Einleitung

1 Einleitung

Sauerstoff spielt fiir die Energieversorgung der iiberwiegenden Mehrzahl der rezenten
tierischen Organismen eine entscheidende Rolle. Substrate fiir eine aerobe Energiegewinnung
sind vor allem Glukose oder ihre Speicherform, das Glykogen. Wihrend Glukose zuerst durch
die Hexokinase unter ATP-Verbrauch phosphoryliert werden muss, kann Glykogen direkt in
den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (Glykolyse) eintreten. In der Glykolyse kénnen ausge-
hend von einer Glykosyleinheit zwei bzw. drei Molekiile ATP gewonnen werden. Endproduk-
te der Glykolyse sind Pyruvat, NADH und Wasser. Unter aeroben Bedingungen wird Pyruvat
im Krebs-Zyklus innerhalb der Mitochondrien weiter oxidiert. Die bei der Oxidation freiwer-
denden Elektronen werden zuerst auf Reduktionsidquivalente (NADH, FADH,) und schlie3-
lich auf Sauerstoff iibertragen. Sauerstoff sorgt fiir einen kontinuierlichen Elektronenfluss
iiber die Komplexe der Atmungskette und somit fiir den Aufbau eines Protonengradienten,
der fiir die Energiekonservierung mit Hilfe der ATPsynthase genutzt werden kann. Bei der
vollstindigen Oxidation der Glukose konnen 29.5 Molekiile ATP aus einer Glykosyleinheit
gewonnen werden. Werden die Elektronen des cytosolischen NADH iiber den Malat-Aspar-
tat-Shuttle in die Mitochondrien transportiert, so konnen pro Mol Glukose sogar 31 Mol ATP

gewonnen werden (Hinkle ef al., 1991).

Funktionsbedingte Anaerobiose

Obwohl der Sauerstoffanteil an der Zusammensetzung der heutigen Atmosphére
ca. 21 % betragt, konnen Organismen kurz- oder ldngerfristigen Sauerstoffmangelsituationen
ausgesetzt sein. Nach Zebe et al. (1980) kann man zwei Arten des Sauerstoffmangels unter-
scheiden: Wihrend starker korperlicher Anstrengungen, z.B. bei der Flucht vor Fressfeinden
(Flight and Fight-Reaktion) oder beim Eingraben ins Sediment kann es in bestimmten Gewe-
ben zu einer funktionsbedingten Anaerobiose kommen (Géde et al., 1978; Zebe et al., 1980).
Beispiele fiir eine solche funktionsbedingte Anaerobiose sind die Fluchtreaktionen der Pilger-
muschel Pecten maximus oder der Wellhornschnecke Buccinum undatum. Beide versuchen
Fressfeinden, wie z.B. dem Seestern Astropecten aurantiacus, zu entkommen. Kontraktionen
des Adduktormuskels der Pilgermuschel fithren zu einem schnellen Offnen und SchlieBen der
Schale, was zu heftigen Spring- und Schwimmbewegungen fiihrt (Thomas und Gruffydd,
1971). Die Wellhornschnecke versucht, sich durch Rotationen der Schale um den Eingewei-

desack, die durch den Columellarmuskel angetrieben werden, dem Fressfeind zu entwinden
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(Feder, 1963). Der Spritzwurm Sipunculus nudus oder der Wattwurm Arenicola marina kon-
nen durch starken Wellengang ausgespiilt werden und miissen sich wieder ins Sediment ein-

graben um vor Fressfeinden geschiitzt zu sein (Portner et al., 1984; Siegmund et al., 1985).
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Abb. 1 Uberblick iiber die verschiedenen anaeroben Stoffwechselvorgiinge in marinen Invertebraten.
@ Phosphorylase @ Hexokinase ® Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) @ Argininkinase
® Myokinase ® Octopindehydrogenase (ODH) @ Laktatdehydrogenase (LDH) ® verschiedene Opindehydro-
genasen (Pyruvatoxidoreduktasen; s. Erlduterung im Text) @ Fumaratreduktase-Komplex (Succinatgirung)
Acetat- /Propionatgirung (verdndert nach Grieshaber et al., 1994).

Bis zu 20 % der fiir die ,,Flight and Fight“-Reaktionen bendtigten Energie kann aus
dem ATP-Vorrat der Zelle geschopft werden. Die restlichen 70-80 % werden durch Trans-
phosphorylierung von Phosphagenen bereitgestellt. Phosphagene sind phosphorylierte Guani-
diniumverbindungen. Thre energiereiche Phosphorylgruppe kann katalysiert durch Phospha-
genkinasen auf ADP iibertragen werden. Kreatinphosphat ist das einzige Phosphagen der Ver-
tebraten. Bei Invertebraten wurden sieben weitere Phosphagene und die zugehérigen Phos-
photransferasen gefunden (Roche et al., 1960; Ellington, 1989; Ellington, 2001). In vielen

Spezies konnen gleichzeitig mehrere Phosphagene, wenn auch oft in unterschiedlichen Kon-
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zentrationen, detektiert werden. L-Argininphosphat, das Phosphagen der Mollusken und Ar-
thropoden, ist bei den Invertebraten am weitesten verbreitet (Meyerhof, 1928; Meyerhof und
Lohmann, 1928; Grieshaber, 1978; Gide et al., 1978). Im Adduktormuskel der ruhenden Pil-
germuschel wurde mit 52 umol pro Gramm Muskel eine hohe L-Argininphosphat-Konzentra-
tion gemessen (Beis und Newsholme, 1975). Wihrend einer heftigen Fluchtreaktion nimmt
die Konzentration fast vollstindig ab (Grieshaber und Gide, 1977; Géde et al., 1978). Ver-
gleiche der Phosphagenkonzentrationen im Gewebe verschiedener Spezies haben gezeigt,
dass der Phosphagengehalt mobiler Tiere grofler ist als in sessilen Spezies. Entsprechend der
Phosphagenkonzentration im Gewebe konnen unterschiedlich lange Perioden erhohter Aktivi-
tit bewiltigt werden. Jedes Phosphagen bendtigt fiir die Ubertragung der Phosphorylgruppe
auf ADP eine eigene Phosphagenkinase. Die L-Argininkinase stellt wahrscheinlich den ur-
spriinglichsten Vertreter dieser Enzymfamilie dar, aus dem sich die Vielzahl der Phosphagen-
kinasen entwickelt haben soll (van Thoai und Roche, 1964; Suzuki und Furukohri, 1994; Su-
zuki et al., 1998). Bei den Mollusken arbeitet die L-Argininkinase (Abb.1, @) in vivo nahe
ihres Gleichgewichts und sorgt, z.B. bei der Fluchtreaktion, fiir eine schnelle Bereitstellung
von ATP (van Thoai und Roche, 1964; Beis und Newsholme, 1975; Graham et al., 1986).
Eine weitere Moglichkeit der ATP-Synthese wird von der Myokinase (Abb.1, ®) katalysiert,
die zwei ADP in ATP und AMP umwandelt.

Anaerobe Glykolyse

Wird mehr ATP benétigt als durch Phosphagene bereitgestellt werden kann, so wird
dieses durch die anaerobe Glykolyse gewonnen. Glykogen ist die hauptsédchliche Energiequel-
le unter funktionsbedingter Anaerobiose und daher auch in hohen Konzentrationen im Mus-
kelgewebe enthalten. Bei der Miesmuschel Mytilus edulis macht Glykogen zwischen 10 und
30 % des Trockengewichts aus (de Zwaan und Zandee, 1972; de Zwaan und Wijsman, 1976).
Hohe Aktivititen der Phosphorylase (Abb.1, @) und im Vergleich geringe Aktivititen der
Hexokinase (Abb.1, @) wurden z.B. in der Adduktormuskulatur von Pecten maximus und in
der Mantelmuskulatur des schnell schwimmenden Kalmars Loligo vulgaris gefunden (Zam-

mit und Newsholme, 1976).

Allerdings ldsst sich durch anaerobe Glykolyse, verglichen mit einer vollstindigen
Oxidation der Glukose, nur wenig Energie gewinnen. Die Ausbeute liegt lediglich bei 10 %.
Zum Ausgleich kann die glykolytische Fluxrate erhoht werden (Pasteur-Effekt) (de Zwaan et
al., 1980; Thompson et al., 1980; Portner et al., 1984; Stanley und Connet, 1991). Allosteri-
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sche Kontrolle von Schliisselenzymen, kovalente Protein-Modifikationen z.B. der Glykogen-
phosphorylase (Ebberink und Salismans, 1982) und Phosphofruktokinase (Ebberink, 1982;
Storey, 1984) sowie die Kompartimentierung von Enzymgruppen spielen bei der Regulation
der anaeroben Glykolyse eine wichtige Rolle (Clarke und Masters, 1974a und b; Plaxton und
Storey, 1986; Masters et al., 1987; Srivastava, 1991). Durch eine erhohte Glykolyserate hiu-
fen sich jedoch Reduktionsiquivalente an, die nicht alle in der Atmungskette oxidiert werden
konnen, da zum einen die Transportkapazitit fiir die Reduktionsdquivalente ins Mitochondri-
um erschopft ist und zum anderen die Fluxrate des Krebszyklus einen limitierenden Faktor
darstellt (Crabtree und Newsholme, 1972; Zammit und Newsholme, 1976; Grieshaber et al.,
1994). Obwohl in der stark arbeitenden Muskulatur Energie tiberwiegend durch die anaerobe
Glykolyse gewonnen wird, miissen die Mitochondrien nicht zwingend einem Sauerstoffman-
gel ausgesetzt sein. Die O,-Konzentration in den Mitochondrien kann ausreichend sein, um
ATP zu produzieren, allerdings ist die Rate zu gering, um den erhohten Energiebedarf im
kontrahierenden Muskel sicherzustellen (Connet ef al., 1983, 1984 und 1985; Katz und Sah-
lin, 1988). Damit die anaerobe Glykolyse nicht zum Erliegen kommt, miissen die bei der Oxi-
dation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat (Abb.1, @) gebildeten Reduktionsidquivalente reoxi-

diert werden.

Terminale Pyruvatoxidoreduktasen

Verschiedene terminale Pyruvatoxidoreduktasen katalysieren die Oxidation von
NADH. Der bekannteste Vertreter dieser Enzymklasse ist die Laktat-Dehydrogenase (Abb.1,
®@; L-Laktat: NAD* Oxidoreduktase, EC 1.1.1.27; LDH). Dieses Enzym katalysiert die Uber-
tragung eines Hydridions vom NADH auf Pyruvat. Endprodukte dieser Reaktion sind Laktat
und NAD" (Meyerhof, 1924; Straub, 1940; Crabtree und Newsholme, 1972). Die LDH hiilt
somit vorwiegend bei Vertebraten aber auch bei Crustaceen, Spinnen und Insekten den Re-
doxzustand der Zellen bei funktionsbedingter Anaerobiose aufrecht (Livingstone et al., 1983).
Laktat als Endprodukt einer anaeroben Glykolyse lésst sich leicht in ithren Geweben nachwei-

sen (Fletcher und Hopkins, 1907; Meyerhof, 1924; Bennett, 1978).

In der Muskulatur der Coelenteraten, Nemertinen, Cnidariern und Mollusken konnte
allerdings auch nach extensiver Muskelarbeit kein oder nur wenig Laktat gefunden werden
(Glaister und Kerly, 1936; Zebe, 1975). Weiterhin war eine LDH gar nicht oder nur in sehr
geringer Aktivitiat nachweisbar. Lange Zeit war unklar, ob auch diese Organismen iiberhaupt

Energie iiber eine anaerobe Glykolyse gewinnen konnen (Dales, 1958; Surholt, 1980).
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Heute weill man, dass anstelle der LDH so genannte Opindehydrogenasen (Abb.1, ®
und ®) in diesen Tieren die anaerobe Glykolyse terminieren (Zammit und Newsholme, 1976;
Baldwin und Opie, 1978; Gide, 1980; Livingstone et al., 1983; Portner et al., 1984; Sieg-
mund et al., 1985; Gide und Grieshaber, 1986; Livingstone et al., 1990; Hammen und Bul-
lock, 1991; Hammen und Fielding, 1993). Die Opindehydrogenasen katalysieren die reversib-
le, reduktive Kondensation von Pyruvat oder einer anderen o-Ketosdure mit einer Amino-
sdure in Gegenwart von NADH. Endprodukte dieser Reaktion sind N-(Carboxyalkyl)-Amino-
sduren, die als Opine bezeichnet werden (Tempé, 1983) und NAD". Bereits 1928 isolierte
Morizawa aus der Mantelmuskulatur des Cephalopoden Octopus octopodia eine ,,ungewohn-
liche* Aminosdure, die spiter als Octopin bezeichnet wurde (Morizawa, 1928; Moore und
Willson, 1937a und b). Ausgehend von Pyruvat, L-Arginin und Muskelextrakten aus ver-
schiedenen marinen Invertebraten wurde Octopin 1959 von van Thoai und Robin in vitro syn-
thetisiert (van Thoai und Robin, 1959a und b). Die Kondensation von Pyruvat mit der Amino-
sdure L-Arginin wird von einem Enzym katalysiert, das den Namen Octopindehydrogenase
(Abb.1, ®; ODH, EC 1.5.1.11, Nz-(1-carboxyethyl)-L-Arginin: NAD" Oxidoreduktase) er-
hielt (van Thoai et al. 1961). Isoliert wurde dieses Enzym zum ersten Mal 1969 aus dem Ad-
duktormuskel der Pilgermuschel Pecten maximus (van Thoai et al., 1969). Spiter wurde ODH
in einer Vielzahl anderer mariner bzw. limnischer Invertebraten nachgewiesen und aus ihnen
gereinigt, z.B. aus dem Anneliden Sipunculus nudus (Haas et al., 1973), aus der Teichmu-
schel Anodonta cygnea (Gide und Grieshaber, 1975), aus Pecten jacobaeus (Grieshaber und
Gide, 1977) sowie aus dem Kalmar Loligo vulgaris (Grieshaber et al., 1978) und dem Ne-

mertinen Cerebratulus lacteus (Gidde und Carlsson, 1984).

Im Adduktormuskel einer fliichtenden Pilgermuschel steigt der Gehalt an L-Arginin
durch die Transphosphorylierung von Argininphosphat (Abb.1, @) stark an. Freigewordenes
L-Arginin wird wihrend der nachfolgenden Erholungsphase ODH-katalysiert mit Pyruvat zu
D-Octopin umgesetzt (Grieshaber und Gide, 1977; Gide et al., 1978). Bei dieser Reaktion
werden ebenfalls die bei der Reaktion der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(Abb.1, ®) anfallenden Reduktionsdquivalente reoxidiert, so dass die ODH bei den marinen
Invertebraten den Redoxzustand des sauerstoffverarmten Muskelgewebes konstant hilt
(Fields et al., 1976b und c; Fields und Quinn, 1981; Fields, 1983). Bei anderen Vertretern

mariner Invertebraten iibernehmen andere Opindehydrogenasen diese Reaktion.
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Bis heute sind vier weitere Opindehydrogenasen in marinen Invertebraten entdeckt
und teilweise auch gereinigt worden (Gédde und Grieshaber, 1986; Grieshaber und Kreutzer,
1986; Kreutzer et al., 1986; Grieshaber et al., 1994). Die Strombin-/ Alanopindehydrogenase
(Glycin bzw. Alanin als Aminosduresubstrat; EC 1.5.1.22, EC 1.5.1.17) wurde von Fields
(1976a) im Adduktormuskel der Auster Crassostrea gigas nachgewiesen. Die Tauropindehy-
drogenase, die Taurin neben Pyruvat als Substrat verwendet, ist 1986 von Sato entdeckt wor-
den (Sato und Gide, 1986), der auch die [B-Alanopindehydrogenase (Aminoséiuresubstrat
B-Alanin) aus der Trogmuschel Scarpharca broughtonii isolierte (Sato et al., 1987). Oft findet
man jedoch in einem Organismus bzw. Gewebe mehr als eine Opindehydrogenaseaktivitit.
Teilweise lieBen sich die verschiedene Aktivititen unterschiedlichen Enzymen zuordnen
(Kreutzer et al., 1989). Es lassen sich jedoch auch Opindehydrogenasen finden, die ein breites
Substratspektrum beziiglich der Aminosédure aufweisen (Ellington, 1980; Storey und Dando,
1982; Géde und Grieshaber, 1986). Weiterhin wird in der Literatur auch von Enzympolymor-
phismen und gewebespezifischen Isoenzymen berichtet (Storey, 1977; Storey und Storey,
1979a und b; Dando et al., 1981; Kanno et al., 1996; Manchenko et al., 1998; Perez et al.,
2000).

Biotopbedingte Anaerobiose

Neben einer funktionsbedingten Anaerobiose konnen tierische Organismen auch einer
biotopbedingten Anaerobiose ausgesetzt sein, die sich durch die Erniedrigung des Sauerstoff-
partialdrucks (pO,) in ihrem Habitat unter einen kritischen Wert (pc) auszeichnet (Zebe ef al.,
1980). Dieser hypoxische Zustand kann zeitlich begrenzt sein oder aber fortwédhrend beste-
hen. Bewohner des interdidalen Sediments zum Beispiel sind durch den periodischen Wechsel
von Ebbe und Flut zeitweilig hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, da sie ihren Bau bei Nie-
drigwasser nicht mehr mit O,-reichem Wasser irrigieren konnen. In limnischen und marinen
Habitaten kommt es durch starke Besiedlung mit Tieren und Pflanzen zu diurnalen Schwan-
kungen des Sauerstoffpartialdrucks. Parasiten, die im Verdauungstrakt von Vertebraten leben,
sind hingegen vollstindig von atmosphérischem Sauerstoff abgeschlossen. Zur Energieversor-
gung sind Lebewesen in diesen Habitaten mitunter auf eine anaerobe Energiegewinnung an-
gewiesen.

Zu Beginn einer biotopbedingten Anaerobiose wird Energie ebenfalls iiberwiegend
durch die Transphosphorylierung von Phosphagenen gewonnen. Im Gegensatz zum Phospho-
kreatin der Vertebraten sind die Phosphagene der Invertebraten thermodynamisch stabiler und

damit hervorragend geeignet, Energie auch iiber einen lingeren Zeitraum bei einem sehr nie-
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drigen [ATP]/[ADP]-Verhiltnis im Gewebe bereitzustellen (Schéttler et al., 1984a und b;
Graham und Ellington, 1985; Graham et al., 1985; Ellington, 1989; Ellington, 2001). Weiter-
hin ldsst sich durch Substratkettenphosphorylierung wihrend der anaeroben Glykolyse und
durch die Reduktion von Fumarat zu Succinat (Abb.1, @) Energie gewinnen (Kmetec und
Bueding, 1961; Schroff und Schottler, 1977; Holwerda und de Zwaan, 1979 und 1980). Zu-
sdtzlich wird der Metabolismus drastisch reduziert und die Glykolyserate bis auf 5 bis 10 %
der normoxischen Rate herabgesetzt (Meinardus-Hager et al., 1989; Hardewig et al., 1991a
und b). Die Reoxidation von glykolytischem NADH allerdings wird auch bei biotopbedingter

Anaerobiose durch die Laktat- bzw. durch die Opindehydrogenasen ermoglicht.

Bei lidnger andauernder Anaerobiose wird auch das mitochondriale Kompartiment in
die Energiegewinnung mit einbezogen. Die Ausnutzung des Fumaratreduktase-Komplexes
(Abb.1, ®) und des Acetat-Propionat-Weges (Abb.1, @; Schroff und Zebe, 1980; Schéttler,
1983; Hardewig et al., 1994) erhohen die ATP-Ausbeute von 3 Mol auf 7 Mol ATP pro Gly-
kosyleinheit (Grieshaber et al., 1994).

Dualismus der Opinbildung

Opindehydrogenasen sind also sowohl bei funktionsbedingter, als auch bei biotopbe-
dingter Anaerobiose entscheidend an der Energieversorgung der Invertebraten beteiligt. Aller-
dings werden oft unterschiedliche Endprodukte nach funktions- bzw. biotopbedingter Anaero-
biose akkumuliert (Kreutzer et al., 1989). Im Hautmuskelschlauch des Wattwurms Arenicola
marina z.B. findet man nach starker Grabaktivitidt iiberwiegend Alanopin, wohingegen bei
einer stickstoffinduzierten Anaerobiose vorwiegend Strombin akkumuliert (Siegmund et al.,
1985). In der Herzmuschel Cardium tuberculatum und der amerikanischen Schwertmuschel
Ensis directus konnte nach starker Muskelaktivitit vornehmlich Octopin, nach einer Hypoxie
iiberwiegend D-Laktat nachgewiesen werden (Meinardus-Hager und Géde, 1986a und b;
Schiedek und Zebe, 1987). Der Spritzwurm Sipunculus nudus akkumuliert ebenfalls Octopin
bei funktionsbedinger Anaerobiose, allerdings wird in seinem Hautmuskelschlauch bei bio-
topbedingter Hypoxie Strombin gebildet (Portner et al., 1984). Dieser Dualismus der Opinbil-
dung lieB sich durch vergleichende Untersuchungen zum Aminosdure- und Opingehalt in
mehr als 20 Spezies, die sowohl funktionsbedingter-, als auch biotopbedingter Anaerobiose
unterworfen wurden, physiologisch erkldren. Biotopbedingte Anaerobiose ist durch einen nie-
drigen glykolytischen Flux gekennzeichnet. Hierbei arbeiten alle Opindehydrogenasen eines

Gewebes nahe ihres Gleichgewichts und die am hochsten konzentrierte Aminosidure bestimmt
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das bevorzugt gebildete Endprodukt. Bei einem hohen glykolytischem Flux, wie er fiir die
funktionsbedingte Anaerobiose charakteristisch ist, arbeiten nur diejenigen Opindehydrogena-
sen nahe ihres Gleichgewichts, die in ausreichend hoher Aktivitit im entsprechenden Gewebe
vorhanden sind. Die Kapazitit dieser Enzyme bestimmt, welche Endprodukte vornehmlich

gebildet werden (Portner et al., 1984; Kreutzer et al., 1989).

Verbreitung von Opindehydrogenasen

In Arbeiten von Livingstone (1983 und 1990), Hammen und Bullock (1991), Hammen
und Fielding (1993) sowie von Sato (1993a) wird die Verbreitung von Opin- und Laktatdehy-
drogenasen in mehr als 160 Spezies aus 17 Tierstimmen eingehend behandelt. Opindehydro-
genasen wurden jedoch nicht nur bei Invertebraten gefunden. Sato und Mitarbeiter reinigten
1993 eine Tauropindehydrogenase aus der marinen Rotalge Rhodoglossum japonicum (Sato et
al., 1993b). Weiterhin wurden auch in Wurzelhalsgallen dikotyler Pflanzen Opindehydroge-
nasen nachgewiesen (Smith und Townsend, 1907; Chilton et al., 1977; Moore et al., 1979;
Schell et al., 1979). Wurzelhalsgallen entstehen durch Infektion der Pflanzen mit pathogenen
Agrobakterien, z.B. mit Agrobacterium tumefaciens. Die Agrobakterien enthalten so genannte
Ti-Plasmide (tumor inducing plasmids), welche neben den Oncogenen auch Gene fiir die Syn-
these und den Abbau von Opinen enthalten (van Larebeke et al., 1973 und 1974; Watson et
al., 1975; van Montagu et al., 1980; Messens et al., 1985). Der Einbau eines Abschnitts dieses
Plasmids in das Pflanzengenom (Chilton et al., 1977; Willmitzer et al., 1980; Deblaere et al.,
1985) fiihrt zu einer tumordsen Verdnderung des Pflanzengewebes und veranlasst die Pflanze,
Opine zu produzieren, die wiederum den Bakterien als Kohlen- und Stickstoffquelle dienen.
Die bendtigten Opinpermeasen und Opinoxidasen sind ebenfalls Ti-Plasmid kodiert. Aller-
dings unterscheiden sich die Opinoxidasen sowohl katalytisch als auch strukturell von den
Opinsynthasen (Nester, 1981; Tempé und Petit, 1983; Chang et al., 1983; Chilton et al., 1984;
Firmin et al., 1985; Thompson und Donkersloot, 1992). Weiterhin wurden Opindehydrogena-
sen auch bei Pseudomonaden (Beaulieu ef al., 1983; Rossignol und Dion, 1985; Boivin et al.,
1987), Rhizobiaceen (Beauchamp et al.,1991) und Coryneformen, z.B. bei Arthrobacter sp.,
nachgewiesen (Tremblay et al., 1987a und b; Asano et al., 1989). Zusitzlich konnte auch in
Pilzen der Gattungen Cylindrocarpon und Fusarium ein Opinkatabolismus nachgewiesen

werden (Beauchamp et al., 1990).
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Biochemische Charakterisierung der Opindehydrogenasen

Neben ihren physiologischen Eigenschaften sind einzelne Opindehydrogenasen auch
biochemisch bereits gut charakterisiert worden. Besonders die als erstes isolierte Octopinde-
hydrogenase der Pilgermuschel Pecten maximus war in der Vergangenheit ein beliebtes Ver-
suchsobjekt, da sie sich verhiltnisméBig leicht aus dem Adduktormuskel reinigen lie. Als
monomeres Enzym mit einem Molekulargewicht von 43.3 kDa hilt man sie fiir eine der
kleinsten NADH-abhédngigen Dehydrogenasen (Olomucki et al., 1972; Géade und Grieshaber,
1986; JanBlen, 2000).

Die Ligandenbindung an ODH wurde mit kinetischen Techniken eingehend von Mon-
neuse-Doublet und Olomucki (1975 a & b, Monneuse-Doublet er al., 1978) sowie von
Schrimsher und Taylor (1984) untersucht, wobei jedoch beide Gruppen zu teilweise unter-
schiedlichen Ergebnissen kamen. Monneuse-Doublet und Olomucki (1975 a & b) postulieren
fiir die Ligandenbindung an ODH eine geordnete Reihenfolge. Zuerst bindet das Coenzym
NADH, dann Pyruvat und schlieBlich L-Arginin. Pyruvat reagiert mit L-Arginin unter Dehy-
dratisierung zu einer Schiffbase. Auf diesen Ubergangszustand erfolgt schlieBlich der Hydrid-
transfer vom NADH, wodurch D-Octopin entsteht. Anscheinend besitzt die ODH zwei unter-
schiedliche Bindestellen fiir die Substrate Pyruvat und L-Arginin. Die bis dahin vorherrschen-
de Meinung, dass die Schiffbase an das Enzym gebunden wird (van Thoai et al., 1969), wurde
von diesen Autoren widerlegt. Auch Schrimsher und Taylor (1984) gehen davon aus, dass
zuerst das Coenzym an das Enzym bindet. Die nachfolgende Bindung der Substrate soll je-
doch ungeordnet erfolgen, selbst die Bindung einer Schiffbase wird von ihnen nicht ausge-
schlossen. Pho (1970), sowie Oriol und Olomucki (1972) konnten durch spektrophotometri-
sche und spektropolarometrische Untersuchungen feststellen, dass sich bei der Bindung des
Coenzyms die Proteinstruktur dndern muss. Weiterhin wurde die ODH auch benutzt, um die
Faltung einfacher, monomerer Proteine zu untersuchen (Zettlmeissel et al., 1984; Teschner et

al., 1987).

Durch die Aufkldrung der Primérstruktur der Octopindehydrogenasen aus Pecten ma-
ximus, Loligo vulgaris, Loligo opalescens und Sepia officinalis von JanBen (2000) sowie
durch die Arbeiten einer japanischer Gruppe (Kimura et al., 2004; Kan-No et al. 2005) sind
heute Sequenzen verschiedener Octopin- und Tauropindehydrogenasen mariner Invertebraten
in Datenbanken verfiigbar und ermoglichen Sequenzvergleiche z.B. mit anderen NADH-ab-
hingigen Dehydrogenasen. Die coenzymbindenden Doménen dieser Dehydrogenasen sind to-

pologisch sehr dhnlich aufgebaut und bestehen aus einem konservierten B-o-p-o-B-Motiv
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