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III. Einleitung

Die Temperatur spielt in der Biologie als abiotischer Faktor eine Schliisselrolle, da sie
entscheidenden Einfluf3 auf den Geschwindigkeitsablauf biochemischer Reaktionen hat.
Tiere, die unter stindig wechselnden oder extremen Temperaturbedingungen leben
(geméaBigte Breiten, bzw. Antarktis, Tropen), miissen besondere Anpassungsmechanis-
men entwickelt haben, um diese Bedingungen tolerieren zu konnen. Vor allem
poikilotherme Tiere miissen ihren Stoffwechsel entsprechend den jeweils vorherrschen-
den Temperaturen anpassen.

Eine Moglichkeit der Anpassung besteht darin, die Effekte niedriger Temperaturen zu
kompensieren. So ist ein Indikator fiir den Stoffwechselumsatz bei Tieren die Respirati-
onsrate. Es ist bekannt, dal} Fische aus unterschiedlichen Klimazonen einen anndhernd
gleichen Sauerstoffverbrauch bei den jeweiligen Umgebungstemperaturen aufweisen
(Hochachka & Somero, 1984). Dies bedeutet sowohl fiir tropische als auch fiir polare
Tiere, dall sie bei ihren ambienten Temperaturen anndhernd die gleichen physiolo-
gischen Leistungsfahigkeiten besitzen.

Eine solche Anpassung kann nur iiber Stoffwechselvorginge ablaufen, die durch En-
zyme katalytisch reguliert werden. Um einzelne Stoffwechselvorginge genauer zu
untersuchen, befallit man sich am besten mit denjenigen Enzymen, die in den Stoff-
wechselwegen Schliisselrollen einnehmen. Ein solches Enzym ist die Citratsynthase
(CS, EC4.1.3.7), als ein essentielles Enzym des aeroben Stoffwechsels. Die CS leitet
den Citratzyklus ein (Krebs, 1970; Srere, 1972) und katalysiert die Aldolkondensation
von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) und Oxalacetat zu Citrat (Wiskich, 1980).

In verschiedenen Studien wurde die CS (Vetter, 1995a/b; Vetter und Buchholz, 1997;
Buchholz und Saborowski, 2000; Salomon und Buchholz, 2000; Saborowski und Buch-
holz, 2002) untersucht, um genauere Informationen iiber die Kinetik und das Tempera-
turverhalten des Enzyms bei Tieren aus verschiedenen Klimazonen zu erhalten.

Die Aktivitit der CS wird durch verschiedene Faktoren reguliert. Es sind dies die kom-
petitive Inhibition durch Adenosin 5" Triphosphat (ATP) (Greenblatt, 1973) bzw. bei
einigen Organismen die Aktivierung durch ATP. ATP ist ma3geblich beteiligt an der
Kontrolle des Energiegehaltes der Zelle indem die CS-Acetyl-CoA-Reaktion reguliert
wird (Hofmann, 1979). Desweiteren wird die CS {iiber die Variation der Aktivierungs-
energie (E,), die Enzym-Substrat-Affinitdt und die spezifische Aktivitit des Enzyms
(Vetter, 1995a/b) reguliert.

Eine Regulation der spezifischen Aktivitit geschieht dabei entweder iiber Verdanderun-
gen am Enzym selbst, um die Katalyserate zu erhohen oder iiber die Variation der
Enzymmenge. Die Enzymmenge miiite dann bei niedriger Umgebungstemperatur er-
hoht werden, um dieselbe Leistungsfahigkeit wie bei hoherer Umgebungstemperatur zu
erreichen. Somit 148t sich auch umgekehrt, iiber die Enzymaktivitdt, ein entsprechender

Leistungsbedarf ermitteln.
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Um solche Regulationsmechanismen und die Leistungsfahigkeit beispielhaft feststellen
zu konnen, wurden Crustaceen aus verschiedenen Klimazonen ausgewéhlt. Dazu
wurden drei Extreme ndmlich gemiBigte, polare und tropische Tiere direkt miteinander
verglichen. Als zusétzliches Auswahlkriterium fiir die Leistungsfdahigkeit der Krebse
galt ihre unterschiedliche Lebensweise benthisch, bentho-pelagisch und pelagisch, um
ein moglichst breites Vergleichspektrum zu erhalten. Dadurch war es moglich die
Effekte verschiedener Lebensweisen und Temperaturregime zu untersuchen.

Im einzelnen handelte es sich um folgende Crustaceen:

Pelagisch: Der antarktische Krill Euphausia superba sowie der nordische Krill Mega-
nyctiphanes norvegica aus dem Kattegat und aus dem Mittelmeer.

Bentho-pelagisch: Die subtropische penaeide Garnele Xiphopenaeus kroyeri.

Benthisch: Der antarktische Isopode Serolis polita sowie die antarktischen Amphipoden
Djerboa furcipes und Cheirimedon femoratus.

Als gemifBigter bentho-pelagischer Vergleichsorganismus wurde der von Salomon
(2000) untersuchte Isopode Idotea baltica herangezogen (s. VI1.2).

In den bisherigen Arbeiten iiber die Enzymkinetik von Crustaceen und deren
Metabolismus (z. B.: Vetter, 1995a/b; Vetter und Buchholz, 1997; Salomon und
Buchholz, 2000; Saborowski und Buchholz 2002) wurden wegen der fehlenden Me-
thodik keine quantitativen Enzymbestimmungen der CS durchgefiihrt. Um dieses
fehlende Glied in den bisher nur qualitativen CS-Untersuchungen zu schlieBen, wurde
zur Bestimmung der Enzymmenge in der vorliegenden Arbeit erstmals ein Antikorper-
Antigen-Detektionssystem auf der Basis einer enzymgekoppelten Untersuchung
(ELISA) eingefiihrt. Mit dieser Methode wurde geklirt, ob die spezifische Enzymakti-
vitdit der CS iiber die Menge des Enzyms an klimatisch bedingte Verdnderungen
angepalit wird.

Dazu wurde ein polyklonaler Antikorper (pAk), gerichtet gegen die CS von E. superba,
hergestellt, indem ein Kaninchen mit aufgereinigter CS von E. superba immunisiert
wurde. Die von dem Kaninchen produzierten Antikorper, gerichtet gegen die CS von E.
superba, wurden durch Blutentnahme gewonnen und chromatographisch aufgereinigt.
Die so erhaltenen IgG wurden zur quantitativen Ausféllung der einzelnen CS aus den
unterschiedlichen Crustaceenarten verwendet. Mit Hilfe von Standard-CS wurde die
exakte Enzymmenge anhand der ausgefallten CS bestimmt.

In einem weiteren Ansatz wurden die temperaturabhidngigen Charakteristika der CS
untersucht. Dazu wurde das Enzym extrahiert, chromatographisch getrennt und
angereichert. Die Bestimmung der kinetischen Parameter, Temperaturoptima und der
spezifischen Aktivitit diente wiederum zum intra- als auch interspezifischen Vergleich
der untersuchten Crustaceenarten.

Die exakte Bestimmung der Enzymmengen der CS ermoglichte es festzustellen, ob bei

den untersuchten Crustaceen bei niedrigeren Temperaturen eine Regulation durch Erho-
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hung der Enzymmenge erfolgte (quantitative Strategie) oder das vorhandene Enzym in
seinen katalytischen Eigenschaften veridndert wurde (qualitative Strategie).

Zusitzlich zu den kinetischen Parametern wurde bei X. kroyeri die Menge an HSP 70
bestimmt, das in direkter Korrelation zum Temperaturstref steht. Bei den Euphausiiden,
Amphipoden und Isopoden war dies nicht moglich, da keiner der getesteten Antikorper
HSP detektieren konnte.

HSP 70 ibernimmt gemeinsam mit ATP die Schutzfunktion fiir hitzegestreB3te Peptide
und 16st die Faltung eines denaturierten Peptides unter Verbrauch von ATP aus (Mi-
nami, 1996; Koziol, 1997).

ATP wird von HSP 70 wie in einem Schutzmantel (Chaperonfunktion des HSP 70) vor
thermischer Denaturierung geschiitzt und spielt eine entscheidende Rolle bei der kom-
petitiven Hemmung und damit der Regulation der CS.

Insbesondere stellt sich die Frage, inwieweit der Hitzstre und der allgemeine Stref3 bei

den Hilterungsversuchen einen Einflu auf die Einstellung der V.. von X kroyeri

X
austibt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Temperaturanpassung bei marinen Crustaceen
aus verschiedenen Klimazonen unter Berlicksichtigung sowohl qualitativer als auch
quantitativer Strategien und Mechanismen der Enzymregulation am Beispiel der Citrat-

synthase darzustellen.
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IV. Material und Methoden

Ivai Tiermaterial

Die folgenden antarktischen, tropischen und aus den gemédBigten Breiten stammenden
Crustaceen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die Tiere wurden sofort nach
dem Fang bzw. nach den entsprechenden Hélterungsexperimenten bei —80 °C einge-

froren und bis zur Analyse aufbewahrt.

IV.1.3  Cheirimedon femoratus

Der benthisch lebende, antarktische Amphipode Cheirimedon femoratus Pfeffer
(Crustacea, Amphipoda, Lysianassidae), aus der Admiralty Bay, King George Island,
Stid-Shetland-Inseln. Er wurde im Siidsommer 1991/1992 an der Arctowski Pier der

polnischen Antarktisstation mit einer Reuse gefangen.

IV.1.4  Djerboa furcipes

Der ebenfalls benthisch lebende, antarktische Amphipode Djerboa furcipes Chevreux
(Crustacea, Amphipoda, Eusiridae), aus der Admiralty Bay, King George Island, Siid-
Shetland-Inseln. Er wurde im Siidsommer 1991/1992 an der Arctowski Pier der

polnischen Antarktisstation mit einer Reuse gefangen.

IV.1.2  Serolis polita

Der benthisch lebende, antarktische Isopode Serolis polita Pfeffer (Crustacea, Isopoda,
Fabellifera), stammte ebenfalls aus der Admiralty Bay, King George Island, Siid-Shet-
land-Inseln. Er wurde im Stidsommer 1991/1992 bei der brasilianischen Antarktisstation

,Commandante Ferraz* von Tauchern aus 2-4 m Tiefe per Hand gesammelt.

IV.1.1  Euphausia superba

Der antarktische Krill Euphausia superba Dana (Crustacea, Euphausiacea, Euphau-
siidae), wurde im Siidsommer 1991/1992 in der Admiralty Bay, King George Island,
Siid-Shetland-Inseln gefangen. Als Fanggerit diente ein Ringtrawl mit einer Offnung
von 1 m? und einer Maschenweite von 500 um, das von einem kleinen Stationsboot mit

0,8-1 kn geschleppt wurde.

IV.1.S  Meganyctiphanes norvegica (katt.)

Der nordische Krill Meganyctiphanes norvegica (katt.) M. Sars (Crustacea, Euphausia-
cea, Euphausiidae) wurde im nordlichen Kattegat siidostlich der Insel Laseo im Juli
1993 wihrend einer Forschungsreise mit ,,FS Heincke* mittels eines Ringtrawls (1 m?

Offnung und 500 um Maschenweite) gefangen.
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IV.1.6  Meganyctiphanes norvegica (med.)

Der mediterrane Vertreter des nordischen Krills Meganyctiphanes norvegica (med.)
M. Sars (Crustacea, Euphausiacea, Euphausiidae) stammt aus der Ligurischen See. Er
wurde im Mai 1994 wihrend einer Forschungsreise mit ,,FS Poseidon® im Mittelmeer
5-20 sm vor der Kiiste Siidfrankreichs, mittels eines Ringtrawls mit einer Offnung von

1 m? und einer Maschenweite von 500 um gefangen.

IV.1.7  Xiphopenaeus kroyeri

Die subtropische Garnele Xiphopenaeus kroyeri Heller (Crustacea, Dendrobranchiata,
Penaeidae) wurden im November 1993 und 1997, wihrend eines Forschungsaufenthalts
an der Meeresstation des Instituto Ozeanografico da Universidade de Sao Paulo
(IOUSP) in Ubatuba an der Siidostkiiste Brasiliens, mit dem dortigen Forschungskutter
,,FS Veliger gefangen. Als Fanggerit diente ein Grundschleppnetz mit einer Offnung
von 3 m? und einer Maschenweite von 24 mm, das mit 1 kn fiir 10 min geschleppt

wurde.

IV.1.8  Hilterung von X. kroyeri

Die Tiere wurden nach dem Fang in 2001 fassenden Wassertanks mit filtriertem
(0,2 um PorengroBe) Seewasser gehéltert, um ihnen eine Erholung vom Fangstrel zu
ermdglichen. Nach 4 h wurde dann mit den eigentlichen Hélterungsversuchen begon-
nen. Dabei wurden Hélterungsserien bei 16 °C, 20 °C, 24 °C, 28 °C und 32 °C (t16, t20,
t24, 28, t32) durchgefiihrt. Als Zeitpunkt t0 wurde der Beginn der Versuchstierent-
nahme gewdhlt.

Fiir die Hitzeschockexperimente wurden die Tiere nach der Erholungsphase fiir 24 h in
jeweils 16 °C, 20 °C, und 24 °C warmem Wasser adaptiert und danach Halterungsserien
in 28 °C warmem Wasser durchgefiihrt (t1628, t2028 und t2428), um zu untersuchen,
inwieweit ein Temperaturstre3 zu verzeichnen war.

Die Stretemperaturen wurden den in der natlirlichen Umgebung vorkommenden
Wassertemperaturen angepalit. X. kroyeri folgt dabei nach Pires (1992) stets den
warmen Wassermassen, wenn es zu einem Einstrom von kaltem Atlantikwasser zu

Beginn des Sommers kommt.
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Material und Methoden

Iv.2 Material
Brutschrank

Centriplus Konzentrator
Centriprep Konzentrator
Elektroblotkammer
Elektrophoreseapparatur
Folienschweil3gerat
FPLC-Séule (PD10/G25)
FPLC-Séule (Protein A)
FPLC-Séule (QSepharoseHP)
FPLC-Séule (Superdex)
FPLC-System

Kiihlschrank

Magnetriihrer IKA-Combimag
Mikrowelle
Mikrotiterplattenphotometer
pH-Meter

Schiittler

Spannungsquellen
Spektralphotometer
Spektralphotometer
Tietkiihltruhe (-20 °C)
Tietkiihltruhe (-40 °C)
Tietkiihltruhe (-70 °C)
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge

Ultraturrax

Ultrazentrifuge

Wasserbad

WTC BINDER
AMICRON
AMICRON
PHARMACIA
HOEFER

KRUPS
PHARMACIA
PHARMACIA
PHARMACIA
PHARMACIA
PHARMACIA

AEG

JANKE & KUNKEL
PANASONIC
DYNATECH

WTW

JULABO
PHARMACIA
BECKMANN
PERKIN ELMER
AEG

LINDE

BARKA
EPPENDORF
HERAEUS

JANKE & KUNKEL
SORVALL DUPONT
JULABO
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IV.2.1  Sonstige Materialien
Blottingpapier GB 002
Coreldraw

Einmalspritzen
Injektionskaniilen
Injektionskaniilen
Injektionskaniilen

Leonora

Mikrotiterplatten

Multipette

Personal Computer

PVDF-Membranen (Immobilon-P)

Quattro Pro

ReaktionsgefaBle 1,5 ml
ReaktionsgefaB3e 2,0 ml
SigmaPlot

SigmaStat

Sterilfilter

SW-Filme AGFA Ortho DIN 25
Variopipetten

Variopipetten

Word

IV.2.2  Chemikalien
Acrylamid 2 x kristallisiert
Amberlite lonenaustauschharz
Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau

BSA

Coomassie Brillant Blue R-250
Fotochemikalien

Glyzin

Harnstoff

Immunogold-Kit
Molekulargewichtsmarker
Mucasol
N,N'-Methylenbisacrylamid
Natriumazid (Sodium azide)

Oxalacetat

SCHLEICHER & SCHULL
COREL

SARTORIUS

ENOSU
MICROLANCE
STERICAN
CORNISH-BOWDEN
NUNC

EPPENDORF

C&P

MILLIPORE
BORLAND
EPPENDORF
EPPENDORF
JANDEL

JANDEL
SCHLEICHER & SCHULL
AGFA

EPPENDORF
GILSON
MICROSOFT

SERVA
SERVA
SIGMA
SERVA
SERVA
SERVA
ILFORD
SERVA
SERVA
AURION
PHARMACIA
MERZ
SERVA
SERVA
SERVA
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Proteinassay BIORAD
TEMED SERVA
Tricin SIGMA
Tween 20 SIGMA

Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Merck bezogen

IV.2.3  Enzyme

Acetyl-CoA BOEHRINGER
Citratsynthase Porcine Heart SIGMA
Citratsynthase Pigeon Breast Muscle SIGMA
Citratsynthase Chicken Heart SIGMA

IV.2.4  Antikorper

GaM-Aurion Polyklonaler Maus-Antikdrper gerichtet gegen Maus-Im-
munoglobuline; Gold gekoppelt (AURION)

GaM-Biomol Monoklonaler Maus-Antikorper gerichtet gegen HSP 70
IgG1—C92F3A-5 (SPA-810)

GaR-Aurion Polyklonaler Ziegen-Antikdrper HRP-gekoppelt gerichtet
gegen Kaninchen-Immunoglobuline

GaR-Aurion Polyklonaler Ziegen-Antikorper gerichtet gegen Kaninchen-
Immunoglobuline; Gold gekoppelt (AURION)

RaCS-Miiller Polyklonaler Kaninchenantikorper gerichtet gegen CS-Im-

munglobuline (Eigenproduktion, R. M. L. Miiller)
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IV.3 Methoden
IV.3.1  Citratsynthase-Charakterisierung
IV.3.1.1 Chromatographie
Puffer und Losungen
Extraktionspuffer (pHS,0)
50 mM Tris/HCI
100 mM KCl
I mM EDTA

QSepharoseHP-Siule bzw. ResourceQ-Siiule
QSepharoseHP-Puffer (pH 7,0)

Puffer A: 40 mM Tris/HCI Puffer B:

20 mM KCl
4 mM MgSO,

Superdex-Saule

Superdex-Puffer (pH 6,8)

Puffer A: 10 mM Imidazol
150 mM NacCl

Protein A-Siule

Protein A-Puffer

Puffer A (pH 7,0): 20 mM Na,HPO, Puffer B (pH 2,7):

Durchfiihrung

Extrahierung

40 mM Tris/HCI
20 mM KCl
4 mM MgSO,
1M NaCl

100 mM Glyzin/HCl

Es wurden Ganztier-Extrakte hergestellt. Die Crustaceen (C. femoratus, D. furcipes,

S. polita, E. superba, M. norvegica, X. kroyeri) wurden gewogen, in ein im Eisbad

vorgekiihltes Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, mit Extraktionspuffer versetzt und mit

dem Ultraturrax 3 x 15 sec homogenisiert. Die Extrakte wurden auf Zentrifugenréhr-
chen verteilt und anschlieBend bei 80.000 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Mit Hilfe
der Gys-Sdulen wurde der Uberstand in QSepharoseHP-Puffer umgepuffert und das

Eluat durch einen Sterilfilter mit 0,45 um & filtriert.
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QSepharoseHP-Lauf

Die QSepharoseHP-Sdaule wurde vor dem Lauf mit entgastem QSepharoseHP-Puffer
aquilibriert und die Proben mit einer Peristalikpumpe auf die Séule aufgetragen.

Der ProteindurchfluBl wurde mit einer UV-Lampe bei 280 nm kontinuierlich mit einem
Schreiber aufgezeichnet. Mit dem in Puffer B enthaltenen NaCl wurde ein linearer Gra-
dient von 30-365 ml aufgebaut und die an die lonenaustauschsdule gebundenen Proteine
wieder eluiert.

Die Fraktionen wurden in Rohrchen eines mit Eis gekiihlten Fraktionssammlers a 4,3 ml
und 95 Rohrchen aufgefangen (Die ResourceQ-Séule funktionierte nach demselben
Prinzip, ermoglichte aber, durch die hohen Packungsdichten, unter hoherem Druck

schnellere Auftrennungen. Die Zeitersparnis lag bei bis zu 2 h.).

Aktivititsbestimmung des Citratsynthase
Die CS-Aktivititsprofile des FPLC-Laufs wurden im Mikrotiterplattenphotometer bei

405 nm nach folgendem Auftragsschema gemessen:

Extraktionspuffer pH 8,0: 150 pl
DTNBA (6,7 mM): 10 ul
Acetyl-CoA (2,5 mM): 10
Probe: 50 ul

Reaktionsstart (Zugabe im Photometer):
Oxalacetat (5,0 mM): 10 pl

Die CS-Aktivitit wurde nach Stitt, 1984 iiber die Freisetzung von Coenzym A
bestimmt. Das freie Coenzym A bindet mit der Sulfhydrylgruppe an das Hilfssubstrat
DTNBA. Der entstechende gelbe Farbkomplex konnte im Photometer kontinuierlich
verfolgt werden (€,,, = 13,61 mmol-! * cm-! (nach Dawson, 1987)).

Die Reaktion verlduft nach folgendem Schema:

Oxalacetat + Acetyl — CoA + DTNBA % Citrat + DTNBA — HS — CoA — Komplex

Die hochsten Aktivititen des Laufes wurden in einer Kiivette im Spektralphotometer
nachgemessen und 3 max. 4 Fraktionen wurden zu einem ,,Pool*“ vereinigt (1 U
Enzymaktivitdt entspricht 1 pmol Substratumsatz (DTNBA)/min). Dieser ,,Pool* wurde

fiir die weitere Aufreinigung verwendet.
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Auftragsschema zur Bestimmung der CS-Aktivitit in der Kiivette bei 412 nm:

Extraktionspuffer pH 8,0: X ul (535-555 ul)
DTNBA (6,7 mM): 15,0 ul
Acetyl-CoA (5,0 mM): 10,0 ul

Probe: Y wl (10-30 ul)

Reaktionsstart (Zugabe im Photometer):
Oxalacetat (10 mM): 10,0 ul

Mit Hilfe der Centriprep™- bzw. Centriplus™-Konzentratoren wurden der QSepharo-

seHP-,,Pool* eingeengt und in Superdex-Puffer uméquilibriert.

Superdex-Lauf

Die Superdex-Saule wurde vor dem Lauf mit entgastem Superdex-Puffer dquilibriert
und die Proben iiber eine 2 ml Probenschleife auf die Sdule aufgetragen.

Der Proteindurchflul wurde mit einem UV-Monitor bei 280 nm gemessen und konti-
nuierlich auf einem Schreiber aufgezeichnet.

Die Fraktionen (90 4 1,0 ml) wurden in Rohrchen eines mit Eis gekiihlten Fraktions-
sammlers aufgefangen.

Die CS-Aktivitétsprofile des FPLC-Laufs wurden dann im Mikrotiterplattenphotometer
bei 405 nm gemessen.

Die Fraktionen mit den hochsten Aktivitdten wurden in der Kiivette nachgemessen und
5-8 Fraktionen wurden zu einem ,,Pool* vereinigt, der fiir die weitere Untersuchung
verwendet wurde.

Da die Superdex-Sédule eine Gelfiltration durchfiihrt, konnten die Superdex-Léufe
gleichzeitig zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes der einzelnen CS ver-
wendet werden. Mit Hilfe der Elutionsvolumina der Standardproteine Thyroglobulin
(M, =669 kD), Ferritin (M, =440kD), Aldolase (M, =158 kD), BSA (M, =67 kD),
Ovalbumin (M, =43 kD), Chymotrypsinogen A (M,=25kD), Ribonuclease A
(M, = 13,7 kD), wurde eine Standardkurve erstellt, anhand derer das Molekulargewicht

ermittelt werden konnte.
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Protein A-Lauf

Die verwendete Protein A-Séule hatte eine IgG-Bindekapazitidt von 20 mg IgG pro ml
und diente somit der Aufkonzentrierung der IgG. Mit dem Startpuffer wurde iiber eine
2 ml Probenschleife die Antikérperlésung nach der SAS-Fillung (s. IV.3.8) und Um-
pufferung iiber die G,s-Sdulen in den Startpuffer fiir die Protein A-Sdule aufgetragen.
Mit dem Elutionspuffer wurden dann die an die Sdule gebundenen IgG wieder eluiert
und in dem angeschlossenen, mit 1 M Tris beschickten, Fraktionssammler mit einer
Fraktionsgrofle von 0,4 ml, aufgefangen. Die so erhaltenen 40 Fraktionen wurden mit
Hilfe des Dot-Blot-Tests auf ihren IgG-Gehalt tiberpriift.

Nach jedem Reinigungsschritt, dem Extrakt nach der Ultrazentrifugation, dem Eluat aus
der Umpufferung tiber die G,5-Séulen, dem ,,Pool* des QSepharoseHP- und des Super-
dex-Laufes, sowie dem IgG-,,Pool”, wurden je 100 ul Probe in ein beschriftetes

Eppendorf-Cap fiir die Proteinbestimmung aufgenommen.

Iv.3.1.2 Enzymkinetik

Es wurden der K,,-, K;-Wert und V., der enzymatischen Reaktion der Citratsynthase
von C. femoratus, D. furcipes, S. polita, E. superba, M. norvegica (katt., med.) und
X. kroyeri bestimmt. Dazu wurden verschiedene Acetyl-CoA- Konzentrationen im Re-
aktionsansatz (0,43; 0,85; 17; 43; 85 und 170 uM) und konstant 170 uM Oxalacetat
verwendet. Die Aktivititsbestimmungen erfolgten in der Kiivette als Doppelbestim-
mung mit je 10 und 20 ul Probe. Die Werte wurden graphisch als Lineweaver-Burk-
Diagramme und als Michaelis-Menten-Kinetiken dargestellt.

Die Berechnung der K;-Werte (Dixon, 1953) der CS erfolgte mit Hilfe des Programmes
Leonora (A. Cornish-Bowden, Marseille/Frankreich), das mit Hilfe aller Einzelmessun-

gen folgende Funktion berechnete:

y = Vmox *[S] v = Enzymaktivitdt
Ky o1+ [ +[s]
M K; [S] = Substratkonzentration

[I] = Inhibitorkonzentration

Die Iteration der Werte V.,
Abweichungsquadrate [, (MeBwert - kalkulierter Wert)?] ein Minimum erreichte (Wil-
kinson, 1961).

Die Aktivierungsenergie E, der einzelnen CS wurde mit Hilfe der Regressionsanalyse

Ky und K; wurde solange fortgesetzt, bis die Summe der

aus der linearen Steigung der Temperaturprofile von 0 °C bis zum Temperaturoptimum
der CS berechnet. Die Daten wurden aus wiederholten Messungen verschiedener Ex-
trakte berechnet, wobei die Tiere aus denselben GroBlenklassen aber ohne

Beriicksichtigung ihres Alters oder Geschlechtes verwendet wurden.
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IV.3.1.3 Proteinfillung und Proteinbestimmung

Acetonfillung

Die Probenlosungen fiir die Elektrophorese wurden mit dem doppeltem Volumen Ace-
ton versetzt, fiir 30 min bis 12 h bei -20 °C inkubiert, und die Proteine anschlieflend fiir
30 min bei 4 °C und 19.000 g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Proteine
im Pellet getrocknet und anschlieBend im Probenpuffer fiir die Elektrophorese aufge-

nommen.

Proteinbestimmung (modifiziert fiir Mikrotiterplatten nach Bradford, 1976)
Die folgende Abbildung zeigt die Plattenbelegung fiir die Proteinbestimmung:

A | S1/0 | S1/0 | S2/1 | S2/1 | S3/2 | S3/2 | S4/3 | S4/3 | S5/4 | S5/4 | S6/5 | S6/5

B | Ti/1 { Ti/1 | TI/1 | T7/1 | T7/1 | T7/1 | T13/1 | T13/1 | T13/1 | T19/1 [ T19/1 | T19/1

C | T2/2 | T2/2 | T2/2 | T82 | T82 | T82 | T14/2 | T14/2 | T14/2 | T20/2 | T20/2 | T20/2

D | T3/3 | T3/3 | T3/3 [ T9/3 | T9/3 | T9/3 | T15/3 | T15/3 | T15/3 | T21/3 [ T21/3 | T21/3

E | T4/1 | T4/1 | T4/1 | T10/1 [ T10/1 | T10/1 [ T16/1 | T16/1 | T16/1 | T22/1 | T22/1 | T22/1

F [ T5/2 | T5/2 | T5/2 | T11/2 | T11/2 | T11/2 | T17/2 | T17/2 | T17/2 | T23/2 | T23/2 | T23/2

G | T6/3 | Te/3 | T6/3 | T12/3 | T12/3 | T12/3 | T18/3 | T18/3 | T18/3 | T24/3 | T24/3 | T24/3

)& N (R RS R RPN IS [N R [N U [ N E——

S = Standard: T = Test. Als Standardkonzentrationen (S1/0-S6/5) wurden O; 1; 2: 3: 4:
5 ug BSA eingesetzt und doppelt bestimmt

Die Testkonzentrationen wurden dreifach bestimmt. Die eingesetzten Mengen betrugen
10, 20 und 30 pl (T1/1-T24/3) Probe.

Einige Proteinproben muften vor der Proteinbestimmung noch mit H,O4; verdiinnt
werden. Fir den CS-Extrakt und das G,s-Eluat wurde 1:100, fiir den QSepharoseHP-
,»Pool*“ 1:10 verdiinnt. Der Superdex-,,Pool* und die IgG-Fraktionen wurden unverdiinnt
verwendet.

1 : 5 verdiinntes BIORAD-Reagenz wurde als Starter-Reagenz zugegeben. Nach 20 min
Inkubationszeit erfolgte die Messung mit dem Mikrotiterplattenphotometer bei 600 nm.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

ug Testkonzentration
ul Testeinsatz

x VF ergibt (ug / ul)

(VF = Verdiinnungsfaktor)
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IV.3.2  Elektrophoresetechniken (Davis, 1964; Andrews, 1992)
Iv.3.2.1 Puffer und Losungen
Probenpuffer
187,5 mM Tris/HCI pH 6,8
6,0 %  SDS (20 %)
30,0%  Glyzerol (100 %)
78,0mM DTT
0,003 % Bromphenolblau (2 %)

Trenngel-Stammlosung: Separationspuffer (4 x): 1,5 M Tris/HCI pH 8,9
Acrylamidlosung: (Trenn- und Sammelgele) 30,0 % Acrylamid
0,8 % N,N'-Methylenbisacrylamid

Zur Entfernung der freien Acrylsdure wurde die Losung mit Ionenaustauschharz iiber
Nacht im Kiihlraum (4 °C) geriihrt. Die Flasche wurde dabei mit Alufolie abgedunkelt.
Anschlieend wurde die Losung mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe und eines Porzellan-

filters filtriert, um das Ionenaustauschharz wieder zu entfernen.

SDS-Losung:
20,0 %  Natriumdodecylsulfat

APS-Losung:

40,0 %  Ammoniumperoxodisulfat

Sammelgel-Stammlosung:
Sammelgelpuffer (4 x):
0,5 M Tris/HCI pH 6,8

Laufpuffer fiir die SDS-PAGE (Laemmli, 1970):
192,0 mM Glyzin
25,0 mM  Tris
0,1 % SDS

Laufpuffer fiir die SDS-PAGE (Schiigger, 1987):
100,0 mM Tricin
25,0 mM  Tris
0,1%  SDS
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Trenn- und Sammelgele wurden aus den entsprechenden Stammldsungen wie folgt zu-
sammengestellt:

1v.3.2.2 Zusammensetzung der Gele

Trenngel 10 % (22 ml fiir ein Minigel 100 x 80 x 1,5 mm):

Separationspuffer 5,6 ml

H,04 9,1 ml

SDS (20 %) 75,0 ul

Acrylamidlosung 7,5 ml

TEMED 23,0l

APS (40%) 180,0 ul

(APS als Polymerisationsstarter wurde erst unmittelbar vor der Fiillung der Gelkassette
zugegeben.)

Sammelgel 3 % (10 ml fiir ein Minigel 100 x 80 x 1,5 mm):

Spacerpuffer 2,5 ml
H,O44 6,1 ml
SDS (20 %) 50,0 ul
Acrylamidlosung 1,3ml
TEMED 10,0 pl
APS (40 %) 60,0 ul

(APS als Polymerisationsstarter wurde erst unmittelbar vor der Fiillung der Gelkassette

zugegeben.)

IvV.3.2.3 Molekulargewichtsmarker:

+HMW-Marker ~LMW-Marker
212 kD Myosin 67kD BSA
170 kD «,-Makroglobulin 43 kD Ovalbumin
116 kD B-Galactosidase 30 kD Carboanhydrase
76 kD Transferrin 20 kD Saubohnentrypsininhibitor
53 kD Glutamatdehydrogenase 14 kD Lactalbumin

94 kD Phosphorylase b
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1v.3.24 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (Ornstein, 1964)

Die Auftrennung der Proteingemische erfolgte im elektrischen Feld durch die SDS-
PAGE (Laemmli, 1970; Schiagger, 1987). Diese ermdglichte die Auftrennung eines
Proteingemisches nach dem Molekulargewicht der Proteine, unabhidngig von der Ei-
genladung des jeweiligen Polypeptides. Es handelte sich hierbei um eine sogenannte

diskontinuierliche Elektrophorese mit folgenden Diskontinuititen (Davis, 1964):

1) Unterschiedlicher Acrylamidgehalt in Trenn- und Sammelgel und damit unterschied-
liche Porengrdfie (10 %/3 %)

2) Unterschiedliche Mobilitdt der verwendeten Ionen (schnelle CI--, langsame Gly®-
Ionen)

3) Unterschiedliche Molaritdt des Tris-Puffers in Trenn- und Sammelgel (0,375 M/
0,125 M)

4) Unterschiedlicher pH-Wert von Trenn- und Sammelgel (8,9/6,8)

Bei der vorliegenden Auftrennung handelt es sich um eine sogenannte Isotachophorese,
die wie folgt ablauft:

1)Im Sammelgel kommt es zu einer Stapelung der Proteine, da sich ein Gleichgewicht
zwischen den schnell laufenden Cl--Ionen und den langsam laufenden Gly®-Ionen
einstellt, ohne daf} es zu einem Abrif} des Stromflusses kommt.

2)Durch die GroBporigkeit des Sammelgels werden die Proteine hier nicht voneinander
getrennt.

3)Am Ubergang vom Sammel- zum Trenngel kommt es zu einem pH-Schock. Die
Gly®-Ionen laufen zuerst in das Trenngel, der pH-Wert steigt kurzfristig auf 9,1 an.
Durch die engmaschigen Poren des Trenngels werden die Proteine ihrer Grof3e nach
aufgetrennt (je hoher das Molekulargewicht, desto geringer die Wanderstrecke).

4)Da hier nur Proteine mit einem Molekulargewicht von deutlich iiber 10 kD gesucht
wurden, konnte als Marker fiir den Frontverlauf der Proteine Bromphenolblau ver-
wendet werden (Proteine < 10 kD laufen schneller als Bromphenolblau. Fiir solche

Proteine miifite Orange G verwendet werden).

Durch die reduzierende Substanz B-Mercaptoethanol werden die Tertidr- und Quartér-
strukturen von Proteinen infolge der Spaltung der Disulfidbriicken zerstért. Wegen der
leichten Fliichtigkeit und der damit verbundenen extrem hohen Gesundheitsschidlich-
keit von B-Mercaptoethanol, wurde es durch DTT (Dithiothreit) ersetzt, das dieselbe
Wirkung besitzt, aber eine kovalente -SH-Bindung ausbildet, und so die Disulfidbrii-
cken besser vor der Renaturierung schiitzt. Das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS)

linearisiert die Proteine, indem es an die hydrophoben Regionen der Proteine bindet.
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AuBerdem fiihrt es stark negative Ladungen ein. Die Polypeptide wandern daher, unab-
hiangig von ihrer Eigenladung, im elektrischen Feld stets zur Anode.

Die Wanderstrecke in der stark vernetzten Polyacrylamidmatrix ist umgekehrt proporti-
onal zum Logarithmus des Molekulargewichtes. In dem Gel entstehen so eine Reihe
diskreter Proteinbanden, die entsprechend ihrer molaren Masse angeordnet sind. Dies

ermoglicht die Molekulargewichtsbestimmung tiber die Ri-Werte.

Herstellung des SDS-Polyacrylamidgeles

Die in Reinigungslosung (MUCASOL, Merz) auftbewahrten Glasplatten, Spacer und
Kédmme wurden vor Gebrauch mit H,O4, gespiilt, mit 70 % Ethanol geputzt, nochmals
mit H,O4, gereinigt und getrocknet.

Je eine Glas- und Aluplatte (10 x 8 cm) wurden durch zwei 1 mm dicke Spacer getrennt
und in einer GelgieBkammer fixiert.

In die GelgieBkammer wurde die Trenngellosung mit APS bis 2,5 cm unter den oberen
Plattenrand eingefiillt. Um die Ausbildung eines geraden, glatten Ubergangs zum Sam-
melgel zu gewihrleisten, wurde die Losung mit 10 % Isopropanol iiberschichtet. War
das Trenngel auspolymerisiert, wurde das Isopropanol dekantiert, mit H,O4; und 1 ml
Sammelgeldsung ohne APS gespiilt, das Sammelgel mit APS eingefiillt und der Pro-
benkamm eingefiihrt. Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war, wurden die
Gelplatten aus der GelgieBkammer herausgenommen, iiberschiissige Gelreste und die
Kédmme entfernt, und mit H,O4, gespiilt. Die so gefertigten Gelplatten konnten dann in

die Gelkassette der Elektrophoreseapparatur eingebaut werden.

Start der Elektrophorese

Die Probentaschen der Gele und die Kammer wurden mit dem jeweiligen Laufpuffer
gefiillt, die mit Probenpuffer (IV.3.2.1) behandelten, und 3 min gekochten Proben und
Standardmarker aufgetragen und der Lauf gestartet.

Zum langsamen Eindringen der Proteine in das Sammelgel wurde der Lauf 30 min mit
einer konstanten Spannung von 70 mV gestartet und nach 30 min mit einem konstanten

Strom von 20 mA pro Gel fiir weitere 60 min die Proteinauftrennung durchgefiihrt.

IV.3.3  Proteinfirbungen
Um die Proteinbanden nach der Elektrophorese sichtbar zu machen, wurden alternativ

zwei Farbemethoden angewendet.
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1v.3.3.1 Coomassie Blue Farbung (Wilson, 1979)
Empfindlichkeit 0,1-0,5 pug Protein/Bande

a) Firbung: Die Gele wurden zuerst 30 min in Methanol/Eisessig (40 %/10 %)
gelegt. Danach wurden die Gele mindestens 20 min bis 2 h in folgender

Losung inkubiert.

Firbelosung: 40,00 % Methanol
10,00 % Eisessig
0,04 % Coomassie Brillant Blue R-250

b) Entfirbung: Die gefarbten Gele wurden in einer Methanol/Eisessig Losung (40 %/
10 %) unter mehrfachem Wechsel der Losung solange entfarbt, bis nur

noch die Proteinbanden eine Blaufarbung zeigten.

Als Losung zur Aufbewahrung der Gele diente eine 20 % Glyzerolldsung.

1v.3.3.2 Silberfirbung (Wray, 1981)
Empfindlichkeit: 1-5 ng Protein/Bande

Losungen:
Fixierlosung: (5 % Formaldehyd in 50 % CH,OH)

Waschlésung: (50 % CH,OH)

Wray Firbelosung: (AgNO,/NaOH/NH,)
A:1,20 M Silbernitrat B: 0,37 % NaOH
3,60 % NH,
Losung A wurde unmittelbar vor der Farbung unter stindigem Riihren tropfenweise zu

Losung B gegeben und die Losung mit H,O4, auf 150 ml Endvolumen angehoben.

Entwickler: (Zitronensdure/Formaldehyd)
0,52 mM Zitronensiure
3,70%  Formaldehyd
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Nachfixierungslosung: (CH,OH/Eisessig)
40,00 % CH;0H
10,00 % Eisessig
4,00 % Glyzerol

Vorgehensweise bei der Silberfirbung:

Das Gel wurde 1 h in der Fixierlosung geschiittelt,

30 min in der Waschlosung I inkubiert,

3-4 mal in H,Oy, fiir 15 min gewaschen,

in der Fiarbelosung 15 min inkubiert (die Losung durfte sich nicht verfarben),
2 mal fiir 5-10 min in H,O4,; gewaschen,

im Entwickler solange inkubiert, bis Banden sichtbar wurden (ca. 5 min),

N kR

und fiir mindestens 30 min in der Nachfixierungslosung gewaschen.

Um die starke Hintergrundfarbung zu reduzieren, wurde das Gel entfarbt:

Entfirbelosung:

0,3 % Kalium Ferricyanid [K;F(CN)]

0,6 % Natrium Thiosulfat [Na,S,0;]

0,1 % Natrium Bicarbonat [NaHCO,]

Es wurde solange in der Entfarbelosung inkubiert bis die Banden verschwunden waren

und erneut bei Punkt 3 der Vorgehensweise begonnen.

IV.3.4  Proteintransfer mittels Elektroblot (Western Blotting)

Mit dieser Methode wurden Polypeptide aus einem Polyacrylamidgel auf eine Membran
mit hoher Proteinbindungskapazitit (PVDF-Membran) transferriert (Towbin, 1979;
Burnette, 1981).

Auf der Membran konnten Polypeptide mit Hilfe polyklonaler Antikérper eindeutig
detektiert werden (Immunoblot).

Iv.3.4.1 Losungen:

Blottinglosung 1 (pH 10,4): Defixierungslosung:
300 mM Tris/HCI 20 % Methanol 6,0 M Harnstoff
Blottinglosung 2 (pH 10,4): 25,0 mM Tris

25 mM Tris/HClI 20 % Methanol 192,0 mM Glyzin
Blottinglosung 3 (pH 7,6): 0,2% SDS

40 mM 6-Amino-Capronsiure
20%  Methanol
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IvV.3.4.2 Ausgangssituation vor dem Elektroblot

a) Ungefarbte SDS-Polyacrylamidgele mit den elektrophoretisch aufgetrennten Poly-
peptiden, oder

b) Coomassie Blue gefiarbte Gele, die noch viermal je 30 min in Defixierungslosung
inkubiert werden muften.

c) Die PVDF-Membran wurde fiir 10 sec in Methanol gewaschen und anschlieend in
H,0,4, tberfiihrt (Methanol, um die Affinitdt der PVDF-Membran fiir die Proteine zu
erhohen).

d) 15 Blottingpapiere (GB 002, Schleicher & Schuell), von denen je 6 Stiick in Blot-

tinglosung 1 bzw. 3 und 3 Stiick in Blottinglosung 2 eingeweicht wurden.

Sowohl die Blottingpapiere als auch die PVDF-Membran wurden zuvor auf die

Gelgrofe zugeschnitten.

1v.3.4.3 Durchfiihrung des Elektroblots

Der Blot wurde in einer Multiphor II Elektrophoresekammer (PHARMACIA) durchge-
fihrt. Um einen einwandfreien Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran zu
gewihrleisten, wurden beim Beschicken der Kammer die einzelnen Schichten luftbla-
senfrei aufgebracht. Die Graphitelektroden wurden vor und nach der Benutzung mit
H,0,44 gewaschen.

Die Kammer wurde nach folgendem Schema aufgebaut und zusammengesetzt:

Kathode ~ oben

6 Blottingpapiere mit Blottinglsg. 3
- Gel

PVDF -Membran

3 Blottingpapiere mit Blottinglsg. 2

6 Blottingpapiere mit Blottinglsg. 1

Anode © unten

Der Blot wurde wéhrend 1,5 bis 2,5h bei 0,8 mA/cm? (ungefirbte Gele) oder
1,0 mA/cm? (zuvor Coomassie gefarbte Gele) durchgefiihrt.
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IV.3.5 Immunoblot (Towbin, 1984)
IV.3.5.1 Puffer und Losungen
Immunoblotpuffer (pHS,2):
20,00 mM Tris
5,00 mM NaN,
150,00 mM NacCl
0,01 % BSA
Waschpuffer: Immunoblotpuffer/0,1 % Tween 20

Absittigungspuffer: 5,0 % BSA/0,1 % Tween 20 in Immunoblotpuffer

1. Antikorperlosung: 10,0 % RaCS-Serum in Immunoblotpuffer

bzw. bei HSP: 5,0 ng/10 ml Immunoblotpuffer

2. Antikorperlosung: 2,0 % GAR-Au (AURION) in Immunoblotpuffer
bzw. bei HSP: 2,0 % GAM-Au (AURION) in Immunoblotpuffer
Antikorperverdiin-

nungslosung: 3,0 % BSA/0,03 % NaN, in Immunoblotpuffer
Entwickler-

& Verstirkerlosung: Fertigreagenzien (AURION)

1vV.3.5.2 Durchfiihrung des Immunoblots

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, die Inku-
bationen erfolgten unter Schiitteln. Die Antikorperlosungen konnten bis zu 1:100
verdiinnt werden. Zur Einsparung der Antikorperlosungen wurde die PVDF-Membran
mit der Antikorperlosung in Folie eingeschweilit (Miiller, 1993).

Die PVDF-Membran wurde nach dem Elektroblot zur Absittigung der freien Bindungs-
kapazititen fiir 2 h in Absittigungspuffer inkubiert, dreimal je 5 min in Waschpuffer
gewaschen und 2 h in der ersten Antikorperlosung inkubiert.

Nach einem zweimaligen je 5 min Waschschritt in Waschpuffer wurde die Membran fiir
2 h in der zweiten Antikorperlosung inkubiert. Dieser ZiegenantikOrper war gegen Ka-
ninchenantikorper gerichtet und goldgekoppelt. Das Gold wirkte bei der nachfolgenden
Entwicklung des Blots, als Kristallisationskeim flir die in der Verstirkerlosung (als
Ag®) enthaltenen und durch den Entwickler reduzierten Ag-Atome.

Zur Entwicklung wurde die Membran in Waschpuffer und zweimal kurz in H,O4, ge-
waschen. AnschlieBend wurde sie fiir 5-30 min in Entwickler- & Verstiarkerlosung (1:1)
bis zum Erscheinen der detektierten Antigene inkubiert. Der Entwicklungsproze3 wurde
durch Waschen in H,0,4, beendet.
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IV.3.6  Dot-Blot (Hawkes, 1982; Moeremans, 1984; Towbin, 1984)

Iv.3.6.1 Durchfiihrung des Dot-Blots

Die Durchfiihrung eines Dot-Blots diente der schnellen Uberpriifung eines Antikdrpers
auf seine Detektionsfihigkeit gegeniiber dem verwendeten Antigen, bzw. zur Uberprii-
fung der Immunisierungseffizienz. Dazu wurde, nach Beendung der Immunisierung des

Kaninchens, diesem Blut abgenommen und das Serum als 1. Antikorper eingesetzt.

1)Hierzu wurde kein Elektroblot vorgeschaltet, sondern das zu testende Antigen wurde
direkt auf die PVDF-Membran aufgetragen, die zuvor fiir 10 sec in Methanol gewa-
schen und anschlieBend in H,O,, iiberfiihrt worden war (Methanol erhoht die
Affinitdt der PVDF-Membran fiir die Proteine).

2)Die PVDF-Membran wurde leicht angetrocknet, damit die Proteinlésung beim Auf-
tropfen nicht zu sehr verlduft.

3)AnschlieBend wurde die Proteinlosung (das Antigen, hier Citratsynthase vom
Schwein) in max. 40 Fraktionen a 10 ul aufgetragen, um entweder die Immunisie-
rungseffizienz oder die IgG-Aufreinigung zu testen.

4)Nach einer Inkubation von 1 h in einer feuchten Kammer, wurde die Membran je
dreimal fiir 5 min in Waschpuffer gewaschen und dann 1 h in Abséttigungspuffer
inkubiert.

5)Es wurde erneut dreimal fiir 5 min in Waschpuffer gewaschen und mit je 10 ul des
Serumiiberstandes aus Kaninchenblut bzw. der aufgereinigten Antikérperfraktionen
fiir 2 h inkubiert.

6)Der Auftrag des 2. Antikorpers und die weiteren Wasch- und Entwicklungsschritte

erfolgten dann wie bei der Durchfiihrung des Immunoblots bereits beschrieben.

IV.3.7  Gewinnung von Antikorpern (Harlow, 1988; Peters, 1990)
Iv.3.7.1 Immunisierung von Kaninchen
Die Immunisierung erfolgte jeweils durch subkutane Injektion mit einer 1 ml Einweg-

spritze und einer 24 G Kantile.

Iv.3.7.2 Beeinflussung der Immunantwort durch Adjuvantien
Adjuvantien dienen zur Verstirkung der Immunantwort. Durch die Verwendung von
Adjuvantien kann die notwendige Antigendosis bzw. die Anzahl von Injektionen redu-

ziert oder liberhaupt erst eine meBBbare Immunantwort induziert werden.



Material und Methoden - 23 -

Iv.3.7.3 Klassische Adjuvantien: cFA/iFA

Wenn getrocknete, hitzeinaktivierte Mycobakterium tuberculosum Organismen in die
Olphase der Wasser-in-Ol Emulsion inkorporiert werden, spricht man vom kompletten
Freundschen Adjuvans (cFA). Seine Verwendung bewirkt eine stirkere Immunantwort
als die eines Antigens, das in einer einfachen Wasser-in-Ol Emulsion injiziert wird. Die
Herstellung dieser Adjuvantien ist relativ einfach und wurde ausfiihrlich von Herbert
und Kristensen (1986) beschrieben.

Einfache Wasser-in-Ol Emulsionen werden inkomplettes Freundsches Adjuvans (iFA)
genannt (iFA enthélt nur Mineraldl und keine Mycobakterien). cFA wurde nur fiir die
Erstimmunisierung gegeben, der erste Boost erfolgte mit iFA und dann bis zur Blutent-

nahme nur noch in Puffer.

1V.3.7.4 Immunisierungsschema
Tag Injektion Dosis cFA (ul) iFA (ul) 10,9 %NaCl/
(subkutan) (Lg) Antigen (Ul)

1 Priming 100 250 | - 250

43 Boost 100 | ——meemeeeee 250 250

71 Boost 100 | e | e 250

98 Boost 100 | e | e 250

136 Boost 100 | e [ - 250

Tab.1: Immunisierungsschema eines Kaninchens behandelt mit CS von E. superba
Abkiirzungen: cFA/iFA: komplettes/inkomplettes Freundsches Adjuvans
Priming:  Erstimmunisierung des Kaninchens

Boost: Immunisierungen des Kaninchens nach der Erstimmunisierung

IV.3.8 SAS-Fillung (gesittigte Ammoniumsulfatfillung)

Die meisten Kaninchenantikorper fallen bei einer SAS-Sattigung von 40 % aus. Bei
50 %-SAS-Sittigung ist die gesamte Immunglobulinbreite mit eingeschlossen. Hohere
SAS-Konzentrationen fithren zu der ungewollten Ausfidllung von Transferrin und Al-
bumin (Goding, 1987). Bei der Reinigung von IgG aus Serum wére eine vorgeschaltete
28 % SAS-Fillung der IgM angezeigt gewesen. Eine solche fraktionierte Fillung hat
sich allerdings bei dem hier vorliegenden polyklonalen Kanichenserum als ungeeignet
erwiesen. Nach der Féllung mit 28 % SAS befanden sich nach der Zentrifugation bei
20.000 g zu viele IgG im Pellet, die sich laut Literatur (s. 0.) eigentlich im Uberstand
befinden sollten. Die Féllung mit 50 % SAS dagegen hatte den Nachteil, daB3 relativ viel
IgM mit ausgefillt wurden, jedoch waren nach der 50 % SAS-Fillung und der Zentrifu-
gation bei 20.000 g sédmtliche Immunglobuline im Pellet, die sich mit Hilfe der

Protein A-Sdulenchromatographie, die fiir IgG spezifisch ist, weiter auftrennen liefen.
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Berechnungsformel der Menge an gesdttigter Ammoniumsulfatlosung (SAS):

CC

V.-=g Vo

Volumen der gesdttigten SAS-Ldsung (ml)

><<
]

Vo = Volumen der eingesetzten SAS-Lésung (ml)
= Endkonzentration an SAS

X‘\
'

Co = Anfangskonzentration an SAS

Bei 50 % SAS-Fadllung ist C, = 0,5 und Cy = 0. Bei vorheriger 28 %-SAS-Fdllung war
Co=10,28

Iv.3.8.1 Vorgehen bei der SAS-Fillung
1) Zuerst wurde das Serumvolumen bestimmt und bei 3.000 g 30 min und dann bei
10.000 g 10 min zentrifugiert. Evtl. vorhandene Gerinnsel, Zellriickstdnde und Fett-
filme konnten so entfernt werden.
Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt.
2)Fiir die Fillung wurde das Serum, der Uberstand, nach der Zentrifugation in ein Be-
cherglas im Eisbad mit Magnetriihrer iiberfiihrt.
3)Die Losung wurde dann auf Eis bei 4 °C 6 h oder iiber Nacht geriihrt.
4) Es folgte eine Zentrifugation bei 20.000 g fiir 20 min bei 4 °C. Das Pellet wurde zur
weiteren Aufreinigung der IgG verwendet.
5)Das Pellet wurde im Puffer fiir die Protein A-Sdule aufgenommen und mit Hilfe der
G,s-Séulen entsalzt und umgepuffert.
6) Mit Hilfe der SDS-PAGE wurde der IgG-Gehalt der Fallungsschritte {iberpriift.
7)Danach erfolgte die weitere Aufreinigung der IgG mittels Protein A-Séulenchroma-
tographie.
8)Die aus der Chromatographie erhaltenen Fraktionen wurden mit Hilfe der Dot-Blot-
Technik tiberpriift.
9)Eine weitere Uberpriifung der Aufreinigung erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE, bei
der die einzelnen aufgefangenen Fraktionen aufgetragen wurden.
10)Die Fraktionen mit den stdrksten Reaktionen wurden an der intensivsten Dunkelfar-
bung erkannt. Diese wurden zu einem ,Pool“ vereinigt und zur weiteren

immunologischen Bearbeitung der Proben verwendet.
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IV.3.9  ELISA (Enzym gekoppelter Antikorper gebundener Test)

Der ELISA (Kenny, 1983) beruht auf der spezifischen Antigen-Antikorperreaktion und
ermoglicht die Erkennung selbst geringer Mengen an Antigen. Als Antikorper diente
der selbst hergestellte, gegen die CS von E. superba gerichtete, polyklonale Antikérper
RaCS-Miiller (Kaninchen gegen CS). Die Auswertung erfolgte mittels Mikrotiterplat-

tenphotometer.

IvV.3.9.1 Puffer und Losungen

Beschichtungspuffer (pH 9,4-9,7): Nachbeschichtungspuffer (pH 7,5):
0,2M NaHCO, (Lsg. A) 50,0 mM Tris
0,2M Na,CO; (Lsg. B) 150,0 mM NacCl
74,0 ml Lsg. A +26 ml Lsg. B 1,0%  BSA

0,03 % NaN;
Waschpuffer (pH 7-7,5):
0,9 % NaCl
0,1 % Tween 20

AK-Verdiinnungspuffer (pH 7,5):
50,0 mM Tris
150,0 mM NaCl
0,5%  BSA
0,05% Tween 20

1v.3.9.2 Verdiinnungen

Extrakt: Nach der Aufreinigung iiber die QSepharoseHP-Sdule wurde pro 0,1 mg/ml
Protein mit Beschichtungspuffer 1 : 10 verdiinnt.

1. AK: pro 0,6 mg/ml AK-Lsg. wurde nach der Protein A-Sdule mit AK-Verdiin-
nungspuffer 1 : 100 verdiinnt

2. AK: 10 pl des gekauften AK wurden auf 5 ml mit dem AK-Verdiinnungspuffer
aufgefiillt. Dies war ausreichend fiir eine 96 Well Mikrotiterplatte und ergab
0,2 png pro Well.

ABTS: Eine Tablette a 50 mg ABTS wurde in 5 ml ABTS-Puffer und 45 ml H,O4
gelost.

Standardverdiinnungen:
Als Standard wurde CS vom Schwein verwendet. Die Konzentration von 8,6 mg/ml der
gekauften Losung wurde so mit Beschichtungspuffer verdiinnt, dal im Test 0,0; 0,1;

0,25; 0,5; 0,75; 1,0 ug/ml eingesetzt werden konnten.
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Iv.3.9.3

Vorgehen beim ELISA

Proben und Standards (Antigen) wurden mit Beschichtungspuffer, wie beschrieben,

verdiinnt, jeweils 500 pl pro Well aufgetragen und 1 h bei RT auf dem Schiittler inku-

biert.
1)

Die Platten wurden ausgeschiittet, ausgeklopft und dreimal mit 200 ul/Well
Waschpuffer gespiilt und nach jedem Waschschritt erneut ausgeklopft.
Mit 200 ul/Well Nachbeschichtungspuffer wurde 15 min bei RT auf dem Schiitt-

Es folgte die Inkubation mit dem 1. AK a 50 ul/Well fiir 1 h bei RT auf dem

Danach wurde mit dem 2. AK wieder mit 50 ul/Well bei RT fiir 1 h auf dem

Anschlieend erfolgte die Substratreaktion mit ABTS und ebenfalls 50 ul/Well

2)

ler nachbeschichtet.
3) Siehel)
4)

Schiittler.
5) Siehe 1)
6)

Schiittler inkubiert.
7)  Siehe 1)
8)

und 1 h auf dem Schiittler bei RT.
9)

Auswertung mit dem Mikrotiterplattenphotometer und dem Computer

IV.3.10 HSP-Aufarbeitung bei X. kroyeri

Es wurden verschiedene Puffer zur HSP-Aufarbeitung getestet. Als am geeignetsten

erwies sich der HS I-Puffer. Die Homogenisation wurde jeweils mit dem zehnfachen

Volumen des Tiergewichtes durchgefiihrt.

Die Puffer hatten folgende Zusammensetzung:

(Hofmann, 1995):

HSI: 5,0 mM Tris/HCl pH 7,6
0,1 mM PMSF
5,0 mM Jodacetamid
2,0 mM EDTA
1,0 ml  Aprotinin/Il

(Sanders, 1991):

San: 67 mM Tris/HCI pH 7,2
1,0% Nonidet P-40
0,1 mM PMSF

(Hofmann, 1996):

HS II: 30,0 mM Tris/HCI pH 6,8
70,0 mM SDS
0,10 mM PMSF
1,00 ml  Aprotinin/l

(Minami, 1996):

Min: 20,0 mM Tris/HCI pH 7,5
20,0 mM NacCl
1,00 mM EDTA
0,10 mM PMSF
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Die Homogenisation erfolgte mit einem Ultraturrax fiir 30 sec pro Tier. Danach wurde
bei 100.000 g fiir 30 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde einer Acetonfillung unterzogen. Dies geschah mit dem doppelten
Volumen an eiskaltem Aceton bei —20°C fiir 24 h. Danach wurde der Uberstand in Ep-
pendorf ReaktionsgefiBle (1,5 ml) {tberfiihrt und bei 4°C fiir 30 min in der
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in der
Speed-Vac® fiir 3 min getrocknet. Die Pellets wurden vereinigt, in 5 ml H,0,4, aufge-
nommen und mit Hilfe eines Ultraturrax wieder geldst. Die Proteinbestimmung wurde
bei einer 1:10 Verdiinnung durchgefiihrt. Pro Bahn fiir die Gelelektrophorese wurden
150 pg Protein eingesetzt.

Die Probe mufite so abgestimmt werden, dal3 nochmals '3 3x-Stopp-Puffer hinzukom-
men konnte. D. h. es konnten pro Bahn und Gel nur 25 ul Probe aufgetragen werden.
Nach einem 1,5 h Elektrophorese-Lauf wurden die Gele 30 min gefdrbt und 30 min
fixiert. Jetzt muliten die Gele 30 min defixiert werden, um die Proteine fiir den Blot
wieder anzulosen. Der Elektroblot dauerte 1,5 h. Danach wurde die Membran fiir 1 h
mit BSA abgesittigt, gewaschen und mit dem 1. Antikérper fiir 1 h inkubiert. Jetzt
wurde erneut gewaschen und mit dem 2. Antikérper 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde
mit H,O4, gewaschen und mit Entwickler- und Enhancer-Losung der Blot entwickelt.
Die Entwicklung dauerte zwischen 10 und 20 min.

Gele und Blots wurden jeweils fotografiert (25 ASA, Blende 8, s sec), mit einem

Scanner digitalisiert und mit dem Programm Scion Image ausgewertet.

IV.3.11 Statistische Auswertung

Die statistischen Verfahren wurden nach Lozan und Kausch (1998) ausgewihlt.

Tests auf Normalverteilung der Daten erfolgten nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test.
Mittelwerte wurden mit Hilfe des Student’s t-Test bzw. einer ANOVA, gefolgt von
einem Student-Newman-Keuls Test ermittelt. Die Signifikanzgrenze wurde mit p < 0,05
festgelegt. Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm Sigma-
Stat durchgefiihrt.

Zusitzliche Ermittlungen von Mittelwerten, Standardabweichungen, linearen Regres-
sionen (p < 0,05) und Korrelationskoeffizienten erfolgten mit Hilfe des Tabellenkalku-

lationsprogramms QuattroPro.
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V.  Ergebnisse

Teil I:  Qualitative Bestimmung der Citratsynthase

Neben der Charakterisierung der CS war es ein Hauptaspekt die fiir die Kinetiken beno-
tigten CS-Mengen zu bestimmen. Dazu wurde ein ELISA (Enzym gekoppelter
Antikorper gebundener Test bzw. Enzyme Linked Immunosorbent Assay), mit Hilfe des
selbst hergestellten pAK (RaCS-Miiller), gerichtet gegen die CS von E. superba,
entwickelt. Bei X. kroyeri wurden zusitzlich die StreBeffekteder Tiere bei unterschied-
lichen Hélterungstemperaturen durch Bestimmung der HSP 70-Menge untersucht. Bei
allen Bestimmungen, wurde mit aufgereinigten Extrakten gearbeitet. Die Ergebnisse

werden in den folgenden Abschnitten dargestellt.

\'A Charakterisierung der Citratsynthase

V.1.1 Aufreinigung der Citratsynthase iiber FPLC-Siulen

Beispielhaft sind in den folgenden Abbildungen die chromatographischen Aufreini-
gungen der CS von E. superba (Abb.1 und 2), M. norvegica (Abb.3 und 4), X. kroyeri
(Abb.5 und 6) C. femoratus (Abb.7 und 8) D. furcipes (Abb.9 und 10) und S. polita
(Abb.11 und 12) dargestellt.

Die Aufreinigung erfolgte iiber eine Anionenaustauschersidule (QSepharoseHP bzw.
ResourceQ) und tiiber die Superdex-Séule. Diese Sdule funktioniert nach dem Prinzip
der Molekularsiebtechnik und ermdoglichte es mit gut aufgereinigter CS zu arbeiten.
Damit sollten Verfilschungen der Tests (Kinetiken, Molekulargewichtsbestimmungen,
Antikorperherstellung, ELISA, Elektrophorese, Immunoblot) durch Fremdproteine
vermieden werden. Denn um die spezifische Aktivitét, d. h. die Aktivitit pro Enzym-
molekiil zu ermitteln, ist es erforderlich reines Enzym vorliegen zu haben (Cornish-
Bowden, 1979).

Die Fraktionen mit den hochsten Aktivititen wurden zu ,,Pools* vereinigt und fiir die

weiteren Tests verwendet.
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V.1.1.1 QSepharoseHP-Lauf von E. superba

Euphausia superba
QSepharoseHP-Lauf
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Abb.1: Aufreinigung der CS von E. superba iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (QSepharoseHP). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten
wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst.

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem
,Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die Molekularsiebsaule (Super-
dex) umgepuffert und verwendet.

Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitit hatte die Nummer 39.
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V.1.1.2 Superdex-Lauf von E. superba
Euphausia superba
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Abb.2: Aufreinigung der CS von E. superba iber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach
der QSepharoseHP-Sdule

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtdten wurden zu einem

,Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die weiteren Messungen wie

Kinetiken und Mengenbestimmungen verwendet. Dieser ,,Pool* von E. superba wurde

zusitzlich als Antigen fiir die Kaninchenimunisierung verwendet, um den pAK,

gerichtet gegen die CS von E. superba, zu gewinnen. Mit diesem ,,Pool* wurden die

Enzymmengenbestimmungen mit Hilfe des ELISA durchgefiihrt.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitét hatte die Nummer 44.
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V.1.1.3 ResourceQ-Lauf von M. norvegica (med. und katt.)

Meganyctiphanes norvegica
ResourceQ-Lauf
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Abb.3: Aufreinigung der CS von M. norvegica (iber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten
wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst.

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem
,Pool* vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die Molekularsiebsdule (Super-
dex) umgepuffert und verwendet.

Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitit hatte die Nummer 19.
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V.1.14 Superdex-Lauf von M. norvegica (med. und katt.)

Meganyctiphanes norvegica
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Abb .4: Aufreinigung der CS von M. norvegica iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der ResourceQ-Sdule

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem

,»Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und flir die weiteren Messungen wie

Kinetiken und Mengenbestimmungen verwendet.

Aus diesem ,,Pool wurden auch die Enzymmengenbestimmungen im ELISA durchge-

fihrt.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitat hatte die Nummer 45.
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V.1.1.5 ResourceQ-Lauf von X. kroyeri
Xiphopenaeus kroyeri
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Abb.5: Aufreinigung der CS von X. kroyeri iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten

wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst.

Die Fraktionen mit den hdchsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem

,»Pool* vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die Molekularsiebséule (Super-

dex) umgepuffert und verwendet.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitat hatte die Nummer 29.
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V.1.1.6 Superdex-Lauf von X. kroyeri

Xiphopenaeus kroyeri
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Abb.6: Aufreinigung der CS von X. kroyeri liber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der Mo-
lekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach der

ResourceQ-Sdule

Die Fraktionen mit den hdchsten gemessenen Citratsynthaseaktivtdten wurden zu einem

,Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitdt gemessen und fiir die weiteren Messungen, wie

Kinetiken und Mengenbestimmungen, verwendet.

Aus diesem ,,Pool” wurden auch die Messungen fiir die Enzymmengenbestimmungen

im ELISA durchgefiihrt.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitit hatte die Nummer 44/45.
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V.1.1.7 ResourceQ-Lauf von C. femoratus

Cheiromeidon femoratus
ResourceQ-Lauf
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Abb.7: Aufreinigung der CS von C. femoratus liber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten

wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst.

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem

,Pool* vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die Molekularsiebsaule (Super-

dex) umgepuffert und verwendet.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitat hatte die Nummer 19.
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V.1.1.8 Superdex-Lauf von C. femoratus

Cheiromeidon femoratus
Superdex-Lauf
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Abb.8: Aufreinigung der CS von C. femoratus iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach
der ResourceQ-Sdule

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem
,»Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und flir die weiteren Messungen wie
Kinetiken und Mengenbestimmungen verwendet.

Aus diesem ,,Pool wurden auch die Enzymmengenbestimmungen im ELISA durchge-
fiihrt.

Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitit hatte die Nummer 45.
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V.1.1.9 ResourceQ-Lauf von D. furcipes

Djerboa furcipes
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Abb.9: Aufreinigung der CS von D. furcipes iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten

wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst.

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem

,Pool* vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die Molekularsiebsaule (Super-

dex) umgepuffert und verwendet.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitat hatte die Nummer 19.
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V.1.1.10 Superdex-Lauf von D. furcipes

Djerboa furcipes
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Abb.10:  Aufreinigung der CS von D. furcipes iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der Mo-
lekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach der

ResourceQ-Sdule

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem

,»Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und flir die weiteren Messungen wie

Kinetiken und Mengenbestimmungen verwendet.

Aus diesem ,,Pool wurden auch die Enzymmengenbestimmungen im ELISA durchge-

fihrt.
Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitat hatte die Nummer 45.
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V.1.1.11 ResourceQ-Lauf von S. polita

Serolis polita
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Abb.11:  Aufreinigung der CS von S. polita iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des Anio-
nenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten wurden
die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst.

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem
,Pool* vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und fiir die Molekularsiebsaule (Super-
dex) umgepuffert und verwendet.

Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitit hatte die Nummer 19.
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V.1.1.12 Superdex-Lauf von S. polita

Serolis polita
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Abb.12:  Aufreinigung der CS von S. polita iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der Mo-
lekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach der
ResourceQ-Sdule

Die Fraktionen mit den hochsten gemessenen Citratsynthaseaktivtiten wurden zu einem
,»Pool*“ vereinigt, die Gesamtaktivitit gemessen und flir die weiteren Messungen wie
Kinetiken und Mengenbestimmungen verwendet.

Aus diesem ,,Pool wurden auch die Enzymmengenbestimmungen im ELISA durchge-
fiihrt.

Die Fraktion mit der hochsten CS-Aktivitit hatte die Nummer 45.
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Die Aufreinigung war sehr erfolgreich. Sie betrug bei C. femoratus, D. furcipes,
S. polita, E. superba, M. norvegica (katt.) und M. norvegica (med.) ca. das hundert- bis
zweihundertfache und bei X. kroyeri das hundert- bis vierhundertfache der Ausgangs-

aktivitat.

Berechnung der Enzymaufreinigung:

Totalaktivitdat (U)
Proteingehalt (mg/mil)
spezifische Aktivitdt 1
spezifische Aktivitdt O
spezifische Aktivitdt 3
spezifische Aktivitdat O

= spezifische Aktivitdt

Aufreinigung =

Gesamtaufreinigung =

Spezifische Aktivitdat O = Extrakt
Spezifische Aktivitdt 1 = 625-,Pool"
Spezifische Aktivitdt 2 = QSephHP-,Pool"
Spezifische Aktivitdt 3 = Superdex-,Pool"

Um die Effizienz der Aufreinigung zu untersuchen wurden die aufgereinigten CS der
untersuchten Crustaceenarten einer SDS-PAGE unterzogen. Das Ergebnis ist in Abb.13
zu sehen. Nach der Coomassie-Farbung der aufgereinigten Citratsynthasen ist jeweils

nur eine CS-Bande zu sehen was eine sehr gute und effektive Aufreinigung anzeigt.

Aufreinigungseffizienz der CS der verschiedenen untersuchten Crustaceen

Bahnl Bahn2 Bahn3 Bahn4 Bahn5 Bahné Bahn7 Bahn8
Huhn Porcus E.sup. Munorv. C.fem. D.fur. S.pol. Xkroy.

212 kd —
170 kD pa—
116 kD @P— s
—
76 k0 w— o
53 kD — ) D e aase Gl Gay S e RS
— 43 kD
-— 30 kD

Abb.13:

&= 201kd

10 % SDS-PAGE und Coomassie Blue-Fdrbung nach der Aufreingung der CS iiber die

FPLC- Sdule nach dem Prinzip des Anionenaustausches und der Molekularsiebtechnik.
Zur Uberpriifung der Aufreinigungseffinzienz der eingesetzten FPLC-Saulen.
Bahnl: CS Huhn, Bahn2: CS Schwein, Bahn3: E. superba, Bahn4: M. norvegica,
Bahn5: C. femoratus, Bahné: D. furcipes, Bahn7: S. polita, Bahn8: X. kroyeri mit

Je 10 ug Protein pro Bahn.

Bevor mit den Kinetiken begonnen wurde, wurden zur Charakterisierung der CS das
Molekulargewicht mit Hilfe der Eichung der Molekularsiebsdule (Superdex) und der R
Werte nach der SDS-PAGE mittels Standard-CS bestimmt.
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V.2 Molekulargewichtsbestimmung der Citratsynthase der untersuch-
ten Crustaceen mit Hilfe der Eichkurve der Superdex-Saule

Eichkurve fiir die Superdex-Siule
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Abb.14: Eichkurve fiir die Superdex-Sdule zur Bestimmung des Molekulargewichtes der CS
verschiedener untersuchter Crustaceen

Die Molekulargewichtsbestimmung mit Hilfe der Molekularsiebsdule (Superdex),

wurde mit einer Eichkurve anhand von Standardproteinen durchgefiihrt. Die Berech-

nung erfolgte dann mit Hilfe einer linearen Regression nach folgender Formel:

10(l(onsmn're + ((X-Koeffizient) * Elutionsvolumen des Proteins)
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Standardprot. Elut.Vol. (ml) | MW (kDa) | log MW |Regressionsanalyse:

Thyroglobulin 26 669,0 2,825 |Konstante 3,62

Ferritin 33 440,0 2,643  [Stdabw Y 0,11

\Aldolase 47 158,0 2,199 |RZ 0,98

BSA 53 67,0 1,826 |Zahl der MeBBwerte 7

Ovalbumin 59 43,0 1,633  |Freiheitsgrade 5

Chymotrypsinogen A 75 25,0 1,398 |R 0,99

Ribonuclease A 79 13,7 1,137 |X-Koeffizient(en) -0,03
Stdabw d. Koeff. 0,0022

Elut.Vol. (ml) [ MW (kDa) | Stdabws

C. femoratus (n=20) 50 112,32 29,35

D. furcipes (n=20) 50 112,32 29,35

IS. polita (n=20) 51 104,48 27,86

[E. superba (n=20) 51 104,48 27,86

M. norvegica katt. (n=20) 50 112,32 29,35

M. norvegica med. (n=20) 50 112,32 29,35

X. kroyeri (n=20) 51 104,48 27,86

Taube (Columba) (n=20) 50 112,32 29,35

Huhn (Gallus) (n=20) 50 112,32 29,35

Schwein (Porcus) (n=20) 50 112,32 29,35

Tab.2: Molekulargewichtsbestimmung der CS nach Eichkurve der Superdex-Sdule

Die Molekulargewichte sind statistisch signifikant verschieden mit p = 0,02 nach Stu-

dent’s t-Test.

Diese auf den ersten Blick iiberraschende Tatsache 148t sich nur mit der Ungenauigkeit

in der Bestimmung der Fraktionsvolumina erklaren.

Die Bestimmung des Molekulargewichtes mit Hilfe der R-Werte nach SDS-PAGE 1463t
den Schlufl zu, da3 die durch die Evolution hindurch hoch konservierte CS bei allen

untersuchten Spezies anndhernd das gleiche Molekulargewicht aufweist (Weitzmann,

1976).
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V.3 Molekulargewichtsbestimmung der Citratsynthase anhand der R
Werte nach SDS-PAGE (Neville, 1971)

Eichkurve fiir die R-Werte
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Abb.15:  Eichkurve der R;-Werte zur Bestimmung des Molekulargewichtes des CS verschie-
dener untersuchter Crustaceen

Die Molekulargewichtsbestimmung der SDS-PAGE erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve
anhand der Ri-Werte von Standardproteinen. Als Vergleich wurden die CS von Taube,
Huhn und Schwein mit aufgetragen. Die Berechnung erfolgte durch eine lineare Re-
gression nach folgender Formel:

1O(KonsTan're + ((X-Koeffizient) * Laufstrecke Protein / Gesamtldnge Lauf)
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Standardprotein Lauf/Gesamtléinge | MW (kDa) | log MW Gesamtlénge Laufldnge
Myosin 0,06 212,0 2,326 5,00 0,30
Makroglobulin 0,11 170,0 2,230 0,55
B-Galactosidase 0,22 116,0 2,064 1,10
Phosphorylase b 0,26 94,0 1,973 1,30
Transferrin 0,38 76,0 1,881 1,90
BSA 0,44 67,0 1,826 2,20
GDH 0,56 53,0 1,724 2,80
Ovalbumin 0,66 43,0 1,633 3,30
Carboanhydrase 0,80 30,0 1,477 4,00
Trypsininhibitor 0,92 20,1 1,303 4,60
Lactalbumin 0,96 14,4 1,158 4,80
Gel Probe MW (kDa) | Stdabws.
C. femoratus (n=20) 0,560 50,0 6,4
D. furcipes (n=20) 0,560 50,0 6,4
S. polita (n=20) 0,560 50,0 6,4 |Regressionsanalyse:
E. superba (n=20) 0,560 50,0 6,4 [Konstante 2,35
M. norvegica (katt.) (n=20) 0,560 50,0 6,4 [Stdabw Y 0,05
M. norvegica (med.) (n=20) 0,560 50,0 64 [R? 0,98
X. kroyeri (n=20) 0,560 50,0 6,4  |Zahl der MeBwerte 11
Taube (Columba) (n=20) 0,560 50,0 6,4 |Freiheitsgrade 9
Huhn (Gallus) (n=20) 0,560 50,0 64 R 0,99
Schwein (Porcus) (n=20) 0,560 50,0 6,4 [X-Koeffizient(en) -1,15
100 kD-Bande 0,300 99,7 6,8  [Stdabw. d. Koeff. 0,05
Tab.3: Molekulargewichtsbestimmung der CS nach R¢-Werten der SDS-PAGE

Bei der Bestimmung mit der Superdexséule traten signifikante Unterschiede im Mole-

kulargewicht auf. Diese Abweichungen wurden bei der R-Wert-Bestimmung nach der
SDS-PAGE nicht gefunden. Hier lagen die Ergebnisse fiir alle CS bei 50 kDa. Die
100 kDa Bande, die dem nativen Molekulargewicht der CS entspricht und auch nach der

SDS-Behandlung noch in Spuren vorhanden ist, wurde bei der R-Wert-Bestimmung
mit 99,7 kDa bestimmt (Weitzmann, 1976).
Bei der SDS-PAGE zerfillt die als Dimer vorkommende CS durch die denaturierende
Wirkung des Natriumdodecylsufats (SDS) in zwei 50 kDa Monomere (Weitzmann,

1976).
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V4 Enzymkinetiken
V4.1 Aktivierungsenergie und Kinetiken

Um die Eigenschaften der CS weiter zu charakterisieren, wurden die Michaelis Menten-
und Inhibitorkinetiken sowie die Aktivierungsenergie und das Temperaturoptimum des
Enzyms bestimmt. Ziel war es, die Regulationsmechanismen zur Temperaturadaptation
auf der Basis von E,, V ..., K, und K,, der verschiedenen Crustaceen niher zu unter-
suchen und vergleichend gegeniiberzustellen.

Das Resultat dieser Gegentiberstellung ist in Tab.4 dargestellt.

E, KJ*mol) |V (mU*ml") | K, (umol*I'') | K; (mmol*I'') | Tempopt.
C. femoratus (n=20) 31,54 £1,96 |0,268 £ 0,004 12,1 +2,1]0,913 £ 0,166 40°C
D. furcipes (n=20) 33,15+ 1,83 0,288 +0,001 11,3+2,210,939+0,132 40°C
S. polita (n=20) 33,59 +£2,56 |0,416 + 0,009 12,3+3,411,542+ 0,315 40°C
E. superba (n=20) 33,63 +£3,33 |0,468 + 0,003 16,4+ 1,211,028 £ 0,018 35°C
M. norvegica(katt.) (n=20) |38,75+0,45 |0,140=+ 0,001 18,1 + 1,310,889 + 0,029 35°C
M. norvegica(med.) (n=20) | 39,20+ 0,65 |0,168 + 0,020 19,2+ 1,110,891 £ 0,053 35°C
X. kroyeri (n=20) 35,34 +£1,63 |0,337+0,053 11,7+3,211,319+£ 0,427 40°C
Tab.4: Vimax: Ea. Km. K und Temperaturoptimum der verschiedenen untersuchten Crusta-
ceen

Auf den folgenden Seiten werden nun die Signifikanztests und die Auswertung der un-

tersuchten Parameter im einzelnen dargestellt.
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V4.1.1

Die Aktivierungsenergie E, ist ein Mal} fiir die Energie, die notwendig ist, um Enzym

Bestimmung der Aktivierungsenergie E

und Substrat in das resultierende Produkt umzusetzen. Je geringer die bendtigte E, ist,

desto energiesparender kann der Umsatz erfolgen.

Bei der Ermittlung der E,, die zum Umsatz von Substrat mit der CS bendtigt wird, wur-
den fiir die polaren und tropischen stenothermen Crustaceen anndhernd gleiche Werte
gefunden. Die mittleren Werte fiir die E, liegen bei den polaren Crustaceen niedriger
als bei den tropischen, aber vergleichende Signifikanztests ergaben bei einer
Signifikanzgrenze von p < 0,05 keine signifikanten Unterschiede. Signifikante Unter-
schiede traten beim Vergleich mit den poikilothermen Vertretern M. norvegica katt. und
M. norvegica med. auf mit p < 0,02 (s. Tab.5).

Signifikanztests der E, der untersuchten Crustaceen:

p C. femoratus | D. furcipes | S. polita E. superba___| M. norv. katt. | M. norv. med. | X. kroyeri
C. femoratus | ==========~ 0,45 0,97 0,34 0,003 0,001 0,24

D. furcipes | 0,45 | —mmmmmememe 0,53 0,24 0,02 0,004 0,10

S. polita 0,97 0,53 | =mmmmmmmee- 0,85 0,004 0,001 0,46

E. superba__| 0,34 0,24 0,85  |-mmmmememm- 0,01 0,005 0,13

M. norv. kart. | 0,003 0,02 0,004 0,01  [=memmmmeeee 0,39 0,003
M. norv. med. | 0,001 0,004 0,001 0,005 0,39 |- 0,003
X. kroyeri | 0,24 0,10 0,46 0,13 0,003 0,003 |-
Tab.5: Signifikanztests (t-Test mit p < 0,05) der E, der untersuchten Crustaceen
V4.1.2 Bestimmung der Kinetiken

V4.1.2.1 Bestimmung der maximalen Substratumsatzrate V__

Der V ..-Wert zeigt die maximale Substratumsatzrate an. Je hoher der Wert ist, desto

mehr Substrat wurde vom Enzym umgesetzt.

Die Untersuchungen zeigten, daB sich C. femoratus bezogen auf die V_,, auller im Ver-
gleich mit D. furcipes (p = 0,08; s. Tab.6) signifikant von allen untersuchten Crustaceen
unterscheidet (p = 0,001-0,005; s. Tab.6).

D. furcipes und S. polita unterscheiden sich im Vergleich mit X. kroyeri bezogen auf die
V., nicht signifikant (p=0,20; bzw. p=0,30 s. Tab.6) und sind von den anderen
untersuchten Crustaceen signifikant verschieden (p = 0,001; s. Tab.6).

M. norvegica katt. und M. norvegica med. sind bezogen auf die V_ , nicht signifikant
voneinander verschieden (p =0,07; s. Tab.6), unterscheiden sich aber signifikant von
den anderen untersuchten Crustaceen (p = 0,001-0,003; s. Tab.6).
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X. kroyeri ist bezogen auf die V__, nicht signifikant verschieden von S. polita (p = 0,30;

s. Tab.6), unterscheidet sich aber signifikant von allen anderen untersuchten Crustaceen
(p =0,03-0,006; s. Tab.6).

Signifikanztests der V_, der untersuchten Crustaceen:

P C. femoratus | D. furcipes S. polita E. superba M. norv. katt. | M. norv. med. | X. kroyeri

C. femoratus | =========== 0,08 0,001 0,001 0,001 0,001 0,04

D. furcipes | 0,08 | —mememememe 0,001 0,001 0,001 0,001 0,03

S. polita 0,001 0,001 |-————m-- 0,001 0,001 0,001 0,30
Esupera 0,001 0,001 0,001 | -omemeemme 0,001 0,001  |0,006

M. norv. kart. | 0,001 0,001 0,001 0,001 | -m-m=mememe 0,07 0,003

M. norv. med. | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,07  |---—-—m- 0,003

X. kroyeri 0,04 0,03 0,30 0,006 0,003 0,003  |-—————m-
Tab.6: Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) der V., der untersuchten Crustaceen
V4.1.2.2 Bestimmung der Inhibitorkinetik K;

Der K,-Wert ist ein Kennwert fiir die Hemmung der CS-Reaktion durch ATP in Form
einer negativen Riickkopplung. Je hoher der Wert ist, desto spédter setzt die Hemm-

wirkung von ATP ein und desto mehr Substrat kann vom Enzym umgesetzt werden.

C. femoratus unterscheidet sich bezogen auf den K.-Wert nicht signifikant von
D. furcipes (p = 0,95; s. Tab.7), E. superba (p = 0,26; s. Tab.7) und X. kroyeri (p = 0,26;
s. Tab.7). Alle anderen untersuchten Crustaceen unterscheiden sich dagegen signifikant
von C. femoratus bezogen auf den K;-Wert (p = 0,001-0,04; s. Tab.7).

S. polita unterscheidet sich nicht signifikant von X. kroyeri bezogen auf den K,-Wert
(p=0,52; s. Tab.7) und ist von allen anderen untersuchten Crustaceen signifikant ver-
schieden (p = 0,001-0,04; s. Tab.7).

E. superba unterscheidet sich bezogen auf den K,-Wert nicht signifikant von
C. femoratus (p=0,26; s. Tab.7), D. furcipes (p=0,17; s. Tab.7) und X kroyeri
(p=0,34; s. Tab.7). Von den iibrigen untersuchten Crustaceen unterscheidet sich
E. superba signifikant (p = 0,001-0,03; s. Tab.7).

M. norvegica katt. unterscheidet sich bezogen auf den K,-Wert nicht signifikant von
M. norvegica med. (p = 0,69; s. Tab.7) und X. kroyeri (p =0,10; s. Tab.7). Alle anderen
untersuchten Crustaceen unterscheiden sich signifikant von M. norvegica katt.
(p =0,001-0,03; s. Tab.7).
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M. norvegica katt. unterscheidet sich bezogen auf den K-Wert nicht signifikant von
M. norvegica med. (p = 0,69; s. Tab.7) und X. kroyeri (p=0,13; s. Tab.7). Alle anderen
untersuchten Crustaceen unterscheiden sich signifikant von M. norvegica katt.
(p =0,001-0,04; s. Tab.7).

X. kroyeri unterscheidet sich bezogen auf den K;-Wert signifkant von allen untersuchten

Crustaceen (p = 0,01-0,05; s. Tab.7).

Signifikanztests der K, der untersuchten Crustaceen:

P C. femoratus | D. furcipes S. polita E. superba M. norv. katt. | M. norv. med. | X. kroyeri

C. femoratus | =========== 0,95 0,006 0,26 0,03 0,04 0,03

D. furcipes | 0,95 | —=mmmmm 0,005 0,17 0,02 0,04 0,03

S. polita 0,006 0,005 | -mm=mmmmmm- 0,03 0,03 0,001 0,05

E. superba___| 0,26 0,17 0,03  |-mmmmmmeme- 0,001 0,03 0,03

M. norv. kart. | 0,03 0,02 0,03 0,001 | -m=m=mmemme 0,69 0,01

M. norv. med. | 0,04 0,04 0,001 0,03 0,69 |- 0,01

X. kroyeri | 0,03 0,03 0,05 0,03 0,01 0,01 |-
Tab.7: Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) des K; der untersuchten Crustaceen
V.4.1.23 Bestimmung der Michaelis-Menten-Kinetik K,

Der K,,-Wert 148t Schliisse liber die Substrataffinitit zwischen Enzym und Substrat zu.
Ein niedriger Wert bedeutet eine hohe Substrataffinitit des Enzyms, und ermdglicht so
einen schnelleren und effektiveren Substratumsatz.

C. femoratus unterscheidet sich bezogen auf den K,,-Wert nicht signifikant von
D. furcipes (p=0,13; s. Tab.8) und §. polita (p =0,34; s. Tab.8). Alle anderen unter-
suchten Crustaceen sind von C. femoratus signifikant verschieden (p =0,001-0,04; s.
Tab.8).

D. furcipes unterscheidet sich bezogen auf den K,-Wert nicht signifikant von
C. femoratus (p = 0,13; s. Tab.8) und S. polita (p = 0,08; s. Tab.8). Alle anderen unter-
suchten Crustaceen sind bezogen auf den K,,-Wert signifikant verschieden (p =0,001-
0,04; s. Tab.8).

S. polita unterscheidet sich bezogen auf den K,,-Wert nicht signifikant von C. femoratus
(p=10,34; s. Tab.8) und D. furcipes (p=10,08; s. Tab.8). Alle anderen untersuchten
Crustaceen sind signifikant verschieden (p = 0,002-0,04; s. Tab.8).

E. superba unterscheidet sich signifikant von allen untersuchten Crustaceen (p = 0,001-
0,04; s. Tab.8).




- 50 - Ergebnisse

M. norvegica katt. unterscheidet sich bezogen auf den K-Wert nicht signifikant von
M. norvegica med. (p=0,14; s. Tab.8). Alle anderen untersuchten Crustaceen sind
signifikant verschieden (p = 0,001-0,02; s. Tab.8).

M. norvegica med. unterscheidet sich bezogen auf den K,,-Wert nicht signifikant von
M. norvegica katt. (p=0,14; s. Tab.8). Alle anderen untersuchten Crustaceen sind
signifikant verschieden. (p = 0,001-0,005; s. Tab.8).

X. kroyeri unterscheidet sich bezogen auf dem K,,-Wert signifikant von M. norvegica
katt. und med. (p = 0,003; s. Tab.8) und nicht signifikant von C. femoratus, D. furcipes
und S. polita (p = 0,06; s. Tab.8).

Signifikanztests der K, der untersuchten Crustaceen:

p C. femoratus | D. furcipes | S. polita E. superba | M. norv. katt. | M. norv. med. | X. kroyeri

C. femoratus | =========== 0,13 0,34 0,002 0,001 0,001 0,06

D. furcipes | 0,13 | -—==mmmm—- 0,08 0,001 0,001 0,001 0,06
s.polia | 0,34 0,08  |-———mv 0,04 0,003 0,002  [0,06

E. superba___| 0,002 0,001 0,04 |- 0,02 0,005 0,003

M. norv. kart. | 0,001 0,001 0,003 A e —— 0,14 0,003

M. norv. med. | 0,001 0,001 0,002 0,005 (115 U S [e— 0,003

X. kroyeri 0,06 0,06 0,06 0,003 0,003 0,003 |-

Tab.8: Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) des Ky, der untersuchten Crustaceen
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V4.1.2.4

Das Temperaturoptimum eines Enzyms ist die Temperatur bei der das Enzym die

Bestimmung des Temperaturoptimums

hochste V. erreicht, also die Temperatur bei der die maximale Substratumsatzrate
erreicht wird. Sie liegt bei allen untersuchten Crustaceen weit iiber der ambienten
Temperatur, der Temperatur des Lebensraumes in der die Tiere vorkommen. Die
Kurvenverliufe sind stets ansteigend und fallen bei Uberschreitung des Temperaturop-
timums sehr schnell steil ab.

Es wurden bei den untersuchten Crustaceen nur zwei unterschiedliche Temperaturopti-
ma gefunden. Zum einen 35 °C bei E. superba, M. norvegica katt. und med. zum
anderen 40 °C bei C. femoratus, D. furcipes, S. polita und X. kroyeri.

Bei allen Wiederholungsversuchen (n=20; s. Tab.4) wurden stests dieselben Tempera-
turoptima gefunden und die beiden Temperaturoptima sind signifikant verschieden
(p=10,001; s Tab.9).

Signifikanztests der Temperaturoptima der untersuchten Crustaceen:

P C. femoratus | D. furcipes S. polita E. superba M. norv. katt. | M. norv. med. | X. kroyeri

C. femoratus | =========== 0,969 0,969 0,001 0,001 0,001 0,969

D furcipes | 0,969 | <mmmmmees 0,969 0,001  |0,000  |0,000 |0,969

S. polita 0,969 0,969  |-—--—-—-m-- 0,001 0,001 0,001 0,969
Esupersa 0,001 0,001 0,001 |-t 0,969 (0969 |0,001

o norv kar | 0,001 10,000 0,001 0,969 | -—meeeev 0,969  |0,001

M. norv. med. | 0,001 0,001 0,001 0,969 0,969  |[-——-———-- 0,001

X. kroyeri 0,969 0,969 0,969 0,001 0,001 0,001 |-
Tab.9: Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) des Temperaturoptimums der untersuchten

Crustaceen
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Temperaturoptimum der Citratsynthase

von Meganyctiphanes norv. med.
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Abb.16: Temperaturoptima der CS der einzelnen untersuchten Crustaceen
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V4.1.2.5 Hitzestabilititsuntersuchungen der CS aller untersuchten Crusta-
ceen

Nachdem mit der Bestimmung des Temperaturoptimums die Abhingigkeit der CS-Ak-
tivitdt von der Temperatur gezeigt wurde (es gab zwei Temperaturoptima eines fiir Krill
bei 35 °C und eines fiir die Amphi- und Isopoden sowie die penaeide Garnele bei
40 °C), wurde die Hitzestabilitdt der CS niher untersucht.

Dafiir gibt es zwei Mdoglichkeiten des Nachweises. Zum einen iiber eine zeitliche Kom-
ponente: Die CS-Aktivitdt nimmt bei Temperaturen liber 30 °C und Inkubationszeiten
iiber 30 min s. a. Vetter (1992) stark ab. Zum zweiten eine Temperaturkomponente: Die
CS-Aktivitdit nimmt bei Temperaturen ab 5 °C iiber dem jeweiligen Temperaturopti-
mum des Enzyms und Standardinkubationszeiten von 5 min sofort um anndhernd 50 %
ab (s. Abb.17). Nach weiteren 5 min ist bereits noch eine mef3bare CS-Aktivitit nachzu-
weisen.

Diese Aktivitdtsabnahme ist eindeutig auf die thermische Instabilitit der CS zuriickzu-
fiihren. Der Zusammenhang zwischen Hitzestabilitit und temperaturabhéngiger
Aktivitét gilt fiir alle untersuchten Spezies. Da es zwei Temperaturoptima gab, wurden
auch bei den Hitzestabilitdtsmessungen zwei verschiedene Inkubationstemperaturen,
namlich 40 °C bei Krill und 45 °C bei den Amphi- und Isopoden sowie der penaeiden

Garnele, verwendet.
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Hitzestabilitiit aller untersuchten Crustaceen
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Hitzestabilitdtsuntersuchungen der CS der einzelnen untersuchten Crustaceen. Ange-

geben sind eine Gesamtiibersicht und die Einzelmessungen.
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V4.2 Lineweaver-Burk- und Michaelis-Menten-Diagramme der CS-Kinetiken

unter dem Einflufl von ATP der untersuchten Crustaceen
Nach Stitt (1984) wird die CS durch ATP gehemmt. Um den Einflu3 von ATP als Inhi-
bitor ndher zu untersuchen, wurden die fiir die K, und V., berechneten Werte in einem
Lineweaver-Burk Diagramm aufgetragen und der Verlauf der resultierenden Geraden
bei verschiedenen ATP-Konzentrationen verglichen. Bei einer kompetitiven Hemmung
bleibt V.. dabei anndhernd konstant, und die Geraden rotieren mit steigender Inhibi-
torkonzentration entgegen den Uhrzeigersinn um den Punkt !/y, ... Im Fall der nicht
kompetitiven Hemmung ergibt sich eine Parallelverschiebung der Geraden nach links.
Vergleichend wurden dieselben Daten in einem Michaelis-Menten Diagramm aufgetra-
gen.

Cheiromedon femoratus Cheiromeidon femaratus Inhibitor-Kinetik

0,00 mM ATP
0,25 mM ATP
0,75 mM ATP
1,25 mM ATP

<408@

Wy [I/mL’mI]

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

T T
-0,12  -0,10 -0, -0, 04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06

Ko s [‘/mM ml]

Abb.18: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von C. femoratus
unter EinfluB von ATP

Djerboa furcipes D jerboa furcipes Inhibitor-Kinetik

0,00 mM ATP
0,25 mM ATP
0,75 mM ATP
1,25 mM ATP

44080

= T T T T
-0,12 -0,10 W -0,04  -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06

Ky s [I/mM ml]

Abb.19: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von D. furcipes
unter EinfluB von ATP

= 1.2500
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Abb.20: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von S. polita unter
EinfluB von ATP
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Abb.21: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von E. superba
unter EinfluB von ATP
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Abb.22: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik

(katt.) unter EinfluB von ATP

von M. norvegica
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Meganyctiphanes norvegica med. Meganyctiphanes norvegica med. Inhibitor-Kinetik

0,00 mM ATP
0,25 mM ATP
0,75 mM ATP
1,25 mM ATP

® o >
4400
XS@

' [I/mu m]]

e [Vl

Abb.23: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von M. norvegica
(med.) unter EinfluB von ATP

Xiphopenaeus kroyeri Hiphopenaeus kroyeri bras. Inhibiter-Kinetik

0,00 mM ATP
0,25 mM ATP
0,75 mM ATP
1,25 mM ATP
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Abb.24: Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von X. kroyeri
unter EinfluB von ATP

Als Ergebnis der Darstellung 146t sich trotz einer gewissen Streuung um den V. -Wert
sagen, dal} es sich wie bei Stitt (1984) beschrieben, auch hier um eine kompetitive
Hemmung der jeweiligen CS der untersuchten Crustaceen handelt. Die bei Vetter
(1992) beschriebene anfangliche Aktivierung der CS durch geringe ATP-Mengen
erkenbar durch eine Parallelverschiebung der Lineweaver-Burk Geraden bei 0,20 mM
ATP im Vergleich zu 0,00 mM ATP lieB3 sich anhand der in dieser Arbeit gemachten
Beobachtungen nicht nachvollziehen. Es wurden keine ATP-Konzentrationen unter
0,25 mM fiir die K;-Bestimmung eingesetzt, wodurch alle bei den Messungen
erhaltenen Werte fiir die K;-Bestimmung mit einbezogen werden konnten. Dies
erleichterte auch die Durchfiihrung der Iterationen bei der Bestimmung der einzelnen
kinetischen Parameter mit Hilfe des Programmes Leonora (Cornish Bowden, Marseille

Frankreich) aus den Michaelis Menten Diagrammen.

ATP
o 0.0
e 0.2500
° 0.7500
& 1.2500

= 1.2500
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Teil II: Quantitative Bestimmung der Citratsynthase
V.5 Resultate der Immunisierung eines Kaninchens mit aufgereinigter
CS von E. superba
V.S Immunisierungseffizienz
Um mit Hilfe eines selbst entwickelten ELISA die Quantifizierung der CS-Menge
durchfiihren zu konnen, muflte ein AK hergestellt werden, der gegen die CS gerichtet
war. Dazu wurde am Anatomischen Institut der Universitit Kiel ein Kaninchen mit auf-
gereinigter CS von E. superba immunisiert (s. 1V.3.7.4). Das aus dem Blut des
Kaninchens gewonnene polyklonale Serum wurde auf Spezifitit gegen Citratsynthase
getestet, indem 0,1 pg/ul aufgereinigte CS von E. superba auf eine Blotmembran auf-
gebracht und das Serum als 1. AK mit Verdiinnungen von 1:1, 1:5, 1:20, 1:50, 1:100
und 1:200 verwendet wurde. Als 2. AK diente ein goldgekoppelter Ziegen-anti-Kanin-
chen (GaR) Antikdérper, der die Erkennung von positiven Antigen-Antikorper
Reaktionen mittels Entwickler und Enhancer-Lésung (Aurion) ermdglichte. Das Resul-
tat ist in Abb. 25 zu sehen.

Dot-Blot-Test bei E. superba

o9 €0 oo

1:1 1:5 1:20 1:50 1:100 1:200

Abb.25: Dot-Blot des Kaninchenserums mit dem polyklonalen AK (pAK) RaCS-Miiller. Aufge-
tragen wurde 0,1 pyg/ul CS von E. superba und Verdiinnungen des AK-Serums mit
1:1, 1:5, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200.

Wie anhand des Dot-Blots in Abb.25 zu erkennen ist, war die Immunisierung erfolg-
reich. Die CS wurde selbst bei Verdiinnungen von 1:200 des AK-Serums noch erkannt.
Um die starkste Immunreaktion bei den durchzufiilhrenden Immunoblots zu erreichen,
wurde anschlieBend noch eine IgG-Aufreinigung durchgefiihrt.

Zu bedenken ist bei den Dot-Blots, dafl es sich um einen Schnelltest handelt, um grob
die Spezifitit des Antikorpers und die mdglichen Verdiinnungen auszutesten. Es ist also
nicht unbedingt zu erwarten, dafl entsprechend den Verdiinnungen eine regelmiBige
Abnahme in der Schwarzfiarbung aufgezeigt wird. Zu bedenken ist auch, dal} bei ldnge-
ren Entwicklungszeiten auch die stirker verdiinnten Proben eine intensivere
Dunkelténung annehmen, was dann aber zu einer unverhiltnisméBigen Uberzeichnung

der geringeren Verdiinnungen fiihren wiirde.
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V.5.2 IgG-Aufreinigung

Die Aufreinigung des AK-Serums ermoglichte die Gewinnung der IgGs, die als Sekun-
dirantwort auf die wiederholte Immunisierung mit dem Antigen, hier die CS, produziert
werden und eine stirkere Immunantwort hervorrufen (s. S. 2). Fiir die Aufreinigung

wurde eine Protein A-Sdule verwendet, an deren Sdulenmaterial speziell y-Globuline
(IgG) binden.

Protein A-Lauf zur
IgG-Aufreinigung

100 ——— IgG-Gehalt - 5,40
—— Gesamtprotein
90 ——— Glycin-Gradient - 4,80
80 4420 E
S 70 5
:E/ -1 3,60 3
3 60| &
3 - 3,00 @
E sof B
-1 240 =
S -1 1,80 O
A~ 30 (?D
20 - - 1,20 =
10 - - 0,60
0L - 0,00
I I I I I
0 10 20 30 40
Fraktion

Abb.26: Aufreinigung der y-Globuline (Ig6) des selbst hergestellten polyklonalen Antikérpers
(pAK) RaCS-Miiller (gerichtet gegen die CS von E. superba) iliber eine Protein A-
Sdule

Das resultierende Laufprofil (Abb. 26) zeigte die extrem gute Auftrennungseffizienz der
Protein A-Sdule, mit den spezifisch gebundenen IgGs, wihrend andere Immunglobuline

und Albumin bereits frith von der Sdule eluierten.
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V.53 Dot-Blot der einzelnen Fraktionen der Protein A-Siule

Alle Laufe iiber die Protein A-Sédule zeigten das selbe Laufprofil. Mit Hilfe der Dot-
Blot-Technik wurden alle gewonnenen Fraktionen auf die stdrksten Immunantworten
hin getestet (Abb.21). Die Fraktionen 22-25 wiesen die stiarksten Immunantworten auf.
Dies entsprach der Elution der IgGs, die an die Protein A-Sdule gebunden hatten. Die
starken Reaktionen bei den Fraktionen 12 und 13 waren auf die frithe Elution von IgMs
zuriickzufiihren (Abb.27). Es wurden jeweils 0,1 ug/ul CS von E. superba und 10 pl
des Fraktionseluats aufgetragen

Dot-Blots der Fraktionen nach Protein A Aufreinigung

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
. —
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Abb.27: Dot-Blot der Fraktionen 1-40 nach der Protein A-Sdule. Die Fraktionen 22-25
zeigten die stdrksten Reaktionen bei der Immunantwort. Es wurden 0,1 pg/ul CS als
Substrat und 10 gl Fraktionseluat als 1. AK eingesetzt.
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V.54 Immunoblot nach SDS-PAGE verschiedener getesteter CS
Der Spezifititstest des pAK gerichtet gegen die CS, wurde mit verschiedenen CS von
Taube, Huhn, Schwein, E.superba, M. norvegica und X. kroyeri iiber SDS-Gel,

Elektro- und Immunoblot mit den gewonnenen IgGs durchgefiihrt.

Immunoblot nach SDS-PAGE mit pAK RaCS-Miiller

Bahnl Bahn2 Bahn3 Bahn4 Bahn5 Bahné
Taube Huhn Porcus E.sup. M.norv. X.kroy.

——
oKD == g
— |
76> T 67 kD
5k T iy @ - e Lo
" 30k
— 20,1 kD
. - /= a0

Abb.28: Immunoblot nach 10 % SDS-PAGE zum Test auf Spezifitdt des pAK RaCS-Miiller
auf CS. Entwickelt mit goldgekoppeltem 2. AK und Entwickler & Enhancer Ldsung fiir
10 min.
Bahnl: CS Taube, Bahn2: CS Huhn, Bahn3: CS Schwein, Bahn4: E. superba,
Bahn5: M. norvegica, Bahné: X. kroyeri mit je 10 ug Protein pro Bahn.

Wie in Abb.28 zu erkennen ist, hat der pAK RaCS-Miiller alle getesteten CS einwand-
frei bei 50 kD erkannt. Die vielen Banden bei E. superba lassen sich damit erkldren, daf3
der AK aus eben diesem zum Probenauftrag verwendeten Extrakt von E. superba als
Antigen hergestellt worden ist und daher auch weitere Proteine erkennen konnte.

Dies 146t sich damit erkldren, da3 es sich um das Serum eines polyklonalen Antikérpers
und nicht um einen mit wesentlich hoherem Aufwand herzustellenden monoklonalen
Antikorper handelte.

Dadurch 148t sich auch Bahn 4 (Abb.28) der Proteindetektion von E. superba erkliren,
da gegen die Proteine von E. superba der polyklonale Antikérper hergestellt wurde.
Hier werden auch die im Serum (urspriinglichen Antigen) mit vorhandenen Proteine
erkannt, was sich im Immunoblot-Bild von Bahn 4 (Abb.28) zeigt.

Die bei Bahn 3 (Abb.28) auftretenden weiteren Banden unterhalb der 50 kD Bande
zeigen, dall die kéduflich erworbene Probe der Schweine-CS nicht so rein war wie der
Hersteller sie ausgewiesen hat. Es sind zwar hier mit Sicherheit auch durch die Behand-
lung mit SDS und reduzierenden Agenzien wie B-Mercaptoethanol und Jodacetamid
Abbauprodukte der CS zu erwarten, aber nicht in dem Malle wie dies bei Bahn 3
(Abb.28) zu sehen ist. Wiren dies alles Abbauprodukte, miiiten diese auch bei den sehr

reinen Proben von Taube und Huhn in Bahn 1 und 2 (Abb.28) zu sehen sein.
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V.6 ELISA zur Bestimmung der CS-Mengen

Um die Menge der CS der in verschiedenen Klimazonen lebenden Crustaceen bestim-
men zu konnen, wurde ein ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay oder Enzym
gekoppelter Antikorper gebundener Test) mit Hilfe von Standard-CS und dem selbst
hergestellten pAK RaCS-Miiller entwickelt.

Die Berechnung der CS-Menge mittels ELISA erfolgte nach der Formel:

1O(KonsTan're + ((X-Koeffizient) * Laufstrecke Protein / Gesamtldnge Lauf)

V.6.1 Bestimmung der Enzymmenge der CS

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Temperaturanpassung um eine Regulation der
spezifischen Aktivitit iiber Verdnderungen am Enzym selbst, zur Erhéhung der Kataly-
serate oder aber liber die Variation der Enzymmenge handelt, wurde die Enzymmenge
der CS mit Hilfe des ELISA quantitativ bestimmt.

Die Mengenbestimmungen der CS ergeben folgendes Bild. Zum einen féllt deutlich die
bis zu hundertfach hohere Menge an CS bei E. superba im Vergleich zu den anderen
untersuchten Crustaceen auf. Als nichstes folgen die fiinf- bis siebenfach geringen CS-
Mengen bei M. norvegica katt. und M. norvegica med. Danach folgen die 25fach
geringeren CS-Mengen der beiden Amphipoden C. femoratus und D. furcipes sowie die
bei 24 °C gehilterten tropischen Garnelen X. kroyeri. Darauthin folgen der Isopode
S. polita und die bei 28 und 32 °C gehélterten tropischen Garnelen X. kroyeri. Am
SchluB liegen die bei 16 und 20 °C gehélterten tropischen Garnelen X. kroyeri.

Als Interpretationsmoglichkeit bietet sich zundchst die pelagische Lebensweise der
Euphausiiden an, die einen hoheren Energie- und somit Umsatzbedarf an CS erfordert.
Bei E. superba kommt der auszugleichende zusitzliche Kilteeffekt hinzu, den es zu
iiberwinden gilt, um die gleiche Leistungsfahigkeit zu erreichen wie, z. B. die Vertreter
der verwandten Gattung aus den gemaifigten Breiten, M. norvegica.

Bei der Auswertung der Signifikanztests zeigten sich nur zwischen den beiden Amphi-
poden C. femoratus und D. furcipes (p = 0,643; s Tab.11) und zwischen dem Isopoden
S. polita und der penaeiden Garnele X. kroyeri (p = 0,881; s. Tab.11) keine signifikanten
Unterschiede. Alle anderen untersuchten Crustaceen unterschieden sich bezogen auf die
Enzymmenge der CS signifikant voneinander. Die hochsten Werte fiir die Enzymmenge
der CS wurden bei E. superba mit iiber 500 pg Gesamt-CSxg Tier! gemessen. Damit
lagen die Werte um das 5-50 fache hoher als bei allen anderen untersuchten Crustaceen.
Die niedrigsten Werte mit 5-7 ug Gesamt-CSxg Tier! wurden bei den unphysiologisch

niedrigen Hilterungstemperaturen von 16-20 °C von X. kroyeri gefunden.
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Tab. 10 zeigt die mit dem Test bestimmten CS-Mengen von C. femoratus, D. furcipes,

S. polita, E. superba, M. norvegica (katt.), M. norvegica (med.) und X. kroyeri.

ug/pl Standard  |[Extinktion [Regressionsanalyse ug Gesamt-CS/mg Protein

0,000 0,064 |Konstante 0,096 |C. femoratus (n=20) 94,45 £ 19,71

0,100 0,108 |Stdabw Y 0,024 [D. furcipes (n=20) 95,73 £ 10,28

0,200 0,140 [R? 0,997 IS. polita (n=20) 82,88+ 11,73

0,500 0,221 |MeBwerte 6,000 |E. superba (n=20) 411,77 £22,83

1,000 0,335 [|FG 4,000 [M. norvegica (katt.) (n=20)| 118,62 + 2,69

5,000 1,149 R 0,999 M. norvegica (med.) (n=20)[ 73,90 + 6,28
IX-Koeff. 0,212 X kroyeri (n=20) 107,49 = 11,79
Stabw. Koeff 0,006

ug Gesamt-CS/g Tier

C. femoratus (n=20) 19,68 + 4,11
D. furcipes (n=20) 18,79 + 2,19
IS. polita (n=20) 11,52 + 1,63

[E. superba (n=20)

502,87 £27,88

M. norvegica (katt.) (n=20) 97,52 £ 11,67
M. norvegica (med.) (n=20) 72,12 £6,13
X. kroyeri (n=20) 11,13 £ 1,62

Tab.10:Bestimmung der CS-Menge der verschiedenen untersuchten Crustaceen

Signifikanztests der Enzymmenge der untersuchten Crustaceen:

p C. femoratus | D. furcipes | S. polita E. superba___| M. norv. katt. | M. norv. med. | X. kroyeri

C. femoratus | =========== 0,643 0,001 0,008 0,001 0,001 0,001

D. furcipes | 0,643 | -=——-m————- 0,001 0,008 0,001 0,001 0,001

S. polita 0,001 0,001 |- 0,008 0,001 0,001 0,881

E. superba__ | 0,008 0,008 0,008  |=m=mmmm=mm- 0,001 0,001 0,001

M. norv. kart, | 0,001 0,001 0,001 0,001 [=m=mmmmmm- 0,001 0,001

M. norv. med. | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 |- 0,001

X. kroyeri 0,001 0,001 0,881 0,001 0,001 0,001 |-
Tab.11:  Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) der Enzymmenge der untersuchten Crustaceen
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Teil III: Untersuchung des Hélterungsstresses bei X. kroyeri mittels HSP 70-
Bestimmung
V.7 Bestimmung der HSP 70-Menge bei X. kroyeri

HSP 70 iibernimmt gemeinsam mit ATP die Schutzfunktion fiir hitzegestref3te Peptide
und 16st die Faltung eines denaturierten Peptides unter Verbrauch von ATP aus (Mi-
nami, 1996; Koziol, 1997).

ATP wird von HSP 70 wie in einem Schutzmantel (Chaperonfunktion des HSP 70) vor
thermischer Denaturierung geschiitzt und spielt eine entscheidende Rolle bei der kom-
petitiven Hemmung der CS.

Bei allen untersuchten Crustaceen war nur bei X. kroyeri eine immunologische Reaktion
auf die HSP 70 Antikorper zu beobachten.

Es stellt sich die Frage, inwieweit der Hitzstre3 und der allgemeine Stref3 bei den Hélte-
rungsversuchen einen Einfluf auf die V_,, von X. kroyeri ausiibt. Dies sollte im Verlauf
dieser Arbeit mit untersucht werden.

Daher wurde bei X. kroyeri zusitzlich zur Bestimmung der Aktivierungsenergie, der
Kinetiken und des Molekulargewichtes, die HSP-Menge als StreBindikator bestimmt.
Um dies durchfithren zu konnen, wurden die Krebse verschiedenen StrefStempreaturen
ausgesetzt, die denen im natiirlichen Lebensraum anndhernd entsprechen.

Die Krebse weden ndmlich, beim Eindringen von kalten Wassermassen in die Bucht vor
Ubatuba, Temperaturunterschieden von bis zu 10 °C ausgesetzt, vor denen sie durch
Abwandern in die flachen, warmen Kiistengewésser ausweichen (s.a. VI4., Pires,
1992).

Die Temperaturen, bei denen die Krebse iiberwiegend vorkommen liegen bei 26-28 °C.
Geht man von einem 10 °C Temperaturunterschied durch einstroémendes kaltes Atlan-
tikwasser aus, kommt man auf 16 °C als kélteste Temperatur, der die Tiere kurzfristig
ausgesetzt werden.

Um den Stressungsgrad kontinuierlich zu verfolgen, wurden daher drei Temperaturen
16, 20 und 24 °C gewihlt, die diesen einstromenden, kalten Wassermassen anndhernd
entsprechen sollten.

Da die Krebse meist im Sand vergraben liegen, bendtigen sie eine gewisse Vorlaufzeit,
um auf diesen Kaltwassereinstrom zu reagieren. Dann setzen sie sich in Bewegung und
wandern in die flachen, warmen Kiistengewisser ab.

Dies wurde simuliert, indem die Krebse nach 24 h Vorinkubation im kalten Wasser
wieder in 28 °C eingesetzt wurden, was dem warmen Kiistenwasser entsprechen sollte.
Damit die Anpassung von der ,Kilte* hin zum ,,Warmen* genau verfolgt werden
konnte, wurden Zeitserien zum Hitzestre3 durchgefiihrt, dem die Krebse dabei ausge-

setzt waren.



Ergebnisse - 65 -

Es wurde also die Temperaturanpassung kontinuierlich {iber vier Tage hinweg verfolgt
und zu definierten Zeitpunkten Tiere entnommen, sofort auf Trockeneis zur spiteren
HSP 70-Bestimmung eingefroren.

Somit bedeutet bespielsweise 1628t12, dall die Tiere bei 16 °C 24h vorinkubiert wur-
den, danach in 28 °C warmes Wasser eingesetzt worden sind und schlieBlich nach 12 h

die Tiere entnommen und eingefroren wurden.

Immunoblot nach SDS-PAGE mit Anti-HSP 70 Antikorper

Bahnl  Bahn2 Bahn3 Bahn4 Bahn5 Bahné Bahn7 Bahn8 Bahn9 BahnlO
HMW  HSP70 Puffer Puffer 1628t12 1628112 1628t16 1628116 leer Lmw

212 kD
170 kD
116 kD

76 kD — 94 kD

HRLE

53 kD — 67 kD

— 43 kD

Abb.29: Immunoblot nach SDS-PAGE mit Anti-HSP 70 Antikorper. Entwickelt mit goldge-
koppeltem 2. AK und Entwickler & Enhancer Ldsung fir 10 min. Bahnl und 10:
HMW- bzw. LMW-Marker, Bahn2: HSP 70-Standard, Bahn3 und 4: nur Puffer,
Bahn5 und 6: 16/28t12, Bahn7 und 8: 16/28t16, Bahn9: ohne alles. <> Die in
der Ellipse markierten Fdrbungen geben zur besseren Kenntlichmachung die jeweiligen
HSP 70 Banden an.

In Abb.29 ist beispielhaft der entwickelte Immunoblot der bei 16 °C vorinkubierten und
danach in 28 °C eingesetzten Tiere gezeigt. Aufgetragen wurden Molekulargewichts-
marker, die vor dem ,,Blotten” (Entfarbung des Coomassie durch Blottingpuffer) mit
Bleistift markiert wurden, HSP 70-Standard in definierter Menge, Bahnen mit nur Puf-
fer als Negativkontrolle und jeweils Doppelbestimmungen der einzelnen Inkuba-
tionszeiten bei 28 °C (12 h und 16 h Inkubationszeit). Nach einer Entwicklungszeit von
10 min zeigten sich deutliche HSP 70 Banden ) im Bereich der 70 kDa. Die
weiteren Banden, die im Blot auftraten, sind auf ,,Background“ (Eigenfirbung der

Goldpartikel) zuriickzufiihren.

Die bestimmten HSP 70-Mengen sind in der folgenden Tabelle 6 einzeln aufgefiihrt.
Es zeigte sich, daB3 die groiten HSP 70-Mengen zwischen 10 und 20 h auftraten. Dies
korreliert mit der Aussage von Sanders (1993), dafl die HSP-Exprimierung bei Crusta-

ceen spéter und nicht in den ersten Stunden erfolgt.
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Die hochsten HSP 70-Werte sind in Tab.12 zur besseren Ubersicht jeweils fett markiert.

Zeit (h)| t1628 (ng) | t2028 (ng) | t2428 (ug)
0 PBj35+028 [4,72+0,95 [3,12+0,71
0,5 [535+0,60 [6,83+126 [3,92+0,38
1 4244094 [550+2,18 [3,92+0,14
2 1694+127 [500+0,63 [4,81+0,58
4 |681+127 [729+0,72 PA41+1,12
6 1685+0,58 [531+031 [2,45+0,09
8 [898+143 [3,85+0,95 [1,67+0,09
10 [12,50 £2,50 [6,67+1,25 [3,53+0,44
12 [12,33+2,54 [6,67+1,50 [3,08+0,19
16 [12,50 +2,45 8,50 +0,87 (6,67 + 1,03
20 9,17+2.89 [7,67+0,58 [6,31 +1,25
24 595+1,09 [6,98+0,18 [5,62+1,13
48 U31+126 1[6,15+036 [1,27+0,65
72 B.89+087 [571+0094 [3,89+0,38
96 PB.61+064 [512+074 [3,44+025

Tab.12:

gestreBten und zu verschiedenen Zeiten entnommenen X. kroyeri

HSP 70-Menge der bei verschiedenen Temperaturen (s. IV.1.8) gehdlterten bzw.

Die Ergebnisse lassen den Schlufl zu, dal nach jeweils 16 h die maximale HSP 70

Exprimierung erfolgt ist und die Reaktion auf den ,,Hitze-* bzw. Temperaturschock bei
der grofiten Temperaturdifferenz t1628 (also 24 h Vorinkubation bei 16 °C, danach

Haélterungsserien bei 28 °C) am grofSten und fast doppelt so hoch ist wie bei der ge-

ringsten Temperaturdifferenz t2428. Die mittleren Werte wurden auch bei der Stressung

t2028 mit 8 °C Temperaturdifferenz erhalten. Folglich ist die Temperaturdifferenz aus-

schlaggebend fiir die ermittelte Hohe der StreBantwort. Aber unabhdgig voneinander

tritt bei allen drei Stretemperaturen die maximale HSP 70-Expression nach 16 h auf.
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V.7.1 Bestimmung des Molekulargewichtes des HSP 70 mit Hilfe der R-Werte
nach der SDS-PAGE

Die Gele und Immunoblots wurden gefarbt und vermessen. Mit Hilfe der Standardmo-

lekulargewichtsmarker, einer linearen Regression und der Ri-Werte wurde das

Molekulargewicht des untersuchten HSP 70 bestimmt. Es ergab sich ein Molekularge-

wicht von 78,5 £ 10,7 kDa (Tab.13). Die Abweichungen von 70 kDa (da HSP 70) und

ermitttelten 78,5 kDa lassen sich durch MeBungenauigkeiten erkldren, da Ablesungen

auf dem Lineal unter 1 mm mit groBeren Schwierigkeiten verbunden sind.

Die Berechnung des Molekulargewichtes der HSP 70 erfolgte nach der Formel:
1O(KonS‘l'arrl'e + ((X-Koeffizient) * Laufstrecke Protein / Gesamtldnge Lauf)

IMW-Marker Lauf/Gesamtldnge [ MW (kDa) | log MW [ Gesamtlénge (cm) |[Lauflénge
Myosin 0,08 212,0 2,326 5,00 0,42
Makroglobulin 0,11 170,0 2,230 0,57
B-Galactosidase 0,17 116,0 2,064 0,86
Phosphorylase b 0,23 94,0 1,973 1,17
Transferrin 0,26 76,0 1,881 1,32
BSA 0,31 67,0 1,826 1,54
GDH 0,38 53,0 1,724 1,89
Ovalbumin 0,44 43,0 1,633 2,20
Carboanhydrase 0,63 30,0 1,477 3,15
Trypsininhibitor 0,78 20,1 1,303 3,90
Lactalbumin 0,95 14,4 1,158 475

Gel Probe MW (kDa) | MW SD |Regr. Analyse:

HSP 70-Standard 0,308 78,5 10,7 K onstante 2,29
X. kroyeri t1628 0,308 78,5 10,7  |Stdabw Y 0,08
X. kroyeri 1628 0,308 78,5 10,7 [R2 0,96
X. kroyeri 12028 0,308 78,5 10,7 Zahl der MeBwerte 11
X. kroyeri 12028 0,308 78,5 10,7 Freiheitsgrade 9
X. kroyeri 12428 0,308 78,5 10,7 R 0,98
X kroyeri 12428 0,308 78,5 10,70  [X-Koeffizient(en) -1,28

Stdabw. d. Koeff. 0,092,

Tab.13:  Molekulargewichtsbestimmung des HSP 70 mittels R¢-Werten nach der SDS-PAGE
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V.8 Vergleich der HSP 70-Menge mit der CS-Menge und V _, von
X. kroyeri
HSP 70 Voo
Zeit (h) | t1628 (ug) 16°C
0 3,35+0,28 | 0,300 + 0,060
0,5 5,35+0,60 | 0,344 + 0,037
1 4,24+0,94 | 0,305+ 0,021
2 6,94+ 1,27 | 0,464 + 0,130
4 6,81 1,27 | 0,364 +0,012
6 6,85+ 0,58 | 0,351 + 0,030
8 8,98 +1,43 | 0,478+ 0,052
10 12,50 + 2,50 | 0,361 + 0,071
12 12,33 + 2,54 | 0,340 &+ 0,062
16 12,50 + 2,45 | 0,349 + 0,008
20 9,17 +2,89 | 0,336 + 0,029
24 5,95+1,09 | 0,303 +£0,015
48 431 +1,26 | 0,363 +0,022
72 3,89+ 0,87 | 0,368 + 0,046
96 3,61 £0,64 | 0,289 + 0,007
Tab.14: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 16 °C fiir 24 h, danach bei
28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der maximalen Umsatz-
geschwindigkeit V., bei 16 °C
Vergleich HSP (ug) mit V_ der Hélterungsserien bei 16°C
15,0 - 0,60
135 4 —e— V.. 16°C/ Zeit (h)
’ —A— HSP1628 (ug) / Zeit (h) [ 035
12,0
0,50
10,5
— 0,45
R 5
% 7,5 r 0,40 >§
6,0 9 r 0,35
45 F 0,30
3,0 1
r 025
1,5 1 : : : : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit [h]
Abb.30: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 16 °C fiir 24 h, danach bei

28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der maximalen Umsatz-

geschwindigkeit V,

max

bei 16 °C
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Tab.15:

HSP 70 \.
Zeit (h) | 12028 (ug) 20°C

0 4,72 +0,95 | 0,300 + 0,060
0,5 | 6,83+1,26 |0,324+0,023
1 5,50 £ 2,18 | 0,356 + 0,023
2 5,00 + 0,63 | 0,307 + 0,004
4 7,29 +0,72 | 0,347 + 0,026
6 531+0,31 | 0,274 +0,061
8 3,85+ 0,95 | 0,382 +0,149
10 | 6,67+1,25 |0,394+0,036
12 | 6,67+1,50 |0,381+0,053
16 | 8,50+0,87 | 0,317 +0,015
20 | 7,67+0,58 | 0,393 0,026
24 | 6,98+0,18 | 0,312 +0,031
48 | 6,15+0,36 | 0,347 +0,009
72 | 571+0,94 |0314+0,014
96 | 5,12+0,74 | 0,324 +0,054

Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 20 °C fiir 24 h, danach bei

28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der maximalen Umsatz-
geschwindigkeit V., bei 20 °C

Abb.31:

HSP [ug]

Vergleich HSP (ug) mit V_der Hélterungsserien bei 20°C

—e— V, 20°C / Zeit (h)
—A— HSP2028 (ug) / Zeit (h)

40 50 60
Zeit [h]

T T T
70 80 90

r 0,60

r 0,55

r 0,50

r 0,45

r 0,40

r 0,35

r 0,30

r 0,25

[U]

Vmux

Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 20 °C fiir 24 h, danach bei

28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der maximalen Umsatz-

geschwindigkeit V

bei 20 °C

max



- 70 - Ergebnisse
HSP 70 V nax
Zeit (h) | 2428 (ug) 24°C
0 3,12+0,71 | 0,300 + 0,060
0,5 3,92+ 0,38 | 0,379+ 0,015
1 3,92 +0,14 | 0,442 + 0,046
2 4,81 +0,58 | 0,452 + 0,100
4 2,41 +1,12 | 0,380 + 0,021
6 2,45+ 0,09 | 0,332 + 0,037
8 1,67+0,09 10,413 +£0,074
10 3,53 +0,44 | 0,371 = 0,051
12 3,08 0,19 | 0,322 + (0,088
16 6,67 +1,03 | 0,321 = 0,051
20 6,31 +1,25 | 0,359 + 0,038
24 5,62 +£1,13 | 0,282 + 0,069
48 4,27+0,65 | 0,305 + 0,025
72 3,89 +0,38 | 0,381 +£0,033
96 3,44+ 0,251 0,304 £0,019
Tab.16: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 24 °C fiir 24 h, danach bei
28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der maximalen Umsatz-
geschwindigkeit V., bei 20 °C
Vergleich HSP (ug) mit V,__der Halterungsserien bei 24°C
15,0 0.60
13,5 —e— V,,, 24°C/ Zeit (h) 055
12,0 —0— HSP T2428 (ng) / Zeit (h)
10,5
2 901 5
% 7,5 A
6,0
4,5
3,0
1,5 1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90
Zeit [h]
Abb.32: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 24 °C fiir 24 h, danach bei

28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der maximalen Umsatz-
geschwindigkeit V... bei

24 °C
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Bei den Haélterungsserien von 16 °C Vorinkubation und danach Stressung bei 28 °C
verlaufen die untersuchten Kurven von HSP 70 und V_,, bis zu 8 h Probennahme anni-
hernd synchron. Danach pendelt sich die V_,, der CS auf einem relativ stabilen Wert
ein, ohne weiteren Einflul auf die abnehmende HSP-Menge auszuiiben.

Ahnliches, wenn auch nicht ganz so ausgeprigt, zeigt sich bei den 20 °C Hilterungsse-
rien.

Bei den 24 °C Halterungsserien mit den geringsten Temperaturunterschieden war ein
anndhernd synchroner Kurvenverlauf bis zu 12 h zu verzeichnen. Dannach pendelte sich
die V., auch hier auf einem relativ stabilen Wert ein.

Da die Tiere bei unterschiedlichen Temperaturen vorinkubiert und anschlieBend bei
derselben Temperatur gehidltert wurden, ist zu erwarten, da3 nach einer Zeit der Anpas-
sung die V., anndhernd die gleichen Werte erreicht. Dies ist auch aus den jeweiligen
Tabellen ersichtlich. Ein statistischer Vergleich der einzelnen V . -Werte ergab keine

signifikanten Unterschiede bei einer Signifikanzgrenze von p < 0,05 (s. Tab.17).

Verglichene Hélterungszeiten | Wahrscheinlichkeit p
t16/28 mit 20/28 0,331
t16/28 mit 24/28 0,723
t20/28 mit 24/28 0,276

Tab.17: Vergleich der Hdlterungszeiten nach Temperaturstressung auf signifikante Unter-
schiede bezogen auf V., und HSP 70 bei den untersuchten Temperaturen



-72 - Ergebnisse
V.9 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
Tab.1: TImmunisierungsschema eines Kaninchens behandelt mit CS von E. superba............ 23
Tab.2: Molekulargewichtsbestimmung der CS nach Eichkurve der Superdex-Sddule ........... 43
Tab.3:  Molekulargewichtsbestimmung der CS nach R¢-Werten der SDS-PAGE ............... 45
Tab.4: Vimax- Ea. Km. Kj und Temperaturoptimum der verschiedenen untersuchten

CrUSTACEEN. ... o ot 46
Tab.5:  Signifikanztests (t-Test mit p < 0,05) der E4 der untersuchten Crustaceen ........ 47
Tab.6: Signifikanztest (+-Test mit p < 0,05) der V., der untersuchten Crustaceen....... 48
Tab.7: Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) des K; der untersuchten Crustaceen........... 49
Tab.8: Signifikanztest (+-Test mit p < 0,05) des Ky, der untersuchten Crustaceen ......... 50
Tab.9: Signifikanztest (+-Test mit p < 0,05) des Temperaturoptimums der

untersuchten Crustaceen........... ...ttt 51
Tab.10: Bestimmung der CS-Menge der verschiedenen untersuchten Crustaceen .............. 63
Tab.11: Signifikanztest (t-Test mit p < 0,05) der Enzymmenge der untersuchten

CrUSTACEEN . . ...ttt ettt et ettt ettt 63
Tab.12: HSP 70-Menge der bei verschiedenen Temperaturen (s. IV.1.8) gehdlterten

bzw. gestrefiten und zu verschiedenen Zeiten entnommenen X. kroyeri............... 66
Tab.13: Molekulargewichtsbestimmung des HSP 70 mittels R¢-Werten nach der

SDS-PAGE. . ... et 67
Tab.14: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 16 °C fiir 24 h,

danach bei 28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der

maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vo, bei 16 °C.......................... 68
Tab.15: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 20 °C fiir 24 h,

danach bei 28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der

maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vo, bei 20 °C......................l 69
Tab.16: Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 24 °C fiir 24 h,

danach bei 28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der

maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vo, bei 20 °C ... 70
Tab.17: Vergleich der Hdlterungszeiten nach Temperaturstressung auf signifikante

Unterschiede bezogen auf Vi qx und HSP 70 bei den untersuchten Temperaturen... 71
Abb.1: Aufreinigung der CS von E. superba iber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des

Anionenaustausches (QSepharoseHP). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-

Gradienten wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst. ........... 29
Abb.2: Aufreinigung der CS von E. superba iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der

Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der QSepharoseHP-Sadule ........... ... 30
Abb.3: Aufreinigung der CS von M. norvegica iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des

Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten

wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst. ........................ 31
Abb.4:  Aufreinigung der CS von M. norvegica (iber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der

Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der ResourceQ-SaUle ... ... ..ottt i 32
Abb.5:  Aufreinigung der CS von X. kroyeri iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des

Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-Gradienten
wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst. ........................ 33



Ergebnisse -73 -

Abb.6:

Abb.7:

Abb .8:

Abb.9:

Abb.10:

Abb.11:

Abb.12:

Abb.13:

Abb.14:

Abb.15:

Abb.16:

Abb.17:

Abb.18:

Abb.19:

Abb.20:

Abb.21:

Abb.22:

Abb.23:

Abb.24:

Aufreinigung der CS von X. kroyeri liber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der ResourceQ-Saule. .. ...... ..ottt 34
Aufreinigung der CS von C. femoratus iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-6radienten
wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst. ........................ 35
Aufreinigung der CS von C. femoratus iber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der ResourceQ-SaUle. .. ...... ..ottt 36
Aufreinigung der CS von D. furcipes iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-6radienten
wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst. ........................ 37
Aufreinigung der CS von D. furcipes iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der ResourceQ-SaUle. .. ...... ..ottt 38
Aufreinigung der CS von S. polita iiber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip des
Anionenaustausches (ResourceQ). Mit Hilfe eines aufgebauten NaCl-6radienten
wurden die an die Sdule gebundenen Proteine wieder abgeldst. ........................ 39
Aufreinigung der CS von S. polita iber eine FPLC-Sdule nach dem Prinzip der
Molekularsiebtechnik (Superdex). Dies war der ndchste Aufreinigungsschritt nach

der ResourceQ-Saule. .. ...... ..ottt 40
10 % SDS-PAGE und Coomassie Blue-Fdrbung nach der Aufreingung der CS iiber

die FPLC- Sdule nach dem Prinzip des Anionenaustausches und der Molekularsieb-
technik. Zur Uberpriifung der Aufreinigungseffinzienz der eingesetzten FPLC-Sdulen.
Bahnl: €S Huhn, Bahn2: CS Schwein, Bahn3: E. superba, Bahn4: M. norvegica,
Bahn5: C. femoratus, Bahné: D. furcipes, Bahn7: S. polita, Bahn8: X. kroyeri

mit je 10 pg Protein pro Bahn. ...... ... ..o i 41
Eichkurve fiir die Superdex-Sdule zur Bestimmung des Molekulargewichtes der

CS verschiedener untersuchter Crustaceen .......................ccoiiiiiiiiiiiniiaaa... 42
Eichkurve der R¢-Werte zur Bestimmung des Molekulargewichtes des CS

verschiedener untersuchter Crustaceen ...................oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnennnn.. 44
Temperaturoptima der CS der einzelnen untersuchten Crustaceen ..................... 52
Hitzestabilitdtsuntersuchungen der CS der einzelnen untersuchten Crustaceen ....... 54
Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
C. femoratus unter EinfluB von ATP ... ... .. . . . e 55
Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
D. furcipes unter EinfluB von ATP ... ... .. i it 55
Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
S. polita unter EinfluB von ATP ... ... ... . i i e 56
Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
E. superba unter EinfluB von ATP ... ... ... o i 56
Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
M. norvegica (katt.) unter EinfluB von ATP ... . ... . ... .. i, 56
Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
M. norvegica (med.) unter EinfluB von ATP ......... ... ... i, 57

Lineweaver-Burk und Michaelis Menten Diagramm der CS-Kinetik von
X. kroyeri unter EinfluB von ATP ... ... .. e 57



- 74 -

Ergebnisse

Abb.25:

Abb.26:

Abb.27:

Abb.28:

Abb.29:

Abb.30:

Abb.31:

Abb.32:

Dot-Blot des Kaninchenserums mit dem polyklonalen AK (pAK) RaCS-Miiller.
Aufgetragen wurde 0,1 pg/ul CS von E. superba und Verdiinnungen des

AK-Serums mit 1:1, 1:5, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200. .........ccoiiiiiiiiiiiiaaannnn. 58
Aufreinigung der y-6Globuline (Ig6) des selbst hergestellten polyklonalen

Antikérpers (pAK) RaCS-Miiller (gerichtet gegen die CS von E. superba)

liber eine Protein A-Sdule........ ... ...t 59
Dot-Blot der Fraktionen 1-40 nach der Protein A-Sdule. Die Fraktionen 22-25
zeigten die stdrksten Reaktionen bei der Immunantwort. Es wurden 0,1 pg/ul CS

als Substrat und 10 pyl Fraktionseluat als 1. AK eingesetzt. .......................... 60
Immunoblot nach 10 % SDS-PAGE zum Test auf Spezifitdt des pAK RaCS-

Miiller auf CS. Entwickelt mit goldgekoppeltem 2. AK und Entwickler & Enhancer
Lésung fir 10 min. Bahnl: CS Taube, Bahn2: €S Huhn, Bahn3: CS Schwein,

Bahn4: E. superba, Bahnb: M. norvegica, Bahné: X. kroyeri mit je

10 pg Protein pro Bahn. ............ooiiiiiiiiiiiii i et 61
Immunoblot nach SDS-PAGE mit Anti-HSP 70 Antikérper. Entwickelt mit gold-
gekoppeltem 2. AK und Entwickler & Enhancer Losung fiir 10 min.

Bahnl und 10: HMW- bzw. LMW-Marker, Bahn2: HSP 70-Standard,

Bahn3 und 4: nur Puffer, Bahn5 und 6: 16/28t12, Bahn7 und 8: 16/28t16,

Bahn9: ohne alles. Die in der Ellipse markierten Farbungen geben zur besseren
Kenntlichmachung die jeweiligen HSP 70 Banden an..................ccccoiiiiiiiina... 65
Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 16 °C fiir 24 h,

danach bei 28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der

maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vo, bei 16 °C.......................l 68
Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 20 °C fiir 24 h,

danach bei 28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der

maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vo, bei 20 °C..... ...l 69
Vergleich HSP 70-Menge von X. kroyeri vorinkubiert bei 24 °C fiir 24 h,

danach bei 28 °C inkubiert und Probennahme zu definierten Zeiten mit der

maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vo, bei 24 °C......................l 70



Diskussion -75 -

VI. Diskussion

In den letzten Jahren wurden im Rahmen okophysiologischer Untersuchungen an
marinen Crustaceen Temperatureinfliisse auf Stoffwechselvorginge mit Hilfe von
Enzymen untersucht, die an zentralen Stellen des aeroben Stoffwechsels stehen (Vetter,
1995 a, b; Peters, 1999; Buchholz und Saborowski, 2000; Salomon und Buchholz,
2000; Saborowski und Bucholz, 2002).

Eines dieser Enzyme ist die Citratsynthase (CS, EC 4.1.3.7), ein regulierendes Enzym
des aeroben Stoffwechsels. Die CS kann als Indikator fiir die aecrobe Kapazitdt der un-
tersuchten Crustaceeen gelten. Das Enzym leitet den Citratzyklus ein (Krebs, 1970;
Srere, 1972) und katalysiert die Aldolkondensation von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-
CoA) und Oxalacetat zu Citrat (Wiskich, 1980).

Die ersten Erkenntnisse zur enzymatischen Temperaturanpassung stammen aus Experi-
menten mit Fischen. Dabei wurde entweder mit ungereinigten Enzymen aus Rohextrakt-
en gearbeitet (Hochachka, 1984; Dittrich, 1992) oder es wurden die Isoenzymmuster
unterschiedlich adaptierter Tiere bestimmt (Graves, 1982).

Spéter wurden dann die zu untersuchenden Enzyme mit Hilfe von schneller Fliissig-
keitschromatographie (FPLC) aufgereinigt und im enzymatisch-optischen Test
analysiert (s. a. Vetter, 1995 a, b).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bei marinen Crustaceen, die sich hinsichtlich
threr Lebensweise (benthisch, pelagisch), dem herrschenden Temperaturregime (polar,
gemaBigt, tropisch) und der Physiologie (stenotherm, eurytherm) unterscheiden, bio-
chemische Temperaturanpassungen auf enzymatischer Ebene vergleichend zu
untersuchen.

Dies wurde in dieser Arbeit erstmalig unter besonderer Beriicksichtigung von quantita-
tiven Regulationsprozessen durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde eigens ein ELISA (Enzym gekoppelter Antikérper gebundener
Test) entwickelt, mit dem eine Enzymmengenbestimmung der CS ermdglicht wurde.

Da die Crustaceen in ihren jeweiligen Lebensrdumen Temperaturstrel ausgesetzt sein
konnen, wurde zusitzlich die Produktion von Hitzeschockproteinen (HSPs) im Hinblick
auf Temperaturstre3 und moglicher Auswirkungen auf die Regulation der CS unter-
sucht.



- 76 - Diskussion

VI.1 Methodendiskussion
Tiermaterial

Einfliisse der Morphometrie auf die Enzymaktivititen wurden beim intraspezifischen
Vergleich durch die Verwendung von anndhernd gleich grofen und gleich schweren
Tieren vermieden (Saborowski und Buchhholz, 2002).

Zum interspezifischen Vergleich 14Bt sich sagen, daB3 sich dieser generell schwierig
gestaltet (Hardewig, 1999). Um aber einen Uberblick iiber Lebensweise und Temperatur
zu gewinnen, wurde darauf geachtet, dal3 die Tiere jeweils in der produktivsten Lebens-
phase bzw. Jahreszeit, bezogen auf den Stoffwechsel, gehiltert und untersucht wurden
(s. a. Luxmore, 1981; Jadzewski, 1991; Pires, 1992; Saborowski und Buchholz, 2002).

Enzymaufreinigung

Um Einfliisse auf die Enzymaktivitdt durch Proteolyse sowie Kreuzreaktionen mit
anderen Enzymen (Fremdproteinen) weitestgehend auszuschliefen, wurden die Ganz-
tierextrakte liber verschiedene Trennsdulen aufgereinigt und umgepuffert, um eine
moglichst reine CS zu erhalten. Denn zur Ermittlung der spezifischen Aktivitét d. h. der
Aktivitdit pro Enzymmolekiil, ist es erforderlich reines Enzym vorliegen zu haben
(Cornish-Bowden, 1979). Nur auf diese Weise konnen vorgetduschte, mit dem Substrat-
angebot verdnderliche, Bindungseigenschaften ausgeschlossen werden (Levitzky und
Koshland, 1976). Die Aufreinigung der CS iiber die FPLC-Siulen betrug dabei bis zum
400 fachen der Ausgangsaktivtit. Die erzielte Reinheit der CS lieB sich in der SDS-
PAGE und dem Immunoblot nachweisen (s. Abb.13/28).

Mit dieser CS wurden dann die Tests wie Immunisierung zur Antikorperherstellung,
Molekulargewichtsbestimmungen, Elektrophorese, Immunoblot, Kinetiken und ELISA
durchgefiihrt.

Als geeignete Trennsdulen erwiesen sich eine Anionenaustauschsdule (QSepharoseHP-
Saule) und nachgeschaltet eine Molekularsiebsdule (Superdex®). Fiir die CS konnten so
bis zu 400 fache Aufreinigungen erzielt werden.

Um Aktivitdtsverluste so gering wie moglich zu halten, wurden die iiber die Sdulen ext-
rahierten Proben stets auf Eis (4 °C) gekiihlt gehalten und sofort nach den Extraktionen
fiir die Kinetikmessungen verwendet.

Zur Aufreinigung der CS wurden Vorversuche mit Extrakten von E. superba durchge-
fiihrt, um die geeigneten Trennsdulen und Puffer fiir die Aufreinigung zu finden. Es
zeigte sich, daBl eine absteigende pH-Reihe von pH 8,0 fiir den Extraktionspuffer,
pH 7,0 fiir die Anionenaustauschsiule und pH 6,8 fiir die Molekularsiebsdule optimal
waren. Die so aufgereinigte CS blieb mehrere Stunden hindurch stabil und es konnten

alle kinetischen Parameter bestimmt werden.
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Eine Aufbewahrung der aufgereinigten CS tiber Nacht bei 4°C oder auch das Einfrieren
fiihrte zu drastischen bis volligen Aktivtatsverlusten und wurde daher nicht in Betracht
gezogen. D. h. die Extrahierung, Aufreinigung, Bestimmung und Auswertung der kine-

tischen Parameter erfolgte jeweils immer an einem Tag.

Antikorperherstellung

Die dazu erforderlichen Techniken wurden ausgearbeitet und zu der Bestimmung der
physiologischen Parametern hinzugezogen. Als geeignet fiir die Enzymmengenbestim-
mung erwies sich ein eigens dafiir entwickelter ELISA. Der dazu notwendige
polyklonale Antikorper gerichtet gegen die CS von E. superba wurde selbst hergestellt.
Das notwendige Antigen (CS von E. superba) wurde mit Hilfe zweier FPLC-Saulen
(vgl. Kap.V.1.1) aufgereinigt und einem Kaninchen subcutan in physiologischer Koch-
salzldosung injiziert.

Dazu wurde auch Komplettes Freudsches” Adjuvanz (cFA) verwendet, das die Immun-
antwort durch eine gesteigerte Konzentration von Wachstumsfaktoren wie
Lymphokinen (meist IgG1) stimuliert und eine unspezifische Aktivierung des Immun-
systems bewirkt. Ein Haupteffekt von cFA liegt darin, dall dieses noch ein Mineraldl
enthélt, das die Antigene einschliefen kann (Depotwirkung) und diese nur nach und
nach freisetzt. Das Antigen wird so vor dem Stoffwechselabbau geschiitzt.

Aufgrund der Anregung des Immunsystems des Kaninchens werden Antikorper bzw.
Immunglobuline (Ig) gebildet. Diese sind Glykoproteine und werden von B-Lympho-
zyten des Immunsystems der Wirbeltiere zur Abwehr korperfremder Proteine
(Antigene) produziert und sekretiert (Alberts, 1990). Die fiir die Immunantwort interes-
santesten Immunglobuline sind die IgM und IgG. Die IgM werden als Primérantwort
gebildet und reagieren noch relativ unspezifisch auf das Antigen, wihrend die IgG bei
der Sekundérantwort viel spezifischer auf das bereits bekannte Immunglobulin reagie-
ren konnen.

Nach einer aufwendigen Impfaktion, die fiir die Ausbildung der Immunantwort notwen-
dig war, wurden aus dem Blut des Kaninchens Antikérper gewonnen (s. Tab.1). Diese
wurden iiber eine Protein A-Sdule aufgereinigt, um die aus der beschriebenen Sekun-
ddrantwort des Immunsystems stammenden IgGs zu gewinnen, die eine hohere
Bindungsaffinitit zu dem jeweiligen Antigen (CS) hatten (s. Abb.26, 27).

Mit dem so gewonnenen polyklonalen Antikdrper wurde dann, mit Hilfe der Immu-
noblot-Technik, nachgewiesen, dall der Antikérper in der Lage ist, samtliche hier in der

Arbeit untersuchten und verwendeten CS eindeutig zu detektieren (s. Abb.28).
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Struktur und Molekulargewicht der Citratsynthase (CS)

Bei Eukaryoten ist die CS ein Dimer mit einem relativen Molekulargewicht (M,) von
90-100 kD. Die komplette CS beim Schwein besteht aus 437 Aminosduren (AS), was
einem errechneten M, von 48,987 kD pro Monomer entspricht (Bloxham, 1981). Die
von Bloxham (1981) durchgefiihrte Elektrophorese ergab ein M, von 45-50 kD fiir die
CS (s. a. Singh, 1970; Wu, 1970/1; Weitzmann, 1976; diese Arbeit).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich nach der Molekulargewichtsbestimmung iiber
eine Molekularsiebsdule (Superdex®) ein Molekulargewicht fiir das CS-Dimer zwi-
schen 105-112 kD fiir die jeweils untersuchten Crustaceen.

Die Molekulargewichte sind statistisch signifikant verschieden. (p =0,02 nach Stu-
dent’s t-Test). D. h. der Unterschied in den Mittelwerten der zwei verglichen Gruppen
mit unterschiedlichen Molekulargewichten (s. Tab.2) ist grofer als durch Zufall erwartet
werden konnte.

Diese auf den ersten Blick iiberraschende Tatsache 148t sich nur mit der Ungenauigkeit
der Bestimmung der Fraktionsvolumina erkldren. Denn die Bestimmung des Moleku-
largewichtes mit Hilfe der R-Werte nach SDS-PAGE a6t den Schluf3 zu, daf3 die durch
die Evolution hindurch hoch konservierte CS bei allen untersuchten Spezies das gleiche
und nicht signifikant unterschiedliche Molekulargewicht aufweist (Weitzmann, 1976).
Die Grofle der nach SDS-PAGE erhaltenen CS-Monomere, wurden anhand der R
Werte nach SDS-PAGE und Immunoblot mit dem gewonnenen Antikérper RaCS-
Miiller ermittelt und ergaben bei allen untersuchten Spezies jeweils 50 kD. Die noch in
Resten vorhandene 100 kD Bande des Dimers ergab bei den hier durchgefiihrten Mes-
sungen fiir alle CS einen Wert von 99,7 kD.

Diese Ergebnisse zeigen eine hohe Konservierung der Molekularstruktur der CS wih-
rend der Evolution. Die in dieser Arbeit untersuchten Crustaceen-CS und die im-
munologisch mit untersuchten Vogel- und Sduger-CS zeigen keine gravierenden
Unterschiede der molekularen GroB3e und Sensitivitdt gegen den von E. superba gewon-

nenen Antikorper.
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ELISA (Enzym gekoppelter Antikorper gebundener Test

Die Etablierung eines funktionierenden ELISA zur Enzymmengenbestimmung der CS
war mit groBBen Schwierigkeiten bei der Erstellung einer Standardkurve fiir die CS-
Menge verbunden.

Fiir den ELISA wurden speziell beschichtete MaxiSorp®-Mikrotiterplatten verwendet,
um eine hohe Bindekapazitit fiir die zu quantifizierende CS zu gewdihrleisten. Bei der
Oberfliache der Platten handelte es sich um Polystyren mit einer sehr hohen Affinitét fiir
Molekiile mit polaren oder hydrophilen Gruppen, was bei der wasserloslichen CS zwei-
felsfrei der Fall ist. Die maximale theoretische Bindekapazitit betrug bis zu ca.
600 ng/well.

Um die unspezifischen Bindungsstellen nach der Inkubation mit der CS abzusittigen
und eine dadurch bedingte zu starke Hintergrundfarbung zu vermeiden, wurde nach der
Inkubation mit der CS (Antigen) mit 1 % BSA im Nachbeschichtungspuffer fiir 15 min
abgesittigt.

Durch die Absittigung wird vermieden, dal sich Antikorper auf der Platte anheften
ohne an Antigen gebunden zu sein. Somit erfolgt die Substratreaktion nur dann, wenn
auch eine Bindung der Antikorper an das Antigen stattgefunden hat.

Die optimierte Standardreihe ergab sich aus der maximalen Bindekapazitit der Mikro-
titerplatten, die von der Herstellerfirma (NUNC) nur sehr unzureichend beschrieben
wurde. Die Standardreihe wurde mit Antigenkonzentrationen von 0,0 - 1,0 ug/ml auf-
gebaut, was im Maximum 0,5 pg/well entsprach. Die von NUNC angegebene Menge
mit 600 ng/well war zu optimistisch angesetzt, da bei solchen CS-Konzentrationen die
Substratreaktion viel zu schnell ihr Maximum erreichte und im Mikrotiterplattenphoto-
meter nicht gemessen werden konnte.

Als Standardantigen wurde kéduflich erworbene Schweine-CS verwendet. Der 1. Anti-
korper wurde mit einer Konzentration von 6 ng/ul und der 2. Antikorper, der mit
Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt war, um die Visualisierung zu gewéhrleisten,
wurde in einer Konzentration von 4 ng/ul aufgebracht.

Die Substratreaktion erfolgte mit einer Konzentration von 10 pg/ul ABTS. Das ABTS
fiihrte in Verbindung mit dem enzymmarkierten 2. Antikdrper zu einer grilnen Farbent-
wicklung, die bei 405 nm im Photometer bestimmt werden konnte.

Mit Hilfe der durchgefiihrten Absattigungen und Waschschritten konnte nahezu ausge-
schlossen werden, dal3 es zu Vermischungen von Antikdrpern und Substratreagenz kam.
Auch wurde so gewihrleistet, dal nur angeheftetes Antigen von den Antikorpern de-
tektiert wurde.

Durch den so etablierten ELISA war eine eindeutige Quantifizierung der CS mdoglich.
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Als optimale Inkubationszeiten stellten sich jeweils 1 h fiir den Antigen (CS)-Auftrag,
den 1. und 2. Antikérper sowie die Substratreaktion mit ABTS heraus. Fiir die Nachbe-
schichtung mit BSA geniigten 15 min.

Um die gleichméBige Verteilung der Auftragsvolumina zu gewéhrleisten, wurden die
Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert.

Die einzelnen Waschschritte wurden jeweils dreimal hintereinander durchgefiihrt, um
die Wells vollstindig von nicht gebundenem Antigen und Antikorpern zu befreien. Dies
wurde durch das zusédtzliche Ausklopfen der Platten nach den jeweiligen Waschschritten
unterstitzt.

Die Standardreihe mit 0,0-1,0 ug/ml ergab eine Gerade, die die eindeutige CS-Mengen-
bestimmung erlaubte.

Ein Problem der Antigenerkennung tritt allerdings bei allen Tests mit angeheftetem An-
tigen auf. Ist ndmlich die reaktive Stelle des Proteins inaktiviert oder auf der Seite der
festen Phase versteckt, ist keine Signalwirkung moglich. Um dies nach Moglichkeit
auszuschlieen, wurden 12-fach Bestimmungen mit mindestens drei Parallelen bei der
Quantifizierung durchgefiihrt.

HSP-Bestimmung

Zur Untersuchung ob HSP 70 in die CS-Regulation eingreift, wurde ein Extraktions-
system etabliert und eine Quantifizierung des HSP 70 mittels Western- und
Immunoblotting durchgefiihrt (Lewis, 1990; Sanders, 1993; Currie, 1997).

Fiir die Extraktion der HSP-Proteine muflte ein geeignetes Puffersystem gefunden wer-
den, mit dem es moglich war, die Proteine nach der Extraktion zu fillen und fiir die
HSP-Bestimmung aufzuarbeiten.

Aus dem breiten in der Literatur zitierten Auswahlspektrum an Puffern zur HSP 70-
Extraktion, kristallisierten sich vier unterschiedliche Puffer heraus, die mehr oder
weniger geeignet waren, um HSPs mit Hilfe der Western- und Immunoblot-Technik
nachzuweisen und zu quantifizieren.

Als am geeignetsten erwies sich dabei der Puffer mit einer im Vergleich zu den anderen
Puffern geringen Tris-Molaritit und einem pH von 7,6. Auch war dies der einzige Puf-
fer mit der Alkylierungsagenz Jodacetamid, mit der Disulfidbriicken unter Ausbildung
einer kovalenten Bindung dauerhaft gespalten werden konnen (Alkylierungsreaktion).
Dies ermdglichte eine schirfere Bandentrennung bei der SDS-PAGE.

Die optimale Reaktion, zur Ausféillung von Proteinen aus wiéssrigen Losungen, war hier
die Acetonfdllung. Diese lief, um mdoglichst quantitativ zu sein, am besten bei -20 °C fiir
24 h ab. Der Uberstand wurde zentrifugiert und soweit moglich durch Absaugen vom
Pellet getrennt. Um die Reste der wissigen Acetonlosung zu entfernen, wurde das Pellet

in einer Speed-Vac® getrocknet, um das verbliebene Aceton verdunsten zu lassen.
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Die so erhaltenen Pellets konnten dann wieder vereinigt werden, um die Proteine eines
kompletten Tieres zu erhalten und in der SDS-PAGE aufzutragen.

Als geeignete Auftragsmenge an Protein fiir die SDS-PAGE wurden 150 pg Protein pro
Bahn im Gel ermittelt. Die so erhaltenen Gele wurden, nach der Farbung und fotogra-
phischen Dokumentation, mit Hilfe von Western-Blotting auf eine PVDF-Membran
aufgebracht und so immobilisiert. Da auch hier dasselbe Detektionsproblem auftreten
kann, das auch schon beim ELISA beschrieben worden ist, nimlich die Maskierung der
reaktiven Stelle durch Anheftung auf der Tragermembran, wurden hier ebenfalls 12-

fach Bestimmungen mit mindestens drei Parallelen durchgefiihrt.

Ein Problem bei der quantitativen Bestimmung mit Hilfe von Western- und Immu-
noblotting ist die Bindekapazitit der Trigermembran (Sanders, 1993). Um dies soweit
wie moglich auszuschlieBen, wurden Vorversuche mit unterschiedlich beladenen Gelen
durchgefiihrt, die jeweils geblottet und nachgefarbt wurden.

Dies wurde solange durchgefiihrt, bis eine Proteinkonzentration erreicht worden ist, bei
der, nach einer erneuten Anfarbung des geblotteten Gels, kein Protein mehr nachgewie-
sen werden konnte. Somit konnte gewdéhrleistet werden, da3 das gesamte Protein aus

dem Gel auf die PVDF-Memran iibertragen worden ist.

Bei der HSP 70 Detektion traten wiederum Probleme auf, bis ein geeigneter Antikdrper
gefunden wurde, mit dessen Hilfe eine Detektion moglich war. Eine positive HSP 70-
Detektion konnte nur bei X. kroyeri verzeichnet werden. Bei allen anderen untersuchten
Crustaceen wurde mit Hilfe der getesteten Extraktionspuffer und der verwendeten Anti-
korper kein Signal auf der PVDF-Membran erhalten.

Eventuell wurden die HSPs von den verwendeten Antikorpern nicht erkannt. Eine ge-
nauere Erkldrung dafiir 146t sich nicht geben, da die Chaperone (HSP 70) und
Chaperonine (HSP 60) auch bei Crustaceen hoch konserviert und essentiell fiir die Zelle
sind. Moglicherweise wiren noch weitere Extraktionssysteme zu testen gewesen, was
aber aus zeitlichen Griinden nicht moglich war.

Folglich wurde nur X. kroyeri einer intensiven HSP 70-Untersuchung unterzogen.

VI.1.2  Vergleichsansatz

Nachdem die Voraussetzungen fiir die Mengenbestimmung der CS gegeben waren,
wurden zum Vergleich der Anpassung an verschiedene Klimazonen (polar, gemaBigt,
tropisch) und an die verschiedenen Lebensweisen (pelagisch, benthisch, bentho-pela-

gisch) die folgenden Crustaceenvertreter und deren Physiologie nidher untersucht.

Fiir den biologischen Vergleich wurden pelagische Crustaceen wie die Euphausiiden

(Krill) Euphausia superba, Meganyctiphanes norvegica sowie die bentho-pelagischen
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Amphipoden Djerboa furcipes, Cheirimedon femoratus, der benthische Isopode Serolis
polita und die benthische penaeide Garnele Xiphopenaeus kroyeri aus verschiedenen
Klimazonen gegeniibergestellt.

Auf diese Weise war ein eingehender inter- und intraspezifischer Vergleich von Crusta-
ceen aus verschiedenen Klimazonen hinsichtlich des Lebensraumes, der Lebensweise
und der Anpassungsfihigkeit mdglich. Als bentho-pelagischer Vergleichsorganismus
aus der klimatisch geméaBigten Nordsee wurde der von Salomon (2000) untersuchte Iso-

pode Idotea baltica herangezogen.

Der nordische Krill, M. norvegica, hat als pelagischer Krebs einen hohen Energieumsatz
und besitzt aufgrund seiner Fahigkeit, sich an variierende Umweltfaktoren anzupassen,
also im Bezug auf die Temperatur als -eurythermes Tier-, ein sehr weites
Verbreitungsgebiet. Hier wurden Tiere aus dem Dénischen Kattegat (M. norvegica

katt.) und aus dem Mittelmeer (M. norvegica med.) verwendet.

Der antarktische Krill, E. superba, ist dagegen auf den polaren antarktischen Ringozean
begrenzt, hat aber wie der nordische Krill, als ebenfalls stindig schwimmende Art auch
einen hohen Energieumsatz und wurde deswegen als kalt stenothermer Vergleichsorga-

nismus ausgewahlt.

Wenig aktiv ist die benthisch lebende penaeide Garnele X. kroyeri, die dem tropisch-
warmen Wasser vor der Siidostkiiste Brasiliens folgt und daher als warm stenothermes

Tier eingestuft wurde.

Die am wenigsten aktiven Crustaceen, die bentho-pelagischen Amphipoden
(C. femoratus, D. furcipes) und der benthische Isopode (S. polita) wurden als kalt-ste-

notherme Vergleichsorganismen betrachtet.
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V1.2 Biologischer Vergleich
VI1.2.1 Untersuchte Crustaceen

Lebensweise des antarktischen Krills Euphausia superba

E. superba ist ein pelagischer Krebs mit 5-6 cm Korperldnge, einer Lebenserwartung
von 6-8 Jahren und sehr guter Schwimmfdhigkeit (Hamner, 1983). Die meiste Zeit
seines Lebens verbringt er in den oberen 200 m der Wassersdule in Schwirmen ver-
schiedener Ausdehnung von 20.000-30.000 m-3 (Buchholz, 1988).

Wegen seines Vorkommens im UberfluB, hat der antarktische Krill E. superba eine
zentrale Rolle als primdre Nahrungsquelle fiir viele der groBeren Carnivoren im
antarktischen Okosystem. Faktoren fiir diesen Erfolg sind die Fihigkeit ausreichende
Futterkonzentrationen in verschiedenen Habitaten zu finden und die effiziente Ausbeu-
tung des vorkommenden Futters (Quetin und Ross, 1991). Die enge Ubereinstimmung
des Lebenszyklus mit den saisonalen Zyklen der Futterverfiigbarkeit und schlieflich die
Kombination der physiologischen Mechanismen, ermoglichen es dem Krill, die lange

Winterperiode mit geringer Futterkonzentration zu iiberleben (Quetin und Ross, 1991).

Lebensweise des nordischen Krills Meganyctiphanes norvegica

M. norvegica ist eine sehr weit verbreitete pelagische Crustaceenart, die an der kanadi-
schen Ostkiiste, dem Gronlandschelf, der Norwegischen Kiiste, den Kanarischen Inseln
bis hin zum Mittelmeer vorkommt (Mauchline, 1960).

Dabei bestimmen die extrem weite Temperaturspanne und die Verfiigbarkeit der
Nahrung (Lass et. al. 2001) weitgehend das Verbreitungsgebiet des nordischen Krills.
Im Kattegat mit gemaBigten Wassertemperaturen von 4-16 °C besteht eine kontinuierli-
che Nihrstoffzufuhr, die die Grundlage fiir eine zeitlich ausgedehnte Primér- und
Sekundérproduktion ist (Richardson und Heilmann, 1995).

Dagegen sind die Wassertemperaturen im Mittelmeer (Ligurische See vor Korsika) das
ganze Jahr iiber konstant hoch (12-20 °C; Buchholz und Saborowski, 2000). In diesem
oligotrophen Lebensraum tritt jedoch nur eine sehr kurze, produktive Phase zwischen
Februar und Mérz auf. Im Rest des Jahres ist die Produktion dann anhaltend niedrig
(Boucher, 1984; Boucher et al., 1987; Sournia et al., 1990).

Das Vorkommen des nordischen Krills in den sehr unterschiedlichen Lebensrdumen laf3t
eine hohe physiologische Anpassungsfiahigkeit bezogen auf die einwirkenden Um-
weltfaktoren vermuten. Grundsitzlich wird die Geschwindigkeit von Stoffwechsel-
vorgidngen bei poikilothermen Tieren in hohem Malle von der Temperatur beeinfluf3t
(Newell und Branch, 1980). Insbesondere poikilotherme Tiere haben einen nur sehr be-
grenzten Bereich der Korpertemperatur in dem die Stoffwechselvorginge optimal

ablaufen kénnen (Penzlin, 1996).
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Lebensweise der Amphipoden Cheirimedon femoratus und Djerboa furcipes

Der Amphipode C. femoratus gehort zu der in der Antarktis stark reprédsentierten
Familie der Lysianassidae (Bregazzi, 1972b) und ist von seinem Korperbau her
»asselartig® und ,,weich® gebaut. Er kommt in Tiefen von 4-30 m vor, wobei er in 25 m
Tiefe mit anndhernd 14 % an der Biomasse der Amphipoden am héufigsten ist
(Jazdzewski, 1991). Sein bevorzugtes Substrat ist feiner Sand und er ist daher in seiner
Verbreitung begrenzt. Die wihrend des Winters produzierte Brut ist relativ grof3.

Die sichtbaren Schwimm- und FreBaktivititen von C. femoratus sind hauptsdchlich in
der Dunkelheit zu beobachten. Im Winter wird die Aktivitdt dann zugunsten der Repro-
duktion stark reduziert (Bregazzi, 1973).

Die Ménnchen werden max. 12 mm (9-12 mm), die Weibchen max. 16 mm (13-16 mm)
groB3. C. femoratus ist ein anpassungsfahiger Allesfresser (Réduber), der bevorzugt von
Aas lebt. Die Ausnahme bilden die frithen Juvenilstadien, in denen hauptsidchlich Algen
gefressen werden. Bekannte Frefeinde von C. femoratus sind Fische der Gattung No-
tothenia, die Riesenassel Glyptonotus sowie die Kaptaube Daption capensis. Auch
andere Fischarten, verschiedene Wiirmer, Amphipoden und vielleicht junge Robben
sind potentielle FreBfeinde. Familienmitglieder der Lysianassidae sind bekannt fiir ihre
aasfrefenden Gewohnheiten und damit weniger vom saisonalen Futterangebot
abhédngig. Allerdings sind die frisch geschliipften C. femoratus sowie die eiertragenden
Weibchen obligate Pflanzenfresser (Bregazzi, 1972a).

D. furcipes ist relativ wenig bekannt und kaum untersucht worden. Der Amphipode
gehort zu der Familie der Eurisidae und kommt in Tiefen von 20-30 m vor, wo er 0,2-
0,9 % der gefundenen Biomasse der Amphipoden erreicht. Kérperbau und Lebensweise

von D. furcipes dhneln sehr stark der von C. femoratus (Jazdzewski, 1991).

Lebensweise des Isopoden Serolis polita

Bei S. polita handelt es sich um einen benthisch rduberischen Isopoden. Unter den per-
cariden Crustaceen sind speziell die Amphi- und Isopoden sehr stark in der benthischen
Meeresfauna vertreten (Luxmore, 1985).

Die Art Serolis ist in der Antarktis mit 20 Arten vertreten. Alle haben ein dhnliches
Erscheinungsbild, sie sind dorso-ventral abgeflacht, typischerweise rduberisch und
leben im Weichsediment (Luxmore, 1985).

Thre Verbreitung reicht vom Aquator bis zur Ross See. Daher dienen sie seit lingerem
als Modell fiir Theorien zur antarktischen Anpassung. S. polita ist auf die Scotia See
begrenzt und kommt im flachen Wasser vor (Luxmore, 1985).

Es handelt sich um einen Riduber ohne besondere Vorlieben, wobei im Nahrungsspek-

trum Amphipoden und Polychaeten dominieren.
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Bei einer Lange von ca. 20 mm brauchen sie 28 Monate bis zur Geschlechtsreife (Lux-
more, 1982a).

Die Tragezeit im Marsupium dauert ca. 20 Monate. Die gut entwickelten Jungen schliip-
fen dann im Friihling. Zusitzlich ist auch eine zweite Brut im Herbst mdglich. Die
Weibchen erreichen ein Alter bis zu 6 Jahren und mehr (Luxmore, 1982b).

S. polita verbleibt 75-78 % seiner Zeit vergraben unter der Sedimentoberfliche (Lux-
more, 1981).

Der Aufenthalt auBlerhalb des Sedimentes wurde auf 4,7 % der Gesamtzeit an der Ober-
fliche bestimmt. Dies fiihrt zu einer Erh6hung der Respirationsrate um das 2,4 fache der
Ruherate (Luxmore, 1984). D. h. 6,6 % Erhohung der Rate wiirden fiir die Aktivitdten
erlaubt sein.

Lebensweise der penaeiden Garnele Xiphopenaeus kroyeri

Die vor Ubatuba im Siidosten Brasiliens gefangene penaeide Garnele X. kroyeri besitzt
ein weites geographisches Verteilungsmuster im Westatlantik. Vor Ubatuba ist sie drei
Schelfwassermassen ausgesetzt, die sich durch verschiedene Verteilungsmuster aus-
zeichnen. Zum einen handelt es sich um kiistennahe Wassermassen (CW) mit hoher
Temperatur und geringer Salinitdt (> 20°C, <36 %), zum anderen tropische Wasser-
massen (TW) mit hoher Temperatur und hoher Salinitit (>20°C, >36 %o). Zusétzlich
treten zentrale Wassermassen des Siidatlantik (SACW) mit niedriger Temperatur und
niedriger Salinitét (< 20°C, <36 %o) auf. Wéahrend der Sommermonate auf der Siidhalb-
kugel dringt das SACW in Grundschichten des Kiistenwassers ein und bildet so eine
starke Sprungschicht in den mittleren Wasserschichten. Im Winter dagegen wird das
SACW vom CW zuriickgedrangt und ersetzt. D. h. es gibt wihrend der Wintermonate
eine homogenge Verteilung der Wassermassen (Castro Filho, 1987; Pires, 1992; Car-
valho, 1997/1998). Das SACW ist dabei reich an Nahrstoffen und bewirkt eine intensive
Eutrophierung, was die lokale Primdrproduktion auf das 7-10 fache ansteigen 148t. Die
Megafauna des Littorals vor Ubatuba besteht bis zu 67 % aus X. kroyeri, der dem
warmen CW folgt. Im Winter bevorzugt X. kroyeri Schlamm und gemischte Boden-
strukturen. Aufler im CW kommt X. kroyeri in den anderen Wassermassen nur in
vernachlaBigbar kleinen Mengen vor (Pires, 1992). Diese Daten stimmen mit den Erfah-
rungen {iberein, die der Autor bei zwei Reisen nach Ubatuba 1993 und 1996 beim Fang
von X. kroyeri gemacht hat.

Die Tiere wurden nach dem Fang bei verschiedenen Temperaturen gehiltert (16, 20, 24,
28, 32 °C). Dies diente dazu die Fahigkeit der Temperaturanpassung dieses, den ge-

machten Beobachtungen nach, warm stenothermen Tieres zu untersuchen.
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VL3
Ein wesentlicher Bestandteil der Arbeit war die Aufreinigung der CS und die darauffol-

Diskussion der Ergebnisse des biologischen Vergleiches

gende Charakterisierung des Enzyms. Es wurden Enzymaktivititen und die damit

verbundenen Parameter V

max

(Michaelis-Menten-Kinetik), Temperaturoptimum und E, (Aktivierungsenergie) be-

(maximale Substratumsatzrate), K; (Inhibitorkinetik), Ky,

stimmt.

Zur Quantifizierung der CS diente der eigens etablierte enzymgekoppelte Immun-Test

(ELISA: Enzym gekoppelter Antikorper gebundener Test).

Zur Interpretation der Ergebnisse werden die vermutlich durch die verschiedenen
Schwimmaktivititen und die Temperatur geprigten Enzymeigenschaften bei den
benthischen und dann bei den pelagischen Crustaceen einander gegentibergestellt.

Um die nachfolgende Diskussion der Ergebnisse zu verdeutlichen ist hier eine verein-

fachte Vergleichstabelle der wesentlichen Regulationsparameter der CS aufgefiihrt:

Art Vergleichspa- N max Kum K CS
(nach Miiller 2002) rameter KJ * mol”! mU * ml! pmol * I'! mmol * I'! pg * gl
C. femoratus ksb 32 0.3 12 0.9 20
D. furcipes ksb 33 0.3 11 0.9 19
S. polita ksb

E. superba ksp

M. norv. katt gep

M. norv. med wep

X. kroyeri tsb

L baltica (Salo- geb

mon 2000)

b benthisch; p pelagisch dunkelgrau

k Kkalt; g gemaBigt und schwarz: dhnliche Werte in den jeweili-
W warm; t tropisch gen Sdulen

s stenotherm; e eurytherm
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Zunichst werden die qualitativen Parameter der Citratsynthase diskutiert:

Benthische Crustaceen:

Die polaren benthischen (S. polita) und bentho-pelagischen Vertreter (C. femoratus,
D. furcipes) sowie der tropisch benthische Vertreter (X. kroyeri) haben niedrige K,,-
Werte, also hohe Substratumsatzraten. Bei den polaren Krebsen kann diese Eigenschaft
im Sinne einer Leistungssteigerung bzw. metabolischen Temperaturkompensation dis-
kutiert werden. Dieses gilt auch fiir die niedrigen Aktivierungsenergien E,, sowie die
relativ hohen Werte fiir V__ . Da diese Ahnlichkeiten jedoch sowohl bei den polaren als
auch bei der tropischen Garnele auftreten, konnten diese Eigenschaften vielleicht auch

als allgemein typisch fiir die benthisch-stenotherme Lebensweise angesehen werden.

Erhebliche Unterschiede zeigen sich dagegen im K;-Wert. Hier treten die rein benthi-
schen gegeniiber den bentho-pelagischen und pelagischen Crustaceen deutlich hervor.
Die strikt benthischen Crustaceen S. polita und X. kroyeri leben die meiste Zeit im Sand
vergraben und kommen nur kurzzeitig zur Futtersuche aus ihren Verstecken hervor
(Luxmore, 1981; Pires, 1992).

Bei beiden zeigt der hohe K-Wert ein dauernd ,,enthemmtes Enzym an (Vetter, 1992).
Entsprechend kann viel CS umgesetzt und immer viel ATP produziert werden. Dies
geht allerdings zu Lasten der Regulationsfahigkeit der CS. Eine solche Regulations-
fahigkeit ist allerdings bei den relativ trigen Crustaceen wie S. polita und X. kroyeri

auch nicht notwendig.

Dementsprechend kann vermutet werden, da3 bei den strikt benthischen Vertretern eine
bestimmte Basisaktivitdt fiir die kurzen Aktivitdtsschiibe zur Futtersuche andauernd

bereitgehalten wird. Dies ist unabhéngig von der Klimazone.

Der Vergleich mit dem beweglicheren bentho-pelagischen Isopoden I baltica
(Franke,1998; Salomon, 2000) bestétigt die zuletzt genannte Hypothese weiterhin, da
diese einen dhnlich niedrigen K,-Wert wie die anderen untersuchten Crustaceen aus die-

sem Lebensraum zeigen.

Diese eurythermen bentho-pelagischen Krebse zeigen, im Vergleich mit den pelagi-
schen Vertretern (s. u.), relativ hohe Werte fiir die E, und K.
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Zusammenfassend kann als Schlufolgerung zu den Enzymeigenschaften der benthi-

schen Vertreter gelten:

Benthisch und bentho-

pelagisch stenotherm: unabhingig von der Klimazone scheinen hierbei nied-
rige E,, angehobene V. und niedriger K, typisch zu
sein. Bei den polaren Vertretern kann die sinngeméfle
Anpassung dieser Parameter auch zur Leistungssteige-

rung im Kalten dienen.

Strikt benthisch stenotherm: ein hoher K.-Wert zeigt ein ,,enthemmtes® Enzym bei

niedriger Regulationsfahigkeit an.

Bentho-pelagisch eurytherm: diese Krebse haben relativ hohe E - und K, -Werte.

Pelagische Crustaceen:

E. superba als pelagischer Crustacee zeigt bei E, und V.. deutlich stenotherm geprégte
Eigenschaften mit niedriger E, und angehobener V... Wie bei den benthischen Kreb-
sen konnte dies ebenfalls im Sinne einer Leistungssteigerung im Kalten angesehen

werden.

Bezogen auf den K,;- und K,-Wert zeigen sowohl der antarktische als auch der nordi-
sche Kirill keine signifikanten Unterschiede. Offenbar wird hier der qualitative Weg der

Leistungssteigerung nicht beschritten, sondern der quantitative iiber die Enzymmenge

(s.u).

M. norvegica zeigt die meisten Unterschiede in den Leistungsparametern insgesamt und
auch im Vergleich mit den benthischen Crustaceen. D. h. die pelagische Lebensweise
bestimmt stark die Leistungsparameter der CS. Aus den beiden Vergleichsgebieten
Kattegat und Mittelmeer zeigte M. norvegica jedoch kaum Unterschiede. Es handelt
sich um die gleiche Art (Zane et al., 1999). Moglicherweise konnen Temperaturunter-

schiede leicht ausgeglichen werden, da es sich um ein eurythermes Tier handelt.

Als SchluBfolgerung zu den Enzymeigenschaften der pelagischen Vertreter gilt:

Pelagisch stenotherm: niedrige E,, hohe V__., hoher K, und niedriger K,-Wert.

max?

Pelagisch eurytherm: hohe E,, niedriger V., hoher K, und niedriger K;-Wert.

max>



Diskussion - 89 -

Im folgenden wird der quantitative Regulationsweg der Citratsynthase diskutiert:

Die quantitativen Bestimmungen der CS zeigen eindeutige Ergebnisse. Dieses gilt fiir
alle drei pelagischen Vertreter, die ein vielfaches (4-25 fach) mehr an CS-Protein als die
benthischen Crustaceen aufwiesen. Dies bestitigt zundchst die grundsitzliche Einstel-

lung auf den pelagischen im Vergleich zum benthischen Lebensraum.

Dies kann darin begriindet sein, da3 die pelagischen, stindig schwimmenden Tiere den
hoheren Leistungsbedarf haben und, um diesem Leistungsbedarf gerecht zu werden,

eine quantitative Hochregelung der CS erfolgt.

Auch hier 14Bt sich die Tendenz zeigen, dall pelagische Crustaceen aus den kilteren
Regionen noch mehr CS synthetisieren. M. norvegica katt. hatte 1,3 fach mehr CS als
M. norvegica med. und E. superba nochmals ca. das flinffache mehr an CS als
M. norvegica katt. Dieses konnte man als Notwendigkeit zur weitergehenden metaboli-

schen Kompensation der polaren Temperaturen ansehen.

Als SchluBfolgerung aus den durchgefiihrten Mengenbestimmungen der CS ergibt sich:

Die grofle Differenz in der CS-Menge zwischen den benthischen und pelagischen
Crustaceen, mit einer bis zu 50fach hoheren Menge bei den pelagischen Vertretern, 143t
hier nur den SchluB3 zu, daB3 die pelagische Lebensweise ein entscheidendes Mehr an CS

als die benthische erfordert.

Als SchluBfolgerung fiir den qualitativen Regulationsweg gilt:
Pelagisch: deutlich erhohte Enzymaktivititen gegeniiber den benthischen bzw. bentho-

pelagischen Vertretern.

Im folgenden wird der Einflul des Temperaturstresses, flir den die Hitzeschockproteine
(HSPs) hervorragende Marker sind, auf die CS weitergehend diskutiert. Das Ziel der
Untersuchung war es, herauszufinden, ob die HSPs einen regulierenden Einflu3 auf die

CS-Aktivitat ausiiben konnen.
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Beziehungen zwischen der Produktion an Hitzeschockproteinen und der CS-Re-

gulation

Ein erster Hinweis, da3} die Krebse in ihrem natiirlichen Lebensraum Temperaturstref3
ausgesetzt sind, ergibt sich aus der Lebensweise der Tiere. Fiir X. kroyeri gilt: Diese Art
folgt kontinuierlich dem warmen Wasser, wenn zu Beginn des Sommers kalte Wasser-
massen des Siidatlantik (SACW) mit Temperaturen von unter 20 °C in die Bucht vor
Ubatuba eindringen. Die Tiere werden dann mit Temperaturunterschieden von bis zu
10 °C ausgesetzt, vor denen die Tiere durch Abwandern in die flachen, warmen Kiisten-

gewisser ausweichen (Pires, 1992).

M. norvegica aus dem Kattegat wird im Sommer ebenfalls mit Temperaturunterschie-
den von iiber 10 °C bei seinen tiglichen Vertikalwanderungen konfrontiert. So halt er
sich tagsiiber unter der Sprungschicht mit annédhernd 6 °C auf und steigt bei Sonnenun-
tergang in die Ndhe der Wasseroberfliche empor, wo im Sommer bis zu 16 °C
herrschen (Buchholz, 2000).

Bei M. norvegica aus dem Mittelmeer sind diese Temperaturunterschiede im Sommer
bei weitem nicht so ausgeprigt. Das Tier lebt in der Tiefe bei konstanten Temperaturen
von 12-13 °C und dringt in die bis 25 °C angewérmte Oberfldchenschicht nur spora-
disch ein (Buchholz, 2000).

Die auf den polaren Ringozean begrenzten, hier untersuchten Crustaceen E. superba,
C. femoratus, D. furcipes und S. polita sind solchen StreBbedingungen nicht ausgesetzt.
Sie leben dauerhaft bei sehr konstanten Temperaturen um 0 °C (Clarke, 1998; Somero,
1998).

Zunéichst fillt auf, dal das Temperaturoptimum der CS keine Beziehung zur Tempera-
turanpassung zeigt (Sokolova, 2001). Die Maxima der Aktivitdten liegen mit 35-40 °C
weit hoher als die Temperaturen im natiirlichen Lebensraum (Luxmore, 1981-1985;
Jadzweski, 1991; Pires, 1992). Das betrifft auch den tropischen Vertreter, der Maxi-
maltemperaturen von ca. 30 °C erfdhrt. Deshalb wurde dieser Ansatz im Vergleich nicht

bertiicksichtigt.

Dagegen wurden die wiahrend starken Temperaturwechseln vermehrt produzierten
StreBproteine einer ndheren Betrachtung unterzogen, da bei den untersuchten Krebsen
sehr unterschiedliche Notwendigkeiten des Temperaturschutzes der Enzyme auftreten
miiBten. Zudem sollte untersucht werden, inwieweit die Regulation der CS und die

Exprimierung der Stre3proteine gekoppelt sind.
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Die Hauptaufgabe der sogenannten StreBproteine, auch Chaperone (HSP 70) bzw. Cha-
peronine (HSP 60) genannt, ist die Minimierung der Proteinaggregation und der Schutz
der hydrophoben Proteinregionen zur Gewéhrleistung der korrekten Faltung eines Pro-
teins (Schlesinger 1990; Ujwal, 2000).

Sie kommen in jeder eukaryotischen Zelle vor und werden durch zahlreiche umge-
bungsbedingte Belastungsfaktoren unter ATP-Verbrauch vermehrt produziert (Somero,
1997; Lewis, 1999; Hardewig, 2000).

Es gibt allerdings kaum Studien tliber die HSP-Antwort wéhrend der frithen Phase der
Anpassung nach einer drastischen Temperaturerhohung (Hardewig, 2000). In der vor-
liegenden Arbeit wurde dies durch kontinuierliche Probennahmen von Minuten {iber

Stunden bis Tage versucht.

Bei Eukaryoten kommen HSP 70 und HSP 60 im Cytosol, Nucleus, Mitochondrien,
Chloroplasten und Endoplamatischen Reticulum (ER) vor.

HSP 70 hat zwei funktionelle Doméinen und zwar eine N-terminale ATPase-Doméne
(40 kD) und eine C-teminale Peptidbindungs-Domine (25 kD). Als Aktivator der
HSP 70 ATPase fungiert HSP 40, das auch an ungefaltete Polypeptide binden und sie
dann der an ATP gebundenen HSP 70-Form anbieten kann (Agashe, 2000).

Die Chaperone (HSP 70) und ATPasen sind hoch konserviert. Sie werden bei Strell zum
Schutz der Enzymaktivitdt vermehrt synthetisiert (Ashburner, 1982; Sanders, 1988;
1990; 1993; Pyza, 1997).

HSP 70 (Chaperon) dient als ein Puffer fiir ungefaltete Proteine, indem ein von ATP
abhédngiger Zyklus zwischen gebundenem und freiem Zustand durchlaufen wird
(Agashe, 2000).

Das wieder freigegebene Protein wird an HSP 60 (Chaperonin) weitergegeben, das iiber
mehrere Untereinheiten einen Hohlraum ausbildet (Afinsen-Kéfig), der Proteine von 50-
60 kD aufnehmen kann. Dieser Vorgang zur Bindung, Faltung und Losung von
Peptiden erfordert 2«7 ATP, das direkt aus den Mitochondrien bezogen und iiber eine
56 kD Permease ins ER gebracht wird (Agashe, 2000).

Eine weitere Aufgabe von HSP 70 ist der Transport von Proteinen in die Mitochondrien.
Dieser Transport ist ebenfalls von ATP abhingig. In den Mitochondrien werden die
Proteine dann ebenfalls von HSP 60 {ibernommen, wenn nétig gefaltet und freigelassen
(Pfanner, 1990; Pyza, 1997; Kleinig, 1999).
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Die Chaperonine (HSP 60) sind essentiell fiir die Zellebensfdhigkeit unter allen
Wachstumsbedingungen. Sie sind strikt notwendig, um Miflfaltung und Aggregation zu
vermeiden. Bei Eukaryoten sind es 15 % der neu synthetisierten Polypeptide, die den
Zyklus der Faltungsrunden durchlaufen (Agashe, 2000).

Es stellt sich nun die Frage, welchen Einflul der Temperaturstre3 auf die Enzymakti-
vitdt hat und welche Rolle die HSPs dabei spielen.

Die Anderungen der Enzymaktivititen erscheinen als ein Resultat von Schwankungen
der Balance zwischen Enzymsynthese und —abbau. Der Abbau denaturierten oder
geschidigten Enzyms ist dabei grofitenteils unter der Kontrolle des HSP-Ubiquitin
Stoffwechselweges (Sherman, 1996).

Der EinfluB der Temperatur auf metabolische Enzyme wird durch enzymspezifische
Vorginge wie transkriptionelle Regulation, Proteinhalbwertszeit sowie RNase-Aktivitit
und Translationseffizienz iiberlagert. Als Antwort auf Umgebungsstre3 mull sowohl die
Regulation als auch der Einflul der Verdnderung durch Proteinabbau bedacht werden
(Hardewig, 2000).

Leichte Verdnderungen in der Enzymgeometrie aufgrund von Temperatureffekten kon-
nen die katalytische Kapazitdt der Enzyme verdndern, die Rate der ungefalteten Proteine
wird erhoht und es kommt zur oxidativen Schadigung (Somero, 1997). Hier setzen die
HSPs ein und vermitteln ihre StreBschutzaktivitit durch Katalyse der Faltung ungefal-

teter Proteine (Somero, 1995).

Die StreBantwort ist generell ein schneller ProzeB, der nach thermischem Strefl zu
einem typischen 10-100 fachen Anstieg von HSP 70 innerhalb von Minuten bis
mehreren Stunden flihrt (Dietz, 1994; Currie, 1999). Dabei wird die Definition von
schnell allerdings nur sehr schwammig definiert. So werden 10-16 h zur maximalen
HSP-Expression durchaus noch als schnelle Reaktion bezeichnet.

Wihrend thermischem Strefl kénnen cytosolische Proteine durch schnell induziertes
HSP 70 geschiitzt werden.

CS als mitochondrielles, vom Zellkern kodiertes Enzym kann allerdings nicht direkt von
den erhohten Mengen an HSP 70 profitieren. Dennoch ist die mitochondrielle Funktion
durch die Hitzeschockantwort geschiitzt, denn die Mitochondrien dienen als priméres
intrazelluldres Ziel der durch Hitzeschock induzierten oxidativen Verletzung. Desweite-
ren korreliert der Schutz bestens mit der HSP 70-Expression (Patriarca, 1990; Polla,
1996; Hardewig, 1999).
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Die Proteinschidigung durch freie Radikale ist nicht zu vernachldssigen. In aeroben
Geweben ist die mitochondrielle Elektronentransportkette eine wichtige Quelle der Pro-
duktion freier Radikale (Richter, 1995).

Da die Anderung der mitochondriellen Produktion freier Radikale als StreBantwort beo-
bachtet worden ist, konnen Enzyme der mitochondriellen Matrix dem schddigenden
EinfluBl freier Radikale stirker ausgesetzt sein. Dieser Effekt konnte zu den unter-
schiedlichen Verdnderungsmustern zwischen cytosolischen (glykolytischen) und
mitochondriellen (oxidativen) Enzymen beitragen, wie es bei Fischen wéhrend der
Warmakklimatisation beobachtet worden ist (Guderley, 1998).

Dies schldgt sich in einer reduzierten CS-Aktivitdt nieder, wobei die mitochondriellen
Enzymaktivititen bei warm angepaliten Individuen reduziert sind (Guderley, 1990;
1998).

Temperaturabhéingige Anderungen der Enzymsynthese konnen durch spezifische, regu-
latorische Mechanismen, die die Expression einiger Enzyme regulieren, beeinfluf3t
werden. Der Verlust der CS-Aktivitit wird allerdings schneller erreicht, als dies Effekte
abnehmender CS-mRNA erklaren konnten (Seedorf, 1986; Hardewig, 2000).
Ansteigende Konzentrationen von HSP 70 dienen als unspezifischer Indikator fiir phy-
siologischen Stref3.

Die Quantifizierung von HSP 70 wurde mit Western- und Immuno-Blotting durchge-
fiihrt (s. a. Lewis, 1990; Sanders, 1993; Currie, 1997).

Es stellt sich zunéchst die Frage inwieweit HSP 70 in die CS-Regulation eingreift.
Dazu mufl man beriicksichtigen, dal ATP einer der wichtigsten Effektoren der CS ist
(Jangaard, 1968). Es wird sogar angenommen, daf} die Regulation der CS durch ATP

fiir dauernd schwimmende Euphausiiden essentiell ist (Vetter, 1998).

Durch den HitzestreB3, dem die Crustaceen bei den StreBexperimenten ausgesetzt waren,
wird vermehrt ATP aus den Mitochondrien von den HSPs fiir die korrekte Proteinfal-
tung und deren Transport benétigt (Minami, 1996; Agashe, 2000).

Somit konnte diese ATP-Entnahme aus den Mitochondrien die Regulation der CS-Akti-
vitdt beeinflussen. Daher miifiten eventuell erhohte V . -Werte auftreten, da ATP iiber

eine negative Riickkoplung die CS als Effektor reguliert (Jangaard, 1968).
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Fiir einen Schutz durch HSP nach der CS-Synthese (HSP 70 und HSP 60 haben eine
breite Substratspezifitit (Shinde, 2000)), wiirde auch die Gréf3e der CS-Monomere von
ca. 50 kD sprechen, denn die Faltungskammer der Chaperonine (HSP 60) ist in der Lage
Peptide einer GroBle von 50-60 kD zu binden und der korrekten Faltung zu unterziehen.
Dies wire dann auch gleichzeitig eine Interpretationsmoglichkeit, wie die kernkodierte
CS in den Mitochondrien aktiviert wird (Import durch HSP 70, Ubernahme durch die
HSP 60 Faltungskammer, danach Zusammensetzung der Monomere zum fertigen CS-
Dimer von ca. 100 kD; s. a. Rassow et al., 1994).

Daraus ergibt sich die Frage, wie sich eine steigende HSP 70-Menge auf die V,,, der
CS auswirkt.

Von den auf HSP 70 getesteten Crustaceen konnten nur bei den warm-stenothermen
X. kroyeri positive Reaktionen mit Anti-HSP 70 Antikorpern erzielt werden. Bei allen
anderen untersuchten Crustaceen konnte keinerlei HSP 70 detektiert werden.

Eventuell wurden die HSPs von den verwendeten Antikorpern nicht erkannt. Eine ge-
nauere Erkldarung dafiir 14Bt sich nicht geben, da, wie bereits erwihnt, die Chaperone
und Chaperonine auch bei Crustaceen hoch konserviert und essentiell fiir die Zelle sind.
Moglicherweise wiren noch weitere Extraktionssysteme zu testen gewesen, was aber

aus zeitlichen Griinden nicht méglich war.

Folglich wurde nur X. kroyeri einer intensiven HSP 70-Untersuchung unterzogen.

Die eingehenden HSP 70-Untersuchungen an X. kroyeri, die in vivo verschiedenen
Temperaturen ausgesetzt wurden (Vorinkubation fiir 24 h bei 16, 20, 24 °C und dann
jeweils bei einer Stretemperatur von 28 °C eingesetzt) zeigten, dal bei allen drei ge-
testeten Temperaturen jeweils zu Zeitpunkten zwischen 10 und 20 h nach dem Hitzstrel3
die hochsten HSP 70-Mengen mit einem breiten Maximum zwischen 10 und 16 h auf-

traten.

Dies bestitigt die Aussagen von Sanders (1993), dall die HSP-Exprimierung bei Crusta-
ceen nach einigen Stunden erfolgt, also eine Vorlaufphase zur Exprimierung von
HSP 70 erforderlich ist, in der ATP an HSP 70 gebunden wird, in den Zellkern translo-
ziert und dort die Produktion von HSP 70-mRNA initiiert, um mit erh6hter HSP 70-

Menge direkt auf den Temperaturstre3 reagieren zu konnen (Agashe, 2000).
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Bei allen Hélterungsserien wurden die hochsten HSP 70-Mengen nach 16 h erreicht.
Als Interpretationsmoglichkeiten bietet sich folgendes an:

Nach den vorliegenden Beobachtungen ist die hochste HSP 70-Expression bei der
grofften Temperaturdifferenz zwischen Vorinkubation und Stretemperatur zu verzeich-
nen (Dietz, 1994; Currie, 1999). Im Einzelnen waren dies bei 12 °C Temperaturdiffe-
renz 12,5 ng, bei 8 °C Temperaturdifferenz 8,5 ug und bei 4 °C Temperaturunterschied
nur noch 6,7 pg HSP 70 pro Gramm Tier.

D. h. die V_,,-Werte pendeln sich, unabhédngig von der StreStemperatur, nach gro3eren
Schwankungen zu Beginn des Temperaturstresses bei konstanten nicht signifikant ver-

schiedenen d. h. vergleichbar hohen Werten ein.

Das HSP 70-Experiment legt daher den Schlufl nahe, dal3, anschlieBend an eine Ein-
stellungsphase, HSP 70 einen stabilisierenden Einfluf3 auf die V., hat und zwar derart,
daf} eine gleichbleibend erhohte HSP 70-Expression fiir konstante V . -Werte verant-
wortlich wire.

Dieses bestitigt zundchst die Hypothese, daf3 die HSP-Exprimierung den V,, -Wert
beeinflussen kann. Weiterhin wiirde dadurch die Leistungsfahigkeit des Tieres unab-

hiangig von der Temperatur sichergestellt.

Um dies allerdings sicher bestimmen zu konnen, miiiten noch weitere Folgeexperi-
mente durchgefiihrt werden.

Unter anderem sollten groere Temperaturdifferenzen und Temperaturen getestet wer-
den, die nahe an die kritische Uberlebenstemperatur herangehen (ca.35°C bei
Versuchen in Ubatuba).
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V14 Schlufibetrachtung

In dieser Arbeit wurde erstmals versucht die CS bei den verschiedenen hier untersuch-
ten Crustaceen quantitativ zu bestimmen. Dies ist mit dem eigens dafiir produzierten
polyklonalen Antikorper auch gelungen. Es zeigte sich, da3 die pelagischen gegeniiber
den benthischen Crustaceen eine bis zu 50fach hohere CS-Menge aufwiesen, um den
notwendigen Energiebedarf als dauernd schwimmende Arten zu decken. Bei dem Ver-
gleich der pelagischen Crustaceen fillt dann wiederum auf, dal3 wahrscheinlich zur
metabolischen Kompensation der kélteren Temperaturen ebenfalls noch mehr CS, ndm-
lich bis zum Fiinffachen mehr, als bei den Crustaceen aus den geméBigten Breiten
bendtigt wird.

Als néchstes miiflite sich jetzt als eine qualitativ und quantitativ vergleichende
Untersuchung der polaren und geméBigten Amphi- und Isopoden anschlieBen, um fest-
zustellen, ob bei den benthischen bzw. bentho-pelagischen Crustaceen ein ebensolcher

Effekt nachzuweisen wére.

Generell 146t sich folgern, dafl die Temperaturanpassung auf enzymatischer Ebene ein
vielschichtiger ProzeB ist, der durch kinetische Parameter, die Enzyme auf- und abbau-
ende Prozesse sowie die Enzymmenge und den Schutz durch ausgewiesene Chaperon-

und Chaperoninstrukturen als Ganzes zu sehen ist.
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VII. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bei Crustaceen biochemische Temperaturanpas-
sungen auf enzymatischer Ebene vergleichend zu untersuchen.

In den letzten Jahren wurden vielfach Temperatureinfliisse auf Stoffwechselvorginge
anhand von Enzymen untersucht, die an zentralen Stellen des Stoffwechsels stehen. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Citratsynthase (CS, EC 4.1.3.7), als Schliisselenzym
des Citratzyklus, erstmalig unter besonderer Beachtung von quantitativen Regulations-
prozessen eingehend untersucht. Zusitzlich wurde die Auswirkung des Temperatur- und
Haélterungsstresses auf die Regulationsfahigkeit der CS durch quantitative Bestimmung
von Hitzeschockproteinen (HSP 70) untersucht.

ENZYMREGULATION IM BIOLOGISCHEN VERGLEICH

Fiir den biologischen Vergleich wurden Crustaceen aus verschiedenen Klimazonen und
mit verschiedenen Lebensweisen gegeniibergestellt.

Der nordische Krill, M. norvegica, hat als pelagischer Krebs einen hohen Energieumsatz
und besitzt aufgrund seiner Féahigkeit, sich an variierende Umweltfaktoren anzupassen,
also im Bezug auf die Temperatur als eurythermes Tier, ein sehr weites
Verbreitungsgebiet.

Der antarktische Krill, E. superba, ist dagegen auf den polaren antarktischen Ringozean
begrenzt, hat aber wie der nordische Krill, als ebenfalls stindig schwimmende Art,
ebenfalls einen hohen Energieumsatz und wurde deswegen als kalt stenothermer Ver-
gleichsorganismus ausgewaihlt.

Die am wenigsten aktiven Crustaceen, die bentho-pelagischen Amphipoden (C. femo-
ratus, D. furcipes) und der benthische Isopode (S. polita) wurden als kalt-stenotherme
Vergleichsorganismen betrachtet.

Wenig aktiv ist auch die benthisch lebende penaeide Garnele X. kroyeri, die dem
tropisch-warmen Wasser vor der Siidostkiiste Brasiliens folgt und daher als warm
stenothermes Tier eingestuft wurde. Als bentho-pelagisch eurythermer Vergleichsorga-
nismus, aus der klimatisch geméBigten Nordsee, wurde der von Salomon (2000)
untersuchte Isopode Idotea baltica herangezogen.

Auf diese Weise war ein eingehender inter- und intraspezifischer Vergleich von
Crustaceen hinsichtlich der Klimazone, des Lebensraumes, der Lebensweise und der
Anpassungsfahigkeit moglich.

Ein wesentlicher Bestandteil der Arbeit war die Aufreinigung der CS und die darauffol-
gende Charakterisierung des Enzyms. Es wurden Enzymaktivititen und die damit
verbundenen Parameter V. (maximale Substratumsatzrate), K; (Inhibitorkinetik), Ky,
(Michaelis-Menten-Kinetik), Temperaturoptimum und E, (Aktivierungsenergie) be-
stimmt.

Um eine Aussage liber die Menge an CS machen zu konnen, wurde ein polyklonaler
Antikorper (pAK), gegen die CS von E. superba gerichtet, entwickelt.

Der hergestellte pAK detektierte im Immunoblot die CS aller getesteten Vergleichsorga-
nismen. Es wurden Molekulargewichte von 105-112 kD fiir das Dimer und ca. 50 kD
fiir das Monomer der CS ermittelt.

Zur Quantifizierung der CS wurde ein enzymgekoppelter Immun-Test (ELISA: Enzym
gekoppelter Antikorper gebundener Test) etabliert und standardisiert, um erstmalig Aus-
sagen iiber die vorhandenen CS-Mengen der Crustaceen treffen zu konnen.
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Folgende Ergebnisse zur Enzymregulation wurden erzielt:

BENTHISCHE CRUSTACEEN:
Enzymeigenschaften der benthischen Vertreter:
Benthisch stenotherm: ein hoher K;-Wert zeigt ein ,,enthemmtes* Enzym bei

niedriger Regulationsfahigkeit an.

Bentho-pelagisch

stenotherm: unabhingig von der Klimazone scheinen hierbei nied-
rige E,, angehobene V. und niedriger K, typisch zu
sein. Bei den polaren Vertretern kann die sinngeméfe
Anpassung dieser Parameter auch zur Leistungssteige-
rung im Kalten dienen.

Bentho-pelagisch eurytherm: der untersuchte Vertreter hat auffillig hohe E,- und

Ky-Werte.
PELAGISCHE CRUSTACEEN:
Enzymeigenschaften der pelagischen Vertreter:
Pelagisch stenotherm: niedrige E,, hohe V., hoher K, und niedriger K;-Wert.
Pelagisch eurytherm: hohe E,, niedriger V., hoher K,, und niedriger K.-Wert.

Die quantitativen Bestimmungen der CS zeigen eindeutige Ergebnisse. Dieses gilt fiir
alle drei pelagischen Vertreter, die ein vielfaches (4-25 fach) Mehr an CS-Protein als die
benthischen Crustaceen aufwiesen. Dies bestdtigt zunédchst die grundsitzliche Einstel-
lung auf den pelagischen im Vergleich zum benthischen Lebensraum.

Auch hier 148t sich die Tendenz zeigen, dal pelagische Crustaceen aus den kélteren
Regionen noch mehr CS synthetisieren. M. norvegica katt. hatte 1,3 fach mehr CS als
M. norvegica med. und E. superba wies nochmals ca. das Fiinffache an CS als
M. norvegica katt. auf.

BEZIEHUNGEN ZWISCHEN DER PRODUKTION VON HITZESCHOCKPROTEINEN (HSPS) UND
DER CS-REGULATION

Die wihrend starken Temperaturwechseln vermehrt produzierten Streproteine wurden
einer ndheren Betrachtung unterzogen, da bei den untersuchten Krebsen sehr unter-
schiedliche Notwendigkeiten des Temperaturschutzes der Enzyme auftreten mii3ten.
Gleichzeitig sollte untersucht werden, inwieweit die Regulation der CS und die Expres-
sion der StreBproteine gekoppelt sind.

Die Hauptfunktion der sogenannten StreBproteine, auch Chaperone (HSP 70) bzw.
Chaperonine (HSP 60) genannt, ist die Minimierung der Proteinaggregation und der
Schutz der hydrophoben Proteinregionen zur Gewdhrleistung der korrekten Faltung
eines Proteins.

Es stellt sich zundchst die Frage inwieweit HSP 70 in die CS-Regulation eingreift.

Dazu muf3 man beriicksichtigen, dal ATP einer der wichtigsten Effektoren der CS ist.
Es wird sogar angenommen, daf} die Regulation der CS durch ATP fiir dauernd schwim-
mende Euphausiiden essentiell ist.

Von den auf HSP 70 getesteten Crustaceen konnten nur bei den warm-stenothermen
X. kroyeri positive Reaktionen mit Anti-HSP 70 Antikdrpern erzielt werden. Bei allen
anderen untersuchten Crustaceen konnte keinerlei HSP 70 detektiert werden.
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Folglich wurde nur X. kroyeri einer intensiven HSP 70-Untersuchung unterzogen.

Die eingehenden HSP 70-Untersuchungen an X kroyeri, die in vivo verschiedenen
Temperaturen ausgesetzt wurden (Vorinkubation fiir 24 h bei 16, 20, 24 °C und dann
jeweils bei einer StreStemperatur von 28 °C gehdltert) zeigten, dal bei allen drei ge-
testeten Temperaturen jeweils zu Zeitpunkten zwischen 10 und 20 h nach dem Hitzstrel3
die hochsten HSP 70-Mengen mit einem breiten Maximum zwischen 10 und 16 h
auftraten.

Es ist also eine Vorlaufphase zur Exprimierung von HSP 70 erforderlich, in der ATP an
HSP 70 gebunden wird, in den den Zellkern transloziert und dort die Produktion von
HSP 70-mRNA initiiert, um mit erhohter HSP 70-Menge direkt auf den
Temperaturstrel reagieren zu konnen.

Bei allen Hélterungsserien wurden die hochsten HSP 70-Mengen nach 16 h erreicht.
Nach den vorliegenden Beobachtungen ist die hochste HSP 70-Expression bei der
grofiten Temperaturdifferenz zwischen Vorinkubation und Stretemperatur zu ver-
zeichnen (12,5-6,7ug HSP 70 pro Gramm Tier).

Die V,,.-Werte pendeln sich, unabhingig von der StreBtemperatur, nach groferen
Schwankungen zu Beginn des Temperaturstresses bei einem konstanten nicht
signifikant verschiedenen, d. h. vergleichbar hohen Wert ein.

Das HSP 70-Experiment legt daher den Schlufl nahe, dal HSP 70, anschlieend an eine
Einstellungsphase, einen stabilisierenden Einfluf} auf die V_,, hat und zwar derart, daf3
eine gleichbleibend erhohte HSP 70-Expression fiir konstante V. -Werte verantwort-
lich ist.

Dies bestitigt zunédchst die Hypothese, dafl die HSP 70-Exprimierung den V_, -Wert
beeinflufit. Weiterhin kann dadurch die Leistungsfédhigkeit des Tieres unabhédngig von
der Temperatur sichergestellt weden.

FAzIT:

In dieser Arbeit wurde erstmals versucht, die CS bei verschiedenen Crustaceen
quantitativ zu bestimmen. Dies ist mit dem eigens dafiir produzierten polyklonalen
Antikorper auch gelungen. Es zeigte sich, da3 die pelagischen gegeniiber den benthi-
schen Crustaceen eine bis zu 50fach hohere CS-Menge aufwiesen, um den notwendigen
Energiebedarf als dauernd schwimmende Arten zu decken. Bei dem Vergleich der
pelagischen Crustaceen féllt dann beim polaren Vertreter auf, dal, wahrscheinlich zur
metabolischen Kompensation der kélteren Temperaturen, noch mehr CS, ndmlich bis
zum fiinffachen Mehr, als bei den Crustaceen aus den geméBigten Breiten bendtigt wird.
Bei der tropischen Garnele konnte gezeigt werden, da3 die HSP-Proteine eine leistungs-
stabilisierende Funktion haben.

Insgesamt wurde es deutlich, dal die Temperaturanpassung auf enzymatischer Ebene
ein vielschichtiger ProzeB ist, der durch kinetische Parameter, die Enzyme auf- und
abbauende Prozesse sowie die absolute Enzymmenge und den Schutz durch Chaperon-
und Chaperoninstrukturen als Ganzes zu sehen ist.
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Jahre auf dieser Welt, die Kraft weiterzumachen auch als es wirklich nicht mehr ging.
Schon daB es Dich gibt, kleine Maus.
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