen
Mengen und zum Teil in mehreren Isoformen gebildet werden. So wurden bei E. superba drei
verschiedene trypsindhnliche Serinproteinasen isoliert und charakterisiert (Osnes & Mohr
1985). Brun & Wojtowicz (1976) konnten fiir Cancer borealis und Cancer irrotatus im
Rahmen vergleichender Studien iiber Verdauungsenzyme ebenfalls trypsindhnliche
Proteinasen nachweisen. Dittrich (1992) beschrieb die thermischen Eigenschaften einer
trypsindhnlichen Proteinase von P. bernhardus im Vergleich mit einer verwandten Art. Auch
fiir viele dekapode Garnelen liegen Aktivitdtsnachweise vor. Murthy & Saxena (1979)
konnten zum Beispiel eine Trypsin-Aktivitit in der Mitteldarmdriise  von
Macrobrachium lamarrei nachweisen. Ebenso gelang dies bei P. vannamei (Le Moullac et al.
1997, Hernandez-Cortes et al. 1997).

Die gemessenen ungewohnlich geringen Trypsin-Aktivititen bei C. crangon und C. allmani
beruhten bisher nur auf der Untersuchung relativ weniger Exemplare. Da generell jedoch
nicht auszuschlieBen war, dall bei den beiden Arten eine hohe intraspezifische Streuung der
Trypsin-Aktivitidten vorlag, wurde an jeweils 30 weiteren Tieren die Haufigkeitsverteilung
unterschiedlicher Trypsin-Aktivitdten und ergidnzend die Aktivitidt der Gesamtproteinase be-
stimmt.

Die Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher Trypsin-Aktivititsniveaus bei C. crangon und
C. allmani 148t zwei wesentliche Schlullfolgerungen zu. Zum einen kann eine hohe intraspe-
zifische Streuung der Aktivititen bei den beiden Arten ausgeschlossen werden. Der iiber-
wiegende Anteil der Tiere hatte eine sehr niedrige Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg,”). Zum
anderen kann ausgeschlossen werden, dal3 beide Arten prinzipiell nicht zu einer Erhdhung der
Trypsin-Aktivitét fahig sind.

Wie schon fiir die spezifische Aktivitit der Gesamtproteinase wurden die spezifischen
Trypsin-Aktivititen beider Arten gegen die jeweiligen prozentualen Anteile der Mittel-
darmdriise am Gesamtgewicht der Tiere aufgetragen. Fiir beide Arten lieB sich dabei keine

Korrelation zwischen spezifischer Trypsin-Aktivitit und dem Gewichtsanteil der Mittel-
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darmdriise feststellen. Eine zwangsldufige Verdnderung der spezifischen Enzymaktivitét, die,
wie es fiir die Gesamtproteinase diskutiert wurde, aus einer Gewichtszunahme oder
Gewichtsabnahme der Mitteldarmdriise bei gleichbleibender Enzymaktivitdt resultiert,
erscheint damit unwahrscheinlich. Die wenigen gemessenen erhohten spezifischen Trypsin-
Aktivitaten resultieren also offensichtlich aus einer individuell verstirkten Enzymsynthese. Es
konnte fiir die Tiere mit erhohter spezifischer Trypsin-Aktivitit keine gleichzeitige Erhohung
der spezifischen Gesamtproteinase-Aktivitdit beobachtet werden. Es existiert also keine
Korrelation zwischen der gewichtsspezifischen Trypsin-Aktivitdit und der zugehdrigen
Gesamtproteinase-Aktivitit.

Es bleibt festzuhalten, dal beide Arten prinzipiell niedrige Trypsin-Aktivititen aufweisen,
offenbar jedoch unter bestimmten Umstdnden zu einer Erhdhung der Trypsin-Aktivitét fahig
sind. Aufgrund der beschriebenen Héaufigkeitsverteilung lassen sich mdgliche analytische
Ursachen fiir die ungewdhnlich geringen Trypsin-Aktivititen von C. crangon und C. allmani
einschrianken. Zunéchst kann ausgeschlossen werden, da3 das Trypsin der Nordseegarnelen
unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen instabil ist und dadurch der Aktivitdtsnachweis
nicht gelingt. Abgesehen davon, dafl die bisher bekannten Trypsin-Isoformen aus anderen
Crustaceen eine besonders hohe Stabilitit aufweisen, konnten fiir beide Arten neben niedrigen
auch hohe Trypsin-Aktivititen bestimmt werden. Aus dem gleichen Grund ist auszuschliefen,
daBl das Trypsin der Nordseegarnelen eine verdnderte Substratspezifitit aufweist und dadurch
nicht auf das verwendete Trypsinsubstrat anspricht. Auch einige mogliche biologische Ur-
sachen erscheinen als Erklarung fiir die geringen Trypsin-Aktivitdten eher unwarscheinlich.
So konnte man aufgrund der iiberwiegend niedrigen Trypsin-Aktivititen von einer evolutiven
Entwicklung bei den Nordseegarnelen ausgehen, in deren Verlauf es, bedingt durch eine Ver-
anderung der Enzymstruktur, zu einer Reduktion der Trypsin-Aktivitdt gekommen ist. Phylo-
genetische Zusammenhidnge bei der Entsehung unterschiedlicher Enzymformen sind
besonders bei Fischen untersucht worden (Spilliart & Gudmundsdéttir 1999) und ver-
deutlichen, daB die Aminosduresequenzen bestimmter Enzyme im Verlauf der phyloge-
netischen Entwicklung enormen Verdnderungen unterliegen konnen. Gegen die Annahme,
daB solch eine Entwicklung generell bei den Nordseegarnelen stattgefunden hat spricht die
Tatsache, daBl bei beiden Arten wenige Tiere zum Teil deutlich erhohte Trypsin-Aktivititen
aufweisen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dal die ungewdhnliche
Haufigkeitsverteilung auf eine Intraspezifischen Variabilitdit in der Enzymausstattung
zuriickzufiihren ist.

Desweiteren konnen die Enzymaktivititen verschiedener Verdauungsenzyme mit ver-
schiedenen Phasen des Hiutungszyklus variieren. Gimenez et al. (2001) konnten an
P. muelleri Zusammenhénge zwischen verschiedenen Hiutungsstadien und der Trypsin-
Aktivitdt aufzeigen. In den Zwischenhdutungsstadien wurden geringe Trypsin-Aktivititen
gemessen, wiahrend diese in der Nachhdutungsphase anstiegen. Im Rahmen der

Untersuchungen an C. crangon und C. allmani wurden jedoch fiir die Enzymmessungen
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gezielt nur Tiere im Zwischenhdutungsstadium verwendet, so da3 diese Ursache fiir eine
Variation der Aktivititen ebenfalls ausgeschlossen werden kann.

Das erst in den letzten Jahren intensiver erforschte Vorkommen endogener oder exogener
natiirlicher Trypsininhibitoren konnte eine weitere Erkldrung fiir die Variation darstellen.
Diese natiirlichen Enzyminhibitoren scheinen eine wichtige Funktion bei der Regulation des
Verdauungssystems einiger Crustaceen einzunehmen. Garcia-Carrefio et al. (1998) konnten in
der Mitteldarmdriise von Litopenaeus vannamei eine Substanz nachweisen, die einen starken
aktivititsmindernden Einfluss auf Trypsin hatte. Der Einfluss solcher Inhibitoren als Ursache
fiir die geringen Trypsin-Aktivititen bei den Nordseegarnelen kann somit nicht
ausgeschlossen werden. Es erscheint jedoch eher unwahrscheinlich, dal solche Inhibitoren fiir
eine Haufigkeitsverteilung der Aktivititen, wie sie gezeigt wurde, verantwortlich sind.
Wabhrscheinlicher wére dann eine deutlich gleichméBigere Verteilung der Haufigkeiten.

Die biologischen Ursachen fiir die ungewdhnlich geringen Trypsin-Aktivitdten bzw. fiir die
wenigen hohen Aktivititen bei den Nordseegarnelen konnten auch in einer Anpassung an
spezifische Erndhrungsbedingungen oder in einer speziellen Weise der enzymatischen
Nahrungsnutzung und Assimilation der Nahrung begriindet zu sein. Dieser Aspekt wurde in
einem eigenen Versuchsabschnitt ndher untersucht. Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt zu
einem spéteren Zeitpunkt.

Vor diesem Versuchsabschnitt sollten jedoch erst einmal ausgewihlte Mittel-
darmdriisenextrakte von C. crangon und C. allmani mittels chromatographischer und

gelelektrophoretischer Verfahren weiterfithrend charakterisiert werden.
4.3 Chromatographie

Fiir die Auftrennung und Isolierung der zu untersuchenden Enzyme wurden zum einen Ex-
trakte verwendet, die eine geringe gewichtsspezifische Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gg,™")
aufwiesen. Diesen wurden zum anderen Extrakte mit einer erhohten Trypsin-Aktivitdt {iber
2,0 gegeniibergestellt.

Die chromatographische Auftrennung der Extrakte unterstreicht die Ergebnisse der
quantitativen Bestimmung der Gesamtproteinase-Aktivitit fiir C. crangon und C. allmani. Fiir
beide Arten wurde in den Fraktionen trotz sehr geringer Trypsin-Aktivitit eine ausgepragt
hohe Proteinase-Aktivitit nachgewiesen. Die Ahnlichkeit der Aktivititsprofile legt die
Vermutung nahe, daBl die Proteinase-Aktivitit beider Arten durch ein vergleichbares
Enzymspektrum hervorgerufen wird. In beiden Fillen deutet sich eine weitgehende
Ubereinstimmung der in den Fraktionen ermittelten Proteinkonzentration mit der Intensitit
der Proteinase-Aktivitidt an. Offensichtlich korreliert die Zunahme der Proteinase-Aktivitét
mit einer Zunahme der Proteinmenge. Die Vermutung liegt nahe, da3 in den Fraktionen, in
denen sich eine hohe Proteinase-Aktivitit mit einer hohen Proteinkonzentration deckt, auch
eine erhdhte Menge an Proteinasen vorliegt. Nur wenige Fraktionen bei beiden Arten zeigen

trotz einer meBbaren Proteinkonzentration keine Proteinase-Aktivitét. Fiir beide Arten zeigte
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sich ab einer NaCl-Konzentration von 0,6 M eine Divergenz zwischen Proteinkonzentration
und UV-Aufzeichnung (280 nm). Bei 280 nm absorbieren vor allem Aminosduren mit
aromatischen Ringen die ultraviolette Strahlung. Bei den Substanzen, die bei 280 nm
detektiert wurden und offensichtlich keine Proteine waren, konnte es sich zum Beispiel um
Nukleinsduren aus dem Mitteldarmdriisengewebe handeln. Nukleinsduren besitzen stark
variierende Absorptionseigenschaften und kénnen auch bei 280 nm ultraviolette Strahlung

absorbieren.

Der Anteil einzelner Proteinaseklassen in den Fraktionen wurde wiederum durch den Einsatz
der spezifischen Proteinaseinhibitoren E 64 und AEBSF untersucht. Fiir diesen Versuchs-
ansatz wurde ausschlielich ein Mitteldarmdriisenextrakt von C. crangon mit einer geringen
spezifischen Trypsin-Aktivitit unter 2,0 (U-gp, ') verwendet.

Unter dem Einfluss des Cysteinproteinaseinhibitors E 64 fiel die Aktivitit der Gesamt-
proteinase iiber den gesamten Bereich des ersten Maximums und den Beginn des zweiten
Aktivititsmaximums auf unter 10 % der maximalen Aktivitit ab (s. Abb. 22). Unter dem Ein-
fluss des Serinproteinaseinhibitors AEBSF hingegen zeigte das Aktivititsprofil keine
drastischen Einbriiche und sank in keiner Fraktion unter 80 % der maximalen Aktivitit. Die
Bestimmung der Anteile einzelner Proteinaseklassen an den Gesamtextrakten hatte wie be-
schrieben einen hohen Anteil von Cysteinproteinasen (iiber 70 %) an der Gesamtproteinase
aufgezeigt, wihrend kaum ein Anteil von Serinproteinasen zu verzeichnen war. Dieses
Ergebnis kann hiermit klar bestitigt werden. Dariiber hinaus wird deutlich, dal E 64 ins-
besondere im Bereich der maximalen Aktivitdt der Gesamtproteinase den grofiten Einfluss
ausiibt. Das 148t den SchluB3 zu, daB3 hauptsdchlich Cysteinproteinasen in diesen Fraktionen
zur Proteinase-Aktivitdt beitragen. Im Bereich des zweiten Aktivititsmaximums, wo die
Proteinase-Aktivitdt durch den Einfluss von E 64 nur auf 65 % sank, lassen sich andere
Proteinaseklassen vermuten. Da auch AEBSF in diesem Bereich zu keiner groferen In-
aktivierung der Aktivitdt gefiihrt hat, konnten hier Metallo- oder Aspartatproteinasen fiir die

Aktivitdt mitverantwortlich sein.

In den Fraktionen von C. crangon und C. allmani, bei denen die Verteilung der Gesamt-
proteinase untersucht wurde, also an Tieren, die eine spezifische Trypsin-Aktivitét unter 2,0
(U-gn ') aufwiesen, erfolgte der Nachweis fiir die Serinproteinasen Trypsin und
Chymotrypsin.

Trotz der deutlichen Gesamtproteinase-Aktivitit konnte bei beiden Arten keine Trypsin- oder
Chymotrypsin-Aktivitit nachgewiesen werden. Das Fehlen der Trypsin-Aktivitit steht im
Einklang mit der quantitativ ermittelten gewichtsspezifischen Trypsin-Aktivitit des Ge-
samtextraktes.

Der Aktivitdtsnachweis in den Fraktionen stellt vor allem eine zusitzliche Absicherung der

bisher gewonnenen Erkenntnisse dar.
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Durch die Aufreinigung der Gesamtextrakte konnten eventuell vorhandene Inhibitoren oder
andere Substanzen, die eine Inaktivierung der Enzyme in den Gesamtextrakten bewirken,
moglicherweise entfernt werden.

AnschlieBend erfolgte der Nachweis von Trypsin und Chymotrypsin in den Fraktionen von
C. crangon und C. allmani mit spezifischen Trypsin-Aktivititen tiber 2,0 (U-gg, ).

Sowohl bei C. crangon, als auch bei C. allmani konnte eine deutliche Trypsin-Aktivitdt iiber
einen Bereich von wenigen Fraktionen festgestellt werden (s. Abb. 24 - 27). Der eindeutige
Nachweis einer Trypsin-Isoform zeigt, daBl die chromatographische Aufreinigung
offensichtlich keinen gravierenden Aktivitdtsverlust zur Folge hatte, der eine mdgliche Ur-
sache fiir die zuvor ermittelten Trypsinprofile ohne Aktivitit gewesen sein konnte. Solch ein
Aktivititsverlust durch die chromatographische Auftrennung kann dadurch entstehen, daf3
stabilitidtsvermittelnde Substanzen wie Salze und andere Proteine beim Trennvorgang entfernt
werden (Osnes & Mohr 1985).

Die Trypsin-Aktivitit beschrénkte sich bei beiden Arten auf wenige Fraktionen, woraus ge-
schlossen werden kann, dal auBer Trypsin weitgehend keine anderen Proteinasen das spe-
zifische Substrat umgesetzt haben.

Sowohl bei C. crangon, als auch bei C. allmani eluierte Trypsin bei der gleichen NaCl-
Konzentration von 0,32 M. Diese Ubereinstimmung ist in zweierlei Hinsicht ein wichtiger
Hinweis. Zum einen zeigt sich hiermit, da3 das Trypsin (moglich wéren auch mehrere Iso-
formen) der beiden Arten die gleichen Ladungseigenschaften und damit einen dhnlichen Auf-
bau besitzt. Zum anderen deutet die Ubereinstimmung daruf hin, daB die Trypsin-Aktivitit bei
beiden Extrakten durch das eigene Trypsin der Tiere hervorgerufen wurde. Vorstellbar wire
auch, daf3 bei der Verdauung von aufgenommenen Beutetieren deren Trypsine frei werden
und ihr katalytisches Potential bewahren. Solche Enzyme konnten in den Fraktionen auf-
getrennter Extrakte ebenso eine Aktivitdt hervorrufen, wie die endogenen Enzyme. In so
einem Fall wire es jedoch warscheinlicher, daBl die Trypsin-Aktivitit aufgrund
unterschiedlicher Herkunft in verschiedenen Fraktionen auftreten wiirde.

Im Falle von C. crangon befanden sich die maximale Trypsin- und Gesamtproteinase-
Aktivitit nicht in derselben Fraktion, was darauf hindeutet, daB3 die Trypsinexpression zu-
sdtzlich zu der oder den Proteinase/n stattgefunden hat, die die maximale Proteinase-Aktivitét
erzeugen. Bei C. allmani lagen die Aktivititsmaxima in ein und derselben Fraktion. Es ist
jedoch schwer zu klédren, ob in diesem Fall das Trypsin mehr oder weniger allein fiir die Ge-
samtproteinase-Aktivitit in diesen Fraktionen verantwortlich war. Dagegen spricht, da3 bei
der gleichen NaCl-Konzentration zuvor die maximale Proteinase-Aktivitdt auftrat, ohne dafl
eine Trypsin-Aktivitit zu verzeichnen war.

Auch die Serinproteinase Chymotrypsin konnte bei C. crangon und C. allmani eindeutig fest-

gestellt werden. Bei C. crangon trat ein Aktivititsmaximum auf, wéhrend bei C. allmani
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neben einem Hauptmaximum noch ein weiteres, aber undeutlicheres isoliertes Maximum
auftrat.

Wihrend in zahlreichen Studien iiber Verdauungsenzyme bei dekapoden Crustaceen Trypsin-
Aktivititen beschrieben wurden, wird hingegen die Gegenwart von Chymotrypsin
unterschiedlich bewertet. Wahrend in einigen Arbeiten keine Chymotrypsin-Aktivitit gezeigt
werden konnte (Galgani & Nagayama 1988, Garcia-Carrenio & Haard 1993), konnten andere
Studien in dekapoden Crustaceen Chymotrypsin nachweisen (Tsai et al. 1986, Hernandez-
Cortés 1993). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten flir beide Arten eine deutliche Aktivitit
von Chymotrypsin. Im Unterschied zur Trypsin-Aktivitét ergab sich fiir die Nordseegarnelen
jedoch ein unterschiedliches Eluierungsmuster. Bei C. allmani deuteten sich zwei Isoformen
des Enzyms an (s.0.), die bei deutlich unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen eluierten und
bei C. crangon nicht zu finden waren. Die Chymotrypsinform von C. crangon hingegen
konnte nicht bei C. allmani gefunden werden. Es bleibt fraglich, ob den untersuchten Arten
generell die jeweils nicht vorhandene/n Chymotrypsinform/en fehlte/n, oder ob diese im
Rahmen regulativer Mechanismen einer niedrigen Expression unterlag/en und somit nicht

gemessen werden konnte.

Nach der Aufreinigung und Identifikation der Serinproteinasen in Extrakten mit einer hohen
Trypsin-Aktivitdit wurde in den Fraktionen aufgetrennter Mitteldarmdriisenextrakte von
C. crangon und C. allmani mit einer geringen Trypsin-Aktivitdt der Nachweis der Cystein-
proteinase Cathepsin-L. durchgefiihrt. Bei beiden Arten konnte Cathepsin-L in drei
unterschiedlichen Aktivititsmaxima nachgewiesen werden. Die Aktivitditsmaxima waren
jedoch bei beiden Arten unterschiedlich ausgepriagt. Im Unterschied zu den Elutionsprofilen
von Trypsin und Chymotrypsin zeigte das Profil von Cathepsin-L eine wesentlich breitere
Verteilung iiber die Fraktionen. Insbesondere bei C. allmani konnte man eine deutliche Uber-
einstimmung mit dem Aktivitédtsprofil der Gesamtproteinase erkennen. Im Vergleich mit dem
Aktivitatsprofil der Gesamtproteinase nach Inkubation mit dem Cysteinproteinaseinhibitor E
64 wird deutlich, dafl der Bereich der stirksten Inhibierung genau der Bereich ist, in dem
Cathepsin-L ein Aktivititsmaxima aufzeigt. Der Bereich, in dem die Cathepsin-L-Aktivitit
kontinuierlich abfillt, korreliert wiederum mit der Zunahme der durch E 64 inhibierten
Gesamtproteinase-Aktivitdt. Mit dem Aktivitidtsnachweis von Cathepsin-L konnte erstmals
die Aktivitét einer spezifischen Cysteinproteinase gezeigt werden, nachdem bis zum jetzigen
Zeitpunkt mehrere Hinweise auf einen hohen Anteil cathepsindhnlicher Cysteinproteinasen an
der Gesamtproteinase-Aktivitdt der Nordseegarnelen erbracht wurden. Cathepsin-L ist eine
typische Cysteinproteinase, die vor allem in lysosomalen Zellkompartimenten gefunden wird.
Dort tibernimmt Cathepsin-L zusammen mit anderen Cathepsinen eine wichtige Rolle bei der
Proteolyse endogener und exogener Proteine (Kominami et al. 1991). Wihrend die Cystein-
proteinasen bei Vertebraten eine sehr gut untersuchte Enzymgruppe darstellen, liegen fiir In-

vertebraten nur wenige Erkenntnisse {iber Charakteristika und Aktivititen von
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Cysteinproteinasen vor. Laycock et al. (1989) fanden in Verdauungsextrakten des Amerika-
nischen Hummers eine Cathepsin-L-dhnliche Cysteinproteinase, die fiir iber 80 % der pro-
teolytischen Aktivitéit verantwortlich war. In der Mitteldarmdriise von P. vannamei konnte die
Aktivitdt einer Cathepsin-L-dhnlichen Cysteinproteinase mit einem pH-Optimum von 5,1

nachgewiesen werden (Le Boulay et al. 1996).

Neben Proteinasen gehoren auch Peptidasen zum proteolytischen Enzymspektrum der
Crustaceen, wobei diese Enzymgruppe weit weniger gut untersucht ist als die Proteinasen. In
einigen Arbeiten konnten bei dekapoden Crustaceen Peptidaseaktivititen nachgewiesen
werden (Kleine 1967, Doke & Ninjoor 1987).

In aufgetrennten Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon und C. allmani erfolgte der
Nachweis der Peptidasen Aminosdure-Arylamidase und Leucin-Aminopeptidase. Fiir beide
Arten konnte sowohl eine Arylamidase-, als auch eine Aminopeptidaseaktivitit nachgewiesen
werden. Bei C. crangon traten beide Enzyme mit jeweils zwei Aktivititsmaxima in Er-

scheinung. C. allmani zeigte jeweils nur ein Aktivititsmaximum der beiden Enzyme.
4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die weiterfithrende Charakterisierung einzelner Proteinasen wurden spezielle Fraktionen
nach der Anionenaustausch- und Affinititschromatographie ausgesucht und fiir die SDS-
Gelelektrophorese verwendet. Der Aktivitdtsnachweis einzelner Proteinasen erfolgte {liber eine
Substrat-SDS-PAGE. Im Gegensatz zu einer normalen SDS-PAGE liegt der Vorteil dieser
Methode darin, ein Proteingemisch gelelektrophoretisch aufzutrennen, ohne die in der Probe
befindlichen Enzyme weitgehend zu deaktivieren. Hierfiir ist es notwendig, die Enzymproben
im Vorfeld nur mit sehr geringen Mengen des denaturierenden Agens SDS zu behandeln und
keiner Hitzebehandlung auszusetzen. Normalerweise werden die zu untersuchenden Proben
im Vorfeld gelelektrophoretischer Auftrennungen gekocht und mit SDS behandelt, um allen
Proteinen eine starke negative Ladung zu verleihen, so dafl die Auftrennung derselben nach
der MolekiilgroBe erfolgen kann. Verdauungsenzyme zeichnen sich durch eine sehr kompakte
Molekiilstruktur aus, u.a. um besonders gegen eine Autolyse geschiitzt zu sein. So kann bei
Verdauungenzymen trotz einer Behandlung mit geringen SDS-Konzentrationen die Aktivitit
der Enzyme gewahrt bleiben. So zeigte zum Beispiel Schweinetrypsin bei einer Behandlung
mit 0,1 % SDS 95 % der Enzymaktivitit ohne Behandlung (Garcia-Carrefio et al. 1993).
Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, daB3 einige Proteinasen, die durch die Substrat-
SDS-PAGE nachgewiesen werden sollen, spezifische Aktivatoren wie zum Beispiel Ca®"
benodtigen und somit keine Aktivititsbanden erzeugen. Desweiteren mul3 beriicksichtigt
werden, dall der pH-Wert des Puffersystem (pH 6,8/pH 8,8) bei der Gelelektrophorese nicht
dem pH-Optimum aller in der Probe befindlichen Enzyme entspricht. Dies gilt insbesondere
fiir die Gesamtproteinase von C. crangon und C. allmani mit einem pH-Optimum zwischen

5,0 und 6,0. Fiir eine Optimierung wire es notwendig gewesen, die Methode weiter zu
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entwickeln und an die entsprechenden pH-Werte der Gesamtproteinase anzupassen. Dies war
jedoch im Rahmen der Arbeit nicht mdglich.

Aus den genannten Griinden wurde zusitzlich zur Substrat-SDS-PAGE eine SDS-PAGE
durchgefiihrt, um die entsprechenden Proteinbanden zu erhalten. Die Methode der Substrat-
SDS-PAGE diente im Rahmen dieser Arbeit zum Aktivitdtsnachweis einzelner Proteinasen
und hatte nicht zum Ziel, die Molekiilgewichte der Enzyme zu bestimmen. Eine exakte
GroBenbestimmung kann nur durch die Sequenzierung eines Proteins erfolgen. AuBerdem
zeigen die Proteine durch die besondere Probenbehandlung bei der Substrat-SDS-PAGE ver-
anderte Laufeigenschaften, die es schwer ermdglichen, die MolekiilgroBen exakt zu be-
stimmen und mit anderen Angaben zu vergleichen. Bei einer voll denaturierenden SDS-
PAGE kommt es zu einer stirkeren Auffaltung der Proteine, so dall im Vergleich das gleiche
Protein langsamer durch das Gel wandert und letztendlich ein groBeres Molekiilgewicht ver-
mittelt. Die in dieser Arbeit ermittelten MolekiilgroBen sollten in erster Linie dem Vergleich
verschiedener Proteinasen bei den untersuchten Arten dienen.

Fiir die Identifikation einzelner Proteinasen nach der Anionenaustauschchromatographie
wurden jeweils die Fraktionen ausgewéhlt, die die maximale Gesamtproteinase-, Trypsin- und
Chymotrypsin-Aktivitit aufwiesen.

Die Fraktionen mit der maximalen Aktivitit der Gesamtproteinase von C. crangon und
C. allmani, bei denen keine Trypsin- und Chymotrypsin-Aktivititen gemessen werden
konnten, zeigten bei beiden Arten eine Aktivitdtsbande bei 21 kDa, der eine entsprechende
Proteinbande von 21 kDa zugeordnet werden konnte. In beiden Fillen konnte gezeigt werden,
daBl der Inhibitor E 64 zu einer deutlichen Abschwéchung der Aktivitdtsbande fiihrt. Bei der
entsprechenden Proteinase handelt es sich also offensichtlich um eine Cysteinproteinase. Die
Identifikation dieser Cysteinproteinase in der Fraktion der maximalen Proteinase-Aktivitit ist
eine weitere Bestitigung des im Vorfeld mehrfach gezeigten hohen Anteils von Cystein-
proteinasen an der Aktivitidt der Gesamtproteinase. Ob es sich bei dieser Proteinase um eine
Cathepsin-L-dhnliche Cysteinproteinase handelt, kann ohne den Einsatz eines weiteren spe-
zifischen Inhibitors nicht abschlieBend geklart werden. Es ist jedoch bekannt, dal Cathepsine
monomere Proteinasen sind, die sich durch ein Molekulargewicht unter 30 kDa auszeichnen
(Le Boulay et al. 1996). Die relativ schwache Auspragung der Aktivititsbande bei 21 kDa
konnte durch ein pH-Optimum der entsprechenden Proteinase im schwach sauren Bereich
verursacht sein. Dies wire ein weiterer Hinweis darauf, daB3 die Proteinase zur Gruppe der
Cathepsine gehort, die sich durch pH-Optima im sauren Bereich auszeichnen (s.0.).

In den Fraktionen der maximalen Gesamtproteinase-Aktivitiat von C. crangon und C. allmani,
bei denen zusdtzlich Trypsin- und Chymotrypsin-Aktivitdten ermittelt wurden, zeigten sich
ebenfalls Aktivitdtsbanden im Bereich um 21 kDa, die durch E 64 abgeschwécht wurden. Bei
C. crangon erschienen in der Fraktion der maximalen Proteinase-Aktivitit zwei weitere
Aktivitdtsbanden von 23,5 und 24 kDa, denen zwar keine entsprechenden Proteinbanden zu-

geordnet werden konnten, die jedoch ebenfalls durch E 64 abgeschwécht wurden.
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Die Fraktionen der maximalen Trypsin-Aktivitit zeigten bei C. crangon und C. allmani eine
sehr deutliche Aktivitidtsbande bei 20 kDa, die auch auf den entsprechenden Proteingelen
wiederzufinden war. Unter dem Einfluss des spezifischen Trypsininhibitors TLCK nahm die
Intensitit der Bande bei C. crangon stark ab, wihrend sie bei C. allmani vollstindig ver-
schwand. Der Inhibitor E 64 hingegen fiihrte in beiden Fillen zu keinem Aktivitétsverlust. Es
erscheint somit sehr wahrscheinlich, daf die Aktivitdtsbanden bei 20 kDa durch Trypsin her-
vorgerufen wurden. Inwieweit die doch sehr starke Aktivitidtsbanden durch mehrere &dhnlich
groB3e Isoformen des Enzyms hervorgerufen werden, ist schwer zu beurteilen. Zumindest auf
dem entsprechenden Proteingel bei C. crangon deuten sich im Bereich um 20 kDa zwei
einzelne Banden an. Mit 20 kDa liegt das Trypsin der Nordseegarnelen in einem Bereich von
20 — 25 kDa, der als der natiirliche GroBenbereich der Sdugetiertrypsine gilt (Keil 1971). Ein
Vergleich mit GroBenangaben von Trypsinformen, die bei anderen dekapoden Crustaceen
beschrieben wurden, hat aufgrund der oben erwéhnten unterschiedlich methodischen Heran-
gehensweise nur eine begrenzte Aussagekraft. Gimenez et al. (2001) fanden bei P. muelleri
mittels einer Substrat-SDS-PAGE vergleichbare Trypsinformen bei 17,4, 19,1 und 20 kDa.
Weitere Arbeiten, die diese Methode verwendet haben, sind selten.

Entsprechend der unterschiedlichen Chymotrypsin-Aktivititsmaxima bei C. crangon und
C. allmani zeigten sich in den Fraktionen der beiden Arten auf dem Aktivititsgel ver-
schiedene Banden. Bei C. crangon erschienen in der Fraktion der maximalen Chymotrypsin-
Aktivitdt drei deutliche Aktivititsbanden von 43, 38 und 35 kDa sowie eine schwichere
Bande von 48 kDa. Bei C. allmani zeigten sich in der Fraktion der maximalen
ChymoTrypsin-Aktivitdt drei Aktivititsbanden von 23, 22 und 20 kDa, wohingegen in der
Fraktion mit dem zweiten, schwécheren Aktivititsmaximum keine Banden nachgewiesen
werden konnten. Bei der Bande von 20 kDa handelt es sich vermutlich um die Trypsinbande,
die bereits in dieser Fraktion nachzuweisen war. Es erscheint unwarscheinlich, dal} die
tibrigen Aktivititsbanden, die in den Fraktionen maximaler ChymoTrypsin-Aktivitidt nach-
gewiesen wurden, alle auf Chymotrypsinformen zuriickzufiihren sind. In wissenschaftlichen
Studien tiber Chymotrypsinformen bei verschiedenen dekapoden Crustaceen konnten bis jetzt
maximal zwei Formen innerhalb einer Art beschrieben werden. Fiir eine exakte Zuordnung
der Banden wire es sinnvoll gewesen, einen spezifischen Chymotrypsininhibitor einzusetzen.
Der héufig verwendete spezifische Chymotrypsininhibitor TPCK konnte jedoch nicht ein-
gesetzt werden, da das Losungsmittel, in dem der Inhibitor gelost werden muf3 (Methanol),
die Aktivitdit der Gesamtproteinase stark beintrachtigt hat. Somit wére eine exakte
Identifikation von Chymotrypsin nicht moglich gewesen.

Weitere Hinweise auf die Natur der Aktivititsbanden aus den Fraktionen mit maximaler
Chymotrypsin-Aktivitit ergaben sich jedoch durch die Isolierung von trypsindhnlichen Serin-
proteinasen aus den Mitteldarmdriisenextrakten von C. crangon und C. allmani im Rahmen

der Affinitdtschromatographie.
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Der Nachweis einzelner trypsindhnlicher Serinproteinasen, die durch die Affinitéts-
chromatographie gewonnen werden sollten, gelang nur im Fall von C. allmani. Bei
C. crangon erschienen zwar zwei deutliche Aktivititsbanden im Gesamtextrakt, jedoch
konnten diese Banden nicht in der Eluierungsfraktion wiedergefunden werden. Zwar deuteten
sich dort gewisse Aktivitidtsbereiche an, doch war es nicht moglich, eine exakte Zuordnung zu
treffen und somit eine Aussage iiber die erfolgreiche Isolierung einzelner trypsindhnlicher
Serinproteinasen zu machen. Generell erschienen in der Eluierungsfraktion mehrere Protein-
banden, die zu keiner Aktivititsbande gefiihrt haben. Zum einen wire moglich, da3 es sich bei
diesen Banden um trypsindhnliche Serinproteinasen handelt, diese jedoch im Zuge des Ver-
fahrens ihre Enzymaktivitit weitgehend verloren haben. Zum anderen kdnnten verschiedene
Proteine unspezifisch an das Sdulenmaterial gebunden haben.

Bei C. allmani lieBen sich im Gesamtextrakt insgesamt sechs Aktivititsbanden unterscheiden,
von denen fiinf in der Eluierungsfraktion wiedergefunden werden konnten. Als
trypsindhnliche Serinproteinasen erschienen zwei deutliche Aktivitdtsbanden bei 48 und 43
kDa. Genau in diesem GroBenbereich lagen die Aktivitdtsbanden von C. crangon, die in der
Fraktion mit der maximalen Chymotrypsin-Aktivitét nach der
Anionenaustauschchromatographie auftraten. Somit erscheint es wahrscheinlich, daf3 es sich
bei den Proteinasen in dieser GroBenordnung auch um Chymotrypsinformen handelt.
Desweiteren erschienen zwei klare Aktivitdtsbanden um 23 und 20 kDa. Auch diese Banden
konnten bereits in den Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie gezeigt werden. Die
Bande bei 20 kDa konnte fiir beide Arten durch TLCK als Trypsinform identifiziert werden.
Die Bande bei 23 kDa zeigte sich bereits bei C. allmani in der Fraktion der maximalen
Chymotrypsin-Aktivitit, so dal auch in diesem Fall davon ausgegangen werden kann, daf es
sich um eine Chymotrypsinform handelt. Erstmals erschien eine Aktivititsbande bei 18 kDa
mit starker Intensitdt in der Eluierungsfraktion. Die einzige Bande, die im Gesamtextrakt
auftauchte, jedoch nicht als trypsindhnliche Serinproteinase identifiziert werden konnte, zeigte
sich bei 21 kDa. Das ist genau der Grofenbereich, in dem fiir beide Arten in den Fraktionen
der Anionenaustauschchromatographie die Aktivitit einer Cysteinproteinase gezeigt werden
konnte.

Die gelelektrophoretische Charakterisierung zeigte deutlich, daB in den Extrakten mit er-
hohten Trypsin-Aktivititen neben der prominenten Trypsinform bei 20 kDa eine ganze Palette
weiterer trypsindhnlicher Serinproteinasen nachzuweisen war. Von diesen Serinproteinasen
sind zumindest drei vermutlich Chymotrypsinformen.

Im Gegensatz dazu konnte in den Extrakten mit geringen Trypsin-Aktivititen nur eine deut-
liche Cysteinproteinase im Groflenbereich von 21 kDa nachgewiesen werden, die offen-

sichtlich den Haupteil der Gesamtproteinase-Aktivitit erzeugte.
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4.5 Einfluss des Nahrungsangebotes auf das Enzymspektrum

In diesem Versuchsabschnitt wurde durch Fiitterungsexperimente der Einfluss qualitativ
unterschiedlicher Nahrung auf die Zusammensetzung des proteolytischen Enzymspektrums
von C. crangon untersucht, um einen moglichen Zusammenhang zur Intensitit der Gesamt-
proteinase-, insbesondere jedoch der Trypsin-Aktivitdt aufzuzeigen.

Zwei Versuchsgruppen wurden {iber den Versuchszeitraum rein herbivor bzw. karnivor ge-
fiittert. Eine dritte Gruppe hat iiber den gleichen Zeitraum gehungert. Nach Ablauf des Ver-
suches wurde an den Mitteldarmdriisenrohextrakten der Tiere die Aktivitit der
Gesamtproteinase sowie die Trypsin-Aktivitit bestimmt. Das Protein bzw. Aktivititsspektrum
einzelner Rohextrakte wurde abschlieBend durch eine SDS- bzw. Substrat-SDS-PAGE dar-
gestellt. Fiir alle Untersuchungen diente eine Kontrollgruppe als Standard. Im Zusammenhang
mit der Gesamtproteinase-Aktivitdt wurden erneut der prozentuale Gewichtsanteil der Mittel-
darmdriise bestimmt.

Die herbivore Versuchsgruppe zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell eine
hohere spezifische Trypsin-Aktivitit. Die karnivore Versuchsgruppe hingegen hatte im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe eine tendenziell niedrigere Trypsin-Aktivitit. Diese Ergebnisse
konnten durch die spezielle Weise der enzymatischen Nahrungsnutzung und Assimilation der
Nahrung erklart werden. Jones et al. (1997) und Le Vay et al. (2001) fanden, daB sich ins-
besondere herbivore dekapode Larven wie zum Beispiel phytotrophe Penaeiden-Larven durch
besonders hohe Trypsin-Aktivititen auszeichnen, wéihrend im Gegensatz dazu karnivore
Larven deutlich verringerte Trypsin-Aktivititen aufweisen. Die Ursache fiir die Korrelation
zwischen hoher Trypsin-Aktivitdt und herbivorer Erndhrungsweise sehen die Autoren in einer
fiir die Tiere notwendigen Anpassung der Nahrungsassimilation.

Der Proteingehalt von Phytoplankton wie zum Beispiel Kieselalgen ist in der Regel deutlich
niedriger als der von Zooplankton. Crustaceenlarven benétigen jedoch eine addquate Protein-
menge, um wihrend der Entwicklung eine ausreichende Energiequelle bereitzustellen und ein
C:N Verhiéltnis von ungefahr 5:1 aufrecht zu erhalten (Anger 1988, Le Vay et al. 1993). Um
diese Proteinmengen fiir den Metabolismus und das Wachstum zu gewinnen, passen sich
herbivore Larven durch hohe Ingestitionsraten, kurze Retentionszeiten der Nahrung und eine
hohe Enzymaktivitit an. Im Gegensatz dazu haben karnivore Larven eine andere Strategie.
Sie haben niedrige Enzymaktivititen und kompensieren dies durch verldngerte Retentions-
zeiten ihrer energetisch hochwertigen Nahrung (Le Vay et al. 2001).

Zwar wurden in dieser Arbeit keine herbivoren und karnivoren Crustaceenlarven verglichen,
doch vor dem Hintergrund der beschriebenen Erkenntnisse ist es vorstellbar, da3 sich einzelne
Individuen auch innerhalb einer Art durch eine Regulierung der Enzymaktivititen an sich
verdndernde Nahrungsbedingungen anpassen.

Hinsichtlich der Gesamtproteinase zeigte die herbivore Gruppe die geringste Aktivitdt aller
Versuchsgruppen und einen im Vergleich zur Kontrollgruppe leicht erniedrigten Gewichts-

anteil der Mitteldarmdriise. Die karnivore Gruppe hatte im Vergleich mit der Kontrollgruppe



92 Diskussion

eine erhohte Gesamtproteinase-Aktivitit und den groBten Gewichtsanteil der Mitteldarmdriise
aller Versuchsgruppen. Es deutet sich somit erneut an, dal zwischen der spezifischen
Gesamtproteinase- und Trypsin-Aktivitit offenbar keine Korrelation besteht. Dies konnte fiir
alle Versuchsgruppen durch die Auftragung der spezifischen Gesamtproteinase-Aktivititen
gegen die spezifischen Trypsin-Aktivititen gezeigt werden. Es ist vorstellbar, dafl die Tiere
der herbivoren Gruppe mit einer Erhohung der Trypsin-Aktivitit auf die verdnderten
Nahrungsbedingungen reagieren, jedoch gleichzeitig aufgrund des deutlich geringeren
Energiegehaltes der Nahrung auf Reservestoffe der Mitteldarmdriise zuriickgreifen. Da im
Rahmen der Enzymregulierung sinnvollerweise andere Proteinasen aufgrund des geringer
werdenden Proteingehaltes der Nahrung reduziert werden, ist die Abnahme der
Mitteldarmdriise bei gleichzeitig sinkender spezifischer Gesamtproteinase-Aktivitit zu
erkldren. Bei den Tieren der karnivoren Gruppe konnten die Verhéltnisse umgekehrt sein. Mit
der Reduzierung der Trypsin-Aktivitit werden, als Reaktion auf die energiereichere,
gehaltvollere Nahrung, gleichzeitig in einem groBeren Spektrum zum Beispiel zytosolische
und lysosomale Proteinasen und somit Cathepsine bendtigt. Die reichhaltige Nahrung
ermOglicht die Speicherung von Reservestoffen. In diesem Sinne steigt die spezifische
Gesamtproteinase-Aktivitit und der Gewichtsanteil der Mitteldarmdriise gleichzeitig an.

Die Hungergruppe lieB ebenfalls eine niedrige Trypsin-Aktivitdt erkennen. Bei dem
geringsten Gewichtsanteil der Mitteldarmdriise aller Versuchsgruppen zeigte die Gruppe
dabei die hochste Aktivitit der Gesamtproteinase. Dies 148t sich wie folgt erkléren, denn ohne
verfliigbare Nahrung waren die Tiere gezwungen, die Mitteldarmdriise fiir die Mobilisierung
von Reservestoffen abzubauen. Bei einem gleichbleibenden Niveau der Gesamtproteinase-
Aktivitdt ist eine Zunahme der spezifischen Proteinaseaktivitit die Folge.

Auf der Grundlage dieses Erkldrungsmodells konnte die ungewdhnliche Hiufigkeits-
verteilung unterschiedlicher Trypsin-Aktivitdten bei den Nordseegarnelen C. crangon und
C. allmani unterschiedliche Erndhrungszustinde einzelner Individuen im biologischen
Umfeld bzw. die unterschiedlichen Abundanzen der verfiigbaren Nahrung in demselben
wiederspiegeln.

C. crangon ist vor allem ein karnivorer Réuber, dessen Hauptnahrung sich vor allem aus der
benthischen In- und Epifauna zusammensetzt. Bevorzugt werden dabei Polychaeten, andere
Crustaceen, vor allem Amphipoden und Mysidaceen, aber auch Copepoden und verschiedene
Larven, Schnecken und junge Muscheln gefressen (Plagmann 1939, Oh et al. 2001). Dariiber
hinaus zeigen Mageninhaltsuntersuchungen jedoch auch ein breites Spektrum pflanzlicher
Nahrungsbestandteile. So wurden zum Teil in groBen Mengen planktische und benthische
Kieselalgen und Griinalgen gefunden (Plagmann 1939). Einige Tiere scheinen sich auch iiber
langere Zeitraume nur von Schlick und Detritus zu erndhren. Insgesamt mul3 C. crangon wohl
als omnivor mit einer erheblichen Nahrungsbreite eingestuft werden. Pihl & Rosenberg
(1984) zeigten, daBl die Nahrungszusammensetzung von C. crangon sehr starken rdumlichen

und saisonalen Schwankungen unterliegt. Offensichtlich ist C. crangon in der Lage, sich an
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unterschiedliche Zusammensetzungen der benthischen Gemeinschaft und an schwankende
Abundanzen der verfiigbaren Beute in Abhidngigkeit verschiedener Sedimenttypen und
Jahreszeiten anzupassen (Ansell et al. 1999). Dies erfordert eine gewisse Flexibilitdt der Er-
ndhrungsstrategie, die sich sinnvollerweise in der Fihigkeit der Enzymregulation, wie sie
diskutiert wurde, widerspiegeln bzw. durch sie ermoglicht werden konnte. Dies gilt im
gleichen MaBe fiir die Garnele C. allmani, die weitgehend ein dhnliches Erndhrungsverhalten
zeigt (Allen 1960).

Es mull erwdhnt werden, da3 die in den Fiitterungsexperimenten aufgezeigten Unterschiede
zwischen den Enzymaktivititen zwar eine Tendenz widerspiegeln, jedoch nicht als signifikant
betrachtet werden konnen. Ausgedehntere Fiitterungsexperimente mit einer erheblich héheren
Anzahl an Versuchstieren wiren sinnvoll, konnten jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefiihrt werden.

Das Protein- bzw. das Enzymspektrum ausgewéhlter Rohextrakte wurde anschlieBend durch
eine Substrat-SDS- und SDS-PAGE dargestellt.

Das Hauptziel der gelelektrophoretischen Auftrennung der einzelnen Rohextrakte bestand
darin, mdgliche Unterschiede im proteolytischen Enzymspektrum als Reaktion auf das unter-
schiedliche Nahrungsangebot durch einen Vergleich der Aktivititsbanden darzustellen. Die
Ergebnisse der Gelelektrophorese verdeutlichen, dafl offensichtlich durch den Einfluss
karnivorer und herbivorer Nahrung bzw. durch eine Hungersituation bei den untersuchten
Arten keine signifikanten Unterschiede im Muster der Aktivititsbanden hervorgerufen
werden. Fiir die Extrakte, die eine geringe Trypsin-Aktivitit hatten, konnten trotz
vorhandener Gesamtproteinase-Aktivitidt in diesem Fall keine deutlichen Aktivititsbanden
identifiziert werden. Hier deutet sich erneut ein methodisches Problem an, daf3 schon bei der
Darstellung der Chromatographie-Fraktionen erwéhnt wurde. Durch den hohen pH-Wert des
Puffersystems bei der Gelelektrophorese konnen Proteinasen mit einem pH-Optimum im
sauren Bereich einen GroBteil ihrer Aktivitit verlieren. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, daB3 bei den Nordseegarnelen mit geringen Trypsin-Aktivititen der Haupteil der
Proteinase-Aktivitdt durch eine oder mehrere Cysteinproteinase/n hervorgerufen wird, die ein
pH-Optimum zwischen pH 5,0 und 6,0 zeigen.

Erginzend zu den bisher gewonnenen Ergebnissen bestétigt die Darstellung der Aktivitits-
banden durch die Substrat-SDS-PAGE jedoch noch einmal, dafl die Tiere mit erhdhten
Trypsin-Aktivititen neben der prominenten Trypsinform um 20 kDa ein breites Spektrum von

Proteinasen besitzen, von denen einige trypsindhnliche Serinproteinasen sind.
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4.6 Schlufbetrachtung und Ausblick

Die Nordseegarnelen C. crangon und C. allmani sind vor allem karnivore Rauber und be-
vorzugen, so lange die natiirlichen Bedingungen dies gewihrleisten, energetisch hochwertige
tierische Nahrung. Dariiber hinaus zeichnen sich beide Arten jedoch durch ein breites Nah-
rungsspektrum aus, dafl auch pflanzliche Nahrung einschliet. Diese Nahrungsbreite ver-
deutlicht die Fahigkeit der Garnelen, sich an wechselnde Erndhrungsbedingungen anzupassen.
Die dafiir notwendige Flexibilitdt der Erndhrungsstrategie konnte durch die Fihigkeit zur

Enzymregulation gegeben sein.

Fiitterungsexperimente mit der Nordseegarnele C. crangon deuten darauf hin, daBl die
biologische Ursache fiir die ungewohnlich geringen Trypsin-Aktivitidten bzw. fiir die wenigen
hohen Aktivititen in einer Anpassung der Tiere an spezifische Erndhrungsbedingungen und
einer unterschiedlichen enzymatischen Nahrungsnutzung begriindet sein konnten.

C. crangon zeigte nach rein herbivorer Erndhrung mit Mikroalgen eine tendenziell hohere
spezifische Trypsin-Aktivitdt als nach rein karnivorer Erndhrung. Der Anstieg der Trypsin-
Aktivitdt konnte als assimilatorische Anpassung an die pflanzliche Nahrung verstanden
werden, bei der der geringe Proteingehalt der Algen durch eine hohe Enzymaktivitit bei
gleichzeitig hoher Ingestitionsrate und kurzer Retentionszeit der Nahrung kompensiert wird.
Im Gegensatz dazu konnte die geringere Trypsin-Aktivitit bei der Verwertung energetisch
hochwertiger tierischer Nahrung durch verlidngerte Retentionszeiten der Nahrung kompensiert

werden.

Um die in dieser Arbeit aufgezeigten Tendenzen und das daraus abgeleitete Erklarungsmodell
zu bestitigen, sind weiterfiihrende Versuche zum Einfluss qualitativ unterschiedlicher
Nahrung notwenig. Dariliber hinaus miifiten weitere mogliche biologische Ursachen fiir die
ungewohnlich geringen Trypsin-Aktivititen der Nordseegarnelen, die im Rahmen dieser

Arbeit nicht durchgefiihrt werden konnten, beriicksichtigt werden.

e Welchen Einfluss haben zum Beispiel natiirliche endogene und exogene Inhibitoren auf
die Enzymaktivitit und wie werden sie reguliert ?

e Wird die Enzymaktivitdt moglicherweise durch physiologische Verdnderungen, im Zuge
der Reproduktion, beeinfluf3t?

e Welche Rolle spielen eventuell hormonelle Regulationsmechanismen?

Auf der Grundlage der ungewohnlichen Héufigkeitsverteilung unterschiedlicher Trypsin-
Aktivititen und den daraus resultierenden Fragestellungen konnten die Nordseegarnelen
C. crangon und C. allmani als Modellorganismen fiir die Untersuchung zur Expression von

Serinproteinase bei Crustaceen dienen.
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Erginzend zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten quantitativen und qualitativen enzyma-
tischen Untersuchungen der Gesamtproteinase sowie einzelner Proteinasen und Peptidasen
sollten weitere Verdauungsenzyme der Nordseegarnelen untersucht werden. Insbesondere im
Hinblick auf cathepsindhnliche Cysteinproteinasen, die den Grofteil der Gesamtproteinase-
Aktivitit bilden, sind weiterfiihrende enzymatische Untersuchungen nétig.

Neben den Nordseegarnelen wire es erstrebenswert, andere Arten in die Untersuchungen mit
einzubeziechen. Bei der zunehmenden Bedeutung mariner Aquakulturtechnologien wire es
hilfreich, auf der Grundlage von Erkenntnissen iiber das verdauungsphysiologische Potential
der Nordseegarnelen und das anderer Arten Hinweise liber mogliche 6kologische Bediirfnisse
der Arten zu erhalten. Diese Hinweise konnten bei der Auswahl geeigneter Zuchtorganismen

fiir die Aquakultur sowie bei der Optimierung bestehender Anlagen hilfreich sein.
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5. Zusammenfassung

Die Nordseegarnele C. crangon nimmt in der Nordsee vor allem im Wattenmeer eine zentrale
okologische Rolle ein. Nach C. crangon ist die nahverwandte Garnele C. allmani die zweit-
haufigste Art der Gattung in der Nordsee. Beide Arten sind in der Lage sich an unter-
schiedliche Zusammensetzungen der benthischen Gemeinschaft und an wechselnde
Erndhrungsbedingungen anzupassen. Uber die ernihrungsphysiologischen Grundlagen dieser

Anpassungsfahigkeit ist jedoch nur sehr wenig bekannt.

Vorldufige Untersuchungen an der Nordseegarnele C. crangon und C. allmani ergaben un-
gewohnlich geringe Trypsin-Aktivitdten bei gleichzeitig relativ hoher Gesamtproteinase-
Aktivitdt. Trypsin ist bei den meisten dekapoden Crustaceen das proteolytische
Hauptverdauungsenzym und wird i.a. in grolen Mengen und hiufig in mehreren Isoformen

synthetisiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden an Mitteldarmdriisenextrakten der dekapoden Garnelen
C. crangon und C. allmani quantitative und qualitative Untersuchungen proteolytischer Ver-
dauungsenzyme durchgefiihrt. Nachdem die Reaktionsbedingungen des Testverfahrens
optimiert wurden, wurde die Aktivitdt der Gesamtproteinase quantifiziert. Es konnte zunéchst
bestdtigt werden, dal die Nordseegarnelen eine hohe spezifische Proteinase-Aktivitit auf-
wiesen, wie sie fiir zahlreiche dekapode Crustaceen typisch ist. Im Vergleich mit ver-
schiedenen anderen Crustaceen ergaben sich keine signifikanten Aktivitdtsunterschiede. Der
tiberwiegende Teil dieser Proteinase-Aktivitdit wurde jedoch durch Cysteinproteinasen her-
vorgerufen, wihrend kaum ein Anteil an Serinproteinasen zu verzeichnen war.

Im AnschluB3 erfolgte die Quantifizierung der Trypsin-Aktivitit. Im Vergleich mit den
anderen Crustaceen-Arten, fiir die eine vergleichbar hohe Aktivitit der Gesamtproteinase
festgestellt wurde, zeigten C. crangon und C. allmani ungewohnlich geringe spezifische
Trypsin-Aktivititen. Anhand einer fiir beide Arten aufgestellten Haufigkeitsverteilung der
unterschiedlichen Trypsin-Aktivititsniveaus wurde deutlich, da der Grofiteil der
untersuchten Tiere sehr niedrige Trypsin-Aktivititen aufwies.

Einige wenige Tiere beider Arten hatten jedoch erhdhte, zum Teil betréchtlich hohe
Aktivitéten.

Die Untersuchung chromatographisch aufgetrennter Mitteldarmdriisenextrakte von Tieren mit
geringer spezifischer Trypsin-Aktivitit bestitigte die Ergebnisse der quantitativen Enzym-
bestimmungen. Die Chromatogramme beider Arten zeigten eine ausgeprigte Proteinase-
Aktivitit und ein  dhnliches Eluierungsmuster der Proteinasen. Durch den
Cysteinproteinaseinhibitor E 64 konnte insbesondere in den Fraktionen maximaler Proteinase-
Aktivitdt bis zu 90 % der Aktivitdt inhibiert werden, wéhrend der Serinproteinaseinhibitor
AEBSF die Proteinase-Aktivitit kaum beeinflulte. Erginzend zu dem hohen Anteil der
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Cysteinproteinasen trat in den Chromatogrammen bei beiden Arten eine ausgeprigte
Cathepsin-L-Aktivitit auf.

In Extrakten von C. crangon und C. allmani mit hoher spezifischer Trypsin-Aktivitdt konnte
sowohl eine deutliche Trypsin-Aktivitdt als auch eine Chymotrypsin-Aktivitdt aufgetrennt

und analysiert werden.

Durch eine SDS-Gelelektrophorese konnten Proteinasen in einem Grofenbereich zwischen 18
und 48 kDa aufgetrennt werden. Der GroBteil der Gesamtproteinase-Aktivitdt in Extrakten
mit geringen Trypsin-Aktivititen wurde durch eine Cysteinproteinase von 21 kDa
reprasentiert. In Extrakten mit erhdhten Trypsin-Aktivitdten konnte fiir beide Arten eine
Trypsinform von 20 kDa identifiziert werden. Desweiteren konnten in diesen Extrakten
insgesamt sieben weitere trypsindhnliche Serinproteinase nachgewiesen werden, von denen

wahrscheinlich drei Chymotrypsinformen sind.

Anhand von Fiitterungsexperimenten wurde der Einfluss qualitativ unterschiedlicher Nahrung
auf die Zusammensetzung des proteolytischen Enzymspektrums von C. crangon untersucht.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal die Ursache fiir die ungewdhnlich geringen Trypsin-
Aktivititen bzw. fiir die wenigen hohen Aktivititen in einer Anpassung der Tiere an
spezifische Erndhrungsbedingungen und einer unterschiedlichen enzymatischen Nahrungs-
nutzung begriindet sein konnten.

C. crangon zeigte nach rein herbivorer Erndhrung mit Mikroalgen eine tendenziell hohere
spezifische Trypsin-Aktivitét, als nach rein karnivorer Erndhrung. Der Anstieg der Trypsin-
Aktivitit konnte als enzymatische Anpassung an die pflanzliche Nahrung verstanden werden,
bei der der geringe Proteingehalt der Algen durch eine hohe Enzymaktivitét bei gleichzeitig
hoher Ingestitionsrate und kurzer Retentionszeit der Nahrung kompensiert wird.

Im Gegensatz dazu konnte die geringere Trypsin-Aktivitit bei der Verwertung energetisch
hochwertiger tierischer Nahrung durch verlidngerte Retentionszeiten der Nahrung kompensiert
werden. Diese Fihigkeit zur Anpassung der Enzymaktivititen an wechselnde Erndhrungs-
bedingungen konnte die Grundlage fiir eine hohe Flexibilitdt der Erndhrungsstrategie und

damit eine Erkldrung fiir das breite Nahrungsspektrum der Nordseegarnelen sein.
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