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Zusammenfassung 

Zusammenfassung 

Makroalgen der Polarregionen sind nicht nur andauernder KÃ¤lte sondern auch 

der Gefahr des Gefrierens ausgesetzt. Die Anpassung polarer Algen an ihr 

extrem kaltes Habitat kÃ¶nnt auf biochemischen Eigenschaften ihrer Enzyme 

selbst und 1 oder auf die Synthese bestimmter Schutzstoffe wie Dimethyl- 
sulfoniumpropionat (DMSP), Prolin und Saccharose beruhen. Bei niedrigen 

Temperaturen wurde die AktivitÃ¤ ausgewÃ¤hlte Enzyme und die Reaktion auf die 

Zugabe potentieller Gefrierschutzsubstanzen untersucht. 
Aus der GrÃ¼nalg Acrosiphonia arcta beider Polarregionen wurden Enzyme 

verschiedener Stoffwechselwege isoliert. SchwerpunktmÃ¤ÃŸ wurde die cytoplas- 

matische Malatdehydrogenase (MDH) aus dem Citratzyklus und die Glucose-6- 

phosphat-dehydrogenase (G6P-DH) aus dem oxidativen Penthosephosphatzyklus 

extrahiert und durch AmmoniumsulfatfÃ¤llunge angereichert. Die Enzymeigen- 

schaffen bei niedrigen Temperaturen wurden anhand des Temperaturoptimums, 
der Aktivierungsenergie (Ea), der Michaelis-Konstante (Km) sowie der maximalen 

Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) charakterisiert. 

In vifro lagen die Temperaturoptima der Enzyme mit 30Â° deutlich Ã¼be dem 

Wachstumsoptimum von A. arcfa (zwischen OÂ° und 10Â°C) Die Aktivierungs- 

energie der MDH wurde nach Akklimatisation an tiefe Temperaturen (0%) 

reduziert. Diese Modifikation muÃ als eine quantitative Strategie gesehen werden, 

um die katalytische Effizienz der MDH zu steigern. Die G6P-DH zeigte diese 

Strategie dagegen nicht, hier lagen die Aktivierungsenergien der OÂ°C-Kulture 
hÃ¶he als die der 1 OÂ°C-Kulturen Die MDH aus den kÃ¤lteakklimatisierte Kulturen 

(OÂ°C wiesen zwischen -2OC und OÂ° die hÃ¶chst SubstrataffinitÃ¤ (Km = 18,5 FM) 

auf, die mit ansteigenden Temperaturen (40Â°C deutlich abnahm (Km = 109 FM). 

Die hohe SubstrataffinitÃ¤ der MDH bei niedrigen Temperaturen fÃ¼hrt zu einem 

Ausgleich in der Katalysegeschwindigkeit (modulierte Strategie). Der Km-Wert der 

G6P-DH blieb im Temperaturbereich zwischen 30Â° und 5OC nahezu konstant 

(Km = 1,3 mM) und stieg bei -2OC auf den dreifachen Wert an. Somit wurde bei - 
niedrigen Temperaturen kein Ausgleich in der Katalysegeschwindigkeit fest- 

gestellt. 

Nicht nur die Ã„nderun der biochemischen Eigenschaften, sondern auch die 

QuantitÃ¤ der Enzyme kann eine Apassung an niedrige Temperaturen darstellen. 

Die Proteinkonzentration von A. arcfa stieg mit abnehmender Temperatur an und 

kÃ¶nnt somit auf eine quantitative Anpassung der beiden Enzyme hindeuten. 

Insgesamt konnten fÃ¼ die MDH aus A. arcfa mehrere Anpassungsstrategien an 

tiefe Temperaturen belegt werden, fÃ¼ die G6P-DH dagegen wird nur eine 

quantitative Anpassung angenommen. 
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Um den Beitrag der von A. arcta synthetisierten organischen Osmolyte DMSP, 

Prolin und Saccharose an der KÃ¤lteadaptatio abzuschÃ¤tzen wurde die 

Wechselwirkung einzelner Osmolyte mit den Enzymen MDH und G6P-DH unter- 

sucht und anhand der Ã„nderun der Km- und Vmax-Werte charakterisiert. 

FÃ¼ die G6P-DH konnte in vitro eine Schutzwirkung durch DMSP, Prolin und 
Saccharose bei niedrigen Temperaturen (-2OC) belegt werden. Alle drei 

Substanzen bewirkten bei diesem Enzym eine Senkung des Km-Wertes sowie 

eine leichte ErhÃ¶hun der Reaktionsgeschwindigkeit. Dies fÃ¼hr bei nicht- 

sÃ¤ttigende Substratbedingungen zu einem Ausgleich der Katalysege- 
schwindigkeit. Bei der MDH dagegen war die Wirkung der Substanzen bei 

niedrigen Temperaturen uneinheitlich. WÃ¤hren DMSP und Prolin zu keiner 
BeeintrÃ¤chtigun der EnzymaktivitÃ¤ fÃ¼hrten wurde diese mit steigenden 

Saccharosekonzentrationen (600 mM) um das 1,9 fache inhibiert. Die Enzym- 

Substrat-AffinitÃ¤ der MDH wurde durch Prolin erhÃ¶ht durch DMSP und 

Saccharose dagegen nur unwesentlich beeinfluÃŸt Als Schutzstoff fÃ¼ die MDH ist 
somit nur Prolin eindeutig zu klassifizieren. Allerdings wird auch eine 

Schutzwirkung des DMSP fÃ¼ die MDH in vivo als wahrscheinlich angenommen. 

Die kryoprotektive Wirkung von DMSP, Prolin und Saccharose wurde anhand des 

Modellenzyms Lactatdehydrogenase (LDH, Schweinemuskel) getestet, das 

aufgrund seiner KÃ¤ltelabilitÃ als besonders geeignet erschien. FÃ¼ alle drei 

Substanzen konnte in physiologisch relevanten Konzentrationen (50 bis 200 mM) 

eine kiyoprotektive Wirkung nach Schockgefrieren in flÃ¼ssige Stickstoff und 
anschlieÃŸende Wiederauftauen belegt werden. Hinsichtlich des Schutzgrades 

nahm DMSP dabei eine herausragende Stellung ein. DMSP stabilisierte die LDH 

nicht nur, sondern fÃ¼hrt in hÃ¶here Konzentrationen (300 mM) sogar zu einer 

Stimulierung der AktivitÃ¤t 

Die Untersuchungen dieser Arbeit konnten zeigen, daÂ DMSP, Prolin und 

Saccharose nicht nur als Osmolyte bei SalzstreÃŸ sondern auch als Schutzstoffe 

gegen die temperaturinduzierten StreÃŸforme KÃ¤lt und Gefrieren gelten kÃ¶nnen 

Das AusmaÃ sowie die Art und Weise der Schutzwirkung variierten allerdings in 

AbhÃ¤ngigkei sowohl von der jeweiligen Substanz als auch von der Natur des 

Enzyms. 
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Summary 

Polar macroalgae are not only exposed to permanent cold but may also be 

damaged from complete freezing on a cellular level. In macroalgae of the polar 

regions, biochemical properties of the enzyme systems and 1 or the presence of 

protective substances such as dimethylsulfoniopropionate (DMSP), proline and 

sucrose may be of major importance to survive extreme environmental conditions. 
This study investigated selected enzymes for their activities under low 

temperature and their response to additions of potential antifreeze substances. 

Cytoplasmatic malate dehydrogenase (MDH), which is involved in the citric acid 
cycle, and glucose-6-phospate dehydrogenase (G6P-DH), an enzyme in the 

oxidative Pentose phosphate pathway, were extracted and partially enriched by 

ammonium sulfate precipitation from Acrosiphonia arcfa (Chlorophyta). 

Temperature optima, apparent energy of activation (Ea), enzyme activity (Vmax) 

and the Michaelis constant (Km) characteristics were determined for both enzymes 

in isolates from arctic and antarctic locations. 
In vitro temperature optima for both enzymes were at 30Â°C which is in contrast to 

the preferred growing temperatures of OÂ° to 10Â° in A. arcfa. After adaptation of 
specimen to low temperatures (OÂ°C) the Es of MDH was reduced in both isolates. 

This could be explained as a quantitative strategy to increase the catalytic 

efficiency of MDH. However, the Ea of G6P-DH increased in OÂ° adapted cultures 

compared to cultures grown at 10Â°C Substrate affinity of MDH from cold accli- 

mated cultures (OÂ°C was high at temperatures of -2OC to OÂ° (Km = 18,5 FM). The 

Km value increased to a maximum of 109 pM at 40Â°C The high substrate affinity 
of MDH at low temperatures indicates a compensation of reduced metabolic 

turnover at these temperatures (modulated strategy). The Km of G6P-DH 

remained almost constant in a temperature range of 30Â° to 5OC 

(Km = 1,3 mM) while at -2OC the Km increased by three times. Therefore, at low 

temperatures the catalysis of G6P-DH was not compensated. 

Not only enzyme biochemistry but also enzyme quantity may be a function of low 

temperature. In this study protein concentration of A. arcta increased at low tem- 
perature which points to a quantitative adaptation of both enzymes investigated. 

With respect to MDH it was possible to indicate various adaptation mechanisms to 

cold temperatures, whereas for G6P-DH only a quantitative adaptation may exist. 

The organic osmolytes DMSP, proline and sucrose were tested for their contri- 

bution of cold adaptation in MDH and G6P-DH. The interaction of these enzymes 

with the organic osmolytes were characterized due to the variations in Km and 

Vmax values, At low temperatures (-2OC), for G6P-DH the in vitro addition of the 

organic osmolytes resulted in a decrease of Km and a small increase of Vmax. 



Summary 

This results in a compensation of the rate of enzymatic reaction at unsaturated 
Substrate conditions and points to protective effects of all osmolytes investigated. 

In contrast, DMSP and proline did not affect enzyme activity of MDH but high 
concentrations of sucrose (600 mM) resulted in 1,9-fola inhibition of enzyme 

activity. However, proline addition resulted in a decreased Km for MDH, whereas 

the effects of DMSP and sucrose additions in MDH activity were insignificant. 

Therefore, only proline could be classified as a protective substance for MDH. 
Nevertheless, a protective function of DMSP for MDH at low ternperatures may be 

possible in vivo. 

To compare the results obtained with enzymes from A. arcta, the effect of organic 

osmolytes on the cold sensitive enzyme lactate dehydrogenase (LDH) from pig 
muscle was investigated. DMSP, proline und sucrose added at physiologically 

relevant concentrations (50 to 200 mM) conserved LDH activity after shock 

freezing in liquid nitrogen. Concerning the extent of protection, DMSP exhibited 

intriguing funktion: DMSP did not only stabilize LDH activity but additions did also 

result in activity stimulation at concentrations above 300 mM. 

This study verified DMSP, proline and sucrose not only as osmolytes but also as 
compounds with cryoprotective properties at various kinds of temperature stress 

through chilling and freezing. The mechanisms and extend of the protective 

effects are not general but specific and exhibited high enzyme specificy as well. 

VIII 



Einleituna 

1. Einleitung 

TemperaturÃ¤nderunge haben einen fundamentalen EinfluÃ auf den Metabolis- 

mus von Algen, da viele Prozesse, insbesondere enzymatisch katalysierte Reak- 
tionen, stark temperaturabhÃ¤ngi sind (LOBBAN et al. 1985). Die Geschwindigkeit 

der Stoffwechselreaktionen sowie biochemischen Strukturen und Ultrastrukturen 

werden entscheidend durch die Temperatur bestimmt (HOCHACHKA und SOMERO 
1980). Bei suboptimalen Temperaturen laufen physiologische Prozesse im allge- 

meinen langsamer ab oder kommen ganz zum Erliegen (FRANKS 1986). Somit 

beeinfluÃŸ die Temperatur nachhaltig den physiologischen Zustand von Algen. 

DarÃ¼be hinaus wird die Verbreitung einer Algenspezies maÃŸgeblic durch deren 
Temperaturtoleranz determiniert. Die Verbreitungsgrenzen werden durch die 

jeweilige obere und untere Letaltemperatur sowie den Temperaturbedarf fÃ¼ 

Reproduktion und Wachstum bestimmt (BISCHOFF und WIENCKE 1994). 

Die Polarmeere sind durch extrem variierende LichtintensitÃ¤ten saisonal fluktuie- 

rende TageslÃ¤nge und durch niedrige Wassertemperaturen zumeist in einem 
Bereich von - 1,8 'C bis 2 'C (in flachen GewÃ¤sser bis 10 'C) charakterisiert 

(KIRST und WIENCKE 1995). Diese Regionen zeichnen sich demnach durch relativ 

konstante tiefe Temperaturen aus. Die Energie der im Sommer einfallenden 

Sonneneinstrahlung wird nicht zur ErwÃ¤rmun der Ozeane, sondern fast aus- 

schlieÃŸlic zum Abschmelzen des Meereises verbraucht (VINCENT 1988). Die 

KÃ¼ste der Polarregionen sind vom Sublitoral bis ins Supralitoral hinein von 

benthischen Makroalgen besiedelt. Die sublitoralen Arten leben bezÃ¼glic der 

Umweltfaktoren Temperatur und SalinitÃ¤ in einem relativ stabilen Bereich. Da die 

polaren GewÃ¤sse auÃŸerde ganzjÃ¤hri durch hohe NÃ¤hrstoffgehalt gekenn- 

zeichnet sind, wird der Stoffwechsel dieser Makroalgen hauptsÃ¤chlic durch die 

LichtintensitÃ¤ und die Photoperiode beeinfluÃŸ (WIENCKE 1990 a,b). Auch im 

Winter, wenn eine 1 bis 4 m dicke Eisschicht dem Wasser auflagert, sind diese 

Algen nicht der Gefahr des Einfrierens ausgesetzt (LÃœNIN 1985). Im Gegensatz 

zu den sublitoralen Arten mÃ¼sse die Algen des Eulitorals durch periodisches 

Trockenfallen und anschlieÃŸende Ãœberflutun wesentlich grÃ¶ÃŸe Schwan- 

kungen der abiotischen Faktoren SalinitÃ¤t Licht und Temperatur bis hin zum 

Einfrieren Ã¼berstehen 

Die WiderstandsfÃ¤higkei der Organismen gegen KÃ¤lt ist somit ein wesentliches 
Charakteristikurn der Ã–kosystem hoher Breiten. In der arktischen Region ertrÃ¤g 

:.B. Fucus vesiculosus monatelanges Einfrieren bei Temperaturen bis -40 'C 

(GESSNER 1970). 
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Die polaren Eulitoralzonen werden vor allem von annuellen GrÃ¼nalge dominiert, 

die hauptsÃ¤chlic wÃ¤hren des FrÃ¼hjahr und Sommers wachsen, wie z.B. die in 

dieser Arbeit untersuchte Acrosiphonia arcfa. Solche Arten werden in der Literatur 

als "season responders" (sogenannte Opportunisten) bezeichnet, die nur dann 

wachsen, wenn die AuÃŸenbedingunge gÃ¼nsti sind (WIENCKE 1995). 

In den letzten Jahren sind einige zusammenfassende Arbeiten zum 

Temperaturbedarf des Wachstums sowie der Temperaturtoleranz von polaren 

Algen beider HemisphÃ¤re erschienen, die auch im Zusammenhang mit der 

Klimageschichte diskutiert werden (DUNTON 1992, WIENCKE et al. 1994, CLAYTON 

1994, BISCHOFF und WIENCKE 1995). Okophysiologisch konnten diese Unter- 

suchungen belegen, daÂ die Wachstumsmuster der polaren benthischen 

Makroalgen gut an die tiefen Temperaturen und den saisonalen Wechsel des 

Unterwasser-Lichtregimes adaptiert sind (Zusammenfassung in KIRST und 

WIENCKE 1995). Sowohl arktische als auch antarktische Spezies erreichen ihre 

maximalen Wachstumsraten bei niedrigeren Temperaturen als temperierte Algen, 

wobei antarktische Spezies einen geringeren Temperaturbedarf als die der Arktis 

haben. Nach WIENCKE et al. (1994) sind diese Unterschiede auf die unter- 

schiedlich lange Kaltwassergeschichte der beiden Polarregionen zurÃ¼ckzufÃ¼hre 

WÃ¤hren die Antarktis seit mindestens 14 Millionen Jahren durch tiefe Wasser- 

temperaturen charakterisiert ist, trifft dies fÃ¼ die Arktis erst seit ungefÃ¤h 2 bis 

3 Millionen Jahren zu (LUNING 1985, HEMPEL 1987). 

Die Besiedlung der Kaltwassergebiete durch Algen wurde erst durch die evolutio- 

nÃ¤r Entwicklung molekularer Prozesse mÃ¶glich die es insbesondere der 

Photosynthese erlaubten, auch bei niedrigen Temperaturen weitgehend "normal" 

zu funktionieren (DESCOLAS-GROS und DE BILLY 1987). Die Mechanismen einer 

Adaptation an kalte Klimate wurden vorwiegend an hÃ¶here Pflanzen, aber auch 

an Algen untersucht (TEER1 1980, Ã–QUIS 1983, GRAHAM und PATTERSON 1982, 

RAVEN und GEIDER 1988). Bei ektothermen Organismen sind unter anderem die 

Produktion und Aktivierung neuer sowie modifizierter Enzyme als adaptive 

Prozesse bekannt (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Dennoch ist man weit davon 

entfernt, die Frage vollstÃ¤ndi beantworten zu kÃ¶nnen welche Mechanismen die 

Algen der Polarregionen entwickelt haben, um bei tiefen Temperaturen zu Ã¼berle 

ben (WIENCKE 1995). 

Ãœbe die hohe KÃ¤lteanpassun hinaus mÃ¼sse die Algen der polaren 

Gezeitenzone, im Gegensatz zu den sublitoralen Arten, auch eine Resistenz ge- 

genÃ¼be dem Einfrieren aufzeigen. Wie Landpflanzen aus Gebieten mit einem 

Jahreszeitenklima, so erwerben auch Keimlinge und ausgewachsene Thalli von 

z.B. eulitoralen Fucus-Arten eine FrosthÃ¤rte wenn sie einige Tage Temperaturen 

um 0 'C ausgesetzt sind (BIRD und MCLACHLAN 1974). An Algen der 
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Gezeitenzone lÃ¤Ã sich nachweisen, daÂ die Gefriertoleranz eng mit der vertika- 

len Abundanz im natÃ¼rliche Habitat korreliert. Algen, die weit oben im 

KÃ¼stenstreife wachsen, sind toleranter als Spezies, die im unteren Bereich 

wachsen (DAVISON et al. 1989, DUDGEON et al 1989, 1990). Ein Ã¤hnliche Bild er- 

gibt sich fÃ¼ die Austrocknungstoleranz (DRING und BROWN 1982). 

ZusÃ¤tzlic zum KÃ¤ltestre kommt beim Gefrieren die Gefahr der Dehydratation 

oder intrazellulÃ¤re Eisbildung hinzu. FÃ¼ einen Organismus, der Temperaturen 

unter dem Gefrierpunkt ertragen muÃŸ wie z.B. beim Trockenfallen der polaren 

A. arcta, ist es lebensnotwendig, ein Gefrieren des Zellwassers und damit den 

Zelltod zu vermeiden. 

WÃ¤hren des Einfrierens bildet sich zunÃ¤chs in den Interzellularen sowie zwi- 

schen Zellwand und Protoplast extrazellulÃ¤re Eis, wodurch die Zelle partiell 

dehydriert wird. Dadurch werden die gelÃ¶ste Stoffe im Zellwasser aufkonzentriert 

und so das tÃ¶dliche intrazellulÃ¤r Gefrieren verzÃ¶gert Diese Aufkonzentrierung 

der gelÃ¶ste Substanzen, Ãœberwiegen von Salzen, kÃ¶nnt jedoch toxisch fÃ¼ die 

Zelle sein (FRANKS 1985). Um solche SchÃ¤digungen inbesondere der Proteine 

und Membranen, zu verhindern, werden von einigen Organismen bestimmte 

Schutzsubstanzen (Kryoprotektoren) synthetisiert. Diese Substanzen kÃ¶nne 

zwar auch den Gefrierpunkt herabsetzen, in erster Linie schÃ¼tze sie die Proteine 

jedoch gegen Denaturierung, indem sie den osmotisch bedingten Ausstrorn des 

Zellwassers in den extrazellulÃ¤re Raum vermindern. 

Algen, die nahe dem Gefrierpunkt leben, sind ebenfalls aufgrund einer 

KÃ¤ltelabilitÃ der hydrophoben Wechselwirkungen ihrer Proteine der Gefahr aus- 

gesetzt, daÂ einige wichtige Stoffwechselwege inaktiviert werden. So verlieren 

viele Enzyme bei niedrigen Temperaturen ihre TertiÃ¤r und 1 oder QuartÃ¤rstruktu 

(HOCHACHKA und SOMERO 1980). Bei Proteinuntersuchungen in vitro konnte ge- 

zeigt werden, daÂ durch Zugabe von Kryoprotektoren, wie z.B. Glycerin und 

Saccharose, die hydrophoben Wechselwirkungen stabilisiert wurden (SUELTER 

1990). Demnach kÃ¶nne Kryoprotektoren nicht nur die Gefrierresistenz bzw. 

-Toleranz unterstÃ¼tzen sondern bereits bei niedrigen Temperaturen (oberhalb 

des Gefrierpunktes) stabilisierend auf Proteine wirken. Hinsichtlich dieser 

Funktion kÃ¶nnt man bestimmte Kryoprotektoren nicht nur als Gefrier-, sondern 

schon als KÃ¤lteschutzsubstanze bezeichnen. WÃ¤hren der KÃ¤lteanpassun 

werden bereits verschiedene kryoprotektive Substanzen akkumuliert (FRANKS 

1986). Zusammenfassend lassen sich die genannten, eng miteinander 

verbundenen Funktionen der Kryoprotektoren wie folgt charakterisieren (SCHLEE 

1986): 
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- Kryoprotektoreri verhindern unspezifisch das Erreichen kritischer Konzentra- 

tionen von toxischen Verbindungen, die zur Inaktivierung wichtiger Zellstruk- 

turen z.B. der Membranen fÃ¼hre wÃ¼rden 
- Kryoprotektoren beeinflussen direkt und spezifisch die kÃ¤ltesensitive Struk- 

turen wie Membranen, Proteine und Enzyme. 

Zu den bisher als Kryoprotektoren bekannten Verbindungen zÃ¤hle Zucker (z.B. 

Saccharose, Abb. I), Zuckerderivate (z.B. Sorbitol, Mannitol, a-Galactosyl- 

glycerol), AminosÃ¤ure (2.B. Prolin, Abb.l), quartÃ¤r Ammoniumverbindungen 
Z .B .  Glycinbetain), Polypeptide und einige Proteine (HEBER und SANTARIUS 

1973, 1976, FRANKS 1986, ROSAS et al. 1986, HINCHA et al. 1990, SANTARIUS 
1991, 1992). Viele dieser kryoprotektiven Substanzen spielen nicht nur bei KÃ¤lt 

eine Rolle, sondern werden von den Algen auch bei anderen StreÃŸfaktore wie 
z.B. hohen SalinitÃ¤te oder Austrocknung synthetisiert bzw. akkumuliert. So wird 

z.B. das bei hÃ¶here Pflanzen als Kryoprotektor bekannte Prolin (FRANKS 1986) 

von Algen auch hÃ¤ufi als Osmolyt bei SalzstreÃ synthetisiert (BISSON und KIRST 
1995). Prolin und andere, bei hohen SalinitÃ¤te akkumulierte organische 

Substanzen ersetzen die toxisch wirkenden Ionen im Cytoplasma (besonders 

Na+) und stellen so das osmotische Gleichgewicht wieder her, ohne selbst 

schÃ¤digen auf den Metabolismus zu wirken. Solche gut vertrÃ¤glichen lÃ¶sliche 
Verbindungen werden gemeinhin als kompatible Substanzen ("compatible 

solutes") bezeichnet (BROWN und SIMPSON 1972; BROWN 1976). Allgemein ver- 

steht man hierunter organische Osmolyte, die salzsensitive Enzyme auch in 

hohen Konzentrationen nicht in ihrer Funktion beeintrÃ¤chtige (BROWN 1976, 

YANCEY et al. 1982). Trotz ihrer recht unterschiedlichen chemischen Verbin- 

dungsklassen (z.B. Polyole, Zucker und AminosÃ¤uren zeigen kompatible 

Substanzen eine Reihe von Gemeinsamkeiten (KIRST 1994): 

- hohe LÃ¶slichkeit 
- LadungsneutralitÃ¤ (Nettoladung) bei physiologischem pH-Wert; 

- auch in hohen Konzentrationen ungiftig; 

- schneller Auf- und Abbau der Substanzen und Umsatz aus Reservestoffen. 

Die Annahme, daÂ kompatible Substanzen ausschlieÃŸlic osmotische Aufgaben 

Ã¼bernehmen wird ihrer wahren Bedeutung aber nicht gerecht. Eine Akkumulation 

kompatibler Substanzen wÃ¼rd dann zwar ein osmotisches Gleichgewicht schaf- 

fen, dennoch unterlÃ¤g das Cytoplasma bei hohen SalinitÃ¤ten wie auch beim 

GefrierstreÃŸ einem Zustand betrÃ¤chtlic reduzierter WasseraktivitÃ¤ (GALINSKI 

1992). Die Hydratation empfindlicher nativer Systeme wÃ¤r aber weiterhin beein- 

tr2chtigt. In der neueren Literatur wird daher vermutet, daÂ kompatible Sub- 
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stanzen eine stabilisierende Funktion auf den Zellmetabolismus ausÃ¼be und so 

bestimmte molekulare Eigenschaften verknÃ¼pf werden kÃ¶nne (GALINSKI 1995). 

Untersuchungen zum Salz-, Gefrier- und HitzestreÃ zeigten, daÂ die destabili- 

sierenden Effekte auf Enzyme in vifro durch kompatible Substanzen verringert 

werden (POLLARD und WYN JONES 1979, MANETAS et al, 1986, CARPENTER und 

CROWE 1988, CROWE et al. 1990, GALINSKI 1992). Es wird nun vermutet, daÂ alle 

genannten StreÃŸfaktore auch in vivo Ã¤hnlich physikalische Effekte haben, die 

zu einer SchwÃ¤chun der HydrathÃ¼ll fÃ¼hren Daher wird in der Literatur teilweise 

angenommen, daÂ kompatible Substanzen, wie sie auch von Algen hÃ¤ufi 

produziert werden, als universelle Schutzstoffe gelten kÃ¶nnen die dem 

Organismus bei unterschiedlichen StreÃŸsituatione Schutz bieten (GALINSKI 

1992,1995, BISSON und KIRST 1995). 

Prciin DMSP 

HOCH; 

Saccharose 

Abb. 1: Chemische Strukturen der von A wcfa bei hyperosmotischer Belastung angereicherten 
organischen Verbindungen Prolin, Dimethylsulfoniurnpropionat (DMSP) und 
Saccharose. 

Eine in den letzten Jahren immer wieder als kompatibl diskutierte Substanz ist die 

tertiÃ¤r Sulfoniumverbindung ÃŸ-Dimethylsulfoniumpropiona (DMSP, Abb. 1 ), die 

von einigen Mikro- und Makroalgen synthetisiert wird (ACKMAN et al. 1966, REED 
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1983a). DMSP ist die wichtigste biochemische Vorstufe der leicht flÃ¼chtige 

Schwefelverbindung Dimethylsulfid (DMS, ANDREAE 1990). Unter alkalischen 

Bedingungen zerfÃ¤ll das DMSP in DMS und AcrylsÃ¤ure Im OberflÃ¤chenwasse 

der Ozeane, KÃ¼ste und Ã„stuar ist DMS die quantitativ wichtigste gasfÃ¶rmig 

Schwefelverbindung (IVERSON et al. 1989). Das im groÃŸe Umfang von 

Phytoplankton und benthischen Makroalgen produzierte DMSP wird durch 

Zellysis, bakterielle AktivitÃ¤t "Grazing" von Zooplankton sowie enzymatische 

Spaltung zu DMS umgewandelt (CANTONI und ANDERSON 1956, ISHIDA 1968, 

DACEY und WAKEHAM 1986, NGUYEN et al. 1988, BELVISO et al. 1990, KIENE und 

SERVICE 1991). Ein Teil des im Meerwasser gelÃ¶ste DMS diffundiert in die 

marine AtmosphÃ¤r und wird dort photochemisch schlieÃŸlic zu Sulfat und 

Methansulfonat oxidiert (ANDREAE und RAEMDONCK 1983). Diese MolekÃ¼l 

wirken ihrerseits als Kerne bei der Aerosolbildung. Die jeweiligen Aerosolpartikel 

wiederum spielen eine wichtige Rolle als Kondensationskerne fÃ¼ Wasserdampf 

und begÃ¼nstige somit die Entstehung von Wolken, insbesondere in der sÃ¼d 

lichen HemisphÃ¤r (FOGELQVIST 1991). Die atmosphÃ¤risch Konzentration der 

Aerosolpartikel korreliert mit der Ausbildung mariner Stratuswolken und mit der 

globalen Albedo. Dieser WolkenbildungsprozeÃ kann entsprechend der Gaia- 
Theorie Wetter und Klima erheblich beeinflussen (CHARLSON et al. 1987, 

MONASTERSKY 1987, LOVELOCK 1988). 

DMSP wird hauptsÃ¤chlic von marinen Mikro- und Makroalgen; aber auch von 

einigen salztoleranten hÃ¶here Pflanzen synthetisiert (WHITE 1982, REED l983a, 

KELLER et al. 1989, KARSTEN 1990a, HANSON et al. 1994, PAQUET et al. 1994). Die 
FÃ¤higkei zur DMSP-Synthese bzw. Akkumulation ist jedoch nicht in allen Algen 

nachzuweisen. Innerhalb der Makroalgen enthalten die meisten GrÃ¼n und einige 

Rotalgen hohe DMSP-Konzentrationen (REED 1983a, 1983b, KARSTEN et al. 

1990a). Der intrazellulÃ¤r DMSP-Gehalt wird durch abiotische und biotische 

Faktoren wie Licht (KARSTEN et al. 1990b, 1991a), Salinitat (DICKSON et al. 1980), 

Temperatur (KARSTEN et al. 1992), NÃ¤hrstoff (GRÃ–N und KIRST 1992) und 

Seneszenz (MATRAI und KELLER 1993) beeinfluÃŸt Obgleich die metabolische 

Rolle des DMSP nicht vollstÃ¤ndi bekannt ist, ist seine Funktion als organisches 

Osmolyt fÃ¼ Mikro- und Makroalgen verschiedener taxonomischer Gruppen gut 

belegt (ACKMAN et al. 1966, VAIRAVAMURTHY et al. 1985, DICKSON und KIRST 

1986, EDWARDS et al. 1988, KARSTEN et al. 1991b). 

Eine Besonderheit des DMSP ist, daÂ es als SekundÃ¤rmetaboli und nicht, wie 

viele andere Osmolyte (z.B. Kohlehydrate, Zucker, Zuckeralkohole), als Haupt- 

Photosyntheseprodukt gebildet wird (KIRST 1990). Die Biosynthese des DMSP 

geht von der AminosÃ¤ur Methionin aus (cf. HANSON et al. 1994) und ist energe- 

tisch recht aufwendig, was zu der Vermutung fÃ¼hrte daÂ DMSP nicht ausschlieÃŸ 
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lieh als Osmolyt wirkt, sondern noch weitere physiologische Aufgaben Ã¼bernimmt 

In der Literatur werden mÃ¶glich Funktionen des DMSP als FraÃŸschut (KELLER 

et al. 1989), als Methylgruppendonator (WHITE 1982), als Speicherpool fÃ¼ Ã¼ber 

schÃ¼ssige Schwefel (VAN DIGGELEN et al. 1986) oder eine antibakterielle 

Wirkung seines Zerfallsproduktes AcrylsÃ¤ur (SIEBURTH 1961, BARNARD et al. 

1984) diskutiert. Diese Funktionen sind jedoch bisher eher Vermutungen denn 

belegt. 

Untersuchungen an polaren GrÃ¼nalgen insbesondere der Gattung Ulvales, 
zeigten signifikant hÃ¶her DMSP-Gehalte als entsprechende Spezies aus tempe- 

rierten und tropischen Regionen (KARSTEN 1990a, 1992, BISCHOFF et al. 1994). 

Als besonders wahrscheinlich wird daher eine kryoprotektive Wirkung des DMSP 

angenommen. Berechnungen konnten belegen, daÂ DMSP den intrazellulÃ¤re 
Gefrierpunkt herabsetzt und somit einen Gefrierschutz bewirken kÃ¶nnt (GRÃ–N 

1995). Dem hÃ¤l der Autor allerdings richtigerweise entgegen, daÂ eine Zelle, um 

einen effizienten Gefrierschutz gegen u.U. extreme Minusgrade zu erzielen, der- 

artige Mengen an DMSP synthetisieren mÃ¼ÃŸt daÂ osmotische Probleme die 
logische Folge wÃ¤ren Ein Gefrierschutz durch DMSP kann daher nicht allein auf 

dessen gefrierpunktreduzierender Wirkung beruhen, vielmehr mÃ¼ÃŸt noch wei- 

tere Schutzmechanismen hinzukommen. So gehen NISHIGUCHI und SOMERO 

(1992) davon aus, daÂ Proteine durch Interaktion mit DMSP stabilisiert und so 

geschÃ¼tz werden. Diese Untersuchungen wurden an der kÃ¤ltelabile Phospho- 

fructokinase aus dem Hasenmuskel gemacht und zeigten, daÂ DMSP die 
Destabilisierung des Ezyms bei KÃ¤lt verringert. Der Nachweis, ob dieser Effekt 

auch auf Enzyme aus Algen Ã¼bertragba ist, steht noch aus. 

1.1 Ziel und Fragestellung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war es, am Beispiel der GrÃ¼nalg A. arcta, zu untersuchen, 

inwiefern bestimmte Schutzstoffe (DMSP, Prolin und Saccharose) die gute 

Adaptation polarer Algen an ihr extrem kaltes Habitat unterstÃ¼tzen 

Hierzu wurden zunÃ¤chs aus unterschiedlich akklimatisierten A. arcta SchlÃ¼ssel 

enzyme verschiedener Stoffwechselwege isoliert. Diese Enzyme waren die 

cytoplasmatische Malatdehydrogenase (MDH) aus dem Citratzyklus, die Glucose- 

6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) aus dem oxidativen Penthosephosphat- 

zyklus und die Pyruvat-Kinase (PK) aus der Glykolyse. 

Sodann war die Frage zu klÃ¤ren ob die Adaptation der Algen an niedrige 

Temperaturen auf biochemischen Eigenschaften des Enzyms selbst beruht. Die 

Enzymeigenschaften wurden anhand des Temperaturoptimums, der Aktivierungs- 
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energie (Ea), der Michaelis-Konstante (Km) sowie der maximalen Reaktions- 

geschwindigkeit (Vmax) charakterisiert. FÃ¼ diese Untersuchungen wurden Isolate 

beider Polarregionen herangezogen, da mÃ¶glicherweis Unterschiede in den 
biochemischen Eigenschaften ihrer Enzyme bestehen. 

Im weiteren war zu klÃ¤ren ob die von A. arcfa bei hyperosmotischer Belastung 

akkumulierten organischen Osmolyte Prolin, Saccharose und DMSP (KARSTEN 

1991b, 1992, Abb. 1) auch bei niedrigen Temperaturen zur Enzymstabilisierung 

beitragen und damit einen Schutz gegen KÃ¤lt bis hin zum Einfrieren gewÃ¤hrlei 

sten kÃ¶nnen Dazu wurde zunÃ¤chs der intrazellulÃ¤r Gehalt dieser Substanzen 

bei unterschiedlichen Temperaturen (10Â° 0' und -2' C) quantifiziert. DarÃ¼be 

hinaus wurde der DMSP-Gehalt verschiedener kalt-temperierter A. arcta - Isolate 

Ã¼berprÃ¼f um festzustellen, ob die FÃ¤higkei zur Akkumulation hoher DMSP- 

Gehalte eine Besonderheit der polaren Isolate ist. 
Um eine mÃ¶glich Schutzwirkung der organischen Substanzen zu charakterisie- 

ren, wurde die Wechselwirkung zwischen Enzym und Substanz anhand der 

VerÃ¤nderun des Km- und Vmax-Wertes Ã¼berprÃ¼f Dabei wurde auch die Frage 

nach der Funktion, insbesondere des DMSP, als kompatible Substanzen bei 

verschiedenen is-osmolalen Konzentrationen erÃ¶rtert 
Die Makroalgen der Polarregionen sind nicht nur andauernder KÃ¤lte sondern 

auch der Gefahr des Gefrierens ausgesetzt. Daher stellte sich abschlieÃŸen die 

Frage nach dem kryoprotektiven Potential der untersuchten Substanzen. Die zur 

Beantwortung erforderlichen Untersuchungen wurden anhand des Modellenzyms 

Lactatdehydrogenase (LDH) durchgefÃ¼hrt das aufgrund seiner KÃ¤ltelabilitÃ als 

besonders geeignet erschien. 
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2. Material und Methode 

2.1 Untersuchungsobjekte und ihre Isolationsorte 

Acrosiphonia arcta (Dillwyn) J. Agardh gehÃ¶r zu der Abteilung der Chlorophyta, 

der Klasse Ulvophyceae und wird in der Ordnung der Codiolales gefÃ¼hr (VAN 

DEN HOEK et al, 1993). 

Die Pflanze besteht aus verzweigten ZellfÃ¤den die aus vielkernigen Zellen zu- 

sammengesetzt sind. Die Kerne einer Zelle zeigen eine synchrone Mitose in der 

Ebene der zukÃ¼nftige Zellteilung. Der Chloroplast ist wandstÃ¤ndi und hat die 

Form eines perforierten Zylinders. Die ZellfÃ¤de wachsen in BÃ¼schel bis zu einer 

HÃ¶h von 10 cm. Die Ã¤ltere Exemplare bilden dabei hakig gebogene Kurztriebe 

aus, die den basalen Teil der HauptfÃ¤de umklammern und so dem BÃ¼sche ein 

verfilztes Aussehen verleihen. A. arcta teilt sich nur an den Apikalzellen. Der 

Lebenszyklus von A. arcta ist heteromorph diplohaplont. Die Art wÃ¤chs vor allem 

im mittleren und unteren Eulitoral vom gemÃ¤ÃŸigt bis polaren Bereich beider 

HemisphÃ¤re (KORNMANN und SAHLING 1983; VAN DEN HOEK et al. 1993). 

Das arktische Isolat stammt von der grÃ¶nlÃ¤ndisch Disko-Insel und wurde im 

Jahre 1990 wÃ¤hren einer Expedition von C. WIENCKE (AWI, Bremerhaven) iso- 

liert. In diesem Gebiet dauert die Polarnacht von Dezember bis Januar und der 

Polartag von Mitte Mai bis Mitte Juli an. Die Lufttemperatur schwankt zwischen 

-32 'C im Februar I MÃ¤r und maximal 18 'C Ende Juni. Von Dezember bis MÃ¤r 

ist die MeeresoberflÃ¤ch mit einer Eisschicht bedeckt, nur von Juni bis Oktober ist 

das Wasser eisfrei. Die Temperatur der WasseroberflÃ¤ch liegt zwischen -2 'C 

und maximal 10 'C im Juli I August (Arctic Station, University of Copenhagen, 

Denmark). 

Das antarktische Isolat stammt von der Insel King-George der South Shetlands 

und wurde ebenfalls von C. WIENCKE (AWI, Bremerhaven) wÃ¤hren einer 

Expedition im Januar I Februar 1987 isoliert. Im Sommer (November I Dezember) 

betrÃ¤g die TageslÃ¤ng auf der King-George-Insel rund 20 Stunden Licht, wÃ¤h 

rend im Winter (Juni l Juli) die TageslÃ¤ng auf nur 5 Stunden Licht abfÃ¤llt Die 

Wassertemperaturen dieser Region liegen im Jahresverlauf zwischen -2 'C und 

+I OC (LÃœNIN 1985). Um die King-George-Insel ist die MeeresoberflÃ¤ch sechs 

Monate im Jahr (Mai bis Obtober) eisbedeckt (BISCHOFF und WIENCKE 1995). 
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2.2 Kultivierung 

Kultiviert wurden die Algen in 600 rnL BecherglÃ¤sern die mit membran-filtriertem 

(Sartorius Sartobran II, 0,2 um) und nach Provasoli (STEIN 1973) angereichertem 

Nordseewasser gefÃ¼ll waren. Die SalinitÃ¤ betrug 34 PSU. Die Medien wurden 

kontinuierlich mit Pressluft begast und alle 2 Wochen gewechselt. Beim Medium- 

wechsel wurden die Algen jeweils ausgedÃ¼nnt um der Verfilzung der Algen und 

damit einer Verschlechterung des Lichtklimas durch Selbstbeschattung 

vorzubeugen. Thalli der Ã¼berschussige Algen wurden als neue Stammkulturen 

angesetzt. Beleuchtet wurden die Kulturen mit Tageslicht-LeuchtstoffrÃ¶hre 

(Osram L58lW19). Die Photonenfluenzrate betrug 30 bis 40 pmol*m-2*s-1 und 

wurde an der GefÃ¤ÃŸobersei mit einem Radiometer (Licor-185B, Li-Cor, USA) mit 

27~-Sensor (Li-190SB Quantum) gemessen. Die Algen wurden in einem Hell- 

Dunkel-Rhythmus von 18 : 6 Stunden gehalten. FÃ¼ die Enzym-Versuche wurden 

die Algen in KÃ¼hlrÃ¤um bei Temperaturen von 0 'C und 10 'C gehÃ¤ltert FÃ¼ die 

Untersuchung der Inhaltsstoffe wurden beide Isolate zusÃ¤tzlic noch bei -2 OC 

kultiviert. Um ein Gefrieren des Mediums bei dieser Temperatur zu vermeiden, 

wurde das Medium von 34 PSU auf 36 PSU mit synthetischem Meersalz (Wimex 

hw-Meersalz, Wiegandt GmbH, Krefeld) aufgesalzen. Vor Beginn aller 

Untersuchungen waren die Algen mindestens 8 Wochen an die jeweilige 

Temperatur akklimatisiert, 

2.3 Extraktion 

2.3.1 Herstellung von Rohextrakten 

FÃ¼ die Versuche zur Wirkung von kompatiblen Substanzen auf die Enzym- 

stabilitat bei niedrigen Temperaturen wurde aus den Algen ein Rohextrakt her- 

gestellt. Dazu wurden 1 bis 5 g A!genmaterial zweimal in eiskaltem Aqua bidest. 

fÃ¼ je 1 min gewaschen, um extrazellulÃ¤r Ionen zu eliminieren (Abb. 2a). 

AnschlieÃŸen wurden die Algen sorgfÃ¤lti auf Filterpapier trockengetupft und das 

Frischgewicht bestimmt. Das so behandelte Material wurde in flÃ¼ssige Stickstoff 

schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 ' C  gelagert. Die ein- 

gefrorenen Proben wurden nach spÃ¤testen vier Wochen in einen MÃ¶rse 

Ã¼berfÃ¼h und abermals mit flÃ¼ssige Stickstoff behandelt, um die Thalli leichter 

aufzubrechen. In diesem tiefgefrorenen Zustand wurden die Algen mit etwas 

Quarzsand homogenisiert. Hierbei wurde wiederholt mit Stickstoff gekÃ¼hlt Alle 

weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4 'C durchgefÃ¼hrt Das Algenpulver wurde in 
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ZentrifugenglÃ¤se Ã¼berfÃ¼h und mit gerade so viel Extraktionspuffer (3 - 5 mL) 
Ã¼bergossen daÂ das Algenmaterial resuspendiert werden konnte. Die Zusam- 

mensetzung des Extraktionspuffers und die Wirkung der einzelnen Substanzen 

auf den Enzymrohextrakt sind in Tabelle 1 zusammengefaÃŸt 

Das Homogenat wurde dann bei 1200 g fÃ¼ 5 min abzentrifugiert und der Uber- 

stand auf Eis gesichert. Das Pellet wurde noch zweimal mit flÃ¼ssige Stickstoff 

schockgefroren und, wie oben beschrieben, extrahiert. Dann wurden die ge- 

sammelten Ã¼berstÃ¤n bei 4500 g fÃ¼ 10 min abzentrifugiert und der so ge- 

wonnene Ã¼berstan als Rohextrakt fÃ¼ die FÃ¤llun eingesetzt. 

Tab. 1: Bestandteile des eingesetzten Extraktionspuffers und deren Wirkung auf den Enzym- 
rohextrakt. 

50 mM HEPES (pH 7,4) 

bestehend aus : 

2 mM Na-EDTA 

2 mM Na-ascorbat 

5 mM MgCI2 

5 mM Dithiothreitol 

13 mM CaCl2 

0,5% Tween 80 

10% Glyzerin 

4% Polyclar AT 

- komplexiert essentielle Spurenmetalle 

- Oxidationsschutz 

- Cofaktor fÃ¼ Dehydrogenasen 

- stabilisiert Sulfhydryllgruppen, die gegen 0 2  

empfindlich sind 

- unterdrÃ¼ck Proteasen 

- Detergenz zur Membransolubisierung 

- KÃ¤ltestabilisierun 

- eliminiert proteindenaturierende Phenole 

2.3.2 Fraktionierung des Rohextrakts 

Zur Aufreinigung wurde der Rohextrakt mit Hilfe von Ammoniumsulfat gefÃ¤ll (Abb. 

2b). Dies ist eine einfache Methode, um selektiv Proteine Ã¼be ihre Hy- 

drophobizitÃ¤ aus einem Proteingemisch zu trennen und damit die relative AktivitÃ¤ 

zu erhÃ¶he sowie schÃ¤digend EinflÃ¼ss durch z.B. Proteasen zu vermindern. 

In Vorversuchen wurde geklÃ¤rt welche Ammoniumsulfatkonzentration und wie- 

viele FÃ¤llungsschritt benÃ¶tig werden, um die Proteinfraktion mit den hÃ¶chste 

EnzymaktivitÃ¤te zu erhalten. FÃ¼ den Rohextrakt von A. arcta ergaben sich zwei 
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FÃ¤llungsschritte eine 0 bis 35% (0 bis 1.4 M) AmmoniumsulfatfÃ¤llun und eine 

weitere von 35 bis 70% (1.4 bis 2.8 M). In der zweiten (270%) Proteinfraktion 

konnten alle untersuchten Enzyme Malatdehydrogenase (MDH), Glucose-6- 

phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) und Pyruvat-Kinase (PK) mit einer hÃ¶chste 

AktivitÃ¤ nachgewiesen werden. Das Ammoniumsulfat wurde dem Rohextrakt als 

fein gemÃ¶rserte Salz unter stÃ¤ndige Kontrolle des pH-Wertes langsam zu- 

gesetzt. WÃ¤hren des gesamten FÃ¤llungszeitraum (je 30 min) wurde der Roh- 

extrakt vorsichtig im Eiswasserbad gerÃ¼hrt 

Nach jedem FÃ¤llungsschrit wurde der Niederschlag bei 20.000 g und 4 ' C  10 min 

abzentrifugiert. Der Ã¼berstan wurde dekantiert und fÃ¼ die nÃ¤chst FÃ¤llun (35 
bis 70%) eingesetzt. Das Pellet der letzten FÃ¤llun (2 70%) ergab den Enzym- 

extrakt und wurde mit gerade so viel Puffer (1 -1.5 mL) resuspendiert, daÂ der 

Niederschlag in L6sung ging. Diese PufferlÃ¶sun bestand aus 50 mM HEPES 

(pH 7.4); 2 mM Na-EDTA; 5 mM MgCl2; 5 mM Dithiothreitol und 20% Glycerin 

(Wirkung siehe Tab. I), 

Aus dem Enzymextrakt wurden gleich nach der FÃ¤llun die GrundaktivitÃ¤te der 

MDH, der G6P-DH und der PK (Kap. 2.4.1 bis 2.4.3) sowie der Gesamt- 

proteingehalt als BezugsgrÃ¶Ã bestimmt (Kap. 2.3.3). AnschlieÃŸen wurde der 

Extrakt in flÃ¼ssige Stickstoff schockgefroren und fÃ¼ die Enzymversuche bei 

-80 ' C  fÃ¼ maximal 4 Wochen gelagert. 

In Abbildung 2 ist der Arbeitsablauf zur Herstellung des Rohextraktes und die 

weiteren Anreicherungs- bzw. Reinigungsschritte in einem FlieÃŸdiagram zusam- 

mengefaÃŸt 

2.3.3 BezugsgrÃ¶Ã 

Als BezugsgrÃ¶Ã fÃ¼ die Enzymversuche diente der Proteingehalt. Die quan- 

titative Proteinbestimmung wurde mit einem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad 

Laboratories, MÃ¼nchen im AnschluÃ an die jeweilige Extraktion durchgefÃ¼hrt 

Dieser kommerzielle Proteintest basiert im wesentlichen auf der Protein- 

bestimmung nach BRADFORD (1 976). 
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A. R o h e x t r a k t i o n  B. FÃ¤Hun 

1 - 5 g Algen 

waschen 
trocknen 
wiegen 

Puffer F(3-5m0 L zentrifugieren 

1.200 g ^'C 

i zentrifugieren 
4.500 g 4-C 

^ 
Rohextrakt  

fand 

ROhext rak t  >:J ( NHi 1, SO,, 
bis zur 3S0higen 

, .,.. SÃ¤ttigun 

30 rnin rÃ¼hre 
" V V A ~ A  in Eiswasser 

zentrifugieren 
20.000 g 4'C 

( NH, 1 7  SOi, 
bis zur 70Â°/~ige 
Sattigung 

zentrifugieren , , 20 000 g 4-C 

1 Pellet 

Puffer 

Enzymversuche 

Abb. 2: FlieÃŸdiagram der Enzymextraktion (A) und Anreicherung (B) aus Acrosiphonia arcfa. 



Material und Methode 

2.4 Enzymtests 

Die AktivitÃ¤ der Enzyme wurde als Kinetik durch die Reduktion bzw. Oxidation 

der Pyridinnukleotide NAD+, NADP+, NADH und NADPH unter Zugabe der 

entsprechenden Substrate spektralphotometrisch bzw. fluorometrisch bei 340 nm 

aufgenommen. Bestimmt wurde jeweils die Initialgeschwindigkeit, d.h. der Anstieg 

der Tangente im Startpunkt der Zeit-Umsatz-Kurve, da hier die Substrat- und 

Effektorkonzentrationen am genauesten definiert sind. 

Die Kinetiken der MDH sowie PK wurden an einem Spektralphotometer 

durchgefÃ¼hrt die der G6P-DH am Spektralfluorometer. Aufgrund der Biomasse- 

Knappheit wurde nur das Isolat aus GrÃ¶nlan fÃ¼ die Aufnahme der Sub- 

stratsÃ¤ttigungs und pH-Wert-Kurven herangezogen. Die AnsÃ¤tz wurden vor 

jeder Messung fÃ¼ 20 min an die MeÃŸtemperature im Wasserbad akklimatisiert. 

Das Photo- und das Fluorometer hatten ternperierbare MeÃŸkammern die die 

Temperatur wÃ¤hren der Messung konstant hielten. FÃ¼ jede Kinetik wurden vier 

Parallelen aus dem jeweiligen Enzymextrakt gemessen. 

Im folgenden sind die Standardzusammensetzungen der Enzymtests (modifiziert 

nach BERGMEYER 1983) angegeben. 

2.4.1 Malatdehydrogenase (MDH, E.C. 1 .I .I .37) 

Die MDH-AktivitÃ¤ wurde durch Bestimmung der NADH-Oxidation am Spektral- 

photometer bei 340 nm verfolgt : 

Oxalacetat + NADH MDH Malat + NAD+ 

Der Standardansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 mL : 100 mM HEPES 

(pH 7.4); 5 mM MgCl2; 2 mM Dithiothreitol; 0.15 rnM NADH; 0.25 mM Oxalacetat 

und 10 bis 50 pL Enzymextrakt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Oxalacetat 

gestartet. 
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nicht in ausreichenden Mengen zur VerfÃ¼gung Ein weiteres Problem stellte die 

LagerfÃ¤higkei der PK da, die fÃ¼ ihre ThermolabilitÃ¤ bekannt ist (SUELTER 1990). 

Auch mit ErhÃ¶hun des Glycerin-Anteils im Puffer oder in "ausgesalztem" Zustand 

auf Amoniumsulfat konnte die LagerfÃ¤higkei nicht verbessert werden. Ein 

direktes Messen nach der Extraktion war aufgrund der zeitaufwendigen Auf- 

arbeitung der Algen und der relativ hohen Zahl an Messungen nicht mÃ¶glich 

AuÃŸerde war die EnzymaktivitÃ¤ bei niedrigen Temperaturen soweit reduziert, 

daÂ die Empfindlichkeit des Photometers unterschritten wurde. Aus diesen ge- 

nannten GrÃ¼nde konnte die PK fÃ¼ die temperaturabhÃ¤ngige Untersuchungen 

nicht herangezogen werden, auch wenn gerade die KÃ¤ltelabilitÃ der PK fÃ¼ die 

Frage-stellung der Arbeit von besonderem Interesse gewesen wÃ¤re 

2.5 Charakterisierung der Enzyme 

2.5.1 Aufnahme der SubstratsÃ¤ttigungskurve 

FÃ¼ die MDH und fÃ¼ die G6P-DH wurden SubstratsÃ¤ttigungskurve aufge- 

nommen. Die Algen waren vor der Extraktion an 0 ' C  akklimatisiert. FÃ¼ die MDH 

wurden sieben Oxalacetatkonzentrationen (500, 250, 125, 50, 25, 12.5 und 

6.25 FM) eingesetzt, bei der G-6P-DH neun Glucose-6-Phosphat-Konzentrationen 

(13.20; 6.60; 3.30; 2.44; 1.22; 0.81; 0.61; 0.15 und 0.06 mM). Die Cosubstrate der 

beiden Enzymtests wurden nicht getestet. Alle anderen Konzentrationen der an 

der Reaktion beteiligten Verbindungen wurden konstant gehalten und im Uber- 

schuÃ eingesetzt (Kap. 2.4). Die SubstratsÃ¤ttigungskurve wurden bei -2 ' C ,  bei 

5 'C und 30 'C durchgefÃ¼hrt 

2.5.2 Aufnahme der pH-Wert-Kurven 

Die MDH wurde in einem pH-Wert-Bereich von 5.5 bis 8.5 getestet, die G-6P-DH 

in einem Bereich von 5.5 bis 10. Die Untersuchungen liefen in Abstufungen von 

0.5 pH-Wert-Einheiten und bei einer Temperatur von 30 ' C .  Die fÃ¼ die pH-Wert- 

Kurven eingesetzten Puffer sind in Tabelle 2 zusammengefaÃŸt 
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Tab. 2: Eingesetzte Puffergemische und deren pH-Werte - Bereiche, 

Tricin IrnPES 

pH 

MES 

MOPS 

1 CES I - I  

5,5 6 6,s 7 7,s 8 8,s 9 9,s 10 - - 
MES = 2-[N-Morpholino]ethansulfonsÃ¤ure MOPS = 4-[N-Morpholino]propansulfons~ure; 
HEPES = N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsÃ¤ure] Tricin = N-Tris-[Hydroxymethyl] 
methylglycin; CES = 2-[Cyclohexylamino]ethansulfonsÃ¤ure Bis-Tris-Propan = 1,3-Bis-Tris- 
[Hydroxymethyl]methylamino-Propan 

Die Konzentrationen der Puffer betrugen bei der MDH 100 mM und bei der 

G6P-DH 80 mM pro Versuchsansatz. Bei den Temperaturversuchen wurde der 

HEPES-Puffer einmalig bei 30 'C auf pH 7.4 eingestellt und temperaturbedingte 
Ã„nderunge des pH-Wertes nicht korrigiert. Diese Ã„nderunge betrugen beim 

HEPES-Puffer zwischen -2 'C und 40 'C etwa 0.4 pH-Einheiten. 

Bis-Tris-Propan 

2.5.3 Aufnahme der Temperaturkurven 

1 

Die Enzymversuche zur Temperatur wurden sowohl am arktischen als auch am 

antarktischen Isolat sowie an den Enzymen MDH und G6P-DH durchgefÃ¼hrt Die 

Isolate waren vor Versuchsbeginn jeweils an 0 'C und an 10 'C akklimatisiert. Die 

Reaktionsgeschwindigkeit der Enzyme wurde bei folgenden Temperaturen ge- 
messen : -2; 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30 und 40 'C. Die Vorinkubation betrug bei allen 

AnsÃ¤tze 20 min. In Vorversuchen wurde Ã¼berprÃ¼f ob eine Verschiebung der 

SubstratsÃ¤ttigungskonzentratio bei den unterschiedlichen Temperaturen auftritt 

und gegebenenfalls die Konzentration Ã¤ndert Die KÃ¼vettenansÃ¤t sind fÃ¼ die 

jeweiligen Enzyme in Kapitel 2.4 beschrieben. 
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2.6 Wirkung verschiedener Effektoren auf MDH und G6P-DH 

Der EinfluÃ verschiedener Effektoren (Proiin, Saccharose, DMSP und NaCI) auf 

die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH und G6P-DH wurde bei niedrigen Tempe- 

raturen getestet. Prolin und Saccharose wurden von der Fa. Sigma bezogen. Das 

DMSP wurde als DMSP-CI in Eigensynthese hergestellt (Kap. 2.12). Die 1M 

StammlÃ¶sunge wurden in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7.0) angesetzt und mit 

NaOH auf pH 7.0 eingestellt. Die OsmolaritÃ¤ der StammlÃ¶sunge sowie der 

VersuchsansÃ¤tz wurde an einem Gefrierpunktosmometer bestimmt (Kap. 2.13). 

2.6.1 SubstratsÃ¤ttigungskurv bei -2 OC 

Bei jeder MeÃŸreih wurden 400 mOsmol 1 kg des jeweiligen Effektors (DMSP, 

Prolin, Saccharose und NaCI) zugegeben und die Enzymreaktion in AbhÃ¤ngigkei 

von der Substratkonzentration gemessen (Kap. 2.5.1 ). Die MeÃŸtemperatu betrug 

-2 'C. Die Effektoren wurden 20 min bei -2 'C im Wasserbad mit dem Enzym 

inkubiert, bevor die Reaktion mit Substrat gestartet wurde. Als Kontrolle diente 

jeweils ein Enzymansatz ohne Effektor (n = 4). 

2.6.2 Konzentrationskurve bei -2 'C und 30 ' C  

Die EnzymaktivitÃ¤ der MDH und der G6P-DH wurde unter Zusatz verschiedener 

Effektorenkonzentrationen (DMSP, Prolin, Saccharose und NaCI) im Substrat- 

sÃ¤ttigungsbereic getestet. Die Zusatzstoffe wurden den KÃ¼vettenansÃ¤tz (Kap. 

2.4) in einem Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 mOsmol I kg (vgl. Kap. 2.13) 

zugesetzt und 20 min im Wasserbad inkubiert, bevor die Reaktion mit Substrat 

gestartet wurde. Es wurden je zwei MeÃŸreihe bei -2 'C und bei 30 'C durch- 

gefÃ¼hrt Die GrundaktivitÃ¤ der KÃ¼vettenansÃ¤t (ohne Zusatz) wurde als Kontrolle 

vor jeder MeÃŸreih bestimmt und im AnschluÃ noch einmal Ã¼berprÃ¼ (n=4). 
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2.7 Berechnung der Vmax- und Km-Werte 

Zur Bestimmung der Konstanten Vmax und Km wurden die gemessenen Initial- 

geschwindigkeiten bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (Kap. 2.5.1) in 

eine linearisierte Form entsprechend der Gleichung (y = mx + b) gebracht. Dabei 

kann die Michaelis-Menfen-Gleichung in verschiedene Geradengleichungen um- 

geformt werden, die eine graphische Bestimmung von Vmax und Km erlauben. In 

der vorliegenden Arbeit wurde fÃ¼ die Auswertung der MeÃŸergebniss die Um- 
formung der Geradengleichung nach HANES (1 932) genutzt, bei der (S) / V gegen 
(S) aufgetragen wird. Dabei ist V die Reaktionsgeschwindigkeit und (S) die ein- 

gesetzte Substratkonzentration. In Tabelle 3 sind die wichtigsten Eigenschaften 

dieser Geraden zusammengefaÃŸt 

Tab. 3: Koordinaten, Steigungen und Koordinatenschnittpunkte der sich durch Umformung der 
Michaelis-Menfen-Gleichung ergebenen Geraden (nach LASCH 1987). 

FÃ¼ eine graphische Auswertung war die Darstellung nach Hanes am besten 

geeignet, da die Fehlerverzerrung der einzelnen MeÃŸpunkt am geringsten ist 
und alle MeÃŸpunkt nach Umformung gleichmÃ¤ÃŸ gewichtet werden. Dem- 

gegenÃ¼be hÃ¤tt eine Darstellung nach Lineweaver-Burk, die in der Literatur weit 

verbreitet ist, die MeÃŸpunkt bei der Transformation in die linearisierte Form recht 
uneinheitlich gewichtet. Bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk drÃ¤nge sich 

die MeÃŸpunkt im SÃ¤ttigungsbereich wÃ¤hren sie im niedrigen Substratbereich 

stark gedehnt und somit Ã¼berbewerte werden. Die ungleiche Gewichtung der 

MeÃŸpunkt macht die Lineweaver-Burk-Darstellung zu einer sehr ungÃ¼nstige 

Transformation und wurde aus diesem Grund fÃ¼ die Auswertung nicht her- 

angezogen. 

Abszisse 

(SI 

Ordinate 

(SI 1 V 

Steigung 

1 1 Vmax 

Abszissen- 

schnittpunkt 

-Km 

Ordinaten- 

schnittpunkt 

Km 1 Vmax 
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2.8 Berechnung der Aktivierungsenergie 

Die MeÃŸdate aus den Temperaturversuchen (Kap. 2.5.3) wurden nach der 

Arrhenius-Gleichung ausgewertet. Die Gleichung beschreibt die Temperatur- 

abhÃ¤ngigkei enzymatischer Reaktionen : 

Dabei ist A eine fÃ¼ die untersuchte Reaktion charakteristische Konstante, e die 

Basis des natÃ¼rliche Logarithmus, Ea die Aktivierungsenergie (in J*mol-l), R die 

allgemeine Gaskonstante (8,3143 J*K-lrnol-1) und T die absolute Temperatur in 

Kelvin. Der Faktor (e-Ea^T) gibt den Bruchteil von Teilen an, deren Energie gleich 
oder grÃ¶ÃŸ als die Aktivierungsenergie Ea ist (Maxwell-Verteilungsgesetz). In die 

Konstante A gehen jene Faktoren ein, welche die Reaktionsgeschwindigkeit 

beeinflussen (HÃ¤ufigkei molekularer ZusammenstÃ¶ÃŸ geometrische Be- 
dingungen). 

Durch Umformung der Gleichung kann die Aktivierungsenergie einer Reaktion wie 

folgt berechnet werden : 

Ea =2,303.R 
TI - T2 k2 
T2 - T l  log k, 

(MORTIMER, 1980) 

Tl = tiefere Temperatur in Kelvin 

Tz = hÃ¶her Temperatur in Kelvin 

k~ = Stoffwechselrate bei tieferer Temperatur 

'(2 = Stoffwechselrate bei hÃ¶here Temperatur 

R = allgemeine Gaskonstante in (8,3143J 1 K*mol) 

Graphisch kann die Aktivierungsenergie direkt als Steigung der Geraden ab- 

gelesen werden. Hierbei werden der natÃ¼rlich Logarithmus der Reaktions- 

geschwindigkeit (In V) gegen den reziproken Wert der absoluten Temperatur (IIT) 

in Kelvin aufgetragen. 
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2.9 Berechnung der QIO-Werte 

Die Berechnung der Qjo-Werte erfolgte nach einer modifizierten Van't Hoffschen- 

Gleichung nach KOTTMEIER und SULLIVAN (1988), bei der auch Temperatur- 
intervalle < 10 OC berÃ¼cksichtig werden kÃ¶nnen 

t = hÃ¶her Temperatur in ("C) 

t2 = tiefere Temperatur in ('C) 

k, = Enzyrnurnsatzrate bei hÃ¶here Temperatur 

k2 = Enzyrnurnsatzrate bei tieferer Temperatur 

2.10 Gefrierschutzversuche 

Die Gefrierschutzversuche wurden mit einem kÃ¤ltelabile Testenzym, der Lactat- 

Dehydrogenase (LDH), durchgefÃ¼hrt Die LDH wurde von der Fa. Sigma als 

Isoenzymgemisch (Typ XXX-S; Schweinemuskel) in 2.1 M (NH4)2S04-LÃ¶sun 

bezogen. 30 pL (- 320 Units) der EnzymlÃ¶sun wurden 2 min bei 8000 g 

abzentrifugiert und das Pellet in 1 mL 10 mM HEPES-Puffer (pH 6.5) 

aufgenommen. Mit dieser Prozedur wurden 90% des zur Stabilisierung 

zugesetzten Ammoniumsulfats entfernt. Das verbliebene Ammoniumsulfat hatte 

keinen stÃ¶rende Einflug auf die Versuche. Falls nicht anders erwÃ¤hnt wurden 

jeweils 4 Parallelen gemessen. Als BezugsgrÃ¶Ã wurde der Proteingehalt 

bestimmt (Kap. 2.3.3). 

2.10.1 Enzymtest - Lactat-Dehydrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27) 

Die LDH-AktivitÃ¤ wurde durch Bestimmung der NADH-Oxidation bei 340 nm am 

Photometer verfolgt. 

Pyruvat + NADH LDH Lactat + NAD4 

Der Standardansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 mL : 80mM HEPES (pH 

6.5); 10 mM KCI; 0.1 5 mM NADH; 1 mM Pyruvat und 10 bis 20 pL LDH (0.002 bis 
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0,004 mg Protein). Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von Pyruvat. 

Gemessen wurde die Reaktion bei Raumtemperatur (- 22 'C). 

2.1 0.2 StreÃŸversuch 

Getestet wurden die potentiell protektiven Eigenschaften kompatibler Substanzen 

und anorganischer Salze gegen die StreÃŸfaktore "schockgefrieren" ( -196 'C in 

flÃ¼ssige Stickstoff) und "langsames Auftauen" (20 OC Wasserbad). 

2.10.2.1 Proteingehalt 

Um eine Selbststabilisierung des Enzyms bei den Gefrierversuchen auszu- 

schlieÃŸen wurden unterschiedliche Aliquots des Enzymproteins getestet. Die 

Aliquots wurden mit 200 pL HEPES-Puffer (10 mM ) gemischt und 5 min in 

flÃ¼ssige Sticxstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen im Wasserbad wurde die 

AktivitÃ¤ der LDH nach dem Standardansatz bestimmt (Kap. 2.10.1). 

2.10.2.2 Zeitkurve 

Um die Wirkung der Dauer des Gefrierens zu testen, wurden 10 pL LDH 

(-0,002 mg Protein) in 100 pL H20 gemischt und fÃ¼ verschieden lange ZeitrÃ¤um 

( 0.5 bis 240 min) in flÃ¼ssige Stickstoff schockgefroren. Parallel dazu wurden die 

gleichen AnsÃ¤tz bei 0 ' C  gelagert. Nach dem Auftauen der Proben im Wasser- 

bad wurde die AktivitÃ¤ beider AnsÃ¤tz nach dem Standardansatz bestimmt (Kap. 

2.10.1). 

2.1 0.2.3 Gefrieren unter Zusatz von Effektoren 

Die LDH wurde unter Zugabe verschiedener anorganischer Salze (NaCI; KCL; 

NH4CI; KBr) sowie der organischen Osmolyte DMSP, Saccharose und Prolin in 

flÃ¼ssige Stickstoff schockgefroren. Die Effektoren wurden in einem Konzen- 

trationsbereich von 50 bis 2000 mOsmol / kg zugesetzt (vgl. Kap. 2.13). Die 

StammlÃ¶sunge der ZusÃ¤tz wurden in 10 mM HEPES angesetzt und auf pH 6.5 

eingestellt. Die OsmolaritÃ¤ der StammlÃ¶sunge und der MeÃŸprobe wurden am 

Osmometer bestimmt. Das DMSP wurde als Hydrochlorid (Fa. Research Plus, 

Bayonne, New Jersey, USA) und als Hydrobromid (Synthese, GRONE 1991) 

getestet. Gefroren wurden die Proben in 1.2 mL ReaktionsgefÃ¤ÃŸ (Eppendorf), 
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die jeweils 180 IJL EffektorlÃ¶sun unterschiedlicher OsmolaritÃ¤ und 20 pL 

EnzymlÃ¶sun (- 0,004 mg Protein) enthielten. Als sog. "Null-Probe'' wurden je- 

weils 20 pL EnzymlÃ¶sun und 180 pL HEPES-Puffer gefroren. Vor dem Gefrieren 

und nach dem Auftauen wurden die Proben jeweils gut durchmischt. Die Proben 

wurden im Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut und dem KÃ¼vettenansat 

jeweils 100 VL zugesetzt. Die Reaktion wurde nach Zugabe des Substrats 

gestartet. Vor Versuchsbeginn wurde jeweils die GrundaktivitÃ¤ der LDH im 

Standardansatz bestimmt, die als Kontrolle diente. 

2.11 Wirkung der Temperatur und DMSP auf die LDH 

Der EinfluÃ der Temperatur (0 "C, 5 'C und 30 "C) sowie die Wirkung des DMSP 

wurden auf die AktivitÃ¤ der LDH (Typ XXX-S; Schweinemuskel) getestet. Die 

LDH-AktivitÃ¤ wurde nach dem Standardansatz aus Kapitel 2.10.1 gemessen. Das 

DMSP wurde in Eigensynthese (Kap. 2.13) als DMSP-CI hergestellt und den 

KÃ¼vettenansÃ¤tz in zwei Konzentrationen 400 und 1000 mOsmol 1 kg (Tab. 5) 

zugesetzt. Als Kontrollen dienten die StandardansÃ¤tz ohne DMSP-CI. Die MeÃŸ 

ansÃ¤tz wurden 60 min bei der jeweiligen Temperatur inkubiert und danach wurde 

die Reaktion bei Raumtemperatur (- 22 "C) und unter SubstratsÃ¤ttigun ge- 

messen (n = 4). 

2.12 Inhaltsstoffe 

FÃ¼ die Untersuchungen der Inhaltsstoffe wurden beide Isolate der A. arcfa aus 

der Arktis und der Antarktis untersucht. Die Algen wurden an -2 "C; 0 'C und 1O0C 

akklimatisiert (Kap. 2.2). Als BezugsgrÃ¶Ã diente jeweils das Frischgewicht der 

Algen. Bei jedem Experiment wurden, wenn nicht anders angegeben, 4 Parallelen 

gemessen. 

Die Isolate der kalt-temperierten A. arcfa wurden am AWI, Bremerhaven, nach der 

Methode von BISCHOFF und WIENCKE (1993) kultiviert. Zur Bestimmung des 

DMSP-Gehaltes wurden die Isolate in Bremerhaven aufgearbeitet (Kap. 2.12.2) 

und spÃ¤te in Bremen gaschromatographisch gemessen. 

2.12.1 ÃŸ-Dimethylsulfoniumpropiona (DMSP) 

Die gaschromatographische Bestimmung des zellulÃ¤re DMSP-Gehaltes erfolgte 

indirekt Ã¼be den Nachweis von Dimethylsulfid (DMS, WHITE 1982). Die 

Nachweis-Methode beruht auf einer Spaltung des DMSP-MolekÃ¼l unter 

23 
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alkalischen Bedingungen in das gasfÃ¶rmig DMS und die wasserlÃ¶slich 

AcrylsÃ¤ur im VerhÃ¤ltni 1 : 1 (CHALLENGER 1959). 

DMSP DMS AcrylsÃ¤ur 

Nach sorgfÃ¤ltige Abtupfen und Abwiegen wurden 5 bis 10 mg Algen-Frisch- 

gewicht fÃ¼ die DMSP-Bestimmung eingesetzt. Die Algen wurden in mit Teflon- 

Septen verschraubbaren GlasgefÃ¤ÃŸ (26 mL) in 6 mL 25%iger NaOH (W / V) fÃ¼ 

12 bis 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Unter diesen Bedingungen 

wurde das Gewebe der Pflanzen zerstÃ¶r und das intrazellulÃ¤r DMSP in DMS 

und AcrylsÃ¤ur gespalten. Von dem in die Gasphase diffundierten DMS wurden 

mit Hilfe einer gasdichten Mikroliterspritze Aliquots (50 bis 200 pL) aus dem 

'headspace" entnommen und in einen Gaschromatographen (Shimadzu GC- 9A, 
Japan) injiziert. 

Das DMS wurde isotherm bei 190 'C Ã¼be eine mit Chromosorb 101 (80 I 100 

mesh) gepackte TeflonsÃ¤ul (3000*3 mm i.D.) getrennt und mit einem 

flammmenphotometrischen Detektor (FPD) bei 394 nm quantifiziert, mit einer 

Nachweisgrenze von 10 pmol. Als TrÃ¤gerga diente Stickstoff mit einer FluÃŸrat 

von 65 mL 1 min. Das Brenngas fÃ¼ den Detektor bestand aus einem Gemisch von 

Wasserstoff (0.75 kg I cm2) und Druckluft (0.75 kg I cm2). ~ i e  Injektor- und 

Detektor-Temperatur betrug jeweils 240 ' C .  Die Detektorsignale wurden mit einem 

Shimadzu CR-6A-Integrator Ã¼be die PeakhÃ¶h ausgewertet und Ã¼be einen 

Standard quantifiziert. Als Standard diente reines DMSP-CL (1 mg I mg Aqua 

bidest., Fa. Research Plus). 

2.12.2 Prolin 

Der Prolingehalt der Algen wurde spektralphotometrisch nach BATES et al. 

(1973) bestimmt. DafÃ¼ wurden 40 bis 80 mg Algenmaterial mit eiskaltem Aqua 

bidest. gewaschen, um extrazellulÃ¤r Ionen zu eliminieren. AnschlieÃŸen wurde 

das Frischgewicht nach sorgfÃ¤ltige Abtupfen auf einer Analysenwaage be- 

stimmt. Diese Proben wurden dann in verschraubbare ZentrifugenglÃ¤se Ã¼berfÃ¼h 

und mit Aqua bidest. (1 mL 1 10 mg Frischgewicht) in einem Wasserbad bei 100 

'C fÃ¼ 5 Stunden gekocht (KARSTEN 1991). Nach dem Kochen wurde der Extrakt 
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bei 4500 g fÃ¼ 10 min abzentrifugiert und aus dem Ã¼berstan 100 bis 200 pL fÃ¼ 

die Prolin-Analyse entnommen. 

2.12.3 Saccharose 

Die Saccharose-Bestimmung wurde mit einem kommerziellen Enzymtest 

(Boehringer Nr. 139041, Mannheim) durchgefÃ¼hrt Die Algen wurden wie bei der 
Prolin-Bestimmung (Kap. 2.1 1.2) aufgearbeitet und zur Analyse 50 bis 100 pL 
unverdÃ¼nn aus dem Extrakt eingesetzt. 

2.12.4 Proteinbestimmung 

FÃ¼ die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurden 40 bis 80 mg Algen- 

Frischgewicht 2 bis 3 Stunden in 1 N NaOH (1mL / 10 mg Frischgewicht) bei 

100 'C gekocht und 5 min bei 4500 g abzentrifugiert, 100 pL des Ãœberstand 

wurden fÃ¼ die Proteinanalyse mit dem Bio-Rad Protein Assay (Kap. 2.3.3) ein- 

gesetzt. Als Standard diente Rinderserum-Albumin (p.a., Serva, Heidelberg). 

2.12.5 Wachstum 

Um eine AbschÃ¤tzun Ã¼be den physiologischen Zustand der Algen bei -2 OC 

machen zu kÃ¶nnen wurden die Wachstumsdaten beider Acrosiphonia-Isolate 

nach der Methode von BISCHOFF und WIENCKE (1993) bestimmt. Frau 

BISCHOFF (AWI, Bremerhaven) erhob die Daten fÃ¼ die 0 'C- und 10 'C- 

Kulturen. 

Das in den Versuchen eingesetzte DMSP-Chlorid wurde nach einer modifizierten 

Methode von LARHER et al. (1977) hergestellt. Die kernresonanzspek- 

troskopische Analyse ergab fÃ¼ das synthetisierte DMSP-Chlorid einen Reinheits- 

grad von 95-99% (NMR-Gruppe UniversitÃ¤ Bremen). Bei der Schmelzpunkt- 

analyse konnte eine Abweichung von nur 1 OC zum kommerziellen DMSP-Chlorid 

(Fa. Research Plus) festgestellt werden. 
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2.14 VerhÃ¤ltni von MolaritÃ¤ zu OsmolaritÃ¤ 

Die Konzentrationen der eingesetzten Effektorstoffe fÃ¼ die Enzymversuche 

wurden in mOsmol / kg angegeben, um die osmotische Vergleichbarkeit der Stoffe 
zu gewÃ¤hrleisten Die Umrechnung von MolaritÃ¤ auf OsmolaritÃ¤ der einzelnen 

Substanzen erfolgte Ã¼be den in Tabelle 4 angegebenen osmotischen Koef- 

fizienten. Die OsmolaritÃ¤ der StammlÃ¶sun sowie die der angesetzten Proben 

wurde an einem Gefrierpunktosmometer (030, Gonotec, Berlin) bestimmt. Die ge- 

messenen Werte wurden jeweils als direkte Punkte in die Graphiken auf- 

genommen, so daÂ es teilweise zu leichten Verschiebungen der eingesetzten 

Konzentrationen kam. 

Tab. 4: Die osmotischen Koeffizienten der eingesetzten Substanzen, die aus dem Handbook of 
Chemistry and Physics (1 971) berechnet wurden. Der Koeffizient fÃ¼ Prolin stammt aus 
der Arbeit von SCHOBERT (1977). FÃ¼ DMSP wurde der Koeffizient aus der Abb. 3 
berechnet. 

Substanzen osmotischer Koeffizient 

KCL 1,84 

KBr 1.91 

Prolin 1,17 

Saccharose 1,14 

Abbildung 3 gibt die gemessenen VerhÃ¤ltniss zwischen MolaritÃ¤ und 
OsmolaritÃ¤ fÃ¼ DMSP-CL wieder. Die Kurve fÃ¼ DMSP wurde mit dem 

osmotischen Koeffizienten fÃ¼ Chlorid (0,92) aus dem Handbook of Chemistry and 

Physics (1  971) berichtigt. Der hieraus berechnete Koeffizient fÃ¼ DMSP betrug 

0,999 Â±0,1 und wird in Tabelle 4 mit 1 berÃ¼cksichtigt 
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Â DMSPW 

- 0 DMSP 

1600 - 
r2 = 0.991 

3 . 1200- 

Abb. 3: VerhÃ¤ltni zwischen MolaritÃ¤ zu OsmolaritÃ¤ fÃ¼ DMSP-CL (*). Als StamrrlÃ¶sun 
wurde 1M DMSP*CI in H20 geltist (pH 1,34). Die DMSP-Gerade (0) wurde mit dem 
Koeffizienten fÃ¼ Chlorid berichtigt. Die Regressionskoeffizienten (r) der Geraden sind 
angegeben. 

FÃ¼ die Versuchsreihen konnte das eingesetzte DMSP nur als Hydrochlorid oder 
Hydrobromid synthetisiert werden. TestansÃ¤tz mit DMSP enthielten daher 
Ã¤quimolar Mengen an Br- oder Cl-. Da die DMSP-Zugabe zu einem sehr 

niedrigen pH-Wert fÃ¼hrte wurde die StammlÃ¶sun mit'10 mM HEPES angesetzt 

und der pH-Wert mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt. Eine 1 M DMSP-CI- 
StammlÃ¶sun enthielt daher weitere - 300 mM Na+. 
In Tabelle 5 sind die eingesetzten Konzentrationen der verschiedenen Sub- 

stanzen, die in der Arbeit ais mOsmol / kg angegeben werden, in mol / m3  

umgerechnet. Das DMSP wurde jeweils um den Na+ - Anteil korrigiert. 
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Tab. 5 :  Umrechnung der eingesetzten osmolaren Konzentrationen der verschiedenen 
Substanzen in mol / rn3. Berechnet aus dem osmotischen Koeffizienten der Tabelle 4. 
DMSP wurde auÃŸerde um den Na+ -Anteil korrigiert. 

mol / m3 

DMSP-CI DMSP-Br Prolin Saccharose NaCI KCI KBr NH4CI 
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3. Ergebnisse 

I. ENZYMATIK 

3.1 Charakterisierung der Enzyme MDH und G6P-DH 

3.1.1 EinfluÃ der pH-Werte auf die Enzymaktivitat 

Die Auswirkung der pH-Werte auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzyme 

Malatdehydrogenase (MDH) und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) 

aus Extrakten der grÃ¶nlÃ¤ndisch Acrosiphonia arcfa wurde mit unterschiedlichen 
Puffern, die jeweils in ihrem pK-Bereich eingesetzt wurden, getestet. Die Unter- 

suchungen erfolgten bei 30 'C. Um einen kontinuierlichen Kurvenverlauf zu 

erhalten, Ãœberschneide sich die pH-Bereiche der einzelnen Puffer. 

Die Messung der MDH-AktivitÃ¤ erfolgte mit vier unterschiedlichen Puffern in 

einem pH-Bereich von 5,5 bis 9,O (Abb. 4a). Das pH-Optimum fÃ¼ die Oxidation 

von Malat lag mit MOPS bei pH 7,5 (obere Grenze des Pufferbereichs), mit 

HEPES ebenfalls bei pH 73 ,  jedoch mit geringerer AktivitÃ¤t Der eingesetzte 

MES-Puffer (pH 5,5 bis 6,5) pufferte unterhalb des pH-Optimums mit einer 
geringen EnzymaktivitÃ¤t 

Der Bis-Tris-Propan- Puffer konnte in einem breiteren pH-Bereich von 6,5 bis 9,O 

eingesetzt werden und bestÃ¤tigt damit das pH-Optimum der MDH. Dieser Puffer 

hatte jedoch einen stark negativen EinfluÃ auf die EnzymaktivitÃ¤t 

50 - -B- MES b. G6P-DH 
Ã‘* MOPS 

n 

- 
I 

16.0 

Abb. 4: EinfluÃ der pH-Werte auf die AktivitÃ¤ der MDH (a) und G6P-DH (b) aus Extrakten von 
A. arcfa. Angegeben sind die Mittelwerte Â Standardabweichung (n=4). Die Legende in 
der Abbildung gibt die eingesetzten Puffer wieder. 
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Die AktivitÃ¤ der G6P-DH wurde in fÃ¼n unterschiedlichen Puffern in einem pH- 

Bereich von 5,5 bis 10,O gemessen (Abb. 4b). Das pH-Optimum fÃ¼ die Reduktion 

von 6-Phosphogluconolacton wurde durch die eingesetzten Puffer nicht scharf 

umgrenzt, sondern bildete einen breiten, sattelfÃ¶rmige Optimumsbereich. Mit 

HEPES lag das Optimum bei 7,O bis 7,5 , mit Tricin bei 8,O bis 8,5. FÃ¼ beide 

genannten Puffer stellten die genannten pH-Werte die obere Grenze ihres 

wirksamen Pufferbereichs dar. MES, MOPS und CHES pufferten dagegen unter- 

bzw oberhalb des pH-Optimums. 

3.1.2 EinfluÃ der Temperatur auf die EnzymaktivitÃ¤ 

Die TemperaturabhÃ¤ngigkei der beiden Enzyme MDH sowie G6P-DH wurde in 

einem Bereich von -2 'C bis 40 'C untersucht. Zuvor waren beide Acrosiphonia- 

Isoiate jeweils an 0 'C und 10 'C akklimatisiert worden. Die Auswirkung der 

Temperatur auf die EnzymaktivitÃ¤ beider Enzyme bei optimaler Substratzugabe 

wurde fÃ¼ beide Akklimatisationen und Isolate als Arrhenius-Plot dargestellt 

(Abb. 5 + 6). Hierbei werden der natÃ¼rlich Logarithmus der Reaktions- 

geschwindigkeit (Vmax) gegen den reziproken Wert der absoluten Temperafur 

aufgetragen. Nach der Arrhenius-Darstellung lieÃŸe alle aufgenommenen Kurven 

drei charakteristische Abschnitte erkennen. Der erste Bereich wurde durch die 

niedrigen Temperaturen bestimmt, im zweiten Bereich gehorchte die Reaktions- 

geschwindigkeit der Arrhenius-Beziehung, wÃ¤hren im dritten Abschnitt die 

EnzymaktivitÃ¤ durch thermische Denaturierung des Proteins beeinfluÃŸ wurde. Im 

AnschluÃ werden diese Bereiche im einzelnen fÃ¼ die beiden Enzyme, Isolate und 

Akklimatisationen besprochen. 

Im Anhang sind die Daten des Enzymumsatzes pro mg Protein, bezogen auf die 

Temperatur, in Tabelle l bis I1 zusammengefaÃŸt 

MDH 

Die MDH der arktischen A. arcta wies fÃ¼ beide Akklimatisationstemperaturen 

(0 ' C  und 10 'C) annÃ¤hern die gleichen Umsatzraten auf (Abb. 5a). Im Bereich 

von 0 ' C  bis 30 ' C  stieg die EnzymaktivitÃ¤ beider Akklimatisationen mit der 

Temperatur linear an. In diesem Temperaturbereich wurde die Enzymaktivitat nur 

durch die Temperatur bestimmt und folgte der Arrhenius-Beziehung. Die Tempe- 

raturoptima fÃ¼ die EnzymaktivitÃ¤ lagen fÃ¼ beide Kulturen bei 30 Â¡C Oberhalb 

dieser Temperatur kam es zu einer thermischen Denaturierung des Enzyms, was 

durch ein starkes Absinken der AktivitÃ¤ deutlich wurde. 
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Abb. 5: Arrhenius-Plots der MDH aus Extrakten von A. arcfa der Arktis (a) und Antarktis (b). 
Die Algen wurden vor den Messungen an 0 "C und 10 'C akklimatisiert. Die Enzym- 
aktivitÃ¤te wurden als In (Umsatzrate) gegen den reziproken Wert der absoluten 
Temperatur in Kelvin aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte Â Standard- 
abweichung (n=4). 
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Die berechneten Aktivierungsenergien, die ein MaÃ fÃ¼ die Effizienz der Enzyrn- 

aktivitÃ¤ im Bereich der Arrhenius-Beziehung geben, sind in Tabelle 6 zusammen- 

gefaÃŸt Die Aktivierungsenergie fÃ¼ die an 0 "C akklimatisierte A. arcfa ist mit 

26,82 k~*mol-1 niedriger als die der 10 'C-Kultur mit 32,04 k~*mol- I .  Im unteren 

Temperaturbereich zwischen -2 "C und 0 'C erwies sich die an 10 'C akklima- 

tisierte A. arcfa kÃ¤ltesensitive als die an 0 "C angepaÃŸte Algen. Dies wurde 

durch das stÃ¤rker Abknicken der Geraden deutlich und durch die berechneten 

Qlo-Werte untermauert (Tab. 7). Im Bereich von 0 'C bis 20 "C lag der Qlo-Wert 

beider Kulturen bei 1,62. Bei Temperaturen von -2 'C bis 0 'C wurde bei der 

10 "C-Kultur ein Qqo-Wert von 2,84 ermittelt. Dies deutet eine stÃ¤rker Enzyrn- 

inhibierung bei -2 ' C  gegenÃ¼be 0 'C an. Der Qqo der 0 "C-Kultur zeigte im 

Bereich von -2 ' C  bis 0 "C einen Wert von 0,96, dies spricht fÃ¼ eine Temperatur- 

unempfindlichkeit. 

Tab. 6: Aktivierungsenergien der MDH und G6P-DH aus Extrakten von A. arcfa aus Arktis und 
Antarktis, Die Algen wurden jeweils an 0 'C und 10 *C akklimatisiert. Angegeben sind 
die Mittelwerte (n=4) sowie das Temperaturintervall des linearen Bereiches (r 2 0,972). 

Anzuchttemperatur. Temperaturintervall Aktivierungsenergie 

(Â¡C (Â¡C ( k ~  * rnol-I) 

MDH 

Arktis 0 0 - 30 26,82 

Antarktis 0 0 - 25 44,62 

Arktis 0 0 - 20 50,59 

Antarktis 0 0 - 25 40,95 

Auch die antarktische A. arcfa zeigte fÃ¼ die MDH bei beiden Anzucht- 

temperaturen (0 ' C  und 10 ' C )  Ã¤hnlich Enzymumsatzraten, wobei die an 10 'C 
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akklimatisierte Kultur im Bereich des Temperaturoptimums eine hÃ¶her Rate 

aufwies (Abb. 5b). Die Temperatur der optimalen Reaktionsgeschwindigkeit lag 

bei beiden Kulturen bei 30 'C. Der lineare Bereich der EnzymaktivitÃ¤t welcher nur 

durch die Temperatur bestimmt ist, lag fÃ¼ die an 0 'C akklimatisierten Algen in 

einem Bereich von 0 "C bis 25 "C und fÃ¼ die an 10 'C angepaÃŸte in einem 

Bereich von 0 'C bis 30 'C. Bei beiden Kulturen konnte ab 30 'C eine thermische 

Denaturierung des Enzyms beobachtet werden, dabei wurde das Enzym der 0 "C- 

Kultur wesentlich stÃ¤rke beeinfluÃŸ als das der 10 "C-Kultur. Die Aktivierungs- 

energie der 0 "C-Kultur lag mit 44,62 k~*mol-1 deutlich niedriger als die der 10 'C 

mit 54,62 k~*mol-1. 

Im unteren Temperaturbereich (-2 'C bis 0 'C) erwiesen sich beide akklima- 

tisierten Enzyme Ã¤hnlic kÃ¤ltesensitiv Der QIO-Wert lag im Bereich von -2 'C bis 

0 'C bei - 3 und bei Temperaturen von 0 'C bis 20 'C bei - 2 (Tab. 7). 

Tab. 7: Qlo-Werte der MDH und G6P-DH aus Extrakten von A. arcfa der Arktis und Antarktis. 
Die Algen wurden an 0 "C und 10 "C akklimatisiert. Der Qqo-Wert wurde aus den 
Mittelwerten der Ternperaturkurven berechnet. 

Temperaturbereich ('C) Arktis Antarktis 

MDH 

-2 bis 0 0,96 2,84 3,29 3,OO 

0 bis 20 1,62 1,62 1,93 2,21 

G6P-DH 

-2 bis 0 2,Ol 3,34 1,28 2,Ol 

0 bis 20 2,14 1,93 1,83 1,75 

Die G6P-DH der arktischen A. arcta zeigte fÃ¼ die an 10 OC akklimatisierten Algen 

hÃ¶her Enzymumsatzraten als fÃ¼ die 0 'C-Kulturen (Abb. 6a.). Der lineare 

Abschnitt der Arrhenius-Beziehung verlief fÃ¼ beide Kulturen in einem Bereich von 

0 bis 20 "C. Die berechneten Aktivierungsenergien (Tab. 6) waren, im Gegensatz 

zu denen der MDH, bei den an 0 "C akklimatisierten Algen (50,6 k~*mol - I )  hÃ¶he 

als bei den an 10 'C gewÃ¶hnte Algen (38,9 k~*mol-1). 
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Abb. 6: Arrhenius-Plots der G6P-DH aus Extrakten von A. arcta der Arktis (a) und Antarktis (b). 
Die Algen wurden vor den Messungen an 0 'C und 10 Â¡ akklimatisiert. Die Enzym- 
aktivitÃ¤te wurden als In (Umsatzrate) gegen den reziproken Wert der absoluten 
Temperatur in Kelvin aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte Â Standard- 
abweichung (n=4). 
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Aus dem Kurvenverlauf (Abb. 6a) kann das Temperaturoptimum der G6P-DH 

abgelesen werden (MeÃŸdate fÃ¼ 25 'C nicht erhoben). Es lag sowohl bei den an 

0 'C als auch bei den an 10 'C akklimatisierten Algen bei 25 'C. Die thermische 

Denaturierung begann bei der G6P-DH oberhalb von 25 ' C ,  wobei der Verlust an 

EnzymaktivitÃ¤ bis 40 'C wesentlich stÃ¤rke war als bei der MDH. Irn unteren 

gemessenen Temperaturbereich (0 'C bis -2 'C) erwies sich die G6P-DH bei den 

Algen aus der 10 "C-Kultur kÃ¤ltesensitive als bei den Algen aus der 0 "C-Kultur . 

Der Qlo-Wert lag bei der 10 'C-Kultur bei Temperaturen zwischen 0 'C bis 20 'C 

bei 1,93 und im Bereich von -2 'C bis 0 'C bei 3,34, wodurch eine stÃ¤rker 

Enzyminaktivierung bei -2 'C gegenÃ¼be 0 'C deutlich wurde. Bei der 0 'C-Kultur 

lag der Qqo-Wert in beiden Temperaturbereichen um 2 (Tab. 7). 

Die G6P-DH aus Extrakten der an 0 'C akklimatisierten antarktischen A. arcta 

zeigte eine wesentlich hÃ¶her Umsatzrate als die G6P-DH aus Extrakten von 

10 'C- akklimatisierten Algen (Abb. 6b). Die 0 "C-Kultur zeigte ein Optimum der 

Reaktionsgeschwindigkeit bei 25 'C, das Optimum der 10 'C-Kultur lag zwischen 

25 'C und 30 'C. Die thermischen Denaturierungseffekte begannen bei den 0 'C- 

Kulturen schon ab 25 'C und waren bis 40 'C wesentlich ausgeprÃ¤gte als bei den 

10 'C-Kulturen . Bei den berechneten Aktivierungsenergien zeigte sich, wie auch 

schon bei der G6P-DH des arktischen Islolats, daÂ das an 0 'C akklimatisierte 

Enzym hÃ¶her Werte (40,95 k~*mol-1) aufwies als das an 10 'C akklimatisierte 

(37,75 k~*mol-1). Das Enzym aus der 10 'C-Kultur zeigte eine leicht stÃ¤rker 

KÃ¤ltesensibilitÃ (Tab. 7). Der QIO-Wert lag im Bereich von -2 'C bis 0 'C bei 2,01 

und bei Temperaturen zwischen 0 'C bis 20 'C bei 1,75. Bei der 0 "C-Kultur war 

das Enzym kÃ¤lteunempfindlicher zwischen -2 'C bis 0 'C lag der Qqo-Wert bei 

1,28, dagegen lag der Qlo im Temperaturbereich zwischen 0 'C bis 20 'C bei 

1.83. 

Veraleich MDH und G6P-DH 

Bei allen Untersuchungen der MDH zeigte sich, daÂ das Enzym bei Algen, die an 

niedrige Temperaturen (0 ' C )  akklimatisiert waren, eine geringere Aktivierungs- 

energie aufzeigte als das der Kulturen bei hÃ¶here Temperatur (10 'C). Damit 

wurde die Effizienz des Enzymumsatzes bei niedrigen Temperaturen erhÃ¶ht Die 

G6P-DH folgte diesem Muster nicht. Hier war die Aktivierungsenergie der A. 

arcta, die an niedrige Temperaturen angepaÃŸ war, grÃ¶ÃŸ als bei den Algen, die 

an hÃ¶her Temperaturen akklimatisiert wurden. Die Akklimatisierungs- 

ternperaturen der Kulturen hatten bei der MDH keinen EinfluÃ auf das 
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Temperaturoptimum des Enzyms, Bei der G6P-DH aus dem antarktischen Isolat 

fÃ¼hrte die unterschiedlichen Akklimatisationstemperaturen zu einer leichten 

Verschiebung der optimalen Reaktionsgeschwindigkeit. Die an 0 "C akklima- 

tisierten Algen zeigten ein Optimum bei 25 'C, die an 10 'C akklimatisierten 

zwischen 25 "C und 30 "C. 

Die MDH-Umsatzraten der arktischen A. arcta lagen bei beiden Akklimatisations- 

temperaturen bei 30 "C um 16 pmol NADH I rnin * mg Protein und damit deutlich 

hÃ¶he als die des antarktischen Isolats. Dieses Isolat wies bei der 0 "C-Kultur 

6,52 pmol NADH 1 min * mg Protein und bei der 10 'C-Kultur 9,82 pmol NADH / 

min * mg Protein auf (Tab. I, siehe Anhang). Auch bei der niedrigen Temperatur 

von -2 "C zeigte das arktische Isolat hÃ¶her Umsatzraten als das antarktische 

Isolat. Die Umsatzraten der G6P-DH waren hauptsÃ¤chlic von der 

Akklimatisationstemperatur abhÃ¤ngi und weniger von dem untersuchten Isolat. 

Die Umsatzrate beider an 10 'C akklimatisierten Isolate lag b e i  30 'C bei 

40 nmol NADP 1 min * mg Protein, das an 0 'C akklimatisierte arktische Isolat wies 

eine Enzymumsatzrate von 72,30 nmol NADP I rnin * mg Protein auf, wohingegen 

die antarktische A. arcta nur 21, 79 nmol NADP I min * mg Protein umsetzte. Die 

G6P-DH-AktivitÃ¤ bei -2 "C war bei der antarktischen A. arcta hÃ¶he 

( 12,41 nmol NADP I min * mg Protein) als bei dem arktischen Isolat 

( 4,88 nmol NADP I min * mg Protein), aber auch hier hatte die 

Akklimatisationstemperatur einen EinfluÃ (Tab. 11, siehe Anhang). 
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3.1.3 Interaktion von Temperatur und Substratkonzentration 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH und der G6P-DH wurde in AbhÃ¤ngigkei 

von Substratkonzentration und Temperatur gemessen. Die Messung erfolgte bei 

drei Temperaturen (-2 'C; 5 'C und 30 'C). Die Ergebnisse wurden als V / S - 
Diagramme dargestellt und ergaben die klassischen Michaelis-Menten-Hyperbeln. 

0 100 200 300 400 500 

Oxalacetat (PM) 

Abb. 7: Einflug der Temperatur und der Substrate (Oxalacetat und Glucose-&Phosphat) auf 
die AktivitÃ¤ der MDH (a) und G6P-DH (b) aus Extrakten von A. arcfa. Die Ansatze 
wurden 20 min bei der angegebenen Temperatur vorinkubiert und mit unterschied- 
lichen Substratkonzentrationen versetzt. Angegeben sind die Mittelwerte Â Standard- 
abweichung (n=4). 

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der MDH und der G6P-DH wurden von der 

Temperatur beeinfluÃŸt dabei blieb die EnzymaktivitÃ¤ bei -2 'C und 5 'C deutlich 

hinter der Geschwindigkeit von 30 'C zurÃ¼c (Abb. 7a + b). Die Maximal- 

geschwindigkeit der MDH bei -2 'C erreichte nur 13,4 % und die des 5 'C- 

Ansatzes 40,3 % der AktivitÃ¤ der 30 'C Messung (Tab. 8). Die Michaelis-Menten- 
Konstante (Km), die einen Wert fÃ¼ die EnzymaffinitÃ¤ zum Substrat darstellt, sank 

bei der MDH kontinuierlich mit Verminderung der Temperatur von 37,41 FM 
Oxalacetat bei 30 'C auf 18,40 pM Oxalacetat bei -2 'C (Tab. 8). Die SÃ¤ttigungs 

bereiche waren bei den drei Temperatur-AnsÃ¤tze unterschiedlich, wobei der 

30 "C-Ansatz bei 250 pM Oxalacetat und die AnsÃ¤tz bei -2 'C und 5 'C schon 

bei 50 pM Oxalacetat gesÃ¤ttig waren (Abb. 7a). 
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Tab. 8: Berechnete Km- und Vmax-Werte nach Hanes fÃ¼ die MDH und G6P-DH aus Extrakten 
von A. arcta in AbhÃ¤ngigkei der Temperatur. Errechnet aus den Mittelwerten der 
Substratkurven (n=4). 

Temperatur Km vmax 
(Â¡C 

MDH U M pmol NADH 1 min*mg Protein 

G6P-DH mM nmol NADH 1 min*mg Protein 

Abbildung 7b gibt die Reaktionsgeschwindigkeit der G6P-DH wieder. Bei -2 'C lag 

die EnzymaktivitÃ¤ bei 16,25 nmol NADP I rnin * mg Protein, dies entsprach 20,5% 

der Maximalgeschwindigkeit des 30 "C-Ansatzes. Bei 5 "C erreichte die Reak- 

tionsgeschwindigkeit 21,76 nmol NADP I min * mg Protein und erlangte damit 

27,46 % der Maximalgeschwindigkeit bei 30 'C (Tab. 8). Der Km-Wert bei 30 ' C  

lag bei 1,27 nM Glucose-6-phosphat (Substrat), wÃ¤hren der bei 5 OC etwas 

niedriger bei 1,23 nM lag. Bei -2 'C erhÃ¶ht sich der Km-Wert merklich auf 

4,54 nM Glucose-6-phosphat und zeigte damit einen deutlichen Unterschied zu 

den sinkenden Km-Werten der MDH. 

Die SÃ¤ttigungsbereich der G6P-DH lagen bei allen drei Temperaturen bei 

6,6 mM Glucse-6-phosphat. 

3.1.4 EinfluÃ der Temperatur auf die Km-Werte der MDH 

Die Anderung der Enzym-Substrat-AffinitÃ¤ (E-S-AffinitÃ¤t der MDH, die durch den 

Km-Wert charakterisiert wird, ist in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur in 

Abbildung 8 fÃ¼ die arktische A. arcfa dargestellt. Aufgetragen wurden die Km- 

Wert fÃ¼ die an 0 'C und 10 'C akklimatisierten Kulturen. 
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Abb. 8: Die Auswirkung der Temperatur auf den Km-Wert der MDH (Oxalacetat) aus Extrakten 
von A. arcfa. Die Algen wurden an 0 'C und 10 'C akklimatisiert. Berechnet wurden die 
Km-Werte nach Hanes ((S) 1 V gegen (S)). Angegeben sind die Mittelwerte (n=4, Stan- 
dardabweichung s 10 %). 

Die an 0 'C akklimatisierte MDH zeigte bei einer Temperatur von 0 'C bis -2 'C 
die hÃ¶chst SubstrataffinitÃ¤t die durch die kleinsten Km-Werte ( -2 'C = 18,40 pM 

und 0 'C = 18,54 FM Oxalacetat) dargestellt wurde. Mit steigender Temperatur 
wurde das Substrat schlechter gebunden, dies wurde durch die steigenden Km- 
Werte deutlich. Bei Temperaturen hÃ¶he als 30 'C kam es zu einer drastischen 
ErhÃ¶hun des Km-Wertes auf 109,16 pM Oxalacetat. 
Die MDH, die aus Algen gewonnen wurde, die an 10 'C akklimatisiert waren, 
zeigte zwischen 0 'C und 10 'C das hÃ¶chst SubstratbindungsvermÃ¶gen Der Km 

fÃ¼ 0 'C lag bei 21,96 pM Oxalacetat, fÃ¼ 10 'C bei 21,OO pM Oxalacetat. Bei 
Temperaturen Ã¼be 10 'C nahm die E-S-AffinitÃ¤ rasch ab, die Km-Werte erhÃ¶hte 
sich deutlich. Unterhalb von 0 'C wurde die SubstrataffinitÃ¤ nur leicht erhÃ¶ht der 

Km lag bei 23,44 pM Oxalacetat. 
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3.1.5 EinfluÃ der Substratkonzentration auf die Cllo-Werte 

Die Temperaturkoeffizienten (Qlo-Werte) zeigten eine deutliche AbhÃ¤ngigkei von 

der Substratkonzentration (Tab. 9 + 10). Mit abnehmender Oxalacetat- 

konzentration nahmen auch die Qlo-Werte der MDH fÃ¼ beide Akklimatisations- 

temperaturen (0 "C-Kultur und 10 'C-Kultur) ab (Tab. 9). Bei allen nicht ge- 

sÃ¤ttigte Konzentrationen (unterhalb von 50 pM Oxalacetat) wurden stark 

sinkende Qlo-Werte beobachtet. Ab 12,5 pM Oxalacetat konnte bei einer 
Temperatur von 0 'C fÃ¼ beide akklimatisierten Enzyme hÃ¶her Reaktions- 
geschwindigkeiten erzielt werden als bei 10 ' C ,  dies wird durch die in der Tabelle 

9 dargestellten Qlo-Werte < 1 deutlich. 

Tab. 9: Temperaturkoeffizienten (Q,n) fÃ¼ die MDH aus Extrakten von A. arcta bei ver- 
schiedenen Oxalacetatkonzentrationen. Die SubstratsÃ¤ttigun liegt bei 125 pM 
Oxalacetat. Die Algen wurde an 0 'C und 10 'C akklimatisiert. 

Substratkonzentrationen 
(PM Oxalacetat) 

QIO 
(Temperaturbereich 0 'C bis 10 'C) 

Bei der G6P-DH konnte mit abnehmender Glucose-6-phosphatkonzentration eine 

Zunahme der Qlo-BetrÃ¤g ermittelt werden (Tab. 10). Bei allen nicht gesÃ¤ttigte 

Substratkonzentrationen, unterhalb von 3,3 mM Glucose-6-phosphat, kam es zu 

einem deutlichen Anstieg der Qlo-Werte. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei -2 'C 

wurde gegenÃ¼be 5 'C somit nicht ausgeglichen (Qlo > 1). Die Temperatur- 

Intervalle der MDH und G6P-DH fÃ¼ die Berechnung der Qlo-Werte unterscheiden 

sich, da fÃ¼ die G6P-DH nicht alle SubstratsÃ¤ttigungskurve des gesamten 

Temperaturbereiches von -2 'C bis 40 'C aufgenommen wurden. FÃ¼ die G6P-DH 

wurden keine unterschiedlichen Akklimatisierungstemperaturen betrachtet. 
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Tab. 10: Temperaturkoeffizienten (Q,,,) fÃ¼ die G6P-DH aus Extrakten von A. arcta bei ver- 
schiedenen Glucose-6-phosphatkonzentrationen. Die SubstratsÃ¤ttigun liegt oberhalb 
von 3,3 mM Glucose-6-phosphat. 

Substratkonzentrationen QIO 
(mM Glucose-6-phosphat) (Temperaturbereich -2 'C bis 5 "C) 

3.2 Wirkung verschiedener Effektoren auf MDH und G6P-DH 

Die Wirkung verschiedener Effektoren, wie DMSP-CI, Saccharose, Prolin und 

NaCI wurden an den Enzymen MDH und G6P-DH aus Extrakten der grÃ¶n 

lÃ¤ndische A. arcta untersucht. Dabei wurden Untersuchungen zur Salz- und 

Temperaturbelastung durchgefÃ¼hrt Die Konzentration der Verbindungen 

(Effektoren) ist in mOsmol I kg angegeben, fÃ¼ eine Umrechnung in mol I m3 siehe 

Tabelle 5 in Kapitel 2.1 3. 

FÃ¼ die Versuchsreihen konnte das eingesetzte DMSP nur in Verbindung mit 

Hydrochlorid synthetisiert werden. TestansÃ¤tz mit DMSP enthielten daher Ã¤qui 

molare Mengen an Cl'. Nach Beendigung der Versuchsreihen wurden die einge- 

setzten DMSP-Mengen mittels GC-Analyse Ã¼berprÃ¼ und konnten bis zu einem 

Verlust von max. 20 % wiedergefunden werden. 

3.2.1 EinfluÃ der Effektoren bei UnterkÅ¸hlun (-2 ' C )  

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der MDH sowie der G6P-DH wurden in 

AbhÃ¤ngigkei von der Substratkonzentration in Ab- und Anwesenheit ver- 

schiedener Substanzen (DMSP-CI, Saccharose, Prolin und NaCI) gemessen 
(Abb. 9 + 11). Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur von -2 'C, um die 

Wirkung der Substanzen auf die Enzymkinetik zu testen. Die MDH und G6P-DH 

zeigten bei -2 'C gegenÃ¼be 30 'C eine deutlich verminderte AktivitÃ¤t die jedoch 

Ã¼be einen Zeitraum von mehreren Stunden stabil blieb. 
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MDH 

Die katalytische AktivitÃ¤ der MDH wurde durch die eingesetzten Effektoren 

unterschiedlich beeinfluÃŸt (Abb. 9). Prolin rief bei allen Substratkonzentrationen 

eine Aktivierung der Reaktionsgeschwindigkeit irn Vergleich zur Kontrolle hervor. 

Saccharose aktivierte die Enzyrnumsatzraten nur bis zu einer Konzentration von 

25 pM Oxalacetat, wÃ¤hren sich bei SubstratsÃ¤ttigun eine Inhibierung ergab. 

Das eingesetzte DMSP-CI wirkte in weiten Bereichen leicht inhibierend auf die 

EnzyrnaktivitÃ¤t Nur irn unteren Konzentrationsbereich (bis 12,5 PM Oxalacetat) 

hatte es keinen negativen Effekt auf die Umsatzrate. Die MDH wird als stark 

salzempfindliches Enzym beschrieben (BERGMEYER 1983), so daÂ der 

inhibierende Effekt wahrscheinlich auf den EinfluÃ des Chlorids zurÃ¼ckzufÃ¼hr 

ist. Diese These wird noch gestÃ¼tz durch den ebenfalls stark inhibierenden 

EinfluÃ des NaCl als Zusatz. 

-4- Konrrolie 
4 NaCI 
-&- DMSP-CI 
-9- Proiin 
-a- Saccharose 

Oxalacetat (W 

Abb. 9: EinfluÃ der Substratkonzentration in Gegenwart verschiedener Effektoren 
(400 rnOsrnol 1 kg) auf die AktivitÃ¤ der MDH aus Extrakten von A. arcta, MeÃŸ 
ternperatur -2 'C. Angegeben sind die Mittelwerte Â Standardabweichung (n=4). Die 
gestrichelte Linie gibt die Kontrolle ohne Effektor an. 

Die Darstellung nach Hanes (Slv gegen S) lieÃ fÃ¼ den Effektor NaCI einen "nicht- 

kompetitiven Hernrntyp" erkennen (Abb. lob) ,  bei dem sowohl die Konstante Km 

als auch Vmax beeinfluÃŸ wurde. Dabei erhÃ¶ht sich der Km um das 2,3-fache, 

und der Vmax-Wert wurde, bezogen auf die Kontrolle, um einen Quotienten von 

1,9 erniedrigt (Tab. 11). DMSP-CI zeigte bei der Hanes-Auftragung (Abb. 10a) 



Ergebnisse 

einen gemeinsamen Schnittpunkt mit der Kontrolle auf der Abszisse, d.h. der Km- 
Wert wurde nur unwesentlich beeinfluÃŸ (Tab. 11). Die Maximalgeschwindigkeit 

dagegen nahm im Vergleich zur Kontrolle leicht ab. Prolin und Saccharose als 

Aktivatoren (Abb. 10c + d) zeigten bei der Hanes-Auftragung einen leicht re- 

duzierten Km-Wert, also eine erhÃ¶ht EnzymaffinitÃ¤ zum Substrat und eine leicht 

gestiegene Maximalgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle (Tab. 11). Prolin 

erreichte mit der ErhÃ¶hun der Reaktionsgeschwindigkeit etwa 16,4% der 

Maximalgeschwindigkeit bei 30 'C (Tab. 8), dies entsprach einer ErhÃ¶hun von 
3,0% (0,53 pmol NADH 1 min *mg Protein) im Vergleich zur Kontrolle (-2 'C). 

Saccharose erreichte dagegen nur 14,2% der maximalen Geschwindigkeit 

(30 'C), auf die Kontrolle bezogen entsprach dies einem Anstieg von 0,8% 

(0,14 pmol NADH / min * mg Protein). Im Vergleich zu 30 'C (Tab. 8, Kap. 3.1.3) 
wurde der Km-Wert mit Saccharose um einen Quotienten von 2,2 und bei Prolin 

von 2,3 bei -2 'C erniedrigt. 

- 75- 
4 Kontrolle 

150- 

- 

700 - 

Abb. 10: Hanes - Plot der MDH aus Extrakten von A. arcta in Anwesenheit verschiedener 
Substanzen (400 mOsmol 1 kg): a) DMSP-CI, b) NaCI, C) Prolin, d) Saccharose. 
Temperatur - 2 "C. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 Parallelen. EnzymaktivitÃ¤te 
rechts von der Kontrolle bedeutet Aktivierung, links davon Inhibitition. 
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Tab. 11: Berechnete Km- und Vmax-Werte verschiedener Effektoren nach Hanes fÃ¼ die MDH 
aus Extrakten von A. arcfa. Errechnet aus den Mittelwerten der Substratkurven (n=4). 
Der Korrelationskoeffizient (r) fÃ¼ die einzelen Substanzen war 2 0,99. 

Zusatz Km Vmax 
(PM) (pmol NADH 1 min*mg Protein) 

Kontrolle 18,40 2,37 

DMSP-CI 18,97 2,lO 

Saccharose 17,38 2,51 

Prolin 15,96 2,92 

NaCI 41,69 1,27 

Die G6P-DH konnte bei -2 OC von allen eingesetzten Effektoren und bei allen 

Substratkonzentrationen aktiviert werden (Abb. 11). Dabei war die Aktivierung der 

G6P-DH durch Prolin am stÃ¤rksten Saccharose wirkte im unteren Konzentrations- 

bereich (bis 1,65 nM Glucose-6-phosphat) genauso stimulierend auf die Enzym- 

aktivitÃ¤ wie Prolin, im Bereich der SubstratsÃ¤ttigun war die Reaktions- 

geschwindigkeit jedoch etwas langsamer. Das DMSP-CI als Zusatz aktivierte das 

Enzym im unteren Substratbereich etwas schlechter als Prolin und Saccharose, 

im SÃ¤ttigungsbereic erreichte es aber die Reaktionsgeschwindigkeit von 

Saccharose. Die G6P-DH erwies sich im Gegensatz zur MDH als salz- 

unempfindliches Enzym. Der Effektor NaCI zeigte bis zu einer Substratkon- 

zentration von 1 nM Glucose-6-phosphat keine Aktivierung, dann aber stieg die 

AktivitÃ¤ deutlich Ã¼be die der Kontrolle, blieb aber unterhalb derer von DMSP-CI, 

Saccharose und Prolin zurÃ¼ck 
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Abb.11: Einflug der Substratkonzentration in Gegenwart verschiedener Effektoren 
(400 mOsrnol 1 kg) auf die AktivitÃ¤ der G6P-DH aus Extrakten von A. arcta. MeÃŸ 
temperatur -2 Â¡C Angegeben sind die Mittelwerte Â Standardabweichung (n=4). Die 
gestrichelte Linie gibt die Kontrolle ohne Effektor an. 

Der Hanes-Plot fÃ¼ die G6P-DH zeigte ebenfalls eine Aktivierung der einzelnen 

Effektoren und untermauert prinzipiell die Ergebnisse des V I S-Diagramms 

(Abb. Al), zeigte jedoch die Unterschiede in den VerhÃ¤ltnisse der einzelnen 

Aktivatoren zueinander noch erheblich deutlicher (Abb. 12a bis d). 

Die Konstante Km wurde beim NaCI im Vergleich zur Kontrolle leicht erhÃ¶ht und 

die maximale Reaktionsgeschwindigkeit stieg um das 1,2-fache an (Tab. 12). Bei 

den eingesetzten organischen Verbindungen wurden sowohl die Konstante Km 

als auch die Maximalgeschwindigkeit positiv beeinfluÃŸ (Tab. 12). Der Km-Wert 
nahm bei DMSP-CI, Saccharose und Prolin ab, blieb aber hÃ¶he als der Km bei 

hohen Temperaturen (30 'C, Kap. 3.1.3; Tab. 8). D.h. die EnzymaffinitÃ¤ zum 

Substrat wurde durch die Effektoren zwar erhÃ¶ht blieb aber unterhalb der 

maximalen AffinitÃ¤ bei 30 'C. Der negative Effekt der Temperatur auf die 

Konstante Km wurde durch die eingesetzten organischen Substanzen nicht 

vollstÃ¤ndi kompensiert (Kap. 3.1.3). Der Vmax-Wert wurde beim DMSP-CI und 

Saccharose um das 1,4-fache im Vergleich zur Kontrolle erhÃ¶ht dies entsprach 

etwa 27,7% der Maximalgeschwindigkeit bei 30 'C und einem Zuwachs von 7,2% 

im Vergleich zur Kontrolle (5,7 nmol NADP 1 min * mg Protein). Das Prolin erhÃ¶ht 

die Reaktionsgeschwindigkeit um das 1,6-fache und erreichte damit 32,3% der 

Maximalgeschwindigkeit bei 30 'C, dies entsprach einer ErhÃ¶hun von 11,8% 

(9,4 nmol NADP I min * mg Protein) im Vergleich zur Kontrolle. 
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Abb. 12: Hanes - Plot der G6P-DH aus Extrakten von A. arcta in Anwesenheit verschiedener 
Substanzen (400 mOsmol / kg): a) DMSP-CI, b) NaCI, C) Prolin, d) Saccharose. 
Temperatur - 2 "C. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 Parallelen. Enzymaktivitsten 
rechts von der Kontrolle bedeutet Aktivierung, links davon Inhibitition. 
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Tab. 12: Berechnete Km- und Vmax-Werte verschiedener Effektoren nach Hanes fÃ¼ die G6P-DH 
aus Extrakten von A. arcta. Errechnet aus den Mittelwerten der Substratkurven (n=4). 
Der Korrelationskoeffizient (r) fÃ¼ die einzelnen Substanzen war 2 0,98. 

g 1 2 - 0 DMSP'CI 

10- 

1 08: . 

1 ' 1  
0 6 12 18 

Zusatz Km Vnax 
(mM) (nmol NADP 1 min*mg Protein) 

Kontrolle 

DMSP-CI 

Saccharose 

Prolin 

NaCI 



Ergebnisse 

Veraleich MDH und G6P-DH 

Insgesamt reagierte die MDH bei UnterkÃ¼hlun und bei Zusatz der Aktivatoren 

Prolin und Saccharose jeweils mit einer Verminderung des Km-Wertes und somit 

einer besseren Ausnutzung der Substratbindung unter Substratlimitierung. Ohne 

den negativen Effekt des Chlorids wÃ¼rd das DMSP wahrscheinlich diesem 

Muster folgen. Die G6P-DH konnte den EinfluÃ der Temperatur, auch in An- 

wesenheit der Aktivatoren, nicht vollstÃ¤ndi kompensieren. Die Km-Werte waren 

zwar im Vergleich zur Kontrolle geringer, blieben aber oberhalb des Km-Wertes 

von 30 'C (vgl. Kap. 3.1.3). DafÃ¼ wirkten bei diesem Enzym die Aktivatoren 

stÃ¤rke auf die ErhÃ¶hun der Reaktionsgeschwindigkeit, die dadurch so hoch lag 

wie die Maximalgeschwindigkeit bei 5 'C (Kap, 3.1.3; Tab. 8). 

3.2.2 Interaktion von Temperatur und Effektorkonzentrationen 

Der EinfluÃ unterschiedlicher Konzentrationen von DMSP-CI, NaCI, Prolin und 

Saccharose auf die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH sowie G6P-DH wurde bei 

30 OC und -2 OC gemessen. Die EnzymaktivitÃ¤te wurden mit Konzentrationen der 

verschiedenen Substanzen im Bereich von 50 bis 1000 mOsmol 1 kg (vgl. Tab. 5) 

20 min bei der jeweiligen Temperatur inkubiert und anschlieÃŸen bei 

SubstratsÃ¤ttigun bestimmt. Die Enzymumsatzraten sind in Abbildung 13 und 14 

fÃ¼ die MDH und fÃ¼ die G6P-DH (bezogen auf pmol NADH bzw. nmol NADP 1 

min * mg Protein) dargestellt. Die spezifische AktivitÃ¤ der Enzyme war aufgrund 

der nur partiell gereinigten Extrakte leicht unterschiedlich (vgl. Kap, 2.3.2), so daÂ 

die GrundaktivitÃ¤ in den AnsÃ¤tze zum Teil differiert. Die TestansÃ¤tz mit DMSP- 

Cl wurden mit beiden Isolaten von A. arcfa durchgefÃ¼hrt alle weiteren nur mit dem 

arktischen Isolat. 

In Abbildung 13a + b sind die Ergebnisse fÃ¼ DMSP-CI am arktischen und ant- 

arktischen Isolat von A. arcfa dargestellt. FÃ¼ beide Isolate wurde bei 30 'C die 

Reaktionsgeschwindigkeit der MDH kontinuierlich durch steigende DMSP-CI- 

Konzentrationen gehemmt. Dabei wirkte sich der hemmende EinfluÃ bei dem 

arktischen Isolat stÃ¤rke aus als bei dem antarktischen. Bei 1000 mOsmolI kg 

DMSP-CI erreichte die arktische A. arcfa nur noch 31,9% der Anfangsge- 

schwindigkeit, das antarktische Isolat aber noch 54,0%. Bei der Unter- 

kÃ¼hlungstemperatu von -2 'C wurde bei beiden Isolaten auch mit steigender 



Konzentration keine Hemmung der EnzymaktivitÃ¤ beobachtet. Vielmehr konnte 

bei beiden Isolaten zwischen 600 und 800 mOsmol / kg eine leichte Aktivierung 

der Reaktionsgeschwindigkeit, die uber die Bandbreite der Standardabweichung 

hinausging, gemessen werden (SD der Kontrolle 4%). Die EnzymaktivitÃ¤ bei 

-2 'C betrug fÃ¼ beide Isolate etwa 10% der maximalen AktivitÃ¤ bei 30 Â¡C Die 

ErhÃ¶hun der AktivitÃ¤ durch DMSP-CI erreichte, bezogen auf die KontrollaktivitÃ¤ 

bei 30 'C, bei beiden Extrakten etwa 2%. Bei 1000 mOsmol / kg DMSP-CI sank 

die AktivitÃ¤ der arktischen und der antarktischen MDH wieder auf die 

AnfangsaktivitÃ¤t 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH wurde durch den Effektor NaCI bei 

beiden Temperaturen mit steigender Konzentration kontinuierlich gehemmt (Abb. 

13c). Bei 1000 mOsmol 1 kg NaCI erreichte der 30 OC Ansatz nur noch 19,2% der 

Anfangsgeschwindigkeit, dies entsprach etwa der Geschwindigkeit von -2 'C 

ohne Zusatz. Die Enzymaktivitat des -2 "C-Ansatzes war ab einer Konzentration 

von 800 mOsrnol / kg NaCI fast vÃ¶lli gehemmt. 

Prolin als Effektor-Substanz zeigte fÃ¼ beide Temperaturen uber den gesamten 

Konzentrationsbereich hinweg keine destabilisierende Wirkung auf die AktivitÃ¤ 

der MDH (Abb. 13d). Die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten beider 

Temperaturen lagen in der Bandbreite ihrer jeweiligen Standardabweichung (SD 

der Kontrollen 9%). 

Durch steigende Saccharose-Konzentrationen wurde die EnzymaktivitÃ¤ der MDH 

bei SubstratsÃ¤ttigun bei beiden Temperaturen vermindert (Abb. 13e). Die 

Hemmung der AktivitÃ¤ war jedoch nicht so stark ausgeprÃ¤g wie bei dem Test- 

ansatz mit NaCI. Bis zu 200 mOsmol / kg Saccharose wurde die AktivitÃ¤ im 

Vergleich zu den Kontrollen nur leicht vermindert, dann aber fiel die 

EnzymaktivitÃ¤ kontinuierlich ab. Bei 800 mOsmol / kg Saccharose erreichte der 

30 'C Ansatz 74,2% der AnfangsaktivitÃ¤t der -2 'C Ansatz hingegen nur noch 

54,0%. Der Wert fÃ¼ 1000 mOsmol / kg Saccharose fehlt, da bei der ÃœberprÃ¼fu 

der OsmolaritÃ¤ der 1000er-Wert dem von 800 mOsmol / kg entsprach. 
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Abb. 13a. bis e: 
Die Wirkung steigender Konzentrationen 
von DMSP, Prolin, Saccharose und NaCI 
auf die AktivitÃ¤ der MDH aus Extrakten 
von A. arcfa (Arktis). Die TestansÃ¤tz mit 
DMSP wurden zum Vergleich noch je- 
weils an der MDH aus dem antarktischen 
Isolat durchgefÃ¼hrt Die AktivitÃ¤ wurde 
bei 30 und -2'C getestet. Die durch- 
gezogene Linie (-) bei 30 'C und -2 Â¡ 
gibt die jeweilige Kontrolle ohne Zusatz- 
stoff an. Standadabweichung der 
Kontrollen -s. 10%. Dargestellt sind Mittell- 
werte Â Standardabweichung (n=4). 
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Der EinfluÃ der Effektorkonzentrationen auf die AktivitÃ¤ der G6P-DH bei 30 'C 

und -2 'C ist in den Abbildungen 14a bis e dargestellt. 

Die AktivitÃ¤ der G6P-DH wurde durch steigende DMSP-CI - Konzentrationen bei 

beiden Temperaturen leicht erhÃ¶h (Abb. 14a.+ b.). Dabei wurden die 30 Â¡C 

AnsÃ¤tz der arktischen A. arcta stÃ¤rke stimuliert als die der antarktischen. Bis 

400 mOsmol / kg DMSP-CI stieg das arktische Isolat auf 134,4% der Anfangs- 

aktivitÃ¤ und blieb bis 1000 mOsmol / kg annÃ¤hern auf diesem Niveau. Die 

Aktivierung der Reaktionsgeschwindigkeit lag ab 200 mOsmol 1 kg DMSP-CI 

deutlich oberhalb der Bandbreite der Standardabweichung (SD der Kontrolle 2%). 
Die G6P-DH des antarktischen Isolats erreichte bei 400 mOsmol / kg DMSP-CI 

etwa 120, 6% der AnfangsaktivitÃ¤ und wurde bis 1000 mOsmol / kg auf 123,3% 

aktiviert. In diesem Bereich lag die Aktivierung oberhalb der Standad-abweichung 

(SD der Kontrolle 5%). Die EnzymansÃ¤tz bei -2 'C wurden bei beiden Isolaten im 

Vergleich zu ihrer Kontrolle (SD 5 5%) durch Zugabe von DMSP-CI aktiviert, 

blieben aber deutlich unter der KontrollaktivitÃ¤ bei 30 "C. Die AktivitÃ¤ des 

arktischen Isolats bei -2 ' C  stieg schon bei 50 mOsmol I kg DMSP-CI auf 131,7% 

der Anfangsgeschwindigkeit. Dies entsprach, bezogen auf 30 'C, einer 

Aktivierung von 7,9%. Bei der G6P-DH aus Extrakten der antarktischen 

A. arcfa wurde eine Aktivierung im Bereich zwischen 200 und 600 mOsmol / kg 

DMSP-CI gemessen. Hier erreichte die Reaktionsgeschwindigkeit 134,7% der 

Anfangsgeschwindigkeit, dies entsprach einer Aktivierung von 11,7%, bezogen 

auf die 30 "C-Kontrolle. Die EnzymaktivitÃ¤ beider Isolate verminderte sich 

oberhalb von 800 mOsmol / kg, blieb jedoch auch bei 1000 mOsmol 1 kg noch auf 

dem Niveau der KontrollaktivitÃ¤t 

NaCI zeigte bis 600 mOsmol 1 kg bei 30 "C keinen hemmenden Effekt auf die 

Reaktionsgeschwindigkeit der G6P-DH (Abb. 14c.). Oberhalb von 

800 mOsmol / kg NaCI fiel die AktivitÃ¤ deutlich unter die KontrollaktivitÃ¤t Bei 

1000 mOsmol 1 kg NaCI wurden noch 56,7% der AnfangsaktivitÃ¤ gemessen. Die 

EnzymaktivitÃ¤ bei -2 OC lag Ã¼be dem gesamten Konzentrationsbereich um 100% 

der Anfangsgeschwindigkeit. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der G6P-DH wurde bei 30 "C durch steigende 

Prolin-Konzentrationen leicht verringert (Abb. 14d.). Bis zu 50 mOsmol 1 kg Prolin 

blieb die AktivitÃ¤ unverÃ¤nder zur Kontrolle. Mit steigender Konzentration ver- 

minderte sich die Reaktionsgeschwindigkeit und betrug bei 1000 mOsmol / kg 

noch 79,0% der anfÃ¤ngliche AktivitÃ¤t Die Messungen bei -2 "C ergaben mit 

steigender Prolin-Konzentration keine Hemmung der EnzymaktivitÃ¤t Ab 

400 mOsmol / kg Prolin kam es zu einer ErhÃ¶hun der AktivitÃ¤t die oberhalb der 
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Bandbreite der Standardabweichung der Kontrolle lag (SD der Kontrolle 5%). Die 

Aktivierung betrug 133,6% der Anfangsgeschwindigkeit, bezogen auf die 30 'C- 

Kontrolle machte dies eine ErhÃ¶hun von 7,7% aus. Bei 800 und 1000 

mOsmol / kg fiel die Reaktionsgeschwindigkeit wieder auf die KontrollaktivitÃ¤ 

zurÃ¼ck 

Mit zunehmender Saccharose-Konzentration wurde die Reaktionsgeschwindigkeit 

der G6P-DH bei beiden Temperaturen erhÃ¶h (Abb. 14e.). Bei 30 'C kam es bis 

800 mOsmol / kg Saccharose zu einer kontinuierlichen Stimulierung der AktivitÃ¤ 

auf 139,4% der Anfangsgeschwindigkeit. Die EnzymansÃ¤tz bei -2 'C wurden ab 

200 rnOsmol1 kg Saccharose auf 155,7% der Anfangsgeschwindigkeit aktiviert, 

und erst oberhalb 800 rnOsmol I kg fiel die AktivitÃ¤ leicht ab (144,8%). Die 

EnzymaktivitÃ¤ (-2 'C), bezogen auf 30 'C, betrug ohne Saccharose 17,5%, mit 

600 mOsrnol I kg Saccharose wurde eine ErhÃ¶hun von 10,4% erreicht. 

Veraleich MDH und G6P-DH 

Insgesamt wurde die MDH aus Extrakten von A. arcfa mit zunehmender DMSP-CI- 

Konzentration bei 30 'C in ihrer AktivitÃ¤ gehemmt. DemgegenÃ¼be wurde die 

Enzymumsatzrate mit steigendem DMSP-Gehalt bei -2 'C nicht inhibiert, sondern 

in hÃ¶here Konzentrationen geringfÃ¼gi aktiviert. Die G6P-DH zeigte dagegen bei 
beiden Temperaturen eine Aktivierung der EnzymaktivitÃ¤t Die HÃ¶h der 

Aktivierung war jedoch konzentrations-, temperatur- sowie isolatabhÃ¤ngig NaCI 

zeigte auf Grund der Salzempfindlichkeit der MDH bei beiden Temperaturen mit 

steigender Konzentration eine Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit. Bei 

der G6P-DH wurde die EnzymaktivitÃ¤ dagegen nur bei hohen NaCI-Konzen- 

trationen (800 und 1000 mOsmol1 kg) bei 30 'C vermindert, bei -2 'C blieb die 

AnfangsaktivitÃ¤ Ã¼be den gesamten Konzentrationsbereich erhalten, Prolin wirkte 

Ã¼be den gesamten Konzentrationsbereich bei beiden Temperaturen nicht de- 

stabilisierend auf die MDH-AktivitÃ¤t Die G6P-DH-AktivitÃ¤ nahm dagegen bei 

30 'C mit zunehmender Prolin-Konzentration etwas ab. Bei -2'C wurde die 

Reaktionsgeschwindigkeit ab 400 mOsmol / kg Prolin leicht stimuliert und fiel 

oberhalb 600 mOsmol I kg auf die AnfangsaktivitÃ¤ zurÃ¼ck Die AktivitÃ¤ der MDH 

nahm bei beiden Temperaturen mit steigender Saccharose-Konzentration 

kontinuierlich ab. Auch bei der Aufnahme der SubstratsÃ¤ttigungskurve (-2 'C) 

hatte Saccharose unter SubstratsÃ¤ttigun einen hemmenden EinfluÃ auf die 

MDH-AktivitÃ¤ (Kap. 3.13). Bei der G6P-DH wurde die Reaktionsgeschwindigkeit 

durch Saccharose bei beiden Temperaturen deutlich erhÃ¶ht 
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3.3 Gefrierschutzversuche an der kÃ¤ltelabile LDH 

Die Erfassung der Schutzwirkung anorganischer Salze und kompatibler 

Substanzen nach Gefrieren und Wiederauftauen erfolgte an einem Testenzym, 

der Lactat-Dehydrogenase (LDH), die bekanntermaÃŸe als Modell fÃ¼ labile, 

native Konformationen Verwendung findet. Die Enzymumsatzraten zu den 

Gefrierschutz-versuchen sind jeweils prozentual in Relation zur AnfangsaktivitÃ¤ 

bei 20 'C dargestellt. Die Daten, bezogen auf NADH-Umsatz pro mg Protein, sind 

als Tabellen im Anhang zusammengestellt (Tab. 111 + IV). Die eingesetzten 

Konzentrationen der verschiedenen Substanzen sind in mOsmol I kg angegeben, 

fÃ¼ die Umrechnung in mmol 1 m3 siehe Kapitel. 2.14, Tabelle 5. 

3.3.1 Selbststabilisierung 

Der Effekt der Selbststabilisierung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) nach 

einmaligem Gefrieren und anschlieÃŸende Auftauen mit steigender Protein- 

Konzentration ist in Abbildung 15 dargestellt. Angegeben ist die RestaktivitÃ¤ der 

LDH nach Gefrieren in flÃ¼ssige Stickstoff und Wiederauftauen im Wasserbad 

(20 'C) bezogen auf die AnfangsaktivitÃ¤ (100%). Die Graphik zeigt, daÂ die 

Resistenz gegen schnelles Einfrieren und langsames Auftauen mit steigender 

Enzymkonzentration (= Proteinkonzentration) bei der LDH zunahm. Bei den 

Ã¼brige Experimenten zum Gefrierschutz wurde aufgrund dieser Ergebnisse eine 

Proteinkonzentration (ca. 3 pg Protein I mL Testansatz) mit einer geringen 

KapazitÃ¤ an SelbststabilitÃ¤ eingesetzt, um so die Schutzwirkung der Substanzen 

hervorzuheben 

l ' l ' l ' l  
4 8 12 16 

LDH (pg 1 mL) 

Abb. 15: EinfluÃ der Proteinkonzentration auf die StabilitÃ¤ der LDH nach Gefrieren und 
Auftauen. Die GrundaktivitÃ¤ vor dem Gefrieren ergibt 100% AktivitÃ¤t Angegeben sind 
Mittelwerte Â Standardabweichung (n = 4). 
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3.3.2 Gefrierdauer 

In Abbildung 16 ist der EinfluÃ der Gefrierdauer in flÃ¼ssige Stickstoff sowie der 
Lagerung bei 0 'C auf die LDH-AktivitÃ¤ dargestellt. Die LDH in 10 mM HEPES- 

Puffer verlor nach einmaligem Einfrieren und Wiederauftauen im Wasserbad bei 

20 'C ca. 90% ihrer AnfangsaktivitÃ¤t Die Dauer der Lagerung in flÃ¼ssige 
Stickstoff hatte dagegen keinen EinfluÃ auf die ReststabilitÃ¤ der LDH. Die 

MeÃŸpunkt aus der Zeitreihe sind nach dem t-Test (Student-Verteilung, 
zweiseitig) nicht signifikant unterschiedlich (a > 0,2). Die StabilitÃ¤ bei 0 'C wurde 

allerdings von der Lagerungszeit beeinfluÃŸt Der AktivitÃ¤tsverlus zwischen 

Zeitpunkt 0 min und 240 min ist signifikant (a 0,Ol). FÃ¼ alle weiteren 

Experimente wurden daher die angesetzten Proben (Enzym und Zusatzstoffe) 
sofort eingefroren und einzeln aufgetaut, um den Verlust an GrundaktivitÃ¤ so 

gering wie mÃ¶glic zu halten. 

0 60 120 180 240 300 

Zeit (rnin) 

Abb. 16: EinfluÃ der Gefrierdauer bzw. Lagerung bei 0 'C auf die StabilitÃ¤ der LDH. Die 
AnfangsaktivitÃ¤ bei 20 'C entspricht 100%. Angegeben sind Mittelwerte Â 
Standardabweichung (n = 6). 

3.3.3 Gefrierschutz 

Verschiedene anorganische Salze und kompatible Substanzen wurden in ihrer 

Wirkung als Gefrierschutzstoffe in unterschiedlichen Konzentrationen getestet 

(Abb. 17 + 18). 

Die LDH wird bei 30 ' C  durch Zugabe von Chlorid in ihrer AktivitÃ¤ gesteigert 

(BERGMEYER 1983). In Vorversuchen konnte zudem gezeigt werden, daÂ die LDH 

durch hohe NaCI-Gaben nicht in ihrer AktivitÃ¤ beeinfluÃŸ wurde. Daraus ergab 



Ergebnisse 

sich die Frage, ob anorganische Salze einen wirksamen Schutz fÃ¼ die LDH 

gegen das Einfrieren in flÃ¼ssige Stickstoff bieten. Mit ErhÃ¶hun der Konzen- 
tration der eingesetzten Salze (NaCI; KCI; NH4CI; KBr) stabilisierte sich die 
EnzymaktivitÃ¤ kontinuierlich (Abb. 17). 

Abb. 17: RestaktivitÃ¤ (%) der LDH als Funktion der Salzkonzentrationen nach einmaligem 
Gefrieren und Wiederauftauen. Die durchgezogene Linie (-) gibt die GrundaktivitÃ¤ 
(100%) ohne Gefrieren an (SD 5%). Die EnzymaktivitÃ¤ ohne Zusatzstoffe nach dem 
Gefrieren wird jeweils durch den ersten Punkt der Graphik reprÃ¤sentiert Angegeben 
sind Mittelwerte Â Standardabweichung (n = 4). 

Alle Salze zeigten schon bei 100 mOsmol I kg eine leichte Zunahme der AktivitÃ¤t 

die bei 200 mOsmol I kg zwar wieder auf das Anfangsniveau abfiel, aber mit 

weiterer ErhÃ¶hun der Konzentration zunahm. Es zeigte sich, daÂ der Grad der 

Stabilisierung abhÃ¤ngi von dem eingesetzten Salz und dessen Konzentration 

war. Die LDH erreichte mit KCI bei einer Konzentration von 1600 mOsmol/ kg 
etwa 75% der AnfangsaktivitÃ¤t Bei einer Konzentration von 1800 mOsmol / kg 

erreichte KBr 36% und NH4CI 80% der ursprÃ¼ngliche AktivitÃ¤t Eine 

Stabilisierung der EnzymaktivitÃ¤ auf 100% wurde mit NaCI bei 1800 mOsmol / kg 
erreicht. 
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Abb. 18: RestaktivitÃ¤ (%) der LDH als Funktion der Osmolytkonzentrationen nach einmaligem 
Gefrieren und Wiederauftauen. Die durchgezogene Linie (-) gibt die GrundaktivitÃ¤ 
(100%) ohne Gefrieren an (SD 5%). Die EnzymaktivitÃ¤ ohne Zusatzstoffe nach dem 
Gefrieren wird jeweils durch den ersten Punkt der Graphik reprasentiert. Angegeben 
sind Mittelwerte Â Standardabweichung (n=4). 

Die kompatiblen Substanzen (Prolin, Saccharose, DMSP-CI und DMSP-Br) 

wirkten in einem wesentlich engeren Konzentrationsbereich stabilisierend auf die 

AktivitÃ¤ der LDH als die anorganischen Salze (Abb. 17 + 18). Das AusmaÃ der 

Schutzwirkung war in erheblichem MaÃŸ von den eingesetzten kompatiblen 

Substanzen abhÃ¤ngig Auch in Gegenwart der kompatiblen Substanzen (mit 

Ausnahme des DMSP-CI) kam es bei 100 mOsmol / kg zu einem kurzfristigen 

Anstieg in der Enzymstabilisierung, der bei 200 mOsmol / kg aber wieder leicht 
abfiel. 

Prolin und Saccharose zeigten einen geringen stabilisierenden Effekt nach dem 

Gefrieren. Im Bereich von 200 bis 400 mOsmol / kg Saccharose wurden ungefÃ¤h 
60% der AnfangsaktivitÃ¤ der LDH gemessen. Bei weiterer ErhÃ¶hun (600 bis 

1400 mOsmol / kg) fiel der stabilisierende Effekt auf 35% zurÃ¼ck Prolin stabi- 

lisierte die EnzyrnaktivitÃ¤ Ã¼be den gesamten Konzentrationsbereich von 50 bis 



Ergebnisse 

1200 mOsmol1 kg um 45%, mit Ausnahme bei 100 mOsmol1 kg (60%). Das 

DMSP wurde als Bromid- und Chloridsalz getestet, um den schon beschriebenen 

Chlorideffekt auf die LDH auszuschlieÃŸen DMSP-CI zeigte bis 200 mOsmol 1 kg 

keinen Effekt auf die RestaktivitÃ¤ der LDH. Mit weiterer KonzentrationserhÃ¶hun 

trat aber eine bemerkenswerte Stabilisierung ein. Durch Zusatz von 

600 mOsmol I kg DMSP-CI wurden 100% der AnfangsaktivitÃ¤ des Enzyms 

erreicht. Bei einer weiteren ErhÃ¶hun der DMSP-CI-Konzentration kam es zu 

einer Stimulierung der EnzymaktivitÃ¤t Bei 2000 mOsmol I kg (885 mol I m3) 

Zusatz wurden sogar 160% der AnfangsaktivitÃ¤ gemessen. Das DMSP-Br 

erreichte bei 600 mOsmol I kg erst 64% der Anfangsaktivitat, aber auch hier kam 

es bei einer weiteren ErhÃ¶hun der Konzentration zu einer Stimulierung der 

GrundaktivitÃ¤t Bei 2200 mOsmol I kg (940 mol I m3) DMSP-Br wurden rund 198% 

der AnfangsaktivitÃ¤ gemessen. Die beiden eingesetzten DMSP-Salze zeigten 

annÃ¤hern die gleichen Effekte, so daÂ die alleinige Wirkung des Chlorids 

ausgeschlossen werden kann. Dennoch kann ein mÃ¶gliche EinfluÃ von 

Halogeniden nicht ausgeschlossen werden. 

3.4 Wirkung von Temperatur und DMSP auf die LDH 

In Abbildung 19 ist der EinfluÃ verschiedener Temperaturen auf die AktivitÃ¤ der 

LDH sowie die Wirkung des DMSP-CI auf die EnzymstabilitÃ¤ wiedergegeben. Die 

thermische Denaturierung der LDH nach 60 min Inkubation im Wasserbad war bei 

30 'C gegenÃ¼be 5 'C und 0 'C stÃ¤rke ausgeprÃ¤gt Unter Zusatz von 400 und 

1000 mOsmol I kg (- 0,2 M und - 0,4 M, vgl. Tab. 5) DMSP-CI stabilisierte sich 

die AktivitÃ¤ der LDH kontinuierlich. Die Unterschiede in der EnzymstabilitÃ¤t die 

durch die verschiedenen Temperaturen hervorgerufen wurden, konnten aber auch 

mit den beiden eingesetzten Konzentrationen an DMSP-CI nicht vollstÃ¤ndi 

ausgeglichen werden. Der 30 "C-Ansatz blieb in seiner AktivitÃ¤ deutlich hinter 

den AnsÃ¤tze von 5 'C und 0 "C zurÃ¼ck Mit 1000 mOsmol1 kg DMSP-CI konnten 

bei den 5 "C-und 0 "C-AnsÃ¤tze in etwa 110% der AnfangsaktivitÃ¤ erreicht 

werden, wohingegen der 30 "C-Ansatz nur 90% an AktivitÃ¤ erreichte. 
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DMSP-CI (mOsmol/kg) 

Abb. 19: RestaktivitÃ¤ der LDH nach 60 min. Inkubation bei 0 'C, 5 'C und 30 *C sowie nach 
Zugabe von 400 und 1000 mOsml / kg DMSP-CI. Die durchgezogene Linie (-) gibt 
die GrundaktivitÃ¤ (100%) zu Beginn des Versuches an (SD 7%). Angegeben sind 
Mittelwerte Â Standardabweichung (n=4). 
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II. PHYSIOLOGIE 

3.5 Prolin-, Saccharose- und DMSP-Gehalt in AbhÃ¤ngigkei der 
Temperatur 

Die zellulÃ¤re Gehalte der organischen Osmolyte Prolin, Saccharose und DMSP 

wurden in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur an den Stammkulturen von A. arcta 
der Arktis und Antarktis (Abb. 20a + b) bestimmt. Diese drei Substanzen wurden 

von KARSTEN (1 991) als die wichtigsten organischen Osmolyte bei SalzstreÃ fÃ¼ 
A. arcta nachgewiesen. 

Die Prolinkonzentration stieg in beiden Isolaten mit sinkender Temperatur deutlich 

an. Beide Isolate zeigten den proportional stÃ¤rkste Anstieg bei einer Temperatur- 
reduzierung von 0 "C auf -2 "C. Bei der arktischen A. arcfa stieg der Prolin-Gehalt 

um das 1,6-fache, beim antarktischen Isolat um das 2,2-fache gegenÃ¼be den 

0 "C-Kulturen. Die Gehalte an Prolin waren bei beiden Isolaten annÃ¤hern gleich. 
Saccharose trat bei beiden Isolaten in viel geringeren Konzentrationen auf als 

Prolin, eine deutliche TemperaturabhÃ¤ngigkei wurde nicht beobachtet. 

Die DMSP-Gehalte wurden durch die Temperatur bei den beiden Isolaten 

unterschiedlich beeinfluÃŸt Das arktische Isolat zeigte eine deutliche ErhÃ¶hun 
der DMSP-Konzentration mit sinkenden Temperaturen. Der DMSP-Gehalt stieg 
bei einer Temperaturerniedrigung von 0 'C auf -2 OC um das 1,4-fache. Bei dem 

antarktischen Isolat stiegen die DMSP-Gehalte nicht mit sinkenden Tempe- 

raturen, hier wurde die hÃ¶chst Konzentration bei 10 'C erreicht. Auch blieben die 

Gehalte an DMSP beider Isolate deutlich hinter denen von Prolin zurÃ¼ck 

Die -2 "C-Kulturen wurden, um das Gefrieren der Medien zu verhindern, von 

34 PSU auf 36 PSU aufgesalzen. Die Gehalte von Prolin und DMSP bei -2 'C 

kÃ¶nnte somit auch durch die leicht erhÃ¶ht SalinitAt beeinfluÃŸ worden sein, 

0 Prolin 
13 Saccharosi 

Z 4 1  1 B DMSP 

b. Aniarktii 
0 Prolin 
5 Saccharose 

U. 
B DMSP a 

-2 0 10 
Temperatur (Â¡C 

-2 0 W 
Temperatur (Â¡C 

und Abb. 20: ZellulÃ¤r Konzentrationen der organischen Verbindungen Prolin, Saccharose 
DMSP in A. arcta der Arktis (a) und Antarktis (b) als Funktion der Temperatur. 
Dargestellt sind Mittelwerte 2 Standardabweichung (n=4). 
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3.6 Proteingehalt in AbhÃ¤ngigkei der Temperatur 

In Abbildung 21 sind die Proteingehalte der beiden Acrosiphonia-lsolate nach 

Akklimatisation an verschiedene Temperaturen dargestellt. Bei beiden Isolaten 

stieg der Protein-Gehalt mit sinkender Temperatur. Der Korrelationskoeffizient, 
der den Zusammenhang zwischen Temperatur und Konzentration angibt, lag fÃ¼ 

beide bei 0,99. Die Protein-Konzentrationen waren bei der arktischen A. arcfa, 
auÃŸe bei 0 'C, etwas geringer als bei der antarktischen. 

Antarktis 
E Arktis 

Temperatur ("C) 

Abb.21: Proteingehalt von A. arcta der Antarktis und Arktis in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur. 
Die Algen wurden vor den Untersuchungen mindestens 8 Wochen an die jeweilige 
Temperatur akklimatisiert. Dargestellt sind Mittelwerte Â Standardabweichung (n=4). 

3.7 Wachstum bei UnterkÃ¼hlun (-2 'C) 

Um die VitalitÃ¤ von A. arcfa bei UnterkÃ¼hlun (-2 'C) abzuschÃ¤tzen wurden die 

Wachstumsraten beider Isolate bestimmt (Tab. 13). A. arcfa zeigte fÃ¼ beide 

Isolate auch bei -2 'C noch eine geringe Zuwachsrate pro Tag. Die antarktische 

A. arcta zeigte dabei eine geringere Wachstumsrate (9,48 %*Tag-1) als die 
arktische (14,18 %*Tag-1). Die Wachstumsraten fÃ¼ 0 'C und 10 'C wurden fÃ¼ 

das arktische Isolat von WIENCKE und TOM DIECK (1990) und fÃ¼ das 

antarktische von BISCHOFF und WIENCKE (1 993) erhoben. 
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Tab. 13: Wachstumsraten von A. arcta der Arktis und Antarktis in Abhangigkeit von der Ternpe- 
ratur. Die Algen wurden vor den Messungen an die jeweilige Temperatur akklimatisiert. 
Angegeben sind die Mittelwerte Â Standardabweichung (n = 6). Die Werte mit w u r d e n  
von WIENCKE und TOM DIECK (1990) und die Werte mit + von BISCHOFF und 
WIENCKE (1993) erhoben. 

Temperatur spezifische Wachstumsrate 

' C )  (% * ~ a ~ - 1 )  
Arktis Antarktis 

3.8 Temperatur und DMSP-Gehalt kalt-temperierter Isolate von A. arcta 

Die intrazellulÃ¤re DMSP-Gehalte in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur sind fÃ¼ 

verschiedene kalt-temperierte Isolate von A. arcta in Abbildung 22 dargestellt. Die 

Algen wurden in einem Temperaturbereich von 0 'C bis 15 'C untersucht und 

jeweils 5 Wochen an die entsprechende Temperatur akklimatisiert. 

Temperatur ('C) 

G 

Abb. 22: IntrazellulÃ¤r DMSP-Gehalte verschiedener Isolate von A. arcta in AbhÃ¤ngigkei von 
der Temperatur. Die Algen wurden jeweils 5 Wochen an die entsprechenden Tempe- 
raturen akklimatisiert. Angegeben sind die Mittelwerte Â Standardabweichung (n = 6). 
Die Legende gibt die einzelnen Fundorte der Isolate wieder. 
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Alle Isolate zeigten bei 0 'C annÃ¤hern die gleichen DMSP-Gehalte, mit 

zunehmender Temperatur wurde kein einheitlicher Trend unter den Isolaten 

festgestellt. Der DMSP-Gehalt fÃ¼ das Isolat aus Roscoff, Frankreich, erniedrigte 

sich bei 5 'C leicht im Gegensatz zu 0 'C und blieb dann bis 15 'C auf einem 

Niveau. Bei dem Isolat aus Grotta Island, Island, blieb die DMSP-Konzentration 

zwischen 0 'C und 5 'C annÃ¤hern gleich und fiel bei 10 'C deutlich ab, um bei 

15 'C wieder leicht anzusteigen. Das Isolat aus Halifax, Kanada, zeigte Ã¼be den 

gesamten Temperaturbereich nahezu die gleichen DMSP-Gehalte. Zu einem 

linearen DMSP-Anstieg kam es bei dem Isolat aus Friday Harbor, Washington 

U.S.A., zwischen 0 'C und 10 'C, bei 15 'C fiel der Gehalt wieder auf das Niveau 

von 0 'C zurÃ¼ck 
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4. Diskussion 

4.1 EinfluB der Temperatur auf MDH und G6P-DH 

Jedes biologische System toleriert einen begrenzten Bereich der Temperatur bzw. 

der WÃ¤rmeintensitÃ¤ Dieser fÃ¼ Wachstum und ProduktivitÃ¤ eines Organismus 

spezifische Temperaturbereich ist Ausdruck der in den lebenden Zellen integriert 

wirkenden Enzymsysteme und der von ThermostabilitÃ¤ bzw. -LabilitÃ¤ ab- 

hÃ¤ngige FunktionsfÃ¤higkei der Zellstrukturen und -Ultrastrukturen (ZUBER 1969, 

INNiSS und INGRAHAM 1978, HOCHACHKA und SOMERO 1980). Im nachfolgenden 

Kapitel sollen die wichtigsten Enzym-Parameter (Temperaturoptimum, Ea, Km und 

Qqo) von MDH und G6P-DH aus Extrakten von A. arcta, die eine Aussage Ã¼be 

eine biochemische Anpassung an die Temperatur zulassen, diskutiert werden. 

Ein Grundproblem niedriger Temperatur ist die Regulation der enzymatischen 

Wirkungsgeschwindigkeit. Nach HOCHACHKA und SOMERO (1980) werden in der 

Literatur drei Strategien fÃ¼ diese Regulation diskutiert : 

1. eine KonzentrationsÃ¤nderun bereits existierender Enzyme ("quantitative 

Strategie") 

2. ein Wechsel der Enzymarten eines Enzyms ("qualitative Strategie") 

3, eine Modulation der AktivitÃ¤te bereits existierender Enzyme 

("Modulationsstrategie"), 

Die oben genannten Enzym-Parameter fÃ¼ MDH und G6P-DH sollten klÃ¤ren 

welche der drei Strategien es A. arcta ermÃ¶glicht die tiefen Temperaturen ihres 

Habitats in Arktis und Antarktis zu tolerieren. 

4.1.1 AktivitÃ¤ts und Temperaturoptima 

Die extrahierten Enzyme der polaren A. arcta waren in einem breiten Temperatur- 

bereich (-2 'C bis 40 "C) aktiv. Die Optima fÃ¼ die Enzymkomplexe MDH und 

G6P-DH lagen fÃ¼ das arktische und antarktische Isolat in einem Bereich von 

25 OC bis 30 OC (Abb. 5 + 6). Diese Temperaturoptima sind deutlich hÃ¶he als die 

Wassertemperaturen des Nord- und SÃ¼dpolarmeeres Im SÃ¼dpolarmeer um King- 

George-Island, liegen die Wassertemperaturen zwischen -2 'C im Winter und 

+2 ' C  im Sommer; im Nordpolarmeer, um Disko-Island, zwischen -2 OC und +6 "C 

(BISCHOFF und WIENCKE 1995). Das Wachstumsoptimurn der beiden 

Acros;phon~a-lsolate liegt deutlich unterhalb der Temperaturoptirna der unter- 
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suchten Enzyme. Das arktische Isolat weist ein Wachstumsoptimum zwischen 

0 'C und 10 'C (BISCHOFF und WIENCKE 1993) auf, das antarktische von etwa 

5 ' C  (WIENCKE und TOM DIECK 1990). Diese offensichtliche Diskrepanz zwischen 

in situ-Temperatur und Temperaturoptimum einzelner Enzyme scheint fÃ¼ kÃ¤lte 

adaptierte Organismen keine Seltenheit zu sein (BAROSS UND MORITA 1978, 

KRISTIANSEN 1983, REICHARDT UND DIECKMANN 1985, FELLER et al. 1994). 

Untersuchungen der RUBISCO dreier antarktischer Diatomeenarten und zweier 

temperierter Spezies zeigten, daÂ das Temperaturoptimum der temperierten 

Diatomeen bei 40 ' C  lag, das der Antarktischen bei 50 ' C  (DESCOLAS-GROS und 

DE BILLY 1987). Die antarktischen Diatomeen wurden zuvor bei 3 ' C  und die 

temperierten bei 18 ' C  kultiviert. Es scheint ein allgemein gÃ¼ltige PhÃ¤nome der 

polaren Algen zu sein, daÂ viele ihrer physiologischen Prozesse, wie z.B. 

Wachstum oder Photosynthese, Temperaturoptima zeigen, die solchen von 

temperierten Spezies sehr Ã¤hnlic sind (KIRST und WIENCKE 1995). 

Das Temperaturoptimum eines Enzyms, bei dem die hÃ¶chst katalytische AktivitÃ¤ 

auftritt, ergibt noch keine Aussage Ã¼be die eigentliche katalytische Effizienz des 

Enzyms (DIXON et al. 1979). Auch ist zu bedenken, daÂ ein Enzym in vivo durch 

die "zellulÃ¤r IntegritÃ¤t ein ganz anderes Verhalten als im isolierten Zustand 

aufweisen kann. Bei thermolabiler EnzymaktivitÃ¤ kann der zellulÃ¤r Verbund 

Enzyme vor Temperaturen schÃ¼tzen die auÃŸerhal der Wachstumsgrenzen eines 

Organismus liegen (INNISS und INGRAHAM 1978). Dieser Schutz wÃ¼rd isolierten 

Enzymen fehlen. Die meisten Enzyme sind thermolabile Proteine, so daÂ es im 

Optimumbereich hÃ¤ufi zu einer Ãœberlagerun von der mit der Temperatur 

steigenden Umsatzrate und der gleichzeitigen Inaktivierung des Enzyms kommt. 

Die experimentell ermittelten Temperaturoptima mÃ¼sse deshalb mit Vorbehalt 

interpretiert werden, da durch die Anwesenheit von Effektoren oder Ã„nderun der 

lnkubationsdauer Verschiebungen des Temperaturoptimums auftreten kÃ¶nnen 

Temperaturoptima kÃ¶nne um 10 ' C  differieren, wenn die Inkubationsdauer z.B. 

30 min oder 60 min betrÃ¤g (RUTTLOFF et al. 1978). In Tabelle 14 sind zum 

Vergleich die in vivo zu in vitro Reaktionsbedingungen eines Enzyms gegenÃ¼be 

gestellt. Das Ternperaturoptimum, als in der Literatur oft verwendete GrÃ¶ÃŸ lÃ¤Ã 
sich ohne genaue Angaben der Versuchsbedingungen, insbesondere der 

Inkubationszeit, nicht vergleichend diskutieren. Die Verschiebung der 

Temperaturoptima bei unterschiedlichen Anzucht- oder Standorttemperaturen 

lassen bei einer Versuchsreihe mit identischen Versuchsbedingungen aber sehr 

wohl eine Aussage zu. 
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Tab.14: Vergleich der Reaktionsbedingungen in der lebenden Zelle (in vivo) und im 
Reagenzglas (in vitro; modifiziert nach AEBI et al. 1982) 

In vivo In vifro 

RÃ¤umlich Anordnung meist kompartimentiert frei in Lesung 

Enzymbestand wird laufend erneuert bzw. angepaÃŸ Anfangskonzentration festgelegt; 

durch Variation der Syntheserate teilweise Inaktivierung im Verlauf der 

(Adaptation) Inkubation 

Substrat [SI relativ klein; [SI - Km; [SI relativ hoch; [SI > Km; 

beschrÃ¤nkte Substratangebot SubstratsÃ¤ttigun 

Reaktionsgeschwindigkeit Substrat Enzym 

Reaktionssystem offen geschlossen 

("steady state", meist in NÃ¤h der (Ausgangssituation, weit vor, 

Gleichgewichtslage) Gleichgewichtslage entfernt) 

Reaktionsprodukte laufend Beseitigung durch andere bei Versuchsbeginn = 0 AnhÃ¤ufun 

Enzyme oder durch Diffusion und mit zunehmender Versuchsdauer 

Zirkulation 

Temperatur dem Habitat entsprechend 30 'C (25 'C) 

PH entsprechend den einzelnen pH-Optimum 

Kompartimenten 

Die Akklimatisationstemperaturen (0 OC und 10 'C) beider Isolate von A. arcta 
hatten bei der MDH keine Verschiebung des Temperaturoptimums zur Folge. Bei 

der G6P-DH aus dem antarktischen Isolat fÃ¼hrt die Anzuchttemperatur zu einer 

leichten Verschiebung der optimalen Reaktionsgeschwindigkeit. Die an 0 'C 

akklimatisierten Algen zeigten ein Optimum der EnzymaktivitÃ¤ bei 25 Â¡C die an 

10 'C akklimatisierten Kulturen zwischen 25 ' C  und 30 ' C .  Der EinfluÃ der An- 

zuchttemperatur auf verschiedene EnzymaktivitÃ¤te von Laminaria saccharina 
zeigte unterschiedliche Wirkung (DAVISON und DAVISON 1987). FÅ  ̧die Enzyme 

MDH, Aminotransferase, Mannitol-1-phospat-Dehydrogenase und Phosphoenol- 

pyruvat-Carboxykinase konnte keine AbhÃ¤ngigkei der EnzymaktivitÃ¤ von der 

Anzuchttemperatur festgestellt werden. Bei der Nitratreduktase und der Glutamin- 
Synthetase konnte ein Zusammenhang beider Parameter aufgezeigt werden. Eine 

umgekehrte ProportionalitÃ¤ zwischen Anzuchttemperatur und Enzymaktivitdt 

zeigten die Enzyme Glycerinaldehyd-3-phospat-Dehydrogenase und RUBISCO. 
Der EinfluÃ der in sifu-Temperatur bzw. der Anzuchttemperatur scheint keine 
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einheitliche Wirkung auf Enzymsysteme zu haben. Die Nitratreduktase aus 

Extrakten der Diatomee Skelefonema cosfafum, die bei unterschiedlichen 

Temperaturen angezogen wurde, zeigte bei allen Akklimatisationstemperaturen 

(1 0 'C, 17 'C und 25 'C) ein AktivitÃ¤tsoptimu von 10 ' C  bis 15 ' C  (KRISTIANSEN 

1983). Das Temperaturoptimum fÃ¼ die Nitratreduktase liegt damit niedriger als 

das des Wachstums (20 'C bis 25 ' C ,  FALKOWSKI 1977). Die Nitratreduktase aus 

natÃ¼rliche Phytoplankton des Oslofjords mit Wassertemperaturen zwischen 0 OC 

und 2 ' C  zeigte ein AktivitÃ¤tsmaximu bei 10 ' C  (KRISTIANSEN 1983). Diese 

Beispiele machen deutlich, daÂ die Darstellung der maximalen KapazitÃ¤ eines 

Enzyms keine Aussage Ã¼be den wahren EinfluÃ der Temperatur auf eine 

Enzymreaktion, geschweige denn auf den Gesamtstoffwechsel zulÃ¤ÃŸ 

4.1.2 Aktivierungsenergie (apparente Ea) 

Anhand der Arrhenius-Beziehung wird die Rate einer chemischen Reaktion als 

Funktion der Energie ausgedrÃ¼ckt die zur Aktivierung der Reaktionspartner 

benÃ¶tig wird (VINCENT 1988). Eine niedrige Aktivierungsenergie bedeutet, daÂ 

zur Bildung des Enzymsubstratkomplexes wenig freie Energie benÃ¶tig wird. Somit 

ist dasjenige Enzym fÃ¼ eine gegebene Stoffwechselreaktion am besten geeignet, 

welches die Aktivierungsenergie am stÃ¤rkste herabsetzt. FÃ¼ poikilotherme 

Organismen, die an eine kÃ¼hl oder kalte Umwelt adaptiert sind, wÃ¤r ein Enzym- 

system, das mit einer insgesamt niedrigeren Aktivierungsenergie arbeiten kann, 

von groÃŸe Nutzen (VROMAN und BROWN 1963). 

Die Aktivierungsenergien fÃ¼ die MDH aus Extrakten von A. arcta der Arktis und 

Antarktis lagen in einem Bereich zwischen 26,82 kJ 1 mol und 54,62 kJ 1 mol (vgl. 

Tab.6). Die ebenfalls untersuchte G6P-DH zeigte Ã¤hnlich Aktivierungsenergien 

zwischen 37,75 kJ 1 mol und 50,59 kJ 1 mol (vgl. Tab. 6). Damit liegen die 

Aktivierungsenergien der beiden untersuchten Enzyme in einem Bereich, der 

allgemein fÃ¼ enzymatische Reaktionen angegeben wird (40 - 60 KJ 1 mol; LASCH 

1987, RAVEN und GEIDER 1988). Die Enzyme (MDH und G6P-DH) der beiden 

Isolate wiesen hinsichtlich der benÃ¶tigte Aktivierungsenergie keine aus- 

geprÃ¤gte Unterschiede auf, lediglich die der MDH des arktischen Isolates war 

geringfÃ¼gi niedriger als die der antarktischen. Aufgrund der unterschiedlich 

langen Kaltwassergeschichte der Arktis (3 Millionen Jahre) und Antarktis 

(14 Millionen Jahre) wÃ¤re vielleicht deutlichere Unterschiede zu erwarten 

gewesen. Neuere Untersuchungen konnten jedoch belegen, daÂ sich A. arcta in 

einer der beiden HemisphÃ¤re entwickelt hat und wÃ¤hren der letzten Eiszeit den 

Aquator Ã¼berquer haben muÃ (VAN OPPEN et al. 1993, BISCHOFF und WIENCKE 
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1995). Somit kann fÃ¼ A. arcta beider polarer Regionen davon ausgegangen 

werden, daÂ sie eine annÃ¤hern gleich lange Kaltwassergeschichte haben und 

deshalb auch Ã¤hnlich Aktivierungsenergien aufweisen. 

FÃ¼ die kalt-gemÃ¤ÃŸig Laminaria hyperborea konnte eine Aktivierungsenergie fÃ¼ 

die MDH in einem Temperaturbereich von 0 'C bis 25 'C von 62,8 KJ 1 rnol 

nachgewiesen werden ( KÃœPPER und WEIDNER1980). Untersuchungen zur MDH 

aus einem kalt- sowie warmadaptierten Genotypen von Lathyrus japonicus 

(Leguminosae) zeigten Aktivierungsenergien zwischen 30,9 KJ I rnol (7,38 Kcal I 

mol, Temperaturbereich 10 OC bis 20 Â¡C und 49,06 KJ 1 rnol (1 1,68 Kcal I mol, 

Temperaturbereich 10 'C bis 20 'C; SIMON 1979a). Eigene Untersuchungen an 

einem kalt-gemÃ¤ÃŸigt Isolat von A. arcta aus Helgoland zeigten Aktivierungs- 

energien fÃ¼ die MDH von 42,59 KJ 1 mol (Ternperaturbereich 0 - 20 ' C ,  Daten 

nicht dargestellt) und fÃ¼ die G6P-DH von 41,46 KJ 1 rnol (Ternperaturbereich 

0 - 30 'C). Die in dieser Arbeit ermittelten Aktivierungsenergien der beiden unter- 

suchten Enzyme der polaren A. arcfa-lsolate zeigten somit auch gegenÃ¼be kalt- 

gemÃ¤ÃŸigt Arten keine niedrigere Aktivierungsenergie. 

Hohe Aktivierungsenergien deuten darauf hin, daÂ Enzyme stark sensitiv auf 

Temperaturschwankungen reagieren (VOROMANN und BROWN 1963, VOSJAN und 

OLANCZUK-NEYMANN 1991). So konnten hohe Aktivierungsenergien von 

75 KJ I rnol bei Untersuchungen der ElektronentransportaktivitÃ¤ an polarem 

Phytoplankton in einem Ternperaturbereich von 0 bis 10 'C belegt werden 

(VOSJAN und OLANCZUK-NEYMANN 1991). Diese Organismen leben in einem 

nahezu stabilen Temperaturregime. Aus diesem Grunde mÃ¼sse sie nicht an 

fluktuierende Temperaturen adaptiert sein, wie es z.B fÃ¼ Organismen des 

Wattenmeeres nÃ¶ti ist, bei denen tatsÃ¤chlic auch extrem niedrige 

Aktivierungsenergien von 25 JK / rnol nachgewiesen wurden (OLANCZUK- 

NEYMANN UND VOSJAN 1977). Eine niedrige Aktivierungsenergie bzw. SensibilitÃ¤ 

gegenÃ¼be Temperaturschwankungen schÃ¼tz die Enzyme vor wiederholten und 

abrupten Ã„nderunge ihrer AktivitÃ¤t A. arcta kommt im Bereich des unteren 

Eulitorals vor, wo sie aufgrund der Gezeiten Temperaturschwankungen 

ausgesetzt ist. Die mittleren Aktivierungsenergien fÃ¼ MDH und G6P-DH deuten 

keine extreme SensibilitÃ¤ gegenÃ¼be schwankenden Temperaturen an. 

Eine Herabsetzung der Aktivierungsenergie durch Adaptation bzw. Akklima- 

tisation an tiefe Temperaturen konnte fÃ¼ einige Enzyme von hÃ¶here Pflanzen, 

wie z.B Typha lafifolia, Lathyrus japonicus und Oxyria digyna nachgewiesen 

werden (McNAUGHTON 1972, SHOMER-ILAN et al. 1979, SIMON 1979a,b, OQUIST 

1983), dagegen ist dies bei Enzymen aus Algen bislang wenig belegt. Neuere 

Unter-suchungen am ETS-System aus polaren Diatomeen konnten jedoch eine 
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deutliche Reduzierung der Aktivierungsenergie nach Akklimatisation an tiefe 

Temperaturen zeigen (WANZEK 1994). 

Die NAD-abhÃ¤ngig MDH aus einer kaltadaptierten, maritimen Population von 

Lathyrus japonicus (Leguminosae) weist gegenÃ¼be dem Enzym aus Individuen 

eines kontinentalen Biotops eine herabgesetzte Aktivierungsenergie auf (SIMON 

1979b). Die Aktivierungsenergie fÃ¼ die MDH aus den beiden untersuchten 

Isolaten von A. arcta variierte ebenfalls mit den jeweiligen in sifu-Temperaturen. 

Dabei sank die Aktivierungsenergie aus der MDH beider Isolate nach Akklirna- 

tisation an niedrige Temperaturen. Die Aktivierungsenergie des arktischen Isolats 

sank von 32,04 KJ I mol (10 'C-Kultur, Ternperaturbereich 0 - 30 Â¡C auf 

26,82 KJ I mol (0 "C-Kultur, Temperaturbereich 0 - 30 'C), die des antarktischen 

von 54,62 KJ I mol (10 'C-Kultur, Ternperaturbereich 0 - 30 'C) auf 

44,62 KJ 1 mol ( 0 "C-Kultur, Temperaturbereich 0 - 25 'C). Dabei zeigte lediglich 

die MDH der 0 "C-Kultur des antarktischen Isolates eine schon bei 25 'C 

beginnende Destabilisierung, wÃ¤hren bei allen anderen Kulturen von 0 'C bis 

30 OC keine Abweichung von der Arrhenius-Geraden nachzuweisen war. Erst bei 

einer weiteren ErhÃ¶hun der Temperatur war hier eine ThermolabilitÃ¤ festzu- 

stellen. Diese thermische Denaturierung wird damit erklÃ¤rt daÂ insbesondere die 

WasserstoffbrÃ¼ckenbindunge aufbrechen und es dadurch zu einer Ã„nderun der 

funktionellen Eigenschaften des Enzyms kommt. Bei warmakklirnatisierten 

Organismen liegt die kritische Temperatur, bei der schwache Bindungen gelÃ¶s 

werden, hÃ¶he als bei kaltakklimatisierten (INNISS und INGRAHAM 1978, 

HOCHACHKA und SOMERO 1980). 

Die Modifikation der Aktivierungsenergie als Antwort auf eine verÃ¤ndert 

Temperatur kÃ¶nnt eine mÃ¶glich Strategie sein, um die katalytische Effizienz der 

MDH bei niedrigen Temperaturen zu steigern. Diese Modifizierung des Enzyms 

beansprucht jedoch einen lÃ¤ngere zeitlichen Abschnitt, da sie unmittelbar mit 

einer de novo-Synthese undloder dem Aufbau von MDH-lsoenzymen gekoppelt 

ist (SIMON 1979~). Diese Art der Enzymmodifikation kann aus der temperatur- 

beeinfluÃŸte VerÃ¤nderun der SekundÃ¤rstruktu der rRNA oder der TertiÃ¤rstruktu 

der tRNA resultieren (HOCHACHKA UND SOMERO 1980). Die Reaktion der MDH 

auf verÃ¤ndert Temperaturen kÃ¶nnt ein erster Hinweis fÃ¼ eine "qualitative 

Strategie" zur Regulation der enzymatischen Wirkungsgeschwindigkeit sein. 

Jedoch wird die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH aus Extrakten von A. arcta 

bei niedrigen Temperaturen im Vergleich zu HÃ¶here nicht vollstÃ¤ndi aus- 

geglichen (vgl. Kap. 4.1 .I). 

Die G6P-DH der Acros;phon;a-lsolate reagierte bei abnehmender Temperatur 

nicht mit einer herabgesetzten Aktivierungsenergie. Bei diesem Enzym lagen die 

Aktivierungsenergien der 0 "C-akklimatisierten Kulturen der Arktis und Antarktis 
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hÃ¶he als bei den an 10 'C akklimatisierten Kulturen (vgl. Tab. 6). Bei Unter- 

suchungen der Phosphoenolpyruvat Carboxylase (PEPC) der C4-Pflanze 

Echinochloa crusgalli konnte ein signifikanter Anstieg der Aktivierungsenergie bei 

niedrigen Akklimatisierungstemperaturen beobachtet werden (SIMON et al. 1984). 

Die Autoren erklÃ¤re diesen Anstieg der Aktivierungsenergie mit der hohen 

katalytischen AktivitÃ¤ der PEPC zwischen 35 'C und 45 'C und damit, daÂ die 

Akklimatisierungstemperatur (7 OC Nacht und 15OC Tag) weit auÃŸerhal der 

physiologischen Temperatur der Echinochloa crusgalli lag. Die G6P-DH aus 

A. arcta zeigte ebenfalls bei hohen Temperaturen (30 'C) ihre maximale AktivitÃ¤t 

die Akklimatisationstemperaturen (0 'C und 10 Â¡C lagen dagegen im Wachs- 

tumsbereich von A. arcta. Bei einigen Enzymen aus marinem Phytoplankton 

konnten keine Unterschiede in der Aktivierungsenergie nach Adaptation oder 

Akklimatisation an tiefe Temperaturen dokumentiert werden (PACKARD et al. 1975, 

KRISTIANSEN 1983, DESCOLAS-GROS und DE BILLY 1987). Eine mÃ¶glich Er- 

klÃ¤run kÃ¶nnt sein, daÂ eine erniedrigte Aktivierungsenergie ansonsten andere 

Katalyseprozesse bei der Enzymreaktion benachteiligen wÃ¼rde wie z.P. die 

E-S-AffinitÃ¤ (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Dieses kÃ¶nnt fÃ¼ die G6P-DH 

aus Extrakten von A. arcta heiÃŸen daÂ sie eine erhÃ¶ht EffektivitÃ¤ durch 

herabgesetzte Aktivierungsenergie zugunsten anderer Katalyseprozesse einge- 

tauscht hat. FÃ¼ eine genauere Aussage Ã¼be die Verringerung der Aktivierungs- 

energie mÃ¼ÃŸt Daten Ã¼be die freie Energie der Aktivierung (AG+) und nicht, wie 

in dieser Arbeit, Ã¼be die Aktivierungsenthalpie (Ea) erhoben werden. 

Analog zur MDH zeichnet sich die G6P-DH der an 0 "C-akklimatisierten Kulturen 

durch eine frÃ¼he einsetzende ThermolabilitÃ¤ (25 'C) aus als die der 10 'C- 

Kulturen (25 - 30 ' C ) .  Diese stÃ¤rker ThermolabilitÃ¤ der O "C-Kulturen kÃ¶nnt auf 

eine, durch die Temperatur induzierte Ausbildung spezieller Isoenzyme oder zu- 

mindest auf eine verÃ¤ndert Konformation des Enzyms hindeuten. 

4.1.3 Enzym- ubstrat-AffinitÃ¤ (apparenter Km) 

Die Wirkungsgeschwindigkeit eines Enzyms kann zum einen durch die 

Reduzierung der Aktivierungsenergie (siehe Kap. 4.1.2) und zum anderen durch 

eine verbesserte FÃ¤higkei zur Substratbindung erhÃ¶h werden. Der apparente 

Km-Wert ermÃ¶glich eine Aussage Ã¼be die AffinitÃ¤ zwischen Substrat und 

Enzym. Ein hoher Km-Wert steht beispielsweise fÃ¼ eine geringe Substrat- 

bindungsfÃ¤higkeit 

TemperaturÃ¤nderunge kÃ¶nne die E-S-AffinitÃ¤ und damit den apparenten Km- 

Wert beeinflussen, da die fÅ¸ die StabilitÃ¤ des E-S-Komplexes verantwortlichen 
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schwachen Bindungen temperaturempfindlich sind (HOCHACHKA und SOMERO 

1980). Ein Anstieg in der E-S-AffinitÃ¤ bei niedrigen Temperaturen zeigt an, daÂ 

die Reaktion frÃ¼he substratgesÃ¤ttig ist. Dies setzt allerdings voraus, daÂ die 

Enzymreaktion in vivo unter nicht-sÃ¤ttigende Substratkonzentration arbeitet 

(RAVEN und GEIDER 1988). Dies konnte fÃ¼ einige Enzyme von Tieren und 

Pflanzen nachgewiesen werden (HOCHACHKA und SOMERO 1984, GRAHAM und 

PATTERSON 1982), 

Die apparenten Km-BetrÃ¤g fÃ¼ die MDH aus Extrakten von A. arcta lagen 

innerhalb eines Bereiches, der auch bei hÃ¶here Pflanzen festgestellt wurde 

(TING et al. 1975, SIMON und VAIRINHOS 1991). Untersuchungen an der MDH aus 

Extrakten von Tefraselmis subcordiformis (Prasinophyceae) ergaben einen Km 

von 43 pM (- 22 'C, GRONE 1991) und ensprachen annÃ¤hren dem Km-Wert fÃ¼ 

die MDH aus Extrakten von A. arcfa (37 FM, 30 'C). Allgemein scheint die 

Km- 1 Temperaturbeziehung der MDH aus A. arcta Ã¤hnlic der zu sein, die auch 

fÃ¼ Enzyme verschiedener poikilotherme Tiere (SOMERO 1978, HOCHACHKA und 

SOMERO 1980) und einiger hÃ¶here Pflanzen (SIMON 1979b, BROUILLET und 

SIMON 1980, SIMON et al. 1983, SIMON und VAIRINHOS 1991) beschrieben wird. In 

den genannten Arbeiten stieg der Km-Wert, wie auch bei der MDH aus A. arcfa, 

als positive Funktion der Ansatztemperatur (vgl. Abb. 8). Die hÃ¶chst E-S-AffinitÃ¤ 

fÃ¼ Oxalacetat (kleinster Km) wurde bei den an 0 'C-akklimatisierten Kulturen 

zwischen -2 'C und 0 'C gemessen und nahm bis 40 "C kontinuierlich ab. Die an 

10 'C-akklimatisierten Kulturen zeigten dagegen die hÃ¶chst AffinitÃ¤ zwischen 

0 'C und 10 'C. Mit steigender Temperatur nahm die FÃ¤higkei zur Substrat- 

bindung im Vergleich zu den 0 "C-Kulturen schneller ab. Diese Anderung des Km- 

Wertes durch die Temperatur wird von HOCHACHKA und SOMERO (1980) als 

eine "positive Temperaturmodulation" beschrieben. Die direkte MÃ¶glichkei zur 

Kompensation der verringerten enzymatischen AktivitÃ¤ durch eine erleichterte 

Substratbindung bei Temperaturschwankungen ist die entscheidende Wirkung 

dieser "positiven Temperaturmodulation". Die erleichterte Substratbindungs- 

fÃ¤higkei bei niedrigen Temperaturen, wie sie bei A. arcta auftrat, kÃ¶nnt somit ein 

entscheidender Mechanismus sein, die Katalysegeschwindigkeit bei Temperatur- 

schwankungen im Habitat auszugleichen. Bei dieser schnellen ~nderung  der 

E-S-AffinitÃ¤ werden neue Enzymvarianten aus bereits existierenden Enzymen 

durch die Anderung der Proteinkonformation, z.B. einer einzigen PrimÃ¤rstruktur 

gebildet ("Modulationsstrategie"). 

Unterschiede in der E-S-AffinitÃ¤ fÃ¼ die MDH wurden zwischen Populationen 

verschiedener Standorte, aber auch, wie schon fÃ¼ A. arcta beschrieben, bei 

unterschiedlich akklimatisierten Kulturen nachgewiesen (SIMON 1979a, 1979d, 

LAPOINTE et al. 1989). Untersuchungen an je einem kalt- sowie warmadaptierten 
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weise in der Zelle vorherrschen, beobachtet werden (HOCHACHKA und SOMERO 

1980). Dieser Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit unter nicht-sÃ¤ttigende 

Substratkonzentration bei niedrigen Temperaturen wird in der Diskussion zum 

Qlo-Wert noch genauer erÃ¶rter (vgl. Kap. 4.1.4). Die TemperaturabhÃ¤ngigkei der 

maximalen Reaktionsgeschwindigkeit ist in erster Linie abhÃ¤ngi von der 

erleichterten Aktivierungsenergie, wie bereits in Kapitel 4.1.2 beschrieben. 

Bei den Untersuchungen zur TemperaturabhÃ¤ngigkei der G6P-DH aus A. arcta 
konnte keine positive Temperaturmodulation festgestellt werden. Der Km-Wert fÃ¼ 

Glucose-6-phosphat blieb im Temperaturbereich zwischen 30 OC und 5 'C nahezu 

konstant, um dann bei -2 'C auf etwa den dreifachen Wert anzusteigen (vgl. 

Tab. 8). Allerdings muÃ hier erwÃ¤hn werden, daÂ fÃ¼ die G6P-DH die Km-Werte 

nur fÃ¼ diese MeÃŸpunkt bestimmt wurden und fÃ¼ eine genauere Analyse nicht 

genÃ¼gen Datenpunkte zur VerfÃ¼gun stehen. Eine Verminderung der 

E-S-AffinitÃ¤ bzw. eine ErhÃ¶hun des Km-Wertes bei Temperaturerniedrigung wird 

von HOCHACHKA und SOMERO (1980) als "negative Temperaturmodulation" 

bezeichnet. Infolge der gleichzeitigen Herabsetzung der E-S-AffinitÃ¤ und 

kinetischer Energie kommt es zu einer extremen Verminderung der Enzym- 

aktivitÃ¤t die besonders stark unter nicht-sÃ¤ttigende Substratkonzentrationen 

hervortritt. Die apparenten Km-BetrÃ¤g fÃ¼ 30 'C und 5 'C lagen in einem Bereich, 

der bereits fÃ¼ die G6P-DH aus Erbsen-Chloroplasten (25 'C) bestimmt wurde 

(SCHEIBE et al. 1989). Der nahezu konstante apparente Km-Wert der G6P-DH aus 

A. arcta bei 5 ' C  und 30 ' C  lÃ¤Ã vermuten, daÂ der Km fÃ¼ Glucose-6-phosphat in 

einem breitem Bereich temperaturunempfindlich ist. Die Temperatur- 

untersuchungen zur G6P-DH aus hÃ¶here Pflanzen konnten zeigen, daÂ der 

kleinste Km-Wert (Glucose-6-phosphat) immer um 2 OC bis 5 OC hÃ¶he lag als die 

Temperatur, bei der die Pflanzen wuchsen (TERRI 1980). Bei Untersuchungen an 

der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase aus hÃ¶here Pflanzen konnte Ã¼be einen 

weiten Temperaturbereich (10 'C bis 35 'C) keine VerÃ¤nderun des Km-Wertes 

mit der Temperatur festgestellt werden. Die gleichzeitig untersuchte MDH zeigte 

in demselben Temperaturbereich ebenfalls eine deutliche "positive Temperatur- 

modulation" (SIMON et al. 1983). 

Wie HOCHACHKA und SOMERO (1980) postulieren, ist ein hoher Km-Wert bzw. 

eine niedrige E-S-AffinitÃ¤ immer nur in einem Temperaturbereich festzustellen, 

der nahe der niedrigsten vorherrschenden Umwelttemperatur des jeweiligen 

Lebensraumes oder sogar darunter liegt. Hieraus kÃ¶nnt man folgern, daÂ die 

kritische untere Temperaturgrenze fÃ¼ die G6P-DH aus A. arcta bei -2 'C liegt, da 

hier der Km-Wert stark ansteigt. Von Januar bis April herrschen auf Disko-Island 

(Arktis) Wassertemperaturen von -2 'C mit Eisbedeckung vor, wodurch ein 

Wachstum von A.  arcta auf die eisfreien Monate im FrÃ¼hjah und Sommer be- 
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schrÃ¤nk bleibt. A. arcta Ã¼berdauer den Winter als ein ausgestrecktes 

filamentÃ¶se System und wÃ¤chs erst im FrÃ¼hjahr wenn das Eis aufbricht, mit 

jungen aufgerichteten Filamenten aus (BISCHOFF und WIENCKE 1995). Dieses 

saisonale Wachstum von A. arcfa bedeutet, daÂ im Winter der gesamte Stoff- 

wechsel reduziert wird und die Alge durchaus mit einer schlechteren E-S-AffinitÃ¤ 

der G6P-DH Ãœberdauer kann. In der Wachstumsperiode mit Wasser- 

temperaturen zwischen 0 OC und 6 'C gibt es dagegen keine negative 

Temperaturmodulation der G6P-DH mehr und die E-S-AffinitÃ¤ bleibt temperatur- 

unempfindlich. Dies ist insofern wichtig, da die G6P-DH ein SchlÃ¼sselenzy des 

oxidativen Pentosephosphatzyklusses ist. Das auf diesem Stoffwechselweg 

erzeugte NADPH liefert die ReduktionsÃ¤quivalent fÃ¼ die FettsÃ¤uren und 

AminosÃ¤urensynthese die gerade bei niedrigen Temperaturen von Bedeutung 

sind. 

4.1.4 Temperaturkoeffizient (Q,,,) 

Der Effekt der Temperatur auf ein Enzym wird am einfachsten Ã¼be den Qlo-Wert 

beschrieben. Die Qlo-BetrÃ¤g enzymatischer Reaktionen liegen im Bereich von 

1 , l  bis 5,3 und haben einen deutlichen Schwerpunkt bei einem Wert von 2, somit 

kommt es bei einer ErhÃ¶hun der Temperatur um 10 OC zu einer Verdopplung der 

Katalysegeschwindigkeit (WEST et al. 1966, GRAHAM und PATTERSON 1982). Bei 

den Untersuchungen zur TemperaturabhÃ¤ngigkei der MDH sowie der G6P-DH 

aus A. arcfa wurden Qlo-Werte zwischen 1 und 3 bestimmt (vgl. Tab. 7). Dabei 

reagierten die Enzyme der an 0 "C-akklimatisierten Isolate mit einem konstanten 

bzw. sinkenden Qqo-Wert bei tiefen Temperaturen (0 bis -2 ' C ) ,  wohingegen die 

an 1 0  'C Akklimatisierten einen steigenden Qlo-Wert zeigten. So war die 

Temperaturempfindlichkeit der Enzyme, die aus 1 0  Â¡C-Kulture extrahiert wurden, 

bei tiefen Temperaturen stÃ¤rke ausgeprÃ¤g als bei den 0 "C-Kulturen. Eine 

Ausnahme bildete die MDH aus dem antarktischen lsolat. Sie zeigte bei beiden 

Kulturen eine Ã¤hnlich KÃ¤lteempfindlichkeit 

WÃ¤hren der KÃ¤lteakklimatisatio bzw. -Adaptation kÃ¶nne die Enzymstrukturen 

infolge der StÃ¤rkun der WasserstoffbrÃ¼cken-Bindunge und der elektro- 

statischen Wechselwirkungen stabiler werden, auch wenn die hydrophoben 

Wechselwirkungen bei niedrigen Temperaturen geschwÃ¤ch sind (TIMASHEFF 

1978, HOCHACHKA und SOMERO 1984, FRANKS 1986). Eine temperaturinduzierte 

VerÃ¤nderun der Tertiarstruktur kann zu einer Modifikation der kinetischen Eigen- 

schaften eines Enzyms fÃ¼hren muÃ aber nicht zwangslaufig einen vollstÃ¤ndige 

Verlust der katalytischen AktivitÃ¤ bedeuten. Durch diese Modifikation kÃ¶nne 
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Proteine entstehen, die besser an die verÃ¤nderte TemperaturverhÃ¤ltniss an- 

gepaÃŸ sind (SCHLEE 1986). Es ist fÃ¼ die an 0 ' C  akklimatisierte A. arcfa 
denkbar, daÂ sich die Enzymstrukturen der MDH sowie der G6P-DH geÃ¤nder 

haben, um die ThermostabilitÃ¤ bei niedrigen Temperaturen zu erhÃ¶hen ohne die 

hydrophoben Wechselwirkungen, die nÃ¶ti sind, um das Enzym unter hÃ¶here 

Temperaturbedingungen zu stabilisieren, gleichzeitig zu schwÃ¤chen Eine ver- 

besserte, auf strukturellen VerÃ¤nderunge basierende ThermostabilitÃ¤ fÃ¼ die 

MDH als Folge der KÃ¤lteakklimatisatio ist fÃ¼ einige hÃ¶her Pflanzen be- 

schrieben worden (DAVIDSON und SIMON 1981, POTVISON et al. 1983, SIMON et al. 

1985, SIMON und VAIRINHOS 1991). 

Bei physiologischen (nicht-sÃ¤ttigenden Substratkonzentrationen, die in vivo 
allgemein vorherrschen, variieren die Qqo-Werte erheblich stÃ¤rke und die 

BetrÃ¤g sind abhÃ¤ngi von dem EinfluÃ der Temperatur auf die E-S-AffinitÃ¤ 

(HOCHACHKA und SOMERO 1968). FÃ¼ die "positive Temperaturmodulation", wie 

sie fÃ¼ die MDH aus A. arcfa (vgl. Kap. 4.1.3) bestimmt wurde, gilt, daÂ die Qqo- 

BetrÃ¤g der Reaktion unterhalb des SÃ¤ttigungsbereiche umso niedriger liegen, je 

grÃ¶ÃŸ die temperaturbedingten Ã„nderunge der apparenten Km-Werte sind 

(HOCHACHKA und SOMERO 1980). Die substratabhÃ¤ngig Ã„nderun der Qio- 

Werte konnte bei der MDH fÃ¼ beide Akklirnatisierungstemperaturen deutlich 

beobachtet werden. Je niedriger die Substratkonzentrationen waren, umso kleiner 

wurden die Qlo-BetrÃ¤g (Temperaturbereich 0 ' C  bis 10 ' C ,  vgl. Tab. 9). Diese 

Beziehung wurde auch fÃ¼ die MDH aus vier Genotypen von Lathyrusjaponicus 
(Leguminosae) nachgewiesen, die an unterschiedliche Temperaturen akklima- 

tisiert waren (SIMON 1979d). Niedrige Qlo-Werte im Bereich hoher E-S-AffinitÃ¤ 

deuten auf einen Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit gegenÃ¼be niedrigen 

Temperaturen hin. So kann die Reaktionsgeschwindigkeit eines Enzyms bei 

niedrigen Temperaturen und nicht-sÃ¤ttigende Substratkonzentration hÃ¶he liegen 

als bei hohen Temperaturen (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Bei der MDH 

konnte so der negative EinfluÃ der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit 

in einem gewissen Bereich kompensiert werden. Eine Ansatztemperatur von 0 OC 

fÃ¼hrt z.B. bei 12 PM Oxalacetat zu einer leicht hÃ¶here EnzymaktivitÃ¤ als bei 

10 'C (QIO I). Oberhalb von 10 'C konnte keine Kompensation der 

Geschwindigkeit festgestellt werden, d.h. der Ausgleich der Katalyse- 

geschwindigkeit lÃ¤uf in einem Temperaturbereich ab, der dem des natÃ¼rliche 

Habitats von A. arcfa entspricht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daÂ die 

EnzymaktivitÃ¤ der MDH bei niedrigen Temperaturen und nicht-sÃ¤ttigende Sub- 

stratkonzentration ausreicht, um eine positive Stoffwechselbilanz zu ge- 

wÃ¤hrleisten Wenn die vollstÃ¤ndig EnzymkapazitÃ¤ fÃ¼ einen Geschwindigkeits- 
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ausgleich genutzt werden mÃ¼ÃŸt lÃ¤g die benÃ¶tigt Substratkonzentration nahe 

der SÃ¤ttigun des Enzyms (RAVEN und GEIDER 1988). 

Unter den Bedingungen der negativen Temperaturmodulation, wie sie fÃ¼ die 

G6P-DH bei -2 'C gefunden wurde (vgl. Kap. 4.1.3), kÃ¶nne die Qqo-Werte enorm 

ansteigen (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Mit abnehmender Glucose-6- 

phosphatkonzentration stieg der Qlo-Wert deutlich an und war bei 

physiologischen Substratkonzentrationen am hÃ¶chste (vgl. Tab. 10). Damit 

konnte bei der G6P-DH der Ausgleich der Reaktionsgeschwindigkeit mit 

abnehmender Substratkonzentration bei niedrigen Temperaturen ausgeschlossen 

werden. 

Bei der TemperaturabhÃ¤ngigkei enzymatischer Reaktionen wird hÃ¤ufi Ã¼ber 

sehen, daÂ der pH-Wert der verwendeten Puffer sich mit der Temperatur Ã¤ndert 

Diese Ã„nderun kann einen EinfluÃ auf die Dissoziation des EnzymmolekÃ¼l 

haben, da viele Enzyme hochsensibel gegenÃ¼be pH-Ã„nderunge sind. Der in 

dieser Arbeit verwendete HEPES-Puffer verschob sich in einem Temperatur- 

bereich von 40 'C bis -2 'C um 0,4 pH-Einheiten, d.h. von pH 7,5 (40 'C) auf 

pH 7,9 (-2 "C; Daten nicht dargestellt). Die Verschiebung des pH-Wertes stimmt 

gut mit dem ApKs 1 ' C  fÃ¼ diesen Puffer Ã¼berein Die temperaturbedingten 

Ã„nderunge des pH-Wertes kÃ¶nne durchaus einen EinfluÃ auf die kinetischen 

Parameter eines Enzyms haben (TURNER und POLLOCK 1993). Der Km-Wert 

vieler Enzyme Ã¤nder sich mit dem pH-Wert in einem Bereich, der noch keinen 

EinfluÃ auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat (LEHNINGER 1975). BURKE et al. 

(1988) beschreiben fÃ¼ den HEPES-Puffer eine pH-Verschiebung bei einem 

Temperaturgradienten, der 30 'C umfaÃŸt von weniger als 0,5 pH-Einheiten ohne 

Auswirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Der Effekt auf den Km-Wert wird in 

der genannten Arbeit jedoch nicht beschrieben. Untersuchungen zur Temperatur- 

und pH-AbhÃ¤ngigkei der Glutathion-Reduktase aus Mais zeigten, daÂ der 

apparente Km-Wert von beiden Parametern beeinfluÃŸ wird. Der apparente Km- 

Wert stieg mit der Temperatur und besaÃ bei konstantem pH-Wert Ã¼be den 

gesamten Temperaturbereich bei pH 8,3 insgesamt ein hÃ¶here Niveau als bei 

pH 7,8. Variierte der pH-Wert mit der Temperatur, so hatte die Temperatur den 

stÃ¤rkere EinfluÃŸ Der pH-Wert beeinfluÃŸt zwar die absolute HÃ¶h des appa- 

renten Km-Wertes, aber nicht den Kurvenverlauf (TURNER und POLLOCK 1993). 

Die Autoren hoben die Wichtigkeit der Angabe des pH-Wertes sowie die des 

Puffers bei Untersuchung der TemperaturabhÃ¤ngigkei enzymatischer Reaktionen 
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hervor, um den EinfluÃ auf den Km-Wert exakt diskutieren zu kÃ¶nnen Bei den 

vorliegenden Untersuchungen wurden die EnzymansÃ¤tz bei 30 'C auf einen pH- 

Wert von 7,4 eingestellt, der sich mit der Temperatur verÃ¤nder hat. SOMERO 

(1981) fÃ¼hrt anhand der Daten von poikilothermen Tieren aus, daÂ es wichtig 

sei, eine VerÃ¤nderun des pH-Wertes zuzulassen, da solche VerÃ¤nderunge 

auch in vivo zu beobachten sind (REEVES 1977). Ãœbe die pH-Werte der 

einzelnen Kompartimente in der Pflanzenzelle und deren VerÃ¤nderunge mit der 

Temperatur ist wenig bekannt (PATTERSON und GRAHAM 1987). Untersuchungen 

zur pH-VerÃ¤nderun im Cytoplasma zeigten aber, daÂ der pH-Wert bei 

sinkendenen Temperaturen alkalischer wird (ADUCCI et al. 1982, PATTERSON und 

GRAHAM 1987). EnzymprÃ¤paratione aus Pflanzen werden hÃ¤ufi bei einem pH- 

Wert inkubiert, der eine optimale AktivitÃ¤ zeigt, aber nicht notwendigerweise mit 

dem pH-Wert des jeweiligen Kompartimentes, aus dem das Enzym extrahiert 

wurde, in Verbindung steht. AuÃŸerde kommen die extrahierten Enzyme hÃ¤ufi 

nicht nur aus einem Zellkompartiment, so daÂ die pH-VerhÃ¤ltniss uneinheitlich 

sein kÃ¶nnen Es ist schwierig bei Enzymuntersuchungen in vifro auf in viv0 

Bedingungen zu Ã¼bertrage und es entspricht sicherlich eher den natÃ¼rliche 

Bedingungen, die pH-Wert Konditionen mit der Temperatur zu Ã¤nder als sie 

konstant zu halten (TURNER und POLLOCK 1993). 

4.1.6 Proteinkonzentration 

Eine KonzentrationsÃ¤nderun der vorhandenen Enzyme kÃ¶nnt einen weiteren 

Mechanismus fÃ¼ den Ausgleich der Temperatureffekte auf den Stoffwechsel 

darstellen ("quantitative Strategie"). Insbesondere im Fall geschwindigkeits- 

begrenzender Enzyme kÃ¶nnt die Zunahme der Enzymkonzentration bei KÃ¤lt 

und ihre Verminderung bei wÃ¤rmere Temperaturen eine wesentliche Stabi- 

lisierung der Stoffwechselgeschwindigkeit bedeuten (HOCHACHKA und SOMERO 

1980). HAZEL und PROSSER (1974) postulieren, daÂ ein Wechsel der Enzym- 

konzentration mit verÃ¤nderliche Umwelttemperaturen zusammenhÃ¤ng und daÂ 

die "qualitative Strategie" mit einer KÃ¤lte-Akklimatisatio verbunden ist. Die 

Proteingehalte der polaren Isolate von A. arcfa stiegen linear mit sinkender 

Temperatur an (Abb. 21). Eine genaue qualitative Bestimmung der Enzyme MDH 

und G6P-DH wurde in dieser Arbeit nicht vorgenommen. Die VerÃ¤nderun der 

Proteingehalte bei tiefen Temperaturen kÃ¶nnt jedoch indirekt auf eine An- 

reicherung von MDH und G6P-DH hindeuten. Ein Anstieg der Enzym- 

konzentration von MDH sowie G6P-DH bei tiefen Temperaturen kÃ¶nnt somit eine 

partielle Kompensation des Temperatureffektes auf die Katalysegeschwindigkeit 
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sein. Die MDH-Konzentration aus hÃ¶here Pflanzen stieg bei Akklimatisation an 
tiefe Temperaturen (SIMON et al. 1983). Dies konnte auch fÃ¼ andere Enzyme aus 

poikilothermen Tieren (SOMERO 1978) und fÃ¼ einige Pflanzen nachgewiesen 

werden (CHABOT 1979). Bei der Braunalge Laminarja sacchari~a stieg die 

Proteinkonzentration bei sinkenden Temperaturen signifikant an (DAVISON und 

DAVISON 1987). Die Autoren diskutieren diese ErhÃ¶hun als eine mÃ¶glich 

Anpassung an tiefe Temperaturen, schlieÃŸe aber eine gleichzeitige mÃ¶glich 

Ã„nderun der kinetischen Eigenschaften der Enzyme nicht aus. GRAHAM und 

PATTERSON (1982) beschreiben fÃ¼ hÃ¶her Pflanzen, daÂ sowohl eine 

ErhÃ¶hun der Enzymkonzentration als auch verbesserte kinetische Eigenschaften 

der Enzyme fÃ¼ die Akklimatisation an niedrige Temperaturen in Frage kommen. 

Auch bei marinem Phytoplankton wird eine Anpassung an tiefe Temperaturen 

durch ErhÃ¶hun der Proteinkonzentration diskutiert (THOMPSON et al. 1992), 

jedoch konnte nicht bei allen untersuchten Arten eine temperaturinduzierte 

VerÃ¤nderun des Proteingehaltes nachgewiesen werden (MORRIS und FARRELL 

1971, TILLMANN et al. 1989, ALETSEE und JAHNKE 1992, SMITH et al. 1994). Die 

Modulation der Enzymkonzentration als eine Ã„nderun der Temperatur ist fÃ¼ den 

Metabolismus recht energieaufwendig (BERRY und BJORKMAN 1980, PLATT et al. 

1982, LI et al. 1984) und sollte daher fÃ¼ Organismen, die hÃ¤ufige Temperatur- 

schwankungen ausgesetzt sind, recht uneffektiv sein (SOMERO 1978). Nach 

McCONVILLE (1985) wÃ¤r ein solch energieaufwendiger Mechanismus fÃ¼ den 

Stoffwechsel nur bei einer kurzzeitigen Akklimatisation an tiefe Temperaturen 

akzeptabel. Dem ist entgegenzuhalten, daÂ eine ErhÃ¶hun der Enzym- 

Konzentration Ã¼be die Synthese neuer Proteine jedoch zu lange dauern wÃ¼rde 

um kurzfristige Temperaturschwankungen auszugleichen (HOCHACHKA und 

SOMERO 1980). Aus den genannten GrÃ¼nde ist es fÃ¼ A. arcta, die im unteren 

Eulitoral lebt und teilweise starken Temperaturschwankungen ausgesetzt ist, 

vermutlich auszuschlieÃŸen daÂ der Stoffwechselausgleich nur Ã¼be die 

Modifikation ihres Enzymgehaltes kompensiert wird. Auch ist es unwahrscheinlich, 

daÂ die Konzentration aller Enzyme oder auch nur aller geschwindigkeits- 

bestimmenden Enzyme als Folge einer KÃ¤lteanpassun erhÃ¶h werden kÃ¶nnen 

da das LÃ¶sungsvermÃ¶g in der Zelle begrenzt und die Anzahl der Bindungs- 

stellen fÃ¼ membrangebundene Enzyme ebenfalls nicht unerschÃ¶pflic ist. 

Desgleichen scheint die Synthese vorhandener Enzymvarianten wenig zweck- 

mÃ¤ÃŸi wenn diese unter den neuen Umweltbedingungen nur schlecht funk- 

tionieren (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Damit ist eine ErhÃ¶hun der 

Enzymmenge nur nÃ¼tzlich wenn das Enzym im Hinblick auf die Temperatur- 

verÃ¤nderun nahe der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit arbeiten kann 

(LOBBAN et al. 1985). Aus diesem Grunde scheint die Ausbildung neuer 
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Enzymvarianten mit niedriger Aktivierungsenergie oder verÃ¤nderte Km-Wert ein 

effektiverer Mechanismus zu sein, um auf verÃ¤nderlich Temperaturen zu 
reagieren. FÃ¼ die MDH aus A. arcta konnte eine reduzierte Aktivierungsenergie 

(vgl. Kap. 4.1.2) und eine erleichterte E-S-AffinitÃ¤ (vgl. Kap. 4.1.3) bei niedrigen 

Temperaturen gefunden werden. Bei der G6P-DH zeigten diese beiden Enzym- 

parameter bei tiefen Temperaturen keine verbesserten kinetischen Eigenschaften. 

Folglich kÃ¶nnt es mÃ¶glic sein, daÂ die "quantitative Strategie" fÃ¼ die G6P-DH 

eine MÃ¶glichkei darstellt, die negativen Effekte tiefer Temperaturen zu kompen- 
sieren. FÃ¼ einen erfolgreichen Ausgleich der Temperatureffekte auf den Stoff- 

wechsel von A. arcta ist es sehr wahrscheinlich, daÂ mehrere der genannten 
Anpassungsstrategien nebeneinander beteiligt sind. 

4.1.7 EinfluÃ der Enzymeigenschaften bei der Adaptation 

Die Charakterisierung der MDH und G6P-DH aus A. arcta zeigte recht unter- 

schiedliche kinetische Eigenschaften gegenÃ¼be tiefen Temperaturen. FÃ¼ beide 

in vifro-untersuchten Enzyme galt, daÂ die aufgenommenen Temperaturoptima 
weit auÃŸerhal des optimalen Wachstumsbereiches von A. arcta lagen (vgl. Kap. 

4.1.1). Insofern schien das Temperaturoptimum beider Enzyme kein aussage- 

krÃ¤ftige Parameter zur ErklÃ¤run einer mÃ¶gliche Anpassungsstrategie zu sein. 

FÃ¼ die MDH wurde nach Akklimatisation an tiefe Temperaturen (0 'C) eine re- 

duzierte Aktivierungsenergie als mÃ¶gliche Indiz fÃ¼ eine qualitative Anpassung 

(vgl. Kap. 4.1.2) nachgewiesen. Eine erleichterte SubstratbindungsfÃ¤higkei bei 

niedrigen Temperaturen, die wiederum ein Anzeichen fÃ¼ eine modulierte 

Anpassung sein kÃ¶nnt (vgl. Kap. 4.1.3), wurde fÃ¼ die MDH ebenfalls belegt. 

AuÃŸerde zeigten sich die an 0 "C-akklimatisierten Kulturen kÃ¤ltestabile als die 

10 'C-AnsÃ¤tze Eine erhÃ¶ht Proteinkonzentration kÃ¶nnt auf eine Anreicherung 

der beiden Enzyme bei tiefen Temperaturen und somit mÃ¶glicherweis auf eine 

quantitative Anpassung hindeuten (vgl. Kap. 4.1.6). FÃ¼ die MDH scheinen 

mehrere Anpassungsstrategien zur VerfÃ¼gun zu stehen, um die Temperatur- 

effekte auszugleichen. FÃ¼ die G6P-DH konnten anhand der untersuchten 

kinetischen Parameter keine eindeutigen Anpassungsstrategien ermittelt werden. 

Lediglich eine quantitative Anpassung durch erhÃ¶ht Enzymkonzentration 

erscheint mÃ¶glich 

Wenngleich die erwÃ¤hnte Strategien als ErklÃ¤run fÃ¼ eine Anpassung der MDH 

an wechselnde Temperaturen angenommen werden kÃ¶nnen ist dies fÃ¼ die 

G6P-DH nicht ohne weiteres festzustellen. Da A. arcta ein Uberleben ohne 

Temperaturanpassung ihrer G6P-DH wohl kaum mÃ¶glic wÃ¤re ist es wahr- 
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scheinlich, daÂ weitere Mechanismen hierzu beitragen. So kÃ¶nnte z.B. be- 

stimmte Zusatzstoffe die G6P-DH stabilisieren, so daÂ die EnzymaktivitÃ¤ auch 

bei niedrigen Temperaturen effektiv arbeitet. Dieser Frage, ob Schutzsubstanzen 

fÃ¼ eine Stabilisierung der EnzymaktivitÃ¤ bei tiefen Temperaturen verantwortlich 

sind, wird im folgenden Kapitel nachgegangen. 

4.2 Schutzwirkung verschiedener Osmolyte auf Enzyme 

Wie aus der vorangegangenen Diskussion (Kap. 4.1 ) deutlich wurde, kann der 

Umweltfaktor Temperatur die Synthese spezifischer Isoenzyme induzieren 

undloder die biochemischen ReaktionsablÃ¤uf durch VerÃ¤nderunge der Sub- 

stratbindungskapazitÃ¤ beeinflussen. Eine abnehmende Temperatur kann zu einer 

VerÃ¤nderun im Stoffwechsel und damit zu einer Verschiebung in der 

Konzentration wichtiger Metabolite fÃ¼hren So wÃ¤r es denkbar, daÂ die 

Temperatur die Synthese von Schutzsubstanzen induziert, die bei tiefen 

Temperaturen stabilisierend auf die EnzymaktivitÃ¤ wirken. Ein EinfluÃ auf die 

Synthese solcher Schutzsubstanzen konnte bereits sowohl fÃ¼ die Temperatur als 

auch fÃ¼ die SalinitÃ¤ nachgewiesen werden. So vermuten RICHTER und KIRST 

(1987), daÂ AktivitÃ¤tsverlust von Enzymen durch NaCI fÃ¼ den Gesamt- 

organismus sinnvoll sein kÃ¶nnen indem sie zur Regulation der Synthese- und Ab- 

bauwege beitragen. Am Beispiel der Prasinophyceae Tefraselmis subcordiformis 

konnten sie zeigen, daÂ das Mannitol-abbauende Enzym Mannitol-l-Phosphat- 

dehydrogenase bei SalzstreÃ durch NaCI gehemmt wird und es so zu einer 

Anreicherung der kompatiblen Substanz Mannitol kommt (RICHTER und KIRST 

1987). 

Eine mÃ¶glich regulatorische Wirkung der Temperatur wurde fÃ¼ den Kohle- 

hydratstoffwechsel hÃ¶here Pflanzen nachgewiesen (REES et al. 1988). Eine Tem- 

peraturabnahme von 25 'C auf 5 'C bei der SÃ¼ÃŸkartoff (Solanum tuberosum) 

hemmte die Glykolyse stÃ¤rke als den Pentosephosphatweg. Diese stÃ¤rker 

Reduzierung wurde durch den AktivitÃ¤tsverlus der kÃ¤ltelabile Phosphofructo- 

kinase hervorgerufen, welche das SchlÃ¼sselenzy der Glykolyse darstellt. Die 

reduzierte AktivitÃ¤ der Glykolyse fÃ¼hr zu einer Akkumulation von Hexose-6- 

Phosphat und somit zu einer verstÃ¤rkte Synthese von Saccharose, die in der 

Literatur hÃ¤ufi als kryoprotektive Substanz beschrieben wird (HEBER et al. 1981; 

CARPENTER und CROWE 1988). Die unterschiedliche KÃ¤lteempfindlichkei der 

Enzyme kann somit zu einer Regulierung der Stoffwechselwege beitragen und die 

Synthese von Schutzsubstanzen induzieren. 
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FÃ¼ A. arcfa wurden die IminosÃ¤ur Prolin, das Disaccharid Saccharose und die 

tertiÃ¤r Sulfoniumverbindung ÃŸ-Dimethylsulfoniumpropiona (DMSP) als die 

wichtigsten organischen Osmolyte bei SalzstreÃ nachgewiesen (KARSTEN 1991). 

Seit einiger Zeit werden verschiedene organische Osmolyte als Schutz- 

substanzen fÃ¼ Enzyme sowohl bei SalzstreÃ (SCHOBERT 1979, MANETAS et al. 

1986, POLLARD und WYN JONES 1979, SOMMER et al. 1990, GRONE und KIRST 
1991) als auch bei GefrierstreÃ ( WITHER und KING 1979, CARPENTER et al. 1986, 

KARSTEN 1991, NISHIGUCHI und SOMERO 1992) bzw. HitzestreÃ (NIKOLOPOULOS 
und MANETAS 1991) in Betracht gezogen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die zellulÃ¤re Gehalte der genannten Osmolyte 

von A. arcfa (Arktis und Antarktis) in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur untersucht 
(Abb. 20). Dabei zeigte sich, daÂ die zellulÃ¤r Konzentration von Prolin mit 

sinkender Temperatur signifikant anstieg und die der Saccharose Ã¼be den 

gesamten Temperaturbereich nahezu konstant blieb. Der DMSP-Gehalt variierte 

jedoch in AbhÃ¤ngigkei vom untersuchten Isolates. Der von KARSTEN (1991) 

postulierte stimulierende EinfluÃ niedriger Temperaturen auf den zellulÃ¤re 

DMSP-Gehalt polarer GrÃ¼nalge konnte nur bei dem arktischen Isolat von 

A. arcta bestÃ¤tig werden. Beim antarktischen Isolat hingegen war der Gehalt mit 
zunehmender Temperatur hÃ¶her Untersuchungen an kaltgemÃ¤ÃŸigt Isolaten 

von A. arcta im Temperaturbereich von 0 ' C  bis 15 'C konnten eine Korrelation 

des DMSP-Gehaltes weder mit niedrigen Temperaturen (Abb. 22), noch mit dem 

optimalen Wachstumsbereich aufzeigen (BISCHOFF und WIENCKE 1995). DarÃ¼be 

hinaus waren die Gehalte entgegen der Annahme von KARSTEN et al. (1990a, 

1991) fÅ¸ die polaren Isolate nicht signifikant hÃ¶he als die der kaltgemÃ¤ÃŸigt 

Isolate von A. arcta. Der deutliche Anstieg der Prolin-Konzentration bei niedrigen 
Temperaturen mit einer gleichzeitigen Zunahme des Gesamtproteingehaltes (vgl. 

Kap. 3.5) kÃ¶nnt auf eine de novo-Synthese des Prolins im Zuge einer ver- 

mehrten Proteinsynthese hindeuten. 
Die nachfolgende Diskussion soll klÃ¤ren ob die bei SalzstreÃ bestimmten 

organischen Osmolyte von A. arcta eine enzymstabilisierende Wirkung auf MDH 

und G6P-DH entfalten und diese ggf. sowohl bei tiefen Temperaturen als auch in 

hohen Konzentrationen aufrecht erhalten werden kann. 

Die eingesetzten Konzentrationen der Osmolyte (DMSP, Prolin, Saccharose) in 

den AnsÃ¤tze sollten annÃ¤hern dem Bereich der physiologischen Bedingungen 

in der Zelle entsprechen. Die entscheidenden Stoffwechselleistungen finden im 
Cytoplasma statt, daher wird von einer Ã¼berwiegen cytoplasmatischen Lokali- 

sation der kompatiblen Substanzen ausgegangen (KIRST 1990, BISSON und KIRST 

1995). Die genaue Angabe der jeweiligen Osmolytkonzentration in der Pflanzen- 

zelle gestaltet sich wegen der aufwendigen Ermittlung des Cytoplasmavolumens, 
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welches nur einen kleinen Teil des Gesamtzellvolumens ausmacht, Ã¤uÃŸer 

schwierig und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt. 

Die folgenden Konzentrationsangaben in mmol / kg Zellwasser entsprechen der 

Angabe rnol / m3. SalinitÃ¤tsuntersuchunge (7 bis 68 PSU) an A. arcta (Antarktis) 

ergaben pro kg Zellwasser jeweils 36,3 bis 88,l mmol DMSP, 48,7 bis 180,3 mmol 

Prolin und 25,5 bis 49,3 mmol Saccharose (KARSTEN 1991). Die absoluten 

Osmolytgehalte im Cytoplasma dÃ¼rfte jedoch um einiges hÃ¶he liegen, da die 

genannten Untersuchungen das gesamte Zellwasser, einschlieÃŸlic des 

extrazellulÃ¤re Wassers, einbeziehen und so die Cytoplasmakonzentration 

unterreprÃ¤sentieren DICKSON et al. (1980) vermuten fÃ¼ UIva lacfuca, daÂ bei 

einer SalinitÃ¤ von z.B. 51 PSU cytoplasmatische DMSP-BetrÃ¤g von bis zu 

600 mmol / kg Zellwasser erreicht werden kÃ¶nnen 

In der vorliegenden Arbeit wurden DMSP, Prolin, Saccharose und das zum Ver- 

gleich untersuchte NaCI jeweils in Ã¤quimolare Konzentrationen bis 

1000 mOsmol / kg eingesetzt. FÃ¼ DMSP ergibt sich nach Abzug der Cl- und Na+- 

Anteile eine Konzentration von umgerechnet 222 rnol / m3, fÃ¼ Prolin von 

854 rnol / m3, fÃ¼ Saccharose von 877 rnol / m3 und NaCI von 540 rnol 1 m3 (vgl. 

Kap. 2.1.4, Tab. 5). 

4.2.1 Modelle zur Schutzwirkung von kompatiblen Substanzen 

Niedrige Temperaturen verringern die Entropie des Wassers, die zu einer Ver- 

Ã¤nderun in der HydrathÃ¼ll der Proteine fÃ¼hrt Diese Anderungen bewirken eine 

SchwÃ¤chun der hydrophoben Wechselwirkungen und somit eine Solvatisierung 

der unpolaren AminosÃ¤ure-Reste was wiederum eine Denaturierung des Proteins 

bewirkt (SUELTER 1990, GALINSKI 1992). In verschiedenen Arbeiten zum Salz-, 

Gefrier- und HitzestreÃ konnte gezeigt werden, daÂ diese destabilisierenden 

Effekte durch die Wirkung von kompatiblen Substanzen verringert werden 

(POLLARD und WYNE JONES 1979, ARAKAWA und TIMASHEFF 1985, MANETAS 

1986, CARPENTER et al. 1986). Es wird vermutet, daÂ§ alle genannten StreÃŸ 

faktoren Ã¤hnlich physikalische Effekte haben, die zu einer SchwÃ¤chun der 

HydrathÃ¼lle z.B. durch Wasserentzug, fÃ¼hren Die Wirkungsweise kompatibler 

Substanzen soll dieser SchwÃ¤chun durch eine weitgehende Aufrechterhaltung 

der FunktionsfÃ¤higkei der HydrathÃ¼ll begegnen (GALINSKI 1992). Kompatible 

Substanzen sind in einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungsklassen wie 

Polyole, Zucker und AminosÃ¤ure zu finden, die sich stark in ihrer Struktur, ihren 

hydrophoben Wechselwirkungen und ihrer Ladungsverteilung unterscheiden. FÃ¼ 
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die Wirkung der kompatiblen Substanzen auf native Enzyme wurden ver- 

schiedene Modelle entwickelt: 

- Wasserersatz - Modell ("Water Replacement Hypothesis") 

Kompatible Substanzen ersetzen WassermolekÃ¼l in der Hydrathulle der Proteine 

und wirken so einer Denaturierung unter verringerter WasseraktivitÃ¤ entgegen. 

Dieses Modell wurde fÃ¼ Glycerin entworfen und ist auch bei vielen anderen 

Polyolen denkbar (YANCEY et al. 1982). SCHOBERT (1979) konnte durch spektro- 

skopische Untersuchungen zeigen, daÂ sich die Hydroxylgruppen des Glycerins 

Ã¤hnlic verhalten wie Wasser und es daher funktionell ersetzen kÃ¶nnen Diese 
Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu anderen Untersuchungen, wonach 

Glycerin aus der HydrathÃ¼ll der Proteine ferngehalten wird (LEE et al. 1979). 

- Modifikations - Modell ("Solute Binding Concept") 

Hydrophobe Bereiche eines Proteins kÃ¶nne durch "Minidetergenzien" maskiert 

werden, so daÂ die AffinitÃ¤ zum Wasser erhÃ¶h und damit eine Stabilisierung der 

HydrathÃ¼ll bewirkt wird. Prolin gilt als Beispiel fÃ¼ solch ein "Minidetergens". Der 

hydrophobe Bereich des MolekÃ¼l ist dem ebenfalls hydrophoben Bereich des 

MakromolekÃ¼l zugewandt, dadurch tritt der hydrophile MolekÃ¼lbereic der 

IminosÃ¤ur mit dem LÃ¶sungsmitte in Verbindung. Die hydrophoben Protein- 

bereiche werden somit in hydrophile "umgewandelt". SCHOBERT (1979) spricht 

dabei von hydrophober Hydratation. Eindeutige Beweise fÃ¼ dieses Modell 

konnten bisher jedoch nicht erbracht werden (CHIRIFE et al. 1984). 

- AusschluÃ - Modell ("Preferential Exclusion Model") 

FÃ¼ eine ganze Reihe von kompatiblen Substanzen konnte nachgewiesen 

werden, daÂ sie in unverÃ¤nderte Form vorzugsweise aus der HydrathÃ¼ll der 

Proteine ausgeschlossen sind und hierdurch das Protein hydriert wird (ARAKAWA 

und TIMASHEFF 1985). Der Mechanismus des Ausschlusses wird kontrovers 

diskutiert. So erklÃ¤r Wiggens (1 990) dieses Verhalten auf der Basis, daÂ Wasser 

nahe der GrenzflÃ¤che strukturell unterschiedlich ist, wobei zwischen dem dichten 

Hydratwasser und dem weniger dichten freien Wasser ("Bulk"-Wasser) unter- 

schieden werden muÃŸ Die ladungsneutralen kompatiblen Substanzen werden mit 

ihrer stabilen, "eis-Ã¤hnlichen HydrathÃ¼ll von der ProteinoberflÃ¤ch ausge- 

schlossen und liegen im Nicht-Hydrat-Wasser vor, wodurch das Protein vor- 

zugsweise hydriert wird. Andere beschreiben diesen beherrschenden 

Mechanismus des nicht spezifischen Ausschlusses mit einer ansteigenden 

OberflÃ¤chenspannung der Beeinflussung der KohÃ¤sio der WassermolekÃ¼l 

(BULL und BREESE 1974) und / oder mit einer Verbesserung der Wasserstruktur, 
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da einige kompatible Substanzen strukturell zum Wassergitter passen. AuÃŸerde 

sollen solche Substanzen die Formation von groÃŸe Hydrationsclustern unter- 

stÃ¼tze (GEKKO und TIMASHEFF 1981). Einigkeit besteht ungeachtet der 

Ursachen des Ausschlusses darÃ¼ber daÂ kompatible Substanzen, als thermo- 

dynamische Konsequenz (Minimierung der Entropie, VerstÃ¤rkun der 

hydrophoben Effekte), eine stabilisierende Wirkung gegen Auffaltung und 

Denaturierung der Proteine zeigen, indem sie diese in ihre native kugelfÃ¶rmig 

Struktur zwingen (vgl. Abb. 23 , GALINSKI 1995). Diese Modellvorstellung hilft zu 

verstehen, warum Substanzen aus unterschiedlichen Verbindungsklassen 

Ã¤hnlich Effekte hervorrufen. Aber auch dieses Modell kann bestimmte Aus- 

nahmen (z.B. Prolin) hinsichtlich ihrer Wirkungsweise nicht Ã¼berzeugen erklÃ¤ren 

\bb. 23: Schematische Darstellung der Effekte von kompatiblen Substanzen auf die 
Proteinkonforrnation. A) Hypothetisches Protein in der nativen Konformation. 
B) Denaturierte Form eines Proteins in der Umgebung von stÃ¶rende (bindenden) 
Substanzen, wie z.B. Harnstoff. C) Stabilisierte Form eines Proteins in Gegenwart von 
kompatiblen Substanzen, welche bevorzugt aus der ProteinoberflÃ¤ch ausgeschlossen 
werden (nach Galinski 1995). 

FÃ¼ jedes dieser Modelle konnten Hinweise, aber auch Ausnahmen gefunden 

werden, daher fehlt bis heute eine einheitliche, befriedigende Theorie. In der 

neueren Literatur wird jedoch dem "AusschluÃŸ-Modell immer mehr Beachtung 

geschenkt. 

GALINSKI (1992) versucht, das Konzept des "AusschluÃŸ-Modells mit den Unter- 
suchungen Ã¼be die VerhÃ¤ltniss im Cytoplasma (WIGGINS 1990) in Einklang zu 

bringen: 

WIGGINS (1990) argumentiert, daÂ die gelÃ¶ste Kationen irn Cytoplasma un- 

gleichmÃ¤ai verteilt sind. Ihre Konzentration ist in der NÃ¤h negativ geladener 

Polyanionen grÃ¶ÃŸe d.h. z.B. im Hydratmantel von Proteinen und anderen Zell- 

bestandteilen. Diese Ungleichverteilung fÃ¼hr zur einer Verminderung der 
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WasseraktivitÃ¤ und damit auch zu einem reduzierten Wasserpotential in den 

HydrathÃ¼llen Das System gleicht diese Unterschiede zum Teil aus, indem das 
Molvolumen in den HydrathÃ¼lle verkleinert (ErhÃ¶hun des Wasserpotentials) und 

im Nicht-Hydratwasser vergrÃ¶ÃŸe (Erniedrigung des Wasserpotentials) wird, so 
daÂ Zonen von dichtem Wasser und weniger dichtem Wasser entstehen. Dies hat 

einen EinfluÃ auf die FÃ¤higkei zur LÃ¶sun von Osmolyten: kleine MolekÃ¼l hoher 

Ladungsdichte treten Ã¼berwiegen im Wasser hoher Dichte auf, wÃ¤hren groÃŸ 

MolekÃ¼l geringer Ladungsdichte im Nicht-Hydrat-Wasser verteilt sind. Somit 

liegen Na+ und K+ graduell in unterschiedlichen Wasserpopulationen vor: Na+- 
Ionen Ã¼berwiege im Hydrat-Wasser, K+-Ionen dagegen im freien Wasser. 

GALINSKI (1992) vermutet, daÂ die ladungsneutralen kompatiblen Substanzen 

aufgrund ihrer groÃŸen "eis-Ã¤hnlichen HydrathÃ¼lle von der Protein-oberflÃ¤ch 
ausgeschlossen und im Nicht-Hydrat-Wasser verteilt sind. Diese eis-Ã¤hnliche 

HydrathÃ¼lle der kompatiblen Substanzen sind struktuell aufgeweitetem Wasser 

Ã¤hnlic und kÃ¶nne sich daher gut in dieser Wasserpopulation integrieren. 

Wasser an hydrophoben GrenzflÃ¤che hat ein grÃ¶ÃŸer Potential, weil es weniger 
WasserstoffbrÃ¼cke ausbilden kann als freies Wasser. Daher geht GALINSKI 

(1992) von einer Aufweitung der Struktur an den GrenzflÃ¤che ("Frank-Evans- 

Eisberge") und einer Komprimierung des Restwassers aus. Da sich hydrophobe 
Bereiche eher in schwach strukturiertem Wasser hydratisieren lassen, kommt es 

leicht zu einer Proteinauffaltung in verdichteten HydrathÃ¼llen GelÃ¶st Stoffe, die 

sich vorzugsweise in die HydrathÃ¼lle integrieren (wie z.B. Salze), fÃ¼hre so zu 

einer Verdichtung des Hydratwassers und destabilisieren die hydrophoben 

Wechselwirkungen. Die kompatiblen Substanzen, die die Salze ersetzen, haben 

eine PrÃ¤feren fÃ¼ das Nicht-Hydrat-Wasser und erhÃ¶he somit nur unwesentlich 

die Dichte des Hydrat-Wassers. Somit kÃ¶nne kompatible Substanzen die 

IonenstÃ¤rk und die Dichte des Hydrat-Wassers verringern und damit die 

Konformation stabilisieren. Die Funktion der kompatiblen Substanzen ist also in 

der Aufrechterhaltung einer "natÃ¼rlichen HydrathÃ¼ll zu sehen. 

Im folgenden wird neben der Frage, ob es eine Schutzwirkung kompatibler 
Substanzen auf die Enzyme MDH und G6P-DH bei tiefen Temperaturen (-2 ' C )  
gibt, auch die Ãœbertragbarkei der oben genannten, fÃ¼ Salz-, Gefrier-und 

HitzestreÃ entwickelten ErklÃ¤rungsmodell diskutiert. Als MaÃŸsta fÃ¼ den Schutz 

bei tiefen Temperaturen wurde zum einen die Steigerung der Reaktions- 

geschwindigkeit und zum anderen die verbesserte FÃ¤higkei zur Substratbindung 

(kleiner Km) gegenÃ¼be dem Kontrollansatz herangezogen. Die Wirkung der 

einzelnen Osmolyte auf die beiden Enzyme werden nacheinander diskutiert: 



Diskussion 

4.2.2. Schutzwirkung bei niedrigen Temperaturen 

4.2.2.1 DMSP 

Die mÃ¶gliche biologischen Funktionen des DMSP sind nicht vollstÃ¤ndi geklÃ¤r 

(KIRST 1994, GRÃ–N 1995). Bisher ist die VerÃ¤nderun der DMSP-Konzentration 

primÃ¤ nach hyper- und hyposaliner Belastung untersucht worden. Dabei wurde 

eine osmotische Regulation bei verschiedenen Mikro- und Makroalgen nach- 

gewiesen (DICKSON et al. 1982; DICKSON und KIRST 1987; REED 1983a; KARSTEN 

und KIRST 1989; KARSTEN 1991; NOTHNAGEL 1995). Uber eine mÃ¶glich Schutz- 

wirkung bzw. KompatibilitÃ¤ des DMSP auf native Enzyme bei unterschiedlichen 

StreÃŸfaktoren wie Salz, Hitze und Gefrieren, liegen bisher wenige Ergebnisse 

vor. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkung des DMSP auf die MDH und die 

G6P-DH als kompatible und mÃ¶glicherweis auch als kryoprotektive Substanz 

bestÃ¤tig werden. 

Die MDH aus Extrakten von A. arcta (Arktis und Antarktis) wurde bei 30 Â¡C dem 

Optimum der EnzymaktivitÃ¤ (vgl. Kap. 3.1.2), durch steigende DMSP-CI- 

Konzentrationen zunehmend destabilisiert (vgl. Abb. 13a + b). Dagegen wurde die 

AktivitÃ¤ mit steigendem DMSP-Gehalt bei -2 OC nicht gehemmt, sondern in 

hÃ¶here Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (-2 'C) geringfÃ¼gi 

beschleunigt. Diese, dem destabilisierenden Effekt des DMSP-CI bei hohen 

Temperaturen entgegengesetzte gute DMSP-VertrÃ¤glichkei bei niedrigen 

Temperaturen, kÃ¶nnt ein erster Hinweis auf dessen mÃ¶glich KÃ¤lte 

schutzfunktion sein. Organische Substanzen, die gut als Kryoprotektoren wirken, 

kÃ¶nnne bei hÃ¶here Temperaturen Proteine destabilisieren und sich sogar 

toxisch auf die Zellen auswirken (ARAKAWA et al. 1990). Bei KÃ¤lt sollen solche 

Substanzen nach dem oben beschriebenen "AusschluÃŸ-Modell von der Protein- 

oberflÃ¤ch ferngehalten werden und damit das Protein indirekt stabilisieren (vgl. 

4,2,1; ARAKAWA und TIMASHEFF 1985, TIMASHEFF 1982, CARPENTER und 

CROWE 1988, ARAKAWA et al.1990). Im Gegensatz dazu kÃ¶nne diese Sub- 

stanzen bei hÃ¶here Temperaturen durch ihre hydrophoben Komponenten die 

Tendenz zeigen, sich an das Protein zu binden und es dadurch zu destabilisieren 

(ARAKAWA et al. 1990). Diese hydrophoben Wechselwirkungen sind bei hÃ¶here 

Temperaturen stÃ¤rker daher kÃ¶nne sich Substanzen mit einem hohen hydro- 

phoben Anteil bei steigenden Temperaturen verstÃ¤rk an das Protein' binden. Die 

Destabilisierung der MDH bei 30 'C kÃ¶nnt ihre Ursache in einer solchen 

Interaktion zwischen dem Enzym und dem DMSP als kompatible Substanz haben, 

In Ã¤hnliche Weise wie die Temperatur soll auch eine Steigerung der Konzen- 
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tration organischer Substanzen zur Denaturierung durch hydrophobe Interaktion 
mit dem Protein fÃ¼hre (ARAKAWA et al. 1990). FÃ¼ die MDH konnte bei -2 'C in 

dem getesteten Konzentrationsbereich (50 bis 1000 mOsmol 1 kg, vgl. Tab. 5) 

keine Enzymhemmung beobachtet werden. Untersuchungen an einigen Enzymen 
zur VertrÃ¤glichkei des DMSP in AbhÃ¤ngigkei von Temperatur und Konzentration 

zeigen, daÂ DMSP die kÃ¤ltelabil Phosphofructokinase (PFK) gut gegen KÃ¤lt 

(6 "C) schÃ¼tzt Bei hohen Temperaturen und Konzentrationen konnte jedoch das 

DMSP die Lactat-Dehydrogenase (LDH) und Glutamat-Dehydrogenase nur 

geringfÃ¼gi stabilisieren (NISHIGUCHI und SOMERO 1992). 
Bei dem als Kryoprotektor bekannten DMSO (Dimethylsulfoxid) sollen die Methyl- 

gruppen bei hohen Temperaturen zu hydrophoben Wechselwirkungen mit dem 
Protein fÃ¼hre (ARAKAWA et al. 1990). Da das DMSP Ã¤hnlich Methylgruppen- 

Strukturen aufweist, vermuten NISHIGUCH! und SOMERO (1992), daÂ die 

temperaturabhÃ¤ngige Effekte des DMSP auf das Protein ebenfalls von diesen 

Gruppen beeinfluÃŸ werden. Die Autoren gehen davon aus, daÂ es bei hÃ¶here 
Temperaturen und Konzentrationen zu einer Interaktion zwischen den hydro- 

phoben Bereichen des Enzyms und dem Dimethyl-Ende des DMSP kommt. Das in 

diesen Untersuchungen verwendete DMSP der Fa. Research Plus (Bayonne, 

New Jersey) wird als DMSP-CI geliefert. Leider wird im obengenannten Artikel 
nicht darauf eingegangen, ob das mitgefÃ¼hrt Anion einen EinfluÃ auf die 

StabilitÃ¤ des Enzyms hat. Es ist aber nicht auszuschlieÃŸen daÂ der mit der 

DMSP-Konzentration ansteigende Chloridanteil an der Denaturierung des 
Enzyms beteiligt ist. In der Reihe der MakromolekÃ¼l stabilisierenden und 

destabilisierenden Ionen zÃ¤hl Cl- zu den destabilisierenden Anionen 

(Hofmeistersche Reihe 1888, aus: YANCEY et al. 1982). So ist bei der MDH aus 

A. arcfa fÃ¼ den 30 "C-Ansatz zu vermuten, daÂ der mitgefÃ¼hrt Chloridanteil die 

Wechselwirkung mit dem Protein fÃ¶rder und die AktivitÃ¤ schon bei niedrigen 

DMSP-CI-Konzentrationen beeinfluÃŸt so daÂ die KompatibilitÃ¤ zwischen Enzym 

und DMSP gestÃ¶r wird. 

Die kinetischen Eigenschaften der MDH aus Extrakten von A. arcfa (Arktis) 

wurden durch die Zugabe von DMSP-CI bei -2 'C nur unwesentlich beeinfluÃŸt 

Der Km-Wert erhÃ¶ht sich minimal, wobei Vmax leicht reduziert wurde (vgl. Tab. 

11). Von der ProteinoberflÃ¤ch ausgeschlossene kompatible Substanzen sollen 

nur einen geringen bzw. keinen Effekt auf die kinetischen Eigenschaften eines 

Enzyms haben (YANCEY et al. 1982, SOMERO 1986). So ist zu vermuten,daÃ der 

leicht negative EinfluÃ des DMSP-CI auf die kinetischen Parameter der MDH auf 

das begleitende Anion zurÃ¼ckzufÃ¼hr ist. Diese Annahme wird dadurch bestÃ¤rkt 

daÂ auch NaCI die Kinetik der MDH aus A. arcta in gleicher Weise, wenn auch in 

einem wesentlich hÃ¶here AusmaÃŸ inhibiert. Auch frÃ¼her Untersuchungen an 
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der MDH, hier aus Tetraselmis subcordiformis (Prasinophyceae), zeigen einen 

negativen EinfluÃ des DMSP-CI sowohl auf den Km-Wert als auch auf die 

Reaktionsgeschwindigkeit (GRÃ–N und KIRST 1991). Die Autoren setzten bei ihren 

kinetischen Untersuchungen 100 mol I m3 DMSP-CI entsprechend einem 

osmotischen Potential von 349 mOsmol / kg ein. Dies stimmte in etwa mit den 

Versuchsbedingungen (400 mOsmol I kg) der vorliegenden Arbeit Ã¼berein Diese 

bei hÃ¶here Temperaturen beobachtete MDH-Hemmung fÃ¼hre auch GRÃ–N 

und KIRST (1991) auf das mitgefÃ¼hrt Anion zurÃ¼ck Es ist aber ebenso vor- 

stellbar, daÂ diese Hemmung, zumindest bei hÃ¶here Temperaturen, durch eine 

hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem DMSP und der ProteinoberflÃ¤ch 

bedingt ist, wie z.B. von NISHIGUCHI und SOMERO (1992) beschrieben. 

Besonders die, trotz Chloridanteil gute VertrÃ¤glichkei bzw. mit steigender 

Konzen-tration leicht aktivierende Wirkung des DMSP auf die AktivitÃ¤ der MDH 

bei -2 'C deutet im Vergleich zum vÃ¶lli entgegengesetzten Effekt des NaCI (vgl. 

Abb. 13c) eine Schutzfunktion des DMSP gegenÃ¼be niedrigen Temperaturen an. 

Die AktivitÃ¤ der G6P-DH zeigte bei hohen Temperaturen im Vergleich zur MDH 

keine konzentrationsabhÃ¤ngige destabilisierende Wirkung des DMSP-CI. 

Vielmehr war bei beiden Untersuchungstemperaturen schon mit geringer Zugabe 

von DMSP-CI eine, wenn auch fÃ¼ die unterschiedlichen Isolate verschieden 

starke ErhÃ¶hun der AktivitÃ¤ Ã¼be den gesamten Konzentrationsbereich 

festzustellen (vgl. Abb. 14a + b). FrÃ¼her Untersuchungen an Extrakten von 

Tefraselmis subcordiformis zeigten, daÂ die G6P-DH bei Raumtemperatur unter 

Zugabe von bis zu 200 mM DMSP-CI (= 532 mOsmol 1 kg) annÃ¤hern stabil blieb 

(GRÃ–N und KIRST 1991). Somit scheint DMSP-CI bei hÃ¶here Temperaturen 

allgemein keinen hemmenden EinfluÃ auf die G6P-DH zu haben, so daÂ dies 

keine Besonderheit des Enzyms aus A. arcta ist. Daher dÃ¼rft die OberflÃ¤ch der 

G6P-DH so beschaffen sein (HydrophobizitÃ¤t Ladungsverteilung), daÂ die 

MÃ¶glichkei zur Wechselwirkung mit den destabilisierenden Substanzen (z.B. Cl-), 

anders als bei der MDH, gering ist. UnterstÃ¼tz wird diese Vermutung durch den 

EinfluÃ des NaCI auf die G6P-DH, das bei vielen Enzymen in hohen Konzen- 

trationen destabilisierend wirkt (POLLARD und WYN JONES 1979; YANCEY et al. 

1982). Die AktivitÃ¤ blieb bei -2 'C Ã¼be den gesamten Konzentrationsbereich 

konstant, und auch bei 30 O C  wirkte das NaCI erst in hÃ¶here Konzentrationen 

(430 mol 1 m3 = 800 mOsmol I kg) destabilisierend auf die G6P-DH (vgl. Abb. 

14c). Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH hingegen wurde bei beiden 

Temperaturen durch steigende NaCI-Konzentrationen stark inhibiert (vgl. Abb. 

13c). 
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Salze werden elektrostatisch an die polaren Regionen des Proteins gebunden, 

wodurch die Konformation destabilisiert wird. Nur wenn diese Bindungen durch 

abstoÃŸend KrÃ¤fte wie z.B. unterschiedliche OberflÃ¤chenspannungen aufge- 

brochen und Ã¼berlager werden, kÃ¶nne Salze als Stabilisatoren wirken. Somit 

kÃ¶nne auch Salze von der ProteinoberflÃ¤ch ferngehalten werden und die 

Konformation stabilisieren (ARAKAWA und TIMASHEFF 1982; LOW 1985). Dies 
kÃ¶nnt eine ErklÃ¤run fÃ¼ die hohe Salz-Unempfindlichkeit der G6P-DH aus 

A. arcfa sein. 

Der AusschluÃ der Salze ist jedoch zum einen von der OberflÃ¤chenbeschaffenhei 

der Proteine (hydrophobe sowie polare Bereiche) und zum anderen von der 

Konzentration des Salzes abhÃ¤ngig So sind einige Salze, die vorzugsweise aus 

der ProteinoberflÃ¤ch ausgeschlossen werden, dennoch in der Lage, die 

HydrathÃ¼ll des Proteins zu durchdringen und sich an die OberflÃ¤ch zu binden 

(CARPENTER und CROWE 1988). Unterschiedliche Salzernpfindlichkeiten 

einzelner Enzyme eines Systems werden in der Literatur hÃ¤ufige beschrieben. In 

Extrakten der einzelligen GrÃ¼nalg Dunaliella parva wurden sowohl NaCI- 

tolerante als auch -empfindliche Enzyme nachgewiesen (GIMMLER et al. 1984). 

Die AktivitÃ¤ der MDH aus Tetraselmis subcordiformis (Prasinophyceae) zeigte 

gegenÃ¼be NaCI eine deutliche inhibitorische Wirkung, diese Empfindlichkeit war 

bei der G6P-DH dagegen nicht festzustellen (RICHTER 1987, GRÃ–N und KIRST 

1991). Auch die MDH aus anderen niederen und hÃ¶here Pflanzen wird hÃ¤ufi als 

NaCI-empfindlich beschrieben (VON WILLERT 1974, POLLARD und WYN JONES 

1979). Die genannten Autoren folgern daraus keine generelle, sondern vielmehr 

eine partielle Salzinhibition bei Enzymen. AuÃŸerde ist der Grad der in vifro 

gemessenen Salzresistenz nicht unbedingt ein Indikator fÃ¼ eine entsprechende in 
Wo-Resistenz (SCHWAB und GAFF 1990). 

Die aktivierende Wirkung des DMSP-CI auf die EnzymaktivitÃ¤ der G6P-DH bei 

30 "C lÃ¤Ã sich mit dem "AusschluÃŸ-Modell nicht hinreichend erklÃ¤ren Dieses 

Modell wird in der Literatur fÃ¼ eine Stabilisierung der funktionsfÃ¤hige Hydrat- 

hÃ¼ll des Proteins herangezogen (GALINSKI 1992). Eine beschleunigte Reaktions- 

geschwindigkeit durch den Zusatz von DMSP-CI lÃ¤Ã sich jedoch nicht nur mit 

einer Aufrechterhaltung der HydrathÃ¼ll erklÃ¤ren Daher ist zu vermuten, daÂ 

neben dem bevorzugten AusschluÃ aus der HydrathÃ¼ll zusÃ¤tzlic spezifische 

Interaktionen zwischen Enzym und DMSP-CI von Bedeutung sind. 

Ohne ZusÃ¤tz wurde die G6P-DH, im Gegensatz zur MDH, durch tiefe Ternper- 

aturen (-2 'C) stark negativ beeinfluÃŸt Der Km-Wert wurde deutlich erhÃ¶h und 

die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vermindert (vgl. Kap, 4.1.3 und Tab. 8). 

Die Ursache fÃ¼ die VerÃ¤nderun der kinetischen Parameter bei tiefen Tempe- 

raturen kÃ¶nnt mit einer KonformationsÃ¤nderun des Proteins erklÃ¤r werden. 
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Einerseits werden die hydrophoben Wechselwirkungen bei niedrigen 

Temperaturen geschwÃ¤cht andererseits wird die Entropie des Wassers 

verringert, wodurch die unpolaren AminosÃ¤ure-Rest im Enzym solvatisiert 

werden (SUELTER 1990). Diesem destabilisierten Zustand sollen nach dem 

"AusschluÃŸ-Modell kompatible Substanzen entgegenwirken, indem sie die 

ursprÃ¼nglich Hydratation, zumindest annÃ¤hernd wiederherstellen (GALINSKI 

1992). Die kinetischen Eigenschaften der G6P-DH wurden bei tiefen Temper- 

aturen durch DMSP-CI verbessert. Sowohl die SubstrataffinitÃ¤ als auch Vmax 
wurde im Vergleich zur Kontrolle (-2 'C) erhÃ¶h (vgl. Tab. 12). Dieser aktivierende 

Einflug des DMSP-CI wurde bei nicht-sÃ¤ttigende Substratkonzentrationen noch 

deutlich verstÃ¤rk (vgl. Abb. 11). Im Vergleich zu 30 'C konnte aber kein 

vollstÃ¤ndige Ausgleich der kinetischen Parameter erzielt werden (vgl. Tab. 8 + 

12). Dem "AusschluÃŸ-Modell folgend kann also fÃ¼ das DMSP-CI vermutet 

werden, daÂ es aus der HydrathÃ¼ll der G6P-DH ausgeschlossen wird und somit 

einer durch tiefe Temperaturen hervorgerufenen KonformationsÃ¤nderun ent- 

gegenwirkt. Hierdurch trÃ¤g DMSP zum Erhalt und damit zum Schutz der 

ursprÃ¼ngliche HydrathÃ¼ll (30 'C) bei. 

Im Gegensatz zum DMSP-CI liegen zum strukturell Ã¤hnliche Glycin-Betain 

(analoge Struktur, ebenfalls Zwitterion, Stickstoffatom anstelle des Schwefel- 

atoms) bereits entsprechende Ergebnisse vor. So konnten ARAKAWA und 

TIMASHEFF (1983) nachweisen, daÂ Glycin-Betain aus der HydrathÃ¼ll der 

Proteine ferngehalten wird, woraus sie schlossen, daÂ eine direkte Bindung mit 

dem Protein unwahrscheinlich ist. Bei Untersuchungen zur Temperaturab- 

hÃ¤ngigkei der HydrathÃ¼ll von Proteinen konnte auÃŸerde gezeigt werden, daÂ 

Glycin-Betain (1 M) die HydrathÃ¼ll Ã¼be einen weiten Temperaturbereich (25 'C 

bis 45 'C) stabilisiert (LIPPERT 1992, in: GALINSKI 1992). Auch konnte fÃ¼ Glycin- 

Betain gezeigt werden, daÂ es die kinetischen Eigenschaften eines Enzyms 

verbessert. So zeigt z.B. die Trehalase aus Proteobacterien einen sehr hohen 

Km-Wert fÃ¼ das Substrat (0,5 M) der in Gegenwart von Glycin-Betain (0,16 M) 

deutlich verringert wird (GALINSKI 1992). 

Aufgrund der bekannten, hauptsÃ¤chlic in hÃ¶here Pflanzen untersuchten, zell- 

vertrÃ¤gliche Eigenschaften der quartÃ¤re Ammoniumverbindung Glycin-Betain 

(RHODES und HANSON 1993) wurde in der Literatur vielfach auf eine Ã¤quivalent 

Wirkung der analogen, tertiÃ¤re Sulfoniumverbindung DMSP geschlossen. Ein 

direkter Nachweis bei Algen fehlt bisher, doch konnte anhand von Wachstums- 

untersuchungen zweier Bakterienkulturen gezeigt werden, daÂ DMSP die durch 

osmotischen StreÃ verursachte Hemmung genauso effektiv lindert wie Glycin- 

Betain (PAQUET et al. 1994). 
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Die Wirkung kompatibler Substanzen scheint auch von den physiologischen 

Bedingungen abzuhÃ¤nge (BISSON und KIRST 1995). Unterschungen an der 

MDH aus Tetraselmis subcordiformis zeigten, daÂ der Schutzeffekt von DMSP 

unter Substratlimitierung anstieg (GRÃ–N und KIRST 1991). Die durch DMSP 

verbesserte E-S-AffinitÃ¤ der G6P-DH bei -2 'C lÃ¤Ã vermuten, daÂ unter 

physiologischer Substratkonzentration ein Ausgleich in der Katalysegeschwindig- 

keit gegenÃ¼be tiefen Temperaturen stattfindet und DMSP somit fÃ¼ dieses Enzym 

eine Schutzfunktion Ã¼bernimmt 

DMSP kann aufgrund der Versuchsergebnisse von MDH und G6P-DH aus 

Extrakten von A. arcta als kompatible Substanz eingestuft werden. Die be- 

obachtete MDH-Hemmung bei hÃ¶here Temperaturen (30 'C) wird einerseits auf 

das begleitende Anion zurÃ¼ckgefÃ¼hr andererseits kÃ¶nnte aber auch die be- 

schriebenen hydrophoben Wechselwirkungen mit dem DMSP die StabilitÃ¤ der 

MDH beeinflussen. Somit ist die KompatibilitÃ¤ des DMSP mit der MDH nicht 

restlos geklÃ¤rt Aber auch andere allgemein anerkannte kompatible Substanzen 

sind durchaus nicht immer ohne EinfluÃ auf die EnzymaktivitÃ¤t wÃ¤hren z.B. 

POLLARD und WYN JONES (1979) keine MDH-Inhibierung durch Glycin-Betain 

(500 mol 1 m3) feststellten, berichtet GINZBURG (1 987) nach Zugabe von Glycin 

von Inhibition, Aufhebung der NaCI-Inhibition oder Stabilisierung verschiedener 

Enzyme aus Dunaliella sp., 

Bei tiefen Temperaturen von -2 'C, wie sie im natÃ¼rliche Habitat von A. arcta 

auftreten, konnte keine schÃ¤digend Wirkung des DMSP fÃ¼ die untersuchten 

Enzyme gefunden werden, vielmehr war fÃ¼ die G6P-DH eine leichte Aktivierung 

festzustellen. FÃ¼ die G6P-DH konnte in den vorausgegangenen Untersuchungen 

(vgl. Kap. 4.1 ) keine eindeutige Anpassungsstrategie an tiefe Temperaturen fest- 

gestellt werden. Somit kÃ¶nnt die durch DMSP-CI verbesserte katalytische 

Effizienz gerade fÃ¼ dieses Enzym bedeutend sein, um eine positive Stoffwechsel- 

bilanz bei niedrigen Temperaturen aufrechtzuerhalten. 

Die Synthese von DMSP ist allerdings stark lichtabhÃ¤ngi (KARSTEN et al. 1990b; 

GRONE 1991;VETTER und SHARP 1993), nach lÃ¤ngere Dunkelheit wird diese 

Verbindung bei A. arcta wieder metabolisiert (KARSTEN 1991). Im Winter, bei 

vÃ¶llige Dunkelheit, wÃ¼rd demnach DMSP als Schutzsubstanz ohne Bedeutung 

sein. A. arcfa Ã¼berdauer den Winter ohne Wachstum als ausgestrecktes, 

filamentÃ¶se System (BISCHOFF und WIENCKE 1995), so daÂ die Stabilisierung 

"aktiver" Enzyme energetisch sogar ungÅ¸nsti wÃ¤re Erst verbesserte Licht- 

bedingungen mit gesteigerten Stoffwechselraten im FrÃ¼hjah machen einen 

Schutz gegen KÃ¤lt und Gefrieren notwendig. 

Durch den unterschiedlichen EinfluÃ der Temperatur auf die DMSP-Gehalte der 

verschiedenen A. arcfa-lsolate (Abb. 20) scheint fraglich, ob DMSP als alleinige 
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KÃ¤lteschutzsubstan in Frage kommt. 'Vielmehr wÃ¤r es denkbar, daÂ kompatible 

Substanzen allgemein aufgrund ihrer jeweiligen Wirkungsweise oder in 

Kombination verschiedener Substanzen einen gewissen Schutz gegen KÃ¤lt ge- 
wÃ¤hrleisten Es scheint daher sinnvoll, die Funktion des DMSP nicht unabhÃ¤ngi 

vom Vorhandensein anderer organischer Verbindungen und 1 oder kompatibler 

Substanzen in der Zelle zu sehen. 

4.2.2.2 Prolin 

Die VertrÃ¤glichkei der IminosÃ¤ur Prolin ist fÃ¼ verschiedene Enzyme 
unterschiedlicher Organismen mit einer Reihe von Arbeiten belegt. So wird die 

AktivitÃ¤ der MDH aus einigen hÃ¶here Pflanzen (Rhizophora mangle, 

Mesembryanfhemum crystallinum, Cicer ariefium, Spinacia oleracea) durch die 

Zugabe von bis zu 600 mol / m3 Prolin nicht beeintrÃ¤chtig (SOMMER et al. 1990). 

Zu Ã¤hnliche Ergebnissen kamen POLLARD und WYN JONES (1979), die die 

dehydrierende MDH aus Hordeum vulgare (Gerste) bis 500 mol 1 m3 Prolin 

testeten. Die FÃ¤llun der Glutaminsynthetase aus Honduras disf;chom (Gerste) 

konnte durch die Zugabe von Prolin vermindert bzw. kompensiert werden (PALEG 

et al. 1985). Der EinfluÃ von Prolin ist dabei jedoch pH- und konzentrations- 

abhÃ¤ngig 

Wenn auch die Funktion von Prolin als Schutzsubstanz in vielen Organismen bei 

SalzstreÃ nachgewiesen wurde, so gilt dies dennoch nicht generell. 

Untersuchungen an Enzymen von Salsola soda (Chenopodiaceae) zeigten, daÂ 

Prolin keinen Schutz gegen Inhibierung der Enzyme durch NaCI bietet, wÃ¤hren 

dieser Schutz bei Enzymen aus Cynodon dacfylon (Hundszahngras) gegeben war 

(NIKOLOPOULOS und MANETAS 1991). Diese Autoren gehen daher von einer Co- 

Evolution zwischen Osmolytsystem und Enzymstruktur aus. Damit kÃ¶nnt die 

PrÃ¤feren bestimmter Osmolyte in einigen Bakterien (GALINSKI 1993), Algen 

(WEGMANN 1986), hÃ¶here Pflanzen und Tieren (YANCEY et al. 1982, SOMERO 

1986) erklÃ¤r werden. 

AbhÃ¤ngi vom jeweiligen Enzym (Hexokinase, G6P-DH, a-Amylase, Glutamin- 

synthetase, MDH, Nitratreduktase, Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, LDH, PFK) 

war der Effekt einer Hitzestabilisierung durch Prolin extrem unterschiedlich und 

konzentrationsabhÃ¤ngi (PALEG et al. 1981, LAURIE und STEWART 1990, 

NIKOLOPOULOS und MANETAS 1991, GALINSKI 1992). Eine Schutzwirkung des 

Prolins bei Gefrieren konnte in vivo bei Zelluntersuchungen von Zea mays (Mais; 

WITHER und KING 1979) sowie bei Enzymuntersuchungen an der LDH und der 

PFK nachgewiesen werden (CARPENTER und CROWE 1988, GALINSKI 1992). 
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Ã„lter Untersuchungen haben gezeigt, daÂ es bei der KÃ¤ltehÃ¤rtu hÃ¶here 

Pflanzen zur Prolinakkumulation kommt (CHU et al. 1974, SOSINSKA und 

MALESZEWSKI 1978), aber auch bei Algen konnten hÃ¶her Prolingehalte bei 

niedrigen Temperaturen nachgewiesen werden (WANZEK 1994, JACKSON und 

SEPPELT 1995). So wird die IminosÃ¤ur Prolin in der Literatur hÃ¤ufi als kryo- 

protektive Substanz diskutiert. Untersuchungen zur Wirkung des Prolins auf die 

EnzymaktivitÃ¤ bei niedrigen Temperaturen liegen jedoch bisher nicht vor. 

Auf die AktivitÃ¤ der MDH und G6P-DH aus A. arcta hatte die Zugabe von Prolin 

unterschiedliche Effekte (Abb. 13 + 14). Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH 

wurde bei beiden Temperaturen (30 OC und -2 ' C )  durch Zugabe von Prolin Ã¼be 

den gesamten Konzentrationsbereich (50 bis 1000 mOsmol I kg, vgl. Tab. 5) nicht 

beeintrÃ¤chtigt Bei der G6P-DH hingegen sank die AktivitÃ¤ bei 30 'C in dem- 

selben Konzentrationsbereich nahezu kontinuierlich auf 79% der Anfangs- 

aktivitÃ¤t Die AktivitÃ¤ bei -2 OC zeigte dagegen eine Stimulierung zwischen 

400 und 600 mOsmol / kg (342 - 513 rnol 1 rn3) Prolin, hÃ¶her Konzentrationen 

erbrachten keine AktivitÃ¤tssteigerung Der Bereich zwischen 400 und 

600 mOsmol 1 kg Prolin kÃ¶nnt in etwa den physiologischen Bedingungen in der 

Zelle von A. arcta entsprechen. So konnten Untersuchungen an Distichlis spicata 

(Halophyt) cytoplasmatische Prolin-Gehalte von 280 mol / m3 bis 560 rnol / m3 

belegen (KETCHUM et al. 1991). 

Die stabilisierende Wirkung des Prolins auf den Stoffwechsel wurde von 

SCHOBERT und TSCHESCHE (1978) mit dem oben beschriebenen 

'Modifikations - Modell" (vgl. Kap. 4.2.1) erklÃ¤rt Nach dieser Vorstellung sollen 

sich die hydrophoben Bereiche des Pyrrolidin-Ringes mit dem hydrophoben Anteil 

des Proteins verbinden. Dadurch wandeln sich diese Gruppen in hydrophile 

Bereiche um, steigern die LÃ¶slichkei und damit die StabilitÃ¤ des Proteins. 

Kalorimetrische und IR-spektroskopische Untersuchungen von RUDOLPH und 

CROWE (1986) konnten diese Vorstellungen erhÃ¤rten auch wenn die Autoren 

einrÃ¤umen daÂ mit ihren Untersuchungen das "Modifikations - Modell" nicht 

restlos bestÃ¤tig werden kann. ZusÃ¤tzlic gehen sie davon aus, daÂ fÃ¼ eine 

polymere Assoziation zwischen Prolin und dem Protein eine Konzentration von 

1 M bis 2 M nÃ¶tig ist, welche fÃ¼ cytoplasmatische VerhÃ¤ltniss sicherlich zu hoch 

liegt. AuÃŸerde konnte fÃ¼ einige FÃ¤ll gezeigt werden, daÂ das Prolin sehr wohl 

von der ProteinoberflÃ¤ch ausgeschlossen wird (ARAKAWA und TIMASHEFF 

1985), also nach dem "AusschluÃ - Modell" indirekt stabilisierend wirkt. Nach 

GALINSKI (1 992) ist dem "Modifikations - Modell" auÃŸerde entgegenzuhalten, 

daÂ aus thermodynamischer Sicht eine Wechselwirkung mit hydrophoben 

Bereichen des MolekÃ¼l wahrscheinlich auch eine Exposition dieser Gruppen und 

damit eine Denaturierung begÃ¼nstige mÃ¼ÃŸt So lÃ¤Ã sich fÃ¼ Prolin vermuten, 
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daÂ die Bindung an Proteine und der damit verbundene Anstieg der Protein- 

lÃ¶slichkei keine feststehende Eigenschaft dieser IminosÃ¤ur ist. Vielmehr kÃ¶nnt 

eine Bindung des Prolins nur bei relativ hydrophoben Proteinen wie z.B. 

ÃŸ-Lactoglobuli Ã¼be den AusschluÃ dominieren (CARPENTER und CROWE 1988, 
aufbauend auf: SCHOBERT und TSCHESCHE 1978). Daher kÃ¶nnt es auch 
mÃ¶glic sein, daÂ beide Effekte bei jeweils unterschiedlichen Temperaturen eine 

Rolle spielen. Bei niedrigen Temperaturen, wo die hydrophoben Wechsel- 

wirkungen gering sind, wÃ¼rd Prolin die Proteine dadurch stabilisieren, daÂ es 
von der OberflÃ¤ch ferngehalten wird. Hohe Temperaturen dagegen begÃ¼nstige 

die hydrophoben Wechselwirkungen, damit wÃ¤r eine Interaktion zwischen stark 

hydrophoben Enzymen und dem Prolin denkbar. Unterschiede in der Ober- 

flÃ¤chenbeschaffenhei (hydrophobe sowie polare Bereiche) beider Enzyme, MDH 

und G6P-DH, kÃ¶nnte demnach die Wirkung des Prolins beeinfluÃŸen 

Die kinetischen Eigenschaften der MDH und der G6P-DH wurden bei -2 'C durch 

Zusatz von Prolin verbessert. Sowohl bei der MDH als auch besonders bei der 
G6P-DH wurde die FÃ¤higkei zur Substratbindung sowie Vmax erhÃ¶h (vgl. Tab. 11 

+ 12). Bei der G6P-DH konnte jedoch der negative EinfluÃ der niedrigen 

Temperatur nicht vollstÃ¤ndi kompensiert werden (vgl. Kap. 4.1). Es scheint aber 

durch den Zusatz von Prolin mÃ¶glich die EnzymaktivitÃ¤ so weit zu stabilisieren, 
daÂ eine positive Stoffwechselleistung erreicht wird. Insbesondere bei phy- 

siologischer Substratkonzentration ist der positive Effekt des Prolins auf beide 

Enzyme noch deutlicher (vgl. Abb. 9 + 11). Untersuchungen an der Phosphoenol- 
pyruvate-Carboxylase zweier C4-Halophyten konnten zeigen, daÂ der EinfluÃ von 

Prolin im Bereich der SubstratsÃ¤ttigun gering ist, unter physiologischer Substrat- 

konzentration jedoch sowohl eine fÃ¶rdernd als auch eine inhibierende Wirkung 

auf die EnzymaktivitÃ¤ haben kann (MANETAS et al. 1986). Hieraus folgern die 

Autoren, daÂ die Wirkung kompatibler Substanzen bei Substratkonzentrationen 

untersucht werden muÃŸ die den VerhÃ¤ltnisse in vivo entsprechen. Die Tatsache, 

daÂ sich die Wirkung von Schutzstoffen mitunter nicht in der maximalen Reak- 
tionsgeschwindigkeit, sondern in einer VerÃ¤nderun des Km-Wertes ausdrÃ¼ckt 

unterstreicht die Notwendigkeit enzymkinetischer Untersuchungen zur Beurteilung 

eines mÃ¶gliche Schutzeffektes. 
Sowohl die deutlich ansteigenden zellulÃ¤re Prolin-Konzentrationen bei tiefen 

Temperaturen (-2 'C, vgl. Abb. 20) als auch die positive Wirkung des Prolins auf 

die Kinetik von MDH und G6P-DH weisen auf eine KÃ¤lteschutzfunktio hin. 
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4.2.2.3 Saccharose 

Saccharose ist der wichtigste Transportzucker grÃ¼ne Pflanzen und gilt als schnell 

verfÃ¼gbare Energielieferant. Die Anreicherung von Saccharose unter 

osmotischem StreÃ wurde fÃ¼ verschiedene Cyanobakterien (REED et al. 1984; 

WARR et al. 1984, 1987) und Makroalgen (EDWARDS et al. 1987, KARSTEN und 

KIRST 1989a, WINTER und KIRST 1990, KARSTEN 1991) beschrieben. Als 

kompatible Substanz nimmt Saccharose eine Zwischenstellung ein. WÃ¤hren 

physiologische Konzentrationen dieser Substanz die Protein- und Membran- 

strukturen in unterschiedlichen StreÃŸsituatione (z.B. Salz-, Trocken- und Gefrier- 

streÃŸ schÃ¼tze (CARFENTER und CROWE 1988; HEBER et al. 1981; KOSTER und 

LEOPOLD 1988), wirken hohe Konzentrationen oftmals inhibierend auf die Enzyme 

bzw. auf den gesamten Stoffwechsel (BROWN und SIMPSON 1972; WARR et. al. 

1984, 1988, GALINSKI 1992). Die AktivitÃ¤ der Glutamin-Synthetase aus 

Cyanobakterien wird z.B. schon bei einer Konzentration von 2 200 rnM 

Saccharose stark inhibiert (WARR et al, 1984). Solches Verhalten kÃ¶nnt aber 

durch die im Vergleich zu Prolin und DMSP wesentlich geringere LÃ¶slichkei der 

Saccharose begrÃ¼nde sein (BISSON und KIRST 1995). Saccharose ist somit in 

hohen Konzentrationen weniger kompatibel als andere organische Verbindungen 

Z.B.  Glycin-Betain, Prolin) und scheint als Schutzstoff fÃ¼ physiologisch aktive 

Zellen eine untergeordnete Rolle zu spielen (BROWN 1976, REED et al. 1986). So 

werden Algen und Cyanobakterien, die Saccharose als ihr organisches 

Hauptosmolyt synthetisieren, oft nur bei niedrigen SalinitÃ¤te vorgefunden 

(MACKAY et al. 1984; BOROWITZKA 1985). Aber auch Algen aus der Gezeitenzone 

benutzen Saccharose bei der osmotischen Regulation, wobei sie allerdings hier 

gegenÃ¼be anderen Osmolyten, so z.B. bei A. arcfa (Antarktis) gegenÃ¼be Prolin 

und DMSP (KARSTEN 1991), nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der Vorteil der 

Saccharose fÃ¼ den Organismus kÃ¶nnt darin liegen, daÂ sie, als Haupt-Photo- 

syntheseprodukt, bei hyperosmoticher Belastung sehr schnell synthetisiert wird 

(WARR et al. 1987) und damit den anfÃ¤ngliche lonenstreÃ zumindest teilweise 

kompensieren kann. Im Gegensatz dazu setzt z.B. die Synthese von DMSP, als 

SekundÃ¤rmetabolit erst spÃ¤te ein, so daÂ DMSP nicht an einer kurzfristigen 

osmotischen Regulierung beteiligt ist (EDWARDS et al. 1987; KIRST 1990). 

In trockenresistenten Organismen wurden hohe Konzentrationen an Saccharose 
gefunden, die mit einer Schutzfunktion wÃ¤hren der Austrocknung in Zusam- 

menhang gebracht werden (MADIN und CROWE 1975; HERSHOVITZ et al. 1991). 

Die Stabilisierung der Enzyme und insbesondere der Membranen bei Trocknung 

erfolgt nach dem "Wasserersatz-Modell"(vgl, Kap. 4.2.1). Die OH-Gruppen der 

Saccharose interagieren mit polaren Strukturen der EnzymoberflÃ¤che wodurch 
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sie das schwindende Wasser ersetzen und auf diese Weise die native 

Konformation bewahren (CLEGG et al. 1982). 

Bei Untersuchungen zum Hitze- bzw. Gefrierschutz hing die Stabilisierung durch 

Saccharose jeweils von der Natur des zu schÃ¼tzende Proteins ab (BACK et al. 

1979; CARPENTER und CROWE 1988; GALINSKI 1992). Die AktivitÃ¤te der MDH 

und G6P-DH wurden bei verschiedenen Saccharose-Konzentrationen unter- 

schiedlich beeinfluÃŸt Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH wurde bei beiden 

Temperaturen (30 'C und -2OC) durch Zugabe von bis zu 800 mOsmol / kg 

(702 mol 1 m3) Saccharose kontinuierlich gehemmt (vgl. Abb. 13e). Im Gegensatz 

dazu zeigte die G6P-DH bei beiden Temperaturen eine Steigerung der AktivitÃ¤ 

(vgl. Abb. 14e). Nach Untersuchungen von LEE und TIMASHEFF (1981) wird 

auch Saccharose bevorzugt aus der HydrathÃ¼ll ausgeschlossen und wÃ¤r somit 

nach dem "AusschluÃŸ-Modell in der Lage, die Proteine indirekt zu stabilisieren. 

Saccharose scheint demnach das jeweilige Enzym gegen verschiedene StreÃŸ 

faktoren, wie z.B. tiefe Temperaturen oder Trocknung, unterschiedlich zu 

schÃ¼tzen So stellt eine Trocknung bis zur vÃ¶llige Dehydrierung der HydrathÃ¼ll 

des Proteins eine grundsÃ¤tzlic andere StreÃŸsituatio als das Gefrieren dar. Ihr 

muÃ dementsprechend durch andere Stabilisierungsmechanismen begegnet 

werden (CROWE et al. 1990, ARAKAWA et al. 1990). 

Dennoch scheint die unterschiedliche Wirkung der Saccharose auf die 

EnzymaktivitÃ¤ von MDH und G6P-DH mit dem "AusschluÃŸ-Modells nicht 

hinreichend geklÃ¤rt So wÃ¤r zwar denkbar, daÂ sich das AusschluÃŸverhalte der 

Saccharose in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur Ã¤nder und bei niedrigen oder 

hohen Temperaturen nicht unbedingt die gleiche Wirkung zeigt. Dies wÃ¼rd dann 

die unterschiedliche Wirkung in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur erklÃ¤ren nicht 

aber die verschiedenen Effekte auf MDH und G6P-DH. Diese Unterschiede 

lassen vermuten, daÂ zusÃ¤tzlich spezifische Interaktionen zwischen der mole- 

kularen Struktur der Enzyme und der Saccharose eine Rolle spielen. So wurde 

schon fÃ¼ DMSP und Prolin als wahrscheinlich angenommen, daÂ sich die 

OberflÃ¤chenbeschaffenhei der beiden Enzyme unterscheidet und dadurch die 

Schutzwirkung der kompatiblen Substanzen beeinfluÃŸ wird. Um eine ab- 

schlieÃŸend Ausssage Ã¼be die molekularen Strukturen der beiden Enzyme, 

sowie deren Interaktion mit den untersuchten Schutzsubstanzen treffen zu 

kÃ¶nnen mÃ¼ÃŸt jedoch gezielte Untersuchungen folgen. 

Der Km-Wert sowie Vmax wurden fÃ¼ die MDH durch 400 mOsmol / kg Saccharose 

nur unwesentlich beeinfluÃŸ (Tab. 11). Bei der Aufnahme der SubstratsÃ¤ttigungs 

kurve fÃ¼ die MDH wurde deutlich, daÂ der hemmende Effekt der Saccharose erst 

im SÃ¤ttigungsbereic auftrat (vgl. Abb. 9). So ist zu vermuten, daÂ bei physio- 

logischer Substratkonzentration die beschriebene Hemmung der Reaktionsge- 
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schwindigkeit in AbhÃ¤ngigkei von der Saccharosekonzentration deutlich ver- 

mindert wÃ¤re Somit scheint Saccharose auch fÃ¼ die MDH zumindest im 

physiologischen Substratbereich (Oxalacetat) bei niedrigen Temperaturen ver- 

trÃ¤glic zu sein. 

FÃ¼ die G6P-DH ist Saccharose selbst in hohen Konzentrationen und bei tiefen 

Temperaturen (-2 ' C )  vertrÃ¤glich Der negative EinfluÃ niedriger Temperaturen 

auf die Kinetik der G6P-DH wurde durch Saccharose deutlich vermindert, die 

FÃ¤higkei der Substratbindung und Vmax wurden erhÃ¶h (Tab. 12). Diese ver- 

besserte FÃ¤higkei zur Substratbindung schafft bei physiologischer Substrat- 

konzentration einen Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit. Somit kann fÃ¼ die 

Saccharose zumindest fÃ¼ dieses Enzym eine KÃ¤lteschutzfunktio angenommen 

werden. 

Ein positiver EinfluÃ tiefer Temperaturen auf den zellulÃ¤re Saccharosegehalt 

konnte, im Gegensatz zu den Gehalten an Prolin und teilweise auch an DMSP, fÃ¼ 

beide Acrosiphonia-Isolate nicht nachgewiesen werden (vgl. Abb. 20). 

Saccharose scheint also hier trotz ihrer stabilisierenden Wirkung bei tiefen 

Temperaturen eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Dennoch wÃ¤r es 

denkbar, daÂ erst eine Kombination verschiedener kompatibler Substanzen einen 

Organismus befÃ¤higt mit einer bzw. unterschiedlichen StreÃŸsituatione (z.B. 

Salz, Dehydration, Gefrieren) umzugehen. FÃ¼ die osmotische Regulation bei 

Algen werden in der Literatur hÃ¤ufi Kombinationen aus verschiedenen 

organischen Verbindungen genannt, wie z.B. Sorbitol / Prolin bei Sfichococcus 

bacillaris (BROWN und HELLEBUST 1978), Sorbitol / Duecitol bei Bosfrychia 

scorpioides (KARSTEN und KIRST 1989b), Mannitol I Altriol bei Himanfhalia 

elongafa (WRIGHT und REED 1985) und Prolin I Saccharose 1 DMSP bei 

Enferomorpha infesfinalis (EDWARDS et al. 1987). 

Insgesamt lÃ¤Ã also die nur isolierte Betrachtung verschiedener organischer 

Substanzen in vifro wahrscheinlich keine vollstÃ¤ndig Aussage Ã¼be die Reak- 

tionen unter natÃ¼rliche VerhÃ¤ltnisse (in vivo) zu (SCHWAB und GAFF 1990). So 

gibt es einige Schwierigkeiten, die in vifro-Ergebnisse in Beziehung zur intakten 

Pflanze zu setzen: 

a) in nicht vÃ¶lli gereinigten Enzymextrakten kÃ¶nne sich Effekte Ã¼berlagern die 

durch exo- und endogene Substanzen hervorgerufen werden. 

b) die Ionen- und Substratkonzentrationen in vifro sind nicht die gleichen wie die 

in der intakten Pflanze. 

C) die Enzymempfindlichkeit wird durch die Extraktionsmethode, die Ansatzemp- 

eratur und die Lagerung des Extraktes nach der Isolation beeinfluÃŸt 

d) in vivo Enzyme arbeiten unter substratlimitierten Bedingungen. 
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4.2.3 Gefrierschutz 

Im Gegensatz zum zuvor beschriebenen KÃ¤ltestre (vgl. Kap. 4.1) zeigt Gefrieren 

Ã¤hnlich Effekte wie hohe SÃ¤linitÃ¤t oder Austrocknung (BISSON und KIRST 

1995). In erster Linie bestehen diese Effekte in einer Senkung des intrazellulÃ¤re 

Wasserpotentials und damit in einer Dehydratation. Hieraus resultiert eine er- 

hÃ¶ht Osmolytkonzentration im Cytoplasma (Ionen, organische Substanzen) und 

in der Vakuole (hauptsÃ¤chlic Ionen). Es wird daher hÃ¤ufi vermutet, daÂ der 

Schutzeffekt der kompatiblen Substanzen (Stabilisierung der Proteine und 

Membranen) fÃ¼ die genannten StreÃŸfaktore identisch ist und kompatible 

Substanzen nicht nur bei steigenden SÃ¤linitÃ¤t und Austrocknung schÃ¼tzen 

sondern auch kryoprotektiv wirken (BISSON und KIRST 1995). 

Die Schutzwirkung der kompatiblen Substanzen Prolin, Saccharose und DMSP 

sowie verschiedener anorganischer Salze gegen Gefrieren und anschlieÃŸende 

Auftauen wurde am Testsystem der LDH untersucht. Dieses native Enzym wurde 

aufgrund seiner hohen ThermolabilitÃ¤ ausgewÃ¤hl und war bereits oft 

Gegenstand von StabilitÃ¤tsuntersuchungen 
Alle eingesetzten Verbindungen konnten die LDH gegen Gefrieren und Wieder- 

auftauen schÃ¼tzen Der Grad des Schutzes war jedoch von der jeweiligen 

Substanz sowie von deren Konzentration abhÃ¤ngi (vgl. Abb. 17 + 18). Wie schon 

erwÃ¤hn (vgl. Kap. 3.3.3), kam es in einem Konzentrationsbereich von 100 bis 

200 mOsmol 1 kg (vgl. Tab. 5) bei allen Substanzen bis auf DMSP-CI zu einem 

unerwarteten Einbruch im AktivitÃ¤tsanstieg Obwohl in den graphischen 

Darstellungen von CARPENTER und CROWE (1988) ebenfalls konzentrations- 

abhÃ¤ngig Schwankungen der kryoprotektiven Wirkung verschiedener Sub- 

stanzen auftraten, blieb dieses PhÃ¤nome in der Diskussion unberÃ¼cksichtigt Bei 

einem isoliert aufgetretenen Ereignis wÃ¤r eine partiell hÃ¶her Konzentration als 

Folge eines Durchmischungsfehlers als mÃ¶glich Ursache in Betracht zu ziehen. 

Da es sich hier aber gerade um eine Gemeinsamkeit fast aller untersuchten Stoffe 

handelte, erscheint wahrscheinlicher, ein allgemeines Prinzip hinter diesem 

PhÃ¤nome zu vermuten. Ungeachtet dessen bleibt als entscheidend festzustellen, 

daÂ die kryoprotektive Wirkung aller Substanzen mit steigender Konzentration 

tendenziell zunahm. 

CARPENTER und CROWE (1988) vermuten, daÂ die stabilisierenden und de- 

stabilisierenden Interaktionen verschiedener Substanzen mit dem Protein, die 

wÃ¤hren des Gefrierens und Auftauens auftreten, nur in der wÃ¤ssrige Phase 

Bedeutung haben. Somit muÃ der beim Gefrieren auftretende osmotische Schock, 

der z.B. VerÃ¤nderunge im pH der LÃ¶sun sowie andere destabilisierende Be- 

dingungen schafft (FISHBEIN und WINKERT 1979), nur als eine weitere Form von 
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lÃ¶sungsinduzierte StÃ¶run der wÃ¤ssrige Phase betrachtet werden. 

Infolgedessen ist es sehr wahrscheinlich, das Substanzen, die im wÃ¤ssrige 

System eine stabilisierende Wirkung auf Proteine haben, auch in den wÃ¤ssrige 

Phasen des Gefrierens oder Auftauens stabilisierend wirken. CARPENTER und 
CROWE (1988) untersuchten die schÃ¼tzend Wirkung 28 verschiedener Sub- 

stanzen, darunter Zucker, Polyole und AminosÃ¤uren auf die LDH (M4) nach 

Gefrieren und anschlieÃŸende Auftauen. Die Autoren zeigten, daÂ (mit einer 

Ausnahme) alle Substanzen, die im wÃ¤ssrige System Ãœberwiegen vom Kontakt 

mit der ProteinoberflÃ¤ch ausgeschlossen waren, auch gut als Kryoprotektoren 

wirkten. Auch GALINSKI (1 992) vermutet, daÂ das "AusschluÃŸ-Modell (vgl. Kap. 

4.2.1; ARAKAWA und TIMASHEFF 1985) nicht nur fÃ¼ isolierte Enzyme im 

ungefrorenen Zustand, sondern auch bei Gefrieren und Wiederauftauen GÃ¼ltig 

keit hat. Die bisher fÃ¼ Algen bekannten kompatiblen Substanzen, die eine kryo- 

protektive Wirkung auf isolierte Proteine haben, sind in Tabelle 15 zusammen- 

gefaÃŸt DarÃ¼be hinaus ist angegeben, fÃ¼ welche Substanzen ein AusschluÃ aus 

der HydrathÃ¼ll verschiedener Proteinen nachgewiesen werden konnte. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen bezÃ¼glic Prolin, Saccharose und NaCI 

nicht vollstÃ¤ndi mit den Befunden von CARPENTER und CROWE (1988) 

Ã¼berein Bei deren Untersuchungen zeigte NaCI bis zu einer Konzentration von 2 

M keinerlei stabilisierende Wirkung auf die LDH nach Gefrieren und 

Wiederauftauen. Dies, obwohl bekannt ist, daÂ dieses Salz aus der HydrathÃ¼ll 

verschiedener Proteine ausgeschlossen wird (ARAKAWA und TIMASHEFF 1982). 

Der AusschluÃ von Salzen ist jedoch zum einen von deren Konzentration und zum 

anderen von der OberflÃ¤chenbeschaffenhei der Proteine (hydrophobe sowie 

polare Bereiche) abhÃ¤ngig So sind einige Salze, die vorzugsweise aus der 

ProteinoberflÃ¤ch ausgeschlossen werden, dennoch in der Lage, die HydrathÃ¼ll 

des Proteins zu durchdringen und sich an die OberflÃ¤ch zu binden (ARAKAWA 

und TIMASHEFF 1984). CARPENTER und CROWE (1988) vermuten daher, daÂ 

das von ihnen eingesetzte Isoenzym M4 Ã¼be einen hohen Anteil an polaren 

Regionen verfÃ¼g und somit das NaCI elektrostatisch an das Protein gebunden 

wird. Der destabilisierende Effekt einer NaCI-Bindung wÃ¤r in diesem Fall stÃ¤rke 

als die ausschlieÃŸende KrÃ¤fte die das Salz von der ProteinoberflÃ¤ch fernhalten 

und damit das Protein dem "AusschluÃŸ-Modell entsprechend indirekt stabilisieren 

(vgl. Kap. 4.2.2.). In der vorliegenden Arbeit wurde statt des Isoenzyms M4 ein 

Isoenzymgemisch der LDH untersucht. Mit diesem LDH-lsoenzymgemisch konnte 

eine 100%ige Stabilisierung durch NaCI bei einer Konzentration von 0,86 M (1600 

mOsmol / kg) nach Gefrieren und Wiederauftauen erreicht werden. Die 

differierende Wirkung des NaCI kÃ¶nnt auf unterschiedlichen molekularen 

Strukturen der beiden Enzym-Typen beruhen. Somit scheint das AusschluÃŸ 
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verhalten stark von der Natur des zu schÃ¼tzende Proteins abzuhÃ¤ngen Die drei 

anderen Salze zeigten auf die LDH nach Gefrieren und Wiederauftauen, der 

Hofmeisterschen Reihe entsprechend, folgende Stabilisierung : NH4CI > KCI > 

KBr. Generell scheint die Wirkung eines Salzes auf die ProteinstabilitÃ¤ vom 

Gleichgewicht zwischen der Bindung an das Enzym (destabilisierend) und dem 

AusschluÃ aus der ProteinoberflÃ¤ch (stabilisierend) abhÃ¤ngi zu sein 

(ARAKAWA und TIMASHEFF 1982, 1984), was durch die Ergebnisse dieser Arbeit 

untermauert wird, 

Tab. 15: In Algen vorkommende kompatiblen Substanzen, fÃ¼ die eine kryoprotektive Wirkung 
auf verschiedene isolierte Proteine nachgewiesen wurde. 

Substanzen Referenz zum Proteine Referenz der 

bevorzugten AusschluÃ kryoprotektiven 

aus der HydrathÃ¼ll Wirkung 

Saccharose 1 LDH, PFK; Katalase, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 

Chymotrypsinogen, 

Trehalose n.n 

Glycerin 2 

Sorbitol 3 

Mannitol 3 

Prolin 4b 

Glycin-Betain 4b 

Glutamat 4a 

LDH, PFK 5 

LDH, PFK, Katalase, 7, 8, 9, 11, 12 

GDH, TPD, a-Amylase, 

LDH 9 

LDH 9 

LDH, PFK 5, 7, 13 

LDH, PFK 5, 6, 13 

LDH,MDH,ADH,PK, 13,14,15, 

G6P-DH, Myosin 

Taurin 4b LDH 13 

DMSP n.n. LDH diese Arbeit 

AbkÃ¼rzungen LDH - Lactat-Dehydrogenase; PFK - Phosphofructokinase; GDH - Glutarnatdehydrogenase; 
TPD - Triosephosphat-Dehydrogenase; MDH - Malat-Dehydrogenase; ADH - Alkohol-Dehydrogenase; 
PK - Pyruvat-Kinase; G6P-DH - Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase; n.n. - nicht nachgewiesen. 
Literatur: 1) LEE und TIMASHEFF 1981; 2 )  LEE et al. 1979; 3) GEKKO und MORIKAWA 1981; 
4) ARAKAWA und TIMASHEFF a: 1984, b: 1985; . 5 )  GALINSKI 1992; 6) LIPPERT und GALINSKI 1992; 
7)  CARPENTER et al. 1986; 8 )  CHILSON et al. 1965; 9) SHIKAMA und YAMAZSKI 1961; 10) BRANDTS et 
al. 1970; 11) WHITTAM und ROSANO 1973; 12) ASHWOOD-SMITH und WARBY 1972; 13) CARPENTER 
und CROWE 1988; 14) AKAHANE et al. 1981; 15) TAMIYA et al. 1985. 

Die kompatiblen Substanzen Prolin, Saccharose und DMSP wirkten in einem 

wesentlich engeren Konzentrationsbereich stabilisierend auf die LDH - AktivitÃ¤ 

als die anorganischen Salze (vgl. Abb. 17 + 18). Dies liegt vermutlich darin be- 

grÃ¼ndet daÂ bei niedriger Salzkonzentration die Bindung an das Protein die vor- 
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herrschende Interaktion ist und erst ab einer bestimmten Konzentration der 

AusschluÃ des Salzes aus der HydrathÃ¼ll des Proteins Ã¼berwieg (CARPENTER 

und CROWE 1988). 

Auch bei den kompatiblen Substanzen wurden groÃŸ Unterschiede nach Ge- 

frieren und Auftauen gefunden, sowohl bezÃ¼glic des Schutzgrades als auch in 

AbhÃ¤ngigkei von der Natur des zu schÃ¼tzende Proteins (CARPENTER und 

CROWE 1988, LIPPERT und GALINSKI 1992, GALINSKI 1992). Obwohl die Sub- 

stanzen bei den unterschiedlichen Enzymen unter identischen Konditionen ein- 

gesetzt wurden, konnten keine vergleichbaren Resultate erzielt werden. Unter- 

suchungen zur kryoprotektiven Wirkung kompatibler Substanzen auf die AktivitÃ¤ 

von LDH und PFK zeigten, daÂ die ungeschÃ¼tzte Enzyme nach viermaligem 

Gefrieren und Auftauen vollstÃ¤ndi inaktiviert waren, wÃ¤hren in Gegenwart von 

. B .  Saccharose (1 M) die LDH (M4) zu 80%, die PFK dagegen nur zu 60% 

stabilisiert wurde (LIBBERT und GALINSKI 1992): Ein weiteres interessantes 

Beispiel stellt Glycin-Betain (1 M) dar, welches die LDH nach viermaligem 

Gefrieren und Auftauen gar nicht, die PFK jedoch zu 80% stabilisiert (GALINSKI 

1992). 

In dieser Arbeit konnte Prolin (1000 mOsml 1 kg = 854 mol / m3) die LDH beim 

Gefrieren und Auftauen nur zu 45% stabilisieren und Saccharose (877 mol / m3) 

sogar nur zu 36%. Dieses Ergebnis fÃ¼ Prolin verwundert, da viele Enzyme z.B. 

bei SalzstreÃ durch Prolin stabilisiert werden (POLLARD und WYN JONES 1979; 

SOMMER 1990). FÃ¼ Saccharose ist dagegen bekannt, daÂ diese Substanz in 

hohen Konzentrationen bei manchen Enzymen als Inhibitor wirkt (WARR et al. 

1984), wahrscheinlich infolge sterischer Behinderungseffekte (WARR et al. 1984). 

Untersuchungen zum Gefrierschutz der LDH (M4) von CARPENTER und CROWE 

(1988) sowie GALINSKI (1992) zeigten in Gegenwart von jeweils 1 M Prolin und 

Saccharose einen wesentlich hÃ¶here Gefrierschutz. Mit Prolin konnte nach 

Gefrieren und Wiederauftauen 70% der AnfangsaktivitÃ¤ der LDH (M4) und mit 

Saccharose sogar 80% erreicht werden. Diese Unterschiede in der StabilitÃ¤ der 

verschiedenen LDH - Isoenzyme nach Gefrieren und Wiederauftauen liegt wahr- 

scheinlich, wie auch schon bei NaCI vermutet, in Unterschieden der OberflÃ¤chen 

beschaffenheit (HydrophobizitÃ¤t Ladungsverteilung, Hydratation) begrÃ¼ndet 

Somit scheinen neben dem AusschluÃŸ-Model auch spezifische Substanz-Protein- 

Interaktionen eine beachtliche Rolle zu spielen (GALINSKI 1992). 

Eine bemerkenswerte Stabilisierung der LDH nach Gefrieren und Wieder- 

auftauen, die ab einer bestimmten Konzentration (ca. 260 mol / m3; vgl. Tab. 5) 

sogar eine Stimulierung der AktivitÃ¤ bewirkte (mehr als 100%), wurde mit DMSP- 

Cl und DMSP-Br erreicht (vgl. Abb. 18). Die Stabilisierung der LDH durch DMSP 

nach Gefrieren und Wiederauftauen wurde in einem Konzentrationsbereich 
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(- 88 bis 266 mol I m3, vgl. Tab.5) erzielt, der als in vivo Konzentration durchaus 

fÃ¼ grÃ¼n Makroalgen gemessen werden kann. So konnten z.B. bei der polaren 

Enteromorpha bulbosa bei 0 'C zellulÃ¤r DMSP-Gehalte von 21 0 mol I m3 (mmol I 
kg Zellwaser) ermittelt werden (KARSTEN 1991). DMSP-Br stabilisierte die LDH im 

unteren Konzentrationsbereich etwas geringer als DMSP-CI. Dies liegt vermutlich 

an den jeweils mitgefÃ¼hrte Anionen CI- und Br-, da Bromid entsprechend der 

Hofmeisterschen Reihe destabilisierender wirkt als Chlorid. Ã¼berdie wirkt sich 

Chlorid steigernd auf die AktivitÃ¤ der LDH bei 30 'C aus (BERGMEYER 1983). 

Das PhÃ¤nome einer Stimulierung der EnzymaktivitÃ¤ durch kompatible Sub- 

stanzen Ã¼be die KontrollaktivitÃ¤ hinaus wurde in der Literatur bisher nicht 

beschrieben. Vielmehr wird bei kompatiblen Substanzen davon ausgegangen, 

daÂ sie in physiologisch relevanter Konzentration die EnzymaktivitÃ¤ nicht oder 

nur geringfÃ¼gi beeinflussen und ihre Funktion nur im Schutz gegen die 

Inhibierung der EnzymaktivitÃ¤ bei hohen Salzkonzentrationen liegt (POLLARD und 

WYN JONES 1979; YANCEY et al. 1982; SOMERO 1986). Dennoch kÃ¶nnt die 

Beschleunigung der Katalysegeschwindigkeit bestimmter Enzyme nach Gefrieren 

fÃ¼ einige Stoffwechselwege von Vorteil sein, um die verminderte 

Synthessleistung wÃ¤hren des Gefrierens auszugleichen. Dieser positiver EinfluÃ 

des DMSP auf die EnzymaktivitÃ¤ der LDH nach dem Gefrieren steht 

mÃ¶glicherweis im Widerspruch zu den Befunden von NISHIGUCHI und 

SOMERO (1992), die zeigten, daÂ DMSP in hÃ¶here Konzentrationen (0,3 M) 

keine hitzestabilisierende Wirkung (50 'C) auf die LDH hatte. Die Autoren 

begrÃ¼nde dies mit einer hydrophoben Wechselwirkung zwischen Enzym und 

DMSP, die durch hÃ¶her Temperaturen und Konzentrationen verstÃ¤rk werden 

und so das Protein destabilisieren (vgl. Kap. 4.2.2.1). Somit lieÃŸ sich eine 

Stimulierung der LDH nach dem Auftauen schlecht erklÃ¤ren da die hydrophoben 

Wechselwirkungen sicherlich schon bei Raumtemperatur und mit steigenden 

Konzentrationen (> 0,3 M, vgl. Tab. 5) eine Wirkung zeigen. Die von NISHIGUCHI 

und SOMERO (1992) untersuchte LDH stammt aus einer tropischen Barracuda - 
Art, deren Metabolismus an Temperaturen um 25 'C gewÃ¶hn sein dÃ¼rfte 

wÃ¤hren die hier eingesetzte LDH dem Schweinemuskel entnommen wurde und 

somit bei Temperaturen von Ca. 37 'C funktionieren muÃŸ Es ist daher wahr- 

scheinlich, daÂ die metabolische AktivitÃ¤ der beiden LDH-Typen unterschiedlich 

temperaturabhÃ¤ngi ist, was einen verschieden starken EinfluÃ auf die thermische 

Denaturierung und damit auch die unterschiedliche Wirkung des DMSP erklÃ¤re 

mag. Weitere Untersuchungen an der LDH zeigten, daÂ bei drei unter- 

schiedlichen Temperaturen (0, 5, 30 'C) die thermische Denaturierung nach 60 

min Inkubation bei 30 'C gegenÃ¼be 5 'C und 0 'C stÃ¤rke ausgeprÃ¤g war (Abb. 

19). Dies ist insofern verwunderlich, da fÃ¼ ein tierisches Enzym erst bei hÃ¶here 
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Temperaturen (2 37 OC) eine solche thermische Denaturierung zu erwarten wÃ¤re 
Vermutlich spielte hier die Dauer der Inkubationszeit eine erhebliche Rolle, da 

allein die Zeit die Denaturierungsrate beeinflussen (RUTTLOFF et al. 1978) kann. 

Unter Zusatz von zwei unterschiedlichen DMSP-CI - Konzentrationen (W 0,2 M 

und - 0,4 M, vgl. Tab. 5) konnte die LDH deutlich stabilisiert werden. Bei 30 'C 

schien die stabilisierende Wirkung des DMSP-CI den ProzeÃ der thermischen 

Denaturierung nicht vollstÃ¤ndi auszugleichen. DMSP-CI wirkte demnach 
tatsÃ¤chlic bei niedrigen Temperaturen (OÂ° und 5 OC) stabilisierender als bei 
30 'C. Ein destabilisierender EinfluÃ hoher DMSP-Konzentrationen, wie von 

NISHIGUCHI und SOMERO (1 992) beschrieben, konnte nicht gefunden werden. 

4.2.4 EinfluÃ von DMSP, Prolin und Saccharose bei der Adaptation 

Eine enzyrnstabilisierende Wirkung der untersuchten organischen Osmolyte bei 
niedrigen Temperaturen auf MDH und G6P-DH aus A. arcta konnte grundsÃ¤tzlic 

bestÃ¤tig werden. 

Die IntensitÃ¤ sowie die Art und Weise der Schutzwirkung variierten allerdings in 

AbhÃ¤ngigkei sowohl von der jeweiligen Substanz als auch von der Natur des 

untersuchten Enzyms selbst. Der Schutzeffekt der Substanzen drÃ¼ckt sich 

hierbei in der VerÃ¤nderun der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit und / oder 

des Km-Wertes aus. 

FÃ¼ die Wirkung des DMSP auf die MDH konnte bei niedrigen Temperaturen zwar 

keine stabilisierende Wirkung direkt nachgewiesen werden. Allerdings sprachen 

verschiedene Ãœberlegunge dennoch auch hier fÃ¼ eine Schutzwirkung des 

DMSP. Zum einen wurde die MDH im Bereich ihrer optimalen AktivitÃ¤ bei 30 'C 

durch die Zugabe von DMSP zunehmend destabilisiert, wÃ¤hren bei -2 'C keine 
Hemmung auftrat. Zum anderen hatte das eingesetzte DMSP, im Gegensatz zum 

ebenfalls untersuchten NaCI, trotz seines Chloridanteils einen nur unwesentlichen 

EinfluÃ auf die kinetischen Parameter der salzempfindlichen MDH. Im Umkehr- 

schluÃ sprechen diese beiden Feststellungen fÃ¼ die Annahme einer Schutz- 

wirkung des DMSP auf die MDH. 

FÃ¼ die G6P-DH fÃ¼hrt die Zugabe von DMSP bei beiden Untersuchungs- 

temperaturen im gesamten Konzentrationsbereich zu einer leichten Steigerung 

der EnzymaktivitÃ¤t darÃ¼be hinaus konnte eine ErhÃ¶hun der E-S-AffinitÃ¤ bei 
-2 'C festgestellt werden, so daÂ die Schutzwirkung des DMSP fÃ¼ dieses Enzym 

eindeutig zu belegen war. 
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DMSP ist als kompatible Substanz einzustufen. Dem steht auch nicht entgegen, 

daÂ bei hÃ¶here Temperaturen eine MDH-Hemmung auftrat, da diese auf das 

begleitende Anion zurÃ¼ckzufÃ¼hr ist. 

Eine Schutzwirkung des im Gegensatz zum DMSP bereits als kompatible 

Substanz anerkannten Prolins konnte im wesentlichen aus der Verbesserung der 

E-S-AffinitÃ¤t auÃŸerde aber auch, zumindest fÃ¼ die G6P-DH, aus einer 

ErhÃ¶hun der EnzymaktivitÃ¤ bei -2 OC abgeleitet werden. 

Saccharose entfaltet eine eindeutige Schutzwirkung gegenÃ¼be der G6P-DH. So 

steigert sie sowohl die EnzymaktivitÃ¤ als auch die E-S-AffinitÃ¤ bei -2 ' C .  

Hingegen wurde die Kinetik der MDH bei -2 ' C  nur unwesentlich beeinfluÃŸt wobei 

jedoch mit steigender Konzentration die EnzymaktivitÃ¤ zunehmend gehemmt 

wurde. Diese Hemmung trat zwar nur unter substratgesÃ¤ttigte Versuchsbe- 

dingungen auf, hieraus alleine lÃ¤Ã sich aber eine stabilisierende oder gar 

stimulierende Wirkung unter Habitatsbedingungen nicht sicher ableiten, so daÂ 

eine Schutzwirkung der Saccharose fÃ¼ die MDH zumindest zweifelhaft erscheint. 

Ein Gefrierschutz lieÃ sich sowohl fÃ¼ die kompatiblen Substanzen als auch fÃ¼ 

die ebenfalls untersuchten Salze am "Modellenzym" LDH nachweisen. Die 

kompatiblen Substanzen wirkten hierbei schon in niedrigeren Konzentrationen 

stabilisierender als die anorganischen Salze. Insgesamt aber ist die Rolle des 

DMSP hervorzuheben, das zu einer bemerkenswerten, von der Literatur bisher so 

noch nicht beschriebenen, Stabilisierung bis hin zur Stimulierung des Enzyms 

beitrug. 
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5. SchluÃŸbetrachtun 

Die grÃ¼n Makroalge A. arcta ist als Bewohnerin der polaren Gezeitenzonen zum 

Teil extrem niedrigen Temperaturen bis hin zum Einfrieren ausgesetzt. Sie ist an 
diese Gegebenheiten gut angepaÃŸt 
Hauptziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob bzw. inwieweit eine Adaptation 

den Eigenschaften von SchlÃ¼sselenzyme und 1 oder aber der Synthese be- 

stimmter Schutzstoffe zuzurechnen ist. Als SchlÃ¼sselenzy sollte zunÃ¤chs die PK 

untersucht werden, da diese in der Literatur als besonders kÃ¤ltelabi beschrieben 
wird. Bei KÃ¤lt erwies sich die AktivitÃ¤ der PK im VerhÃ¤ltni zur Biomasse als zu 

gering, um meÃŸbar Ergebnisse zu erzielen. Aufgrund mangelnder Biomasse 
muÃŸt auf die nÃ¤her Untersuchung dieses Enzyms verzichtet werden, so daÂ 
sich die Arbeit im wesentlichen mit den Enzymen MDH und G6P-DH ausein- 

andersetzte. Beide Enzyme zeigten bei KÃ¤lt stark verminderte AktivitÃ¤t Bei -2 'C 
erreichte die MDH des antarktischen Isolates 10%, die des arktischen etwa 20% 
ihrer optimalen AktivitÃ¤ bei 30 'C .  Im Vergleich zur MDH zeigte die G6P-DH bei 

-2 'C mit 15% (arktisches Isolat) und 20% (antarktisches Isolat) der Optimums- 
aktivitÃ¤ (30 'C) Ã¤hnlich Resultate. 

I 
I niedrige Temperaturen ^ 

MDH ^ 

j a ,  da niedrige Ea 

- 

ja, da niedriger Km 

mÃ¶glicherweise da Anstieg der 
Proteinkonzentration 

0 
Anpassung 

biochemische Strategie 

modulierte 

<- quantitative -9 

nein, da hohe Ea 

nein, da hoher Km 
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Proteinkonzentration ^ 

Anpassung ? 

Abb. 23: Schematische Darstellung zum EinfluÃ niedriger Temperaturen auf die Enzyme MDH 
und G6P-DH sowie deren biochemische Anpassungstrategien. Ea = Aktivierungs- 
energie, Km = Michaelis-Konstante. 

Die AktivitÃ¤tsoptim der MDH und G6P-DH bei 30 'C wurden in vitro unter Sub- 

strats2ttigung ermittelt, wogegen in viv0 eher Substratlimitierung herrscht. Eine 
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Adaptation von A. arcfa an das natÃ¼rlich kalte Habitat ist somit durch die in vifro 

festgestellten Optima nur unzureichend zu charakterisieren. Der Nachweis einer 

mÃ¶gliche biochemischen Anpassung ist daher nur unter Einbeziehung der 

kinetischen Parameter (Km, Vmax, Ea) mÃ¶glich Die MDH benÃ¶tigt nach Akklima- 
tisation an niedrige Temperaturen eine verminderte Aktivierungsenergie (Abb. 

23). DarÃ¼be hinaus belegt der gesenkte Km-Wert eine erleichterte Substrat- 
bindungsfÃ¤higkeit die bei nicht-gesÃ¤ttigte Substratbedingungen annÃ¤hern zu 

einem Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit fÃ¼hr (Qlo < 1). Die G6P-DH 
dagegen zeigte keine der genannten Reaktionen. FÃ¼ sie kam als Adaptations- 

mechanismus lediglich eine quantitative ErhÃ¶hun der Enzymkonzentration in 

Frage, was auch fÃ¼ die MDH zutreffen kÃ¶nnte Ein Hinweis fÃ¼ das Vorliegen 
einer solchen Strategie kÃ¶nnt in der Steigerung des Gesamtproteingehaltes der 

Algen mit zunehmender AbkÃ¼hlun gesehen werden (Abb. 23). Da fÃ¼ A. arcfa ein 

Ã¼berlebe ohne entsprechend leistungsfÃ¤hig G6P-DH kaum mÃ¶glic wÃ¤re ist 

es wahrscheinlich, daÂ weitere Mechanismen zur Adaptation an das po'are 

Habitat beitragen. In diesem Zusammenhang wird hÃ¤ufi die Synthese bestimmter 
Schutzstoffe diskutiert. Als solche kommen die von A. arcta bei SalzstreÃ akku- 
mulierten organischen Osmolyte Prolin, Saccharose und DMSP in Betracht. Auch 

bei KÃ¤ltestre wird Prolin quantitativ am stÃ¤rkste synthetisiert und die Konzen- 

tration nimmt mit sinkenden Temperaturen zu. Der DMSP-Gehalt des arktischen 

Isolates nahm ebenfalls mit abnehmenden Temperaturen zu, wÃ¤hren der des 

antarktischen bei -2 ' C  geringer war als bei 10 ' C .  Saccharose war die in 

geringsten Mengen produzierte Verbindung und blieb unter KÃ¤lteeinwirkun bei 

beiden Isolaten konstant. 

Alle drei Substanzen bewirkten bei der G6P-DH eine Senkung des Km-Wertes 

sowie eine leichte ErhÃ¶hun der Reaktionsgeschwindigkeit Vmax im Vergleich zur 

Kontrolle (-2 ' C ,  vgl. Abb. 24). Dies kann bei nicht-sÃ¤ttigende Substrat- 
bedingungen den entscheidenden Ausgleich in der Katalysegeschwindigkeit 

schaffen. DMSP, Prolin und Saccharose sind daher als Schutzstoffe fÃ¼ die 

G6P-DH zu bezeichnen. Die Wirkung auf die MDH war dagegen uneinheitlich 

(Abb. 24). WÃ¤hren DMSP und Prolin zu keiner BeeintrÃ¤chtigun der Enzym- 

aktivitÃ¤ fÃ¼hrten wurde diese mit steigender Saccharosekonzentration inhibiert. 

Die Hemmung war jedoch bei physiologisch vermuteter Saccharosekonzentration 

(50 bis 200 mOsmol I kg, vgl. Tab. 5) relativ gering und nahm erst oberhalb einer 
Konzentration von 200 mOsmol I kg signifikant zu. Die BeeintrÃ¤chtigun trat nur 

unter SubstratsÃ¤ttigun auf, die in vivo vermutlich nicht vorherrscht. In vivo kann 

daher nicht von einer Hemmung der MDH-AktivitÃ¤ durch Saccharose ausge- 

gangen werden. Die E-S-AffinitÃ¤ der MDH wurde durch Prolin erhÃ¶ht durch 

DMSP und Saccharose dagegen nur unwesentlich beeinfluÃŸt Als Schutzstoff fÃ¼ 
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die MDH ist somit nur Prolin zu klassifizieren. Allerdings ist auch eine Schutz- 

wirkung des DMSP fÃ¼ die MDH wahrscheinlich, da DMSP ohne Chloridanteil 

in vivo zu erheblich besseren Ergebnissen fÃ¼hre dÃ¼rfte Lediglich fÃ¼ Saccharose 
lieÃ sich keine Schutzwirkung feststellen, wenngleich sie zumindest bei nicht- 

gesÃ¤ttigte Substratbedingungen keine schÃ¤digend Wirkung entfaltet (Abb. 24). 
Aus diesen Feststellungen lÃ¤Ã sich ableiten, daÂ die These, wonach die Konzen- 
tration von KÃ¤lteschutzsubstanze mit sinkenden Temperaturen steigt, nicht 

grundsÃ¤tzlic zutrifft. So zeigt Saccharose bei gleichbleibender Konzentration 

einen deutlichen Schutz der G6P-DH. 

MDH 

Km + Vmax 
Aktivitat konstant, 
nur bei 600-800 mOsmol I kg 
leichte Beschleunigung 

4 
Schutz ? 

senkt Km + erhÃ¶h Vmax 
AktivitÃ¤ konstant 

4 
Schutz 

niedrige Temperatur (-2 'C) 

Zusatzstoffe ^ 
+ DMSP-CI + 

+ Prolin Â¥ 

- senkt Km + erhÃ¶h Vmax 
- AktivitÃ¤ beschleunigt 

Â¥4 
Schutz 

- senkt Km + erhÃ¶h Vmax 
- AktivitÃ¤ konstant, 

nur bei 400-600 mOsmol 1 kg 
leichte Beschleunigung ^ 

Schutz 

: Km + Vmax 
AktivitÃ¤ kontinuierlich gehemmt ^ 

Schutz ? 

+ Saccharose +# - senkt Km + erhÃ¶h Vmax 
- Aktivitat deutlich beschleunigt ^ 

Schutz 

A ~ D .  24: Schematische Darstellung der Wirkung von DMSP, Prolin und Saccharose auf die 
Enzyme MDH und G6P-DH in vifro. (Â geringfÃ¼gig Ã„nderung Km und Vmax jeweils 
mit 400 mOsmol I kg des jeweiligen Zusatzstoffes bestimmt) 
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Neben einem Schutz vor niedrigen Temperaturen konnte anhand der LDH bei 
physiologisch relevanter Konzentration der Substanzen auch eine kryoprotektive 

Wirkung belegt werden. Hinsichtlich des Schutzgrades nahm DMSP dabei eine 

herausragende Stellung ein. DMSP stabilisierte die LDH nicht nur, sondern fÃ¼hrt 
in hÃ¶here Konzentrationen sogar zu einer Stimulierung ihrer AktivitÃ¤t 

Prolin, Saccharose und DMSP sind somit nicht nur als Osmolyte bei SalzstreÃŸ 
sondern auch als Schutzstoffe gegen die temperaturinduzierten StreÃŸforme 

KÃ¤lt und Gefrieren zu bezeichnen. Dieser Schutz wird in der Aufrechterhaltung 
einer funktionsfÃ¤hige HydrathÃ¼ll durch kompatible Substanzen gesehen. Es 

wird hÃ¤ufi vermutet, daÂ diese Wirkung auf einheitlichen Prinzipien beruht. Das 

zunehmend favorisierte "AusschluÃŸ-Modell sieht als einzige Voraussetzung 
eines Enzymschutzes den AusschluÃ aus der HydrathÃ¼ll des jeweiligen Enzyms. 

In diese Vorstellung ist jedoch das Resultat, daÂ Saccharose zwar die G6P-DH, 

nicht aber die MDH schÃ¼tzt nicht ohne weiteres einzupassen. Die unter- 
schiedliche Wirkung der Saccharose war unter Annahme des "AusschluÃŸ 

Modells" zwar unerwartet, kann aber auf spezifische Interaktionen mit der MUH 

aufgrund der OberflÃ¤chenbeschaffenhei des Enzyms zurÃ¼ckgefÃ¼h werden. 

Solche Interaktionen fÃ¼hre zwar partiell zu einer Bindung zwischen Protein und 

Substanz, machen aber einen vorwiegenden AusschluÃ aus der HydrathÃ¼ll nicht 

vÃ¶lli unmÃ¶glich Dennoch kÃ¶nne diese Bindungen zu einer teilweisen Auffaltung 

des Proteins fÃ¼hre und dadurch die Schutzwirkung maÃŸgeblic reduzieren oder 

gar aufheben. Somit ist das AusschluÃŸverhalte in erheblichem MaÃŸ von der 
Natur des zu schÃ¼tzende Proteins abhÃ¤ngig Dennoch kann das "AusschluÃŸ 

Modell" als Basis einer ErklÃ¤run fÃ¼ die Schutzwirkung von kompatiblen 

Substanzen gelten. Im Einzelfall kÃ¶nnt der RÃ¼ckgrif auf andere Modelle und / 

oder Einbeziehung anderer Gesichtspunkte, wie z.B. der OberflÃ¤chen 

beschaffenheit (HydrophobizitÃ¤t Ladungsverteilung, Hydratation) die ErklÃ¤run 

vervollstÃ¤ndigen Obwohl kein allgemeingÃ¼ltige Prinzip der Schutzwirkung zu 

belegen war, bleibt festzuhalten, daÂ alle drei Substanzen selbst in hohen 

Konzentrationen zu keiner BeeintrÃ¤chtigun der Enzyme fÃ¼hrte und somit als 

kompatible Substanzen klassifiziert werden kÃ¶nnen 

Die Feststellung nun, daÂ nicht jede dieser Substanzen jedes Enzym in gleichem 

MaÃŸ schÃ¼tzt war nicht Ã¼berraschend Ein generell wirksamer Schutz dieser 

Substanzen darf hinsichtlich der KomplexitÃ¤ des Stoffwechsels in vivo bezweifelt 

werden. Vielmehr mÃ¼sse auch mÃ¶glich synergetische Effekte, die einen EinfluÃ 

auf die Schutzwirkung und / oder AusschluÃŸverhalte haben kÃ¶nnen stÃ¤rker 

Beachtung finden. Solche Effekte kÃ¶nne sich zum einen aus dem Zusammen- 

wirken verschiedener Substanzen bei gleicher StreÃŸsituatio ergeben, zum 

anderen kÃ¶nne sie auch durch das mehr oder weniger zeitgleiche Wirken 



SchluÃŸbetrachtun 

unterschiedlicher StreÃŸfaktore entstehen. AuÃŸerde wÃ¤r auch eine Kombi- 

nation der beider genannten Effekte denkbar. Solche in vivo auftretenden Effekte 

lassen sich in vitro nur unzureichend untersuchen und kÃ¶nne daher nur vermutet 

werden. Somit scheint fÃ¼ die Schutzwirkung einer kompatiblen Substanz nicht die 
einheitliche Wirkungsweise der korrekte MaÃŸsta zu sein, sondern vielmehr die 

Frage, ob ein Organismus in der Lage ist, fÃ¼ eine spezielle StreÃŸsituatio auch 
den entsprechenden Schutz parat zu haben. Wenn auch die unterschiedlichen 

StreBfaktoren (Salz, Austrocknung, Gefrieren) Ã¤hnlich Auswirkungen auf den 

Organismus haben, scheint die allgemeine Wirksamkeit einer kompatiblen 

Substanz weniger im Vordergrund zu stehen als deren FÃ¤higkeit einer speziellen 

Situation individuell zu begegnen. Einzige gemeinsame Anforderung an solche 

Schutzstoffe wÃ¤r demnach, daÂ sie in Situationen, in denen sie nicht schÃ¼tzen 

den Metabolismus zumindest nicht belasten dÃ¼rfen 
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Anhang 

Tab.1: MDH-AktivitÃ¤ (pmol NADH / min * mg Protein) aus Extrakten von A.arcfa der Arktis und 
Antarktis in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert 
Â Standardabweichung (n=4). 

Tab.11: G6P-DH-Aktivitst (nmol NADP 1 min mg Protein) aus Extrakten von A.arcta aus Arktis 
und Antarktis in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert 
Â Standardabweichung (n=4). 

Antarktis 

O0C-Kultur 1O0C-Kultur 

Temperatur 

"C 

Arktis 

OÂ°C-Kultu 1O0C-Kultur 



Anhang 

Tab.III: LDH-AktivitÃ¤ ( p o l  NADH/rnin*mg Protein) nach Gefrieren im flÃ¼ssige Stickstoff unter 
Zuatz anoraanischer Salze. Die Grundaktivitiit der LDH ohne Gefrieren und Zugabe von 
substanzen wurde als Kontrolle angegeben. Angegeben ist der Mittelwert 
Â±Standartabweichun (n=4) 

Tab. IV: LDH-AktivitÃ¤ (prnol NADH/rnin*rng Protein) nach Gefrieren irn flÃ¼ssige Stickstoff 
unter Zuatz organischer Substanzen. Die GrundaktivitÃ¤ der LDH ohne Gefrieren und Zugabe 

von Substanzen wurde als Kontrolle angegeben. Angegeben ist der Mittelwert 
Â±Standartabweichun (n=4) 

KBr 

10,80 Â±0,6 

Konzentration 

rnOsrnol/kg 

0 

Kontrolle nicht 
gefroren (100%) 

Konzentration 1 DMSP'CI 1 DMSP'Br 1 ~ r o l i d  Saccharose 

101,38 Â±1,0 

NH4CI 

16,75 Â ±  ,49 

NaCI 

30,34 Â±2,4 

2000 

Kontrolle nicht 
gefroren (100%) 

KCI 

32,50 Â ±  ,64 

147,72 Â±4,9 

105,31 Â±3,8 

73,44 Â±0,5 84,38 Â±5,0 

266,22 Â±10,5 

134,50 Â±12,2 137,93 Â±3,2 129,58 Â±10,2 
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