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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Makroalgen der Polarregionen sind nicht nur andauernder Kélte, sondern auch
der Gefahr des Gefrierens ausgesetzt. Die Anpassung polarer Algen an ihr
extrem kaltes Habitat kénnte auf biochemischen Eigenschaften ihrer Enzyme
selbst und / oder auf die Synthese bestimmter Schutzstoffe wie Dimethyl-
sulfoniumpropionat (DMSP), Prolin und Saccharose beruhen. Bei niedrigen
Temperaturen wurde die Aktivitdt ausgewahlter Enzyme und die Reaktion auf die
Zugabe potentieller Gefrierschutzsubstanzen untersucht.

Aus der Grunalge Acrosiphonia arcta beider Polarregionen wurden Enzyme
verschiedener Stoffwechselwege isoliert. SchwerpunktméaRig wurde die cytoplas-
matische Malatdehydrogenase (MDH) aus dem Citratzyklus und die Glucose-8-
phosphat-dehydrogenase (G6P-DH) aus dem oxidativen Penthosephosphatzykius
extrahiert und durch Ammoniumsulfatféllungen angereichert. Die Enzymeigen-
schaften bei niedrigen Temperaturen wurden anhand des Temperaturoptimums,
der Aktivierungsenergie (Eg), der Michaelis-Konstante (Km) sowie der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit (Vqax) charakterisiert.

In vitro lagen die Temperaturoptima der Enzyme mit 30°C deutlich Uber dem
Wachstumsoptimum von A. arcta (zwischen 0°C und 10°C). Die Aktivierungs-
energie der MDH wurde nach Akklimatisation an tiefe Temperaturen (0°C)
reduziert. Diese Modifikation muB 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 0°C-Kulturen
hoéher als die der 10°C-Kulturen. Die MDH aus den kalteakklimatisierten Kulturen
(0°C) wiesen zwischen -2°C und 0°C die hiéchste Substrataffinitat (Km = 18,5 pM)
auf, die mit ansteigenden Temperaturen (40°C) deutlich abnahm (Km = 109 pM).
Die hohe Substrataffinitat der MDH bei niedrigen Temperaturen fuhrte zu einem
Ausgleich in der Katalysegeschwindigkeit (modulierte Strategie). Der Kpy-Wert der
G6P-DH blieb im Temperaturbereich zwischen 30°C und 5°C nahezu konstant
(Km = 1,3 mM) und stieg bei -2°C auf den dreifachen Wert an. Somit wurde bei
niedrigen Temperaturen kein Ausgleich in der Katalysegeschwindigkeit fest-
gestelit.

Nicht nur die Anderung der biochemischen Eigenschaften, sondern auch die
Quantitat der Enzyme kann eine Apassung an niedrige Temperaturen darstellen.
Die Proteinkonzentration von A. arcta stieg mit abnehmender Temperatur an und
kénnte somit auf eine quantitative Anpassung der beiden Enzyme hindeuten.
Insgesamt konnten fur die MDH aus A. arcta mehrere Anpassungsstrategien an
tiefe Temperaturen belegt werden, fur die G6P-DH dagegen wird nur eine
quantitative Anpassung angenommen.



Zusammenfassung

Um den Beitrag der von A. arcta synthetisierten organischen Osmolyte DMSP,
Prolin und Saccharose an der Kalteadaptation abzuschatzen, wurde die
Wechselwirkung einzelner Osmolyte mit den Enzymen MDH und G6P-DH unter-
sucht und anhand der Anderung der Km- und Vmax-Werte charakterisiert.

Fur die G6P-DH konnte in vitro eine Schutzwirkung durch DMSP, Prolin und
Saccharose bei niedrigen Temperaturen (-2°C) belegt werden. Alle drei
Substanzen bewirkten bei diesem Enzym eine Senkung des Km-Wertes sowie
eine leichte Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit. Dies fuhrt bei nicht-
séttigenden Substratbedingungen zu einem Ausgleich der Katalysege-
schwindigkeit. Bei der MDH dagegen war die Wirkung der Substanzen bei
niedrigen Temperaturen uneinheitlich. Wahrend DMSP und Prolin zu keiner
Beeintrachtigung der Enzymaktivitat flhrten, wurde diese mit steigenden
Saccharosekonzentrationen (600 mM) um das 1,9 fache inhibiert. Die Enzym-
Substrat-Affinitdt der MDH wurde durch Prolin erhéht, durch DMSP und
Saccharose dagegen nur unwesentlich beeinflult. Als Schutzstoff fur die MDH ist
somit nur Prolin eindeutig zu klassifizieren. Allerdings wird auch eine
Schutzwirkung des DMSP fur 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 Kaltelabilitdt als besonders geeignet erschien. Fur alle drei
Substanzen konnte in physiologisch relevanten Konzentrationen (50 bis 200 mM)
eine kryoprotektive Wirkung nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und
"anschlieRendem Wiederauftauen belegt werden. Hinsichtlich des Schutzgrades
nahm DMSP dabei eine herausragende Stellung ein. DMSP stabilisierte die LDH
nicht nur, sondern fuhrte in héheren Konzentrationen (300 mM) sogar zu einer
Stimulierung der Aktivitat.

Die Untersuchungen dieser Arbeit konnten zeigen, dall DMSP, Prolin und
Saccharose nicht nur als Osmolyte bei Salzstrel3, sondern auch als Schutzstoffe
gegen die temperaturinduzierten Strefiformen Kélte und Gefrieren gelten kénnen.
Das AusmaR sowie die Art und Weise der Schutzwirkung variierten allerdings in
Abhéngigkeit sowohl von der jeweiligen Substanz als auch von der Natur des
Enzyms.

Vi



Summary

Summary

Polar macroalgae are not only exposed to permanent cold but may aiso be
damaged from complete freezing on a cellular level. In macroalgae of the polar
regions, biochemical properties of the enzyme systems and / 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 (GEP-DH), an enzyme in the
oxidative pentose phosphate pathway, were extracted and partially enriched by
ammonium sulfate precipitation from Acrosiphonia arcta (Chlorophyta).
Temperature optima, apparent energy of activation (Ej), enzyme activity (Vmax)
and the Michaelis constant (Kiy) characteristics were determined for both enzymes
in isolates from arctic and antarctic locations.

In vitro temperature optima for both enzymes were at 30°C, which is in contrast to
the preferred growing temperatures of 0°C to 10°C in A. arcta. After adaptation of
specimen to low temperatures (0°C), the E; of MDH was reduced in both isolates.
This could be explained as a quantitative strategy to increase the catalytic
efficiency of MDH. However, the E; of GBP-DH increased in 0°C adapted cultures
compared to cultures grown at 10°C. Substrate affinity of MDH from cold accli-
mated cultures (0°C) was high at temperatures of -2°C to 0°C (Km = 18,5 pM). The
Km value increased to a maximum of 109 uM at 40°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 30°C to 5°C
(Km = 1,3 mM) while at -2°C the Ky, increased by three times. Therefore, at low
temperatures the catalysis of GEP-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 Ky and
Vmax values. At low temperatures (-2°C), for GEP-DH the in vitro addition of the
organic osmolytes resulted in a decrease of Ky and a small increase of Vpax.

Vil



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) resuited in 1,9-fold inhibition of enzyme
activity. However, proline addition resulted in a decreased K, 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 temperatures 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.

Vil



Einleitung

1. Einleitung

Temperaturdnderungen haben einen fundamentalen Einflul auf den Metabolis-
mus von Algen, da viele Prozesse, insbesondere enzymatisch katalysierte Reak-
tionen, stark temperaturabhangig 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
beeinfiullt die Temperatur nachhaltig den physiologischen Zustand von Algen.
Dartber hinaus wird die Verbreitung einer Algenspezies mafigeblich durch deren
Temperaturtoleranz determiniert. Die Verbreitungsgrenzen werden durch die
jeweilige obere und untere Letaltemperatur sowie den Temperaturbedarf fir
Reproduktion und Wachstum bestimmt (BISCHOFF und WIENCKE 1994).

Die Polarmeere sind durch extrem variierende Lichtintensitaten, saisonal fluktuie-
rende Tageslangen und durch niedrige Wassertemperaturen zumeist in einem
Bereich von - 1,8 °C bis 2 °C (in flachen Gewassern 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 Erwédrmung der Ozeane, sondern fast aus-
schlieRBlich zum Abschmelzen des Meereises verbraucht (VINCENT 1988). Die
KUsten der Polarregionen sind vom Sublitoral bis ins Supralitoral hinein von
benthischen Makroalgen besiedelt. Die sublitoralen Arten leben beziglich der
Umweltfaktoren Temperatur und Salinitat in einem relativ stabilen Bereich. Da die
polaren Gewd&sser aufllerdem ganzjdhrig durch hohe Né&hrstoffgehalte gekenn-
zeichnet sind, wird der Stoffwechsel dieser Makroalgen hauptséchiich durch die
Lichtintensitadt und die Photoperiode beeinflufit (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 (LUNING 1985). Im Gegensatz
zu den sublitoralen Arten mussen die Algen des Eulitorals durch periodisches
Trockenfallen und anschlieRender Uberflutung wesentlich gréBere Schwan-
kungen der abiotischen Faktoren Salinitdt, Licht und Temperatur bis hin zum
Einfrieren Gberstehen.

Die Widerstandsfahigkeit der Organismen gegen Kalte ist somit ein wesentliches
Charakteristikum der Okosysteme hoher Breiten. In der arktischen Region ertragt
z.B. Fucus vesiculosus monatelanges Einfrieren bei Temperaturen bis -40 °C
{GESSNER 1970).



Einleitung

Die polaren Eulitoralzonen werden vor allem von annuellen Granalgen dominiert,
die hauptséachlich wahrend des Fruhjahrs und Sommers wachsen, wie z.B. die in
dieser Arbeit untersuchte Acrosiphonia arcta. Solche Arten werden in der Literatur
als "season responders" (sogenannte Opportunisten) bezeichnet, die nur dann
wachsen, wenn die Aulenbedingungen glnstig sind (WIENCKE 1995).

In den letzten Jahren sind einige zusammenfassende Arbeiten zum
Temperaturbedarf des Wachstums sowie der Temperaturtoleranz von polaren
Algen beider Hemispharen 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, dall 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 zurlckzufihren.
Wahrend die Antarktis seit mindestens 14 Millionen Jahren durch tiefe Wasser-
temperaturen charakterisiert ist, trifft dies flr die Arktis erst seit ungefahr 2 bis
3 Millionen Jahren zu (LUNING 1985, HEMPEL 1987).

Die Besiedlung der Kaltwassergebiete durch Algen wurde erst durch die evolutio-
nare Entwickiung molekularer Prozesse moglich, 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 héheren Pflanzen, aber auch
an Algen untersucht (TEERI 1980, OQUIST 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 volistandig beantworten zu kédnnen, welche Mechanismen die
Algen der Polarregionen entwickelt haben, um bei tiefen Temperaturen zu Uberle-
ben (WIENCKE 1995).

Uber die hohe Kalteanpassung hinaus mussen die Algen der polaren
Gezeitenzone, im Gegensatz zu den sublitoralen Arten, auch eine Resistenz ge-
genlUber dem Einfrieren aufzeigen. Wie Landpflanzen aus Gebieten mit einem
Jahreszeitenkliima, so erwerben auch Keimlinge und ausgewachsene Thalli von
z.B. eulitoralen Fucus-Arten eine Frosthérte, wenn sie einige Tage Temperaturen
um O °C ausgesetzt sind (BIRD und MCLACHLAN 1974). An Algen der
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Gezeitenzone laft sich nachweisen, daf} die Gefriertoleranz eng mit der vertika-
len Abundanz im natUriichen Habitat korreliert. Algen, die weit oben im
Kustenstreifen wachsen, sind toleranter als Spezies, die im unteren Bereich
wachsen (DAVISON et al. 1989, DUDGEON et al 1989, 1990). Ein ahnliches Bild er-
gibt sich fur die Austrocknungstoleranz (DRING und BROWN 1982).

Zusatzlich zum Kaéltestre? kommt beim Gefrieren die Gefahr der Dehydratation
oder intrazelluldrer Eisbildung hinzu. Fur einen Organismus, der Temperaturen
unter dem Gefrierpunkt ertragen mul3, wie z.B. beim Trockenfallen der polaren
A. arcta, ist es lebensnotwendig, ein Gefrieren des Zellwassers und damit den
Zelltod zu vermeiden,

Wahrend des Einfrierens bildet sich zunachst in den Interzellularen sowie zwi-
schen Zellwand und Protoplast extrazellulares Eis, wodurch die Zelle partiell
dehydriert wird. Dadurch werden die gelésten Stoffe im Zellwasser aufkonzentriert
und so das tédliche, intrazellulare Gefrieren verzégert. Diese Aufkonzentrierung
der geldsten Substanzen, tiberwiegend von Salzen, kénnte jedoch toxisch fur die
Zelle sein (FRANKS 1985). Um solche Schadigungen, inbesondere der Proteine
und Membranen, zu verhindern, werden von einigen Organismen bestimmte
Schutzsubstanzen (Kryoprotektoren) synthetisiert. Diese Substanzen kénnen
zwar auch den Gefrierpunkt herabsetzen, in erster Linie schitzen sie die Proteine
jedoch gegen Denaturierung, indem sie den osmotisch bedingten Ausstrom des
Zellwassers in den extrazellularen Raum vermindern.

Algen, die nahe dem Gefrierpunkt leben, sind ebenfalls aufgrund einer
Kaltelabilitat der hydrophoben Wechselwirkungen ibrer Proteine der Gefahr aus-
gesetzt, dall einige wichtige Stoffwechselwege inaktiviert werden. So verlieren
viele Enzyme bei niedrigen Temperaturen ihre Tertidr- und / oder Quartarstruktur
(HOCHACHKA und SOMERO 1980). Bei Proteinuntersuchungen in vitro konnte ge-
zeigt werden, daR durch Zugabe von Kryoprotektoren, wie z.B. Glycerin und
Saccharose, die hydrophoben Wechselwirkungen stabilisiert wurden (SUELTER
1990). Demnach kdénnen Kryoprotektoren nicht nur die Gefrierresistenz bzw.
-Toleranz unterstltzen, sondern bereits bei niedrigen Temperaturen (oberhalb
des Gefrierpunktes) stabilisierend auf Proteine wirken. Hinsichtlich dieser
Funktion kénnte man bestimmte Krycprotektoren nicht nur als Gefrier-, sondern
schon als Kalteschutzsubstanzen bezeichnen. Wahrend der Kalteanpassung
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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- Kryoprotektoren verhindern unspezifisch das Erreichen kritischer Konzentra-
tionen von toxischen Verbindungen, die zur Inaktivierung wichtiger Zellstruk-
turen z.B. der Membranen fUhren wirden;

- Kryoprotektoren beeinflussen direkt und spezifisch die kaltesensitiven Struk-
turen wie Membranen, Proteine und Enzyme.

Zu den bisher als Kryoprotektoren bekannten Verbindungen zéhlen Zucker (z.B.
Saccharose, Abb. 1), Zuckerderivate (z.B. Sorbitol, Mannitol, o-Galactosyl-
glycerol), Aminosauren (z.B. Prolin, Abb.1), quartare 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 Kélte
eine Rolle, sondern werden von den Algen auch bei anderen Strefifaktoren wie
z.B. hohen Salinitaten oder Austrocknung synthetisiert bzw. akkumuliert. So wird
z.B. das bei héheren Pflanzen ails Kryoprotektor bekannte Prolin (FRANKS 1986)
von Algen auch haufig als Osmolyt bei Salzstref3 synthetisiert (BISSON und KIRST
1995). Prolin und andere, bei hohen Salinitdten akkumulierte organische
Substanzen ersetzen die toxisch wirkenden lonen im Cytoplasma (besonders
Na*) und stellen so das osmotische Gleichgewicht wieder her, ohne selbst
schédigend auf den Metabolismus zu wirken. Solche gut vertraglichen, 16slichen
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 beeintrachtigen (BROWN 1976,
YANCEY et al. 1982). Trotz ihrer recht unterschiedlichen chemischen Verbin-
dungsklassen (z.B. Polyole, Zucker und Aminosduren) zeigen kompatible
Substanzen eine Reihe von Gemeinsamkeiten (KIRST 1994):

- hohe Léslichkeit;

- Ladungsneutralitat (Nettoladung) bei physiologischem pH-Wert;

- auch in hohen Konzentrationen ungiftig;

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

Die Annahme, daRl kompatible Substanzen ausschiiellich osmotische Aufgaben
Ubernehmen, wird ihrer wahren Bedeutung aber nicht gerecht. Eine Akkumulation
kompatibler Substanzen wulrde dann zwar ein osmotisches Gleichgewicht schaf-
fen, dennoch unterldge das Cytoplasma bei hohen Salinitdten, wie auch beim
Gefrierstrell, einem Zustand betrachtlich reduzierter Wasseraktivitat (GALINSKI
1992). Die Hydratation empfindlicher nativer Systeme wére aber weiterhin beein-
trachtigt. In der neueren Literatur wird daher vermutet, dall kompatible Sub-
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stanzen eine stabilisierende Funktion auf den Zellmetabolismus austben und so
bestimmte molekulare Eigenschaften verknUpft werden kénnen (GALINSKI 1995).
Untersuchungen zum Salz-, Gefrier- und HitzestreR zeigten, dai die destabili-
sierenden Effekte auf Enzyme in vitro 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, dal® alle
genannten Strelifaktoren auch in vivo dhnliche physikalische Effekte haben, die
zu einer Schwachung der Hydrathulie fuhren. Daher wird in der Literatur teilweise
angenommen, dal kompatible Substanzen, wie sie auch von Algen héufig
produziert werden, als universelle Schutzstoffe gelten kénnen, die dem
Organismus bei unterschiedlichen Strelsituationen Schutz bieten (GALINSKI
1992, 1995, BISSON und KIRST 1995).

H, CHs
H, /c\c/coo N |S¢ ?2
5N
Ho g Ny rciz e
H,
Prolin OMSP
HOCH,
HHHOCH O H
HO 0N _H9 th,on
H OH OH H
Saccharose

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

Eine in den letzter Jahren immer wieder ais kompatibl diskutierte Substanz ist die
tertidre Sulfoniumverbindung B-Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP, Abb. 1), die
von einigen Mikro- und Makroalgen synthetisiert wird (ACKMAN et al. 1966, REED
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1983a). DMSP st die wichtigste biochemische Vorstufe der leicht flichtigen
Schwefelverbindung Dimethylsulfid (DMS, ANDREAE 1990). Unter alkalischen
Bedingungen zerfalit das DMSP in DMS und Acryiséure. im Oberflachenwasser
der Ozeane, Kusten und Astuare ist DMS die quantitativ wichtigste gasférmige
Schwefelverbindung (IVERSON et al. 1989). Das im groRen Umfang von
Phytoplankton und benthischen Makroalgen produzierte DMSP wird durch
Zellysis, bakterielle Aktivitat, "Grazing" von Zooplankton sowie enzymatische
Spaltung zu DMS umgewandelt (CANTON| und ANDERSON 1956, ISHIDA 19868,
DACEY und WAKEHAM 1986, NGUYEN et al. 1988, BELVISO et al. 1990, KIENE und
SERVICE 1991). Ein Teil des im Meerwasser gelésten DMS diffundiert in die
marine Atmosphére und wird dort photochemisch schlieRlich zu Sulfat und
Methansuifonat oxidiert (ANDREAE und RAEMDONCK 1983). Diese Molekule
wirken ihrerseits als Kerne bei der Aerosoibildung. Die jeweiligen Aerosolpartikel
wiederum spielen eine wichtige Rolle als Kondensationskerne fur Wasserdampf
und beglnstigen somit die Entstehung von Wolken, insbesondere in der sud-
lichen Hemisphéare (FOGELQVIST 1991). Die atmosphdrische Konzentration der
Aerosolpartikel korreliert mit der Ausbildung mariner Stratuswolken und mit der
globalen Albedo. Dieser Wolkenbildungsproze kann entsprechend der Gaia-
Theorie Wetter und Klima erheblich beeinflussen (CHARLSON et al. 1987,
MONASTERSKY 1987, LOVELOCK 1988).

DMSP wird hauptséchlich von marinen Mikro- und Makroalgen; aber auch von
einigen salztoleranten héheren Pflanzen synthetisiert (WHITE 1982, REED 19834,
KELLER et al. 1989, KARSTEN 1990a, HANSON et al. 1994, PAQUET et al. 1994). Die
Fahigkeit zur DMSP-Synthese bzw. Akkumulation ist jedoch nicht in allen Algen
nachzuweisen. Innerhalb der Makroalgen enthalten die meisten Grin- und einige
Rotalgen hohe DMSP-Konzentrationen (REED 1983a, 1983b, KARSTEN et al.
1990a). Der intrazellulare DMSP-Gehalt wird durch abiotische und biotische
Faktoren wie Licht (KARSTEN et al. 1990b, 1991a), Salinitat (DICKSON et ai. 1980),
Temperatur (KARSTEN et al. 1992), Nahrstoffe (GRONE und KIRST 1992) und
Seneszenz (MATRAI und KELLER 1993) beeinfluRt. Obgleich die metabolische
Rolle des DMSP nicht vollstandig bekannt ist, ist seine Funktion als organisches
Osmolyt fur 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, daR es als Sekundarmetabolit 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 Aminosaure Methionin aus (cf. HANSON et al. 1994) und ist energe-
tisch recht aufwendig, was zu der Vermutung flhrte, dal DMSP nicht ausschlief-
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lich als Osmolyt wirkt, sondern noch weitere physiologische Aufgaben Ubernimmt.
In der Literatur werden mdégliche Funktionen des DMSP als Frallschutz (KELLER
et al. 1989), als Methylgruppendonator (WHITE 1982), als Speicherpool flr Uber-
schissigen Schwefel (VAN DIGGELEN et al. 1986) oder eine antibakterielle
Wirkung seines Zerfallsproduktes Acrylsaure (SIEBURTH 1961, BARNARD et al.
1984) diskutiert. Diese Funktionen sind jedoch bisher eher Vermutungen denn
belegt.

Untersuchungen an polaren Grinalgen, insbesondere der Gattung Ulvales,
zeigten signifikant héhere 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, dal DMSP den intrazellul&ren
Gefrierpunkt herabsetzt und somit einen Gefrierschutz bewirken kénnte (GRONE
1995). Dem halt der Autor allerdings richtigerweise entgegen, dalk eine Zelle, um
einen effizienten Gefrierschutz gegen u.U. extreme Minusgrade zu erzielen, der-
artige Mengen an DMSP synthetisieren mUBRte, dal osmotische Probleme die
logische Folge wéren. Ein Gefrierschutz durch DMSP kann daher nicht allein auf
dessen gefrierpunktreduzierender Wirkung beruhen, vielmehr mufiiten noch wei-
tere Schutzmechanismen hinzukommen. So gehen NISHIGUCHI und SOMERO
(1992) davon aus, daBl Proteine durch Interaktion mit DMSP stabilisiert und so
geschuizt werden. Diese Untersuchungen wurden an der kaltelabilen Phospho-
fructokinase aus dem Hasenmuskel gemacht und zeigten, da? DMSP die
Destabilisierung des Ezyms bei Kélte verringert. Der Nachweis, ob dieser Effekt
auch auf Enzyme aus Algen Ubertragbar ist, steht noch aus.

1.4 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, am Beispiel der Grunalge A. arcta, zu untersuchen,
inwiefern bestimmte Schutzstoffe (DMSP, Prolin und Saccharose) die gute
Adaptation polarer Algen an ihr extrem kaltes Habitat unterstitzen.

Hierzu wurden zunachst aus unterschiedlich akklimatisierten A. arcta Schllssel-
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 klaren, 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 (Eg), der Michaelis-Konstante (Kp,) sowie der maximalen Reaktions-
geschwindigkeit (Vmax) charakterisiert. FUr diese Untersuchungen wurden isolate
beider Polarregionen herangezogen, da méglicherweise Unterschiede in den
biochemischen Eigenschaften ihrer Enzyme bestehen.

Im weiteren war zu kidren, ob die von A. arcta 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 Kalte bis hin zum Einfrieren gewahrlei-
sten kénnen. Dazu wurde zunachst der intrazelluldre Gehalt dieser Substanzen
bei unterschiediichen Temperaturen (10°, 0° und -2° C) quantifiziert. Dartber
hinaus wurde der DMSP-Gehalt verschiedener kait-temperierter A. arcta - Isolate
Uberpruft, um festzustellen, ob die Fahigkeit zur Akkumulation hoher DMSP-
Gehalte eine Besonderheit der polaren Isolate ist.

Um eine mogliche Schutzwirkung der organischen Substanzen zu charakterisie-
ren, wurde die Wechselwirkung zwischen Enzym und Substanz anhand der
Veranderung des Km- und Vinax-Wertes Uberprift. Dabei wurde auch die Frage
nach der Funktion, insbesondere des DMSP, als kompatible Substanzen bei
verschiedenen is-osmolalen Konzentrationen erértert.

Die Makroalgen der Polarregionen sind nicht nur andauernder Kélte, sondern
auch der Gefahr des Gefrierens ausgesetzt. Daher stellte sich abschlieRend die
Frage nach dem kryoprotektiven Potential der untersuchten Substanzen. Die zur
Beantwortung erforderlichen Untersuchungen wurden anhand des Modellenzyms
Lactatdehydrogenase (LDH) durchgeflhrt, das aufgrund seiner Kaltelabilitat als
besonders geeignet erschien.
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2, Material und Methode
2.1 Untersuchungsobjekte und ihre Isolationsorte

Acrosiphonia arcta (Dillwyn) J. Agardh gehért zu der Abteilung der Chiorophyta,
der Kiasse Ulvophyceae und wird in der Ordnung der Codiolales gefuhrt (VAN
DEN HOEK et al. 1993).

Die Pflanze besteht aus verzweigten Zelifaden, die aus vielkernigen Zellen zu-
sammengesetzt sind. Die Kerne einer Zelle zeigen eine synchrone Mitose in der
Ebene der zukunftigen Zellteilung. Der Chioroplast ist wandstandig und hat die
Form eines perforierten Zylinders. Die Zelifaden wachsen in Blscheln bis zu einer
Hoéhe von 10 cm. Die alteren Exemplare bilden dabei hakig gebogene Kurztriebe
aus, die den basalen Teil der Hauptfadden umklammern und so dem Buschel ein
verfilztes Aussehen verleihen. A. arcta teilt sich nur an den Apikalzelien. Der
Lebenszyklius von A. arcta ist heteromorph diplohaplont. Die Art wéchst vor allem
im mittieren und unteren Eulitoral vom gemé&Rigten bis polaren Bereich beider
Hemisphéaren (KORNMANN und SAHLING 1983; VAN DEN HOEK et al. 1993).

Das arktische Isolat stammt von der grénléandischen Disko-insel und wurde im
Jahre 1990 wahrend einer Expedition von C. WIENCKE (AWI, Bremerhaven) iso-
liert. In diesem Gebiet dauert die Poiarnacht von Dezember bis Januar und der
Polartag von Mitte Mai bis Mitte Juli an. Die Lufttemperatur schwankt zwischen
-32 °C im Februar / Marz und maximal 18 °C Ende Juni. Von Dezember bis Méarz
ist die Meeresoberflache mit einer Eisschicht bedeckt, nur von Juni bis Oktober ist
das Wasser eisfrei. Die Temperatur der Wasseroberflache liegt zwischen -2 °C
und maximal 10 °C im Juli / 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) wahrend einer
Expedition im Januar / Februar 1987 isoliert. Im Sommer (November / Dezember)
betragt die Tageslange auf der King-George-insel rund 20 Stunden Licht, wah-
rend im Winter (Juni / Juli) die Tagesiange auf nur 5 Stunden Licht abfalit. Die
Wassertemperaturen dieser Region liegen im Jahresverlauf zwischen -2 °C und
+1 °C (LUNING 1985). Um die King-George-insel ist die Meeresoberflache 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 mL Becherglasern, die mit membran-filtriertem
(Sartorius Sartobran If, 0,2 ym) und nach Provasoli (STEIN 1973) angereichertem
Nordseewasser geflllt waren. Die Salinitat betrug 34 PSU. Die Medien wurden
kontinuiertich mit Pressluft begast und alle 2 Wochen gewechseit. Beim Medium-
wechsel wurden die Algen jeweils ausgedinnt, um der Verfilzung der Algen und
damit einer Verschlechterung des Lichtklimas durch Selbstbeschattung
vorzubeugen. Thalli der Uberschissigen Algen wurden als neue Stammkulturen
angesetzt. Beleuchtet wurden die Kulturen mit Tageslicht-Leuchtstoffréhren
(Osram L58/W19). Die Photonenfluenzrate betrug 30 bis 40 pmol*m-2*s-1 und
wurde an der Gefaloberseite mit einem Radiometer (Licor-185B, Li-Cor, USA) mit
2n-Sensor (Li-190SB Quantum) gemessen. Die Algen wurden in einem Hell-
Dunkel-Rhythmus von 18 : 6 Stunden gehalten. Flr die Enzym-Versuche wurden
die Algen in Kahirdumen bei Temperaturen von 0 °C und 10 °C gehéitert. Fur die
Untersuchung der Inhaltsstoffe wurden beide Isclate zusatzlich noch bei -2 °C
kultiviert. Um ein Gefrieren des Mediums bej 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
2.31 Herstellung von Rohextrakten

Fur die Versuche zur Wirkung von kompatiblen Substanzen auf die Enzym-
stabilitdt bei niedrigen Temperaturen wurde aus den Algen ein Rohextrakt her-
gestelit. Dazu wurden 1 bis 5 g Algenmaterial zweimal in eiskaltem Aqua bidest.
fur je 1 min gewaschen, um extrazelluldre lonen zu eliminieren (Abb. 2a).
AnschlieRend wurden die Algen sorgfaltig auf Filterpapier trockengetupft und das
Frischgewicht bestimmt. Das so behandelte Material wurde in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Die ein-
gefrorenen Proben wurden nach spétestens vier Wochen in einen Mérser
UberfGhrt und abermals mit flussigem Stickstoff behandelt, um die Thalli leichter
aufzubrechen. in diesem tiefgefrorenen Zustand wurden die Algen mit etwas
Quarzsand homogenisiert. Hierbei wurde wiederholt mit Stickstoff gekiihit. Alle
weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefthrt. Das Algenpulver wurde in
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Zentrifugenglaser UberfUhrt und mit gerade so viel Extraktionspuffer (3 - 5 mL)
Ubergossen, dall das Algenmaterial resuspendiert werden konnte. Die Zusam-
mensetzung des Extraktionspuffers und die Wirkung der einzelnen Substanzen
auf den Enzymrohextrakt sind in Tabelle 1 zusammengefalit.

Das Homogenat wurde dann bei 1200 g fur 5 min abzentrifugiert und der Uber-
stand auf Eis gesichert. Das Pellet wurde noch zweimal mit flussigem Stickstoff
schockgefroren und, wie oben beschrieben, extrahiert. Dann wurden die ge-
sammelten Uberstande bei 4500 g fur 10 min abzentrifugiert und der so ge-
wonnene Uberstand als Rohextrakt fur die Fallung 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 - komplexiert essentielle Spurenmetalle
2 mM Na-ascorbat - Oxidationsschutz
5 mM MgClz - Cofaktor fur Dehydrogenasen
5 mM Dithiothreitol - stabilisiert Sulthydryligruppen, die gegen Oz
empfindlich sind
13 mM CaClz - unterdrilickt Proteasen
0,5% Tween 80 - Detergenz zur Membransolubisierung
10% Glyzerin - Kaltestabilisierung
4% Polyclar AT - eliminiert proteindenaturierende Phenole

2.3.2 Fraktionierung des Rohextrakts

Zur Aufreinigung wurde der Rohextrakt mit Hilfe von Ammoniumsulfat gefalit (Abb.
2b). Dies ist eine einfache Methode, um selektiv Proteine Uber ihre Hy-
drophobizitét aus einem Proteingemisch zu trennen und damit die relative Aktivitat
zu erhéhen sowie schadigende EinflUsse durch z.B. Proteasen zu vermindern.

In Vorversuchen wurde geklart, welche Ammoniumsulfatkonzentration und wie-
viele Fallungsschritte benttigt werden, um die Proteinfraktion mit den héchsten
Enzymaktivitaten zu erhalten. Fur den Rohextrakt von A. arcta ergaben sich zwei

11
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Fallungsschritte, eine 0 bis 35% (0 bis 1.4 M) Ammoniumsulifatfaliung und eine
weitere von 35 bis 70% (1.4 bis 2.8 M). In der zweiten (=70%) Proteinfraktion
konnten alle untersuchten Enzyme Malatdehydrogenase (MDH), Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) und Pyruvat-Kinase (PK) mit einer héchsten
Aktivitdt nachgewiesen werden. Das Ammoniumsulfat wurde dem Rohextrakt als
fein gemdrsertes Salz unter standiger Kontrolle des pH-Wertes langsam zu-
gesetzt. Wéahrend des gesamten Fallungszeitraums (je 30 min) wurde der Roh-
extrakt vorsichtig im Eiswasserbad gerdhrt.

Nach jedem Fallungsschritt wurde der Niederschlag bei 20.000 g und 4 °C 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und fur die nachste Fallung (35
bis 70%) eingesetzt. Das Pellet der letzten Fallung (= 70%) ergab den Enzym-
extrakt und wurde mit gerade so viel Puffer (1 -1.5 mL) resuspendiert, daR der
Niederschlag in Ldsung ging. Diese Pufferlésung bestand aus 50 mM HEPES
(pH 7.4); 2 mM Na-EDTA; 5 mM MgClo; 5 mM Dithiothreitol und 20% Glycerin
{(Wirkung siehe Tab. 1),

Aus dem Enzymextrakt wurden gleich nach der Fallung die Grundaktivitdten der
MDH, der G6P-DH und der PK (Kap. 2.4.1 bis 2.4.3) sowie der Gesamt-
proteingehalt als BezugsgroRe bestimmt (Kap. 2.3.3). AnschlieRend wurde der
Extrakt in flussigem Stickstoff schockgefroren und flr die Enzymversuche bei
-80 °C fur maximal 4 Wochen gelagert.

In Abbildung 2 ist der Arbeitsablauf zur Herstellung des Rohextrakies und die
weiteren Anreicherungs- bzw. Reinigungsschritte in einem FlieBdiagramm zusam-
mengefafit.

2.3.3 Bezugsgrofle

Als BezugsgroRe fur die Enzymversuche diente der Proteingehalt. Die quan-
titative Proteinbestimmung wurde mit einem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories, Munchen) im AnschiuR an die jeweilige Extraktion durchgefihrt.
Dieser kommerzielle Proteintest basiert im wesentlichen auf der Protein-
bestimmung nach BRADFORD (1976).

12
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A. Rohextraktion

1 -5 g Algen

waschen
trocknen
wiegen

——> Lagerung -80 °C

N
—> 2
g + Quarzsand
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(3-5ml)

\l/ zentrifugieren

2x

1200 g 4°C

@1.—3‘ Uberstand
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!

Rohextrakt
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Abb. 2:

Bezugsgréfe

B. Fallung
Rohextrakt ( NHg 1z S0,
° rak \/ bis zur 35%igen
Sattigung

30. min rGhren
in Eiswasser

\L zentrifugieren
20.000 g &°C

( NHy )2 SO
bis zur 70%igen
Séattigung

30 min rdhren
in Eiswasser

\L zentrifugieren
20.000 g &°C

Pellet
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(1-1.5ml}

Lagerung - 80°C

Enzymversuche

FlieRdiagramm der Enzymextraktion (A) und Anreicherung (B) aus Acrosiphonia arcta.
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24 Enzymtests

Die Aktivitat der Enzyme wurde als Kinetik durch die Reduktion bzw. Oxidation
der Pyridinnukieotide 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
durchgefthrt, die der GE6P-DH am Spektralfluorometer. Aufgrund der Biomasse-
knappheit wurde nur das lIsolat aus Grénland fur die Aufnahme der Sub-
stratsattigungs- und pH-Wert-Kurven herangezogen. Die Ansétze wurden vor
jeder Messung fur 20 min an die Mefitemperaturen im Wasserbad akklimatisiert.
Das Photo- und das Fluorometer hatten temperierbare Mell3kammern, die die
Temperatur wahrend der Messung konstant hielten. Fur jede Kinetik wurden vier
Parallelen aus dem jeweiligen Enzymextrakt gemessen.

Im folgenden sind die Standardzusammensetzungen der Enzymtests (modifiziert
nach BERGMEYER 1983) angegeben.

2.41 Malatdehydrogenase (MDH, E.C. 1.1.1.37)
Die MDH-AKktivitat wurde durch Bestimmung der NADH-Oxidation am Spektrai-
photometer bei 340 nm verfolgt :

Oxalacetat + NADH MDA, Malat + NAD™*
Der Standardansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 mL : 100 mM HEPES
(pH 7.4); 5 mM MgCly; 2 mM Dithiothreitol; 0.15 mM NADH; 0.25 mM Oxalacetat

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

14
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2.4.2 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH, E.C. 1.1.1.49)

Die Enzymaktivitat der G6P-DH wurde durch Messung der NADP*-Reduktion am
Spektralfluorometer bei 340 nm gemessen :

Glucose-6-phosphat + NADP+ %P, g phosphogluconolacton + NADPH

Der Standardansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 mL : 80 mM HEPES (pH
7.4); 3.7 mM MgCly; 1.5 mM NADP; 3.3 mM Glucose-6-phosphat und 10 bis 50 pL
Enzymextrakt. Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von Glucose-6-
phosphat.

243 Pyruvat-Kinase (PK, E.C. 2.7.1.40)
Die Kinetik der PK wurde am Spektralphotometer bei 340 nm Uber einen

gekoppelten Test mit Hilfe der Lactat-Dehydrogenase (LDH, Sigma, Typ XXX-S,
Schweinemuskel) aufgenommen:

Phosphoenolpyruvat + ADP  —FX 5 Pyruvat + ATP
Pyruvat + NADH —oh Lactat + NAD

Die Testbedingungen wurden so gewdhit, daR die LDH immer im Uberschuf
vorlag. Der Standardansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 mL: 50 mM
HEPES (pH 7.4); 0.5 mM NADH; 5 mM MgClo; 5 mM Phospoenolpyruvat; 1.5 mM
ADP; 100 mM KCI; 25 Unit Lactat-Dehydrogenase und 10 bis 50 yL Enzymextrakt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Phospoenolpyruvat gestartet.

Um einen EinfluR der LDH auf die Kinetik der PK auszuschlieRen und um die
Empflindlichkeit des Test zu steigern, wurde noch ein "direkter" Enzymtest nach
PON und BONDAR (1867) fur die PK durchgefuhrt. Bei dieser Methode wurde die
kontinuierliche Abnahme des Phosphoenolpyruvats am Spektralphotometer bei
230 nm nach folgender Reaktion verfoigt :

PK

Phosphoenolpyruvat + ADP — Pyruvat + ATP

Beide Tests ergaben bei Raumtemperatur fur die PK sehr geringe Aktivitaten.
Eine Erhéhung der Biomasse im Enzymrohextrakt fUhrte zwar zu verbesserten
Aktivitdten, stand aber aufgrund des relativ langsamen Wachstums von A. arcta
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nicht in ausreichenden Mengen zur Verfigung. Ein weiteres Problem stelite die
Lagerfahigkeit der PK da, die fur ihre Thermolabilitat bekannt ist (SUELTER 1990).
Auch mit Erhéhung des Glycerin-Anteils im Puffer oder in "ausgesalztem" Zustand
auf Amoniumsulfat konnte die Lagerfahigkeit nicht verbessert werden. Ein
direktes Messen nach der Extraktion war aufgrund der zeitaufwendigen Auf-
arbeitung der Algen und der relativ hohen Zahi an Messungen nicht mdéglich.
Auflerdem war die Enzymaktivitat bei niedrigen Temperaturen soweit reduziert,
dal} die Empfindlichkeit des Photometers unterschritten wurde. Aus diesen ge-
nannten Grunden konnte die PK fUr die temperaturabhangigen Untersuchungen
nicht herangezogen werden, auch wenn gerade die Kaltelabilitat der PK fur die
Frage-stellung der Arbeit von besonderem Interesse gewesen wére.

25 Charakterisierung der Enzyme
251 Aufnahme der Substratsattigungskurven

Fur die MDH und far die G6P-DH wurden Substratsattigungskurven aufge-
nommen. Die Algen waren vor der Extraktion an 0 °C akklimatisiert. Ftr die MDH
wurden sieben Oxalacetatkonzentrationen (500, 250, 125, 50, 25, 12.5 und
6.25 uM) 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-
schull eingesetzt (Kap. 2.4). Die Substratsattigungskurven wurden bei -2 °C, bei

5 °C und 30 °C durchgefthrt.

252 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 fur die pH-Wert-
Kurven eingesetzten Puffer sind in Tabelle 2 zusammengefalt.
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Tab. 2; Eingesetzte Puffergemische und deren pH-Werte - Bereiche.

pH| 55 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10
Puffer
MES I
MOPS I
HEPES I
Tricin ]
CES I
Bis-Tris-Propan |
MES = 2-[N-Morpholinolethansulfonsiure; MOPS = 4-[N-Morpholino]propansulfonséure;

HEPES = N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsdure]; Tricin = N-Tris-[Hydroxymethy!]
methylglycin; CES = 2-[Cyclohexylamino]ethansulfonsdure; Bis-Tris-Propan = 1,3-Bis-Tris-
[Hydroxymethyllmethylamino-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 eingestelit und temperaturbedingte
Anderungen des pH-Wertes nicht korrigiert. Diese Anderungen betrugen beim
HEPES-Puffer zwischen -2 °C und 40 °C etwa 0.4 pH-Einheiten.

2.5.3 Aufnahme der Temperaturkurven

Die Enzymversuche zur Temperatur wurden sowohl am arktischen als auch am
antarktischen Isolat sowie an den Enzymen MDH und G6P-DH durchgeflhrt. 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 alien
Ansatzen 20 min. In Vorversuchen wurde Uberprift, ob eine Verschiebung der
Substratsattigungskonzentration bei den unterschiedlichen Temperaturen auftritt
und gegebenenfalls die Konzentration &ndert. Die Kuvettenansétze sind flr die
jeweiligen Enzyme in Kapitel 2.4 beschrieben.
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2.6 Wirkung verschiedener Effektoren auf MDH und G6P-DH

Der Einflu verschiedener Effektoren (Proiin, Saccharose, DMSP und NaCl) 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
Stammlésungen wurden in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7.0) angesetzt und mit
NaOH auf pH 7.0 eingestellt. Die Osmolaritdt der Stammidsungen sowie der
Versuchsansatze wurde an einem Gefrierpunktosmometer bestimmt (Kap. 2.13).

2.6.1 Substratsittigungskurve bei -2 °C

Bei jeder Mefireihe wurden 400 mOsmol / kg des jeweiligen Effektors (DMSP,
Prolin, Saccharose und NaCl) zugegeben und die Enzymreaktion in Abhangigkeit
von der Substratkonzentration gemessen (Kap. 2.5.1). Die Mef3temperatur 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 Enzymaktivitdt der MDH und der G6P-DH wurde unter Zusatz verschiedener
Effektorenkonzentrationen (DMSP, Prolin, Saccharose und NaCl) im Substrat-
sattigungsbereich getestet. Die Zusatzstoffe wurden den Klvettenanséatzen (Kap.
2.4) in einem Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 mOsmol / kg (vgl. Kap. 2.13)
zugesetzt und 20 min im Wasserbad inkubiert, bevor die Reaktion mit Substrat
gestartet wurde. Es wurden je zwei Mefreihen bei -2 °C und bei 30 °C durch-
gefuhrt. Die Grundaktivitat der Klivettenansatze (ohne Zusatz) wurde als Kontrolle
vor jeder MefRreihe bestimmt und im Anschlu noch einmal Uberprift (n=4).
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2.7 Berechnung der Viax- und Ky, -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-Menten-Gleichung in verschiedene Geradengleichungen um-
geformt werden, die eine graphische Bestimmung von Vmax und Ky erlauben. In
der vorliegenden Arbeit wurde fur die Auswertung der MeRergebnisse die Um-
formung der Geradengleichung nach HANES (1932) 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 zusammengefafit.

Tab. 3: Koordinaten, Steigungen und Koordinatenschnittpunkte der sich durch Umformung der

Michaelis-Menten-Gleichung ergebenen Geraden (nach LASCH 1987).

Abszisse Ordinate Steigung Abszissen- Ordinaten-
schnittpunkt schnittpunkt

(S) S) /v 1/ Vmax -Km Km / Vmax

Fdr eine graphische Auswertung war die Darstellung nach Hanes am besten
geeignet, da die Fehlerverzerrung der einzelnen MeRpunkte am geringsten ist
und alle MeRpunkte nach Umformung gleichm&Rig gewichtet werden. Dem-
gegenuber hatte eine Darstellung nach Lineweaver-Burk, die in der Literatur weit
verbreitet ist, die MeRpunkte bei der Transformation in die linearisierte Form recht
uneinheitlich gewichtet. Bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk dréngen sich
die Melpunkte im Sattigungsbereich, wahrend sie im niedrigen Substratbereich
stark gedehnt und somit Uberbewertet werden. Die ungleiche Gewichtung der
Meflpunkte macht die Lineweaver-Burk-Darstellung zu einer sehr unginstigen
Transformation und wurde aus diesem Grund far die Auswertung nicht her-
angezogen.
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2.8 Berechnung der Aktivierungsenergie

Die MeRdaten aus den Temperaturversuchen (Kap. 2.5.3) wurden nach der
Arrhenius-Gleichung ausgewertet. Die Gleichung beschreibt die Temperatur-
abhéangigkeit enzymatischer Reaktionen :

k = Ae -Ea/RT

Dabei ist A eine fur die untersuchte Reaktion charakteristische Konstante, e die
Basis des natlrlichen Logarithmus, E, die Aktivierungsenergie (in J*moi-1), R die
allgemeine Gaskonstante (8,3143 J*K-1mol-1) und T die absolute Temperatur in
Kelvin. Der Faktor (e-E&/RT) gibt den Bruchteil von Teilen an, deren Energie gleich
oder gréRer als die Aktivierungsenergie Ej ist (Maxwell-Verteilungsgesetz). In die
Konstante A gehen jene Faktoren ein, welche die Reaktionsgeschwindigkeit
beeinflussen (Haufigkeit molekularer ZusammenstéRe, geometrische Be-
dingungen).

Durch Umformung der Gieichung kann die Aktivierungsenergie einer Reaktion wie
folgt berechnet werden :

T1-T:2 k2

Ea=2303 R log (MORTIMER, 1980)
T2-T; k1
Ty = tiefere Temperatur in Kelvin
T = héhere Temperatur in Kelvin
Ky = Stoffwechselrate bei tieferer Temperatur
Ky = Stoffwechseirate bei htherer Temperatur
R = allgemeine Gaskonstante in (8,3143J / K*mol)

Graphisch kann die Aktivierungsenergie direkt als Steigung der Geraden ab-
gelesen werden. Hierbei werden der natlrliche Logarithmus der Reaktions-
geschwindigkeit (In V) gegen den reziproken Wert der absoluten Temperatur (1/T)
in Kelvin aufgetragen.
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2.9 Berechnung der Qqp-Werte

Die Berechnung der Qqo-Werte erfolgte nach einer modifizierten Van't Hoffschen-
Gleichung nach KOTTMEIER und SULLIVAN (1988), bei der auch Temperatur-
intervalle < 10 °C berUcksichtigt werden kénnen.

10 k1
log Q10 ={——)log ( —
eQ <t1-t2> Og<k2>

ty = hdhere Temperatur in (°C)
t, = tiefere Temperatur in (°C)
k, = Enzymumsatzrate bei hoherer Temperatur

k, = Enzymumsatzrate bei tieferer Temperatur

2.10 Gefrierschutzversuche

Die Gefrierschutzversuche wurden mit einem kaltelabilen Testenzym, der Lactat-
Dehydrogenase (LDH), durchgefuhrt. Die LDH wurde von der Fa. Sigma als
Isoenzymgemisch (Typ XXX-S; Schweinemuskel) in 2.1 M (NH4)2S04-Lésung
bezogen. 30 uL (~ 320 Units) der Enzymidsung 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 Ammoniumsuifats entfernt. Das verbliebene Ammoniumsulfat hatte
keinen stérenden Einflul auf die Versuche. Falls nicht anders erwahnt, wurden
jeweils 4 Parallelen gemessen. Als BezugsgréRe wurde der Proteingehalt
bestimmt (Kap. 2.3.3).

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

Die LDH-Aktivitat wurde durch Bestimmung der NADH-Oxidation bei 340 nm am
Photometer verfolgt.

Pyruvat + NADH oM Lactat + NAD*

Der Standardansatz enthielt in einem Endvolumen von 1 mL : 80mM HEPES (pH
6.5); 10 mM KCI; 0.15 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).

2.10.2 Streflversuche

Getestet wurden die potentiell protektiven Eigenschaften kompatibler Substanzen
und anorganischer Salze gegen die Stref3faktoren "schockgefrieren” ( -196 °C in
flussigem Stickstoff) und "langsames Auftauen” (20 °C Wasserbad).

2.10.2.1 Proteingehalt

Um eine Selbststabilisierung des Enzyms bei den Gefrierversuchen auszu-
schiieen, wurden unterschiedliche Aliquots des Enzymproteins getestet. Die
Aliquots wurden mit 200 uL HEPES-Puffer (10 mM ) gemischt und & min in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen im Wasserbad wurde die
Aktivitat 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 uL LDH
(~0,002 mg Protein) in 100 yuL H20 gemischt und fir verschieden lange Zeitrdume
( 0.5 bis 240 min) in fiussigem Stickstoff schockgefroren. Parallel dazu wurden die
gleichen Ansatze bei 0 °C gelagert. Nach dem Auftauen der Proben im Wasser-
bad wurde die Aktivitat beider Ansatze nach dem Standardansatz bestimmt (Kap.
2.10.1).

2.10.2.3 Gefrieren unter Zusatz von Effektoren

Die LDH wurde unter Zugabe verschiedener anorganischer Salze (NaCl; KCL;
NH4C!; KBr) sowie der organischen Osmolyte DMSP, Saccharose und Prolin in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Effektoren wurden in einem Konzen-
trationsbereich von 50 bis 2000 mOsmo! / kg zugesetzt (vgl. Kap. 2.13). Die
Stammidsungen der Zusatze wurden in 10 mM HEPES angesetzt und auf pH 6.5
eingestelit. Die Osmolaritat der Stammiésungen und der MeRproben wurden am
Osmometer bestimmt. Das DMSP wurde als Hydrochiorid (Fa. Research Plus,
Bayonne, New Jersey, USA) und als Hydrobromid (Synthese, GRONE 1991)
getestet. Gefroren wurden die Proben in 1.2 mL Reaktionsgefalen (Eppendorf),
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die jeweils 180 pL Effektorldsung unterschiedlicher Osmolaritét und 20 uL
Enzymltsung (~ 0,004 mg Protein) enthielten. Als sog. "Null-Probe" wurden je-
weils 20 uL Enzymlitsung und 180 uL 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 Klvettenansatz
jeweils 100 pL zugesetzt. Die Reaktion wurde nach Zugabe des Substrats
gestartet. Vor Versuchsbeginn wurde jeweils die Grundaktivitdt der LDH im
Standardansatz bestimmt, die als Kontrolle diente.

211 Wirkung der Temperatur und DMSP auf die LDH

Der Einflu der Temperatur (0 °C, 5 °C und 30 °C) sowie die Wirkung des DMSP
wurden auf die Aktivitat der LDH (Typ XXX-S; Schweinemuskel) getestet. Die
LDH-Aktivitat wurde nach dem Standardansatz aus Kapitel 2.10.1 gemessen. Das
DMSP wurde in Eigensynthese (Kap. 2.13) als DMSP-CI hergestellt und den
Klvettenansatzen in zwei Konzentrationen 400 und 1000 mOsmol / kg (Tab. 5)
zugesetzt. Als Kontrollen dienten die Standardansatze ohne DMSP-CI. Die MeR-
ansatze wurden 60 min bei der jeweiligen Temperatur inkubiert und danach wurde
die Reaktion bei Raumtemperatur (~ 22 °C) und unter Substratséattigung ge-
messen {(n = 4).

212 Inhaltsstoffe

Fur die Untersuchungen der Inhaltsstoffe wurden beide Isolate der A. arcta aus
der Arktis und der Antarktis untersucht. Die Algen wurden an -2 °C; 0 °C und 10°C
akklimatisiert (Kap. 2.2). Als BezugsgréRe diente jeweils das Frischgewicht der
Algen. Bei jedem Experiment wurden, wenn nicht anders angegeben, 4 Parallelen
gemessen.

Die Isolate der kalt-temperierten A. arcta 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 spater in Bremen gaschromatographisch gemessen.

2.12.1 R-Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)

Die gaschromatographische Bestimmung des zelluldaren DMSP-Gehaltes erfoigte
indirekt Uber den Nachweis von Dimethylsulfid (DMS, WHITE 1982). Die
Nachweis-Methode beruht auf einer Spaltung des DMSP-Molekils unter
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alkalischen Bedingungen in das gasférmige DMS und die wasserldsliche
Acrylséure im Verhaltnis 1 ; 1 (CHALLENGER 1959).

H3C

~

P S*t.CHz-CHz- COO" —> (CH3)2S + CH2=CHCOOH
H3C

DMSP DMS Acrylsdure

Nach sorgfaitigem Abtupfen und Abwiegen wurden 5 bis 10 mg Algen-Frisch-
gewicht fur die DMSP-Bestimmung eingesetzt. Die Algen wurden in mit Teflon-
Septen verschraubbaren GlasgefaRen (26 mL) in 6 mL 25%iger NaOH (w / v) fur
12 bis 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Unter diesen Bedingungen
wurde das Gewebe der Pflanzen zerstért und das intrazellulare DMSP in DMS
und Acrylsaure 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 Uber eine mit Chromosorb 101 (80 / 100
mesh) gepackte Teflonsaule (30003 mm i.D.) getrennt und mit einem
flammmenphotometrischen Detektor (FPD) bei 394 nm quantifiziert, mit einer
Nachweisgrenze von 10 pmol. Als Tragergas diente Stickstoff mit einer FluRrate
von 65 mL / min. Das Brenngas fur den Detektor bestand aus einem Gemisch von
Wasserstoff (0.75 kg / cm2) und Druckluft (0.75 kg / cm2). ‘Die Injektor- und
Detektor-Temperatur betrug jeweils 240 °C. Die Detektorsignale wurden mit einem
Shimadzu CR-BA-Integrator Uber die Peakhdhe ausgewertet und Uber einen
Standard quantifiziert. Als Standard diente reines DMSP-CL (1 mg / mg Agqua
bidest., Fa. Research Plus).

2.12.2 Prolin

Der Prolingehalt der Algen wurde spektralphotometrisch nach BATES et al.
(1973) bestimmt. Daflr wurden 40 bis 80 mg Algenmaterial mit eiskaltem Aqua
bidest. gewaschen, um extrazelluldre lonen zu eliminieren. Anschiiefend wurde
das Frischgewicht nach sorgféltigem Abtupfen auf einer Analysenwaage be-
stimmt. Diese Proben wurden dann in verschraubbare Zentrifugengi&ser Uberfuhrt
und mit Aqua bidest. (1 mL / 10 mg Frischgewicht) in einem Wasserbad bei 100
°C fur 5 Stunden gekocht (KARSTEN 1891). Nach dem Kochen wurde der Extrakt
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bei 4500 g fur 10 min abzentrifugiert und aus dem Uberstand 100 bis 200 uL fur
die Prolin-Analyse entnommen.

2.12.3 Saccharose

Die Saccharose-Bestimmung wurde mit einem kommerziellen Enzymtest
(Boehringer Nr. 139041, Mannheim) durchgefuhrt. Die Algen wurden wie bei der
Prolin-Bestimmung (Kap. 2.11.2) aufgearbeitet und zur Analyse 50 bis 100 uL
unverdinnt aus dem Extrakt eingesetzt.

2.12.4 Proteinbestimmung

FUr die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurden 40 bis 80 mg Algen-
Frischgewicht 2 bis 3 Stunden in 1N NaOH (1mL / 10 mg Frischgewicht) bei
100 °C gekocht und 5 min bei 4500 g abzentrifugiert. 100 pL des Uberstands
wurden fur 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 Abschatzung Uber den physiologischen Zustand der Algen bei -2 °C
machen zu kénnen, wurden die Wachstumsdaten beider Acrosiphonia-lsolate
nach der Methode von BISCHOFF und WIENCKE (1993) bestimmt. Frau
BISCHOFF (AWI, Bremerhaven) erhob die Daten fur die 0 °C- und 10 °C-
Kulturen.

213 DMSP-Synthese

Das in den Versuchen eingesetzte DMSP-Chlorid wurde nach einer modifizierten
Methode von LARHER et al. (1977) hergesteilt. Die kernresonanzspek-
troskopische Analyse ergab fur das synthetisierte DMSP-Chlorid einen Reinheits-
grad von 95-99% (NMR-Gruppe Universitdt Bremen). Bei der Schmelzpunkt-
analyse konnte eine Abweichung von nur 1 °C zum kommerziellen DMSP-Chiorid
(Fa. Research Plus) festgestellt werden.
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2.14 Verhiltnis von Molaritidt zu Osmolaritét

Die Konzentrationen der eingesetzten Effektorstoffe fur die Enzymversuche
wurden in mOsmol / kg angegeben, um die osmotische Vergleichbarkeit der Stoffe
zu gewahrleisten. Die Umrechnung von Molaritat auf Osmolaritat der einzeinen
Substanzen erfolgte Uber den in Tabelle 4 angegebenen osmotischen Koef-
fizienten. Die Osmolaritat der Stammidsung 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 dal} 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 (1971) berechnet wurden. Der Koeffizient fiir Prolin stammt aus
der Arbeit von SCHOBERT (1977). Fiir DMSP wurde der Koeffizient aus der Abb. 3

berechnet.
Substanzen osmotischer Koeffizient
NaCl 1,85
KCL 1,84
KBr 1.91
NH4CI 1,84
DMSP*CI 1,92
DMSP*Br 1,99
Prolin 1,17
Saccharose 1,14

Abbildung 3 gibt die gemessenen Verhaltnisse zwischen Molaritat und
Osmolaritat fur DMSP-CL wieder. Die Kurve fur DMSP wurde mit dem
osmotischen Koeffizienten fur Chlorid (0,92) aus dem Handbook of Chemistry and
Physics (1971) berichtigt. Der hieraus berechnete Koeffizient fur DMSP betrug
0,999 10,17 und wird in Tabelle 4 mit 1 berlcksichtigt.
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Abb. 3: Verhiltnis zwischen Molaritat zu Osmolaritat fir DMSP-CL (¢). Als Stammrlésung
wurde 1M DMSP*CI in HpO geldst (pH 1,34), Die DMSP-Gerade (0) wurde mit dem
Koeffizienten fiir Chlorid berichtigt. Die Regressionskoeffizienten (r) der Geraden sind
angegeben.

Fur die Versuchsreihen konnte das eingesetzte DMSP nur als Hydrochlorid oder
Hydrobromid synthetisiert werden. Testansatze mit DMSP enthielten daher
aquimolare Mengen an Br- oder CI~. Da die DMSP-Zugabe zu einem sehr
niedrigen pH-Wert fuhrte, wurde die Stammlésung mif 10 mM HEPES angesetzt
und der pH-Wert mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt. Eine 1 M DMSP-Ci-
Stammiésung enthielt daher weitere ~ 300 mM Nat.

In Tabelle 5 sind die eingesetzten Konzentrationen der verschiedenen Sub-
stanzen, die in der Arbeit ajs 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 / m3. Berechnet aus dem osmotischen Koeffizienten der Tabelle 4.
DMSP wurde auRerdem um den Nat - Anteil korrigiert.

mOsmol / mol / m3
kg
DMSP-Ci  DMSP-Br  Prolin  Saccharose NaCl KCI KBr NH4CI

50 22 21 43 44 27 27 26 27
200 88 86 171 175 108 109 105 107
400 177 171 342 351 216 217 209 217
600 266 257 513 526 324 326 314 326
800 355 342 684 600 432 435 419 435
1000 443 428 855 877 540 543 524 543
1200 531 513 1026 1053 649 652 628 6%2
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3. Ergebnisse

L ENZYMATIK

31 Charakterisierung der Enzyme MDH und G6P-DH
3.11 EinfluB der pH-Werte auf die Enzymaktivitét

Die Auswirkung der pH-Werte auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzyme
Malatdehydrogenase (MDH) und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH)
aus Extrakten der grénlandischen Acrosiphonia arcta wurde mit unterschiedlichen
Puffern, die jeweils in ihrem pK-Bereich eingesetzt wurden, getestet. Die Unter-
suchungen erfolgten bei 30 °C. Um einen kontinuierlichen Kurvenveriauf zu
erhalten, Uberschneiden sich die pH-Bereiche der einzelnen Puffer.

Die Messung der MDH-Aktivitat erfoilgte mit vier unterschiedlichen Puffern in
einem pH-Bereich von 5,5 bis 9,0 (Abb. 4a). Das pH-Optimum fur die Oxidation
von Malat lag mit MOPS bei pH 7,5 (obere Grenze des Pufferbereichs), mit
HEPES ebenfalls bei pH 7,5, jedoch mit geringerer Aktivitdt. Der eingesetzte
MES-Puffer (pH 5,5 bis 6,5) pufferte unterhalb des pH-Optimums mit einer
geringen Enzymaktivitat.

Der Bis-Tris-Propan- Puffer konnte in einem breiteren pH-Bereich von 6,5 bis 9,0
eingesetzt werden und bestéatigte damit das pH-Optimum der MDH. Dieser Puffer
hatte jedoch einen stark negativen Einflu auf die Enzymaktivitéat.

16.0
—&- MES a. MDH _ 50+ —H- MES b. G6P-DH
= —— MOPS < —4— MOPS T
2 | —&— rHEePES 3 ] HEPES 1
e ~&— Bis-Tris-Propan o Tricine
& q20— o 40— —# CcHes
o £
£ B T
* ] c
£ E ay_| ;
£ = 30
>~ 80— &
I < T
2 P4
2 N E 20 — \
S £
g 4.0 I
g % 10 —
= 1 @ 4
0.0 T | AL R — o T ] T
50 60 70 80 90 50 60 70 80 80 100
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Abb. 4:

EinfluR der pH-Werte auf die Aktivitat der MDH (a) und G8P-DH (b) aus Extrakten von

A. arcta. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n=4). Die Legende in
der Abbildung gibt die eingesetzten Puffer wieder.
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Die Aktivitdt der G6P-DH wurde in funf unterschiedlichen Puffern in einem pH-
Bereich von 5,5 bis 10,0 gemessen (Abb. 4b). Das pH-Optimum fur die Reduktion
von 8-Phosphogluconolacton wurde durch die eingesetzten Puffer nicht scharf
umgrenzt, sondern bildete einen breiten, sattelférmigen Optimumsbereich. Mit
HEPES lag das Optimum bei 7,0 bis 7,5 , mit Tricin bei 8,0 bis 8,5. FUr 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 Einfluf der Temperatur auf die Enzymaktivitat

Die Temperaturabhangigkeit der beiden Enzyme MDH sowie G6P-DH wurde in
einem Bereich von -2 °C bis 40 °C untersucht. Zuvor waren beide Acrosiphonia-
Isolate jeweils an 0 °C und 10 °C akkiimatisiert worden. Die Auswirkung der
Temperatur auf die Enzymaktivitat beider Enzyme bei optimaler Substratzugabe
wurde flr beide Akklimatisationen und lisolate als Arrhenius-Plot dargestelit
(Abb. 5 + 6). Hierbei werden der natlrliche Logarithmus der Reaktions-
geschwindigkeit (Vmax) gegen den reziproken Wert der absoluten Temperatur
aufgetragen. Nach der Arrhenius-Darstellung lieen 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, wahrend im dritten Abschnitt die
Enzymaktivitat durch thermische Denaturierung des Proteins beeinfluldt wurde. Im
AnschluR werden diese Bereiche im einzelnen fur die beiden Enzyme, Isclate und
Akklimatisationen besprochen.

Im Anhang sind die Daten des Enzymumsatzes pro mg Protein, bezogen auf die
Temperatur, in Tabelle | bis il zusammengefaft.

MDH

Die MDH der arktischen A. arcta wies fuUr beide Akklimatisationstemperaturen
(0 °C und 10 °C) annahernd die gleichen Umsatzraten auf (Abb. 5a). Im Bereich
von 0 °C bis 30 °C stieg die Enzymaktivitat 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 fur die Enzymaktivitat lagen fur beide Kulturen bei 30 °C. Oberhalb
dieser Temperatur kam es zu einer thermischen Denaturierung des Enzyms, was
durch ein starkes Absinken der Aktivitat deutlich wurde.
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Abb. 5:
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Arrhenius-Plots der MDH aus Extrakten von A. arcta der Arktis (a) und Antarktis (b).
Die Algen wurden vor den Messungen an 0 °C und 10 °C akklimatisiert. Die Enzym-
aktivitdten wurden als In (Umsatzrate) gegen den reziproken Wert der absoluten
Temperatur in Kelvin aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte + Standard-
abweichung (n=4).
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Die berechneten Aktivierungsenergien, die ein MaR fur die Effizienz der Enzym-
aktivitat im Bereich der Arrhenius-Beziehung geben, sind in Tabelle 6 zusammen-
gefadt. Die Aktivierungsenergie flr die an 0 °C akklimatisierte A. arcta ist mit
26,82 kd*mol-1 niedriger als die der 10 °C-Kultur mit 32,04 kJ*mol-1. Im unteren
Temperaturbereich zwischen -2 °C und 0 °C erwies sich die an 10 °C akklima-
tisierte A. arcta kaltesensitiver als die an 0 °C angepafiten Algen. Dies wurde
durch das starkere Abknicken der Geraden deutlich und durch die berechneten
Qqg-Werte untermauert (Tab. 7). Im Bereich von 0 °C bis 20 °C lag der Qqg-Wert
beider Kulturen bei 1,62. Bei Temperaturen von -2 °C bis 0 °C wurde bei der
10 °C-Kultur ein Q1g-Wert von 2,84 ermittelt. Dies deutet eine starkere Enzym-
inhibierung bei -2 °C gegenuber 0 °C an. Der Qqg der 0 °C-Kultur zeigte im
Bereich von -2 °C bis 0 °C einen Wert von 0,96, dies spricht fur 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 > 0,972).

Anzuchttemperatur. Temperaturintervall Aktivierungsenergie
") ) (kJ = mol- 1)
MDH
Arktis 0 0-30 26,82
10 0-30 32,04
Antarktis 0 0-25 44 62
10 0-30 54,62
G6P-DH
Arktis 0 0-20 50,59
10 0-25 38,85
Antarktis 0 0-25 40,95
10 0-30 37,75

Auch die antarktische A. arcta zeigte fur die MDH bei beiden Anzucht-
temperaturen (0 °C und 10 °C) ahnliche Enzymumsatzraten, wobei die an 10 °C
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akklimatisierte Kultur im Bereich des Temperaturoptimums eine héhere Rate
aufwies (Abb. 5b). Die Temperatur der optimalen Reaktionsgeschwindigkeit lag
bei beiden Kuituren bei 30 °C. Der lineare Bereich der Enzymaktivitét, welcher nur
durch die Temperatur bestimmt ist, lag fur die an 0 °C akklimatisierten Algen in
einem Bereich von 0 °C bis 25 °C und fur die an 10 °C angepaliten in einem
Bereich von 0 °C bis 30 °C. Bei beiden Kuituren konnte ab 30 °C eine thermische
Denaturierung des Enzyms beobachtet werden, dabei wurde das Enzym der O °C-
Kultur wesentlich starker beeinflut als das der 10 °C-Kultur. Die Aktivierungs-
energie der 0 °C-Kultur lag mit 44,62 kJ*mol-1 deutlich niedriger als die der 10 °C
mit 54,62 kJ*mol-1. ,

Im unteren Temperaturbereich (-2 °C bis 0 °C) erwiesen sich beide akklima-
tisierten Enzyme ahnlich kaitesensitiv. Der Qqg-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: Qqp-Werte der MDH und G6P-DH aus Extrakten von A. arcta der Arktis und Antarktis.
Die Algen wurden an 0 °C und 10 °C akklimatisiert. Der Qqg-Wert wurde aus den
Mittelwerten der Temperaturkurven berechnet.

Temperaturbereich (°C) Arktis Antarktis
0°C 10 °C 0°C 10 °C
MDH
-2 bis 0 0,96 2,84 3,29 3,00
0 bis 20 1,62 1,62 1,93 2,21
G6P-DH
-2 bis 0 2,01 3,34 1,28 2,01
0 bis 20 2,14 1,93 1,83 1,75
G6P-DH

Die G6P-DH der arktischen A. arcta zeigte fur die an 10 °C akklimatisierten Algen
héhere Enzymumsatzraten als fur die 0 °C-Kulturen (Abb. 6a.). Der lineare
Abschnitt der Arrhenius-Beziehung verlief fur beide Kulturen in einem Bereich ven
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 kJ*mo|'1) héher
als bei den an 10 °C gewshnten Algen (38,9 kJ*mol-1).
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Abb. 6:
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Arrhenius-Plots der GBP-DH aus Extrakten von A. arcta der Arktis (a) und Antarktis (b).
Die Algen wurden vor den Messungen an 0 °C und 10 °C akklimatisiert. Die Enzym-
aktivitdten wurden ais In (Umsatzrate) gegen den reziproken Wert der absoluten
Temperatur in Kelvin aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte + Standard-
abweichung (n=4).
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Aus dem Kurvenverlauf (Abb. 6a) kann.das Temperaturoptimum der G6P-DH
abgelesen werden (MeRdaten fur 25 °C nicht erhoben). Es lag sowohl bei den an
0 °C als auch bej den an 10 °C akklimatisierten Algen bei 25 °C. Die thermische
Denaturierung begann bei der GBP-DH oberhalb von 25 °C, wobei der Verlust an
Enzymaktivitat bis 40 °C wesentlich starker war als bei der MDH. Im unteren
gemessenen Temperaturbereich (0 °C bis -2 °C) erwies sich die GEP-DH bei den
Algen aus der 10 °C-Kultur kéltesensitiver als bei den Algen aus der 0 °C-Kuitur .
Der Qqg-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 starkere
Enzyminaktivierung bei -2 °C gegentiber 0 °C deutlich wurde. Bei der 0 °C-Kuitur
lag der Q4g-Wert in beiden Temperaturbereichen um 2 (Tab. 7).

Die GBP-DH aus Extrakten der an 0 °C akklimatisierten antarktischen A. arcta
zeigte eine wesentlich héhere Umsatzrate als die GE6P-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 ausgepragter als bei den
10 °C-Kulturen . Bei den berechneten Aktivierungsenergien zeigte sich, wie auch
schon bei der GBP-DH des arktischen lIslolats, dalR das an 0 °C akklimatisierte
Enzym hohere Werte (40,95 kJ*moH) aufwies als das an 10 °C akklimatisierte
(37,75 kJ*moI‘1). Das Enzym aus der 10 °C-Kultur zeigte eine leicht starkere
Kaltesensibilitat (Tab. 7). Der Qqg-Wert iag 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 kalteunempfindlicher, zwischen -2 °C bis 0 °C lag der Q4gp-Wert bei
1,28, dagegen lag der Qqg im Temperaturbereich zwischen 0 °C bis 20 °C bei
1,83.

Vergleich MDH und G6P-DH

Bei allen Untersuchungen der MDH zeigte sich, dak das Enzym bei Algen, die an
niedrige Temperaturen (0 °C) akklimatisiert waren, eine geringere Aktivierungs-
energie aufzeigte als das der Kulturen bei héherer Temperatur (10 °C). Damit
wurde die Effizienz des Enzymumsatzes bei niedrigen Temperaturen erhoht. Die
G6P-DH folgte diesem Muster nicht. Hier war die Aktivierungsenergie der A.
arcta, die an niedrige Temperaturen angepalit war, grofier als bei den Algen, die
an hoéhere Temperaturen akklimatisiert = wurden. Die Akkiimatisierungs-
temperaturen der Kulturen hatten bei der MDH keinen EinfluR auf das
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Temperaturoptimum des Enzyms. Bei der G6P-DH aus dem antarktischen Isolat
fihrten 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 umol NADH / min * mg Protein und damit deutlich
héher als die des antarktischen lIsolats. Dieses Isolat wies bei der 0 °C-Kultur
6,52 pymol NADH / min * mg Protein und bei der 10 °C-Kultur 9,82 pmol NADH /
min * mg Protein auf (Tab. |, siehe Anhang). Auch bei der niedrigen Temperatur
von -2 °C zeigte das arktische Isolat héhere Umsatzraten als das antarktische
Isolat. Die Umsatzraten der G6P-DH waren hauptsachlich von der
Akklimatisationstemperatur abhangig und weniger von dem untersuchten Isolat.
Die Umsatzrate beider an 10 °C akklimatisierten Isolate lag bei 30 °C bei
40 nmol NADP / min * mg Protein, das an 0 °C akklimatisierte arktische Isolat wies
eine Enzymumsatzrate von 72,30 nmol NADP / min * mg Protein auf, wohingegen
die antarktische A. arcta nur 21, 79 nmol NADP / min * mg Protein umsetzte. Die
G6P-DH-Aktivitdt bei -2 °C war bei der antarktischen A. arcfa hoéher
(~ 12,41 nmol NADP / min + mg Protein) als bei dem arktischen Isolat
(~ 4,88 nmol NADP / min * mg Protein), aber auch hier hatte die
Akklimatisationstemperatur einen EinfluR (Tab. li, siehe Anhang).
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3.1.3 Interaktion von Temperatur und Substratkonzentration

Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH und der G6P-DH wurde in Abhangigkeit
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 dargestelit und ergaben die klassischen Michaelis-Menten-Hyperbein.

a. MDH B w0t b. G6P-DH

MDH (pmol NADH min * mg Prote
°
1
g
G-6-P-DH (nmol NADP / min * mg Protein)

0

I ™1
0 100 200 300 400 500 0o 2
Oxalacetat (UM) Glucose-6-Phospat (mM)

YT 1T 1T T 717
4 6 8 10 12 14

Abb. 7: EinfluR der Temperatur und der Substrate (Oxalacetat und Glucose-6-Phosphat) auf
die Aktivitat der MDH (a) und G6P-DH (b) aus Extrakten von A. arcfa. Die Ansétze
wurden 20 min bei der angegebenen Temperatur vorinkubiert und mit unterschied-
lichen Substratkonzentrationen versetzt. Angegeben sind die Mittelwerte £ Standard-
abweichung (n=4).

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der MDH und der G6P-DH wurden von der
Temperatur beeinflullt, dabei blieb die Enzymaktivitat bei -2 °C und 5 °C deutlich
hinter der Geschwindigkeit von 30 °C zurlck (Abb. 7a + b). Die Maximal-
geschwindigkeit der MDH bei -2 °C erreichte nur 13,4 % und die des 5 °C-
Ansatzes 40,3 % der Aktivitat der 30 °C Messung (Tab. 8). Die Michaelis-Menten-
Konstante (Km), die einen Wert fur die Enzymaffinitat zum Substrat darstelit, sank
bei der MDH kontinuierlich mit Verminderung der Temperatur von 37,41 puM
Oxalacetat bei 30 °C auf 18,40 UM Oxalacetat bei -2 °C (Tab. 8). Die Sattigungs-
bereiche waren bei den drei Temperatur-Ansatzen unterschiedlich, wobei der
30 °C-Ansatz bei 250 uM Oxalacetat und die Anséatze bei -2 °C und 5 °C schon
bei 50 upM Oxalacetat gesattigt waren (Abb. 7a).
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Tab. 8: Berechnete Km- und Vmax-Werte nach Hanes fiir die MDH und G6P-DH aus Extrakten
von A. arcta in Abhangigkeit der Temperatur. Errechnet aus den Mittelwerten der
Substratkurven (n=4).

Temperatur Km Vmax
)

MDH M pmol NADH / min*mg Protein

30 37,41 17,70

5 25,33 7,14

-2 18,40 2,37
G6P-DH mM nmol NADH / min*mg Protein

30 1,27 79,25

5 1,23 21,76

2 4,54 16,25

i

Abbildung 7b gibt die Reaktionsgeschwindigkeit der G6P-DH wieder. Bei -2 °C lag
die Enzymaktivitat bei 16,25 nmol NADP / min * mg Protein, dies entsprach 20,5%
der Maximalgeschwindigkeit des 30 °C-Ansatzes. Bei 5 °C erreichte die Reak-
tionsgeschwindigkeit 21,76 nmol NADP / 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), wahrend der bei 5 °C etwas
niedriger bei 1,23 M lag. Bei -2 °C erhohte sich der Ky-Wert merklich auf
4,54 nM Glucose-6-phosphat und zeigte damit einen deutlichen Unterschied zu
den sinkenden Km-Werten der MDH.

Die Sattigungsbereiche der G6P-DH lagen bei allen drei Temperaturen bei
6,6 mM Glucse-6-phosphat.

3.1.4 EinfluB der Temperatur auf die K,;,-Werte der MDH

Die Anderung der Enzym-Substrat-Affinitat (E-S-Affinitat) der MDH, die durch den
Km-Wert charakterisiert wird, ist in Abhangigkeit von der Temperatur in
Abbildung 8 fur die arktische A. arcta dargestellt. Aufgetragen wurden die Kmy-
Wert fUr 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. arcta. Die Algen wurden an 0 °C und 10 °C akklimatisiert. Berechnet wurden die
Km-Werte nach Hanes ((S) / v gegen (S)). Angegeben sind die Mittelwerte (n=4, Stan-
dardabweichung < 10 %).

Die an 0 °C akklimatisierte MDH zeigte bei einer Temperatur von 0 °C bis -2 °C
die héchste Substrataffinitat, die durch die kleinsten Kyy-Werte ( -2 °C = 18,40 uM
und 0 °C = 18,54 uM Oxalacetat) dargestellt wurde. Mit steigender Temperatur
wurde das Substrat schlechter gebunden, dies wurde durch die steigenden Kmy-
Werte deutlich. Bei Temperaturen héher als 30 °C kam es zu einer drastischen
Erhéhung des Ky-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 hdchste Substratbindungsvermégen. Der Ky
far O °C lag bei 21,96 UM Oxalacetat, fur 10 °C bei 21,00 uM Oxalacetat. Bei
Temperaturen Uber 10 °C nahm die E-S-Affinitat rasch ab, die Km-Werte erhdhten
sich deutlich. Unterhalb von 0 °C wurde die Substrataffinitat nur leicht erhéht, der
Km lag bei 23,44 uM Oxalacetat.
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3.1.5 EinfluBl der Substratkonzentration auf die Qg-Werte

Die Temperaturkoeffizienten (Qqo-Werte) zeigten eine deutliche Abhéngigkeit von
der Substratkonzentration (Tab. 9 + 10). Mit abnehmender Oxalacetat-
konzentration nahmen auch die Qqg-Werte der MDH flr beide AkKlimatisations-
temperaturen (0 °C-Kultur und 10 °C-Kultur) ab (Tab. 9). Bei allen nicht ge-
séttigten Konzentrationen (unterhalb von 50 puM Oxalacetat) wurden stark
sinkende Qqg-Werte beobachtet. Ab 12,5 uM Oxalacetat konnte bei einer
Temperatur von 0 °C flr beide akklimatisierten Enzyme héhere Reaktions-
geschwindigkeiten erzielt werden alis bei 10 °C, dies wird durch die in der Tabelle
g dargesteliten Qqg-Werte < 1 deutlich.

Tab. 9:  Temperaturkoeffizienten (Qqq) fiir die MDH aus Extrakten von A. arcfa bei ver-
schiedenen Oxalacetatkonzentrationen. Die Substratsattigung liegt bei 125 uM
Oxalacetat. Die Algen wurde an 0 °C und 10 °C akklimatisiert.

Substratkonzentrationen Qqg
(M Oxalacetat) (Temperaturbereich 0 °C bis 10 °C)
0 °C-Kultur 10 °C-Kultur
500 2,01 1,95
250 1,82 1,84
125 1,82 1,68
50 1,62 1,50
25 1,22 1,12
12,5 0,75 0,80
6,25 i 0,71 0,63

Bei der G6P-DH konnte mit abnehmender Glucose-6-phosphatkonzentration eine
Zunahme der Qqg-Betrdge ermittelt werden (Tab. 10). Bei allen nicht geséattigten
Substratkonzentrationen, unterhalb von 3,3 mM Glucose-68-phosphat, kam es zu
einem deutlichen Anstieg der Q4g-Werte. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei -2 °C
wurde gegenuber 5 °C somit nicht ausgeglichen (Qqo > 1). Die Temperatur-
intervalle der MDH und G6P-DH fiir die Berechnung der Qqg-Werte unterscheiden
sich, da fur die G6P-DH nicht alle Substratsattigungskurven des gesamten
Temperaturbereiches von -2 °C bis 40 °C aufgenommen wurden. Fur die G6P-DH
wurden keine unterschiedlichen Akklimatisierungstemperaturen betrachtet.
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Tab. 10: Temperaturkoeffizienten (Q,o) fiir die G6P-DH aus Exirakten von A. arcta bei ver-
schiedenen Glucose-6-phosphatkonzentrationen. Die Substratséttigung liegt oberhalb
von 3,3 mM Glucose-6-phosphat.

Substratkonzentrationen Q4

(mM Glucose-6-phosphat) (Temperaturbereic% -2 °C his 5 °C)
13,2 2,06
6,6 2,45
3,3 3,06
1,5 3,98
1,0 5,24
0,5 7,70

3.2 Wirkung verschiedener Effektoren auf MDH und G6P-DH

Die Wirkung verschiedener Effektoren, wie DMSP-CI, Saccharose, Prolin und
NaCl wurden an den Enzymen MDH und G6P-DH aus Extrakten der grén-
landischen A. arcta untersucht. Dabei wurden Untersuchungen zur Salz- und
Temperaturbelastung durchgefthrt. Die Konzentration der Verbindungen
(Effektoren) ist in mOsmal / kg angegeben, fur eine Umrechnung in mol / m3 siehe
Tabelle 5 in Kapitel 2.13.

Fur die Versuchsreihen konnte das eingesetzte DMSP nur in Verbindung mit
Hydrochlorid synthetisiert werden. Testansatze mit DMSP enthielten daher aqui-
molare Mengen an CI". Nach Beendigung der Versuchsreihen wurden die einge-
setzten DMSP-Mengen mittels GC-Analyse Uberprift und konnten bis zu einem
Verlust von max. 20 % wiedergefunden werden.

3.21 EinfluB der Effektoren bei Unterkiihiung {-2 °C)

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der MDH sowie der G6P-DH wurden in
Abhangigkeit von der Substratkonzentration in Ab- und Anwesenheit ver-
schiedener Substanzen (DMSP-CI, Saccharose, Prolin und NaCl) 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 gegenUlber 30 °C eine deutlich verminderte Aktivitat, die jedoch
Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden stabil blieb.
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MDH

Die katalytische Aktivitdt der MDH wurde durch die eingesetzten Effektoren
unterschiedlich beeinflult. (Abb. 9). Prolin rief bei allen Substratkonzentrationen
eine Aktivierung der Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle hervor.
Saccharose aktivierte die Enzymumsatzraten nur bis zu einer Konzentration von
25 pM Oxalacetat, wahrend sich bei Substratsattigung eine Inhibierung ergab.
Das eingesetzte DMSP-CI wirkte in weiten Bereichen leicht inhibierend auf die
Enzymaktivitdt. Nur im 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 dal der
inhibierende Effekt wahrscheinlich auf den EinfluR des Chlorids zurlckzufihren

ist. Diese These wird noch gestltzt durch den ebenfalls stark inhibierenden
Einflu® des NaCl als Zusatz.

4.0

-9 - Kontrolle
~ —A— NaCl

~&— DMSPTC
8- Prolin
3.0 - -3~ saccnarose

] .

MDH (umol NADH / min*mg Protein)

0.0 T T T

0 50 100 180 200 250
Oxalacetat (uM)

Abb. 9: Einflud der Substratkonzentration in Gegenwart verschiedener Effektoren
(400 mOsmol / kg) auf die Aktivitit der MDH aus Extrakten von A. arcta, Me@3-
temperatur -2 °C. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n=4). Die
gestrichelte Linie gibt die Kontrolle chne Effektor an.

Die Darstellung nach Hanes (S/v gegen S) lieR fur den Effektor NaCl einen "nicht-
kompetitiven Hemmtyp" erkennen (Abb. 10b), bei dem sowohl die Konstante Ky,
als auch Vmax beeinflullt wurde. Dabei erhdhte sich der Ky 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)
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einen gemeinsamen Schnittpunkt mit der Kontrolie auf der Abszisse, d.h. der Km-
Wert wurde nur unwesentlich beeinflult (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 Ky-Wert, also eine erhéhte Enzymaffinitat zum Substrat und eine leicht
gestiegene Maximalgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle (Tab. 11). Prolin
erreichte mit der Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit etwa 16,4% der
Maximalgeschwindigkeit bei 30 °C (Tab. 8), dies entsprach einer Erhéhung von
3,0% (0,53 pmol NADH / 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 Kpy-Wert mit Saccharose um einen Quotienten von 2,2 und bei Prolin
von 2,3 bei -2 °C erniedrigt.

a b
= 757 150+
£ ¢ Kontrolle ¢ Kontrolle
& {O pmspec //° 1 & Naci e
g -
< 100 s
E //
I v
5 ,
S R
5 >
50
£ &
Z /]
@ s
’
’
T T T T T
0 50 100 0 50 100
c d
~ 757 75
£ 4 Kontrolle 4 Kontrolie
& 10 Prolin 4 [0 Saccharose
g 2
= '
£
:
5
£
3
>
(2]
T T T T
0 50 100 0 50 100
S (WM) S (M)

Abb. 10: Hanes - Plot der MDH aus Extrakten von A. arcta in Anwesenheit verschiedener
Substanzen (400 mOsmol / kg): a) DMSP-CI, b) NaCl, ¢) Prolin, d) Saccharose.
Temperatur - 2 °C. Dargestelit sind die Mittelwerte aus 4 Parallelen. Enzymaktivitaten
rechts von der Kontrolle bedeutet Aktivierung, links davon Inhibitition.
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Tab. 11: Berechnete Km- und Vmax-Werte verschiedener Effektoren nach Hanes fiir die MDH
aus Extrakten von A. arcta. Errechnet aus den Mittelwerten der Substratkurven (n=4).
Der Korrelationskoeffizient () fur die einzelen Substanzen war > 0,99.

Zusatz Km Vmax

(UMY (Mmol NADH / min*mg Protein)
Kontrolle 18,40 2,37
DMSP-CI 18,97 2,10
Saccharose 17,38 2,51
Prolin 15,96 2,92
NaCl 41,69 1,27

G6P-DH

Die G6P-DH konnte bei -2 °C von allen eingesetzten Effektoren und bei allen
Substratkonzentrationen aktiviert werden (Abb. 11). Dabei war die Aktivierung der
G6P-DH durch Prolin am starksten. Saccharose wirkte im unteren Konzentrations-
bereich (bis 1,65 nM Glucose-6-phosphat) genauso stimulierend auf die Enzym-
aktivitdt wie Prolin, im Bereich der Substratsattigung war die Reaktions-
geschwindigkeit jedoch etwas langsamer. Das DMSP-CI als Zusatz aktivierte das
Enzym im unteren Substratbereich etwas schiechter als Prolin und Saccharose,
im Sattigungsbereich erreichte es aber die Reaktionsgeschwindigkeit von
Saccharose. Die G6P-DH erwies sich im Gegensatz zur MDH als salz-
unempfindliches Enzym. Der Effektor NaCl zeigte bis zu einer Substratkon-
zentration von 1 nM Glucose-6-phosphat keine Aktivierung, dann aber stieg die
Aktivitat deutlich Uber die der Kontrolle, blieb aber unterhalb derer von DMSP-CI,
Saccharose und Prolin zurlck.
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Abb. 11: EinfluB der Substratkonzentration in Gegenwart verschiedener Effektoren
(400 mOsmoi / kg) auf die Aktivitit der G6P-DH aus Extrakten von A. arcta. MeR-
temperatur -2 °C. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n=4). Die
gestricheite Linie gibt die Kontrolle ohne Effektor an.

Der Hanes-Plot fur die G6P-DH zeigte ebenfalls eine Aktivierung der einzeinen
Effektoren und untermauert prinzipiell die Ergebnisse des v / S-Diagramms
(Abb. 11), zeigte jedoch die Unterschiede in den Verhaltnissen der einzelnen
Aktivatoren zueinander noch erheblich deutlicher (Abb. 12a bis d).

Die Konstante Ky wurde beim NaCl im Vergleich zur Kontrolle leicht erhoht, und
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit stieg um das 1,2-fache an (Tab. 12). Bei
den eingesetzten organischen Verbindungen wurden sowohl die Konstante Kpy
als auch die Maximalgeschwindigkeit positiv beeinflult (Tab. 12). Der Km-Wert
nahm bei DMSP-CI, Saccharose und Prolin ab, blieb aber héher als der Ky, bei
hohen Temperaturen (30 °C, Kap. 3.1.3; Tab. 8). D.h. die Enzymaffinitdt zum
Substrat wurde durch die Effektoren zwar erhéht, blieb aber unterhalb der
maximalen Affinitdt bei 30 °C. Der negative Effekt der Temperatur auf die
Konstante Km wurde durch die eingesetzten organischen Substanzen nicht
vollstandig kompensiert (Kap. 3.1.3). Der Vpax-Wert wurde beim DMSP-Ci und
Saccharose um das 1,4-fache im Vergleich zur Kontrolle erhéht, dies entsprach
etwa 27,7% der Maximalgeschwindigkeit bei 30 °C und einem Zuwachs von 7,2%
im Vergleich zur Kontrolle (5,7 nmol NADP / min * mg Protein). Das Prolin erhdhte
die Reaktionsgeschwindigkeit um das 1,6-fache und erreichte damit 32,3% der
Maximalgeschwindigkeit bei 30 °C, dies entsprach einer Erhéhung von 11,8%
(9,4 nmol NADP / 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) NaCl, ¢) Prolin, d) Saccharose.
Temperatur - 2 °C. Dargestelit sind die Mittelwerte aus 4 Parallelen. Enzymaktivitaten
rechts von der Kontrolle bedeutet Aktivierung, links davon inhibitition.

Tab. 12: Berechnete K- und Vinax-Werte verschiedener Effektoren nach Hanes fiir die G6P-DH
aus Extrakten von A. arcta. Errechnet aus den Mittelwerten der Substratkurven (n=4).
Der Korrelationskoeffizient (r) fiir die einzelnen Substanzen war > 0,98.

Zusatz Km Vmax
(mM) (nmol NADP / min*mg Protein)

Kontrolie 454 16,25

DMSP-CI 3,21 21,89

Saccharose 1,99 21,94

Prolin 2,45 25,63

NaCl 5,30 20,23
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Vergleich MDH und G6P-DH

Insgesamt reagierte die MDH bei UnterklUhiung und bei Zusatz der Aktivatoren
Prolin und Saccharose jeweils mit einer Verminderung des Km-Wertes und somit
einer besseren Ausnutzung der Substratbindung unter Substratiimitierung. Ohne
den negativen Effekt des Chlorids wurde das DMSP wahrscheinlich diesem
Muster folgen. Die G6P-DH konnte den Einflud der Temperatur, auch in An-
wesenheit der Aktivatoren, nicht vollstandig kompensieren. Die Ky-Werte waren
zwar im Vergleich zur Kontrolle geringer, blieben aber oberhalb des Ky-Wertes
von 30 °C (vgl. Kap. 3.1.3). Daftr wirkten bei diesem Enzym die Aktivatoren
starker auf die Erhéhung 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 Einflufl unterschiedlicher Konzentrationen von DMSP-CI, NaCl, Prolin und
Saccharose auf die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH sowie G6P-DH wurde bei
30 °C und -2 °C gemessen. Die Enzymaktivitdten wurden mit Konzentrationen der
verschiedenen Substanzen im Bereich von 50 bis 1000 mOsmol / kg (vgl. Tab. 5)
20 min bei der jeweiligen Temperatur inkubiert und anschlielfend bei
Substratsattigung bestimmt. Die Enzymumsatzraten sind in Abbildung 13 und 14
fur die MDH und fur die G6P-DH (bezogen auf umol NADH bzw. nmol NADP /
min =+ mg Protein) dargestelit. Die spezifische Aktivitat der Enzyme war aufgrund
der nur partiell gereinigten Extrakte leicht unterschiedlich (vgl. Kap. 2.3.2), so daR
die Grundaktivitat in den Anséatzen zum Teil differiert. Die Testansatze mit DMSP-
Cl wurden mit beiden Isolaten von A. arcta durchgefuhrt, alle weiteren nur mit dem
arktischen Isolat.

MDH

In Abbildung 13a + b sind die Ergebnisse fur DMSP-CI am arktischen und ant-
arktischen isolat von A. arcta dargestellt. Fur beide Isolate wurde bei 30 °C die
Reaktionsgeschwindigkeit der MDH kontinuierlich durch steigende DMSP-CI-
Konzentrationen gehemmt. Dabei wirkte sich der hemmende Einflu bei dem
arktischen Isolat starker aus als bei dem antarktischen. Bei 1000 mOsmol / kg
DMSP-CI erreichte die arktische A. arcta nur noch 31,9% der Anfangsge-
schwindigkeit, das antarktische Isolat aber noch 54,0%. Bei der Unter-
kGhlungstemperatur von -2 °C wurde bei beiden Isolaten auch mit steigender
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Konzentration keine Hemmung der Enzymaktivitdt 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 Enzymaktivitat bei
-2 °C betrug fur beide Isolate etwa 10% der maximalen Aktivitat bei 30 °C. Die
Erhdhung der Aktivitat durch DMSP-CI erreichte, bezogen auf die Kontrollaktivitat
bei 30 °C, bei beiden Extrakten etwa 2%. Bei 1000 mOsmol / kg DMSP-C| sank
die Aktivitdt der arktischen und der antarktischen MDH wieder auf die
Anfangsaktivitat.

Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH wurde durch den Effektor NaCl bei
beiden Temperaturen mit steigender Konzentration kontinuierlich gehemmt (Abb.
13c). Bei 1000 mOsmol / kg NaCl erreichte der 30 °C Ansatz nur noch 19,2% der
Anfangsgeschwindigkeit, dies entsprach etwa der Geschwindigkeit von -2 °C
ohne Zusatz. Die Enzymaktivitét des -2 °C-Ansatzes war ab einer Konzentration
von 800 mOCsmol / kg NaCl fast véllig gehemmt.

Prolin als Effektor-Substanz zeigte flr beide Temperaturen Uber den gesamten
Konzentrationsbereich hinweg keine destabilisierende Wirkung auf die Aktivitat
der MDH (Abb. 13d). Die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten beider
Temperaturen lagen in der Bandbreite ihrer jeweiligen Standardabweichung (SD
der Kontrollen < 8%).

Durch steigende Saccharose-Konzentrationen wurde die Enzymaktivitat der MDH
bei Substratséattigung bei beiden Temperaturen vermindert (Abb. 13e). Die
Hemmung der Aktivitat war jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei dem Test-
ansatz mit NaCi. Bis zu 200 mOsmol/kg Saccharose wurde die Aktivitat im
Vergleich zu den Kontrollen nur leicht vermindert, dann aber fiel die
Enzymaktivitat kontinuierlich ab. Bei 800 mOsmol / kg Saccharose erreichte der
30 °C Ansatz 74,2% der Anfangsaktivitat, der -2 °C Ansatz hingegen nur noch
54,0%. Der Wert far 1000 mOsmol / kg Saccharose fehlt, da bei der Uberpriifung
der Osmolaritat der 1000er-Wert dem von 800 mOsmol / kg entsprach.
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G6P-DH

Der EinfluR der Effektorkonzentrationen auf die Aktivitat der G6P-DH bei 30 °C
und -2 °C ist in den Abbildungen 14a bis e dargestelit.

Die Aktivitat der G6P-DH wurde durch steigende DMSP-CI - Konzentrationen bei
beiden Temperaturen leicht erhéht (Abb. 14a.+ b.). Dabei wurden die 30 °C-
Ansatze der arktischen A. arcta starker stimuliert als die der antarktischen. Bis
400 mOsmol / kg DMSP-CI stieg das arktische Isolat auf 134,4% der Anfangs-
aktivitat und blieb bis 1000 mOsmol / kg anndhernd auf diesem Niveau. Die
Aktivierung der Reaktionsgeschwindigkeit lag ab 200 mOsmol / 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 Anfangsaktivitdt 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 Enzymanséatze bei -2 °C wurden bei beiden Isolaten im
Vergleich zu ihrer Kontrolle (SD < 5%) durch Zugabe von DMSP-CI aktiviert,
blieben aber deutlich unter der Kontrollaktivitat bei 30 °C. Die Aktivitat des
arktischen Isolats bei -2 °C stieg schon bei 50 mOsmol / kg DMSP-C} 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. arcta wurde eine Aktivierung im Bereich zwischen 200 und 600 mOsmol / kg
DMSP-C! gemessen. Hier erreichte die Reaktionsgeschwindigkeit 134,7% der
Anfangsgeschwindigkeit, dies entsprach einer Aktivierung von 11,7%, bezogen
auf die 30 °C-Kontrolle. Die Enzymaktivitdt beider Isolate verminderte sich
aberhalb von 800 mOsmol / kg, blieb jedoch auch bei 1000 mOsmol / kg noch auf
dem Niveau der Kontrollaktivitat.

NaCl zeigte bis 600 mOsmol/ kg bei 30 °C keinen hemmenden Effekt auf die
Reaktionsgeschwindigkeit der G6P-DH  (Abb. 14c.). Oberhalb von
800 mOsmol / kg NaCl fiel die Aktivitat deutlich unter die Kontrollaktivitat. Bei
1000 mOsmol / kg NaCl wurden noch 56,7% der Anfangsaktivitdt gemessen. Die
Enzymaktivitat bei -2 °C lag Uber 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 / kg Prolin
blieb die Aktivitat unverandert zur Kentrolle. Mit steigender Konzentration ver-
minderte sich die Reaktionsgeschwindigkeit und betrug bei 1000 mOsmol / kg
noch 79,0% der anfanglichen Aktivitdt. Die Messungen bei -2 °C ergaben mit
steigender Prolin-Konzentration keine Hemmung der Enzymaktivitat. Ab
400 mOsmol / kg Prolin kam es zu einer Erhéhung der Aktivitét, 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 Erhéhung von 7,7% aus. Bei 800 und 1000
mOsmol / kg fiel die Reaktionsgeschwindigkeit wieder auf die Kontrollaktivitat
zurdck.

Mit zunehmender Saccharose-Konzentration wurde die Reaktionsgeschwindigkeit
der G6P-DH bei beiden Temperaturen erhéht (Abb. 14e.). Bei 30 °C kam es bis
800 mOsmol / kg Saccharose zu einer kontinuierlichen Stimulierung der Aktivitat
auf 139,4% der Anfangsgeschwindigkeit. Die Enzymansatze bei -2 °C wurden ab
200 mOsmol / kg Saccharose auf 155,7% der Anfangsgeschwindigkeit aktiviert,
und erst oberhalb 800 mOsmol/ kg fiel die Aktivitat leicht ab (144,8%). Die
Enzymaktivitat (-2 °C), bezogen auf 30 °C, betrug ohne Saccharose 17,5%, mit
600 mOsmol / kg Saccharose wurde eine Erhéhung von 10,4% erreicht.

Vergleich MDH und G6P-DH

Insgesamt wurde die MDH aus Extrakten von A. arcta mit zunehmender DMSP-CI-
Konzentration bei 30 °C in ihrer Aktivitat gehemmt. Demgegeniber wurde die
Enzymumsatzrate mit steigendem DMSP-Gehalt bei -2 °C nicht inhibiert, sondern
in héheren Konzentrationen geringfligig aktiviert. Die G6P-DH zeigte dagegen bei
beiden Temperaturen eine Aktivierung der Enzymaktivitdt. Die Hoéhe der
Aktivierung war jedoch konzentrations-, temperatur- sowie isolatabhangig. NaCl
zeigte auf Grund der Salzempfindlichkeit der MDH bei beiden Temperaturen mit
steigender Konzentration eine Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit. Bei
der G6P-DH wurde die Enzymaktivitdt dagegen nur bei hohen NaCl-Konzen-
trationen (800 und 1000 mOsmol / kg) bei 30 °C vermindert, bei -2 °C blieb die
Anfangsaktivitat iber den gesamten Konzentrationsbereich erhalten. Prolin wirkte
Uber den gesamten Konzentrationsbereich bei beiden Temperaturen nicht de-
stabilisierend auf die MDH-Aktivitat. Die GB6P-DH-Aktivitat 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 mOsmo! / kg auf die Anfangsaktivitat zurtick. Die Aktivitdt der MDH
nahm bei beiden Temperaturen mit steigender Saccharose-Konzentration
kontinuierlich ab. Auch bei der Aufnahme der Substratsattigungskurven (-2 °C)
hatte Saccharose unter Substratsattigung einen hemmenden Einfiul auf die
MDH-Aktivitat (Kap. 3.13). Bei der G6P-DH wurde die Reaktionsgeschwindigkeit
durch Saccharose bei beiden Temperaturen deutlich erhoht.
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Abb. 14a. bis e:

Die Wirkung steigender Konzentrationen
von DMSP, Prolin, Saccharose und NaCli
auf die Aktivitdit der G6P-DH aus
Extrakten von A. arcta (Arktis). Die Test-
ansdtze mit DMSP wurden zum Ver-
gleich noch jeweils an der G6P-DH aus
dem antarktischen Isolat durchgefiihnt.
Die Aktivitat wurde bei 30 °C und -2 °C
getestet. Die durchgezogene Linie (—)
bei 30 °C und -2 °C gibt die jeweilige
Kontrolle ohne Zusatzstoff an. Standard-
abweichung der Kontrollen < 5%.
Dargestellt sind Mittellwerte + Standard-
abweichung (n=4).
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3.3 Gefrierschutzversuche an der kéltelabilen LDH

Die Erfassung der Schutzwirkung anorganischer Salze und kompatibler
Substanzen nach Gefrieren und Wiederauftauen erfolgte an einem Testenzym,
der Lactat-Dehydrogenase (LDH), die bekanntermafRen als Modell fur labile,
native Konformationen Verwendung findet. Die Enzymumsatzraten zu den
Gefrierschutz-versuchen sind jeweils prozentual in Relation zur Anfangsaktivitat
bei 20 °C dargestellt. Die Daten, bezogen auf NADH-Umsatz pro mg Protein, sind
als Tabellen im Anhang zusammengestellt (Tab. Il + V). Die eingesetzten
Konzentrationen der verschiedenen Substanzen sind in mOsmol / kg angegeben,
far die Umrechnung in mmol / m3 siehe Kapitel. 2.14, Tabelle 5.

3.31 Selbststabilisierung

Der Effekt der Selbststabilisierung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) nach
einmaligem Gefrieren und anschlieBendem Auftauen mit steigender Protein-
konzentration ist in Abbildung 15 dargestellt. Angegeben ist die Restaktivitat der
LDH nach Gefrieren in fllssigem Stickstoff und Wiederauftauen im Wasserbad
(20 °C) bezogen auf die Anfangsaktivitat (100%). Die Graphik zeigt, dal3 die
Resistenz gegen schnelles Einfrieren und langsames Auftauen mit steigender
Enzymkonzentration (= Proteinkonzentration) bei der LDH zunahm. Bei den
Ubrigen Experimenten zum Gefrierschutz wurde aufgrund dieser Ergebnisse eine
Proteinkonzentration (ca. 3 ug Protein / mL Testansatz) mit einer geringen
Kapazitat an Selbststabilitat eingesetzt, um so die Schutzwirkung der Substanzen
hervorzuheben.

Qoi /

Q 4 8 12 16
LDH (ug / mL)

LDH - Aktivitat (%)

Abb. 15:  EinfluR der Proteinkonzentration auf die Stabilitit der LDH nach Gefrieren und
Auftauen. Die Grundaktivitdt vor dem Gefrieren ergibt 100% Aktivitadt. Angegeben sind
Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4).
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3.3.2 Gefrierdauer

In Abbildung 16 ist der Einflul der Gefrierdauer in flissigem Stickstoff sowie der
Lagerung bei 0 °C auf die LDH-Aktivitat dargestellt. Die LDH in 10 mM HEPES-
Puffer verlor nach einmaligem Einfrieren und Wiederauftauen im Wasserbad beij
20 °C ca. 90% ihrer Anfangsaktivitat. Die Dauer der Lagerung in flissigem
Stickstoff hatte dagegen keinen EinfluR auf die Reststabilitait der LDH. Die
Mellpunkte aus der Zeitreihe sind nach dem t-Test (Student-Verteilung,
zweiseitig) nicht signifikant unterschiedlich (o > 0,2). Die Stabilitat bei 0 °C wurde
allerdings von der Lagerungszeit beeinflult. Der Aktivitatsverlust zwischen
Zeitpunkt 0 min und 240 min ist signifikant (o« < 0,01). Fur alle weiteren
Experimente wurden daher die angesetzten Proben (Enzym und Zusatzstoffe)
sofort eingefroren und einzeln aufgetaut, um den Verlust an Grundaktivitat so
gering wie moglich zu halten.
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100 ~ —6— 0°C
S 80
= \}
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Abb. 16: EinfluB der Gefrierdauer bzw. Lagerung bei 0 °C auf die Stabilitdt der LDH. Die
Anfangsaktivitdt bei 20 °C entspricht 100%. Angegeben sind Mittelwerte =
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 Aktivitat gesteigert
(BERGMEYER 1983). In Vorversuchen konnte zudem gezeigt werden, dal die LDH
durch hohe NaCl-Gaben nicht in ihrer Aktivitat beeinflult wurde. Daraus ergab
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sich die Frage, ob anorganische Salze einen wirksamen Schutz fur die LDH
gegen das Einfrieren in flussigem Stickstoff bieten. Mit Erhéhung der Konzen-
tration der eingesetzten Salze (NaCl; KCI; NH4Cl; KBr) stabilisierte sich die
Enzymaktivitat kontinuierlich (Abb. 17).

—~+- NaCl
200 - & Kel
-4 &= NH4CI
180 - & KBr
160 —
= J
= 140
= ]
=
=
<
x
[an]
. |

0 400 800 1200 1600 2000

mOsmol / kg

Abb. 17: Restaktivitat (%) der LDH als Funktion der Salzkonzentrationen nach einmaligem
Gefrieren und Wiederauftauen. Die durchgezogene Linie (—) gibt die Grundaktivitat
{(100%) chne Gefrieren an (SD 5%). Die Enzymaktivitat ochne Zusatzstoffe nach dem
Gefrieren wird jeweils durch den ersten Punkt der Graphik représentiert. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4).

Alle Salze zeigten schon bei 100 mOsmol / kg eine leichte Zunahme der Aktivitat,
die bei 200 mOsmol / kg zwar wieder auf das Anfangsniveau abfiel, aber mit
weiterer Erhéhung der Konzentration zunahm. Es zeigte sich, dal der Grad der
Stabilisierung abhangig von dem eingesetzten Salz und dessen Konzentration
war. Die LDH erreichte mit KCI bei einer Konzentration von 1600 mOsmol / kg
etwa 75% der Anfangsaktivitdt. Bei einer Konzentration von 1800 mOsmol/ kg
erreichte KBr 36% und NH4C! 80% der urspringlichen Aktivitat. Eine
Stabilisierung der Enzymaktivitat auf 100% wurde mit NaCl bei 1800 mOsmol / kg
erreicht.
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Abb. 18: Restaktivitdt (%) der LDH als Funktion der Osmolytkonzentrationen nach einmaligem
Gefrieren und Wiederauftauen. Die durchgezogene Linie (—) gibt die Grundaktivitat
(100%) chne Gefrieren an (SD 5%). Die Enzymaktivitdt ohne Zusatzstoffe nach dem
Gefrieren wird jeweils durch den ersten Punkt der Graphik représentiert. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=4).

Die kompatiblen Substanzen (Prolin, Saccharose, DMSP-CI und DMSP-Br)
wirkten in einem wesentlich engeren Konzentrationsbereich stabilisierend auf die
Aktivitat der LDH als die anorganischen Salze (Abb. 17 + 18). Das Ausmaf der
Schutzwirkung war in erheblichem Male von den eingesetzten kompatiblen
Substanzen abhéngig. 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 ungeféhr
60% der Anfangsaktivitat der LDH gemessen. Bei weiterer Erhéhung (600 bis
1400 mOsmol / kg) fiel der stabilisierende Effekt auf 35% zurlck. Prolin stabi-
lisierte die Enzymaktivitat Gber den gesamten Konzentrationsbereich von 50 bis
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1200 mOsmol / kg um 45%, mit Ausnahme bei 100 mOsmol/kg (60%). Das
DMSP wurde als Bromid- und Chloridsalz getestet, um den schon beschriebenen
Chlorideffekt auf die LDH auszuschlieRen. DMSP-CI zeigte bis 200 mOsmol / kg
keinen Effekt auf die Restaktivitat der LDH. Mit weiterer Konzentrationserhéhung
trat aber eine bemerkenswerte Stabilisierung ein. Durch Zusatz von
600 mOsmol / kg DMSP-C! wurden 100% der Anfangsaktivitdt des Enzyms
erreicht. Bei einer weiteren Erhdhung der DMSP-Cl-Konzentration kam es zu
einer Stimulierung der Enzymaktivitat. Bei 2000 mOsmo! / kg (885 mol / m3)
Zusatz wurden sogar 160% der Anfangsaktivitdt gemessen. Das DMSP-Br
erreichte bei 600 mOsmol / kg erst 64% der Anfangsaktivitat, aber auch hier kam
es bei einer weiteren Erhodhung der Konzentration zu einer Stimulierung der
Grundaktivitat. Bei 2200 mOsmol / kg (940 mol / m3) DMSP-Br wurden rund 198%
der Anfangsaktivitdit gemessen. Die beiden eingesetzten DMSP-Salze zeigten
anndhernd die gleichen Effekte, so daR die alleinige Wirkung des Chlorids
ausgeschiossen werden kann. Dennoch kann ein mdéglicher Einflul von
Halogeniden nicht ausgeschlossen werden.

3.4 Wirkung von Temperatur und DMSP auf die LDH

In Abbildung 19 ist der EinfluR verschiedener Temperaturen auf die Aktivitat der
LDH sowie die Wirkung des DMSP-CI auf die Enzymstabilitat wiedergegeben. Die
thermische Denaturierung der LDH nach 60 min inkubation im Wasserbad war bei
30 °C gegentber 5 °C und O °C starker ausgepragt. Unter Zusatz von 400 und
1000 mOsmo! / kg (~ 0,2 M und ~ 0,4 M, vgl. Tab. 5) DMSP-CI stabilisierte sich
die Aktivitat der LDH kontinuierlich. Die Unterschiede in der Enzymstabilitat, die
durch die verschiedenen Temperaturen hervorgerufen wurden, konnten aber auch
mit den beiden eingesetzten Konzentrationen an DMSP-CI nicht vollstandig
ausgeglichen werden. Der 30 °C-Ansatz blieb in seiner Aktivitat deutlich hinter
den Ansatzen von 5 °C und 0 °C zurtick. Mit 1000 mOsmol / kg DMSP-CI konnten
bei den 5 °C-und 0 °C-Ansatzen in etwa 110% der Anfangsaktivitdt erreicht
werden, wohingegen der 30 °C-Ansatz nur 90% an Aktivitat erreichte.
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Abb. 19:

120

100 -+

1

60 —

40 —

LDH-Aktivitt (%)

20 —

0 400 1000
DMSP-CI (mOsmolfkg)

Restaktivitdt der LDH nach 60 min. Inkubation bei 0 °C, 5 °C und 30 °C sowie nach
Zugabe von 400 und 1000 mOsm! / kg DMSP-CI. Die durchgezogene Linie (—) gibt
die Grundaktivitdt (100%) zu Beginn des Versuches an (SD 7%). Angegeben sind
Mittelwerte + Standardabweichung (n=4).
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. PHYSIOLOGIE

3.5 Prolin-, Saccharose- und DMSP-Gehalt in Abhangigkeit der
Temperatur

Die zellularen Gehalte der organischen Osmolyte Prolin, Saccharose und DMSP
wurden in Abhangigkeit von der Temperatur an den Stammkulturen von A. arcta
der Arktis und Antarktis (Abb. 20a + b) bestimmt. Diese drei Substanzen wurden
von KARSTEN (1991) als die wichtigsten organischen Osmolyte bei Salzstref far
A. arcta nachgewiesen.

Die Prolinkonzentration stieg in beiden Isolaten mit sinkender Temperatur deutlich
an. Beide Isolate zeigten den proportional starksten Anstieg bei einer Temperatur-
reduzierung von 0 °C auf -2 °C. Bei der arktischen A. arcta stieg der Prolin-Gehait
um das 1,6-fache, beim antarktischen Isolat um das 2,2-fache gegenuber den
0 °C-Kuituren. Die Gehalte an Prolin waren bei beiden Isolaten ann&hernd gleizh.
Saccharose trat bei beiden Isolaten in viel geringeren Konzentrationen auf als
Prolin, eine deutliche Temperaturabhangigkeit wurde nicht beobachtet.

Die DMSP-Gehalte wurden durch die Temperatur bei den beiden lIsolaten
unterschiedlich beeinflut. Das arktische Isolat zeigte eine deutliche Erhéhung
der DMSP-Konzentration mit sinkenden Temperaturen. Der DMSP-Gehalt stieg
bei einer Temperaturerniedrigung von 0 °C auf -2 °C um das 1,4-fache. Bei dem
antarktischen lIsolat stiegen die DMSP-Gehalte nicht mit sinkenden Tempe-
raturen, hier wurde die héchste Konzentration bei 10 °C erreicht. Auch blieben die
Gehalte an DMSP beider Isolate deutlich hinter denen von Prolin zurdck.

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
kénnten somit auch durch die leicht erhéhte Salinitét beeinflult worden sein.
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Abb. 20: Zelluldre Konzentrationen der organischen Verbindungen Prolin, Saccharose und
DMSP in A. arcta der Arktis (a) und Antarktis (b) als Funktion der Temperatur.
Dargestelit sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=4).
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3.6 Proteingehalt in Abhéngigkeit der Temperatur

In Abbildung 21 sind die Proteingehalte der beiden Acrosiphonia-lsolate nach
Akklimatisation an verschiedene Temperaturen dargestelit. Bei beiden Isolaten
stieg der Protein-Gehalt mit sinkender Temperatur. Der Korrelationskoeffizient,
der den Zusammenhang zwischen Temperatur und Konzentration angibt, lag flr
beide bei 0,99. Die Protein-Konzentrationen waren bei der arktischen A. arcta,
aufler bei 0 °C, etwas geringer als bei der antarktischen.
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Abb.21.  Proteingehalt von A. arcta der Antarktis und Arktis in Abhéngigkeit von der Temperatur.
Die Algen wurden vor den Untersuchungen mindestens 8 Wochen an die jeweilige
Temperatur akklimatisiert. Dargestelit sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=4).

3.7 Wachstum bei Unterkiihiung (-2 °C)

Um die Vitalitat von A. arcta bei UnterkUhlung (-2 °C) abzuschatzen, wurden die
Wachstumsraten beider Isolate bestimmt (Tab. 13). A. arcta zeigte fur beide
Isolate auch bei -2 °C noch eine geringe Zuwachsrate pro Tag. Die antarktische
A. arcta zeigte dabei eine geringere Wachstumsrate (9,48 %*Tag!) als die
arktische (14,18 %+*Tag-1). Die Wachstumsraten fur O °C und 10 °C wurden fur
das arktische Isolat von WIENCKE und TOM DIECK (1990) und fir das
antarktische von BISCHOFF und WIENCKE (1993) erhoben.
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Tab. 13: Wachstumsraten von A. arcta der Arktis und Antarktis in Abhangigkeit von der Tempe-
ratur. Die Algen wurden vor den Messungen an die jeweilige Temperatur akklimatisiert.
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 6). Die Werte mit * wurden
von WIENCKE und TOM DIECK (1990) und die Werte mit * von BISCHOFF und
WIENCKE (1993) erhoben.

Temperatur spezifische Wachstumsrate
(°C) (% *Tag-1)
Arktis Antarktis
-2 14,18 £ 2,75 9,48 £ 3,45
0 31,51 £3,21" 14,53 +2,93%
10 32,99+3,10" 18,38 +7,20%
3.8 Temperatur und DMSP-Gehalt kalt-temperierter Isolate von A. arcta

Die intrazellularen DMSP-Gehalte in Abhangigkeit von der Temperatur sind fur
verschiedene kalt-temperierte isolate von A. arcta in Abbildung 22 dargestelit. Die
Algen wurden in einem Temperaturbereich von 0 °C bis 15 °C untersucht und
jeweils 5 Wochen an die entsprechende Temperatur akklimatisiert.

—B— Roscoff, Frankreich
1—¢ Grotta Island, Istand
—B— Halifax, Nova Scotia
—©— Friday Harbor, Washington

3 3
f !

DMSP (nmol/ kg Frischgewicht)
T
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Abb. 22: Intrazellulare DMSP-Gehalte verschiedener Isolate von A. arcta in Abhdngigkeit von
der Temperatur. Die Algen wurden jeweils 5 Wochen an die entsprechenden Tempe-
raturen akklimatisiert. Angegeben sind die Mittelwerte £ Standardabweichung (n = 6).
Die Legende gibt die einzelnen Fundorte der Isolate wieder.
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Alle Isolate zeigten bei 0 °C annadhernd die gleichen DMSP-Gehaite, mit
zunehmender Temperatur wurde kein einheitlicher Trend unter den lIsolaten
festgestellt. Der DMSP-Gehailt fur 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 annahernd gleich und fiel bei 10 °C deutlich ab, um bei
15 °C wieder leicht anzusteigen. Das Isolat aus Halifax, Kanada, zeigte Uber den
gesamten Temperaturbereich nahezu die gleichen DMSP-Gehalte. Zu einem
linearen DMSP-Anstieg kam es bei dem lIsolat aus Friday Harbor, Washington
U.S.A., zwischen 0 °C.und 10 °C, bei 15 °C fiel der Gehalt wieder auf das Niveau
von O °C zurick.
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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 Warmeintensitat. Dieser fur Wachstum und Produktivitdt eines Organismus
spezifische Temperaturbereich ist Ausdruck der in den lebenden Zellen integriert
wirkenden Enzymsysteme und der von Thermostabilitdt bzw. -Labilitdt ab-
hangigen Funktionsfahigkeit der Zellstrukturen und -Ultrastrukturen (ZUBER 1969,
INNiSS und INGRAHAM 1978, HOCHACHKA und SOMERO 1980). Im nachfolgenden
Kapitel sollen die wichtigsten Enzym-Parameter (Temperaturoptimum, Ea, Ky und
Q1g) von MDH und G6P-DH aus Extrakten von A. arcta, die eine Aussage Uber
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 i1 der
Literatur drei Strategien fUr diese Regulation diskutiert :

1. eine Konzentrationsanderung bereits existierender Enzyme ("quantitative
Strategie")

2. ein Wechsel der Enzymarten eines Enzyms ("qualitative Strategie")

3. eine Modulation der Aktivitaten bereits existierender Enzyme
("Modulationsstrategie").

Die oben genannten Enzym-Parameter fur MDH und G6P-DH sollten klaren,
welche der drei Strategien es A. arcta erméglicht, die tiefen Temperaturen ihres
Habitats in Arktis und Antarktis zu tolerieren.

411 Aktivitats- und Temperaturoptima

Die extrahierten Enzyme der polaren A. arcta waren in einem breiten Temperatur-
bereich (-2 °C bis 40 °C) aktiv. Die Optima far die Enzymkomplexe MDH und
GBP-DH lagen fur das arktische und antarktische Isolat in einem Bereich von
25 °C bis 30 °C (Abb. 5 + 8). Diese Temperaturoptima sind deutlich héher als die
Wassertemperaturen des Nord- und Stdpolarmeeres. Im Sadpolarmeer, um King-
George-Island, liegen die Wassertemperaturen zwischen -2 °C im Winter und
+2 °C im Sommer; im Nordpolarmeer, um Disko-Island, zwischen -2 °C und +6 °C
(BISCHOFF und WIENCKE 1995). Das Wachstumsoptimum der beiden
Acrosiphonia-Isolate liegt deutlich unterhalb der Temperaturoptima der unter-
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suchten Enzyme. Das arktische lIsolat 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 fur kalte-
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, daR 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 gultiges Ph&nomen der
polaren Algen zu sein, dafl} viele ihrer physiologischen Prozesse, wie z.B.
Wachstum oder Photosynthese, Temperaturoptima zeigen, die solchen von
temperierten Spezies sehr dhnlich sind (KIRST und WIENCKE 1995).

Das Temperaturoptimum eines Enzyms, bei dem die héchste katalytische Aktivitat
auftritt, ergibt noch keine Aussage Uber die eigentliche katalytische Effizienz des
Enzyms (DIXON et al. 1979). Auch ist zu bedenken, dalk ein Enzym in vivo durch
die "zelluldre Integritat" ein ganz anderes Verhaiten als im isolierten Zustand
aufweisen kann. Bei thermolabiler Enzymaktivitdt kann der zellulare Verbund
Enzyme vor Temperaturen schitzen, die aulerhalb der Wachstumsgrenzen eines
Organismus liegen (INNISS und INGRAHAM 1978). Dieser Schutz wirde isolierten
Enzymen fehlen. Die meisten Enzyme sind thermolabile Proteine, so dafl es im
Optimumbereich haufig zu einer Uberlagerung von der mit der Temperatur
steigenden Umsatzrate und der gleichzeitigen Inaktivierung des Enzyms kommt.
Die experimentell ermittelten Temperaturoptima mussen deshalb mit Vorbehalt
interpretiert werden, da durch die Anwesenheit von Effektoren oder Anderung der
Inkubationsdauer Verschiebungen des Temperaturoptimums auftreten kénnen.
Temperaturoptima kénnen um 10 °C differieren, wenn die Inkubationsdauer z.B.
30 min oder 60 min betragt (RUTTLOFF et al. 1978). In Tabelle 14 sind zum
Vergleich die in vivo zu in vitro Reaktionsbedingungen eines Enzyms gegentber
gestellt. Das Temperaturoptimum, als in der Literatur oft verwendete Grofte, lant
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
woh! 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 AEB! et al. 1982)

In vivo In vitro

Raumliche Anordnung meist kompartimentiert frei in Ldsung

der Enzyme

Enzymbestand wird laufend erneuert bzw. angepallt Anfangskonzentration festgelegt;
durch Variation der Syntheserate teilweise Inaktivierung im Verlauf der
(Adaptation) Inkubation

Substrat [S] relativ klein; {S] ~ K [S] relativ hoch; [S] > Km;
beschranktes Substratangebot Substratsattigung

Reaktionsgeschwindigkeit Substrat Enzym

begrenzt durch

Reaktionssystem offen geschlossen

("steady state”, meist in Nahe der

Gleichgewichtslage)

(Ausgangssituation, weit vor,

Gleichgewichtslage entfernt)

Reaktionsprodukte laufend Beseitigung durch andere bei Versuchsbeginn = 0 Anh&ufung
Enzyme oder durch Diffusion und mit zunehmender Versuchsdauer
Zirkulation

Temperatur dem Habitat entsprechend 30 °C (256 °C)

pH entsprechend den einzelnen pH-Optimum

Kompartimenten

Die Akklimatisationstemperaturen (0 °C 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 fuhrte die Anzuchttemperatur zu einer
leichten Verschiebung der optimalen Reaktionsgeschwindigkeit. Die an 0 °C
akklimatisierten Algen zeigten ein Optimum der Enzymaktivitéat bei 25 °C, die an
10 °C akklimatisierten Kulturen zwischen 25 °C und 30 °C. Der Einflul? der An-
zuchttemperatur auf verschiedene Enzymaktivitdten von Laminaria saccharina
zeigte unterschiedliche Wirkung (DAVISON und DAVISON 1887). Fir die Enzyme
MDH, Aminotransferase, Mannitol-1-phospat-Dehydrogenase und Phosphoenol-
pyruvat-Carboxykinase konnte keine Abh&ngigkeit der Enzymaktivitdt von der
Anzuchitemperatur festgestelit werden. Bei der Nitratreduktase und der Glutamin-
Synthetase konnte ein Zusammenhang beider Parameter aufgezeigt werden. Eine
umgekehrte Proportionalitat zwischen Anzuchttemperatur und Enzymaktivitat
zeigten die Enzyme Glycerinaldehyd-3-phospat-Dehydrogenase und RUBISCO.
Der Einflul der in situ-Temperatur bzw. der Anzuchttemperatur scheint keine
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einheitliche Wirkung auf Enzymsysteme zu haben. Die Nitratreduktase aus
Extrakten der Diatomee Skeletonema costatum, die bei unterschiedlichen
Temperaturen angezogen wurde, zeigte bei allen Akklimatisationstemperaturen
(10 °C, 17 °C und 25 °C) ein Aktivitatsoptimum von 10 °C bis 15 °C (KRISTIANSEN
1983). Das Temperaturoptimum flur die Nitratreduktase liegt damit niedriger als
das des Wachstums (20 °C bis 25 °C, FALKOWSKI 1977). Die Nitratreduktase aus
naturlichem Phytoplankton des Oslofjords mit Wassertemperaturen zwischen 0 °C
und 2 °C zeigte ein Aktivitdtsmaximum bei 10 °C (KRISTIANSEN 1983). Diese
Beispiele machen deutlich, daR die Darstellung der maximalen Kapazitat eines
Enzyms keine Aussage uber den wahren EinfluR der Temperatur auf eine
Enzymreaktion, geschweige denn auf den Gesamtstoffwechsel zul&Rt.

41.2 Aktivierungsenergie (apparente Eg)

Anhand der Arrhenjus-Beziehung wird die Rate einer chemischen Reaktion als
Funktion der Energie ausgedrlckt, die zur Aktivierung der Reaktionspartner
bendtigt wird (VINCENT 1988). Eine niedrige Aktivierungsenergie bedeutet, dal
zur Bildung des Enzymsubstratkemplexes wenig freie Energie benétigt wird. Somit
ist dasjenige Enzym fur eine gegebene Stoffwechselreaktion am besten geeignet,
welches die Aktivierungsenergie am starksten herabsetzt. Fur poikilotherme
Organismen, die an eine klhle oder kalte Umwelt adaptiert sind, ware ein Enzym-
system, das mit einer insgesamt niedrigeren Aktivierungsenergie arbeiten kann,
von groRem Nutzen (VROMAN und BROWN 1963).

Die Aktivierungsenergien fur die MDH aus Extrakten von A. arcta der Arktis und
Antarktis fagen in einem Bereich zwischen 26,82 kd / mol und 54,62 kd / mol (vgl.
Tab.B). Die ebenfalls untersuchte G6P-DH zeigte &hnliche Aktivierungsenergien
zwischen 37,75 kJ / mol und 50,59 kd / mol (vgl. Tab. 6). Damit liegen die
Aktivierungsenergien der beiden untersuchten Enzyme in einem Bereich, der
allgemein fUr enzymatische Reaktionen angegeben wird (40 - 60 KJ / mol; LASCH
1987, RAVEN und GEIDER 1988). Die Enzyme (MDH und G6P-DH) der beiden
Isolate wiesen hinsichtlich der bendtigten Aktivierungsenergie keine aus-
gepragten Unterschiede auf, lediglich die der MDH des arktischen Isolates war
geringfigig niedriger als die der antarktischen. Aufgrund der unterschiedlich
langen Kaltwassergeschichte der Arktis (3 Millionen Jahre) und Antarktis
(14 Millionen Jahre) wéren vielleicht deutlichere Unterschiede zu erwarten
gewesen. Neuere Untersuchungen konnten jedoch belegen, daf3 sich A. arcta in
einer der beiden Hemispharen entwickelt hat und wahrend der letzten Eiszeit den
Aguator Uberquert haben mulR (VAN OPPEN et al. 1993, BISCHOFF und WIENCKE
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1995). Somit kann far A. arcta beider polarer Regionen davon ausgegangen
werden, dal sie eine annahernd gleich lange Kaltwassergeschichte haben und
deshalb auch ahnliche Aktivierungsenergien aufweisen.

Fur die kalt-gemaRigte Laminaria hyperborea konnte eine Aktivierungsenergie fur
die MDH in einem Temperaturbereich von 0 °C bis 25 °C von 62,8 KJ / mol
nachgewiesen werden ( KUPPERS und WEIDNER1980). Untersuchungen zur MDH
aus einem kalt- sowie warmadaptierten Genotypen von Lathyrus japonicus
(Leguminosae) zeigten Aktivierungsenergien zwischen 30,9 KJ / mol (7,38 Kcal /
mol, Temperaturbereich 10 °C bis 20 °C) und 49,06 KJ / mol (11,68 Kcal / mol,
Temperaturbereich 10 °C bis 20 °C; SIMON 1979a). Eigene Untersuchungen an
einem kalt-gemafigten Isolat von A. arcta aus Helgoland zeigten Aktivierungs-
energien fur die MDH von 42,59 KJ / mol (Temperaturbereich 0 - 20 °C, Daten
nicht dargestellt) und fur die G6P-DH von 41,46 KJ / mol (Temperaturbereich
0 - 30 °C). Die in dieser Arbeit ermittelten Aktivierungsenergien der beiden unter-
suchten Enzyme der polaren A. arcta-lsolate zeigten somit auch gegeniber kalt-
gemafigten Arten keine niedrigere Aktivierungsenergie.

Hohe Aktivierungsenergien deuten darauf hin, dal Enzyme stark sensitiv auf
Temperaturschwankungen reagieren (VOROMANN und BROWN 1963, VOSJAN und
OLANCZUK-NEYMANN 1991). So konnten hohe Aktivierungsenergien von
75 KJ / mol bei Untersuchungen der Elektronentransportaktivitdt an polarem
Phytoplankton in einem Temperaturbereich von 0 bis 10 °C belegt werden
(VOSJAN und OLANCZUK-NEYMANN 1991). Diese Organismen leben in einem
nahezu stabilen Temperaturregime. Aus diesem Grunde muissen sie nicht an
fluktuierende Temperaturen adaptiert sein, wie es z.B fur Organismen des
Wattenmeeres nétig ist, bei denen tatsachlich auch extrem niedrige
Aktivierungsenergien von 25 JK / mol nachgewiesen wurden (OLANCZUK-
NEYMANN UND VOSJAN 1977). Eine niedrige Aktivierungsenergie bzw. Sensibilitat
gegenuber Temperaturschwankungen schitzt die Enzyme vor wiederhoiten und
abrupten Anderungen ihrer Aktivitat. A. arcfa kommt im Bereich des unteren
Eulitorals vor, wo sie aufgrund der Gezeiten Temperaturschwankungen
ausgesetzt ist. Die mittleren Aktivierungsenergien fur MDH und G6P-DH deuten
keine extreme Sensibilitat gegenuber schwankenden Temperaturen an.

Eine Herabsetzung der Aktivierungsenergie durch Adaptation bzw. Akklima-
tisation an tiefe Temperaturen konnte fUr einige Enzyme von héheren Pflanzen,
wie z.B Typha flatifolia, Lathyrus japonicus und Oxyria digyna nachgewiesen
werden (McNAUGHTON 1972, SMOMER-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

67



Diskussion

deutliche Reduzierung der Aktivierungsenergie nach Akklimatisation an tiefe
Temperaturen zeigen (WANZEK 1994).

Die NAD-abhéngige MDH aus einer kaltadaptierten, maritimen Population von
Lathyrus japonicus (Leguminosae) weist gegentber dem Enzym aus Individuen
eines kontinentalen Biotops eine herabgesetzte Aktivierungsenergie auf (SIMON
1979b). Die Aktivierungsenergie fur die MDH aus den beiden untersuchten
Isolaten von A. arcta variierte ebenfalls mit den jeweiligen in situ-Temperaturen.
Dabei sank die Aktivierungsenergie aus der MDH beider Isolate nach Akklima-
tisation an niedrige Temperaturen. Die Aktivierungsenergie des arktischen Isolats
sank von 32,04 KJ / mol (10 °C-Kultur, Temperaturbereich 0 - 30 °C) auf
26,82 KJ / mol (0 °C-Kultur, Temperaturbereich 0 - 30 °C), die des antarktischen
von 54,62 KJ / mol (10 °C-Kultur, Temperaturbereich 0 - 30 °C) auf
44,62 KJ / mol ( 0 °C-Kultur, Temperaturbereich 0 - 25 °C). Dabei zeigte lediglich
die MDH der O °C-Kultur des antarktischen lIsolates eine schon bei 25 °C
beginnende Destabilisierung, wahrend bei allen anderen Kulturen von 0 °C bis
30 °C keine Abweichung von der Arrhenius-Geraden nachzuweisen war. Erst bej
einer weiteren Erhéhung der Temperatur war hier eine Thermolabilitat festzu-
stellen. Diese thermische Denaturierung wird damit erklart, dal insbesondere die
Wasserstoffbrickenbindungen aufbrechen und es dadurch zu einer Anderung der
funktionellen Eigenschaften des Enzyms kommt. Bei warmakklimatisierten
Organismen liegt die kritische Temperatur, bei der schwache Bindungen geldst
werden, héher als bei kaltakklimatisierten (INNISS und INGRAHAM 1978,
HOCHACHKA und SOMERO 1980).

Die Modifikation der Aktivierungsenergie als Antwort auf eine veranderte
Temperatur kdnnte eine mégliche Strategie sein, um die katalytische Effizienz der
MDH bei niedrigen Temperaturen zu steigern. Diese Modifizierung des Enzyms
beansprucht jedoch einen langeren zeitlichen Abschnitt, da sie unmittelbar mit
einer de novo-Synthese und/oder dem Aufbau von MDH-Isoenzymen gekoppelt
ist (SIMON 1979c). Diese Art der Enzymmodifikation kann aus der temperatur-
beeinfluf3ten Veréanderung der Sekundéarstruktur der rRNA oder der Tertiarstruktur
der tRNA resultieren (HOCHACHKA UND SOMERO 1980). Die Reaktion der MDH
auf veranderte Temperaturen kénnte ein erster Hinweis fUr eine "qualitative
Strategie" zur Regulation der enzymatischen Wirkungsgeschwindigkeit sein.
Jedoch wird die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH aus Extrakten von A. arcfa
bei niedrigen Temperaturen im Vergleich zu Héheren nicht vollstdndig aus-
geglichen (vgl. Kap. 4.1.1).

Die G6P-DH der Acrosiphonia-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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hoher 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 erklaren diesen Anstieg der Aktivierungsenergie mit der hohen
katalytischen Aktivitat der PEPC zwischen 35 °C und 45 °C und damit, dal} die
Akklimatisierungstemperatur (7 °C Nacht und 15°C Tag) weit aulerhalb der
physiologischen Temperatur der Echinochioa crusgalii lag. Die G6P-DH aus
A. arcta zeigte ebenfalls bei hohen Temperaturen (30 °C) ihre maximale Aktivitat,
die Akklimatisationstemperaturen (0 °C und 10 °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 mégliche Er-
klarung kénnte sein, dal eine erniedrigte Aktivierungsenergie ansonsten andere
Katalyseprozesse bei der Enzymreaktion benachteiligen wirde, wie z.P. die
E-S-Affinitat (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Dieses konnte fur die G6P-DH
aus Extrakten von A. arcta heillen, daR sie eine erhéhte Effektivitat durch
herabgesetzte Aktivierungsenergie zugunsten anderer Katalyseprozesse einge-
tauscht hat. FUr eine genauere Aussage Uber die Verringerung der Aktivierungs-
energie miRten Daten Uber die freie Energie der Aktivierung (AG™) und nicht, wie
in dieser Arbeit, Uber die Aktivierungsenthalpie (E4) erhoben werden.

Analog zur MDH zeichnet sich die G6P-DH der an 0 °C-akklimatisierten Kulturen
durch eine friher einsetzende Thermolabilitdt (25 °C) aus als die der 10 °C-
Kulturen (25 - 30 °C). Diese starkere Thermolabilitat der O °C-Kulturen konnte auf
eine, durch die Temperatur induzierte Ausbildung spezieller Isoenzyme oder zu-
mindest auf eine veranderte Konformation des Enzyms hindeuten.

41.3 Enzym-Substrat-Affinitét (apparenter Kpy)

Die Wirkungsgeschwindigkeit eines Enzyms kann zum einen durch die
Reduzierung der Aktivierungsenergie (siehe Kap. 4.1.2) und zum anderen durch
gine verbesserte Fahigkeit zur Substratbindung erhéht werden. Der apparente
Km-Wert ermoglicht eine Aussage Uber die Affinitat zwischen Substrat und
Enzym. Ein hoher Kmp-Wert steht beispielsweise fur eine geringe Substrat-
bindungsfahigkeit.

Temperaturanderungen konnen die E-S-Affinitat und damit den apparenten Km-
Wert beeinflussen, da die fur die Stabilitéat des E-S-Komplexes verantwortlichen
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schwachen Bindungen temperaturempfindlich sind (HOCHACHKA und SOMERC
1980). Ein Anstieg in der E-S-Affinitat bei niedrigen Temperaturen zeigt an, daf
die Reaktion friher substratgesattigt ist. Dies setzt allerdings voraus, daf} die
Enzymreaktion /n vivo unter nicht-sattigender Substratkonzentration arbeitet
(RAVEN und GEIDER 1988). Dies konnte fir einige Enzyme von Tieren und
Pflanzen nachgewiesen werden (HOCHACHKA und SOMERO 1984, GRAHAM und
PATTERSON 1982).

Die apparenten Kmy-Betrage fur die MDH aus Extrakten von A. arcta lagen
innerhalb eines Bereiches, der auch bej héheren Pflanzen festgestelit wurde
(TING et al. 1975, SIMON und VAIRINHOS 1991). Untersuchungen an der MDH aus
Extrakten von Tetraselmis subcordiformis (Prasinophyceae) ergaben einen Kq,
von 43 M (~ 22 °C, GRONE 1991) und ensprachen annahrend dem K.,-Wert fur
die MDH aus Extrakten von A. arcta (37 uM, 30 °C). Allgemein scheint die
Km- ! Temperaturbeziehung der MDH aus A. arcta ahnlich der zu sein, die auch
fur Enzyme verschiedener poikilotherme Tiere (SOMERO 1978, HOCHACHKA und
SOMERO 1980) und einiger héherer Pflanzen (SIMON 1979b, BROUILLET und
SIMON 1980, SIMON et al. 1983, SIMON und VAIRINHOS 1991) beschrieben wird. In
den genannten Arbeiten stieg der Ky-Wert, wie auch bei der MDH aus A. arcia,
als positive Funktion der Ansatztemperatur (vgl. Abb. 8). Die h&échste E-S-Affinitat
fur Oxalacetat (kleinster Kyy) 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 hochste Affinitat zwischen
0 °C und 10 °C. Mit steigender Temperatur nahm die Fahigkeit zur Substrat-
bindung im Vergleich zu den 0 °C-Kulturen schneller ab. Diese Anderung des K-
Wertes durch die Temperatur wird von HOCHACHKA und SOMERO (1980) als
eine "positive Temperaturmodulation” beschrieben. Die direkte Mdglichkeit zur
Kompensation der verringerten enzymatischen Aktivitdt durch eine erleichterte
Substratbindung bei Temperaturschwankungen ist die entscheidende Wirkung
dieser "positiven Temperaturmodulation”. Die erleichterte Substratbindungs-
fahigkeit bei niedrigen Temperaturen, wie sie bei A. arcta auftrat, kénnte somit ein
entscheidender Mechanismus sein, die Katalysegeschwindigkeit bei Temperatur-
schwankungen im Habitat auszugleichen. Bei dieser schnellen Anderung der
E-S-Affinitat werden neue Enzymvarianten aus bereits existierenden Enzymen
durch die Anderung der Proteinkonformation, z.B. einer einzigen Primarstruktur,
gebildet ("Modulationsstrategie").

Unterschiede in der E-S-Affinitat fur die MDH wurden zwischen Populationen
verschiedener Standorte, aber auch, wie schon fur 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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Genotyp von Lathyrus japonicus zeigten beispielsweise, dafll der kaltadaptierte
Genotyp bei niedrigen Temperaturen die héchste E-S-Affinitat aufwies und die
Fahigkeit zur Substratbindung mit steigender Temperatur abnahm. Der warm-
adaptierte Genotyp dagegen wies bei 20 °C die starkste Substrataffinitat auf,
oberhalb und unterhalb dieser Temperatur nahm die E-S-Affinitdt wieder ab
(SIMON 1979a). Beide Genotypen zeigten eine gute Korrelation zwischen
Wachstum und Substratbindungsféhigkeit. DESCOLAS-GROS und DE BILLY
(1987) untersuchten den EinfluR der Temperatur auf den Kmp-Wert
(Ribolosebisphosphat) der RUBISCO von temperierten und polaren Diatomeen,
Die geringsten Kmy-Werte konnten bei diesen Untersuchungen nahe den
Temperaturen gefunden werden, bei denen die Algen kultiviert waren. Die
temperierten Arten zeigten bei 20 °C die hochste E-S-Affinitat, die polaren Arten
bei 5 °C. Diese Unterschiede im Ky-Wert werden von den Autoren als eine
genetische Akklimatisation diskutiert. RAVEN und GEIDER (1988) stellen dem
gegenuber, dafl} allein die Tatsache, dal die antarktischen Spezies andere
Wachstumstemperaturen haben als die temperierten Organismen, noch kein aus-
reichendes Argument fUr eine genetische Akklimatisation ist. Die Unterschiede in
den Km-Werten kénnen sowohl genotypisch als auch phanotypisch bedingt sein.
Neuere Untersuchungen zur Temperaturabhangigkeit der MDH aus héheren
Pflanzen haben gezeigt, daly der niedrigste apparente Ky, (Oxalacetat) immer bei
der niedrigsten Ansatztemperatur des Versuches (10 °C) nachgewiesen wurde.
Dieses Ergebnis ist unabhangig von der untersuchten Spezies und deren
optimaler Wachstumstemperatur (SIMON und VAIRINHOS 1991, TURNER und
POLLOCK 1993). Dies wurde auch bei Untersuchungen des Ky-Wertes (COp) der
RUBISCO aus der Braunalge Laminaria saccharina bestatigt (DAVISON und
DAVISON 1987).

Die bei niedrigen Temperaturen auftretende hohe Substratbindungsfahigkeit der
MDH aus A. arcta steht mit ihrem optimalen Wachstumsbereich gut im Einklang.
Die leichte Verschiebung der K,-Werte bei den unterschiedlichen Akklimatisier-
ungstemperaturen deutet darauf hin, dall die Ky~ / Temperaturbeziehung nicht
ausschlieBlich eine positive Funktion der Ansatztemperatur ist. Vielmehr weist
diese Verschiebung auf ein adaptives Moment des Enzyms gegenutber seiner
Umwelttemperatur hin. Die MDH dient im Cytoplasma der Synthese von Malat,
welches das Transportmetabolit fur NADH Gber die Membranen ist. Somit spielt
diese Reaktion eine wichtige Rolle fur den Transport von Energiedquivalenten in
den Citratzyklus und es ware daher von Bedeutung, die katalytische Aktivitat der
MDH den gegebenen Temperaturen anpassen zu koénnen. Die durch die
Anderung der E-S-Affinitatsparameter geschwindigkeitsausgleichende Wirkung
kann aber nur bei nicht-sattigenden Substratkonzentrationen, wie sie normaler-
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weise in der Zelle vorherrschen, beobachtet werden (HOCHACHKA und SOMERO
1880). Dieser Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit unter nicht-séttigender
Substratkonzentration bei niedrigen Temperaturen wird in der Diskussion zum
Q4o-Wert noch genauer erértert (vgl. Kap. 4.1.4). Die Temperaturabhangigkeit der
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit ist in erster Linie abhangig von der
erleichterten Aktivierungsenergie, wie bereits in Kapitel 4.1.2 beschrieben.

Bei den Untersuchungen zur Temperaturabhangigkeit der G6P-DH aus A. arcta
konnte keine positive Temperaturmodulation festgestellt werden. Der Kp-Wert fUr
Glucose-6-phosphat blieb im Temperaturbereich zwischen 30 °C und 5 °C nahezu
konstant, um dann bei -2 °C auf etwa den dreifachen Wert anzusteigen (vgl.
Tab. 8). Allerdings mul} hier erwahnt werden, daf fur die G6P-DH die Ky-Werte
nur far diese Melpunkte bestimmt wurden und fir eine genauere Analyse nicht
genugend Datenpunkte zur Verfugung stehen. Eine Verminderung der
E-S-Affinitat bzw. eine Erhdhung des Ky-Wertes bei Temperaturerniedrigung wird
von HOCHACHKA und SOMERO (1980) als "negative Temperaturmodulation”
bezeichnet. Infolge der gleichzeitigen Herabsetzung der E-S-Affinitat und
kinetischer Energie kommt es zu einer extremen Verminderung der Enzym-
aktivitét, die besonders stark unter nicht-sattigenden Substratkonzentrationen
hervortritt. Die apparenten Kip-Betrage fur 30 °C und 5 °C lagen in einem Bereich,
der bereits fur die G6P-DH aus Erbsen-Chloroplasten (25 °C) bestimmt wurde
(SCHEIBE et al. 1989). Der nahezu konstante apparente Kin-Wert der G6P-DH aus
A. arcta bei 5 °C und 30 °C lant vermuten, dal der Ky, fur Glucose-8-phosphat in
einem breitem Bereich temperaturunempfindlich ist. Die Temperatur-
untersuchungen zur G6P-DH aus hoheren Pflanzen konnten zeigen, dafl der
kleinste Ki,-Wert (Glucose-6-phosphat) immer um 2 °C bis § °C héher lag als die
Temperatur, bei der die Pflanzen wuchsen (TERRI 1980). Bei Untersuchungen an
der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase aus héheren Pflanzen konnte Uber einen
weiten Temperaturbereich (10 °C bis 35 °C) keine Veranderung des Kym-Wertes
mit der Temperatur festgestellt werden. Die gleichzeitig untersuchte MDH zeigte
in demseiben Temperaturbereich ehenfalls eine deutliche "positive Temperatur-
modulation"” (SIMON et al. 1983).

Wie HOCHACHKA und SOMERO (1980) postulieren, ist ein hoher Kip-Wert bzw.
eine niedrige E-S-Affinitat immer nur in einem Temperaturbereich festzustellen,
der nahe der niedrigsten vorherrschenden Umwelttemperatur des jeweiligen
Lebensraumes oder sogar darunter liegt. Hieraus kénnte man folgern, dafl die
kritische untere Temperaturgrenze fur 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 Frihjahr und Sommer be-
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schrankt bleibt. A, arcta Uberdauert den Winter als ein ausgestrecktes
filamentdses System und wachst erst im Fruhjahr, wenn das Eis aufbricht, mit
jungen aufgerichteten Filamenten aus (BISCHOFF und WIENCKE 1995). Dieses
saisonale Wachstum von A. arcta bedeutet, dall im Winter der gesamte Stoff-
wechsel reduziert wird und die Alge durchaus mit einer schlechteren E-S-Affinitat
der G6P-DH Uberdauern kann. In der Wachstumsperiode mit Wasser-
temperaturen zwischen 0 °C und 6 °C gibt es dagegen keine negative
Temperaturmodulation der G6P-DH mehr und die E-S-Affinitat bleibt temperatur-
unempfindlich. Dies ist insofern wichtig, da die G6P-DH ein Schiusselenzym des
oxidativen Pentosephosphatzyklusses ist. Das auf diesem Stoffwechselweg
erzeugte NADPH liefert die Reduktionsdquivalente fur die Fettsduren- und
Aminosdurensynthese, die gerade bei niedrigen Temperaturen von Bedeutung
sind.

4.1.4 Temperaturkoeffizient (Q,4)

Der Effekt der Temperatur auf ein Enzym wird am einfachsten Uber den Qqg-Wert
beschrieben. Die Qqg-Betrage enzymatischer Reaktionen liegen im Bereich von
1,1 bis 5,3 und haben einen deutlichen Schwerpunkt bei einem Wert von 2, somit
kommt es bei einer Erhéhung der Temperatur um 10 °C zu einer Verdopplung der
Katalysegeschwindigkeit (WEST et al. 1966, GRAHAM und PATTERSON 1982). Bei
den Untersuchungen zur Temperaturabhangigkeit der MDH sowie der G6P-DH
aus A. arcta wurden Qqg-Werte zwischen 1 und 3 bestimmt (vgl. Tab. 7). Dabei
reagierten die Enzyme der an 0 °C-akklimatisierten Isolate mit einem konstanten
bzw. sinkenden Q1g-Wert bei tiefen Temperaturen (0 bis -2 °C), wohingegen die
an 10 °C Akklimatisierten einen steigenden Qqgo-Wert zeigten. So war die
Temperaturempfindlichkeit der Enzyme, die aus 10 °C-Kulturen extrahiert wurden,
bei tiefen Temperaturen starker ausgepragt als bei den O °C-Kulturen. Eine
Ausnahme bildete die MDH aus dem antarktischen Isolat. Sie zeigte bei beiden
Kulturen eine a&nhnliche Kalteempfindlichkeit.

Wahrend der Kélteakklimatisation bzw. -Adaptation kénnen die Enzymstrukturen
infolge der Starkung der Wasserstoffbricken-Bindungen und der elektro-
statischen Wechselwirkungen stabiler werden, auch wenn die hydrophoben
Wechselwirkungen bei niedrigen Temperaturen geschwacht sind (TIMASHEFRF
1978, HOCHACHKA und SOMERO 1984, FRANKS 1986). Eine temperaturinduzierte
Veranderung der Tertiarstruktur kann zu einer Modifikation der kinetischen Eigen-
schaften eines Enzyms fuhren, mufll aber nicht zwangslaufig einen vollstandigen
Verlust der katalytischen Aktivitat bedeuten. Durch diese Modifikation kénnen
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Proteine entstehen, die besser an die veradnderten Temperaturverhaitnisse an-
gepalit sind (SCHLEE 1988). Es ist fur die an O °C akklimatisierte A. arcta
denkbar, daf? sich die Enzymstrukturen der MDH sowie der G6P-DH geandert
haben, um die Thermostabilitat bei niedrigen Temperaturen zu erhéhen, ohne die
hydrophoben Wechselwirkungen, die nétig sind, um das Enzym unter h&heren
Temperaturbedingungen zu stabilisieren, gleichzeitig zu schwéchen. Eine ver-
besserte, auf struktureilen Veranderungen basierende Thermostabilitat fur die
MDH als Folge der Kalteakklimatisation ist fUr einige héhere Pflanzen be-
schrieben worden (DAVIDSON und SIMON 1981, POTVISON et al. 1983, SIMON et al.
1985, SIMON und VAIRINHOS 1991).

Bei physiologischen (nicht-séttigenden) Substratkonzentrationen, die in vivo
allgemein vorherrschen, variieren die Qqo-Werte erheblich starker und die
Betrage sind abhangig von dem EinfluR der Temperatur auf die E-S-Affinitat
(HOCHACHKA und SOMERO 1968). FUr die "positive Temperaturmodulation”, wie
sie fur die MDH aus A. arcfa (vgl. Kap. 4.1.3) bestimmt wurde, gilt, dal} die Q4g-
Betrage der Reaktion unterhalb des Sattigungsbereiches umso niedriger liegen, je
gréler die temperaturbedingten Anderungen der apparenten Km-Werte sind
(HOCHACHKA und SOMERO 1980). Die substratabhéngige Anderung der Qqg-
Werte konnte bei der MDH flr beide Akklimatisierungstemperaturen deutlich
becbachtet werden. Je niedriger die Substratkonzentrationen waren, umso kieiner
wurden die Qqg-Betrage (Temperaturbereich 0 °C bis 10 °C, vgl. Tab. 9). Diese
Beziehung wurde auch fur die MDH aus vier Genotypen von Lathyrus japonicus
(Leguminosae) nachgewiesen, die an unterschiediiche Temperaturen akklima-
tisiert waren (SIMON 1979d). Niedrige Qqg-Werte im Bereich hoher E-S-Affinitét
deuten auf einen Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit gegenUber niedrigen
Temperaturen hin. So kann die Reaktionsgeschwindigkeit eines Enzyms bei
niedrigen Temperaturen und nicht-sattigender Substratkonzentration héher liegen
als bei hohen Temperaturen (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Bei der MDH
konnte so der negative EinfluR der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit
in einem gewissen Bereich kompensiert werden. Eine Ansatztemperatur von 0 °C
fuhrte z.B. bei 12 uM Oxalacetat zu einer leicht héheren Enzymaktivitat als bei
10 °C (Qp < 1). Oberhalb von 10 °C konnte keine Kompensation der
Geschwindigkeit festgestellt werden, d.h. der Ausgleich der Katalyse-
geschwindigkeit lauft in einem Temperaturbereich ab, der dem des natdrlichen
Habitats von A. arcta entspricht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf3 die
Enzymaktivitat der MDH bei niedrigen Temperaturen und nicht-sattigender Sub-
stratkonzentration ausreicht, um eine positive Stoffwechselbilanz zu ge-
wahrleisten. Wenn die vollstandige Enzymkapazitat fur einen Geschwindigkeits-

74



Diskussion

ausgleich genutzt werden miRte, lage die bendtigte Substratkonzentration nahe
der Sattigung des Enzyms (RAVEN und GEIDER 1988).

Unter den Bedingungen der negativen Temperaturmodulation, wie sie fur die
G6P-DH bei -2 °C gefunden wurde (vgl. Kap. 4.1.3), kénnen die Qqp-Werte enorm
ansteigen (HOCHACHKA und SCOMERC 1980). Mit abnehmender Giucose-6-
phosphatkonzentration stieg der Qqg-Wert deutlich an und war bei
physiologischen Substratkonzentrationen am héchsten (vgl. Tab. 10). Damit
konnte bei der G6P-DH der Ausgleich der Reaktionsgeschwindigkeit mit
abnehmender Substratkonzentration bei niedrigen Temperaturen ausgeschlossen
werden.

41.5  pH-Anderungen

Bei der Temperaturabhangigkeit enzymatischer Reaktionen wird haufig Uber-
sehen, dal? der pH-Wert der verwendeten Puffer sich mit der Temperatur andert.
Diese Anderung kann einen EinfluR auf die Dissoziation des Enzymmolekuls
haben, da viele Enzyme hochsensibel gegentiber pH-Anderungen 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 ApKg / °C fUr diesen Puffer Uberein. Die temperaturbedingten
Anderungen des pH-Wertes kénnen durchaus einen Einflut auf die kinetischen
Parameter eines Enzyms haben (TURNER und POLLOCK 1993). Der Km-Wert
vieler Enzyme andert sich mit dem pH-Wert in einem Bereich, der noch keinen
Einflui auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat (LEHNINGER 1975). BURKE et al.
(1988) beschreiben fur den HEPES-Puffer eine pH-Verschiebung bei einem
Temperaturgradienten, der 30 °C umfalit, 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-Abhangigkeit der Glutathion-Reduktase aus Mais zeigten, dafl der
apparente K;,-Wert von beiden Parametern beeinflutt wird. Der apparente Km-
Wert stieg mit der Temperatur und besall bei konstantem pH-Wert Uber den
gesamten Temperaturbereich bei pH 8,3 insgesamt ein héheres Niveau als bei
pH 7,8. Variierte der pH-Wert mit der Temperatur, so hatte die Temperatur den
starkeren Einflul. Der pH-Wert beeinfiultte zwar die absolute Hbéhe des appa-
renten Kp-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 Temperaturabhangigkeit enzymatischer Reaktionen
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hervor, um den EinfluR auf den Km-Wert exakt diskutieren zu kénnen. Bei den
vorliegenden Untersuchungen wurden die Enzymansatze bei 30 °C auf einen pH-
Wert von 7.4 eingestellt, der sich mit der Temperatur verandert hat. SOMEROQ
(1981) fuhrte anhand der Daten von poikilothermen Tieren aus, dafl es wichtig
sei, eine Verdnderung des pH-Wertes zuzuiassen, da solche Verdnderungen
auch in vivo zu beobachten sind (REEVES 1977). Uber die pH-Werte der
einzelnen Kompartimente in der Pflanzenzelle und deren Veranderungen mit der
Temperatur ist wenig bekannt (PATTERSON und GRAHAM 1987). Untersuchungen
zur pH-Veradnderung im Cytoplasma zeigten aber, daR der pH-Wert bei
sinkendenen Temperaturen alkalischer wird (ADUCCI et al. 1982, PATTERSON und
GRAHAM 1987). Enzympréaparationen aus Pflanzen werden haufig bei einem pH-
Wert inkubiert, der eine optimale Aktivitat zeigt, aber nicht notwendigerweise mit
dem pH-Wert des jeweiligen Kompartimentes, aus dem das Enzym extrahiert
wurde, in Verbindung steht. AuRerdem kommen die extrahierten Enzyme haufig
nicht nur aus einem Zellkompartiment, so daR die pH-Verhaltnisse uneinheitlich
sein kénnen. Es ist schwierig bei Enzymuntersuchungen in vitro auf in vivo
Bedingungen zu Ubertragen und es entspricht sicherlich eher den nattriichen
Bedingungen, die pH-Wert Konditionen mit der Temperatur zu andern als sie
konstant zu halten (TURNER und POLLOCK 1993).

4.1.6 Proteinkonzentration

Eine Konzentrationsdnderung der vorhandenen Enzyme kénnte einen weiteren
Mechanismus fur den Ausgleich der Temperatureffekte auf den Stoffwechsel
darstellen ("quantitative Strategie"). Insbesondere im Fall geschwindigkeits-
begrenzender Enzyme kénnte die Zunahme der Enzymkonzentration bei Kalte
und ihre Verminderung bei warmeren Temperaturen eine wesentliche Stabi-
lisierung der Stoffwechselgeschwindigkeit bedeuten (HOCHACHKA und SOMERO
1980). HAZEL und PROSSER (1974) postulieren, dafl ein Wechsel der Enzym-
konzentration mit veranderlichen Umwelttemperaturen zusammenhéngt und daf
die "qualitative Strategie” mit einer Kalte-Akklimatisation verbunden ist. Die
Proteingehalte der polaren Isolate von A. arcta stiegen linear mit sinkender
Temperatur an (Abb. 21). Eine genaue qualitative Bestimmung der Enzyme MDH
und GBP-DH wurde in dieser Arbeit nicht vorgenommen. Die Veréanderung der
Proteingehalte bei tiefen Temperaturen kénnte jedoch indirekt auf eine An-
reicherung von MDH und G6P-DH hindeuten. Ein Anstieg der Enzym-
konzentration von MDH sowie GEP-DH bei tiefen Temperaturen kénnte somit eine
partielle Kompensation des Temperatureffektes auf die Katalysegeschwindigkeit
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sein. Die MDH-Konzentration aus héheren Pflanzen stieg bei Akklimatisation an
tiefe Temperaturen (SIMON et al. 1983). Dies konnte auch fur andere Enzyme aus
poikilothermen Tieren (SOMERO 1978) und fur einige Pflanzen nachgewiesen
werden (CHABOT 1979). Bei der Braunalge Laminaria saccharina stieg die
Proteinkonzentration bei sinkenden Temperaturen signifikant an (DAVISON und
DAVISON 1987). Die Autoren diskutieren diese Erhéhung als eine mogliche
Anpassung an tiefe Temperaturen, schlielen aber eine gleichzeitige mégliche
Anderung der kinetischen Eigenschaften der Enzyme nicht aus. GRAHAM und
PATTERSON (1882) beschreiben fur hchere Pflanzen, dalk sowohl eine
Erhéhung der Enzymkonzentration als auch verbesserte kinetische Eigenschaften
der Enzyme fUr die Akklimatisation an niedrige Temperaturen in Frage kommen.
Auch bei marinem Phytoplankton wird eine Anpassung an tiefe Temperaturen
durch Erhéhung der Proteinkonzentration diskutiert (THOMPSON et al. 1992),
jedoch konnte nicht bei allen untersuchten Arten eine temperaturinduzierte
Veranderung 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 Anderung der Temperatur ist fur den
Metabolismus recht energieaufwendig (BERRY und BJORKMAN 1980, PLATT et al.
1982, LI et al. 1984) und solite daher fur Organismen, die haufigen Temperatur-
schwankungen ausgesetzt sind, recht uneffektiv sein (SOMERO 1978). Nach
McCONVILLE (1985) ware ein solch energieaufwendiger Mechanismus fur den
Stoffwechsel nur bei einer kurzzeitigen Akklimatisation an tiefe Temperaturen
akzeptabel. Dem ist entgegenzuhalten, dal eine Erhéhung der Enzym-
konzentration Uber die Synthese neuer Proteine jedoch zu lange dauern wirde,
um kurzfristige Temperaturschwankungen auszugleichen (HOCHACHKA und
SOMERO 1980). Aus den genannten Grinden ist es fur A, arcta, die im unteren
Eulitoral lebt und teilweise starken Temperaturschwankungen ausgesetzt ist,
vermutlich auszuschlielen, dal der Stoffwechselausgleich nur Uber die
Modifikation ihres Enzymgehaltes kompensiert wird. Auch ist es unwahrscheinlich,
dal die Konzentration aller Enzyme oder auch nur aller geschwindigkeits-
bestimmenden Enzyme als Folge einer Kélteanpassung erhoht werden kénnen,
da das L&sungsvermégen in der Zelle begrenzt und die Anzahl der Bindungs-
stellen fur membrangebundene Enzyme ebenfalls nicht unerschépflich ist.
Desgleichen scheint die Synthese vorhandener Enzymvarianten wenig zweck-
maRig, wenn diese unter den neuen Umweltbedingungen nur schlecht funk-
tionieren (HOCHACHKA und SOMERO 1980). Damit ist eine Erhéhung der
Enzymmenge nur nutzlich, wenn das Enzym im Hinblick auf die Temperatur-
verdnderung nahe der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit arbeiten kann
(LOBBAN et al. 1985). Aus diesem Grunde scheint die Ausbildung neuer

77



Diskussion

Enzymvarianten mit niedriger Aktivierungsenergie oder verandertem Km-Wert ein
effektiverer Mechanismus zu sein, um auf veranderliche Temperaturen zu
reagieren. Fur die MDH aus A. arcta konnte eine reduzierte Aktivierungsenergie
(vgl. Kap. 4.1.2) und eine erleichterte E-S-Affinitat (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 kénnte es méglich sein, dal die "quantitative Strategie" fur die G6P-DH
eine Mdglichkeit darstellt, die negativen Effekte tiefer Temperaturen zu kompen-
sieren. Fur einen erfolgreichen Ausgleich der Temperatureffekte auf den Stoff-
wechsel von A. arcfa ist es sehr wahrscheinlich, daR mehrere der genannten
Anpassungsstrategien nebeneinander beteiligt sind.

41.7 EinfluR der Enzymeigenschaften bei der Adaptation

Die Charakterisierung der MDH und G6P-DH aus A. arcta zeigte recht unter-
schiedliche kinetische Eigenschaften gegentiber tiefen Temperaturen. Fir beide
in vitro-untersuchten Enzyme galt, dal die aufgenommenen Temperaturoptima
weit aullerhalb des optimalen Wachstumsbereiches von A. arcta lagen (vgl. Kap.
4.1.1). Insofern schien das Temperaturoptimum beider Enzyme kein aussage-
kraftiger Parameter zur Erklarung einer méglichen Anpassungsstrategie zu sein.
Fur die MDH wurde nach Akklimatisation an tiefe Temperaturen (0 °C) eine re-
duzierte Aktivierungsenergie als mégliches Indiz fur eine qualitative Anpassung
(vgl. Kap. 4.1.2) nachgewiesen. Eine erleichterte Substratbindungsfahigkeit bei
niedrigen Temperaturen, die wiederum ein Anzeichen fUr eine modulierte
Anpassung sein kénnte (vgl. Kap. 4.1.3), wurde fur die MDH ebenfalls belegt.
Aullerdem zeigten sich die an 0 °C-akklimatisierten Kulturen kaltestabiler als die
10 °C-Ansatze. Eine erhdhte Proteinkonzentration kénnte auf eine Anreicherung
der beiden Enzyme bei tiefen Temperaturen und somit méglicherweise auf eine
quantitative Anpassung hindeuten (vgl. Kap. 4.1.8). Fur die MDH scheinen
mehrere Anpassungsstrategien zur Verfugung zu stehen, um die Temperatur-
effekte auszugleichen. Fur die GEP-DH konnten anhand der untersuchten
kinetischen Parameter keine eindeutigen Anpassungsstrategien ermittelt werden.
Lediglich eine quantitative Anpassung durch erhéhte Enzymkonzentration
erscheint méglich.

Wenngleich die erwahnten Strategien als Erklarung fur eine Anpassung der MDH
an wechselnde Temperaturen angenommen werden kénnen, ist dies flur die
G6P-DH nicht ohne weiteres festzustellen. Da A. arcta ein Uberleben ohne
Temperaturanpassung ihrer G6P-DH wohl kaum méglich ware, ist es wahr-
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scheinlich, daR weitere Mechanismen hierzu beitragen. So kénnten z.B. be-
stimmte Zusatzstoffe die GEBP-DH stabilisieren, so daR die Enzymaktivitat auch
bei niedrigen Temperaturen effektiv arbeitet. Dieser Frage, ob Schutzsubstanzen
flr eine Stabilisierung der Enzymaktivitat 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
und/oder die biochemischen Reaktionsabldufe durch Verdnderungen der Sub-
stratbindungskapazitat beeinflussen. Eine abnehmende Temperatur kann zu einer
Veranderung im Stoffwechsel und damit zu einer Verschiebung in der
Konzentration wichtiger Metabolite fuhren. So ware es denkbar, daR die
Temperatur die Synthese von Schutzsubstanzen induziert, die bei tiefen
Temperaturen stabilisierend auf die Enzymaktivitat wirken. Ein EinfluR auf die
Synthese soicher Schutzsubstanzen konnte bereits sowohl fir die Temperatur ais
auch far die Salinitdt nachgewiesen werden. So vermuten RICHTER und KIRST
(1987), dald Aktivitatsverluste von Enzymen durch NaCl fur den Gesamt-
organismus sinnvoll sein kénnen, indem sie zur Regulation der Synthese- und Ab-
bauwege beitragen. Am Beispiel der Prasinophyceae Tetraseimis subcordiformis
konnten sie zeigen, dal das Mannitol-abbauende Enzym Mannitol-1-Phosphat-
dehydrogenase bei SalzstreR durch NaCl gehemmt wird und es so zu einer
Anreicherung der kompatibien Substanz Mannitol kommt (RICHTER und KIRST
1987).

Eine mogliche regulatorische Wirkung der Temperatur wurde fir den Kohle-
hydratstoffwechsel héherer Pflanzen nachgewiesen (REES et al. 1988). Eine Tem-
peraturabnahme von 25 °C auf 5 °C bei der SuRkartoffel (Solanum tuberosum)
hemmte die Glykolyse starker als den Pentosephosphatweg. Diese starkere
Reduzierung wurde durch den Aktivitatsverlust der kaltelabilen Phosphofructo-
kinase hervorgerufen, welche das Schilsselenzym der Glykolyse darstelit. Die
reduzierte Aktivitat der Glykolyse fuhrt zu einer Akkumulation von Hexose-6-
Phosphat und somit zu einer verstarkten Synthese von Saccharose, die in der
Literatur haufig als kryoprotektive Substanz beschrieben wird (HEBER et al. 1981;
CARPENTER und CROWE 1988). Die unterschiedliche Kalteempfindlichkeit der
Enzyme kann somit zu einer Regulierung der Stoffwechselwege beitragen und die
Synthese von Schutzsubstanzen induzieren.
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Fur A. arcta wurden die Iminosaure Prolin, das Disaccharid Saccharose und die
tertiare Sulfoniumverbindung R-Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP) ais die
wichtigsten organischen Osmolyte bei Salzstrel? nachgewiesen (KARSTEN 1991).
Seit einiger Zeit werden verschiedene organische Osmolyte als Schutz-
substanzen fur Enzyme sowohl bei Salzstrel (SCHOBERT 1979, MANETAS et al
1986, POLLARD und WYN JONES 1979, SOMMER et al. 1990, GRONE und KIRST
1991) als auch bei GefrierstreR ( WITHER und KING 1979, CARPENTER et al. 1986,
KARSTEN 1991, NISHIGUCHI und SOMERQO 1992) bzw. Hitzestrel3 (NIKOLOPOULOS
und MANETAS 1991) in Betracht gezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die zellularen Gehalte der genannten Osmolyte
von A. arcta (Arktis und Antarktis) in Abhangigkeit von der Temperatur untersucht
(Abb. 20). Dabei zeigte sich, daR die zelluldre Konzentration von Prolin mit
sinkender Temperatur signifikant anstieg und die der Saccharose Uber den
gesamten Temperaturbereich nahezu konstant blieb. Der DMSP-Gehalt variierte
jedoch in Abhangigkeit vom untersuchten Isolates. Der von KARSTEN (1991)
postulierte stimulierende EinfluR niedriger Temperaturen auf den zelluldren
DMSP-Gehalt polarer Grlnalgen konnte nur bei dem arktischen lsolat von
A. arcta bestatigt werden. Beim antarktischen Isolat hingegen war der Gehalt mit
zunehmender Temperatur héher. Untersuchungen an kaltgemé&Rigten 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). DarUber
hinaus waren die Gehalte entgegen der Annahme von KARSTEN et al. (19903,
1991) fur die polaren Isolate nicht signifikant héher als die der kaltgeméaBigten
Isolate von A. arcta. Der deutliche Anstieg der Prolin-Konzentration bei niedrigen
Temperaturen mit einer gleichzeitigen Zunahme des Gesamtproteingehaltes (vgl.
Kap. 3.5) kénnte auf eine de novo-Synthese des Prolins im Zuge einer ver-
mehrten Proteinsynthese hindeuten.

Die nachfolgende Diskussion soll kladren, ob die bei SalzstreR 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 Ansatzen sollten annahernd dem Bereich der physiclogischen Bedingungen
in der Zelle entsprechen. Die entscheidenden Stoffwechselleistungen finden im
Cytoplasma statt, daher wird von einer Uberwiegend 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,

80



Diskussion

welches nur einen kleinen Teil des Gesamtzelivolumens ausmacht, &uferst
schwierig und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt.

Die folgenden Konzentrationsangaben in mmol / kg Zellwasser entsprechen der
Angabe mol / m3. Salinitatsuntersuchungen (7 bis 68 PSU) an A. arcta (Antarktis)
ergaben pro kg Zellwasser jeweils 36,3 bis 88,1 mmol DMSP, 48,7 bis 180,3 mmol
Prolin und 25,5 bis 49,3 mmol Saccharose (KARSTEN 1991). Die absojuten
Osmolytgehaite im Cytoplasma durften jedoch um einiges hdher liegen, da die
genannten Untersuchungen das gesamte Zellwasser, einschliefllich des
extrazelluldren Wassers, einbeziehen und so die Cytoplasmakonzentration
unterreprasentieren. DICKSON et al. (1980) vermuten fur Ulva /actuca, dafs bei
einer Salinitat von z.B. 51 PSU cytoplasmatische DMSP-Betrdge von bis zu
600 mmol / kg Zellwasser erreicht werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden DMSP, Prolin, Saccharose und das zum Ver-
gleich untersuchte NaCl jeweils in &quimolaren Konzentrationen bis
1000 mOsmol / kg eingesetzt. Fur DMSP ergibt sich nach Abzug der CI- und Na™-
Anteile eine Konzentration von umgerechnet 222 mol / m3, fur Prolin von
854 mol / m3, fur Saccharose von 877 mol / m3 und NaCl von 540 mol / m3 (vg!.
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-
anderung in der Hydrathille der Proteine fuhrt. Diese Anderungen bewirken eine
Schwachung der hydrophoben Wechselwirkungen und somit eine Solvatisierung
der unpolaren Aminoséaure-Reste, was wiederum eine Denaturierung des Proteins
bewirkt (SUELTER 1990, GALINSKI! 1992). In verschiedenen Arbeiten zum Salz-,
Gefrier- und Hitzestrell konnte gezeigt werden, dalR 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, daR® alle genannten Strel3-
faktoren &hnliche physikalische Effekte haben, die zu einer Schwachung der
Hydrathllle, z.B. durch Wasserentzug, fuhren. Die Wirkungsweise kompatibler
Substanzen soll dieser Schwéachung durch eine weitgehende Aufrechterhaltung
der Funktionsfahigkeit der Hydrathulle begegnen (GALINSKI 1992). Kompatible
Substanzen sind in einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungsklassen wie
Polyole, Zucker und Aminosauren zu finden, die sich stark in ihrer Struktur, ihren
hydrophoben Wechselwirkungen und ihrer Ladungsverteilung unterscheiden. Fur
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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 Wassermolekdile in der Hydrathllle der Proteine
und wirken so einer Denaturierung unter verringerter Wasseraktivitat entgegen.
Dieses Modell wurde fur Glycerin entworfen und ist auch bei vielen anderen
Polyolen denkbar (YANCEY et al. 1882). SCHOBERT (1979) konnte durch spektro-
skopische Untersuchungen zeigen, daR sich die Hydroxylgruppen des Glycerins
ahnlich verhalten wie Wasser und es daher funktionell ersetzen kénnen. Diese
Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu anderen Untersuchungen, wonach
Glycerin aus der Hydrathulle der Proteine ferngehalten wird (LEE et al. 1979).

- Modifikations - Modell ("Solute Binding Concept"})

Hydrophobe Bereiche eines Proteins kénnen durch "Minidetergenzien" maskiert
werden, so daf} die Affinitat zum Wasser erhéht und damit eine Stabilisierung der
Hydrathdlle bewirkt wird. Prolin gilt als Beispiel flr solch ein "Minidetergens"”. Der
hydrophobe Bereich des Moleklls ist dem ebenfalls hydrophoben Bereich des
Makromolekulls zugewandt, dadurch tritt der hydrophile Molekulbereich der
Iminosdure mit dem Lo&sungsmittel in Verbindung. Die hydrophoben Protein-
bereiche werden somit in hydrophile "umgewandelt". SCHOBERT (1979) spricht
dabei von hydrophober Hydratation. Eindeutige Beweise flUr dieses Modell
konnten bisher jedoch nicht erbracht werden (CHIRIFE et al. 1984).

- Ausschiul} - Modell ("Preferential Exclusion Model")

Far eine ganze Reihe von kompatiblen Substanzen konnte nachgewiesen
werden, daf} sie in unveranderter Form vorzugsweise aus der HydrathUlle der
Proteine ausgeschlossen sind und hierdurch das Protein hydriert wird (ARAKAWA
und TIMASHEFF 1985). Der Mechanismus des Ausschlusses wird kontrovers
diskutiert. So erklart Wiggens (1990) dieses Verhalten auf der Basis, daf} Wasser
nahe der Grenzflachen strukturell unterschiedlich ist, wobei zwischen dem dichten
Hydratwasser und dem weniger dichten freien Wasser ("Bulk"-Wasser) unter-
schieden werden muf. Die ladungsneutralen kompatiblen Substanzen werden mit
ihrer stabilen, "eis-&hnlichen" Hydrathulle von der Proteinoberflache ausge-
schlossen und liegen im Nicht-Hydrat-Wasser vor, wodurch das Protein vor-
zugsweise hydriert wird. Andere beschreiben diesen beherrschenden
Mechanismus des nicht spezifischen Ausschiusses mit einer ansteigenden
Oberflachenspannung, der Beeinflussung der Kohasion der Wassermolekiie
(BULL und BREESE 1974) und / oder mit einer Verbesserung der Wasserstruktur,
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da einige kompatible Substanzen strukturell zum Wassergitter passen. Aulerdem
sollen solche Substanzen die Formation von groflen Hydrationsclustern unter-
stitzen (GEKKO und TIMASHEFF 1981). Einigkeit besteht ungeachtet der
Ursachen des Ausschlusses darlber, daR kompatible Substanzen, als thermo-
dynamische Konsequenz (Minimierung der Entropie, Verstarkung der
hydrophoben Effekte), eine stabilisierende Wirkung gegen Auffaltung und
Denaturierung der Proteine zeigen, indem sie diese in ihre native kugelférmige
Struktur zwingen (vgl. Abb. 23 , GALINSKI 1995). Diese Modellvorstellung hilft zu
verstehen, warum Substanzen aus unterschiedlichen Verbindungsklassen
ahnliche Effekte hervorrufen. Aber auch dieses Modell kann bestimmte Aus-
nahmen (z.B. Prolin) hinsichtlich ihrer Wirkungsweise nicht Gberzeugend erklaren.

Abb. 23: Schematische Darstellung der Effekte von kompatiblen Substanzen auf  die
Proteinkonformation. A) Hypothetisches Protein in der nativen Konformation.
B) Denaturierte Form eines Proteins in der Umgebung von stérenden (bindenden)
Substanzen, wie z.B. Harnstoff. C) Stabilisierte Form eines Proteins in Gegenwart von
kompatiblen Substanzen, welche bevorzugt aus der Proteinoberflache ausgeschiossen
werden {nach Galinski 19985).

FUr 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 "AusschiuR-Modell" immer mehr Beachtung
geschenkt,

GALINSKI (1992) versucht, das Konzept des "Ausschiu-Modells” mit den Unter-
suchungen Uber die Verhaitnisse im Cytoplasma (WIGGINS 1990) in Einklang zu
bringen:

WIGGINS (1990) argumentiert, daR die gelosten Kationen im Cytoplasma un-
gleichmaRig verteilt sind. lhre Konzentration ist in der Nahe negativ geladener
Polyanionen gréfRer, d.h. z.B. im Hydratmante! von Proteinen und anderen Zell-
bestandteilen. Diese Ungleichverteilung fuhrt zur einer Verminderung der
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Wasseraktivitat und. damit auch zu einem reduzierten Wasserpotential in den
Hydrathullen. Das System gleicht diese Unterschiede zum Teil aus, indem das
Molvolumen in den Hydrathullen verkieinert (Erhdhung des Wasserpotentials) und
im Nicht-Hydratwasser vergréfert (Erniedrigung des Wasserpotentials) wird, so
dafl Zonen von dichtem Wasser und weniger dichtem Wasser entstehen. Dies hat
einen Einflul auf die Fahigkeit zur Lésung von Osmolyten: kleine Molekile hoher
Ladungsdichte treten Uberwiegend im Wasser hoher Dichte auf, wahrend grofe
Molekule geringer Ladungsdichte im Nicht-Hydrat-Wasser verteilt sind. Somit
liegen Na* und K* graduell in unterschiedlichen Wasserpopulationen vor: Na™*-
fonen Uberwiegen im Hydrat-Wasser, K*-lonen dagegen im freien Wasser.
GALINSKI (1992) vermutet, da die ladungsneutralen kompatiblen Substanzen
aufgrund ihrer groR3en, "eis-ahnlichen" Hydrathtllen von der Protein-oberflache
ausgeschlossen und im Nicht-Hydrat-Wasser verteilt sind. Diese eis-ahnlichen
Hydrathtllen der kompatibien Substanzen sind struktuell aufgeweitetem Wasser
ahnlich und kénnen sich daher gut in dieser Wasserpopulation integrieren.
Wasser an hydrophoben Grenzflachen hat ein gréReres Potential, weil es weniger
Wasserstoffbriicken ausbilden kann als freies Wasser. Daher geht GALINSKI
(1992) von einer Aufweitung der Struktur an den Grenzflachen ("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 Hydrathtillen. Geléste Stoffe, die
sich vorzugsweise in die Hydrathullen integrieren (wie z.B. Salze), fihren so zu
einer Verdichtung des Hydratwassers und destabilisieren die hydrophoben
Wechselwirkungen. Die kompatiblen Substanzen, die die Salze ersetzen, haben
eine Praferenz fur das Nicht-Hydrat-Wasser und erndhen somit nur unwesentlich
die Dichte des Hydrat-Wassers. Somit kénnen kompatible Substanzen die
lonenstarke und die Dichte des Hydrat-Wassers verringern und damit die
Konformation stabilisieren. Die Funktion der kompatiblen Substanzen ist also in
der Aufrechterhaltung einer "naturlichen" HydrathUlle 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 Ubertragbarkeit der oben genannten, fur Salz-, Gefrier-und
HitzestreR entwickelten Erklarungsmodelle diskutiert. Als MaRistab fir den Schutz
bei tiefen Temperaturen wurde zum einen die Steigerung der Reaktions-
geschwindigkeit und zum anderen die verbesserte Fahigkeit zur Substratbindung
(kleiner Ky) gegentber dem Kontrollansatz herangezogen. Die Wirkung der
einzelnen Osmolyte auf die beiden Enzyme werden nacheinander diskutiert.”

84



Diskussion

4.2.2.  Schutzwirkung bei niedrigen Temperaturen
4.2.21 DMSP

Die mdoglichen biologischen Funktionen des DMSP sind nicht vollstandig geklart
(KIRST 1994, GRONE 1995). Bisher ist die Veranderung der DMSP-Konzentration
primér 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 mogliche Schutz-
wirkung bzw. Kompatibilitat des DMSP auf native Enzyme bei unterschiedlichen
StreRfaktoren, 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 moéglicherweise auch als kryoprotektive Substanz
bestatigt werden.

Die MDH aus Extrakten von A. arcta (Arktis und Antarktis) wurde bei 30 °C, dem
Optimum der Enzymaktivitdt (vgl. Kap. 3.1.2), durch steigende DMSP-CI-
Konzentrationen zunehmend destabilisiert (vgl. Abb. 13a + b). Dagegen wurde die
Aktivitat mit steigendem DMSP-Gehalt bei -2 °C nicht gehemmt, sondern in
héheren Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (-2 °C) geringflgig
beschleunigt. Diese, dem destabilisierenden Effekt des DMSP-CI bei hohen
Temperaturen entgegengesetzte gute DMSP-Veriraglichkeit bei niedrigen
Temperaturen, kénnte ein erster Hinweis auf dessen mdgliche Kalte-
schutzfunktion sein. Organische Substanzen, die gut als Kryoprotektoren wirken,
kédnnnen bei héheren Temperaturen Proteine destabilisieren und sich sogar
toxisch auf die Zellen auswirken (ARAKAWA et al. 1990). Bei Kaite sollen solche
Substanzen nach dem oben beschriebenen “"Ausschluf3-Modell" von der Protein-
oberflache ferngehailten werden und damit das Protein indirekt stabilisieren (vgl.
421, ARAKAWA und TIMASHEFF 1985, TIMASHEFF 1982, CARPENTER und
CROWE 1988, ARAKAWA et al.1990). Im Gegensatz dazu kénnen diese Sub-
stanzen bei héheren Temperaturen durch ihre hydrophoben Komponenten die
Tendenz zeigen, sich an das Protein zu binden und es dadurch zu destabilisieren
(ARAKAWA et al. 1980). Diese hydrophoben Wechselwirkungen sind bei hdheren
Temperaturen starker, daher kénnen sich Substanzen mit einem hohen hydro-
phoben Anteil bei steigenden Temperaturen verstarkt an das Protein binden. Die
Destabilisierung der MDH bei 30 °C kénnte ihre Ursache in einer solchen
Interaktion zwischen dem Enzym und dem DMSP als kompatible Substanz haben.
In ahnlicher 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 fihren (ARAKAWA et al. 1990). Fur die MDH konnte bei -2 °C in
dem getesteten Konzentrationsbereich (50 bis 1000 mOsmol / kg, vgl. Tab. 5)
keine Enzymhemmung beobachtet werden. Untersuchungen an einigen Enzymen
zur Vertraglichkeit des DMSP in Abhangigkeit von Temperatur und Konzentration
zeigen, dal DMSP die kaltelabile Phosphofructokinase (PFK) gut gegen Kaite
(6 °C) schitzt. Bei hohen Temperaturen und Konzentrationen konnte jedoch das
DMSP die Lactat-Dehydrogenase (LDH) und Glutamat-Dehydrogenase nur
geringfugig stabilisieren (NISHIGUCHI und SOMERO 1992).

Bei dem als Kryoprotektor bekannten DMSO (Dimethylsulfoxid) sollen die Methyi-
gruppen bei hohen Temperaturen zu hydrophoben Wechselwirkungen mit dem
Protein fihren (ARAKAWA et al. 1990). Da das DMSP &hnliche Methylgruppen-
Strukturen aufweist, vermuten NISHIGUCHI und SOMERO (1992), daR die
temperaturabhangigen Effekte des DMSP auf das Protein ebenfalls von diesen
Gruppen beeinflut werden. Die Autoren gehen davon aus, daR es bei héheren
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 mitgefihrte Anion einen EinfluR auf die
Stabilitdt des Enzyms hat. Es ist aber nicht auszuschlieRen, dal der mit der
DMSP-Konzentration ansteigende Chloridanteil an der Denaturierung des
Enzyms beteiligt ist. In der Reihe der Makromoleklle stabilisierenden und
destabilisierenden lonen z&hit ClI= zu den destabilisierenden Anionen
(Hofmeistersche Reihe 1888, aus: YANCEY et al. 1982). So ist bei der MDH aus
A. arcta fur den 30 °C-Ansatz zu vermuten, dall der mitgefUhrte Chloridanteil die
Wechselwirkung mit dem Protein férdert und die Aktivitdt schon bei niedrigen
DMSP-CI-Konzentrationen beeinflufdt, so dal die Kompatibilitdt zwischen Enzym
und DMSP gestort wird.

Die kinetischen Eigenschaften der MDH aus Extrakten von A. arcfa (Arktis)
wurden durch die Zugabe von DMSP-CI bei -2 °C nur unwesentlich beeinflufit,
Der Km-Wert erhéhte sich minimal, wobei Vmax leicht reduziert wurde (vgl. Tab.
11). Von der Proteinoberflache ausgeschiossene 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,daR der
feicht negative EinfluR des DMSP-C! auf die kinetischen Parameter der MDH auf
das begleitende Anion zurlckzuflhren ist. Diese Annahme wird dadurch bestarkt,
dal auch NaCl die Kinetik der MDH aus A. arcta in gleicher Weise, wenn auch in
einem wesentlich héheren Ausmal, inhibiert. Auch frihere Untersuchungen an
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der MDH, hier aus Tefraselmis subcordiformis (Prasinophyceae), zeigen einen
negativen Einflud des DMSP-CI sowoh! auf den Kp-Wert als auch auf die
Reaktionsgeschwindigkeit (GRONE und KIRST 1991). Die Autoren setzten bei ihren
kinetischen Untersuchungen 100 mol / m3 DMSP-CI entsprechend einem
osmotischen Potential von 349 mOsmol / kg ein. Dies stimmte in etwa mit den
Versuchsbedingungen (400 mOsmol / kg) der vorliegenden Arbeit Uberein. Diese
bei héheren Temperaturen beobachtete MDH-Hemmung fihren auch GRONE
und KIRST (1991) auf das mitgeflhrte Anion zurlck. Es ist aber ebenso vor-
stellbar, daR diese Hemmung, zumindest bei héheren Temperaturen, durch eine
hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem DMSP und der Proteinoberflache
bedingt ist, wie z.B. von NISHIGUCHI und SOMERO (1992) beschrieben.

Besonders die, trotz Chloridanteil gute Vertraglichkeit bzw. mit steigender
Konzen-tration leicht aktivierende Wirkung des DMSP auf die Aktivitat der MDH
bei -2 °C deutet im Vergleich zum véllig entgegengesetzten Effekt des NaCl (vgl.
Abb. 13c) eine Schutzfunktion des DMSP gegentber niedrigen Temperaturen an.

Die Aktivitat der GEP-DH zeigte bei hohen Temperaturen im Vergieich zur MDH
keine konzentrationsabhangige, destabilisierende Wirkung des DMSP-CI.
Vielmehr war bei beiden Untersuchungstemperaturen schon mit geringer Zugabe
von DMSP-CI eine, wenn auch fur die unterschiedlichen lIsolate verschieden
starke Erhdhung der Aktivitdt Ober den gesamten Konzentrationsbereich
festzustellen (vgl. Abb. 14a + b). Frihere Untersuchungen an Extrakten von
Tetraselmis subcordiformis zeigten, dal} die GEP-DH bei Raumtemperatur unter
Zugabe von bis zu 200 mM DMSP-CI (= 532 mOsmol / kg) annahernd stabil blieb
(GRONE und KIRST 1991). Somit scheint DMSP-CI bei héheren Temperaturen
allgemein keinen hemmenden Einflul auf die G6P-DH zu haben, so dai dies
keine Besonderheit des Enzyms aus A. arcta ist. Daher durfte die Oberflache der
G6P-DH so beschaffen sein (Hydrophobizitat, lLadungsverteilung), dall die
Mdglichkeit zur Wechselwirkung mit den destabilisierenden Substanzen (z.B. CI7),
anders als bei der MDH, gering ist. Unterstitzt wird diese Vermutung durch den
Einflud des NaCl auf die G6P-DH, das bei vielen Enzymen in hohen Konzen-
trationen destabilisierend wirkt (POLLARD und WYN JONES 1979; YANCEY et al.
1982). Die Aktivitédt blieb bei -2 °C Uber den gesamten Konzentrationsbereich
konstant, und auch bei 30 °C wirkte das NaCl erst in hdheren Konzentrationen
(430 mol / m3 = 800 mOsmol / kg) destabilisierend auf die G6P-DH (vgl. Abb.
14c). Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH hingegen wurde bei beiden
Temperaturen durch steigende NaCl-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
abstolende Kréfte, wie z.B. unterschiedliche Oberflachenspannungen, aufge-
brochen und Uberlagert werden, kénnen Salze als Stabilisatoren wirken. Somit
kénnen auch Salze von der Proteinoberflache ferngehalten werden und die
Konformation stabilisieren (ARAKAWA und TIMASHEFF 1982: LOW 1985). Dies
kénnte eine Erklarung fur die hohe Salz-Unempfindlichkeit der G6P-DH aus
A. arcta sein.

Der Ausschiuld der Salze ist jedoch zum einen von der Oberflachenbeschaffenheit
der Proteine {hydrophobe sowie polare Bereiche) und zum anderen von der
Konzentration des Salzes abhéngig. So sind einige Salze, die vorzugsweise aus
der Proteinoberflache ausgeschlossen werden, dennoch in der Lage, die
Hydrathulle des Proteins zu durchdringen und sich an die Oberflache zu binden
(CARPENTER und CROWE 1988). Unterschiedliche Salzempfindlichkeiten
einzelner Enzyme eines Systems werden in der Literatur haufiger beschrieben. In
Extrakten der einzelligen Grunalge Dunaliella parva wurden sowohl NaCl-
tolerante als auch -empfindliche Enzyme nachgewiesen (GIMMLER et al. 1984),
Die Aktivitat der MDH aus Tetrase/mis subcordiformis (Prasinophyceae) zeigte
gegenuber NaCl eine deutliche inhibitorische Wirkung, diese Empfindlichkeit war
bei der GBP-DH dagegen nicht festzustellen (RICHTER 1987, GRONE und KIRST
1991). Auch die MDH aus anderen niederen und héheren Pflanzen wird haufig als
NaCl-empfindlich beschrieben (VON WILLERT 1974, POLLARD und WYN JONES
1979). Die genannten Autoren folgern daraus keine generelle, sondern vielmehr
eine partielle Salzinhibition bei Enzymen. AuRerdem ist der Grad der in vitro
gemessenen Salzresistenz nicht unbedingt ein Indikator fir eine entsprechende in
vivo-Resistenz (SCHWAB und GAFF 1990).

Die aktivierende Wirkung des DMSP-C! auf die Enzymaktivitat der G6P-DH bei
30 °C lait sich mit dem "Ausschiuf3-Modell” nicht hinreichend erklaren. Dieses
Modell wird in der Literatur fur eine Stabilisierung der funktionsfahigen Hydrat-
hulle des Proteins herangezogen (GALINSKI 1992). Eine beschieunigte Reaktions-
geschwindigkeit durch den Zusatz von DMSP-CI &Rt sich jedoch nicht nur mit
einer Aufrechterhaltung der Hydrathulle erkldren. Daher ist zu vermuten, dai
neben dem bevorzugten Ausschlufl aus der Hydrathllle zuséatzlich spezifische
Interaktionen zwischen Enzym und DMSP-CI von Bedeutung sind.

Ohne Zusatze wurde die G6P-DH, im Gegensatz zur MDH, durch tiefe Temper-
aturen (-2 °C) stark negativ beeinflufit. Der Km-Wert wurde deutlich erhéht und
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vermindert (vgl. Kap. 4.1.3 und Tab. 8).
Die Ursache fur die Veranderung der kinetischen Parameter bei tiefen Tempe-
raturen kénnte mit einer Konformationsédnderung des Proteins erklart werden.
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Einerseits werden die hydrophoben Wechselwirkungen bei niedrigen
Temperaturen geschwacht, andererseits wird die Entropie des Wassers
verringert, wodurch die unpolaren Aminosaure-Reste im Enzym solvatisiert
werden (SUELTER 1990). Diesem destabilisierten Zustand sollen nach dem
"Ausschlu3-Modell" kompatible Substanzen entgegenwirken, indem sie die
urspringliche Hydratation, zumindest annahernd, wiederherstellen (GALINSKI
1992). Die kinetischen Eigenschaften der G6P-DH wurden bei tiefen Temper-
aturen durch DMSP-C| verbessert. Sowohl die Substrataffinitat als auch Vmax
wurde im Vergleich zur Kontrolle (-2 °C) erhéht (vgl. Tab. 12). Dieser aktivierende
Einflulz des DMSP-C| wurde bei nicht-sattigenden Substratkonzentrationen noch
deutlich verstarkt (vgl. Abb. 11). Im Vergleich zu 30 °C konnte aber kein
vollstandiger Ausgleich der kinetischen Parameter erzielt werden (vgl. Tab. 8 +
12). Dem "AusschluR-Modell" folgend kann also fur das DMSP-CI vermutet
werden, dal} es aus der Hydrathulle der G6P-DH ausgeschlossen wird und somit
einer durch tiefe Temperaturen hervorgerufenen Konformationsdnderung ent-
gegenwirkt. Hierdurch tréagt DMSP zum Erhalt und damit zum Schutz der
urspringlichen Hydrathille (30 °C) bei.

Im Gegensatz zum DMSP-CI liegen zum strukturell ahnlichen Glycin-Betain
(analoge Struktur, ebenfalls Zwitterion, Stickstoffatom anstelle des Schwefel-
atoms) bereits entsprechende Ergebnisse vor. So konnten ARAKAWA und
TIMASHEFF (1983) nachweisen, daR Gilycin-Betain aus der HydrathUlle der
Proteine ferngehalten wird, woraus sie schlossen, dalR eine direkte Bindung mit
dem Protein unwahrscheinlich ist. Bei Untersuchungen zur Temperaturab-
héngigkeit der Hydrathdlle von Proteinen konnte aullerdem gezeigt werden, dai
Glycin-Betain (1 M) die Hydrathulle Uber einen weiten Temperaturbereich (25 °C
bis 45 °C) stabilisiert (LIPPERT 1992, in. GALINSKI 1992). Auch konnte fur Glycin-
Betain gezeigt werden, daR es die kinetischen Eigenschaften eines Enzyms
verbessert. So zeigt z.B. die Trehalase aus Proteobacterien einen sehr hohen
Km-Wert fur das Substrat (0,5 M) der in Gegenwart von Glycin-Betain (0,16 M)
deutlich verringert wird (GALINSKI 1992).

Aufgrund der bekannten, hauptsachlich in héheren Pflanzen untersuchten, zell-
vertradglichen Eigenschaften der guartdren Ammoniumverbindung Glycin-Betain
(RHODES und HANSON 1993) wurde in der Literatur vielfach auf eine aquivalente
Wirkung der analogen, tertidren Sulfoniumverbindung DMSP geschlossen. Ein
direkter Nachweis bej Algen fehlt bisher, doch konnte anhand von Wachstums-
untersuchungen zweier Bakterienkulturen gezeigt werden, da® DMSP die durch
osmotischen Strefl} 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 abzuhéngen (BISSON und KIRST 1995). Unterschungen an der
MDH aus Tetraselmis subcordiformis zeigten, dal der Schutzeffekt von DMSP
unter Substratlimitierung anstieg (GRONE und KIRST 1991). Die durch DMSP
verbesserte E-S-Affinitat der G6P-DH bei -2 °C 1aRt vermuten, daR unter
physiologischer Substratkonzentration ein Ausgieich in der Katalysegeschwindig-
keit gegenUber tiefen Temperaturen stattfindet und DMSP somit fur dieses Enzym
eine Schutzfunktion Ubernimmt.

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 héheren Temperaturen (30 °C) wird einerseits auf
das begleitende Anion zurtickgefuhrt, andererseits kénnten aber auch die be-
schriebenen hydrophoben Wechselwirkungen mit dem DMSP die Stabilitat der
MDH beeinflussen. Somit ist die Kompatibilitdt des DMSP mit der MDH nicht
restlos geklart. Aber auch andere allgemein anerkannte kompatible Substanzen
sind durchaus nicht immer ohne Einflu® auf die Enzymaktivitat: wahrend z.B.
POLLARD und WYN JONES (1979) keine MDH-Inhibierung durch Glycin-Betain
(500 mol / m3) feststeliten, berichtet GINZBURG (1987) nach Zugabe von Glycin
von Inhibition, Aufhebung der NaCl-Inhibition oder Stabilisierung verschiedener
Enzyme aus Dunaliella sp..

Bei tiefen Temperaturen von -2 °C, wie sie im natUrlichen Habitat von A. arcta
auftreten, konnte keine schadigende Wirkung des DMSP fur die untersuchten
Enzyme gefunden werden, vielmehr war fur die G6P-DH eine leichte Aktivierung
festzustellen. Fur die G6P-DH konnte in den vorausgegangenen Untersuchungen
(vgl. Kap. 4.1) keine eindeutige Anpassungsstrategie an tiefe Temperaturen fest-
gestellt werden. Somit kénnte die durch DMSP-CI verbesserte katalytische
Effizienz gerade fur dieses Enzym bedeutend sein, um eine positive Stoffwechsel-
bilanz bei niedrigen Temperaturen aufrechtzuerhaiten.

Die Synthese von DMSP ist allerdings stark lichtabhangig (KARSTEN et al. 1990b;
GRONE 1991;VETTER und SHARP 1993), nach langerer Dunkelheit wird diese
Verbindung bei A. arcta wieder metabolisiert (KARSTEN 1991). Im Winter, bei
voélliger Dunkelheit, wirde demnach DMSP als Schutzsubstanz ohne Bedeutung
sein. A. arcta Uberdauert den Winter ohne Wachstum als ausgestrecktes,
filamentdses System (BISCHOFF und WIENCKE 1995), so daf die Stabilisierung
"aktiver" Enzyme energetisch sogar unglnstig wére. Erst verbesserte Licht-
bedingungen mit gesteigerten Stoffwechseiraten im Frihjahr machen einen
Schutz gegen Kalte und Gefrieren notwendig.

Durch den unterschiedlichen Einflul der Temperatur auf die DMSP-Gehalte der
verschiedenen A. arcta-Isolate (Abb. 20) scheint fraglich, ob DMSP als alleinige
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Kalteschutzsubstanz in Frage kommt. Vielmehr wére es denkbar, daf’ kompatible
Substanzen allgemein aufgrund ihrer jeweiligen Wirkungsweise oder in
Kombination verschiedener Substanzen einen gewissen Schutz gegen Kalte ge-
wéhrleisten. Es scheint daher sinnvoll, die Funktion des DMSP nicht unabhangig
vom Vorhandensein anderer organischer Verbindungen und / oder kompatibler
Substanzen in der Zelle zu sehen.

4.2.2.2 Prolin

Die Vertraglichkeit der Iminosdure Prolin ist fur verschiedene Enzyme
unterschiedlicher Organismen mit einer Reihe von Arbeiten belegt. So wird die
Aktivitat der MDH aus einigen hoéheren Pflanzen (Rhizophora mangle,
Mesembryanthemum crystallinum, Cicer arietium, Spinacia oleracea) durch die
Zugabe von bis zu 600 mo! / m3 Prolin nicht beeintrachtigt (SOMMER et al. 1990).
Zu &hnlichen Ergebnissen kamen POLLARD und WYN JONES (1979), die die
dehydrierende MDH aus Hordeum vuigare (Gerste) bis 500 mol / m3 Prolin
testeten. Die Fallung der Glutaminsynthetase aus Honduras distichom (Gerste)
konnte durch die Zugabe von Prolin vermindert bzw. kompensiert werden (PALEG
et al. 1985). Der EinflulR von Prolin ist dabei jedoch pH- und konzentrations-
abhéngig.

Wenn auch die Funktion von Prolin als Schutzsubstanz in vielen Organismen bei
Salzstre nachgewiesen wurde, so gilt dies dennoch nicht generell
Untersuchungen an Enzymen von Salsola soda (Chenopodiaceae) zeigten, daflR
Prolin keinen Schutz gegen Inhibierung der Enzyme durch NaCl bietet, wahrend
dieser Schutz bei Enzymen aus Cynodon dactylon (Hundszahngras) gegeben war
(NIKOLOPOULOS und MANETAS 1991). Diese Autoren gehen daher von einer Co-
Evolution zwischen Osmolytsystem und Enzymstruktur aus. Damit kénnte die
Praferenz bestimmter Osmolyte in einigen Bakterien (GALINSKI 1993), Algen
(WEGMANN 1986), héheren Pflanzen und Tieren (YANCEY et al. 1982, SOMERO
1986) erkiart werden.

Abhangig 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
konzentrationsabhangig (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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Altere Untersuchungen haben gezeigt, dal es bei der Kaltehartung hoherer
Pflanzen zur Prolinakkumulation kommt (CHU et al. 1974, SOSINSKA und
MALESZEWSKI 1978), aber auch bei Algen konnten hdhere Prolingehalte bei
niedrigen Temperaturen nachgewiesen werden (WANZEK 1994, JACKSON und
SEPPELT 1995). So wird die Iminosaure Prolin in der Literatur haufig als kryo-
protektive Substanz diskutiert. Untersuchungen zur Wirkung des Prolins auf die
Enzymaktivitat bei niedrigen Temperaturen liegen jedoch bisher nicht vor.

Auf die Aktivitat 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 °C und -2 °C) durch Zugabe von Prolin Gber
den gesamten Konzentrationsbereich (50 bis 1000 mOsmol / kg, vgl. Tab. 5) nicht
beeintrachtigt. Bei der G6P-DH hingegen sank die Aktivitat bei 30 °C in dem-
selben Konzentrationsbereich nahezu kontinuierlich auf 79% der Anfangs-
aktivitat. Die Aktivitat bei -2 °C zeigte dagegen eine Stimulierung zwischen
400 und 600 mOsmol / kg (342 - 513 mol / m3) Prolin, héhere Konzentrationen
erbrachten keine Aktivitatssteigerung. Der Bereich zwischen 400 und
600 mOsmol / kg Prolin kénnte 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 mol / 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) erklart. 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 L6&slichkeit und damit die Stabilitdt des Proteins.
Kalorimetrische und IR-spektroskopische Untersuchungen von RUDOLPH und
CROWE (1986) konnten diese Vorstellungen erharten, auch wenn die Autoren
einrdumen, dall mit ihren Untersuchungen das "Modifikations - Modell” nicht
restlos bestatigt werden kann. Zusatzlich gehen sie davon aus, dal fur eine
polymere Assoziation zwischen Prolin und dem Protein eine Konzentration von
1 M bis 2 M nétigt ist, welche fUr cytoplasmatische Verhaltnisse sicherlich zu hoch
liegt. Aullerdem konnte fur einige Falle gezeigt werden, dal das Prolin sehr wohi
von der Proteinoberflache ausgeschlossen wird (ARAKAWA und TIMASHEFF
1985), also nach dem "Ausschiu - Modell" indirekt stabilisierend wirkt. Nach
GALINSKI (1992) ist dem "Modifikations - Modell" aul3erdem entgegenzuhalten,
dall aus thermodynamischer Sicht eine Wechselwirkung mit hydrophoben
Bereichen des Molekuils wahrscheinlich auch eine Exposition dieser Gruppen und
damit eine Denaturierung begunstigen mufite. So &Rt sich fur Prolin vermuten,
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dal die Bindung an Proteine und der damit verbundene Anstieg der Protein-
[6slichkeit keine feststehende Eigenschaft dieser Iminoséure ist. Vielmehr kénnte
eine Bindung des Prolins nur bei relativ hydrophoben Proteinen wie z.B.
B-Lactoglobulin Gber den Ausschlull dominieren (CARPENTER und CROWE 1988,
aufbauend auf: SCHOBERT und TSCHESCHE 1978). Daher kénnte es auch
moglich sein, dal beide Effekte bei jeweils unterschiedlichen Temperaturen eine
Rolle spielen. Bei niedrigen Temperaturen, wo die hydrophoben Wechsel-
wirkungen gering sind, warde Prolin die Proteine dadurch stabilisieren, dall es
von der Oberflache ferngehalten wird. Hohe Temperaturen dagegen begunstigen
die hydrophoben Wechselwirkungen, damit wéare eine Interaktion zwischen stark
hydrophoben Enzymen und dem Prolin denkbar. Unterschiede in der Ober-
flachenbeschaffenheit (hydrophobe sowie polare Bereiche) beider Enzyme, MDH
und G6P-DH, kénnten demnach die Wirkung des Prolins beeinfluten.

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 Fahigkeit zur Substratbindung sowie Vmax erhoht (vgl. Tab. 11
+ 12). Bei der G6P-DH konnte jedoch der negative EinfluR der niedrigen
Temperatur nicht volistandig kompensiert werden (vgl. Kap. 4.1). Es scheint aber
durch den Zusatz von Prolin méglich, die Enzymaktivitat so weit zu stabilisieren,
dalk eine positive Stoffwechselieistung 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, dak der Einflul von
Prolin im Bereich der Substratsattigung gering ist, unter physiologischer Substrat-
konzentration jedoch sowoh! eine férdernde als auch eine inhibierende Wirkung
auf die Enzymaktivitat haben kann (MANETAS et al. 1986). Hieraus folgern die
Autoren, daR die Wirkung kompatibler Substanzen bei Substratkonzentrationen
untersucht werden muR, die den Verhaitnissen in vivo entsprechen. Die Tatsache,
dal sich die Wirkung von Schutzstoffen mitunter nicht in der maximalen Reak-
tionsgeschwindigkeit, sondern in einer Veranderung des Kmy-Wertes ausdriickt,
unterstreicht die Notwendigkeit enzymkinetischer Untersuchungen zur Beurteilung
eines moglichen Schutzeffektes.

Sowohl die deutlich ansteigenden zellularen 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 Kalteschutzfunktion hin.
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4.2.2.3 Saccharose

Saccharose ist der wichtigste Transportzucker griner Pflanzen und gilt als schnell
verflUgbarer Energielieferant. Die Anreicherung von Saccharose unter
osmotischem Stre wurde fur 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. Wahrend
physiologische Konzentrationen dieser Substanz die Protein- und Membran-
strukturen in unterschiedlichen Stref3situationen (z.B. Salz-, Trocken- und Gefrier-
strel) schitzen (CARPENTER 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 Aktivitat der Glutamin-Synthetase aus
Cyanobakterien wird z.B. schon bei einer Konzentration von > 200 mM
Saccharose stark inhibiert (WARR et al. 1984). Soiches Verhalten kénnte aber
durch die im Vergleich zu Prolin und DMSP wesentlich geringere Léslichkeit der
Saccharose begrindet 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 fur 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 Salinitaten vorgefunden
(MACKAY et al. 1984; BOROWITZKA 1985). Aber auch Algen aus der Gezeitenzone
benutzen Saccharose bei der osmotischen Regulation, wobei sie allerdings hier
gegenuber anderen Osmolyten, so z.B. bei A. arcta (Antarktis) gegenutber Prolin
und DMSP (KARSTEN 1991), nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der Vorteil der
Saccharose fur den Organismus kénnte darin liegen, dafl sie, als Haupt-Photo-
syntheseprodukt, bei hyperosmoticher Belastung sehr schnell synthetisiert wird
(WARR et al. 1987) und damit den anfanglichen lonenstre? zumindest teilweise
kompensieren kann. Im Gegensatz dazu setzt z.B. die Synthese von DMSP, als
Sekundarmetabolit, erst spéter ein, so dal 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 wahrend 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 Enzymoberflache, 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 schltzenden Proteins ab (BACK et al.
1979; CARPENTER und CROWE 1988; GALINSKI 1992). Die Aktivitaten der MDH
und G6P-DH wurden bei verschiedenen Saccharose-Konzentrationen unter-
schiedlich beeinflutt. Die Reaktionsgeschwindigkeit der MDH wurde bei beiden
Temperaturen (30 °C und -2°C) durch Zugabe von bis zu 800 mOsmol / kg
(702 mol / m3) Saccharose kontinuierlich gehemmt (vgl. Abb. 13e). Im Gegensatz
dazu zeigte die G6P-DH bej beiden Temperaturen eine Steigerung der Aktivitat
(vgl. Abb. 14e). Nach Untersuchungen von LEE und TIMASHEFF (1981) wird
auch Saccharose bevorzugt aus der Hydrathlille ausgeschiossen und wére somit
nach dem "Ausschiul-Modell" in der Lage, die Proteine indirekt zu stabilisieren.
Saccharose scheint demnach das jeweilige Enzym gegen verschiedene Stref3-
faktoren, wie z.B. tiefe Temperaturen oder Trocknung, unterschiedlich zu
schitzen. So stellt eine Trocknung bis zur vélligen Dehydrierung der Hydrathtlle
des Proteins eine grundséatzlich andere StreRsituation als das Gefrieren dar. lhr
muflz dementsprechend durch andere Stabilisierungsmechanismen begegnet
werden (CROWE et al. 1990, ARAKAWA et al. 1990).

Dennoch scheint die unterschiedliche Wirkung der Saccharose auf die
Enzymaktivitst von MDH und G6P-DH mit dem "Ausschiul-Modells" nicht
hinreichend geklart. So wéare zwar denkbar, dal} sich das Ausschlullverhalten der
Saccharose in Abhangigkeit von der Temperatur &ndert und bei niedrigen oder
hohen Temperaturen nicht unbedingt die gleiche Wirkung zeigt. Dies wirde dann
die unterschiedliche Wirkung in Abhangigkeit von der Temperatur erkiaren, nicht
aber die verschiedenen Effekte auf MDH und G6P-DH. Diese Unterschiede
lassen vermuten, dald zusétziiche spezifische Interaktionen zwischen der mole-
kularen Struktur der Enzyme und der Saccharose eine Rolle spielen. So wurde
schon fur DMSP und Prolin als wahrscheinlich angenommen, dald sich die
Oberflachenbeschaffenheit der beiden Enzyme unterscheidet und dadurch die
Schutzwirkung der kompatiblen Substanzen beeinflut wird. Um eine ab-
schlieflende Ausssage Uber die molekularen Strukturen der beiden Enzyme,
sowie deren Interaktion mit den untersuchten Schutzsubstanzen treffen zu
kénnen, maflten jedoch gezielte Untersuchungen folgen.

Der Km-Wert sowie Vimax wurden fur die MDH durch 400 mOsmol / kg Saccharose
nur unwesentlich beeinflult (Tab. 11). Bei der Aufnahme der Substratsattigungs-
kurve fur die MDH wurde deutlich, dal der hemmende Effekt der Saccharose erst
im Sattigungsbereich auftrat (vgl. Abb. 9). So ist zu vermuten, dai bei physio-
logischer Substratkonzentration die beschriebene Hemmung der Reaktionsge-
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schwindigkeit in Abhangigkeit von der Saccharosekonzentration deutlich ver-
mindert wére. Somit scheint Saccharose auch fUr die MDH zumindest im
physiologischen Substratbereich (Oxalacetat) bei niedrigen Temperaturen ver-
traglich zu sein.
Far die G6P-DH ist Saccharose selbst in hohen Konzentrationen und bei tiefen
Temperaturen (-2 °C) vertraglich. Der negative Einflul niedriger Temperaturen
auf die Kinetik der G6P-DH wurde durch Saccharose deutlich vermindert, die
Fahigkeit der Substratbindung und Vmax wurden erhdht (Tab. 12). Diese ver-
besserte Fahigkeit zur Substratbindung schafft bei physiologischer Substrat-
konzentration einen Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit. Somit kann far die
Saccharose zumindest fUr dieses Enzym eine Kalteschutzfunktion angenommen
werden. .
Ein positiver EinfluR tiefer Temperaturen auf den zelluldren Saccharosegehalt
konnte, im Gegensatz zu den Gehalten an Prolin und teilweise auch an DMSP, fur
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 wére es
denkbar, dai erst eine Kombination verschiedener kompatibler Substanzen einen
Organismus befahigt, mit einer bzw. unterschiedlichen Strefisituationen (z.B.
Salz, Dehydration, Gefrieren) umzugehen. FUr die osmotische Regulation bei
Algen werden in der Literatur haufig Kombinationen aus verschiedenen
organischen Verbindungen genannt, wie z.B. Sorbitol / Prolin bei Stichococcus
bacillaris (BROWN und HELLEBUST 1978), Sorbitol / Duecitol bei Baostrychia
scorpioides (KARSTEN und KIRST 1989b), Mannitol / Altriol bei Himanthalia
elongata (WRIGHT und REED 1985) und Prolin / Saccharose / DMSP bei
Enteromorpha intestinalis (EDWARDS et al. 1987).
Insgesamt 1aRkt also die nur isolierte Betrachtung verschiedener organischer
Substanzen in vitro wahrscheinlich keine volistdndige Aussage Uber die Reak-
tionen unter natdrlichen Verhaltnissen (in viva) zu (SCHWAB und GAFF 1990). So
gibt es einige Schwierigkeiten, die in vitro-Ergebnisse in Beziehung zur intakten
Pflanze zu setzen:
a) in nicht vollig gereinigten Enzymextrakten kénnen sich Effekte Uberlagern, die
durch exo- und endogene Substanzen hervorgerufen werden.
b) die ionen- und Substratkonzentrationen in vitro sind nicht die gleichen wie die
in der intakten Pflanze.
¢) die Enzymempfindiichkeit wird durch die Extraktionsmethode, die Ansatzemp-
eratur und die Lagerung des Extraktes nach der isolation beeinfluf3t.
d) in vivo Enzyme arbeiten unter substratlimitierten Bedingungen.
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4.2.3 Gefrierschutz

Im Gegensatz zum zuvor beschriebenen KaltestreRR (vgl. Kap. 4.1) zeigt Gefrieren
ahnliche Effekte wie hohe Sélinitdten oder Austrocknung (BISSON und KIRST
1995). In erster Linie bestehen diese Effekte in einer Senkung des intrazellularen
Wasserpotentials und damit in einer Dehydratation. Hieraus resultiert eine er-
héhte Osmolytkonzentration im Cytoplasma (lonen, organische Substanzen) und
in der Vakuole (haupts&chlich lonen). Es wird daher haufig vermutet, dal} der
Schutzeffekt der kompatiblen Substanzen (Stabilisierung der Proteine und
Membranen) fir die genannten StreRfaktoren identisch ist und kompatibie
Substanzen nicht nur bei steigenden Sélinitaten und Austrocknung schutzen,
sondern auch kryoprotektiv wirken (BISSON und KIRST 1995).

Die Schutzwirkung der kompatiblen Substanzen Proiin, Saccharose und DMSP
sowie verschiedener anorganischer Salze gegen Gefrieren und anschiieliendes
Auftauen wurde am Testsystem der LDH untersucht. Dieses native Enzym wurde
aufgrund seiner hohen Thermolabilitat ausgewahit und war bereits oft
Gegenstand von Stabilitatsuntersuchungen.

Alle eingesetzten Verbindungen konnten die LDH gegen Gefrieren und Wieder-
auftauen schitzen. Der Grad des Schutzes war jedoch von der jeweiligen
Substanz sowie von deren Konzentration abhangig (vgl. Abb. 17 + 18). Wie schon
erwahnt (vgl. Kap. 3.3.3), kam es in einem Konzentrationsbereich von 100 bis
200 mOsmol / kg (vgl. Tab. 5) bei allen Substanzen bis auf BMSP-C| zu einem
unerwarteten Einbruch im Aktivitdtsanstieg. Obwohl in den graphischen
Darstellungen von CARPENTER und CROWE (1988) ebenfalls konzentrations-
abhangige Schwankungen der kryoprotektiven Wirkung verschiedener Sub-
stanzen auftraten, blieb dieses Phanomen in der Diskussion unbericksichtigt. Bei
einem isoliert aufgetretenen Ereignis wére eine partiell hdhere Konzentration als
Folge eines Durchmischungsfehlers als moégliche 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
Phanomen zu vermuten. Ungeachtet dessen bleibt als entscheidend festzustellen,
daly die kryoprotektive Wirkung aller Substanzen mit steigender Konzentration
tendenziell zunahm.

CARPENTER und CROWE (1988) vermuten, daR die stabilisierenden und de-
stabilisierenden Interaktionen verschiedener Substanzen mit dem Protein, die
wahrend des Gefrierens und Auftauens auftreten, nur in der wassrigen Phase
Bedeutung haben. Somit muRk der beim Gefrieren auftretende osmotische Schock,
der z.B. Veranderungen im pH der Lésung sowie andere destabilisierende Be-
dingungen schafft (FISHBEIN und WINKERT 1979), nur als eine weitere Form von
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I6sungsinduzierter  Stérung der wassrigen Phase betrachtet werden.
Infolgedessen ist es sehr wahrscheinlich, das Substanzen, die im wassrigen
System eine stabilisierende Wirkung auf Proteine haben, auch in den wéassrigen
Phasen des Gefrierens oder Auftauens stabilisierend wirken. CARPENTER und
CROWE (1988) untersuchten die schutzende Wirkung 28 verschiedener Sub-
stanzen, darunter Zucker, Polyole und Aminosauren, auf die LDH (M4) nach
Gefrieren und anschlieBendem Auftauen. Die Autoren zeigten, dal (mit einer
Ausnahme) alle Substanzen, die im wassrigen System Uberwiegend vom Kontakt
mit der Proteinoberflache ausgeschiossen waren, auch gut als Kryoprotektoren
wirkten. Auch GALINSKI (1992) vermutet, daR? das "AusschlufR-Modell" (vgl. Kap.
4.2.1;, ARAKAWA und TIMASHEFF 1985) nicht nur fur isolierte Enzyme im
ungefrorenen Zustand, sondern auch bei Gefrieren und Wiederauftauen Gultig-
keit hat. Die bisher fur Algen bekannten kompatiblen Substanzen, die eine kryo-
protektive Wirkung auf isolierte Proteine haben, sind in Tabelle 15 zusammen-
gefallt. DarUber hinaus ist angegeben, fur welche Substanzen ein Ausschlul® aus
der Hydrathtlle verschiedener Proteinen nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen bezlglich Prolin, Saccharose und NaCl
nicht volistdndig mit den Befunden von CARPENTER und CROWE (1988)
Uberein. Bei deren Untersuchungen zeigte NaCl bis zu einer Konzentration von 2
M keinerlei stabilisierende Wirkung auf die LDH nach Gefrieren und
Wiederauftauen. Dies, obwohl bekannt ist, dal dieses Salz aus der Hydrathdlle
verschiedener Proteine ausgeschiossen wird (ARAKAWA und TIMASHEFF 1982).
Der Ausschiuf? von Salzen ist jedoch zum einen von deren Konzentration und zum
anderen von der Oberflachenbeschaffenheit der Proteine (hydrophobe sowie
polare Bereiche) abhangig. So sind einige Salze, die vorzugsweise aus der
Proteinoberfiache ausgeschiossen werden, dennoch in der Lage, die Hydrathtlie
des Proteins zu durchdringen und sich an die Oberflache zu binden (ARAKAWA
und TIMASHEFF 1984). CARPENTER und CROWE (1988) vermuten daher, daR
das von ihnen eingesetzte Isoenzym M4 Uber einen hohen Anteil an polaren
Regionen verfugt und somit das NaCl elektrostatisch an das Protein gebunden
wird. Der destabilisierende Effekt einer NaCi-Bindung wére in diesem Fall starker
als die ausschlielenden Krafte, die das Salz von der Proteinoberflache fernhalten
und damit das Protein dem "Ausschlu3-Modell" entsprechend indirekt stabilisieren
(vgl. Kap. 4.2.2.). In der vorliegenden Arbeit wurde statt des Isoenzyms My ein
Isoenzymgemisch der LDH untersucht. Mit diesem LDH-Isoenzymgemisch konnte
eine 100%ige Stabilisierung durch NaCl bei einer Konzentration von 0,86 M (1600
mOsmol / kg) nach Gefrieren und Wiederauftauen erreicht werden. Die
differierende Wirkung des NaCi kénnte auf unterschiedlichen molekularen
Strukturen der beiden Enzym-Typen beruhen. Somit scheint das Ausschluf-
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verhalten stark von der Natur des zu schitzenden Proteins abzuhangen. Die drei
anderen Salze zeigten auf die LDH nach Gefrieren und Wiederauftauen, der
Hofmeisterschen Reihe entsprechend, folgende Stabilisierung : NH4Cl > KCI >
KBr. Generell scheint die Wirkung eines Salzes auf die Proteinstabilitdt vom
Gleichgewicht zwischen der Bindung an das Enzym (destabilisierend) und dem
AusschluB aus der Proteinoberflache (stabilisierend) abhéngig zu sein
(ARAKAWA und TIMASHEFF 1982, 1984), was durch die Ergebnisse dieser Arbeit
untermauert wird.

Tab. 15: In Algen vorkommende kompatiblen Substanzen, fiir die eine kryoprotektive Wirkung
auf verschiedene isolierte Proteine nachgewiesen wurde.

Substanzen Referenz zum Proteine Referenz der
bevorzugten Ausschluf kryoprotektiven
aus der Hydrathiille Wirkung
Saccharose 1 LDH, PFK; Katalase, 56,7,8,9 10, 11
Chymotrypsinogen,
a-Amylase

Trehalose n.n. LDH, PFK 5

Glycerin 2 LDH, PFK, Katalase, 7,8,9 11,12
GDH, TPD, a-Amylase,

Sorbitol 3 LDH 9

Mannitol 3 LDH 9

Prolin 4b LDH, PFK 57,13

Glycin-Betain 4b LDH, PFK 5,6, 13

Glutamat 4a LDH, MDH, ADH, PK, 13, 14, 15,

GBP-DH, Myosin
Taurin 4b LDH 13
DMSP n.n. LDH diese Arbeit

Abkiirzungen: LDH - Lactat-Dehydrogenase; PFK - Phosphofructokinase; GDH - Glutamatdehydrogenase;
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 1861; 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 - Aktivitat
als die anorganischen Salze (vgl. Abb. 17 + 18). Dies liegt vermutlich darin be-
grundet, daR bei niedriger Salzkonzentration die Bindung an das Protein die vor-
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herrschende interaktion ist und erst ab einer bestimmten Konzentration der
Ausschlul des Saizes aus der Hydrathille des Proteins Uberwiegt (CARPENTER
und CROWE 1988).

Auch bei den kompatiblen Substanzen wurden grole Unterschiede nach Ge-
frieren und Auftauen gefunden, sowoh! bezlglich des Schutzgrades als auch in
Abhangigkeit von der Natur des zu schitzenden Proteins (CARPENTER und
CROWE 1988, LIPPERT und GALINSKI 1992, GALINSKI 1992). Obwohi 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 Aktivitat
von LDH und PFK zeigten, dal die ungeschitzten Enzyme nach viermaligem
Gefrieren und Auftauen vollstandig inaktiviert waren, wahrend in Gegenwart von
z.B. Saccharose (1 M) die LDH (Mg) zu 80%, die PFK dagegen nur zu 60%
stabilisiert wurde (LIBBERT und GALINSK! 1992). Ein weiteres interessantes
Beispiel stellt Glycin-Betain (1 M) dar, weiches die LDH nach viermaligem
Gefrieren und Auftauen gar nicht, die PFK jedoch zu 80% stabilisiert (GALINSKI
1992).

In dieser Arbeit konnte Prolin (1000 mOsm| / 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 fur Prolin verwundert, da viele Enzyme z.B.
bei Salzstre3 durch Prolin stabilisiert werden (POLLARD und WYN JONES 1979;
SOMMER 1990). Fir Saccharose ist dagegen bekannt, daRl 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 hoheren Gefrierschutz. Mit Prolin konnte nach
Gefrieren und Wiederauftauen 70% der Anfangsaktivitat der LDH (Mg4) und mit
Saccharose sogar 80% erreicht werden. Diese Unterschiede in der Stabilitat der
verschiedenen LDH - Isoenzyme nach Gefrieren und Wiederauftauen liegt wahr-
scheinlich, wie auch schon bei NaCl vermutet, in Unterschieden der Oberflachen-
beschaffenheit (Hydrophobizitat, Ladungsverteilung, Hydratation) begrindet.
Somit scheinen neben dem Ausschlu3-Modell 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 Aktivitat 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 / m3, vgl. Tab.5) erzielt, der als in vivo Konzentration durchaus
fur grine Makroalgen gemessen werden kann. So konnten z.B. bei der polaren
Enteromorpha bulbosa bei 0 °C zellulare DMSP-Gehalte von 210 mol / m3 (mmoal /
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 mitgeflhrten Anionen CI- und Br-, da Bromid entsprechend der
Hofmeisterschen Reihe destabilisierender wirkt als Chlorid. Uberdies wirkt sich
Chlorid steigernd auf die Aktivitat der LDH bei 30 °C aus (BERGMEYER 1983).

Das Phanomen einer Stimulierung der Enzymaktivitdt durch kompatible Sub-
stanzen Uber die Kontrollaktivitdt hinaus wurde in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Vielmehr wird bei kompatiblen Substanzen davon ausgegangen,
daR sie in physiologisch relevanter Konzentration die Enzymaktivitat nicht oder
nur geringflgig beeinflussen und ihre Funktion nur im Schutz gegen die
Inhibierung der Enzymaktivitat bei hohen Salzkonzentrationen liegt (POLLARD und
WYN JONES 1979; YANCEY et al. 1982; SOMERO 1986). Dennoch kénnte die
Beschleunigung der Katalysegeschwindigkeit bestimmter Enzyme nach Gefrieren
fur einige Stoffwechselwege von Vorteil sein, um die verminderte
Synthessleistung wahrend des Gefrierens auszugleichen. Dieser positiver Einfluld
des DMSP auf die Enzymaktivitdt der LDH nach dem Gefrieren steht
moglicherweise im Widerspruch zu den Befunden von NISHIGUCHI und
SOMERO (1992), die zeigten, dal DMSP in héheren Konzentrationen (0,3 M)
keine hitzestabilisierende Wirkung (50 °C) auf die LDH hatte. Die Autoren
begrinden dies mit einer hydrophoben Wechselwirkung zwischen Enzym und
DMSP, die durch héhere Temperaturen und Konzentrationen verstarkt werden
und so das Protein destabilisieren (vgl. Kap. 4.2.2.1). Somit lieRe sich eine
Stimulierung der LDH nach dem Auftauen schlecht erkléren, 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 gewdhnt sein durfte,
wahrend die hier eingesetzte LDH dem Schweinemuskel entnommen wurde und
somit bei Temperaturen von ca. 37 °C funktionieren mu. Es ist daher wahr-
scheinlich, dal die metabolische Aktivitat der beiden LDH-Typen unterschiedlich
temperaturabhéangig ist, was einen verschieden starken Einflulz auf die thermische
Denaturierung und damit auch die unterschiedliche Wirkung des DMSP erklaren
mag. Weitere Untersuchungen an der LDH =zeigten, daR bei drei unter-
schiedlichen Temperaturen (0, 5, 30 °C) die thermische Denaturierung nach 60
min Inkubation bei 30 °C gegenUber 5 °C und 0 °C starker ausgepréagt war (Abb.
19). Dies ist insofern verwunderlich, da fur ein tierisches Enzym erst bei héheren
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Temperaturen (= 37 °C) eine solche thermische Denaturierung zu erwarten wére.
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 (~ 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-C! den Prozef der thermischen
Denaturierung nicht vollstandig auszugleichen. DMSP-CI wirkte demnach
tatsachlich bei niedrigen Temperaturen (0°C und 5 °C) stabilisierender als bei
30 °C. Ein destabilisierender EinfluR hoher DMSP-Konzentrationen, wie von
NISHIGUCHI und SOMERO (1992) beschrieben, konnte nicht gefunden werden.

4.2.4 EinfluR von DMSP, Prolin und Saccharose bei der Adaptation

Eine enzymstabilisierende Wirkung der untersuchten organischen Osmolyte bei
niedrigen Temperaturen auf MDH und G6P-DH aus A. arcta konnte grundsatzlich
bestatigt werden.

Die Intensitat sowie die Art und Weise der Schutzwirkung variierten allerdings in
Abhéngigkeit sowohl von der jeweiligen Substanz als auch von der Natur des
untersuchten Enzyms selbst. Der Schutzeffekt der Substanzen drlckte sich
hierbei in der Veranderung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit und / oder
des Km-Wertes aus.

Fur die Wirkung des DMSP auf die MDH konnte bei niedrigen Temperaturen zwar
keine stabilisierende Wirkung direkt nachgewiesen werden. Allerdings sprachen
verschiedene Uberlegungen dennoch auch hier fur eine Schutzwirkung des
DMSP. Zum einen wurde die MDH im Bereich ihrer optimalen Aktivitat bei 30 °C
durch die Zugabe von DMSP zunehmend destabilisiert, wéhrend bei -2 °C keine
Hemmung auftrat. Zum anderen hatte das eingesetzte DMSP, im Gegensatz zum
ebenfalls untersuchten NaCl, trotz seines Chloridanteils einen nur unwesentlichen
Einflul auf die kinetischen Parameter der salzempfindlichen MDH. Im Umkehr-
schlul sprechen diese beiden Feststellungen fur die Annahme einer Schutz-
wirkung des DMSP auf die MDH.

Fur die G6P-DH fuhrte die Zugabe von DMSP bei beiden Untersuchungs-
temperaturen im gesamten Konzentrationsbereich zu einer leichten Steigerung
der Enzymaktivitat, dariber hinaus konnte eine Erhéhung der E-S-Affinitéat bei
-2 °C festgestellt werden, so dafl die Schutzwirkung des DMSP fUr dieses Enzym
eindeutig zu belegen war.
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DMSP ist als kompatible Substanz einzustufen. Dem steht auch nicht entgegen,
dall bei héheren Temperaturen eine MDH-Hemmung auftrat, da diese auf das
begleitende Anion zurlckzufthren ist.

Eine Schutzwirkung des im Gegensatz zum DMSP bereits als kompatible
Substanz anerkannten Prolins konnte im wesentlichen aus der Verbesserung der
E-S-Affinitdt, aulerdem aber auch, zumindest fur die G6P-DH, aus einer
Erhéhung der Enzymaktivitat bei -2 °C abgeleitet werden.

Saccharose entfaltet eine eindeutige Schutzwirkung gegeniber der G6P-DH. So
steigert sie sowohl die Enzymaktivitat als auch die E-S-Affinitat bei -2 °C.
Hingegen wurde die Kinetik der MDH bei -2 °C nur unwesentlich beeinfiu3t, wobei
jedoch mit steigender Konzentration die Enzymaktivitdt zunehmend gehemmt
wurde. Diese Hemmung trat zwar nur unter substratgesattigten Versuchsbe-
dingungen auf, hieraus alleine 4Rt sich aber eine stabilisierende oder gar
stimutierende Wirkung unter Habitatsbedingungen nicht sicher ableiten, so dafR
eine Schutzwirkung der Saccharose fur die MDH zumindest zweifelhaft erscheint.
Ein Gefrierschutz lie sich sowohl fir die kompatiblen Substanzen als auch fur
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
nach nicht beschriebenen, Stabilisierung bis hin zur Stimulierung des Enzyms
beitrug.
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5. SchiuBbetrachtung

Die grine 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 angepafit.

Hauptziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob bzw. inwieweit eine Adaptation
den Eigenschaften von Schilsselenzymen und / oder aber der Synthese be-
stimmter Schutzstoffe zuzurechnen ist. Als Schitsselenzym sollte zunéchst die PK
untersucht werden, da diese in der Literatur als besonders kéitelabil beschrieben
wird. Bei Kalte erwies sich die Aktivitat der PK im Verhaltnis zur Biomasse als zu
gering, um meRbare Ergebnisse zu erzielen. Aufgrund mangeinder Biomasse
mufdte auf die nahere Untersuchung dieses Enzyms verzichtet werden, so dal
sich die Arbeit im wesentlichen mit den Enzymen MDH und G6P-DH ausein-
andersetzte. Beide Enzyme zeigten bei Kélte stark verminderte Aktivitét. Bei -2 °C
erreichte die MDH des antarktischen Isolates 10%, die des arktischen etwa 20%
ihrer optimalen Aktivitat bei 30 °C. Im Vergleich zur MDH zeigte die G6P-DH bei
-2 °C mit 15% (arktisches Isolat) und 20% (antarktisches Isolat) der Optimums-
aktivitat (30 °C) ahnliche Resultate.

niedrige Temperaturen
MDH G6P-DH
biochemische Strategie
ja, da niedrige E4 € qualitative 4 nein, da hohe Eg
ja, da niedriger Ky € modulierte > nein, da hoher Ky
moglicherweise, da Anstieg der € quantitative = moglicherweise, da Anstieg der
Proteinkonzentration Proteinkonzentration
Anpassung Anpassung ?

Abb. 23:  Schematische Darstellung zum Einflu niedriger Temperaturen auf die Enzyme MDH
und G6P-DH sowie deren biochemische Anpassungstrategien. Ez = Aktivierungs-
energie, K, = Michaelis-Konstante.

Die Aktivitatsoptima der MDH und G6P-DH bei 30 °C wurden in vitro unter Sub-
stratsattigung ermittelt, wogegen in vivo eher Substratlimitierung herrscht. Eine
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Adaptation von A. arcta an das nattrliche kalte Habitat ist somit durch die in vitro
festgesteliten Optima nur unzureichend zu charakterisieren. Der Nachweis einer
moglichen biochemischen Anpassung ist daher nur unter Einbeziehung der
kinetischen Parameter (K, Vimax, Ea) moéglich. Die MDH benétigte nach Akklima-
tisation an niedrige Temperaturen eine verminderte Aktivierungsenergie (Abb.
23). Darlber hinaus belegt der gesenkte K,-Wert eine erleichterte Substrat-
bindungsfahigkeit, die bei nicht-geséttigten Substratbedingungen annahernd zu
einem Ausgleich der Katalysegeschwindigkeit fuhrt (Q1g < 1). Die G6P-DH
dagegen zeigte keine der genannten Reaktionen. Fir sie kam als Adaptations-
mechanismus lediglich eine quantitative Erh6hung der Enzymkonzentration in
Frage, was auch fur die MDH zutreffen kénnte. Ein Hinweis fur das Vorliegen
einer solchen Strategie kénnte in der Steigerung des Gesamtproteingehaltes der
Algen mit zunehmender Abklhlung gesehen werden (Abb. 23). Da flr A. arcfa ein
Uberleben ohne entsprechend leistungsfahige G6P-DH kaum mdglich ware, ist
es wahrscheinlich, daR weitere Mechanismen zur Adaptation an das po'are
Habitat beitragen. In diesem Zusammenhang wird haufig die Synthese bestimmter
Schutzstoffe diskutiert. Als solche kommen die von A. arcta bei SalzstreR akku-
mulierten organischen Osmolyte Prolin, Saccharose und DMSP in Betracht. Auch
bei KaltestreR® wird Prolin quantitativ am starksten synthetisiert und die Konzen-
tration nimmt mit sinkenden Temperaturen zu. Der DMSP-Gehalt des arktischen
Isolates nahm ebenfalls mit abnehmenden Temperaturen zu, wahrend der des
antarktischen bei -2 °C geringer war als bei 10 °C. Saccharose war die in
geringsten Mengen produzierte Verbindung und blieb unter Kéalteeinwirkung bei
beiden Isolaten konstant.

Alle drei Substanzen bewirkten bei der G6P-DH eine Senkung des Km-Wertes
sowie eine leichte Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit Vimax im Vergleich zur
Kontrolle (-2 °C, vgl. Abb. 24). Dies kann bei nicht-sattigenden Substrat-
bedingungen den entscheidenden Ausgleich in der Katalysegeschwindigkeit
schaffen. DMSP, Prolin und Saccharose sind daher als Schutzstoffe fir die
G6P-DH zu bezeichnen. Die Wirkung auf die MDH war dagegen uneinheitlich
(Abb. 24). Wahrend DMSP und Prolin zu keiner Beeintréchtigung der Enzym-
aktivitat fihrten, wurde diese mit steigender Saccharosekonzentration inhibiert.
Die Hemmung war jedoch bei physiologisch vermuteter Saccharosekonzentration
(50 bis 200 mOsmol / kg, vgl. Tab. 5) relativ gering und nahm erst oberhalb einer
Konzentration von 200 mOsmol / kg signifikant zu. Die Beeintrachtigung trat nur
unter Substratsattigung auf, die in vivo vermutlich nicht vorherrscht. /n vivo kann
daher nicht von einer Hemmung der MDH-Aktivitat durch Saccharose ausge-
gangen werden. Die E-S-Affinitat der MDH wurde durch Prolin erhdht, durch
DMSP und Saccharose dagegen nur unwesentlich beeinfluit. Als Schutzstoff fur
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die MDH ist somit nur Prolin zu klassifizieren. Allerdings ist auch eine Schutz-
wirkung des DMSP fur die MDH wahrscheinlich, da DMSP ohne Chloridanteil
in vivo zu erheblich besseren Ergebnissen fuhren durfte. Lediglich fur Saccharose
lieR sich keine Schutzwirkung feststellen, wenngleich sie zumindest bei nicht-
gesattigten Substratbedingungen keine schadigende Wirkung entfaltet (Abb. 24).
Aus diesen Feststellungen laf}t sich ableiten, dad die These, wonach die Konzen-
tration von Kalteschutzsubstanzen mit sinkenden Temperaturen steigt, nicht
grundsatziich zutrifft. So zeigt Saccharose bei gleichbleibender Konzentration
einen deutlichen Schutz der G6P-DH.

niedrige Temperatur (-2 °C)

-4 ™

MDH G6P-DH
SN, P
+ +
Zusatzstoffe
-+ Km * Vmax € DMSP-CI &  -senktKpy + erhSht Vinax
- Aktivitat konstant, - Aktivitat beschleunigt

nur bei 600-800 mOsmol / kg
leichte Beschleunigung

NY
Schutz ? Schutz
- senkt Ky + erhoht Vmax €« Prolin = -senkt Ky, + erh6ht Vimax
- Aktivitat konstant - Aktivitét konstant,

nur bei 400-600 mOsmol / kg
leichte Beschieunigung

J
Schutz Schutz
+Km + Vmax € Saccharose & - senkt Km + erhht Vimax
- Aktivitat kontinuierlich gehemmt - Aktivitét deutlich beschleunigt
Schutz ? Schutz

Abp. 24: Schematische Darstellung der Wirkung von DMSP,“F’roIin und Saccharose auf die
Enzyme MDH und G6P-DH in vitro. (+ geringfigige Anderung; Km und Vmax jeweils
mit 400 mOsmol / kg des jeweiligen Zusatzstoffes bestimmt)

106



SchluRRbetrachtung

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 Steliung ein. DMSP stabilisierte die LDH nicht nur, sondern fuhrte
in héheren Konzentrationen sogar zu einer Stimulierung ihrer Aktivitat.

Prolin, Saccharose und DMSP sind somit nicht nur als Osmolyte bei Salzstref,
sondern auch als Schutzstoffe gegen die temperaturinduzierten StrelRformen
Kalte und Gefrieren zu bezeichnen. Dieser Schutz wird in der Aufrechterhaltung
einer funktionsfahigen Hydrathtlle durch kompatible Substanzen gesehen. Es
wird haufig vermutet, dal? diese Wirkung auf einheitlichen Prinzipien beruht. Das
zunehmend favorisierte "AusschiuR-Modell" sieht als einzige Voraussetzung
eines Enzymschutzes den Ausschiull aus der Hydrathulle des jeweiligen Enzyms.
In diese Vorstellung ist jedoch das Resultat, dal Saccharose zwar die G6P-DH,
nicht aber die MDH schitzt, nicht ohne weiteres einzupassen. Die unter-
schiedliche Wirkung der Saccharose war unter Annahme des "AusschluB-
Modells" zwar unerwartet, kann aber auf spezifische Interaktionen mit der MUH
aufgrund der Oberflaichenbeschaffenheit des Enzyms zurlckgefuhrt werden.
Solche Interaktionen fihren zwar partiell zu einer Bindung zwischen Protein und
Substanz, machen aber einen vorwiegenden Ausschiul aus der Hydrathulle nicht
vollig unméglich. Dennoch kénnen diese Bindungen zu einer teilweisen Auffaltung
des Proteins fuhren und dadurch die Schutzwirkung maRgeblich reduzieren oder
gar aufheben. Somit ist das AusschluRBverhalten in erheblichem Male von der
Natur des zu schutzenden Proteins abhangig. Dennoch kann das "AusschiuR-
Modell" als Basis einer Erklarung fur die Schutzwirkung von kompatiblen
Substanzen gelten. Im Einzelfall kénnte der Ruckgriff auf andere Modelle und /
oder Einbeziehung anderer Gesichtspunkte, wie z.B. der Oberflachen-
beschaffenheit (Hydrophobizitat, Ladungsverteilung, Hydratation) die Erkiarung
vervollstandigen. Obwohl kein allgemeingultiges Prinzip der Schutzwirkung zu
belegen war, bleibt festzuhalten, daR alle drei Substanzen selbst in hohen
Konzentrationen zu keiner Beeintrachtigung der Enzyme fuhrten und somit als
kompatible Substanzen klassifiziert werden kénnen.

Die Feststellung nun, daR nicht jede dieser Substanzen jedes Enzym in gleichem
MaRe schutzt, war nicht Uberraschend. Ein generell wirksamer Schutz dieser
Substanzen darf hinsichtlich der Komplexitat des Stoffwechsels in vivo bezweifelt
werden. Vielmehr mussen auch mégliche synergetische Effekte, die einen Einflull
auf die Schutzwirkung und / oder AusschluBBverhalten haben kénnen, stéarkere
Beachtung finden. Soiche Effekte kénnen sich zum einen aus dem Zusammen-
wirken verschiedener Substanzen bei gleicher Strefisituation ergeben, zum
anderen kénnen sie auch durch das mehr oder weniger zeitgleiche Wirken
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unterschiedlicher Strefifaktoren entstehen. Aullerdem wére auch eine Kombi-
nation der beider genannten Effekte denkbar. Solche in vivo auftretenden Effekte
lassen sich in vitro nur unzureichend untersuchen und kénnen daher nur vermutet
werden. Somit scheint fur die Schutzwirkung einer kompatiblen Substanz nicht die
einheitliche Wirkungsweise der korrekte Mallstab zu sein, sondern vielmehr die
Frage, ob ein Organismus in der Lage ist, fir eine spezielle Streflsituation auch
den entsprechenden Schutz parat zu haben. Wenn auch die unterschiedlichen
Strel¥faktoren (Salz, Austrocknung, Gefrieren) &hnliche Auswirkungen auf den
Organismus haben, scheint die allgemeine Wirksamkeit einer kompatiblen
Substanz weniger im Vordergrund zu stehen als deren F&higkeit, einer speziellen
Situation individuelt zu begegnen. Einzige gemeinsame Anforderung an solche
Schutzstoffe ware demnach, daR sie in Situationen, in denen sie nicht schiitzen,
den Metabolismus zumindest nicht belasten durfen.
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Anhang

Anhang

Tab.l: MDH-Aktivitdt (umol NADH / min * mg Protein) aus Extrakten von A.arcta der Arktis und
Antarktis in Abhangigkeit von der Temperatur. Dargestelit ist jeweils der Mittelwert
+ Standardabweichung (n=4).

Temperatur Arktis Antarktis
°C 0°C-Kultur 10°C-Kultur 0°C-Kultur 10°C-Kultur
-2 4,80 £0,37 3,23 0,20 0,92 10,07 0,73 0,04
0 4,76 0,37 3,98 0,14 1,16 0,04 0,91 £0,08
5 6,35 0,16 5,10 £0,22 1,57 £0,05 1,48 £0,14
10 8,73 +0,29 5,93 0,15 2,40 0,05 2,26 £0,13
15 9,18 £1,23 8,02 10,62 3,71 20,19 3,39 +0,08
20 12,46 0,49 10,4 +0,56 4,38 10,12 5,30 0,11
25 - - 6,04 0,07 7,61 £0,14
30 15,33 10,58 16,10 £1,10 6,52 0,13 9,82 10,24
40 8,78 0,49 9,02 0,51 2,85 10,15 8,16 10,26

Tab.ll: G6P-DH-AKktivitat (nmol NADP / min ® mg Protein) aus Extrakten von A.arcta aus Arktis
und Antarktis in Abhangigkeit von der Temperatur. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert
+ Standardabweichung (n=4).

Temperatur Arktis Antarktis

°C 0°C-Kultur 10°C-Kultur 0°C-Kultur 10°C-Kultur
-2 4,011£0,30 5,75+0,94 15,9610,46 8,86+0,53
0 4,61+0,30 10,3610,26 18,40+1,39 9,44+0,30
5 8,0210,68 15,1040,31 31,0411,21 12,43+0,61

10 10,89+0,53 24,41+0,31 43,96+1,58 20,8341,67
15 15,3610,45 32,29+0,52 61,5211,21 26,47+0,76
20 21,10¢1,29 38,75+1,35 71,8410,74 32,91+0,91

25 - 43,54+1,98 83,5511,49 38,0940,15
30 21,79+0,98 34,0640,73 72,30+2,32 39,5910,45
40 3,7840,39 4,010,36 6,1310,19 15,54+0,53
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Anhang

Tab.HI: LDH-AKktivitat (umol NADH/min*mg Protein) nach Gefrieren im fliissigem Stickstoff unter
Zuatz anorganischer Salze. Die Grundaktivitit der LDH ohne Gefrieren und Zugabe von
Substanzen wurde als Kontrolie angegeben. Angegeben ist der Mittelwert
tStandartabweichung (n=4)

Konzentration NaCl KCi NH4CI KBr
mOsmol/kg

0 30,34 +2,41 32,50 +1,64 16,75 +1,49 10,80 £0,69

50 37,46 £1,85 38,19 1,64 21,19 0,92 15,47 +2,83

100 52,20 £2,41 57,59 1,72 14,97 1,03 17,15 £0,42

200 38,53 12,50 37,11 2,65 12,21 0,36 12,48 10,23

400 35,60 +0,97 23,88 +12,41 19,23 +0,562 6,28 +0,23

600 47,69 £2,28 27,46 1,51 23,98 £1,28 6,13 £0,84

1200 75,73 4,91 56,64 29,05 35,37 21,11 16,69 £1,38

1800 104,83 3,92 110,56 17,72 62,28 +2,09 30,63 +2,60
g‘:?r':r'eor:"z 1“;822) 101,38 +1,03 147,72 44,96 73,44 20,52 84,38 5,05

Tab. IV: LDH-Aktivitat (umol NADH/min*mg Protein) nach Gefrieren im fllissigem Stickstoff

unter Zuatz organischer Substanzen. Die Grundaktivitit der LDH ohne Gefrieren und Zugabe
von Substanzen wurde als Kontrolle angegeben. Angegeben ist der Mittelwert
tStandartabweichung (n=4)

Konzentration DMSP*Cl DMSP*Br Prolin Saccharose
mOsmol/kg
0 18,40 £2,72 29,31 2,78 20,66 £2,16 18,69 +3,62
50 16,76 0,75 53,42 2,54 57,61 12,63 23,62 +1,36
100 17,28 £1,97 62,81 7,14 81,03 £5,63 49,67 +5,16
200 17,79 £0,98 42,51 2,54 57,32+2,72 75,73 7,75
400 79,34 3,29 55,99 1,74 61,36 4,27 108,92 4,18
600 109,59 3,29 85,65 7,11 62,96 +4,21 49,95 +4,21
1200 - 194,29 +13,16 65,25 +1,28 -
1400 160,562 +12,02 - - 55,96 +3,29
2000 - 266,22 £10,55 - -
Kontrolle nicht
gefroren (100%) 105,31 13,89 134,50 £12,21 137,93 3,24 129,58 £10,28
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