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Abkiurzungsverzeichnis

Hier eine Auflistung der in der Arbeit verwendeten Abkiirzungen und Symbole. Bei

physikalischen Messgrdssen ist in Klammern die verwendete Einheit angegeben.

V) prozentualer Volumenanteil
YWY o prozentualer Massenanteil pro Volumeneinheit
AB-Medium ........... Antibiotic Medium No. 3, Fa. Oxoid, Wesel
ADAM ........ ... ... I-Aminoadamantan Hydrochlorid
AFM ... ... Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie
(engl.: Atomic-Force-Microscopy)
aquadest. .............. destilliertes Wasser
aquabidest. ............ zweifach destilliertes Wasser
aquademin. ............ demineralisiertes Wasser
ATP ... ... ... ... ..., Adenosintriphosphat
BIA ........ .. ... ... Biomolekulare Interaktions-Analyse
C e Konzentration [mol/l] oder [mmol/1]
CD ... Cirkulardichroismus
L-2,4-DABA /DABA .... L-2,4-Diaminobuttersdure Hydrochlorid
DAP ... ... ... 1,3-Diaminopropan
DCE .................. 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin Hydrochlorid

(Decarboxy-Ectoin)

AG ... freie Enthalpie; nach [IUPAC und zu Ehren von J.W. Gibbs auch
Gibbs-Energie genannt
Da der Begriff ,,energie” im englischen sowohl die Energie, als
auch die Enthalpie bezeichnet, wird AG im folgenden als
Energie bezeichnet.

AGy oo freie Denaturierungsenergie [Jxmol'xK™']

AGod +vovieiiii freie Bindungsenergie [Jxmol'xK™"]

AGyh oo freie Hydratationsenergie [Jxmol'xK™']

AGy oo freie Transferenergie [Jxmol'xK™]

DHBA ................ Dihydroxybenzoesdure (engl.: Dihydroxybenzoec Acid)
DHMICA .............. 4,5-Dihydro-2-methyl-imidazol-4-carbonsiure

(engl.: 4,5-Dihydro-2-methyl-imidazole-4-carboxylic Acid)
DKP .................. Diketopiperazin
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DNA ... ... ... Desoxyribonucleinsdure (engl.: Desoxyribonucleic Acid)
cDNA ... ... ...... komplementire DNA
dsDNA ................ doppelstrangige DNA (engl.: double strang DNA)
ssDNA ................ einzelstringige DNA (engl.: single strang DNA)
DSC ... ... ... L. Diftferentialkalorimetrie

(engl. Differential-Scanning-Calorimetrie)
Ecoli ................ Escherichia Coli
ectUp ..., Genfragment vor den Ectoingenen aus Marinococcus halophilus
€0 v Vielfache (engl.: equivalent)
FEmM ............... Flacheneinheiten des Detektorpeaks pro mmol/l Solut
FMOC ................ 9-Flurenyloxycarbonylchlorid
e bei Massenangaben: Gramm

bei Zentrifugen: Vielfaches der Erdbeschleunigung

g Genfragment, welches das griin fluoreszierende Protein kodiert
GFP ... ... .. ... griin fluoreszierendes Protein
HHMCCA ............. 3,4,5,6,7,8-Hexahydro-2-methyl-1,3-diazocin-4-carborsdure

(engl.: 3,4,5,6,7,8-Hexahydro-2-methyl-1,3-diazocine-
4-carboxylic Acid)

HPLC ................ Hochleistungsfliissigkeitschromatografie
(engl.: High Perfomance Liquid Chromatography)
IUPAC ................ Internationale Union fiir Reine und Angewandte Chemie
(engl.: International Union of Pure and Applied Chemistry)
LDH ................. Lactat-Dehydrogenase
Mhz .................. Megaherz, Einheit der Frequenz
e im thermodynamischen Zusammenhang: chemisches Potential,

im Zusammenhang mit Bakterienwachstum: Wachtumsrate [h™]

M .o molar, Kurzform fiir mol/l

mM .. millimolar, Kurzform fiir mmol/l

UM mikromolar, Kurzform fiir pmol/l

MM63 ................ Minimal-Medium Nr. 63 (nach LARSEN et al., 1987)

mW . Milliwatt, Einheit des Warmeflusses
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NAc-DABA ............ N-Acetyl-diaminobuttersidure
(oNAc-DABA und/oder YNAc-DABA)

oNAc-DABA .......... oN-Acetyl-diaminobuttersdure
(engl.: aN-acetyl-Diaminobutyric Acid)

YNAc-DABA ........... YN-Acetyl-diaminobuttersdure
(engl.: yN-acetyl-Diaminobutyric Acid)

NADH ................ Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, reduzierte Form

nd ... nicht bestimmt (engl.: not determined)

NMR ................. Kernresonanzspektroskopie (engl.:
Nuclear Magnetic Resonance)

OD ... .. optische Dichte

P-A. Reinheitsgrad von Chemikalien (engl.: pro analysis)

PCR .................. Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction)

PFK ... ... ... ... .... Phosphofructokinase

ppPMm ... Einheit der chemischen Verschiebung (engl.: parts per million)

R ... allgemeine Gaskonstante; 8,314 Jxmol'xK™!

RL ... .. Brechungsindex (engl.: Refractive Index)

RNA ... .. ... ... Ribonucleinsdure (engl.: Ribonucleic Acid)

RNase A .............. Ribonuclease A, bovine pancreatic

TPM o Umdrehungen pro Minute (eng.: rounds per minit)

RT ... .. .. Retentionszeit (engl.: Retention Time)

SPR ... ... ... .. ... Oberflaichen = Plasmaresonanz  (engl.:  Surface Plasmon
Resonance)

TBM ................. Trockenbiomasse [g oder mg]

T Temperatur [°C] oder [K]

1) P Verdopplungszeit [h]

] Schmelzpunkt [°C] von Proteinen oder DNA

TMAO ................ Trimethylamin-N-oxid

TMS ... Tetramethylsilan

TMSP ... .. ... ... ... 3-(Trimethylsilyl)-propionsdure-ds-Natriumsalz

UV ultraviolett
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1. Einleitung

1.1. Extremophile - Von der okologischen Nische ins
Supermarktregal

Extremophile Organismen besiedeln Lebensrdume mit einem oder mehreren fiir die Mehrheit
der existierenden Lebewesen extremen Umweltfaktoren. Sie sind also Nischenbewohner, die
aufgrund ihrer speziellen Anpassung dort iiberleben kénnen, wo ,,normale” Lebewesen nicht
existieren kdnnen. Zu diesen Nischen gehoren extrem heisse sowie enorm kalte Lebensrdume,
wie z. B. Geysiere (Thermophile) oder das ewige Eis des Nord- oder Siidpoles
(Psychrophile), extreme pH-Werte z. B. in Industrieabwissern (Acido-, bzw. Alkaliphile)
sowie extrem hohe Salzkonzentratrionen z. B. in Salzseen sowie auf gepodkelten, also zur
Konservierung in Salz eingelegten, Lebensmitteln wie Schinken, Wurst oder Fisch
(Halophile).

Man unterscheidet dabei jeweils danach, ob die Organismen die extremen
Umweltbedingungen nur tolerieren konnen oder diese zwingend bendtigen wie z.B. der
extrem thermophile Pyrococcus furiosus, der bei einer Temperatur von 100°C seine grosste
Wachstumsgeschwindigkeit zeigt, wihrend er unter 45°C gar nicht mehr wéchst. Natiirlich
gibt es auch Mischformen zwischen den einzelnen Gruppen z. B. der halo-alkaliphile
Halomonas-Stamm 25B1 (DUCKWORTH et al., 2000) der gleichzeitig sowohl hohe
Salzkonzentrationen als auch einem hohen pH-Wert ben6tigt um optimal zu wachsen.

Die Extremophilen haben im Laufe der Evolution Schutzmechanismen entwickelt, die sie
befdhigen die sonst unwirtlichen Rdume zu besiedeln. Gerade diese Schutzmechanismen sind
fiir die Forschung und Industrie von grésstem Interesse, so dass in den letzten Jahren viel
Aufwand getrieben wurde, um die Probleme beim Umgang mit Extremophilen zu 16sen. So
wurden z. B. Fermentationsanlagen auf Kunststoff-Basis entwickelt, da der hohe Salzgehalt
bei der Anzucht von Halophilen in herkomlichen Fermentern aus Edelstahl zu starker
Korrosion gefiihrt hatte. Andererseits konnen bei der Anzucht der Extremophilen die
Sterilisationsmassnahmen minimiert werden, da diese fiir andere Lebewesen widrigen
Parameter, nur selten zu Kontaminationen fiihren.

Die Extremophilen und die daraus gewonnenen Strukturen sind ihren Nischen entwachsen
und beschrianken sich auch nicht mehr auf ihren Einsatz in Forschungslaboren. Sie sind in den

letzten Jahren verstérkt in das Interesse der Industrie geriickt und gelangen so immer weiter in
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unsere Konsumwelt. Ectoin, ein Schutzstoff viele halophiler Bakterien, kommt z. B. in
kommerziell erhiltlichen Hautcremes (Hydro-CelLife, Fa. Marbert, Diisseldorf; Seba Med
Micro 100, Fa. Sebapharm GmbH & Co. KG, Bad Salzig) zum Einsatz. In naher Zukunft
werden, aufgrund ihrer hoheren Resistenz gegen die in der Waschmaschine herschenden
Bedingungen, vermutlich Enzyme aus thermophilen und/oder alkaliphilen Organismen in

Waschmitteln zu finden sein.

1.2. Anpassung an extreme Lebensraume

Die Anpassungsstrategien der Extremophilen sind ebenso verschieden, wie ihre
Lebensrdume. Sie betreffen alle Zellbestandteile wie: Membranen, Proteine, Cytosol und
Nucleinsduren. Die Membranen der Thermophilen sind durch ihre Zusammensetzung so
modifiziert, dass sie wesentlich starrer sind, wéhrend die Psychrophilen sehr flexible
Membranen besitzen, die auch bei tiefen Temperaturen noch fliissigkristallin sind
(VREELAND et al., 1984; ADAMS et al., 1989; ADAMS & RUSSELL, 1992). Thermophile
Organismen schiitzen ihre DNA und zelluldre Proteine zusdtzlich durch die Synthese
spezieller Proteine, sogenannte Chaperone, die sich an die DNA und Proteine anlagern und
diese vor der thermischen Denaturierung schiitzen. Auch die Aminosdurezusammensetzung
der extremophilen Proteine ist sehr unterschiedlich. Wihrend thermophile Organismen wenig
Glycin in die Proteine einbauen, um dadurch die Proteine starrer und unanfilliger fiir eine
temperaturbedingte Auffaltung zu machen, lagern halophile Organismen besonders viele
negativ geladene Aminosduren an der Oberfliche ihrer Enzyme ein, um so eine erhohte Na*
und/oder K'-Konzentration im Cytosol kompensieren zu konnen. Die Unterschiede in den
Strukturen von thermophilen, halophilen und mesophilen (normalen) Enzymen fassen die
folgenden Autoren sehr umfassend zusammen: HOUGH & DANSON, 1999; MADIGAN &
OREN, 1999; JAENICKE, 2000; MADERN et al., 2000.

Die halophilen Mikroorganismen gehoren hauptsidchlich den Reichen der Archaea und
Bacteria an (TRUPPER & GALINSKI, 1986; SEVERIN, 1993; GALINSKI & TRUPER,
1994) aber auch im Reich der Eukarya gibt es salzliebende Wesen, wie die Griinalge
Dunaliella salina (BEN-AMOTZ & AVRON, 1973; AVRON, 1986), sowie xerophile Hefen

und Fadenpilze.
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Die Anpassung an die geringe Bioverfiigbarkeit von Wasser in den salinen Biotopen
(Osmoadaptation, REED, 1984) kann dabei nach zwei unterschiedlichen Strategieen erfolgen.
Extrem halophile Organismen, zu denen hauptséchlich die Archaea wie zum Beispiel
Halobacterium salinarum (GOCHNAUER et al, 1975) und die anaeroben halophilen
Bacteria wie Haloanaerobium praevalens (OREN, 1986) zdhlen, akkumulieren grossere
Mengen an Salzen wie KCl im Cytosol. Sie gleichen den osmotischen Gradienten iiber die
Zellmembran nach dem sogenannten ,,Salt-in”-Verfahren aus und verhindern somit ein
Austrocknen der Zellen durch Wasseraustritt entlang des osmotischen Gradienten (OREN,
1986; GALINSKI, 1995). Diese Organismen sind in der Lage selbst in geséttigten
Salzlosungen noch zu wachsen. Die erhohte Ionenstirke im Zellinneren bedingt aber eine
weitreichende Anpassung des Enzymapparates, die dazu fiihrt, dass diese Organismen auf
eine hohe Salinitit (> 10 % (w/v) NaCl) im Medium angewiesen sind und bei einem
plotzlichen Abfall der Salinitdt im Medium lysieren.

Organismen, welche die ,,Organic-Osmolyte-Strategie” zur Anpassung an die hohe
Salzkonzentration nutzen, akkumulieren kleine organische Molekiile im Cytosol, die dhnlich
wie das KCI der ,,Salt-in-Strategie” den osmotischen Druck auf die Zellmembran mindert
(GALINSKI, 1995; LENGLER et al., 1999). Im Gegensatz zu KCI beeintrdchtigen die
organischen Solute nicht die Stoffwechselaktivititen der Zellen und werden deshalb auch
»kompatible Solute” (BRAUN, 1976) genannt. Kommt es nun zu einer Senkung der
Ionenstirke im Medium, so konnen diese Organismen flexible reagieren und die
akkumulierten Solute liber spezielle Schleusen, die sogenannten ,,mechanosensitiven Kanéle”,
schnell ausschleussen. Dadurch wird ein Platzen der Zellen durch verstirkten Wassereinstrom
verhindert (SUKHAREYV et at., 1997; BLOUNT & MOE, 1999; BIGGIN & SANSOM,
2001). Die Stoffwechselaktivitit bleibt dabei voll erhalten, da die Enzyme nicht an den
Osmostress angepasst wurden, und so bleiben die Zellen bei niedrigen Salinititen
iiberlebensfihig. Der Review von OREN (2002) gibt einen guten Uberblick iiber die
energetischen Aspekte und Grenzen der unterschiedlichen Anpassungsmechanismen
halophiler Organismen.

Der in Minimalmedium nicht salztolerante Organismus E. coli akkumuliert unter Salzstress
(1 - 4 % (w/v) NaCl) hauptsédchlich Trehalose als Osmolyt. Die Biosynthese von kompatiblen
Soluten wie Glycinebetain (Betain) oder
1,4,5,6-Tetrahydro-2-mehyl-pyrimidin-4-carbonsdure (Ectoin) ist aber energetisch gesehen

wesentlich effektiver als die Synthese von Disacchariden wie Trehalose oder Saccharose
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(OREN, 1999; MASKOW & BABEL, 2001a,b), so dass Betain und Ectoin, sowie das in
hydroxylierte Derivat des Ectoins sich im Laufe der Evolution als Hauptsolute in halophilen
Bakterien durchgesetzt haben. E. coli ist in der Lage Betain, Ectoin und Hydroxyectoin aus
dem Medium aufzunehmen und so eine bedingte Salztoleranz zu erwerben.

Neben den natiirlich halophilen und halotoleranten Organismen wird zur Zeit stark daran
geforscht, mesophile Orgenismen gentechnisch so zu verdndern, dass sie eine Salztoleranz
erwerben. Pflanzen werden z. B. gentechnisch so manipuliert, dass sie organische Solute
synthetisieren und somit bei geringer Wasseraktivitédt, d. h. auf trockenen oder salzhaltigen

Boden, wachsen konnen (NAKAYAMA et al., 2000; RONTEIN et al., 2002).

1.3. Kompatible Solute: Vom Naturstoff zur chemischen Synthese

Die Struktur der Solute fiir die Osmoadaptation ist vollig unterschiedlich, aber eine kleine
Anzahl von Molekiilen taucht sowohl im Reich der Archaea, der Bacteria und der Eucarya
immer wieder auf. Zu diesen Schutzmolekiilen gehoren: Polyole, Zucker, Methylamine,
Aminosduren, einige Aminosdurederivate und in manchen Fillen sogar Harnstoff in
Kombination mit Methylaminen (RANDALL et al., 1998). Alle haben gemeinsam, dass sie
klein, gut wasserloslich und bei physiologischem pH neutral sind, keine grossen polaren
Bereiche besitzen, und in molaren Mengen im Zellinneren angehduft werden konnen, ohne
den Zellstoffwechsel negativ zu beeintrichtigen. Einen sehr umfassenden Uberblick iiber die
verschiedenen Solute und ihre jeweiligen Vorziige geben die beiden Reviews von GALINSKI
(1995) und da COSTA et al. (1998). Die kompatiblen Solute konnen von den Organismen
entweder aus dem Medium aufgenommen oder neu synthetisiert werden, wobei die Aufnahme
energetisch betrachtet giinstiger ist (OREN, 1999).

Kompatible Solute wie Ectoin und Hydroxyectoin lassen sich unter Hochsalzbedingungen
sehr gut in Bakterien wie Halomonas elongata oder Maricococcus halophilus anreichern und
anschlielend aus der Trockenbiomasse isolieren. Ein sehr komfortables Verfahren stellt dabei
das ,,Bacterial Milking” zur Produktion von Ectoin dar, bei dem die Salinitidt des Mediums
gesenkt wird, nachdem die Zellen bei hoher Salinitit grosse Mengen an kompatiblen Soluten
produziert haben. Dieses fiihrt dazu, dass die Bakterien die Solute ins Medium ausschleussen,
aus welchem man sie dann chromatografisch aufreinigen kann. Die Zellen selber bleiben

dabei intakt und kdnnen mehrfach ,,abgemolken” werden (SAUER & GALINSKI, 1998). Der
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Vorteil dieser Methode gegeniiber einer rein chemischen Synthese ist, dass die Biosynthese
stereoselektiv ablauft. Ein Nachteil der Methode ist, dass sie auf Substanzen beschrinkt ist,
die in den Bakterien selber als Endprodukte akkumuliert werden. Synthesezwischenstufen

konnen nur iiber einen gentechnisch manipulierten Organismus gewonnen werden.

0.

3,4,5,6,7,8-Hexahydro-2-methyl- 4,5,6,7-Tetrahydro-2-methyl-
1,3-diazocin-4-carbonséure 1H-[1,3]-diazepin-4-carbonsiure
(HHMDCA) (Homoectoin)

4,5-Dihydro-2-methyl-
imidazol-4-carbonsaure

Ringerweiterung (DHMICA)

Ringverkleinerung

Ringoffnung

1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-
pyrimidin-4-carbonsiure
(Ectoin)

Y-N-Acetyl-diaminobuttersdure
(YNAc-DABA)

Decarboxylierung

Hydroxylierung
a-N-Acetyl-diaminobuttersdure
(oNAc-DABA)

1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-
pyrimidin Hydrochlorid
(Decarboxyectoin; DCE)

S,S-B-Hydroxy-1,4,5,6-tetrahydro-
2-mehtyl-pyrimidin-4-carbonséure
(Hydroxyectoin)

Abb. 1.3.: Ubersicht iiber die vom Ectoin ausgehenden Strukturen. In Klammern sind die
Trivialnamen und Abkiirzungen angegeben, die im Folgenden fiir die Solute
verwendet werden. Bis auf das optisch inaktive DCE sind die L-Diastereomere
skizziert, da die natiirlich vorkommenden Solute Ectoin und Hydroxyectoin nur in
der L-Form vorkommen.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten chemisch verwandte Strukturen, ausgehend von dem in
Ectothiorodospira halochloris entdeckten Ectoin (GALINSKI, 1986) synthetisiert werden.
Diese sollten anschlieend auf ihre Eignung als kompatible Solute getestet werden, um neue
Anwendungsgebiete flir die natiirlichen und chemisch synthetisierten Solute zu entdecken.
Die Messung von Wechselwirkungen zwischen Wasser, Soluten und Biomolekiilen sollte
einen Einblick in die Wirkungsweise von kompatiblen Soluten geben. Da die Untersuchungen
z.T. molare Mengen erforderten sollten die Solute im Gramm-Massstab hergestellt werden.
Abbildung 1.3. zeigt eine Ubersicht iiber die Strukturen, [IUPAC-Namen und Trivialnamen
der Solute die in dieser Arbeit synthetisiert und charakterisiert werden sollen.

Die neu synthetisierten Solute leiten sich durch Variation der Ringgrosse, Hydroxylierung,
Ring6ffnung oder Decarboxylierung vom zentralen Molekiil Ectoin ab. Fiir einige von den in
Abbildung 1.3. gezeigten Soluten gibt es schon seit lingerem bekannte Synthesevorschriften,
die aber nicht unbedingt speziell fiir diese Solute erstellt wurden, sondern bei denen die
Solute nur ein Produkt einer Reihe von Strukturvariationen ist. Gerade auf dem Gebiet der
Tetrahydropyrimidine sind schon viele Synthesestategien ausprobiert und publiziert worden.
In den meisten Féllen waren die Ausbeuten aber sehr gering (oft unter 10 % (w/v)). Teilweise
lag der Forschungsschwerpunkt dieser Verdffentlichungen auch nur auf dem Nachweiss einer
Reaktion und die Produkte wurden gar nicht in Reinform isoliert, sondern lediglich
spektroskopisch oder chromatografisch nachgewiesen. Fiir folgende Stukturen gab es schon
dltere Synthesevorschriften: offenkettige, acetylierte Diaminocarbonsduren wie z. B.
YNAc-DABA (OKAWA & HASE, 1963; LECLERC & BENOITON, 1968;
HIMDI-KABBAB et al., 1995), 2-Methyl-Tetrahydropyrimidin-Derivate wie z. B. Ectoin
(KOICHI et al. 1991; HIMDI-KABBAB, 1995) oder kationische Strukturen der
Tetrahydropyrimidin-Derivate wie z. B. DCE (WEIS, 1984; TAKESHI & MASATOSH]I,
1990; GOLLER, 1995).
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1.4. Anwendungsgebiete kompatibler Solute

Alle bisher untersuchten Substanzen, die in vivo als Osmolyte fungieren, haben in vitro eine
stabilisierende Wirkung auf eine Vielzahl unterschiedlicher Biomolekiile gezeigt. Die Fa.
Bitop (Witten) hat daher auf der Basis der kompatiblen Solute eine Reihe von Zusitzen
(BioStabggries) zur Stabilisierung von verschiedenen Biomolekiile, wie Proteine, DNA, RNA
und Antikdrpern entwickelt. Die Hauptbestandteile sind darin Ectoin und Hydroxyectoin
(Fa. BITOP, 2000).

Da die Wirkungsweise der kompatiblen Solute auf molekularer Ebene noch nicht vollstindig
aufgeklért ist, werden verschiedene Mechanismen filir die stabilisierende Wirkung der
Osmolyte diskutiert. Vier der umfassensten Theorien werden im Kapitel 1.5. noch einmal
ausfiihrlich dargestellt (CLEGG et al., 1982; ARAKAWA & TIMASHEFF, 1983; WIGGINS,
1990, BOLEN & BASKAKOV, 2001).

1.4.1. Kompatible Solute zur Stabilisierung ganzer Zellen

Die Uberlebensrate von getrockneten Zellen lisst sich durch den Zusatz von kompatiblen
Soluten wie Saccharose, Trehalose, Ectoin oder Hydroxyectoin deutlich verbessern.
Getrocknete Kulturen lassen sich so besser lagern, bei Bedarf wieder rehydrieren und fiir
analytische Zwecke oder als Starterkulturen verwenden (LOUIS et al., 1994; SCHMITZ,
1994; KARLA, 1997; VOB, 1998). Die Zellen werden dabei hauptsdchlich durch den Schutz
der Membranen vor Schiidigungen beim Ubergang vom fliissigkristallinen in den festen
Zustand stabilisiert (CROWE et al., 1984; CROWE et al., 1992; HOEKSTRA et al., 1997).
Ferner konnen die Solute aber auch die native Form der Proteine erhalten, oxidative
Schiadigungen unterbinden oder die DNA vor einem enzymatischen Abbau durch
Restriktionsendonucleasen schiitzen und so zum Uberleben der intakten Zellen beitragen

(MALIN et al., 1999).
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1.4.2. Kompatible Solute zur Stabilisierung von Proteinen

Enzyme sind im Laboralltag verschiedensten Stressfaktoren ausgesetzt. Kompatible Solute
konnen bestimmte Enzyme gegen unterschiedliche stressbedingte Schiden schiitzen. Das
hdufige Auftauen und Einfrieren fiihrt bei Enzymen hiufig zu einer Schidigung und somit zu
einer stark verminderten Enzymaktivitit. Anhand des Modellenzymes Lactat Dehydrogenase
(LDH) konnten LIPPERT & GALINSKI (1992), GOLLER (1995) und GOLLER &
GALINSKI (1999) zeigen, dass Betain und die Ectoine Enzyme vor einer Schiadigung
bewahren konnen. LIPPERT & GALINSKI (1992) und KNAPP et al. (1999) zeigen anhand
verschiedener Modellenzyme wie Ribonuclease A (RNase A), Phosphofructokinase (PFK)
und LDH, dass die Enzyme in Gegenwart von kompatiblen Soluten erst bei hdherer
Temperatur denaturieren. KAUFMANN et al. (1999) fanden fiir Ectoin eine
thermostabilisierende Wirkung auf Antikérper und Antikdrperkonjugate.

JAENICKE (2000) und VOLKIN et al. (1995) geben einen Uberblick iiber mdgliche
Reaktionen an den Aminosdureseitenketten, die zu einer Proteindenaturierung fiihren. Eine
Oxidation findet dabei hauptsdchlich an den schwefelhaltigen Seitenketten der Cysteine und
Methionine statt. Anhand der metallkatalysierten oxidativen Schiddigung von LDH durch
CuSO, oder/und H,O, in Gegenwart von Soluten haben ANDERSSON et al. (2000)
festgestellt, dass die Solute der Oxidation vorbeugten. SMIRNOFF & CUMBES (1989) und
KARLA  (1997) fanden  heraus, dass einige die kompatiblen  Solute
Radikalfangereigenschaften besitzen und somit biologische Biomaterialien gegen die
radikalische Oxydierung durch Hydroxylradikale (HO®) schiitzen konnen. Proteine konnen
durch die kompatiblen Solute ferner vor einem proteolytischem Abbau geschiitzt werden (Fa.
BITOP, 2000).

Die Uberexpression von rekombinanten Proteinen in E. coli fiihrt in vielen Fillen zu einer
Fehlfaltung und zur Bildung sogenannter ,,Inclusionbodies”. Diese reduzieren die Ausbeute
an nativem Protein erheblich, beziehungsweise machen eine aufwendige Renaturierung der
fehlgefalteten Proteine ndtig, die wiederum zu Verlusten fiihrt. BARTH et al. (2000) konnten
zeigen, dass die Produktion eines Immuntoxines unter Osmostress und in Gegenwart
kompatibler Solute zu einer wesentlich hoheren Ausbeute an nativ gefaltetem Enzym fiihrt.
Die Eigenschaften, ein Protein gegen die Vielzahl von Stresseinwirkungen zu schiitzen,
machen die kompatiblen Solute zu einer idealen Gruppe von Schutzstoffen fiir die Lagerung

und Handhabung von Enzymen im Laboralltag. Dabei reagieren aber nicht alle Proteine und
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alle Solute gleich, sondern die Auswahl des richtigen Solutes gegen den speziellen Stress ist

die grosse Kunst der Enzymstabilisierung.

1.4.3. Einfluss kompatible Solute auf die Stabilitit von Ribonucleinsiuren

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eine der wichtigsten molekularbiologischen
Methoden dar. Mit ihr kénnen DNA-Fragmente selektiv verfielfdltigt werden, um sie
anschliefend gentechnisch zu manipulieren oder per Sequenzanalyse zu entschliisseln. Die
PCR wird unter anderem zur Einordung neuer Organissmen in den phylogenetischen
Stammbaum, zur Vaterschaftsanalyse und in der Gerichtsmedizin zur Uberfiihrung von
Tétern genutzt. Fiir die PCR-Reaktion muss die doppelstringige DNA (dsDNA) zunéchst in
die komplementéren Einzelstringe aufgespalten werden. Der erste Schritt, die Denaturierung,
erfolgt meistens durch Temperaturerhbhung. AnschlieBend lagern sich im zweiten Schritt die
Primer an die Enzelstringe an (Primer Annealing), die als Transkriptionsstartpunkte fiir die
Polymerase dienen. Im dritten Schritt vervollstindigt die Polymerase den Doppelstrang
(Elongation). Diese drei Schritte, die jeweils ein anderes Temperaturoptimum haben werden
zyklisch wiederholt bis die gewlinschte Menge an Produkt-DNA vorliegt.

Gerade in der Gerichtsmedizin, wo man hiufig nur eine sehr kleine DNA-Menge als Vorlage
fiir die PCR hat, ist es wichtig, dass die beiden Stringe im ersten Schritt vollstdndig getrennt
werden, da es sonst zu einer Transkription von Bruchstiicken der DNA kommt und man kein
einheitliches Produkt erhidlt, sondern ein Gemisch aus unterschiedlich langen
DNA-Fragmenten. Die Temperaturoptima fiir die drei Schritte sind abhdngig von der
Zusammensetzung der DNA, der Polymerase und dem verwendeten Puffer. GC-reiche
DNA-Fragmente sind, aufgrund ihrer grésseren Anzahl an Wasserstoffbriicken, wesentlich
stabiler als AT-reiche Sequenzen und bei der PCR sind deshalb hoéhere Temperaturen zur
Denaturierung der dsDNA nétig.

Salze wie NaCl, MgCl, oder MgSO, erhdhen den Schmelzpunkt (T.) der DNA und
erschweren so ein Aufspalten der Doppelstrange in Einzelstringe. Andererseits sind sie aber
als Cofaktoren fiir die Polymerase notig. Kompatible Solute dagegen sind in der Lage die
Abhingigkeit des Schmelzpunktes T,, vom GC-Gehalt aufzuheben und den T,, der DNA auf
den Level einer reinen AT-DNA zu senken (REES et al., 1993; BASKARAN et al., 1996,
HENKE et al. 1997; LAPIDOT et al., 1999). Ferner wird die Anbindung von chemischen
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Polymerase-Inhibitoren wie Actinomycin D unterbunden (ALONI et al., 1993), so dass die
Isolierung und Aufreinigung der DNA vereinfacht und die Lagerstabilitit erhoht wird.
Zusitzlich stabilisieren die kompatiblen Solute die Polymerase, so dass die Ausbeute der
DNA-Amplifikation durch den Zusatz kompatibler Solute deutlich gesteigert werden kann.
Durch den Zusatz von kompatiblen Soluten konnen somit sonst problematische
DNA-Fragmente amplifiziert und analysiert werden (LAPIDOT et al., 1999).

Eine weitere Stabilisierung der sonst sehr labilen Substanzen DNA und RNA ist der Schutz
vor enzymatischem Abbau. Durch den Zusatz von kompatiblen Soluten wird die Struktur der
Nucleinsduren so verdndert, dass viele Restiktionsenzyme wie EcoR1, Aval oder Dral nicht
oder nur sehr schwer in der Lage sind die Nucleinsduren abzubauen (ALONI et al., 1993;

MALIN et al., 1999).

1.4.4. Industrielle Anwendung kompatibler Solute

Durch ihre vielfiltigen protektiven Eigenschaften auf die untersschiedlichsten Biomolekiile
(Kap. 1.4.1. - 1.4.3.) sind die kompatiblen Solute immer weiter in das Interesse der
Konsumindustrie geriickt. Die Firma Merck (Darmstadt) vertreibt seit 2000 Ectoin unter dem
Markennamen RonaCare™ Ectoin als Wirkstoff fiir die Kosmetikindustrie. Die Firma
Marbert (Diisseldorf) und die Firma Sebapharm GmbH & Co. KG (Bad Salzig) haben
seitdem Cremes mit dem Namen ,,Hydro-CelLive-Cream” bzw. ,,Seba Med MIKRO 100” am
Markt (Die Zeit, 2001).

In Testreihen konnte gezeigt werden, dass u. a. der epidermale Wasserverlust beim Menschen
und der negative Einfluss von Detergenzien auf die Cytoplasmamembran von Erythrocyten
sowie die schidliche Wirkung von UV-Strahlen auf Langerhans Zellen durch den Einsatz von
Ectoin drastisch reduziert werden konnte (BUNGER, 1998; BUNGER, 1999; BEYER et al.,
2000). Ectoin schiitzt dabei nicht vor den Schdden der Sonneneinstrahlung wie Hautrotung
oder Hautkrebs und ersetzt auch nicht den UV-Sonnenschutz, sondern es unterstiitzt die
zelleigenen Schutz- und Reparaturmechanismen (BUNGER, 2000; VIEBIG, 2000).

Eine Kooperation von Bitop (Witten) und Aventis Pasteur (Leimen) befasst sich mit dem
Zusatz von Ectoin und Hydroxyectoin zu Impfstoffen. Ferner wird an der Vorbereitung einer
klinischen Studie zur Reduktion toxischer Nebenwirkungen bei der Immuntoxintherapie von

Lymphdriisenkrebs durch Hydroxyectoin gearbeitet (Die ZEIT, 2000; Fa. BITOP, 2001).
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Durch die Summe all der vorgenannten stabilisierenden Effekte konnte Ectoin als Schutzstoff
von extremophilen Organismen gegen Osmostress aus der o©kologischen Nische in die
Supermarktregale unserer Konsumwelt gelangen. Verschiedene weitere kompatible Solute

werden in den néchsten Jahren sicherlich noch folgen.

1.5. Theorien zum Wirkmechanismus kompatibler Solute

Uber die Art und Weise, wie die verschiedenen Solute zu der Stabilitit eines Biomolekiils
beitragen und wie sie Zellen helfen kdnnen, sich an extreme Umweltbedingungen anzupassen,
ist in der Vergangenheit viel geforscht und spekuliert worden. Hier werden zunéchst vier

Theorien vorgestellt, wie Solute und Salze mit Wasser und Biomolekiilen wechselwirken.

1.5.1. Die ,,Preferential Interaction Theorie”
(ARAKAWA & TIMASHEFF, 1983)

Autbauend auf die Entdeckung von GECKO & TIMASHEFF (1981), dass Glycerin nicht nur
die Oberflichenspannung von Wasser senkt, sondern bevorzugt von Proteinoberflichen
ausgeschlossen wird und somit zu einer bevorzugten Hydratisierung der Proteine fiihrt,
formulierten ARAKAWA & TIMASHEFF 1983 die ,,Preferential Interaction Theorie”,
nachdem sie diesen Ausschluss von der Proteinoberfldche auch fiir Betain beobachtet hatten.
Die Theorie liefert eine weitreichendere Erkldrung fiir die auftretenden Phédnomene beim
Zusammentreffen von Salzen, Soluten, Wasser und Biomolekiilen und wird in dem Review
von TIMASHEFF (1998) noch einmal sehr ausfiihrlich dargestellt. Empirisch beobachtete
Phinomene wie die Proteinstabilitit, die Proteinloslichkeit (Ein- und Aussalzen), die
Selbstorganisation von Untereinheiten zu einem funktionellen System sowie der Einfluss von
Substanzen auf die biochemischen Reaktionen der Enzyme lassen sich mit dieser Theorie
erkldren.

Die ,,Preferential Interaction Theorie” geht davon aus, dass alle Oberflicheneinheiten des
Proteins sich statistisch gleich verhalten. Einzelne Wechselwirkungen der Oberfliche mit
dem Wasser oder den Soluten werden hier nicht erfasst, sondern es wird immer die gesamte

Oberflache betrachtet.
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Das Losungsmittel ist im Falle von Proteinen Wasser bzw. Puffer und das Cosolvens sind die
darin geldsten kompatiblen Solute. Wenn ein Protein in Wasser geldst wird, bildet es eine
Hydrathiille, wodurch das chemische Potential der Proteinlosung von p, auf pp ansteigt.
Dabei Entsteht die freie Hydratationsenergie AGy. In Abbildung 1.5.1a. ist das Energieschema
zu sehen, welches sich durch das Losen eines Proteines in Wasser ergibt. Ferner ist der

unterschiedliche Einfluss von Soluten zu sehen, der im folgenden niher erldutert wird.
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Wasser Das Solut reagiert in einer wéssrigen Losung an der Proteinoberfliche:
a) bevorzugt gebunden, b) inert, c¢) bevorzugt ausgeschlossen.

Abb. 1.5.1a.: Thermodynamisches Energieschema einer Proteinoberfliche in Wasser und
einer Solutlosung. Offene Kreise stellen Wassermolekiile, geschlossene Kreise
Solutmolekiile dar, po, das chemische Potential von reinem Wasser, pus von
Solutlésung, pp von Proteinlosung, AGy die freie Hydratationsenergie, AGpy die
freie Bindungsenergie und AG. die freie Energie durch Ausschluss (engl.

Exclusion) der Solute von der Proteinoberfliche. *° und © stellen die Indices der
drei unterschiedlichen Fille dar.

Lost man ein Solut und ein Protein in Wasser, so wird das chemische Potential aufgrund der
geringeren Wasseraktivitdt in der Losung von po auf ps gesenkt. Dieser rein osmotische
Effekt ist fiir alle Solute und Salze gleich, wobei bei den Salzen die Anzahl der Ionen zu
berticksichtigen ist, da osmotische Effekte von der Teilchenzahl abhédngig sind. Wasser und
Solut konkurrieren um die Oberfliche des Proteins. Hierbei kann es dazu kommen, dass sich

das Protein bevorzugt mit einer Molekiilsorte umgibt woraus sich auch der Name der Theorie:
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,Preferential Interaction Theorie” ergibt. Die folgende Gleichung zeigt das Gleichgewicht,
dessen Konstante K dafiir verantwortlich ist, ob ein Solut sich innert verhilt, oder bevorzugt

angelagert bzw. ausgeschlossen wird.

PeH,0, + S = PeS + nH,0O mit: P = Protein, S = Solut

Dabei kann es zu drei verschiedenen Fallen kommen:

Fall A: ,,preferential binding”

Binden die Solutmolekiile bevorzugt an der Proteinoberfliche (,,Preferential Binding”), so
steigt us auf pp®. Dadurch wird die freie Hydratationsenergie AGy, eines innerten Solutes um
die freie Bindungsenergie AGyws gesenkt, da diese negativ ist. Die daraus resultierende AGy
spiegelt sich in einem geringeren Hydratisierungsgrad des Proteins wieder, da ja mehr
Solutmolekiile und weniger Wassermolekiile an die Oberfliche binden. Dieser Sonderfall
stellt die Verbindung zur ,,Water Replacement Hypothesis” von CLEGG et al. (1982)
(Kapitel 1.5.2.) dar. Gerade bei hohen Solutkonzentrationen kann der Zustand des totalen
Ausschlusses der Solute von der Proteinoberflidche sicherlich nicht erreicht werden, so dass es
zu direkten Wechselwirkungen der Solute mit der Proteinoberfliche kommen mub.
Solutmolekiile ersetzen in diesem Fall zumindest zum Teil die Wassermolekiile in der

Hydrathiille des Proteins.

Fall B: innertes Solut

Lost man ein Protein und ein inneres Solut in Wasser, so kommt es zu einer Gleichverteilung
des Solutes in der Losung. Die Konzentrationen des Solutes an der Proteinoberfldche und in
der freien Losung sind identisch. Daher steigt das chemische Potential von ps auf pp°. Die

freie Hydratationsenergie AGy® ist dabei gleich AG;,.

FALL C: ,,preferential exclusion”

Solute, die bevorzugt von der Proteinoberfliche ausgeschlossen werden fiihren zu einer
,Preferential Hydration” des Proteines, bzw. einer ,,Preferential Exclusion” der Solute.
us steigt auf pp®, welches im Grenzfall, dass das Protein nur von Wassermolekiilen umgeben
ist, gleich pp ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass dieser Grenzfall in der Natur erreicht wird ist

aber sehr gering. Wie man vielleicht vermuten kann, befindet sich das Protein, da es ja nur
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Wassermolekiile um sich herum hat, im gleichen Zustand, wie in reinem Wasser.
Thermodynamisch gesehen unterscheiden sich die beiden Zustinde aber, da sich die
Umgebung geédndert hat und ein Konzentrationsgefille des Solutes von der freien Losung
zum Protein hin aufgebaut wurde. Die freie Hydratationsenergie AG,® ist dabei die Summe
aus AGy, und AGe,, der fiir den Ausschluss der Solutmolekiile notwendingen Energie. Fast alle

bekannten kompatiblen Solute werden bevorzugt von der Proteinoberfldche ausgeschlossen.

Betrachtet man nun eine Reaktion eines Proteins in einer Solutlosung so bestimmt die
Differenz,
AAG = AGy™P % - AG,,

wie die Reaktion durch das Solut beeinflusst wird. Innerte Solute nehmen bis auf den
allgemeinen osmotischen Effekt keinen Einfluss auf die Reaktion, wahrend bindende Solute
die Reaktion fordern, dadurch dass die Differenz negativ wird und somit Energie frei wird.
Von der Oberflache ausgeschlossene Solute dagegen inhibieren die Reaktion, da zusitzliche
Energie in das System eingebracht werden muss. Somit wird z. B. die Auffaltung eines
Proteines durch Solute, die bevorzugt ausgeschlossen werden, erschwert, so dass diese
Substanzen als Proteinstabilisatoren dienen. Da die molaren Wechselwirkungen von Wasser
und Soluten mit Proteinen oft in der gleichen Grossenordnung liegen, miissen die
kompatiblen Solute zur Stabilisierung von Proteinen in hohen Konzentrationen (1 - 5 M)
angewendet werden.

Bei der Proteinstabilisierung kommt es aber nicht nur darauf an, dass der native Zustand der
Proteine stabilisiert wird, sondern ein Protein kann auch stabilisiert werden, wenn man den

denaturierten Zustand in der Solutlosung stérker destabilisiert als den nativen (Abb.: 1.5.1b.).
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Abb. 1.5.1b.: Energieschema bei der Denaturierung eines Enzymes in wéssriger und
soluthaltiger Losung (aq oder S). N und D bezeichnen den nativen bzw. den
denaturierten Zustand, AGy ist die zur Denaturierung noétige Energie, AG,, die
Energie die beim Transfer des Proteins vom wissrigen in ein soluthaltiges
Milieu benétigt wird.

Die Griinde warum fast alle bekannten kompatiblen Solute von der Proteinoberfliche
ausgeschlossen werden sind vielféltig. Einige davon sind unabhingig von der Oberfliche
selber. Eine sterische Behinderungen, welche insbesonders bei grésseren Solutmolekiilen
(z. B. grosseren Polymeren) eine Rolle spielt (ARAKAWA &TIMASHEFF, 1985), sowie die
Arbeit, die Verrichtet werden mufl um entgegen der zwischen der Oberfliche des Proteins
und dem Solvens befindlichen Oberflichenspannung ein Loch fiir ein Molekiil Solut oder
Wasser zu machen (GIBBS, 1878; BRONSTED, 1931), kann zum Ausschuss eines Solutes
fiihren.

Zucker, Salze und Aminosduren steigern die Oberflichenspannung der Losung (LANDT,
1931; LEE & TIMASHEFF, 1981; KITA et al.,, 1994) und fithren so zum bevorzugten
Ausschluss von der Proteinoberfldche, da das Protein versucht die Oberflachenspannung zu
minimieren, indem es sich zusammenzieht und somit seine Oberflache verkleinert.

TMAO senkt die Oberflichenspannung (KITA et al, 1994) und sollte somit zu einer
bevorzugten Bindung fithren (Fall A), wird aber wegen zusitzlichen abstossenden
Wechselwirkungen trotzdem nicht bevorzugt an die Oberflache gebunden (FALL C).

Es gibt aber auch abstossende oder anziehende Effekte, die von der Beschaffenheit der
Oberfldche abhingen. Glycerin z. B. verstirkt die Wasserstoffbriicken im Wasser und erhht
so die Hydrophobizitit (McDUFFIE et al., 1962). Glycerin bindet also bevorzugt an

hydrophobe Bereiche von Proteinoberflichen, wéhrend es von hydrophilen Bereichen
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ausgeschlossen wird. Die anziehenden und abstossenden Effekte sind additiv, so dass die
Zusammensetzung der Proteinoberfldche dariiber entscheidet, ob Glycerin stabilisierend oder
destabilisierend wirkt.

Besteht eine Losung aus mehreren verschiedenen Soluten, so verhalten sich die Effekte der
Einzelsubstanzen additiv. Dieses ist besonders bei Salzen wichtig, da Salze in Losung in die
entsprechenden Anionen und Kationen dissoziieren und diese wiederum jedes fiir sich
wechselwirken konnen. So kann der destabilisierende, weil bindende Effekt eines Kations,
durch den Ausschluss des Anions aus der Hydrathiille z. B. SO,* {iberkompensiert werden, so
dass die Verbindung insgesamt stabilisierten auf das Protein wirkt. Ein weiteres Beispiel flir
die Additivitdit der Effekte von mehreren Soluten ist die Kompensation des
proteindenaturierenden Einflusses von Harnstoff durch TMAO. Im Laufe der Evolution hat
sich diese Kombination zum Beispiel in Haien und Rochen durchgesetzt (WANG & BOLEN,
1997; TIMASHEFF, 1998).

Die ,Preferential Exclusion Theorie” versagt bei Reaktionen, die auf einen kleinen
Oberfliachenteil des Proteins beschrinkt sind, wie z. B. die Bindung eines Liganden. Hier
kann es vorkommen, dass die spezifischen Wechselwirkungen an einem kleinen
Oberflichenanteil die Bindung des Substrates determinieren (z. B. iiber eine
Konformationsédnderung), obwohl der Ligand vom Rest der Proteinoberfliche eher
ausgeschlossen wiirde.

Dadurch dass sich alle Wechselwirkungen aller im System enthaltenen Solute mit den
verschiedenen Proteinoberflachenstrukturen (hydrophil, hydrophob, neutral, geladen,
aromatisch) additiv verhalten, ist es nahezu unmoglich theoretisch vorherzusagen, ob ein
Solut in einem System aus Wasser, Protein und einem oder mehreren Soluten stabilisierend
oder denaturierend wirkt. Es konnen natiirlich zusétzlich noch Wechselwirkungen des Solutes
mit sich selber oder bei einer Mischungen zwischen den verschiedenen Soluten kommen, die
hier aber nicht weiter betrachtet werden konnen. So kénnen zwar aus thermodynamischen
Messungen eines Solutes Analogieschliisse fiir ein zweites, dhnliches Solut getroffen werden,
durch die Vielzahl der Einfliisse kann es aber immer zu signifikanten Abweichungen

kommen.
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1.5.2. Die ,,Water Replacement Hypothesis” (CLEGG et al., 1982)

Die Beobachtung, dass viele Organismen in der Lage sind einen Grossteil ihres zelluldren
Wassers abzugeben und nach einer Rehydrierung wieder vollstindig aktiv sind, fiihrte
CLEGG et al. (1982) zu ihrer ,,Water Replacement Hypothesis”. Durch die systematische
Analyse von trocknungstoleranten Organismen fanden sie heraus, dass zelluldre Strukturen
beim Trocknen dadurch geschiitzt werden konnen, dass kompatible Solute in den Zellen
angesammelt oder an die Zellen angelagert werden konnen, dort mit den Oberflichen
wechselwirken und somit die entzogenen Wassermolekiile in den Hydrathiillen der
Zellbestandteile ersetzen. Gerade Polyole wie Glycerin und Inositol sowie Zucker wie
Trehalose und Saccharose sind iiber ihre vielen Hydroxylgruppen in der Lage mit den
Biomolekiilen Wechselwirkungen einzugehen, die den Interaktionen des Hydratwassers
dhneln und so eine intakte Hydrathiille imitieren.

Diese Theorie scheint somit genau im Gegensatz zur ,,Preferential Interaction Theorie” von
ARAKAWA und TIMASHEFF (1983) zu stehen, die davon ausgeht, dass die kompatiblen
Solute hauptsdchlich von der Proteinoberfliche ausgeschlossen werden. Man muf} aber
beachten, daB CLEGG et al. (1982) ihre Untersuchungen immer an getrockneten
Zellmaterialien gemacht haben. Bei der Trocknung steigt natiirlich die Konzentration aller
Zellbestandteile und somit auch der Solute an, so dass davon auszugehen ist, dass alle
Beobachtungen bei hohen Solutkonzentrationen (im molaren Bereich) gemacht wurden. Die
»Water Replacement Hypothesis” gilt also nur fiir den Extremfall der sehr geringen
Wasseraktivitdt. Die ,,Preferential Interaction Theorie” hingegen gilt fiir den gesamten
Konzentrationsbereich, wobei im molaren Konzentrationsbereich die direkten

Wechselwirkungen sicherlich nicht ausgeschlossen werden konnen (Fall A in Abb. 1.5.1a.).
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1.5.3. Unterschiedliche Dichtefraktionen in wissrigen Losungen
(WIGGINS, 1990)

WIGGINS (1990) untersuchte die Struktur von Wasser und die Effekte von Makromolekiilen
und Soluten auf das dreidimensionale Netzwerk der Wasserstoftbriickenbindungen, welches
sich durch das gesammte Volumen einer Losung bildet. Substanzen haben in Losung das
Bestreben sich mdglichst gleichméssig zu verteilen. Wenn diese Gleichverteilung nicht
erreicht werden kann, weil zum Beispiel die Anionen sich in der ndheren Umgebung eines
Polykations anordnen, &dndert das Losungsmittel bei konstanter Temperatur und konstantem
Druck sein partielles Molvolumen und es entstehen innerhalb der Losung Bereiche mit
unterschiedlich dichtem Wasser. Wenn das Wasser eine geringe Dichte hat, sind die
Wasserstoftfbriickenbindungen sehr stark und weitreichend und die Ordnung der Molekiile ist
sehr gross, wihrend bei einer hohen Wasserdichte die Bindungen kurz und schwécher sind
und die dreidimensionale Ordnung geringer ist.

Fiir Ionen ist es einfacher von dichten Wasser, in welchem die Wasserstoffbriicken schwiécher
sind hydriert zu werden, als von weniger dichtem Wasser, in welchem die
Wasserstoftbriicken ldnger und somit stirker sind. Wenn eine Kraft, wie zum Beispiel die
elektrostatische Anziehung von Gegenionen eine Gleichverteilung in der Losung verhindert,
kann das Losungsmittel bei konstanter Temperatur und konstantem Druck dieses
thermodynamische Ungleichgewicht nur durch Anderung seines partiellen Molvolumens und
somit seiner Dichte dndern.

Je mehr Wasser ein Molekiil zur vollstindigen Hydrierung braucht, desto mehr wird es
dichtes Wasser bevorzugen. Das heisst, wenn ein Solut viel Wasser in seiner Hydrathiille
bindet, ist das librige Wasser weniger dicht. Die hydrophoben Bereiche im Inneren eines
Proteines konnen von dichtem Wasser aber besser hydriert werden, da die
Wasserstoftbriicken in diesem Fall schwécher sind. Weniger dichtes Wasser bedeutet also,
dass der hydrophobe Effekt der dafiir sorgt, dass die unpolaren Aminosduren sich im
Proteininnern zusammenlagern, verstirkt und das Protein somit indirekt stabilisiert wird.

Der Effekt ist einmalig fiir Wasser, da Wasser das einzige Losungsmittel ist, welches ein
dreidimensionales Netzwerk durch das gesammte Volumen bildet. Er blieb lange unentdeckt,
da es sehr schwer ist die unterschiedlichen Fraktionen von Wasser (dicht und weniger dicht)
zu detektieren. Nur durch die Definition der beiden Wasserfraktionen ist es moglich die in
einem wassrigen Gel auftretenden Phidnomene zu erkldren. Einerseits bestehen Agarosegele

zum Beispiel zu iiber 99,9 % (w/v) aus Wasser. Dieses ist im fliissigen Zustand und die
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Mehrheit der Wassermolekiile ist weit entfernt von der Gelmatrix. Andererseits lduft das
Wasser aber nicht aus dem Gel heraus, sondern ist dort alleine durch das Bestreben sich mit
der Gelmatrix moglichst gut zu mischen gebunden. Es ist aber auch nicht fest gebunden, da
die Mobilitit sehr hoch ist und das Wasser durch Hitze, Unter- oder Uberdruck auch leicht
wieder entfernt werden kann.

Mit normalen physikalischen Messmethoden erhdlt man immer nur den Mittelwert iiber den
gesammten Wassergehalt da die beiden Wasserfraktionen zum Beispiel auch direkt
nebeneinander an einer Polymer- oder Proteinoberfliche auftreten konnen, wenn dort
hydrophile (weniger dichtes Wasser) und hydrophobe (dichtes Wasser) Bereiche existieren
und ein Autausch der Wassermolekiile zwischen den verschiedenen Wasserpopulationen

moglich ist.

1.5.4. Der ,,osmophobe Effekt” (BOLEN & BASKAKOYV, 2001)

KAUZMANN beschrieb schon 1959 die thermodynamischen Krifte die fiir die Faltung eines
Proteines und dessen Stabilitit verantwortlich sind. Dieses sind
Wasserstoftbriickenbindungen, elektrostatische, van der Waals und hydrophobe
Wechselwirkungen. Neben diese bekannten Kréften entdeckten BOLEN und BASKAKOV
(2001) eine zusitzliche Kraft, die hauptsidchlich in hochkonzentrierten Losungen bzw. in
Lebewesen, die aufgrund ihres Lebensraumes auf eine hohe intrazellulére Solutkonzentration
angewiesen sind, zum Tragen kommt. Der sogenannte ,,solvophobe Effekt” oder in dem Fall,
dass es sich bei dem Losungsmittel um die Losung eines kompatiblen Solutes handelt
,»osmophobe Effekt”, wirkt dhnlich wie der hydrophobe Effekt der Aminosdureseitenketten.
Der hydrophobe Effekt bewirkt, dass sich in einem wéssrigen Milieu die hydrophoben
Seitenketten im Inneren der Proteine zusammenlagern, um so die Oberfliche zwischen sich
und dem hydrophilen Medium Wasser zu minimieren. Der osmophobe Effekt wirkt entgegen
dem hydrophoben Effekt nicht auf die Seitenketten, sondern auf das Proteinriickgrat. Das
Riickgrat wird beim LoOsen eines Proteines in einer Solutlosung bevorzugt von der
Solutlosung abgestossen und die native Proteinkonformation wird so stabilisiert.

Diese Theorie geht vollig konform mit der ,Preferential Interaction Theorie” von
ARAKAWA & TIMASHEFF, (1983) (s. Kap. 1.5.1.) worin die kompatiblen Solute zu Fall C

gehdren und somit von der Proteinoberfliche ausgeschlossen werden. ARAKAWA &
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TIMASHEFF konnen bei ihren Untersuchungen aber nicht die einzelnen thermodynamischen
Kriafte bestimmen und quantifizieren, sondern nur die Summe der Stabilisierung oder
Destabilisierung.

Bolen und seine Mitarbeiter machten ihre Beobachtungen iiber die Berechnung der freien
Gibbs-Energie beim Transfer einer Substanz von reinem Wasser in eine Solutlosung (freie
Transferenergie, AG,). Ausgehend von der von ARAKAWA und TIMASHEFF (1983)
entdeckten Tatsache, das die Effekte der Solute auf die Proteinstabilitit additiv sind,
untersuchten sie die unterschiedliche Loslichkeit der Aminosduren und die von
Diketopiperazin (DKP) in Wasser und Ldsungen von: Saccharose und Sarcosin (LIU &
BOLEN, 1995), Trimehtylamin-N-oxid (TMAO) (WANG & BOLEN, 1997) sowie Prolin
(QU et al., 1998). Das zyklische Dimer von Glycin DKP wurde dabei als Modellsubstanz fiir
fiir jeweils zwei Riickgrateinheiten gewidhlt. Abbildung 1.5.4. zeigt die Sturktur von DKP.

N ~
) :?zo
~ N
Diketopiperazin, DKP

Abb. 1.5.4.: Struktur von Diketopiperatzin als Modellsubstanz fiir zwei Einheiten des
Proteinriickgrates. Die gestrichelte Linie zeigt an, wo die beiden Glycine
kondensiert sind.

Aus der Loslichkeit der Aminosduren und DKP in reinem Wasser und in Solutlosung lasst
sich die molare freie Transferenergie beim Transfer von Wasser zu Solutlésung, AG, nach

folgender Gleichung berechen:

AGy = RXTXIn (cyw/Cos) mit: R = allgemeine Gaskonstante: 8,314 Jxmol'xK!
T=298K
cw = Konzentration in Wasser
Cos = Konzentration in Solutlésung

Die AG, der Aminosdureseitenketten erhdlt man, wenn man von AG, der kompletten
Aminosdure den Wert von Glycin abzieht, da Glycin als Grundgeriist in allen anderen
Aminosduren enthalten ist. Um zu ermitteln ob ein Protein stabiler in wiassriger Losung oder
in Solutlosung ist, muss man iiber alle Bestandteile des Proteins (Seitenketten und
Riickgrateinheiten) summieren, wobei besonders diejenigen Aminosauren betrachetet werden

miissen, die im Inneren des Proteins liegen und bei der Denaturierung neu mit dem
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Losungsmittel in Kontakt treten. Dieses sind aufgrund des hydrophoben Effektes zum
grossten Teil die hydrophoben und aromatischen Aminosauren.

Bolen und seine Mitarbeiter kommen fiir die Solute Sarcosin, Saccharose, Prolin und TMAO
zu dem Ergebniss, dass DKP in der Solutlésung schlechter gelost wurde als in reinem Wasser,
wihrend die Aminosduren positive oder negative AG,-Werte hatten. Dabei fiel auf, dass die
Aminosduren wesentlich kleinere Betrdge aufwiesen als DKP. Die Aufsummierung fiir
RNase A als Modellenzym ergab somit einen grossen positiven Betrag fiir die
Transferenergie von DKP, wihrend die Summe fiir die Seitenketten einen deutlich kleineren
negativen Betrag ergab. Harnstoff, der bekanntlich Proteine denaturiert, bewirkte als
Cosolvens eine grossere Loslichkeit fiir DKP und destabilisiert somit das Proteinriickgrat.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die proteinstabilisierenden Solute hauptsachlich
dadurch wirken, dass sie das Proteinriickgrat wesentlich schlechter 16sen, als reines Wasser.
TMAO hatte dabei eine besonders grosse stabilisierende Wirkung, so dass 1 M TMAO
ausreicht um den destabilisierenden Effekt von 2 M Harnstoff zu kompensieren. Deshalb
akkumulieren Haie und Rochen die beiden Solute in dem angegebenen Verhéltinis gegen den
Salzstress des Meerwassers.

Die Auswahl des am besten fiir den entsprechenden Lebensraum wirksame Solut scheint in
der Natur anhand des osmophobischen Effektes zu erfolgen, wobei die Feinregulation der
Proteinstabilisierung durch den oft gegenldufigen, aber vom Betrag her wesentlich geringeren
Beitrag der Seitenketten gesichert ist. Prolin z. B. wird von von vielen Bakterien als
Schutzstoff gegen Osmostress genutzt, hat in vitro aber nicht so ein grosses Potential Proteine
vor der Denaturierung zu bewahren. TMAO und Methylamine kommen in vivo hauptséchlich
gegen den denaturierenden Effekt von Harstoff zum Einsatz, da sie diesen aufgrund ihrer
Transferenergien besonders gut kompensieren konnen. In thermophilen Organismen schiitzen
die Polyole wie Saccharose scheinbar besonders gut gegen eine Proteinauffaltung (YANCEY
et al., 1982).
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die chemische Synthese von kompatiblen Soluten im
Gramm-Massstab und die deren Charakterisierung. Einfache chemische Synthesen, die zu
moglichst billigen Produkten fiihren, sollten gefunden werden. Dabei sollten die
synthetischen Solute Strukturelemente von Ectoin enthalten, um die funktionellen Gruppen
des natiirlich vorkommenden Schutzstoffes einzeln untersuchen zu konnen und so die
molekularen Griinde fiir die stabilisierende Wirkung von kompatiblen Soluten in der Natur zu

finden.

Die fiir die Stabilisierung von Biomolekiilen verantwortlichen Strukturelemente sollten durch
die Messung verschiedener Wechselwirkungen der Solute mit Wasser, einzelnen
Biomolekiilen und ganzen Zellen identifiziert werden um dann gegebenenfalls chemisch

Derivate mit verbesserten Eigenschaften einsetzen zu konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein moglichst einfaches chemisches Verfahren gefunden
werden, um kostengiinstig ein ,,Supersolut” herzustellen, welches ein moglichst breites
Wirkspektrum beziiglich der Stabilisierung von Zellstrukturen, wie Proteinen und
Nucleinsduren aber auch ganzen Zellen gegen verschiedene Stressfaktoren und Schiadigung

aufweist.

Diese Arbeit sollte ferner dazu beitragen, die Nischenbewohner und ihre Produkte besser zu
verstechen, neue Anwendungsmoglichkeiten aufzudecken und so das Spektrum der
Extremophilen, ihrer Produkte und chemisch verwandter Substanzen in unserem Alltag zu

vergrossern.
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2. Material und Methoden

Zunidchst sind hier die allgemeinen biochemischen und analytischen Labormethoden
aufgefiihrt, gefolgt von den chemischen Synthesen der kompatiblen Solute. Am Ende dieses
Kapitels befinden sich die Tests zu den Wechselwirkungen der Solute mit Wasser,

Biomaterialien und Escherichia coli.

2.1. allgemeine biochemische und analytische Methoden

2.1.1. Chemikalien

Alle Grundchemikalien stammten von der Firma Sigma, Deisenhofen. Sie besassen den

Reinheitsgrad p. 4. oder reinst. Spezialchemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Acetamidin Hydrochlorid ......................... Fa. Merck, Darmstadt
Acetonitril (HPLC-grade) ......................... Fa. Merck, Darmstadt
1-Aminoadamantan Hydrochlorid (ADAM) ........... Fa. Grom, Herrenberg-Kayh
AMINOSAUIEN . ..ttt e e e eenas Fa. Merck, Darmstadt
Antibioticmedium No. 3 ... ... .. ... Fa. Oxoid, Wesel
L-2,4-Diaminobuttersdure Dihydrochlorid (DABA) ... .. Fa. ICN, Eschwege
9-Flurenyloxycarbonylchlorid (FMOC) .............. Fa. Grom, Herrenberg-Kayh
H,0, (30 % (w/v), Perhydrol) ...................... Fa. Merck, Darmstadt
S,S-B-Hydroxy-1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-pyrimidin-

4-carbonsiure (Hydroxyectoin) ................ Fa. Bitop, Witten
Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator ................ Fa. Merck, Darmstadt
Peroxid-Test Merckoquant® . ...................... Fa. Merck, Darmstadt

Ribonuclease A, bovine pancreatic (50 U/mg) (RNase A) Fa. Boehringer Mannheim

Aqua demin. fiir die Nihrmedien und die HPLC-Analytik wurde mit einer
Serlapur-Pro-90-Anlage der Fa. Seral, Ransbach-Baumbach aufgereinigt. Reinstwasser wurde

mit einer Milli-Q-plus-185-Anlage der Fa. Millipore (Eschborn) aufbereitet.

Sterilfilter (Porengrosse 0,25 um) wurden von der Firma Millipore (Eschborn) bezogen.
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2.1.2. Mikroorganismen

Um festzustellen, welche der Solute von Microorganismen aufgenommen werden konnen,
und welche Solute im Zellinneren zu einer Salztoleranz fiithren, wurde E. coli DH5a
(HANAHAN, 1983) als Modellstamm ausgewéhlt.

Fiir die Fluoreszenzexperimente wurde ein E. coli DH50. Stamm verwendet, der zusétzlich
das Plasmid pBRGFPyy-ectUp (BESTVATER, 2001; BESTVATER & GALINSKI, 2002)

besass.

2.1.3. Nihrmedien

2.1.3.1. Komplexmedium AB

Fiir die Stammbhaltung von E. coli DH5a wurde Komplexmedium AB (Antibiotic medium

No. 3, Fa. Oxoid, Wesel) verwendet.

Antibiotic medium No. 3 ...... 175 ¢
Natriumchlorid ............... 10g
Agar ... 20g
aquadest. .............. ad 1000 ml

Das Medium wurde autoklaviert und nach dem Abkiihlen auf ca. 37°C, unter der
Sterilwerkbank in 30 Petrischalen verteilt. Nach dem Auskiihlen wurden diese bei 4°C fiir bis

zu einen Monat gelagert.
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2.1.3.2. Minimalmedium MM63 (LARSEN et al., 1987)

Das fir die Anzucht von E. coli DH50. verwendete Minimalmedium MM63 setzte sich

zuSammen aus:

Kaliumdihydrogenphosphat ... 13,61 g
Kaliumhydroxid ............. 421 ¢g
Ammoniumsulfat ............ 1,98 g
Magnesiumsulfat Heptahydrat .. 0,25 g
Eisen(II)-sulfat Heptahydrat .. 0,0011g

Natriumchlorid ........... 10-30¢g
pPH . 7,15
aquadest. ............... ad 950 ml
D-Glucose-Monohydrat . ...... 4,65¢
aquadest. ................ ad 50 ml

(Salinitit: 1 - 3 % (W/v))

Da Glucose in Gegenwart von Phosphat beim Autoklavieren sehr leicht caramellisiert,

wurden die beiden Losungen getrennt autoklaviert und nach dem Abkiihlen unter der

Sterilbank zusammengegeben. Ferner wurde das Medium mit 300 pl

Vitaminstammlosung (Kapitel 2.1.3.3.) versetzt.

steriler

Fiir die Supplementierungsexperimente wurden dem Medium sterilfiltrierte Solutlosungen in

verschiedenen Konzentrationen zugegeben.

2.1.3.3. Vitaminlésung VA (IMHOFF & TRUPER, 1977)

Nicotinsdureamid ............ 0,35 ¢
Thiamin Hydrochlorid ........ 0,30 g
Biotin ..................... 0,10 g
p-Aminobenzoesdure ......... 0,20 g
Pyridoxin Hydrochlorid ....... 0,10 g
Ca-D,L-Pantothenat .......... 0,10 g
Vitamin By, ................. 0,05¢g
aquadest. .............. ad 1000 ml

Die Losung wurde sterilfiltriert.
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2.1.4. Kulturverfahren

2.1.4.1. Stammbhaltung

Zur Stammhaltung wurde E. coli DH5o auf AB-Agar (Kapitel 2.1.3.1.) ausplattiert, 24 h bei
37°C inkubiert und anschlieend bei 4°C fiir maximal einen Monat gelagert.
Zur Langzeitlagerung wurden mittels der Mikrobank™ der Fa. Mast Diagnostica (Reinfeld)

zusitzliche Kulturen bei - 78°C gelagert.

2.1.4.2. Fliissigkulturen

Zur Anzucht von Fliissigkulturen von E. coli DH5a wurde zundchst eine Vorkultur bei einer
Salinitit von 1 % (w/v) NaCl angezogen. Dazu wurden in einem 100 ml Erlenmeyerkolben
20 ml MM63 mit einer auf AB-Agar gewachsenen Kultur angeimpft und iiber Nacht im
Rotationsschiittler (Scientific innova 4230 der Fa. New Brunswick, Edison USA) bei 37°C
und 150 rpm inkubiert. Der Kolben war zum besseren Sauerstoffeintrag mit vier Schikanen
versehen und mit einer Alukappe steril verschlossen. Fiir die Anzuchten unter Salzstress
wurde eine weitere Vorkultur bei 3 % (w/v) NaCl unter den gleichen Bedingungen wie oben
beschieben angezogen. Diese wurde mit 5 ml der Vorkultur bei 1 % (w/v) NaCl angeimpft.

Fiir die Hauptkultur wurden modifizierte 300 ml Weithals-Erlenmeyerkolben verwendet. An
den Kolben war seitlich ein MeBfortsatz zur Bestimmung der optischen Dichte (OD)
angebracht. Ferner befand sich auf der gegeniiberliegenden Seite ein mit einer Schraubkappe
verschlossener Stutzen, iiber den die Kulturen supplementiert werden konnten, oder Proben
entnommen werden konnte. Eine Schaumkappe (Fa. Merck, Darmstadt) ermoglichte einen
Gasaustausch, hielt aber Kontaminationen zuriick. Jeweils 100 ml MM63 pro Kolben wurde
mit 5 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37°C und 150 rpm im Rotationsschiittler

angezogen.



Material und Methoden 27

2.1.4.3. Verfolgung des Zellwachstums

Das Zellwachstum wurde photometrisch (Novaspec II der Fa. Pharmacia Biotech, Cambridge,
UK) iiber die Messung der Absorption bei 600 nm verfolgt. Die Absorption bei 600 nm wird
auch optische Dichte (ODgg) genannt. Hierbei handelt es sich aber nicht um eine Absorption
durch die Bakterien, sondern um eine vorgetiduschte Absorption (auch scheinbare Absorption
genannt) durch das Streulichtphdnomen welches durch die wéihrend des Bakterienwachstums
steigende Partikelzahl verursacht wird. Zur Messung der OD wurde der MeBfortsatz des
Anzuchtkolbens direkt in das Photometer gesetzt. Bei Zelldichten von {iber
0,5 Absorptionseinheiten steigt der Einflul der Mehrfach- und Riickstreuung, so dass die OD
unterbestimmt wird. Deshalb muBten die Werte iiber 0,5 OD-Einheiten korrigiert werden. Die
Korrektur erfolgte mittels einer ,,Dalgaard-Anpassung" (DALGAARD et al., 1994). Dazu
wurde mit einer ausgewachsenen Kultur eine Verdiinnungsreihe erstellt und die OD der mit
frischem Medium verdiinnten Proben gemessen. Durch Multiplikation des MeBwertes der
grofften Verdiinnung mit dem entsprechenden Verdiinnungfaktor erhdlt man die jeweilige
reale OD. Nun tragt man die reale OD gegen die direkt im Kolben gemessene OD auf und
passt die folgende Gleichung rechnergesteuert an die Messpunkte an und bestimmt so die

Variablen A und B:

Dalgaard-Gleichung: ODye = ODgem + A X (ODgen )®

Analog hédtte man auch die Porben vor der Messung auch soweit verdiinnen konnen, bis die
Werte unter 0,5 OD-Einheiten gelegen hétten. Die Methode der Dalgaard-Anpassung hat den
Vorteil, dal man nicht jede Probe mit einer OD > 0,5 verdiinnen muf}, sondern nur einmal
eine Verdiinnungsreihe angesetzt. Ferner wurde die Kontaminationsgefahr verringert, da die
OD direkt im Messfortsatz der Kolben gemessen wurde, und die Kolben fiir die
Probenentnahme somit nicht gedffnet werden mufSten.

In der logarithmischen Auftragung der Wachstumskurven wurde die Steigung ermittelt, die
der Wachstumsrate u [h™'] entspricht. Aus ihr berechnet sich die Verdopplungszeit tp [h] der
Bakterien nach:

to=(>n2)/p
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Auf eine Nass- bzw. Trockengewichtsbestimmung wéhrend des Wachstums wurde ebenso
verzichtet, wie auf eine Zellzahlbestimmung, da diese Parameter mit der realen OD linear

korrelieren (KOCH, 1981).

2.1.4.4. Zellernte

Zur Gewinnung der Biomasse und zur Bestimmung der Solutgehalte in den Zellen wurden die
Kulturen fiir 15 Minuten bei 2.800 X g und 4°C abzentrifugiert (Universal-Zentrifuge 16R der
Fa. Hettich, Tuttlingen). Die Zellpellets wurden in ausgewogene 1,5 ml Reaktionsgefilie
iiberfiihrt und das Nassgewichte bestimmt. Uber Nacht wurden die Pellets lyophilisiert
(Alpha I-6, Fa. Christ, Osterode) und anschlieBend das Trockengewicht ermittelt. Aus dem
so erhaltenen Zellmaterial wurden die kompatiblen Solute isoliert (Kapitel 2.1.5.1.) und

anschlieend mittels HPLC quantifiziert (Kapitel 2.1.5.2.).

2.1.5. allgemeine Analytik

2.1.5.1. Extraktion kompatibler Solute

Die in den gefriergetrockneten Zellen enthaltenen Solute wurden durch eine modifizierte
Bligh & Dyer-Extraktion (BLIGH & DYER, 1959; GALINSKI, 1986; GALINSKI &
HERZOG, 1990) in eine wéssrige Phase iiberfiihrt. Dazu wurden 30 mg des getrockneten
Zellmaterials zerkleinert, mit 500 pl Bligh & Dyer-Losung (10 Vol. Methanol + 5 Vol.
Chloroform + 4 Vol. aqua demin.) versetzt und fiir 30 Minuten auf einem Schiittler inkubiert
(IKA-Vibrax VXR, Janke & Kunkel, Staufen). AnschlieBend wurden 130 pul Chloroform und
130 pl aqua demin. zugesetzt und die Suspension erneut fiir 30 Minuten geschiittelt. Zur
Phasentrennung wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 16.060 X g zentrifugiert (Biofuge
Pico, Heraeus Instruments, Hanau). Die obere, wilrige Phase, welche die Solute enthilt,
wurde abpipettiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und bis zur Analyse bei - 20°C
gelagert. Zur HPLC-Analyse mufliten die Proben 1:10 mit HPLC-Laufmittel (75 % (v/v)

Acetonitril) verdiinnt werden.
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30 mg lyophilisiertes Zellmaterial 500 pl Bligh & Dyer-Extraktionslosung:

10 Volumen Methanol

5 Volumen Chloroform
4 Volumen Aqua demin.

30 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln

130 pl Chloroform
130 pl aqua demin.

30 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln

Phasentrennung: 10 Minuten bei 16.000 g

Abtrennung der wialrigen Phase

geloste Solute

75:25

HPLC-Laufmittel:
Acetonitril:aqua demin.

Verdiinnung;:

Solute:Laufmittel = 1:10

Probe zur HPLC-Analyse

Schema 2.1.5.1.: Extraktion kompatibler Solute nach Bligh & Dyer und Vorbereitung der

Proben fiir die anschlieBende HPLC-Analyse.

2.1.5.2. isokratische Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC)

Die Auftrennung und Quantifizierung der kompatiblen Solute erfolgt mittels einer

HPLC-Anlage der Fa. Thermo Separation Produkts (Riviera Beach, USA). Diese bestand aus

folgenden Teilen:

isokratische Pumpe P 100 Spectra Series

Vakuumentgasungsmodul SCM 1000

Rheodyne Probenaufgabeventil mit 20 ul Probenschleife

Vorsédule Nucleosil Amino, 10 x 4 mm, Partikelgrésse 5 pm,

der Fa. Merck, Darmstadt

Trennsdule Grom-Sil 100 Amino 1-PR, 125 x 4 mm, Parikelgrosse 3 um,
der Fa. Grom, Herrenberg-Kayh

UV-Detektor UV1.000 Spectra Series (A = 220 nm)
Brechungsindexdetektor RI-71, der Fa. Shodex, Tokyo, Japan
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Die Anlage wurde von der Software "Chrom Quest™ Chromatography Data System" fiir
Windows NT® gesteuert. Die Datenaufnahme und Auswertung der Chromatogramme erfolgte
ebenfalls mit diesem Programm.

Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus 75 % (v/v) Acetonitril (HPLC-grade) und 25 % (v/v)
aqua demin. verwendet. Die Flussrate betrug bei allen Messungen 1 ml/min. Das Laufmittel
wurde vor der Verwendung zundchst durch 15miniitiges Durchstromen mit Helium entgast.
Die Solutkonzentration der Proben wurde jeweils durch Vergleich mit einem entsprechendem

Standard ermittelt.

2.1.5.3. Gradienten-Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (FMOC-HPLC)

Die Gradienten-HPLC eignet sich zur Quantifizierung von freien Aminosduren sowie
primdren und sekunddren Aminen, wenn diese vorher mit einem Fluoreszenzmarker
(9-Fluorenyloxycarbonylchlorid, FMOC) gekoppelt werden. Bei den Synthesen der Solute
(Kapitel 2.2.) entstanden hauptsidchlich die ein- und zweifach acetylierten offenkettigen
Verbindungen als Nebenprodukte. Da die Gradienten-HPLC empfindlich genug ist, um
Amine in einer Konzentration von 50 uM zu detektieren und die Reinheit der synthetisierten
Solute bei einer Konzentration von 10 mM iiberpriift wurde, wéren kleinste Verunreinigungen
an Nebenprodukt detektiert worden. Ferner wurde diese Methode zur Quantifizierung der
maximalen Loslichkeit der biogenen Aminosduren in 2 M Solutlosung (Kapitel 2.3.3.2.)
verwendet.

Die Anlage der Fa. Thermo Separation Products (Riviera Beach, USA) bestand aus den
folgenden Teilen:

* Gradientenpumpe P2000 Spectra Series mit Mischkammer fiir zwei Laufmittel
* Vakuumentgasungsmodul SCM 1000
* Autosampler AS3000 Spectra Series mit Probenaufgabeventil,
10 ul Probenschleife, Probenkiihlung (4°C) und Séulenofen (45°C)
* Vorsdule Licrospher 100RP8, 10x4 mm, Partikelgrosse 5 um,
der Fa. Merck, Darmstadt
* Trennsdule Superspher 60 RP8, 125 x 4 mm, Partikelgrosse 4 pm,
der Fa. Grom, Herrenberg-Kayh
* Fluoreszenzdetektor FL3000 Spectra Series, Anregungswellenlidnge:
Aex =254 nm, Detektionswellenldnge Aen =316 nm
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Die Messgerite wurden von der Software ,,Chrom Quest™

Chromatography Data System" fiir
Windows NT® gesteuert. Die Datenaufnahme und Auswertung der Chromatogramme erfolgte
ebenfalls mit diesem Programm.

Die Flussrate betrug 1,25 ml/min. Als mobile Phase wurde ein Gradient aus den beiden
Laufmitteln A und B verwendet wie er in Tabelle 2.1.5.2. beschieben ist. Die Laufmittel

wurde vor der Verwendung zundchst durch 15miniitiges Durchstromen mit Helium entgast.

Laufmittel A: Natriumacetat-Puffer, 50 mM, pH 4,2 79,5 % (v/v)
Acetonitril 20,0 % (v/v)
Tetrahydrofuran (THF) 0,5 % (v/v)
Laufmittel B: Natriumacetat-Puffer, 50 mM, pH 4,2 20,0 % (v/v)
Acetonitril 80,0 % (v/v)

Tab. 2.1.5.2.: Zusammensetzung des Laufmittelgradienten fiir die Gradienten-HPLC.

Zeit Laufmittel | Laufmittel B
[min] | A [% (V/V)] [% (v/V)]

0 100 0

15 91 9

30 70 30

40 40 60

42 0 100

47 0 100

49 100 0

51 100 0

Zur Detektion der freien Aminofunktionen wurden diese mit 9-Fluorenyloxycarbonylchlorid
(FMOC) derivatisiert und anschlieBend nach Auftrennung auf der HPLC-Siule
fluoreszenzspektrometrisch detektiert und quantifiziert (KUNTE et al, 1993). Die

Probenderivatisierung wurde wie folgt durchgefiihrt:

* 40 pul Probelésung wurden mit 40 ul Natriumboratpuffer (0,5 M) mit je 50 uM
Taurin  und Pipicolinsdure als interne Standards und 80 pl
9-Fluorenyloxycarbonylchlorid-Lésung (FMOC) gemischt und fiir 45 s kriftig
geschiittelt (IKA-Vibrax VXR, Janke & Kunkel, Staufen).

* 100 pl I-Aminoadamantan-Losung (ADAM, 40 mM) wurden zugegeben und
weitere 45 s kriftig geschiittelt (IKA-Vibrax VXR, Janke & Kunkel, Staufen).

* 140 pl Laufmittel A wurden zugegeben, die Probe gemischt und in den
Autosampler der HPLC-Anlage geben.
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Die detektierten Aminoverbindungen wurden mittels Standards (jeweils 50 uM) identifiziert

und mit Hilfe der internen Standards quantifiziert.

2.1.5.4. NMR-Spektroskopie

Zur Identifizierung der Produkte der Synthesen wurden in der Analytischen Abteilung des
organisch-chemischen Instituts der Universitdt Miinster *C-NMR Spektren angefertigt. Um
eine  Peakaufspaltung  durch  Wechselwirkungen  zwischen = Wasserstoff-  und
Kohlenstoffatomen auszuschalten, wurden die "“C-Spektren als breitbandentkoppelte
Spektren (CPD: Composite Pulse Decoupling) aufgenommen.

Die Proben wurden iiber Nacht in einem Lyophilisator (Alpha I-6, Fa. Christ, Osterode)
gefriergetrocknet und anschlieBend in 1 ml D,O aufgenommen. Da die Loslichkeit von
Tetramethylsilan (TMS) in D,O zu gering ist, wurden jeder Probe 10 mg
3-(Trimethylsilyl)-propionsdure-ds-Natriumsalz (TMSP) als internem Standard zugesetzt. Die
chemischen Verschiebungen wurden bezogen auf das Methyl-Signal des internen Standards
(0 [Si-(CH3)4] = 0,00 ppm) angegeben. Die Auflistung der Signale beginnt bei hohem Feld.
Die Messungen erfolgten mit einem Spektrometer der Fa. Bruker, (Modell ARX 300 oder
AMX 400) bei einer Messfrequenz von 75,5 MHz.

Die Spektren wurden mit dem Programm "Nuts Pro - NMR Utility Transform Software
Professional - for Windows 95/NT" der Fa. Acorn NMR Inc. (Livermore, Kanada) bearbeitet

und ausgewertet.

2.1.5.5. CHN-Analyse

Sdmtliche = Elementaranalysen =~ wurden in der analytischen  Abteilung des
organisch-chemischen Instituts der Universtitit Miinster mit einem CHN-O-Rapid (Fa.
Foss-Heraeus, Hanau) und einem Vario EL III (Fa. Elementar Analysensysteme, Hanau)
durchgefiihrt. Die angegebenen Werte sind jeweils Mittelwerte aus zwei voneinander

unabhingigen Messungen.
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2.2. Synthese von Soluten mit ectoinanaloger Strukur

Ein Ziel dieser Arbeit war die Synthese von strukturanalogen Substanzen zu Ectoin.
Abbildung 1.3. zeigt einen Uberblick iiber die Strukturen, [IUPAC- und Trivialnamen. Im
folgenden Abschnitt werden die chemischen Synthesen der kompatiblen Solute dargestellt. In
den dazugehorigen Strukturformeln sind die Solute immer in der ionischen Form dargestellt,
so wie sie in wissriger Losung bei neutralem pH vorliegen. Ferner ist immer das
L-Diasteromer gezeichent, da diese die natiirlich vorkommende Form von yYNAc-DABA,
Ectoin und Hydroxyectoin ist. Uber und unter den Reaktionspfeilen sind die wichtigsten

Syntheseparameter wie: Losungsmittel, Temperatur, pH und Reaktionsdauer aufgefiihrt.

2.2.1. Synthese von zyklischen Soluten mit zwitterionischer Struktur

Die bei KOICHI et al. (1991) beschriebene Synthese fiir Ectoin wurde dazu verwendet,
1,4,5,6 Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin-4-carbonsdure (L-Ectoin) und strukturverwandte
kompatible Solute mit variabler Ringgrosse herzustellen. Die so hergestellten Solute haben
alle eine zyklische, zwitterionische Struktur.

Zur Synthese von Ectoin wurde L-2,4-Diaminobuttersdure mittels
Orthoessigsduretrimethylester acetyliert. Der Ringschluss durch die anschlieBende
Dehydratisierung erfolgte bei 50°C spontan. Durch Variation der Diaminokomponente in der

Synthese konnte die Ringgrdsse variiert werden.

CHs
O __CH MeOH
N-N\n O Q ot T=50-55°C NYn 0O
T
- 3 O, t=6-8h N
N O CHs O-
L-Diaminocarbonsdure  Orthoessigsauretrimethylester L-Produkt

Abb. 2.2.1.: Reaktionsgleichung zur Synthese von zyklischen, ectoinanalogen Soluten mit
variabler Ringgrosse. n = 1 - 4; n =2 entspricht dem natiirlich vorkommenden
Solut L-Ectoin
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In einem Dreihalskolben wurden 400 ml getrocknetes Methanol mit 2,5 eq.
Orthoessigsduretrimethylester gemischt und auf 50°C erhitzt. 1 eq. der Diaminocarbonsiure
wurden zugegeben und die Suspension bei 50 - 55°C geriihrt, bis sich der Niederschlag gelost
hatte (ca. 6 - 8 h). In Tabelle 2.2.1. sind die Edukte sowie die daraus resultierenden Produkte
aufgelistet. Bei den grésseren Ringen kam es zu einer gelborange-Farbung der Losung,
verbunden mit einer Erhohung der Viskositit. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdamfer (Fa. Biichi, Konstanz) abgezogen, der Riickstand in 100 ml aqua bidest.
aufgenommen und der pH-Wert mit NaOH-Losung (2 M) auf pH 7 eingestellt. Dadurch
wurde der {bersschiissige Orthoessigsduretrimethylester zu Essigsdure und Methanol
hydrolysiert. Das bei der Neutralisation entstandene NaCl wurde sdulenchromatografisch tiber
eine AG11AS8-lonenverzdgerer-Sdule (Fa. Biorad, Californien, USA) abgetrennt. Als mobile
Phase wurde dabei aqua bidest. eingesetzt. Die Rohprodukte wurden, nach Entfernung des
Losungsmittels, aus getrocknetem Methanol umkristallisiert und liber Kieselgel im Vakuum
getrocknet. Die Identifizierung der Produkte erfolgte mittels *C-NMR-Spektoskopie und
CHN-Analyse. Die Reinheit der Produkte wurde mittels isokratischer-, Gradienten-HPLC,

sowie lUiber die CHN-Analyse festgestellt.

Tab. 2.2.1.: Edukte, Ringgrosse und Produkte der Synthese von zyklischen kompatiblen
Soluten mit ectoinanaloger Struktur und variabler Ringgrdsse. In Klammern
sind die Abkiirzungen und Trivialnamen der Solute angegeben, wie sie im
Folgenden verwendet werden.

Ringgrosse | n Diaminokomponente Produkt

5 1 | D,L-1,2-Diaminopropionsiure 4,5-Dihydro-2-methyl-imidazol-
Hydrochlorid 4-carbonsaure (DHMICA)

6 2 L-2,4-Diaminobuttersiure 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin-

Dihydrochlorid 4-carbonséure (L-Ectoin)

7 3 L-Ornithin 4,5,6,7-Tetrahydro-2-methyl-

Hydrochlorid 1H-[1,3]-diazepin-4-carbonsdure
(Homoectoin)

8 4 L-Lysin 3.4,5,6,7,8-Hexahydro-2-methyl-

Hydrochlorid 1,3-diazocin-4-carbonsidure (HHMDCA)
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2.2.2. Synthese von N-Acetyl-diaminobuttersiure (NAc-DABA)

Bei der Biosynthese von Ectoin in Bakterien stellt 7YN-Acetyl-diaminobutterséure
(YNAc-DABA) die letzte Vorstufe dar (PETERS et al., 1990). Die Ectoinsynthase zyklisiert
die YNAc-DABA unter Wasserabspaltung zum kompatiblen Solut Ectoin. Um zu untersuchen
ob und wie auch die Vorstufe des Ectoins mit Wasser und Zellstrukturen wechselwirkt, wurde
versucht YNAc-DABA chemisch zu synthetisieren. Da Auf- und Abbau von Substanzen im
Zellstoffwechsel hiufig iiber zwei getrennte Wege laufen und aNAc-DABA eventuell ein
Abbaubestandteil des Ectoins sein konnte, wurde versucht auch dieses Isomer herzustellen.
Dazu wurden zwei Synthesestrategien verfolgt. Zum Einen die Acetylierung von
L-2,4-Diaminobuttersdure (DABA) und zum Anderen die Hydrolyse von L-Ectoin

(Riickreaktion des letzten Biosyntheseschrittes).

2.2.2.1. Synthese von o~ und YN-Acetyl-diaminobuttersiure (0- und YNAc-DABA) durch
Acetylierung von L-2,4-Diaminobuttersiure (DABA)

Die Acetylierung von L-2,4-Diaminobutterdure sollte zu einem Gemisch von aNAc-DABA
und YNAc-DABA fiihren. Da die o-Aminogruppe durch die benachbarte Carboxylgruppe
sterisch abgeschirmt wird und somit fiir eine Acetylierungsreaktion nicht so gut zugénglich
ist, sollte mehr YNAc-DABA als aNAc-DABA entstehen. Ferner wirkt die vorhandene
Carboxylgruppe elektronenziehend auf das benachbarte C-Atom. Dadurch wird die
o-Aminogruppe positiviert und der nucleophile Angriff dieses Stickstoffs auf den

Essigsdureanhydrid wird somit erschwert.

N

bidest.

O 0 °©0 ?qugsc >¥

N D S
N o) CHs CHs pH S o

t=

L-2,4-Diamino- Essigsaure- /N-Acetyl-diaminobuttersdure «N-Acetyl-diaminobuttersiure
buttersaure anhydrid (NAc-DABA) (aNAc-DABA)

Abb. 2.2.2.1.: Synthese von o- und yN-Acetyl-diaminobuttersdure (o- und YNAc-DABA)
durch Acetylierung von L-24-Diaminobuttersiure (DABA) mittels
Essigsdureanhydrid.
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Unter Rithren bei Raumtemperatur wurde in einem 100 ml Rundkolben 1 g L-2,4-Diamino-
buttersdure Dihydrochlorid in 45 ml aqua bidest. gelost und mit 0,42 g NaOH (2 eq.)
neutralisiert. Um die Bildung des zweifach acetylierten Produktes zu minimieren, wurde die
Konzentration an Acylierungsreagenz im Ansatz mdoglichst gering gehalten. Es wurden
deshalb 0,75 ml Essigsdureanhydrid (1,5 eq.) gelost in 5 ml aqua bidest. {iber 5 h verteilt
zugetropft. AnschlieBend wurde die Reaktion fiir 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Losung wurde am Rotationsverdamfer (Fa. Biichi, Konstanz) bei moglichst niedrigen
Temperaturen eingeengt, der Riickstand in 2,5 ml aqua bidest. aufgenommen, das Rohprodukt
mit Methanol gefillt und nach Abkiihlung auf 4°C in einem Glasfiltertiegel (Porengrosse D4)
abgesaugt und im Vakuum iiber Kieselgel getrocknet.

Eine sdulenchromatografische Auftrennung der beiden Produkte wurde mit verschiedensten
Sdulenmaterialen, u. a. Ionentauscher, und mobilen Phasen (Bidest, Methanol,
Perchlorsduregradient) probiert. Es konnte aber keine Trennung der beiden Produkte erreicht

werden.

2.2.2.2. Synthese von o~ und yYN-Acetyl-diaminobuttersiure (0-- und YNAc-DABA) durch
alkalische Hydrolyse von Ectoin

Die alkalische Hydrolyse von Ectoin stellt die Riickreaktion des durch die Ectoin-Synthase
katalysierten Reaktionsschrittes dar. Wéhrend der Reaktion entstanden die beiden Produkte

o~ und YNAc-DABA, in Reinform isoliert werden konnte aber letztendlich nur YNAc-DABA.

(0]
50 % MeOH N N
)\+ Tes0C
N +
pH 12 N O 7_N ©
o. =24h o 0 o-

L-Ectoin N-Acetyl-diaminobuttersaure aN-Acetyl-diaminobuttersaure
(/NAc-DABA) (aNAc-DABA)

Abb. 2.2.2.2.: Synthese von o- und YN-Acetyl-diaminobuttersdure (o- und YNAc-DABA)
durch alkalische Hydrolyse von Ectoin.

1,42 g L-Ectoin wurden in 50 % (v/v) Methanol geldst (0,1 M) und mit 0,561 g KOH (0,1 M)
versetzt. Die Losung wurde bei 50°C geriihrt, wobei der pH-Wert duch Zutropfen von
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KOH-Losung (1 M) konstant bei pH 12 gehalten wurde. Bei der Reaktion fiel das Produkt
YNAc-DABA aus. Nach 24 h wurde die Suspension auf Raumtemperatur abgekiihlt und das
ausgefallene Produkt in einem Glasfiltertiegel (Porengrésse D4) abgesaugt. Die abfiltrierte
Mutterlauge wurde in einem Lyophilisator (Alpha I-6, Fa. Christ, Osterode) eingeengt und
weiteres Produkt wurde abgesaugt. Die beiden Fraktionen wurden vereint und
umkristallisiert. Dazu wurde der Feststoff in moglichst wenig Methanol bei Raumtemperatur
gelost, zur Auskristallisation iiber Nacht bei 4°C gelagert, abgesaugt und lyophilisiert. Da die
YNAc-DABA bei erhohter Temperatur sehr leicht wieder zu Ectoin kondensiert wurde es
lyophilisiert und nicht am Rotationsverdampfer getrocknet.

Das Produkt wurde mittels “C-NMR-Spektoskopie und CHN-Analyse als YNAc-DABA
identifiziert und mittels isokratischer und Gradienten-HPLC auf Verunreinigungen

untersucht.

2.2.3. Synthese von 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin Hydrochlorid
(Decarboxy-Ectoin, DCE)

Das DCE-Kation lieB sich nicht auf die gleiche Weise herstellen wie Ectoin und die
homologen Solute (Kapitel 2.2.1.). Da 1,3-Diaminopropan (DAP) sehr alkalisch reagiert und
pH-neutrales 1,3-Diaminopropan-Dihydrochlorid (DAP X 2 HCI) oder
1,3-Diaminopropan-Dihydrogensulfat (DAP x H,SO,) in getrocknetem Methanol nahezu
unloslich sind wurde zur Herstellung von DCE eine andere Synthese ausgewihlt. Acetamidin
reagiert auch im alkalischen mit 1,3-Diaminopropan zu dem gewlinschten Kation. Bei der

Reaktion entsteht NH;, weshalb die Reaktion im Abzug durchgefiihrt wurde.

NHy HoN Meor,
*4-2 Cl + 7 j T=70°C )'\{\+ Ccr + NH3+
HsC™ ) ) N

NH; HoN
t=10h

Acetamidin 1,3-Diaminopropan
Hydrochlorid

1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-
pyrimidin Hydrochlorid
(Decarboxy-Ectoin, DCE)

Abb. 2.2.3.: Synthese von 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin Hydrochlorid (DCE). DCE
ist eine kationische, decarboxylierte Ectoinsturkur mit Chlorid als Gegenion.
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50 g Acetamidin Hydrochlorid (0,5 mol, 1 eq.) wurden in 250 ml Methanol geldst, mit
45,4 ml Diaminopropan (0,55 mol, 1,1 eq.) versetzt und fiir 10 h bei 70°C unter Riickfluf3
gekocht. Das bei der Reaktion entstehende NH; wurde durch eine mit 250 ml Salzsdure (4 M)
geflillte Gaswaschflasche geleitet und anschlieBend entsorgt. Das Methanol wurde am
Rotationsverdampfer (Fa. Biichi, Konstanz) abgezogen, das Rohprodukt aus Methanol
umkristallisiert, das Produkt in einem Glasfiltertiegel (Porengrésse D3) abgesaugt und iiber
Kieselgel im Vakuum getrocknet. Das Produkt wurde mittels *C-NMR-Spektoskopie und
CHN-Analyse identifiziert und mittels gradienten-HPLC auf Verunreinigungen untersucht.

Da das Produkt hygroskopisch reagierte, wurde es unter Luftabschluss gelagert.

2.3. Messung des protektiven Effektes der ectoinanalogen
kompatiblen Soluten auf biochemische Modellsysteme und
Escherichia coli

Neben der Synthese der ectoindhnlichen Strukturen war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die
Wechselwirkungen der natiirlichen sowie der chemisch synthetisierten Solute mit Wasser und
verschiedenen Zellkomponenten bzw. ganzen Zellen zu untersuchen. Diese Versuche sollten
dazu dienen die Art der Wechselwirkungen zu identifizieren, um so in einem weiteren Schritt
Solute entwickeln zu konnen, die an spezielle Problemstellungen angepasst sind. Eine
mogliche Problemstellung ist z. B. die Erhéhung der Stabilitdt von biologischem Material bei
der Lagerung. Dabei kann es sich sowohl um isolierte Proteine, Ribonucleinsduren wie DNA

und RNA, als auch um ganze Bakterienkulturen handeln.

2.3.1. Aufnahme von Soluten durch E. coli DH50 unter osmotischem Stress

Da E. coli in der Lage ist Betain, Ectoin und Hydroxyectoin aus dem Medium aufzunehmen
und so eine bedingte Salztoleranz zu erwerben, eignet er sich als Testorganismus, ob die neu
synthetisierten Solute unter Salzstress ebenfalls aufgenommen werden kdnnen und ob diese

Solute dem Organismus helfen den Salzstress zu iiberwinden.
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2.3.1.1. Wachstum von E. coli DH50 unter osmotischem Stress

E. coli DH50 wurde in Minimalmedium MM63 bei einer Salintit von 3 % (w/v) NaCl
angezogen. Zusétzlich wurde das Medium mit verschiedenen Soluten supplementiert und die
optische Dichte wurde liber den Wachstumszeitraum in Abstdnden von 0,5 - 1 h gemessen.
Aus der Wachstumskurve der realen OD wurde die Wachstumsrate p [h'] und daraus die
Verdopplungszeit tp [h] ermittelt. Am Ende des exponentiellen Wachstumes wurden die
Zellen geerntet, lyophilisiert, die Solute extrahiert und mittels isokratischer HPLC
quantifiziert. Dabei wurde fiir jedes Solut eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Folgende
natiirliche und chemische Solute wurden jeweils 2 mM zur Supplementierung des MM63

genutzt:

* Betain

* TMAO

* YNAc-DABA
¢ Ectoin

* Hydroxyectoin
e DHMICA

* Homoectoin

* DCE

Um zu untersuchen, ob die Solute {iber das gleiche Aufnahmesystem in die Bakterienzellen
gelangen wie Ectoin, wurden mit Ectoin supplementierte Kulturen zusitzlich mit 0 - 10 mM
DCE versetzt. AnschlieBend wurden wieder die Wachstumsraten, die Verdopplungszeiten,

sowie die Solutkonzentrationen in den Zellen bestimmt.

2.3.1.2. Produktion von griin fluoreszierendem Protein (GFP) in E. coli DH50 unter
osmotischem Stress

Der Stamm E. coli DH5a pBRGFPyvecfUp enthidlt das Genfragment gfp,, aus Aequorea
victoria, sowie das Genfragment ecfUp aus Marinococcus halophilus, welches in diesem
direkt vor den Ectoingenen liegt und fiir das Bestvater Promotoreigenschaften beziiglich einer
Salzinduktion nachweisen konnte. ectfUp schaltet unter Salzstress die Produktion der
dahinterliegenden Gene an (BESTVATER, 2001; BESTVATER & GALINSKI, 2002). Der

Index UV bedeutet dabei, das die Fluoreszenz bei einer Wellenldnge im UV-Bereich angeregt
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wird. Das Startkodon des gfpyy stimmte mit dem urpiinglichen Startkodon des ersten
Ectoingenes iiberein, so dass durch den Salzstress nicht die Produktion des Schutzstoffes
Ectoin, sondern das GFPyy gestartet wird. Das GFPyy bendtigt zur Fluoreszenz keine
Coenzyme und Cofaktoren wie zum Beispiel ATP und NADH.

Um zu untersuchen, ob die aufgenommenen Solute DHMICA und Homoectoin bei
E. coli DH5a0 nach einem Salzstress dazu fiihren, dass die Bakterien salztolerant werden und
den Osmostress nicht mehr spiliren, wurde die Expression des griin fluoreszierenden
Reporterproteins GFPyy in Abhdngigkeit von der Stiarke des Osmoschocks verfolgt.

Die Versuche wurden analog zu den Experimenten von BESTVATER (2001) mit den beiden
Soluten Betain und Ectoin durchgefiihrt. Die Bakterien wurden in MM63 bei 1 % (w/v) NaCl
angezogen. Bei einer ODg von ca. 0,2 wurde die Salinitit des Mediums durch die Zugabe
festen Salzes auf 2 % (w/v), 3 % (w/v) und 4 % (w/v) erhoht. Das Experiment wurde ohne
Solut sowie mit jeweils 2 mM DHMICA oder Homoectoin im MM63 durchgefiihrt. Vor dem
Salzsschock und danach alle 2 h wurden Proben genommen, in SUPRASIL®-Quarzkiivetten
(Fa. Hellma, Miillheim) mit frischem Medium auf eine ODgyp von 0,05 verdiinnt und die
Fluoreszenz (Aex = 395 nm, Aen = 509 nm) wurde mit einem Fluoreszenzspektrometer LS50
(Fa. Perkin Elmer, Beakonsfield, UK) gemessen.

Die Fluoreszenzmessungen konnten direkt im Kulturmedium erfolgen, da die einzelnen
Bestandteile des MM63 keinen Einflul} auf die Fluoreszenz von GFPyy haben (BESTVATER,
2001). Die Fluoreszenzdaten wurden auf die ODsy bezogen und auf die Fluoreszenz bei

1 % (w/v) NaCl normiert.

2.3.2. Einfluss von kompatiblen Soluten auf die Stablitit von RNase A

Die Stabiltdt von Ribonuclease A (RNase A, bovine pancreatic) wurde in Abhéngigkeit von
der Konzentration der verschiedenen Solute untersucht. Dazu wurde ein Differential Scanning
Calorimeter (Micro-DSC III, Fa. Setaram, Caluire, Frankreich) verwendet. Das Kalorimeter
heizt die Probe und die Referenz mit konstanter Heizrate auf und misst dabei den Warmefluss
(in mW) der beiden Kammern. Findet in der Probenkammer eine Reaktion z.B. die
Denaturierung eines Enzymes statt, die Energie verbraucht (endotherm) oder freisetzt
(exotherm), misst das Kalorimeter eine Differenz im Warmefluss der Probenkammer und dem

Wirmefluss der Referenzkammer. Diese Differenz dussert sich in einem Peak, dessen Spitze
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der Schmelzpunkt T, ist. Der Schmelzpunkt T,, ist diejenige Temperatur, bei der 50 % des
Enzymes denaturiert vorliegen.

RNase A ist ein Enzym, welches eine sehr grosse Reversibiltit bei der thermischen
Denaturierung besitzt. Das bedeutet, dass es thermisch denaturiert und anschlieend durch
abkiihlen auf Raumtemperatur wieder in die native Form iiberfiihrt werden kann ohne dabei
wesentlich an enzymatischer Aktivitit zu verlieren. Der Puffer (pH 6,15) fiir die Experimente
bestand aus 0,1 M Glycin und 0,1 M NaCl (POKLAR et al. 1999). Die
RNase A-Konzentration betrug 4 mg/ml und das Probenvolumen 0,8 ml. Die Referenz hatte
bei allen Messungen die gleiche Zusammensetzung wie die Probe, enthielt aber kein Protein.
Die Solutkonzentration wurde fiir die Solute Ectoin, Hydroxyectoin, DHMICA, Homoectoin,
DCE, und TMAO zwischen 0 und 3 M, fiir Acetamidin Hydrochlorid bis 4 M und fiir Betain
bis 5 M variiert.

Die Proben wurden mit einer Heizrate von 0,5°C/min von 10°C bis 85°C erhitzt und
anschlieend mit - 1°C/min abgekiihlt. Es wurden jeweils drei solcher Zyklen durchlaufen,
wobei die Proben zwischen den Zyklen fiir 15 min bei 10°C temperiert wurden.

Die Aufzeichnung sowie Auswertung der MeBwerte erfolgte mit der ,,Thermal Analysis
Sofware” (Version 1.20) der Fa. Setaram (Caluire, Frankreich).

Um zu tiberpriifen, ob die Einfliisse der einzelnen Solute auf den T, der RNase A additiv
sind, wurde eine Messreihe mit 1 M NaCl und variabler Ectoinkonzentration (0 - 3 M)
durchgefiihrt.

Alle weiteren Einflussgrossen, wie Proteinkonzentration, Pufferzusammensetzung,

Temperaturprofil und Volumina wurden dabei nicht variiert.

2.3.3. Einfluss von kompatiblen Soluten auf die Transferenergie AG, von
Proteinen

Um den Einfluss von Soluten auf die Transferenergie AG, und damit auf die Stabilitdt von
Proteinen zu untersuchen, wurde die Idee von LIU und BOLEN (1995) verfolgt. Die
Transferenergie AG; gibt Auskunft dariiber, ob eine Substanz sich besser in Wasser (AG, > 0)
oder in der Solutlosung (AG, < 0) 16st und zeigt somit an, ob das gewahlte Losungsmittel ein

gutes oder ein schlechtes Losungsmittel fiir die Testsubstanz ist.
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LIU und BOLEN (1995) gehen davon aus, dass die Loslichkeit eines Proteines die Summe
der Loslichkeit aller seiner Bestandteile ist. Alle Proteine setzen sich aus den 20 biogenen
Aminosduren zusammen, welche ein einheitliches Grundgeriist und eine spezifische
Seitenkette besitzen. Das Grundgeriist, aus welchem sich die weiteren biogenen Aminosduren
ableiten besteht aus einem Glycin. Um die durch die Peptidbindung verdnderten
energetischen Verhéltnisse mit zu beriicksichtigen, wurde Diketopiperazin (DKP), ein
zyklisches Dimer von Glycin, als Modellsubstanz flir zwei Einheiten des Proteinriickgrates
gewidhlt. Die AG, der Aminosdureseitenketten wurde bestimmt, indem von AG, der
entsprechenden Aminosdure die AG, von Glycin subtrahiert wurde.

Aus dem Unterschied der maximalen Loslichkeiten von DKP und den Aminoséduren in reinem
Wasser und in Solutlésung kann man die Transferenergie AG; nach folgender Formel

berechnen:

AGy = RXTXIn (Cy/Cos) mit: R = allgemeine Gaskonstante: 8,314 Jxmol'xK™!
T=298K
¢y = Konzentration in Wasser
Cos = Konzentration in Solutlosung

2.3.3.1. Maximale Loslichkeit von Diketopiperazin (DKP) in Abhangigkeit von der
Solutkonzentration

Zur Herstellung gesittigter Losungen von DKP in Wasser, bzw. den Soluteldsungen wurden
jeweils 150 pl Losung (0 bis 2 M) und eine Spatelspitze DKP in 1,5 ml Reaktionsgefdsse
(Fa. Eppendorf, Koln) gegeben. Die Proben wurden fiir 48 h im Temperaturschrank (BK600,
Fa. Heraeus Instruments, Hanau) bei 25°C inkubiert und dabei kréftig geschiittelt
(IKA-Vibrax VXR, Janke & Kunkel, Staufen). Es wurden jeweils drei unabhidngige Ansitze
gemacht wobei darauf geachtet wurde, dass die Losungen immer geséttigt waren, dass heisst
immer ein kleiner Bodensatz vorhanden war. Gegebenenfalls wurde DKP nachgegeben. Die
Suspensionen wurde fiir 10 min bei 16.060 x g zentrifugiert (Biofuge Pico, Heraeus
Instruments, Hanau) und die geséttigten Losungen wurde vom Niederschlag getrennt. Die
geloste Menge an DKP in der Soluteldsung wurde mittels isokratischer HPLC quantifiziert,
nachdem der Uberstand mit HPLC-Laufmittel (75 % (v/v) Acetonitril) 1:150 verdiinnt wurde.



Material und Methoden 43

2.3.3.2. Maximale Loslichkeit der 20 biogenen Aminosiuren in Wasser und 2 M
Solutlosung

Die Herstellung der gesittigten Aminosdureldsungen erfolgte analog zu den DKP-Losungen.
Es wurde kristalline Aminosdure zu den Losungen der kompatiblen Solute (jeweils 2 M)
gegeben, bis sich ein bleibender Niederschlag bildete. Die Suspensionen wurden fiir 48 h im
Temperaturschrank (BK600, Fa. Heraeus Instruments, Hanau) bei 25°C geschiittelt
(IKA-Vibrax VXR, Janke & Kunkel, Staufen), anschlieBend fiir 10 min bei 16.060 X g
zentrifugiert (Biofuge Pico, Heraeus Instruments, Hanau) und die gesittigten Losungen vom
Niederschlag getrennt.

Die Quantifiziertung der aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin erfolgte
photometrisch (UV-Spektrometer: Ultrospec 2000, Fa. Pharmacia Biotech, Cambridge, UK)
bei einer Wellenldnge von A = 274 nm mittels einer Kalibrationsgeraden. Die hydrophoben,
ungeladenen sowie die aromatischen Aminosduren (Alanin, Asparagin, Glutamin, Glycin,
Isoleucin, Leucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin und Valin) wurden
mittels isokratischer HPLC (1:10 bis 1:100 mit Laufmittel verdiinnt) quantifiziert. Die
Konzentrationsbestimmung der sauren Aminosduren Aspartat (1:100.000) und Glutamat
(1:70.000) sowie der Basischen Arginin (1:100.000), Histidin (1:2.000) und Lysin (1:13.000)
erfolgte nach FMOC-Derivatisierung mittels Gradienten-HPLC. Der jeweilige
Verdiinnungsfaktor ist in Klammern hinter den Aminosduren angegeben. Ferner wurden all
diejenigen Aminoséduren, deren Peaks in der isokratischen HPLC aufgrund des extrem groflen
Solut-Peaks verdeckt und somit nicht zu quantifizieren waren, nach entsprechender weiteren

Verdiinnung (1:10.000, fiir Prolin 1:230.000) mittels Gradienten-HPLC bestimmt.

2.3.4. Schutzwirkung kompatibler Solute gegen Radikalschidigungen

Da Radikale bei der Lagerung von biologischen Materialien hiufig zu starken Schidigungen
filhren, wurden die Radikalfangereigenschaften der Solute nidher untersucht. Dazu wurde der
von HALLIWELL & GUTTERIDGE (1984) entwickelte und von KARLA (1997)
modifizierte Radikalfingertest verwendet. Die Generation von Hydroxylradikalen (HO®)
erfolgt dabei mittels Wasserstoffperoxid, Fe’* und Ascorbinsdure. Die Ascorbinséure

reduziert das Fe** zu Fe?* und verhindert die Entstehung von Superoxid-Radikalen (HO,"), die
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ebenfalls aus H,O, entstehen konnen und in der Lage sind das Eisen zu reduzieren (ROWLEY
& HALLIWELL, 1982).
Die folgenden Gleichungen beschreiben die Entstehung von HO":

Fe’* + Ascorbinsdure — Fe**

Fe*' + H,0, — Fe* + HO +HO®
Die Hydroxylradikale hydroxylieren farbloses  Salicylat zu  Hydroxysalicylat
(Dihydroxybenzoesaure, DHBA), welches mit Fe’* zu einem farbigen Komplex reagiert. Die
Produktbildung wurde UV-spektroskopisch (Ultraspec 2000, Fa. Pharmacia Biotech,
Cambridge, UK) bei 505 nm verfolgt. Gibt man nun ein Solut zu dem Test, so konkuriert das
Solut mit dem Salicylat um die freien Hydroxylradikale. Ein guter Radikalfanger reagiert
selber schnell mit den Radikalen und verhindert somit die Bildung des Detektormolekiiles
Hydroxysalicylat.
Der Test setzte sich aus folgenden Losungen zusammen, die tdglich frisch angesetzt und fiir

15 min im Vakuum entgast wurden:

Kaliumphosphatpufter (0,5 M) pH 7,4 100 pl

Ascorbinsdure (5,2 mM) ........... 100 pl
Eisen-III-EDTA 3 mM) ........... 100 pl
Na-Salicylat (SO0 mM) ............. 100 pl
Solutlosung (2 M) ............. 0-500 pl
aquabidest. ................. 598 -98 ul

Die Losungen wurden direkt in Einwegkiivetten (Fa. Brand, Wertheim) gemischt. Die
Endkonzentration an Solut war: 0 M; 0,05 M; 0,1 M; 0,25 M; 0,5 M sowie 1 M. Die
Extinktion bei 505 nm der Referenzprobe ohne Solut wurde vor Beginn der Messung auf 0
gesetzt. AnschlieBend wurde die Radikalproduktion durch Zugabe von 2 pl H,O,-Losung
(3 % (w/v)) gestartet und die Absorption bei 505 nm iiber einen Zeitraum von 7 h
aufgezeichnet. Die Aufzeichnung der Daten sowie die Auswertung erfolgte mit dem
Programm SWIFT Reaction Kinetic (Version 1.05; 1997) der Fa. Pharmacia Biotech
(Cambridge, UK).

Wihrend der Messung wurde bis 2 h alle 15 min, bis 7 h alle 30 min der Gehalt an H,O,
mittels Merckoquant® Peroxid-Test (Fa. Merck, Darmstadt) ermittelt. Bei den Proben, die
nach 7 h immer noch Wasserstoffperoxid enthielten wurde die Messung fortgesetzt, bis kein

H,0O, mehr nachweisbar war. Dabei wurden die Messintervalle entsprechend verldngert.
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2.3.5. Einfluss von kompatiblen Soluten und Salzen auf die PCR-Reaktion

Die PCR stellt eine weit verbreitete Methode zur schnellen Amplifikation von
DNA-Fragmenten dar. Der hohe Grad an Automatisierung lisst sich bei der PCR aber nur
voll ausnutzen, wenn moglichst viele Bedingungen vorhergesagt werden, bzw. konstant
gehalten werden. Die Salzkonzentration im Ansatz und hier besonders die
Mg**-Konzentration hat eine groBe Auswirkung auf das Temperaturprofil, welches fiir die
Ausbeute und Selektivitidt der PCR-Reaktionen entscheidend ist. Zweiwertige Kationen wie
Magnesium steigern den T, von DNA und machen somit hdhere Temperaturen zur
Aufspaltung der doppelstringigen DNA (dsDNA) notig. Diese hoheren Temperaturen konnen
die Aktivitdat der Polymerase verringern (LAPIDOT et al., 1999). Andererseits ist Mg** als
Cofaktor fiir die Taqg-Polymerase ndtig. In herkdmmlichen PCR-Ansétzen ist die
Mg**-Konzentration daher oft nur suboptimal. Kompatible Solute wie z. B. Betain (REES et
al., 1993), Prolin (RAJENDRAKUMAR et al., 1997) und Ectoin (LAPIDOT et al., 1999),
senken den T,, von dsDNA und destabilisieren die doppelstrangige DNA somit. Gegeniiber
Proteinen hingegen haben kompatible Solute ihre Eigenschaften als Stabilisatoren vielfach
unter Beweis gestellt (LIPPERT & GALINSKI, 1992; GOLLER & GALINSKI, 1999;
KNAPP et al., 1999). Somit kdnnen sie bei der PCR von doppeltem Nutzen sein. Sie konnen
zum Einen die zum Schmelzen der dsDNA erforderliche Temperatur senken, und zum
Anderen das Enzym gegen den verbleibenden Hitzestress schiitzen. Es stellt sich nun die
Frage, wie eine Kombination von Solut und Salz sich auf die PCR auswirkt und ob die
kompatiblen Solute in der Lage sind die T,-Erhohung durch eine erhdhte Mg**-Konzentration

zu kompensieren.

2.3.5.1. Amplifikation der DNA

Die Amplifizierung der DNA erfolgte mittels 7TagMan-PCR (BLECK, 2001) in einem
GeneAmp® 5700 Sequence Detection System der Fa. Applied Biosystems (Weiterstadt).

Die dsDNA-Menge wurde dabei fluoreszenzspektrometrisch quantifiziert. Dazu wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green eingesetzt, der sich nur in die grosse Furche
doppelstrangiger DNA einlagert. Die Versuche wurden in 96-well Mikrotiterplatten mit einer
Vielzahl an verschiedenen DNA-Primer-Kombinationen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte fiir
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diese Versuche wurden freundlicherweise vom Arbeitskreis Spener (Institut fiir Biochemie,
Westfilische Wilhelms-Universitit Miinster) sowie von der Arbeitsgruppe Engel (Institut fiir
Arterioskleroseforschung, Westfdlischen Wilhelms-Universitdt, Miinster) zur Verfiigung
gestellt. Ein Einfluss der DNA oder des Primers auf die Schmelzpunktverschiebung konnte
nicht festgestellt werden, weshalb diese Komponenten nicht extra in dieser Arbeit aufgelistet
werden. Der GC-Gehalt der Proben lag zwischen 50 und 60 %. Unter den Proben befanden
sich sowohl tierische als auch humane DNA. Hier die allgemeine Zusammensetzung der

PCR-Proben, sowie das Temperaturprogramm:

Zusammensetzung: cDNA ... 1,25 ul
Forward-Primer (15 uM) ........ 1,00 pl
Reverse-Primer (15 uM) ........ 1,00 ul
SYBR® Green PCR Master Mix .. 7,88 ul
steriles aquademin. ........... 13,87 ul
Temperaturprogramm:  Vorlauf 60 °C 2 min
1. Denaturierung 95 °C 10 min

Primer-Anealing +
Elongation (40 Zyklen) 60 °C 1 min
Denaturierung 95 °C 15s

Nach Abschlu3 der Amplifizierung wurde der Schmelzpunkt T,,' der doppelstrangigen DNA
bestimmt. Dazu wurden die Proben von 60°C auf 95°C aufgeheizt, wihrend die Fluoreszenz
des Farbstoffes SYBR®™ Green gemessen wurde. Da der Farbstoff nur fluoresziert, wenn er in
der grossen Furche doppelstrangiger DNA eingelagert ist, nimmt das Fluoreszenzsignal beim
Aufschmelzen der dsDNA ab. Der Wendepunkt in der Schmelzkurve (oder Peak in der ersten
Ableitung der Schmelzkurve) ist der Schmelzpunkt T,,'.
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2.3.5.2. Einfluss von kompatiblen Soluten und Salzen auf die Stabilitiit von DNA

Die fertig amplifizierte DNA (25 pl) wurde mit 25 pl Solut- bzw. Salzlosung (jeweils 2-fach
Stammlosungen) versetzt. Die Solute Ectoin, Hydroxyectoin, DHMICA, Homoectoin, DCE,
Betain und TMAO wurden in einer Endkonzentration zwischen 0 und 1 M verwendet, die
Salze MgCl,, MgSO,, (NH4),SO,4, CaCl,, KCl und NaCl im Konzentrationsbereich von
0-0,5M.
Bei der Kombination von Soluten und Salzen wurden zu den 25 pl PCR-Produkt jeweils
12,5 pl Solut- sowie Salzlosung gegeben, so dass die Solute in einer Endkonzentration von
0,5 M vorlag, wihrend die Salzkonzentration zwischen 0 und 0,25 M variierte.
Es wurden Doppelansitze gemacht, wobei die beiden Proben der Doppelbestimmung nicht
zwei gleichen PCR-Proben entsprachen. Nach der Zugabe der Zusédtze wurden fiinf weitere
Amplifizierungszyklen (Temperaturprofil siche oben) durchlaufen, bevor der Schmelzpunkt
T.? der dsDNA erneut bestimmt wurde. Daraus wurde die Schmelzpunktverschiebung;

ATy =T’ - T
berrechnet, die durch den Zusatz der Solute, bzw. Salze oder deren Kombination bewirkt

wurde.
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3. Ergebnisse

Zunichst sind hier die Ergebnisse der Synthesen der kompatiblen Solute und deren
spektroskopische und chromatografische Charakteristika aufgefiihrt und im Anschluss daran
werden die Wechselwirkungen der Solute mit Bakterien, Proteinen und Ribonucleinsduren
aufgefilhrt. Am Ende des Kapitels sind die Ergebnisse noch einmal tabellarisch
zusammengefasst. Die Charakteristika der Solute befinden sich in Tabelle 3.3a. wéhrend die

Wechselwirkungen in Tabelle 3.3b. aufgelistet sind.

3.1. Synthese von Soluten mit ectoinanaloger Struktur

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die chemische Synthese von Soluten, die in ihrer Sturkur
dem natiirlichen kompatiblen Solut Ectoin &hneln. Die Solute sind in den Strukturformeln in
der ionischen Form dargestellt, so wie sie in Losung bei neutralem pH vorliegen. Die
Nummerierung der Kohlenstoffatome in den Abbildungen bezieht sich auf die Bezeichnung
der C-Atome bei den "“C-NMR-Spektren, nicht auf die Nummerierung bei der
Namensgebung.

Die Ausbeute bezieht sich auf die in der Synthese -eingesetzte Stoffmenge an
Diaminokomponente. Die Peakflichen der isokratischen HPLC (Flidcheneinheiten/mM;
FE/mM) sind abhéngig von den Detektoren und der verwendeten Software und kénnen daher
nur untereinander verglichen werden. Sie wurden fiir den IR-Detektor auf 1.000 Fe/mM, fiir
den UV-Detektor auf 100.000 Fe/mM gerundet.

Neben den Synthesedaten und Eigenschaften der neu synthetisierten Solute sind auch die
Eigenschaften des kéauflich erworbenen Solutes Hydroxyectoin aufgefiihrt. Die
Charakteristika der natiirlichen und synthetisierten Solute sind in Tabelle 3.3a. noch einmal

zusammengefasst.
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3.1.1. Synthese von zyklischen Soluten mit zwitterionischer Struktur

Zyklische Solute mit zwitterionischer Struktur konnten analog zur Synthese von KOICHI et
al.  (1991) hergestellt werden. Die Acetylierung von 2,3-Diaminopropionséure,
2,4-Diaminobuttersdure, L-Ornithin und L-Lysin mit Orthoessigsduretrimethylester mit
anschlieBender Zyklisierung der N-acetylierten Zwischenverbindungen fiihrte zu den
gewlinschten Produkten.

Aus dem Essigsdureester entstanden als Nebenprodukte Methanol und Essigsdure. Bei der
kondensierenden Zyklisierung entstand zudem Wasser, welches zusammen mit dem Methanol
und der Essigsdure am Rotationsverdampfer entfernt wurde. Als Nebenprodukte konnten im
PC-NMR jeweils die offenkettige, sowie die zweifach N,N’-acetylierte Diaminokomponente
identifiziert werden.

Bei den Reaktionen mit L-Ornithin und L-Lysin trat zudem eine gelborange-Farbung sowie
eine Erh6hung der Viskositit der Losung auf, welches auf eine verstdrkte Polymerisation der

acetylierten Zwischenstufe als Nebenreaktion der Ringkondensation hindeutet.
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Abb. 3.1.1.: Reaktionschema der zweistufigen Synthese der zyklischen Solute mit
zwitterionischer Struktur. n variiert zwischen 1 - 4, n = 2 entspricht dem
natiirlichen Solut Ectoin. m ist der Polymerisationsgrad.
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Das bei der Neutralisation der Hydrochloride entstechende NaCl, Eduktreste sowie die
acetylierten Nebenprodukte konnten sdulenchromatografisch iiber einen lonenverzdégerer
(AG11A8, Fa. Biorad, Californien, USA) entfernt werden. Dieser wurde mit aqua demin.
Wasser regeneriert. Nach der anschlieBenden Umkristallisation der Rohprodukte aus

getrocknetem Methanol lagen die neu synthetisierten Solute in Reinstform vor.
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3.1.1.1. Synthese von 4,5-Dihydro-2-methyl-imidazol-4-carbonsiure (DHMICA)

Da es ein Ziel dieser Arbeit war ein mdglichst kostengiinstiges, einfach herzustellendes Solut
zu synthetisieren und das reine L-Isomer der 2,3-Diaminopropionséure sehr viel teuer im
Verhiltnis zu der D,L-Form war, wurde DHMICA nur als racemisches Isomerengemisch aus
D- und L-DHMICA hergestellt. Das Produkt reagierte leicht hygroskopisch und wurde
deshalb entweder im Vakuum iiber Kieselgel oder in fest verschlossenen Kunststoffgefdssen

gelagert.

Summenformel: CsH3N»O,

Molmasse: 128,131 g/mol

Ausbeute: 58,6 %

Reinheit nach FMOC-Analyse: > 99 %

isokratische HPLC: RT: 5,4 - 6,8 min
UV220nm: 4.900.000 FE/mM
RI: 65.000 FE/mM

CHN-Analyse: berechnet: C: 46,87 H: 6,29 N: 21,86
gefunden: C: 46,56 H: 6,29 N: 21,60

BC-NMR (75,5 MHz, D;0): & = 14,70 (C-5), 51,42 (C-3), 62,42 (C-2), 170,80 (C-4),
178,65 (C-1) ppm.
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3.1.1.2. Synthese von 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin-4-carbonsiure (L-Ectoin)

Die chemische Synthese des natiirlich vorkommenden L-Ectoines nach KOICHI et al. (1991)
gelang ohne Probleme im Eintopfverfahren. Der Orthoessigsduretrimethylester acetyliert die
L-2,4-Diaminobuttersdure ~ zu  oN-Acetyl-diaminobuttersdure  (tNAc-DABA)  und
YN-Acetyl-diaminobuttersdure (YNAc-DABA), welche unter Abspaltung von Wasser zum
gewiinschten Produkt zyklisieren. Dabei fordert eine erhohte Temperatur (T = 50°C) den
kondensierenden Ringschluss. Da das Stereozentrum der 2,4-Diaminobuttersdure nicht an der
Reaktion teilnimmt, entsteht nur L-Ectoin als Produkt. Uber die gleiche Reaktion ist es auch
moglich das racemisches D,L-Ectoin, bzw. reines D-Ectoin herzustellen, wenn man das
Stereozentrum der DABA entsprechend wéhlt. L-Ectoin kann bei Raumtemperatur gelagert

werden.

Summenformel: CsHioN,0O,

Molmasse: 142,158 g/mol

Ausbeute: 65 %

Reinheit nach FMOC-Analyse: > 99 %

isokratische HPLC: RT: 5,8 - 6,8 min
UV2200me 8.000.000 FE/mM
RI: 81.000 FE/mM

BC-NMR (75,5 MHz, D,0): & = 21,00 (C-6), 24,16 (C-3), 40,06 (C-4), 55,95 (C-2),
163,27 (C-5), 179,29 (C-1) ppm.
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3.1.1.3. Synthese von 4,5,6,7-Tetrahydro-2-methyl-1H-[1,3]-diazepin-4-carbonsiure

(Homoectoin)
S 4
)l\!\ ’
7 N
6 N AN
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Homoectoin konnte nach der gleichen Synthese wie DHMICA und Ectoin hergestellt werden,
wobei L-Ornithin als Diaminokomponente gewéhlt wurde. Auch hier ist die Herstellung
verschiedener Enantiomere durch die Wahl des Eduktes moglich. Die Ausbeute lag mit
durchschnittlich 25 % deutlich unter der Ausbeute der Ectoin- und DHMICA-Synthese (65 %
bzw. 58,6 %). Dieses lésst sich ganz einfach durch die gossere Ringspannung im Homoectoin
erkldren. Da die beiden Stickstoffatome sp*-hybridisiert sind bilden sie mit den beiden
flankierenden und dem dazwischenliegenden C-Atom eine planare Ebene. Das Einfiligen einer
weiteren CH,-Gruppe in den Ring fiihrt zu einer stirkeren Ringspannung, die die Atome C-3
und C-4 weiter aus der Ebene der Stickstoffatome herausdriickt. Da ein solcher Ringschluss
des acetylierten Ornithins energetisch wesentlich ungiinstiger ist, kommt es neben den analog
zur Ectoinsynthese iiblichen Nebenprodukten oN-Acetyl-ornithin, dN-Acetyl-ornithin und
N,N’-Diacetyl-ornithin auch verstiarkt zu einer polymeren Kondensation zweier acetylierter
Zwischenstufen, so dass sich als Nebenprodukt ein Polymer bildet, welches das
Reaktionsgemisch gelblich farbt und das Rohprodukt nach dem Entfernen des Losungsmittels
zu einem zdhen Brei verklebt. Durch Absaugen des auskristallisierten Homoectoins wurde
das gewiinschte Produkt von dem Polymer getrennt. Das Polymer wurde aufgrund der relativ

geringen Kosten fiir die Edukte verworfen.
Summenformel: C;Hi2N>O;
Molmasse: 156,184 g/mol

Ausbeute: 25 %

Reinheit nach FMOC-Analyse: > 99 %
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isokratische HPLC: RT: 4,2 -5,1 min
Uszonm: 7.500.000 FE/mM
RI: 85.000 FE/mM

CHN-Analyse: berechnet: C: 53,83 H: 7,74 N: 17,94
gefunden: C: 53,88 H: 7,88 N: 18,30

BC-NMR (75,5 MHz, D,0): & = 23,38 (C-7), 27,16 (C-4), 32,45 (C-3), 46,22 (C-5),
61,58 (C-2), 168,09 (C-6), 179,23 (C-1) ppm.
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3.1.1.4 Synthese von 3,4,5,6,7,8-Hexahydro-2-methyl-1,3-diazocin-4-carbonsiure
(HHMDCA)

Erweitert man den Ring des Homoectoins noch um eine weitere CH,-Gruppe, so wirkt das
Molekiil der steigenden Ringspannung daduch entgegen, dass die Atome C-3, C-4 und C-5
einen fast senkrecht auf der Ebene der Stickstoffe stehenden Loop bildet. Die Carboxylgruppe
steht dabei in fast ideal equatorialer Stellung. Je ein Wasserstoffatom am C-2 und C-6 (s.
obige Abbildung) kommen sich in dieser Konstellation im Ringinneren so nahe, dass es zu
einer sterischen Behinderung kommt, die den Ringschluss der acetylierten
Zwischenverbindung unterdriickt. Als unerwiinschte Nebenreaktion tritt daher die
Kondensation von zwei oder mehreren N-Acetyl-lysin-Molekiilen zu einem Polymer in den
Vordergrund. Die Wahrscheinlichkeit das sich die Enden zweier verschiedener Molekiile
treffen wird grosser, als die Moglichkeit des Ringschlusses. Damit verbunden ist eine
Erhohung der Viskositit des orangen klebrigen Rohproduktes. Charakteristisch fiir das
zyklische Produkt ist der Peak des C-7-Atoms im “C-NMR bei 166,45 ppm, der weder bei
dem Polymer, noch bei der zweifach acetylierten Diaminiokomponente auftritt. Da der
8er-Ring nur mit einem Anteil von unter 1 % gebildet wurde, konnte er zwar

NMR-spektroskopisch im Rohprodukt nachgewiesen, aber nicht isoliert werden.

Summenformel: CsHi4N,0,

Molmasse: 170,211 g/mol

BC-NMR (75,5 MHz, D,0): & = 19,23 (C-8), 28,46 (C-4), 28,75 (C-5), 28,94 (C-3),
44,09 (C-6), 56,64 (C-2), 166,45 (C-7), 181,53 (C-1)
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3.1.2. Charakterisierung von S,S-B-Hydroxy-1,4,5,6-Tetrahydro-2-mehtyl-
pyrimidin-4-carbonsiure (Hydroxyectoin)

Hydroxyectoin liess sich nicht nach der Synthese wie sie fiir Ectoin angewendet wurde
herstellen, da die dazu benétigte S,S-3-Hydroxy-2,4-diaminobuttersdure nicht kduflich zu
erwerben war. Eine chemische Synthese dieser Verbindung ist aufgrund des zusdtzlichen
Stereozentrums am C-3 sehr aufwendig, so dass es kostengiinstiger in Bakterien zu
produzieren ist. Das von der Fa. Bitop (Witten) erworbene Hydroxyectoin wurde mit den

gleichen Methoden analysiert und charakterisiert wie die selbst synthetisierten Solute.

Summenformel: CsHoN»O;

Molmasse: 158,157 g/mol

Reinheit nach FMOC-Analyse: > 99 %

isokratische HPLC: RT: 6,4 - 7,6 min
UV2200me 7.000.000 FE/mM
RI: 85.000 FE/mM

BC-NMR (75,5 MHz, D,0): & = 20,79 (C-6), 45,46 (C-4), 62,26 (C-2), 62,67 (C-3),
163,33 (C-5), 177,00 (C-1) ppm.
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3.1.3. Synthese von o~ und yYN-Acetyl-diaminobuttersaure
(0- und YNAc-DABA)

4

6 1 e N 3
% 2N~0 + 6
S 5 N T N2 1_0
O-
aNAc-DABA YNAC-DABA

Zur Synthese von NAc-DABA wurden zwei Strategien verfolgt. Die Erste war die
Acetylierung der Diaminobuttersdure zu den beiden Produkten o- und YNAc-DABA wihrend
die zweite Strategie von Ectoin ausging, welches alkalisch hydrolysiert wurde um zu den

gewliinschten Produkten zu gelangen.

3.1.3.1. Acetylierung von L-2,4-Diaminobuttersiure (DABA)

Die Acetylierung von DABA mittels Essisdureanhydrid, fiihrte mit einer Ausbeute von
ca. 60% zu einem 1:1 Gemisch der beiden Produkte, welche mittels isokratischer HPLC
sowie NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden konnten. Nebenprodukte der Reaktion
waren  Essigsdure  und  die durch  doppelte  Acetylierung  entstehende
L-N,N’-Diacetyl-2,4-diaminobuttersdure. Die einfach acetylierten Produkte konnten aufgrund
ithrer dhnlichen Struktur und den daher dhnlichen physikalischen Eigenschaften aber nicht
voneinander getrennt werden. Durch Erhitzen der beiden Produkte in Losung auf ca. 50°C

wandelten sie sich irreversibel in Ectoin um.
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3.1.3.2. Alkalische Hydrolyse von Ectoin zu YNAc-DABA

Bei der alkalischen Hydrolyse von Ectoin zu aNAc-DABA und YNAc-DABA in 50 %igem
Methanol entstand nach der abschlieBenden Umkristallisation reines YNAc-DABA.
HPLC-Untersuchungen im Verlauf der Hydrolyse haben ergeben, dass zunéchst verstarkt
aNAc-DABA entstand. Nach 5 h wurde eine maximale Konzentration von 50 % bezogen auf
die eingesetzte Substratmenge erreicht. Die Konzentration von YNAc-DABA lag zu dieser
Zeit bei 40 % und 10 % Ectoin waren noch nachzuweisen. AnschlieBend sank die Menge an
0oNAc-DABA auf 20 % ab, wihrend der Anteil an YNAc-DABA kontinuierlich auf 80 %
anstieg. Nach 7 h édnderte sich die Ectoinrestkonzentration von 2,5 % nicht mehr. Eine
Isolierung von reinem aNAc-DABA gelang nicht. Auch durch einen Abbruch der Hydrolyse
bei der maximalen aNAc-DABA-Konzentration nach 5 h, konnte aNAc-DABA nicht in
Reinform gewonnen werden, da das Produkt sich entweder zu YNAc-DABA oder zu Ectoin

umlagerte.

Summenformel: CsH1,N»0O;

Molmasse: 160,173 g/mol

Ausbeute: 44 %

Reinheit nach FMOC-Analyse: > 99 %

isokratische HPLC: RT: 7,3 - 12,5 min
UV220n0m: 900.000 FE/mM
RI: 68.000 FE/mM

CHN-Analyse: berechnet: C: 44,99 H: 7,55 N: 17,49
gefunden: C: 44,62 H: 7,55 N: 17,06

BC-NMR (75,5 MHz, D,0): & = 24,63 (C-3), 33,08 (C-6), 38,32 (C-4), 5535 (C-2),
176,93 (C-5), 177,39 (C-1) ppm.
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3.1.3.3. Charakterisierung von oNAc-DABA

Das aNAc-DABA, welches als Zwischenprodukt bei der alkalischen Hydrolyse von Ectoin
zeitweise enthalten war, wurde mittels *C-NMR und isokratischer HPLC identifiziert. Da es
nicht in Reinform vorlag, sondern immer mit YNAc-DABA und Ectoin verunreinigt war,
lassen sich die Fldchenfaktoren aus der isokratischen HPLC nur grossenordungsméssig
angeben. Bei der Berechnung wurden die Verunreinigungen quantifiziert und von der
eingesetzten Masse abgezogen. Die Fliache des aNAc-DABA-Peak ldsst sich nun auf die so

reduzierte Substanzmenge beziehen.

Summenformel: CsH1,N»0O;

Molmasse: 160,173 g/mol

isokratische HPLC: RT: 11,0 - 13,5 min
UV2200m: ca. 2.000.000 FE/mM
RI: ca. 72.000 FE/mM

BC-NMR (75,5 MHz, D,0): § = 26,20 (C-3), 40,41 (C-6), 40,59 (C-4), 56,90 (C-2),
178,50 (C-5), 185,97 (C-1) ppm.
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3.1.4. Synthese von 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-pyrimidin Hydrochlorid
(Decarboxy-Ectoin, DCE)

Die Synthese von DCE gelang in sehr guten Ausbeuten und zufriedenstellender Reinheit
durch die Kondensation von Acetamidin und 1,3-Diaminopropan. Da bei der Reaktion in
Methanol NH; entweicht, muss die Synthese im Abzug durchgefiihrt werden und das NH;
nach Moglichkeit mit HCI neutralisiert werden. Als einzige Verunreinigung konnte NH,4Cl
nachgewiesen werden. Der NH;-Peak in der FMOC-HPLC zeigte eine Verunreinigung von
ca. 1 %, die durch Umkristallisation aus aqua bidest./Methanol nicht entfernt werden konnte.
Spuren der Edukte wurden ebensowenig gefunden, wie offenkettiges oder polymerisiertes
Produkt.

Da DCE stark hygroskopisch reagierte, wurde es im Vakuum iiber getrocknetem Kieselgel

gelagert.

Summenformel: CsH (N, x HCI

Molmasse: 134,609 g/mol

Ausbeute: 91 %

Reinheit nach FMOC-Analyse: > 98 %

CHN-Analyse: berechnet: C: 44,61 H: 8,24 N: 20,81
gefunden: C: 43,82 H: 8,32 N: 20,54

BC-NMR (75,5 MHz, D;0): & = 20,21 (C-4), 20,94 (C-2), 41,25 (C-1, C-17),
164,62 (C-3) ppm.
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3.2. Charakterisierung des protektiven Effektes der
ectoinanalogen kompatiblen Soluten auf biochemische
Modellsysteme und Escherichia coli

Extremophile Organismen haben im Laufe der Evolution kompatible Solute entwickelt um
ihre Zellen gegen die extremen Umweltbedingungen in ihren Lebensrdaumen zu schiitzen. Die
aus den Organismen isolierten natiirlichen Solute haben ihre protektiven Eigenschaften
sowohl in vitro als auch in vivo vielfach bewiesen, wie das breite Anwendungsspektrum zeigt
(Kapitel 1.4.). Sie konnen sowohl bei der Lagerung getrockneter Zellen, zur Stabilisierung
von Proteinen oder als Zusatz beim Arbeiten mit Ribonucleinsduren eingesetzt werden. Wie
die Solute die unterschiedlichen Biomolekiile auf molekularer Ebene stabilisieren ist zur Zeit
jedoch noch nicht vollstindig geklart.

Um zu untersuchen, ob die neu synthetisierten Solute (Kapitel 2.2. und 3.1.) &hnliche,
stabilisierende Eigenschaften aufweisen, wie die natiirlichen Solute wurden die
Wechselwirkungen mit Hydroxylradikalen, DNA, Aminosduren, RNase A und E. coli-Zellen
untersucht. Die Ergebnisse sollten ferner einen weiteren Einblick in den molekularen

Wirkmechanismus der Solute geben.

3.2.1. Verhalten von E. coli DH50. unter Salzstress

Ein sehr hdufig im Labor und der Industrie verwendeter Mikroorganismus ist E. coli, welcher
aufgrund seines normalen Lebensraumes als Darmbewohner keine natiirliche Salztoleranz
besitzt. Bei einer erhohten Salinitdt stromt Wasser entlang des osmotischen Gradienten aus
dem Cytosol ins Medium. Die Membranen stellen dabei fiir das Wasser kein Hindernis dar.
Die intrazellulire Wasseraktivitit wird stark gesenkt, wodurch der Stoffwechsel der Zellen
behindert wird, Enzyme, Nucleinsduren und Membranen geschddigt werden konnen und die
Zelle gegebenenfalls abstirbt. Um dem Wasserausstrom entgegenzuwirken, akkumuliert E.
coli bei einer erhohten Salintitit im Medium Trehalose als Hauptsolut, wenn keine
kompatiblen Solute aus dem Medium aufgenommen werden konnen. Betain und Ectoin
konnen von E. coli aufgenommen werden und bewirken eine Salztoleranz bis ca. 4 % (w/v)
NaCl im Medium.

Um das Verhalten von E. coli unter Salzstress zu untersuchen, wurden der Stamm E. coli

DH50o in Minimalmedium MM63 bei einer Salinitit von 3 % (w/v) NaCl angezogen und das
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Medium mit verschiedenen Soluten supplementiert. Die Kombination von Ectoin und
steigenden Mengen an DCE sollte Aufschluss geben, ob sich die Solutaufnahmen gegenseitig
beeinflussen und die Aufnahme von Ectoin gegebenenfalls kompetitiv durch die Aufnahme

von DCE gehemmt werden kann.

3.2.1.1. Wachstum von E. coli DH50 unter Salzstress

Das Wachstum von E. coli DH50. wurde anhand der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Da
es aufgrund der Messanordunung bei Zelldichten iiber 0,5 OD-Einheiten zu einer
Abweichung des Messwertes vom realen Wert kommt, mussten die gemessenen Werte nach
Dalgaard korrigiert werden. Die rechnergesteuerte Anpassung der Dalgaard-Gleichung an die
aus der Verdiinnungsreihe berechnenten realen OD-Werte ergab fiir die beiden Variablen A
und B Werte von:
A=041 B=4,0

Alle gemessenen OD-Werte der Wachstumsexperimente wurden also mittels folgender

Dalgaard-Gleichung in die realen OD-Werte umgerechnet:

ODrcal = ODngCSSCH + 0’41 X ODgcmcsscn4’0

Da 3 % (w/v) NaCl nicht dem natiirlichen Milieu entspricht, in dem E. coli normalerweise
wichst, bedeutete die erhohte Osmolaritit fiir den Organismus einen gravierenden Stress.
Dieser Stress bewirkte in Minimalmedium eine sehr kleine Wachstumsrate p und somit eine
grosse Verdopplungszeit tp von ca. 5,5 h. Komplementiert man das Minimalmedium mit

Soluten (jeweils 2 mM) so lassen sich die hier untersuchten Solute in drei Gruppen aufteilen
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Abb. 3.2.1.1a.: Wachstumskurven von E. coli DH5o. in MM63 bei 3 % (w/v) NaCl und
Supplementierung mit unterschiedlichen Soluten (jeweils 2 mM). Die
Kurven stellen die Mittelwerte einer Doppelbestimmung dar, wobei die
Einzelwerte eine maximale Abweichung von 10 % hatten.

1. Solute, die das Zellwachstum beschleunigen:

Betain, DHMICA und Hydroxyectoin halfen E. coli den Salzstress zu {iberwinden und fiihrten
im Vergleich zu der Kontrolle ohne Solutzusatz zu einem beschleunigten Wachstum der
Zellen. Ectoin beschleunigte das Zellwachstum nicht so stark wie Betain, DHMICA oder
Hydroxyectoin. Die Verdopplungszeit mit Ectoin war aber nur halb so gross wie die der
Kontrolle. Die mit Hydroxyectoin supplementierten Kulturen erreichten mit einer maximalen
OD von 4,2 die hochste Zelldichte, vor den Kulturen welche mit DHMICA (OD™* = 3.41),
Betain und Ectoin (OD™ = 2,95) ergénzt wurden.

2. Solute, die fast keinen Einfluss auf das Zellwachstum haben:

Homoectoin, TMAO und YNAc-DABA hatten im Rahmen der Messungenauigkeit fast keinen
FEinfluss auf das Zellwachstum. Homoectoin und TMAO steigerten die
Wachstumsgeschwindingkeit nur geringfiigig, wéhrend yYNAc-DABA leicht inhibiertend

wirkte. Diese Kulturen erreichten durchschnittlich eine maximale OD von 2,5 OD-Einheiten.
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3. Solute, die stark wachstumshemmend wirken:
DCE fiihrte zu einer starken Wachstumshemmung. Die mit DCE supplementieren Kulturen
erreichten mit einer OD von 0,46 eine wesentlich geringere maximale OD, als alle anderen

Kulturen.

Die Werte der Wachstumsraten, Verdopplungszeiten und der maximaler OD sind in Tabelle
3.2.1.2. (Seite 67) zusammengefasst. Da DCE eine deutliche Wachstumshemmung bewirkte,
wurde ferner untersucht, ob die Ectoinaufnahme durch die Zugabe von DCE zum
Minimalmedium gehemmt werden kann. Dazu wurden Kulturen mit 2 mM Ectoin und

steigenden Mengen (0 - 10 mM) DCE supplementiert und deren Wachstum iiber die optische

Dichte verfolgt.
T o o .
; Ectoin [mM] / DCE [mM ;
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Abb. 3.2.1.1b.: Wachstumskurven von E. coli DH5a in MM63 bei 3 % (w/v) NaCl und
Supplementierung mit 2 mM Ectoin und steigender DCE-Konzentration
zwischen (0 und 10 mM). Die Kurven stellen die Mittelwerte einer
Doppelbestimmung dar. Bei den FEinzelwerten trat eine maximale
Abweichung von 10 % auf.

Abbildung 3.2.1.1b. zeigt deutlich, dass die Zugabe von DCE keinen Einfluss auf die mit

Ectoin supplementierten Zellen hatte. Alle Kulturen, die Ectoin zum Ausgleich des
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Salzstresses zur Verfiigung hatten, wuchsen gleich schnell. Auch bei einem fiinffacher
Uberschuss an DCE konnte die Wachstumshemmung, die bei der Supplementierung nur mit 2
mM DCE auftrat, nicht beobachtet werden. DCE hemmte die Aufnahme von Ectoin durch E.
coli DH5a also nicht. Ob die beiden Solute iiber dasselbe Transportsystem in die Zellen
gelangen, kann nicht entschieden werden, da die K,,-Werte fiir die beiden Substanzen sich um
mehrere 10er-Potenzen unterscheiden konnen. Somit wiirde ein 10-facher Uberschuss an

DCE die Aufnahme von Ectoin noch nicht messbar beinflussen.

3.2.1.2. Solutaufnahme von E. coli DH50 unter Salzstress

Da E. coli nicht in der Lage ist, einer erhdhten Osmolaritit im Medium mit einer erhdhten
Salzkonzentration im Zellinneren zu begegnen, wenn sich im Minimalmedium keine
Komponenten befinden, die zum Ausgleich des osmotischen Gradienten akkumuliert werden
konnten, produziert E. coli unter diesen Bedingungen Trehalose als Hauptsolut. Aus dem
getrockneten Zellmaterial wurden die Solute mittels Mikroextraktion nach einer modifizierten
Bligh & Dyer-Methode isoliert und mittels isokratischer HPLC quantifiziert. Die Kulturen,
die kein Solut, YNAc-DABA oder TMAO zur Verfiigung hatten, hduften im Zellinneren
ca. 0,35 - 0,40 mmol Trehalose/g TBM an. Dieses weist daruf hin, dass E. coli nicht in der
Lage ist YNAc-DABA und TMAO aufzunehmen und deshalb verstérkt Trehalose produziert
um den Osmostress zu kompensieren. Die Wachstumsgeschwindigkeiten zeigten dieses
ebenfalls. Die anderen Solute wurden von den Bakterien in die Zellen aufgenommen. Mit der
Aufnahme der Solute ins Cytosol der Zellen sank die Trehalosekonzentration auf 0,05 - 0,15
mmol/g TBM ab. DCE konnte in der isokratischen HPLC mit den vorliegenden Sédule nicht
quantifiziert werden, da der Peak nicht vom Laufmittelpeak getrennt wurde. Ausserdem ist
das verwendete Sdulenmaterial ein schwacher Kationenaustauscher und es ergibt sich somit
kein linearer Zusammenhang zwischen der DCE-Konzentration und Peakfldche. Aus der
grossen UV-Absorption des Laufmittelpeaks, die nur bei DCE-haltigen Proben entstand und
der kleinen Trehalose-Konzentration im Zellinneren l&sst sich aber schlieBen, dass DCE von

E. coli aufgenommen wird.
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Abb. 3.2.1.2a.: Anteil von Trehalose und spezifischem Solut an der Trockenbiomasse von
E. coli DH50. nach Wachstum in MM63 bei 3 % (w/v) NaCl und
unterschiedlicher Supplementierung mit kompatiblen Soluten (jeweils 2
mM).

Der Zusatz von Homoectoin zum Medium bewirkte im Gegensatz zu Betain, Ectoin,
Hydroxyectoin und DHMICA keine vollstindige Kompensation des Salzstresses, was sich in
einer Verdopplung der intrazelluldren Trehalosekonzentration wiederspiegelte. Obwohl der
intrazelluldire Homoectoingehalt fast genauso hoch war, wie der DHMICA-Gehalt, half das
Solut nicht gegen den Salzstress. Um den Osmostress trotzdem zu minimieren hduften diese
Zellen verstirkt Trehalose an. Die folgende Tabelle zeigt noch einmal eine Zusammenfassung

der Wachstumsparameter und Solutkonzentrationen in den Zellen.
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Tab. 3.2.1.2.: Wachstumsparameter von E. coli DH5a sowie Anteil der Solute und Trehalose
an der Trockenbiomasse nach Wachstum in MM63 bei 3 % (w/v) NaCl und
Supplementierung mit je 2 mM Solut.

Wachstums- | Verdopplungs-| maximale OD Solutgehalt
rate zeit
n to max. OD* .| Trehalose | spez. Solut
[h'] [h] mmol/g TBM |mmol/g TBM
Kontrolle 0,13 5,46 2,65 0,39 0
Betain 0,38 1,87 2,95 0,03 0,97
TMAO 0,14 4,81 2,63 0,33 0,03
YNAc-DABA 0,12 5,98 1,95 0,39 0,02
DHMICA 0,34 2,06 3,41 0,06 0,44
Ectoin 0,26 2,63 2,95 0,07 0,55
Homoectoin 0,17 4,01 2,38 0,16 0,39
Hydroxyectoin 0,36 1,64 4,20 0 0,66
DCE 0,10 7,22 0,56 0,06 n.d.

Die Gegenwart von DCE beinflusste die Aufnahmerate von Ectoin in E. coli DH5 nicht.

Wie sich schon aus den Wachstumskurven schlieBen lies, beintrachtigte die Anwesenheit

eines fiinffachen Uberschusses an DCE die Aufnahmeleistung von Ectoin nicht.
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Abb. 3.2.1.2b.: Anteil von Trehalose und Ectoin an der Trockenbiomasse von E. coli DH5x
nach Wachstum in MM63 bei 3% (w/v) NaCl und Supplementierung mit
2 mM Ectoin und variabler DCE-Konzentration (0 - 10 mM).
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Abbildung 3.2.1.2b. zeigt deutlich, das die Trehalosekonzentration in den mit Ectoin
supplementierten Kulturen von ca. 0,35 auf 0,05 mmol/gTBM abgenommen hat, wéhrend der
Ectoinlevel im Rahmen der Fehlergrenzen in allen Ansétzen konstant bei 0,42 mmol/gTBM
war.

Da auch die nur mit DCE supplementierten Kolben einen gesenkten Trehaloselevel zeigten,
kann man vermuten, dass auch DCE in die Zellen aufgenommen wurde und so fiir einen
Ausgleich des osmotischen Gradienten sorgte. Dieses Ergebniss wird ferner durch die grosse
UV-Absorption des Laufmittelpeaks gestiitzt. Die grosse UV-Absorption zeigte sich aber nur
bei den Bakterien die DCE als einziges Solut zur Verfiigung hatten. Die mit DCE und Ectoin
supplementierten Kulturen zeigten die verstirkte UV-Absorption nicht. Daraus ldsst sich
schlieflen, dass die Zellen Ectoin wesentlich effektiver aufnehmen koénnen als DCE. Obwohl
DCE, wenn es als einziges Solut zugegeben wurde in die Zellen aufgenomomen wurde und so
den osmotischen Gradienten kompensierte, hemmte es gleichzeitig das Wachstum von
E. coli DH5a. Eine zu hohe DCE-Konzentration im Cytosol wirkte sich negativ auf den
Zellstoffwechsel aus, und inhibierte das Wachstum. Deswegen wuchsen diese Kulturen auch

wesentlich langsamer, als die Kontrollen ohne Solutzusatz.

3.2.1.3. Produktion des griin fluoreszierenden Reporterproteins GFP durch
E. coli DH50. pBRGFPyv-ectUp unter Salzstress

E. coli DH5a pBRGFPyy-ecfUp ist ein E. coli-Stamm, der das Plasmid pBRGFPyy-ectUp
besitzt, welches ihn befdhigt in Abhdngigkeit von der Stirke eines Salzschockes und des
damit verbundenen Osmostresses das griin fluoreszierende Protein GFP zu produzieren.
Autbauend auf die Expressionsstudien von BESTVATER (2001; BESTVATER &
GALINSKI, 2002) mit Betain und Ectoin als Solute, wurden DHMICA und Homoectoin als
weitere Solute untersucht, ob sie den Osmostress fiir £. coli DH5o pPBRGFPyy-ectUp senken
oder génzlich verhindern kdnnen. Dieses sollte sich durch eine gesenkte GFP-Produktion
zeigen.

Wegen der besseren Ubersicht sind in der folgenden Grafik die Werte von Betain und Ectoin
von BESTVATER (2001) mit aufgefiihrt. Die absoluten Fluoreszenzen wurden auf die OD
der entsprechenden Kultur bezogen und auf den Wert bei 1 % (w/v) NaCl normiert. Der
Grundlevel der Fluoreszenz ohne Salzschock wurde also auf 1 (= 100 %) gesetzt. Die Solute

selber sowie das Medium hatten keinen Einfluss auf die Fluoreszenz.
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Abb. 3.2.1.3.: Relative Fluoreszenz von E. coli DH50. pBRGFPyy-ecfUp 8 h nach dem
Salzschock in MM63 bei unterschiedlicher Supplementierung (alle Solute
2 mM). Die Werte von Betain und Ectoin stammen von BESTVATER (2001).

Ein Vergleich der Solute untereinander zeigte, dall Betain, DHMICA, Ectoin und Homoectoin
in die Zellen aufgenommen wurden und so den durch den Salzschock ausgelosten
Osmogradienten authoben. Bei einem Salzschock von 1 % (w/v) auf 2 % (w/v) waren alle
hier untersuchten Solute in der Lage den Salzstress zu kompensieren. Mit steigender Hohe
des Osmostresses gelang dieses immer weniger, so dass die Fluoreszenz anstieg. Bei 3 %
(w/v) und 4 % (w/v) NaCl zeigte sich deutlich, dass Homoectoin am schlechtesten den Stress
kompensierte. Da der Homoectoinlevel in den Zellen &hnlich hoch war wie der
DHMICA-Level, ist eine mogliche Interpretation, dass die Aufnahme von Homoectoin
entweder wachstumslimitierend war oder Homoectoin nicht so gut gegen den Osmostress
schiitzte. Dieses Ergebnis deutet weiter darauf hin, dass Homoectoin eventuell von
E. coli DH500 nur begrenzt aufgenommen werden kann. Wie die Wachstumsexperimente
schon gezeigt haben, reichte die in den Zellen erreichte Konzentration an Homoectoin nicht
zur vollstandigen Kompensation des Osmostresses, der von einer Salzkonzentration von 3 %

(W/v) ausging, aus.
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Die Kulturen ohne Solutzusatz dagegen waren gar nicht in der Lage den Salzstress zu
kompensieren und deshalb stiegt auch die relative Fluoreszenz schon bei einem Salzschock
von 1 % (w/v) auf 2 % (w/v) auf das 1,5fache an. Erhohte man den Schock fiir die Bakterien

noch weiter, so stiegt die Fluoreszenz bis hin zum Vierfachen der Kontrolle an.

3.2.2. Einfluss von kompatiblen Soluten auf den Schmelzpunkt T, von
RNase A

Kompatible Solute stabilisieren Proteine gegen eine Vielzahl von Stresseinwirkungen
(Kapitel 1.4.). Die Proteindenaturierung durch das thermische Aufschmelzen der Sekundér-
und Tertidrstruktur von RNase A ldsst sich im Kalorimeter sehr gut beobachten. Da dieser
Prozess fiir RNase A in hohem Malle reversibel ist, ist sie ein ideales Modellenzym fiir die
Bestimmung des Einflusses der kompatiblen Solute auf den Schmelzpunkt eines Proteins. Am
Schmelzpunkt T, wird im Differential Scanning Calorimeter (DSC) ein deutlicher Peak
sichtbar, da fiir diesen Prozess Engerie gebraucht wird. Der Prozess ist zu fast 100 %
reversibel, wenn man das Enzym nicht ldngere Zeit bei hoher Temperatur inkubiert. In reinem

Puffer lag der T, bei 59,5°C.
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Abb. 3.2.2a.: Einfluss von kompatiblen Soluten auf den Schmelzpunkt T, von RNase A
gemessen im Differential Scanning Calorimeter (DSC).
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Wie Abbildung 3.2.2a. deutlich zeigt, verschob sich der T,, der RNase A bei den meisten
Soluten mit steigender Konzentration zu hoheren Temperaturen. Das heif3t, die RNase A blieb
bei hoheren Temperaturen noch in ihrer aktiven, nativen Form. Bei einigen Soluten, wie z. B.
Betain, Prolin und TMAO ergab sich kein linearer Zusammenhang zwischen der
Tw-Verschiebung und der Konzentration. Es entstand eine Art Sattigungskuve, die bei sehr
hohen Konzentrationen (iiber 4 M) sogar wieder leicht abfiel.

Absolut gesehen erreichte Hydroxyectoin bei einer Konzentration von 3,5 M die hochste
Stabilisierung der RNase A mit einer T,-Verschiebung von + 13,7°C. Aber auch Betain,
DHMICA, NaCl und TMAOQO erreichten T,-Steigerungen von iiber + 10°C. Obwohl bei
Betain, Prolin und TMAO kein linearer Zusammenhang zwischen der Solutkonzentration und
der Schmelzpunktverschiebung bestand, konnte die Stabilitdt der RNase A verbessert werden.
Ectoin und Prolin stabilisierten das Enzym im Vergleich zu den anderen Soluten nur um
+5,7°C bzw. + 6,9°C und lagen damit deutlich unter den vorgenannten Soluten

NaCl hatte dabei den gleichen stabilisierenden Effekt wie Betain. Sowohl die kompatiblen
Solute als auch das Salz scheinen die RNase A kompakter zu machen, so dass sie thermisch
nicht so leicht zu denaturieren ist. Homoectoin zeigte erstaunlicherweise fast keinen Effekt
auf den Tp.

DCE senkte im Gegensatz zu den anderen Soluten den T,, deutlich, ebenso wie Acetamidin
Hydrochlorid, welches auch eine kationische Sturktur hat. Da NaCl den T,, deutlich steigert,
kann die Destabilisierung der RNase A durch DCE und Acetamidin Hydroclorid nicht durch
die Chlorid-Ionen begriindet sein. Vielmehr ist die T.,-Senkung der kationischen
Acetamidin-Struktur zuzurechnen, die ja auch im DCE noch erhalten ist. Das gleiche
Strukturelement ist zwar auch im DHMICA, Ectoin, Homoectoin und Hyroxyectoin enthalten
die kationische Ladung wird aber durch die Carbonsdurefunktion in 4-Position neutralisiert.
Das neutrale bis leicht schiddliche Verhalten des Homoectoines kann eventuell durch
spezifische Wechselwirkungen des Solutes mit Aminosduren aus dem Proteininneren erklért
werden.

Bei TMAO war die Reversibilitdt der Auffaltung nur bis 2 M vollstédndig. Oberhalb von 2 M
denaturiert ein Teil des Enzymes bei jedem Aufheizen irreversibel. Dieses kann dadurch
kommen, dass TMAO das aufgefaltete Protein stabilisert und eine Riickfaltung in den nativen
Zustand unmoglich macht. Ab einer Konzentration von 3 M kam es zu Proteinausféllungen.
Daher kann TMAO nur bis 2 M zur Stabilisierung von RNase A eingesetzt werden. Bezogen

auf die Konzentration erreichte TMAO die beste Stabilisierung der RNase A. Mit + 5,8°C/M



Ergebnisse 72

liegt der molare Wert deutlich iiber dem von Betain (+ 4,4°C/M), NaCl (+ 4,2°C/M) und
Hydroxyectoin (+ 4,1°C/M). In Tabelle 3.2.2. sind die Werte fiir die maximale sowie die

molare T,-Verschiebung der RNase A zusammengestellt.

Tab. 3.2.2.: Maximale T,-Steigerung (absolut und molar) von RNase A durch kompatible
Solute. Bei den Absolutwerten ist die Solutkonzentration, bei der dieser Wert
erreicht wurde ist mit angegeben. Bei hyperbolischem Kurvenverlauf gelten die
molaren Werte nur bis 1,5 mol/l.

Solut max. AT, max. molare AT,
[°C] beic[M] |[°C/M] Kurvenverlauf

Betain +10,2 4,0 +4,4 | hyperbolisch
DHMICA + 10,7 4.4 +2,3 linear
Ectoin +5,7 3,4 +1,7 linear
Homoectoin -1,5 3,5 -0,4 linear
Hydroxyectoin + 13,7 3,4 +4,1 linear
DCE - 16,1 3,5 -4,5 linear

NaCl + 10,2 4,5 + 4,2 | hyperbolisch

Prolin +6,9 4,1 +2,9 | hyperbolisch

TMAO +12,3 3,3 + 5,8 | hyperbolisch
Acetamidin x HC1 | - 20,4 4.4 -4.8 linear

Um zu untersuchen, ob der Effekt der Schmelzpunktstabilisierung der RNase A sich bei
verschiedenen Soluten additiv verhilt, wurde der T., von RNase A bei 1 M NaCl und
steigender Ectoinkonzentration gemessen.

Die rechnerische Summe der Einzeleffekte von Ectoin und NaCl sowie die kombinierte
Messung liegen genau iibereinander. Dies bedeutet, dass die beiden Solute den T,, der
RNase A unabhéngig voneinander anheben. Der Effekt von NaCl und Ectoin als kompatibles
Solut auf den T,, von RNase A ist additiv.
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Abb. 3.2.2b.: T,, von RNase A in Abhéngigkeit von der Ectoinkonzentration ohne (offene
Diamanten mit gestrichelter Linie) und mit 1 M NaCl (ausgefiillte Diamanten)
sowie die rechnerische Summe des Einflusses von 1 M NaCl und der variablen
Ectoinkonzentration (durchgezogene Linie).

3.2.3. Einfluss von kompatiblen Soluten auf die Transferenergie AGy von
Proteinen
Um die Wechselwirkungen der Solute mit Proteinen néher zu untersuchen, wurde der Ansatz
von LIU & BOLEN (1995) verfolgt. Dazu wurde die Transferenergie AG, fiir
Diketopiperarzin (DKP) als Modellsubstanz fiir zwei Riickgrateinheiten eines Proteins, sowie
fiir die 20 biogengen Aminosiureseitenketten bestimmt. AG, wurde aus der unterschiedlichen
Loslichkeit von DKP und den Aminosiuren in Wasser bzw. Solutlosung berechnet. Um den
Beitrag der Seitenketten alleine zu erhalten, wurde von AG, der kompletten Aminoséure der
Betrag von Glycin in dem entsprechenden Losungsmittel abgezogen. Wenn AG, von Wasser
in Solutlosung > 0 ist, 16st sich die Substanz besser in Wasser, der Transfer geschieht
thermodynamisch gesehen nicht freiwillig. Reaktionen mit AG, < 0 laufen dagegen ohne

Energiezufuhr ab.
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3.2.3.1. Einfluss von kompatiblen Soluten auf AG. des Proteinriickgrates

Das zyklische Dimer von Glycin DKP wurde als Modell fiir zwei Einheiten eines
Proteinriickgrates gewahlt. Die Transferenergie AG, fiir DKP/2 représentiert also den Anteil,
den das Grundgeriist einer Aminosdure ausmacht. AG stieg mit Ausnahme von NaCl linear
mit der Konzentration der Solutlésung an. Ein besonders grosser Anstieg konnte bei TMAO
beobachtet werden.

Da die Bestimmung von AG, liber die Konzentrationsbestimmung von geséttigten Losungen
erfolgte, wurde bei Betain {iberpriift, ob die Losungen wirklich gesittigt waren. Dazu wurde
ein Probensatz direkt fiir 48 h bei 25°C inkubiert, wihrend der zweite Probensatz vorher fiir
5 h bei 60°C geschiittelt wurde, wodurch sich mehr Substanz 16ste, als am Séttigungspunkt
bei 25°C. Zwischen den beiden Ansétzen ergaben sich aber keine Unterschiede, weshalb

davon ausgegangen wird, dass die Proben nach 48 h bei 25°C gesittigt waren.
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Abb. 3.2.3.1.: Konzentrationsabhingiger FEinfluss von kompatiblen Soluten auf die
Transferenergie AG, von DKP/2. Die Werte sind Mittelwerte aus drei
voneinander unabhingigen Messungen. Da die Messungenaukeit (Tabelle
3.2.3.1.) sehr gering war, wurden die Fehlerbalken nicht mit eingezeichnet.
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Nur die Harnstoff- und NaCl-Losung zeigten eine grossere Loslichkeit von DKP, als reines
Wasser. Diese beiden Substanzen bilden also im wissrigen System ein ,besseres”
Losungsmittel fiir die Riickgrat-Einheiten eines Proteins. Da bei der Proteindenaturierung
eine Vielzahl von Aminosduren, die im nativen Zustand im Enzyminneren liegen, neu mit
dem Losungsmittel in Kontakt kommen, fordern Harnstoff und NaCl, bezogen auf das
Proteinriickgrat, die Auffaltung des Proteins und damit die Zerstérung seiner Funktion. Diese
Ergebnisse stechen im Widerspruch zu dem T-steigernden Effekt von NaCl auf RNase A.
Neben dem Proteinriickgrat kommen, wihrend der Proteindenaturierung, aber auch noch viele
Aminosidureseitenketten neu mit dem Losungsmittel in Kontakt. Deshalb wurde im folgenden
Kapitel (3.2.3.2.) auch der Einfluss der Solute auf die Loslichkeit der Aminosdureseitenketten
untersucht.

Tabelle 3.2.3.1. zeigt, wieviel Energie pro Mol Solut aufgewendet werden muss bzw. frei
wird, wenn man ein Mol DKP/2 von einer rein wissrigen Losung in eine Solutlosung
transferiert. Die Werte entsprechen bis auf bei Harstoff und Prolin den Steigungen der
Regressionsgeraden der Werte aus Abbildung 3.2.3.1.. Fiir Harnstoff und Prolin wurden nur
Messungen bei 2 M durchgefiihrt. Die Daten von TMAO, Prolin und Harnstoff stimmen im
Rahmen der Messungenauigkeit gut mit den Daten von WANG & BOLEN (1997) und QU et
al. (1998) tiberein.

Tab. 3.2.3.1.: Molare Anderung der Transferenergie AG, von DKP/2 beim Ubergang von
reinem Wasser in Solutlésung. Die Literaturwerte stammen aus: ¥ WANG &
BOLEN, 1997 und ® QU et al., 1998

Solut Anderung von AG Literaturwerte:
[J X mol! x K] pro mol Solut | [J X mol"' x K] pro mol Solut
Betain +278 £ 12
DHMICA +170x2
Ectoin +256+13
Homoectoin +177t 14
Hydroxyectoin +230+ 11
DCE +172+8
NaCl -109£5
TMAO +401 £4 370%
Prolin +139+10 150
Harnstoff -156£12 1449




Ergebnisse 76

Alle anderen untersuchten Solute waren in Verbindung mit Wasser ,schlechtere”
Losungsmittel fiir die Modellsubstanz DKP, so dass in Losungen dieser Solute mehr Energie
aufgewendet werden muss um das Proteinriickgrat zu denaturieren, als in wissriger Losung.
Ein besonders hoher Grad der Riickgradstabilisierung wird von TMAO erreicht. TMAO kann
z. B. den schédlichen Einfluss der doppelten Menge an Harnstoff kompensieren. Deshalb
reichern viele Fische (z.B. Hai und Rochen) im Cytosol TMAO und Harnstoff im Verhéltniss
1 : 2 an und kompensieren so den Salzstress durch das Meerwasser (WANG & BOLEN,
1997, TIMASHEFF, 1998). Die natiirlich vorkommenden Solute Betain, Ectoin, und
Hydroxyectoin zeigten pro mol Solut eine Transferenergie von 230 - 280 Jxmol'xK™'. Diese
lag damit bei nur 2/3 des Wertes von TMAO. Die synthetischen Solute DHMICA,
Homoectoin, DCE erreichten nur eine AG, von durchschnittlich 170 Jxmol'xK™, Prolin sogar
nur 130 Jxmol'XK™. Damit wird deutlich, dass die natiirlichen Solute Betain, Ectoin und
Hydroxyectoin um ca. 50 % besser bei der Stabilisierung des Proteinriickgrates sind, als die

synthetischen Solute DHMICA, Homoectoin und DCE.

3.2.3.2. Einfluss von kompatiblen Soluten auf AG. der Aminosiureseitenketten

Da sich die Proteine aber aus Aminosduren und nicht nur aus Glycinresten zusammensetzen,
muf3 man bei der Stabilisierung von Proteinen zusitzlich zu dem Riickgrat auch noch die
Seitenketten beriicksichtigen. Die Seitenketten der 20 biogenen Aminosduren haben vollig
verschiedene Funktionalititen. Geladene Aminosduren wie Aspartat, Glutamat, Arginin und
Lysin konnen ionische Wechselwirkungen mit dem umgebenen Medium oder weiteren
Aminoséduren des Proteins ausbilden, wihrend die hydrophobe Aminosduren wie Isoleucin,
Leucin und Valin sowie die aromatischen Aminosduren wie Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan bevorzugt hydrophobe Wechselwirkungen eingehen. Somit tragen die
Seitenketten erheblich zur Stabilitit von Proteinen bei. Ferner konnen Cysteinreste durch die
Ausbildung von Disulfidbriicken ein Protein in seiner nativen Form stabilisieren.

Um nun die Wirkung der Solute auf ganze Proteine zu untersuchen wurden deshalb neben der
Transferenergie von DKP die Transferenergien der einzelnen Aminosiuren beim Ubergang
von Wasser in 2 M Solutlosung bestimmt. Dazu wurde von der Transferenergie der
gesammten Aminosduren jeweils die Transferenergie von Glycin abgezogen wurde, so dass

nur der Beitrag der Seitenketten zu AG, tibrigblieb.
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Die Cysteinkonzentrationen konnten nicht bestimmt werden. Der wéhrend der Inkubation
auftretende H,S-Geruch deutet auf eine Zersetzung der Aminosdure wihrend der

48-stlindigen Inkubation bei Raumtemperatur hin.

KX

XX

KX

XXX

KX

o4

KX

Il Hydroxyectoin
[ | DHMICA

XX Ectoin
[ ] Homoectoin U

G AR ND QE H I L K M F P S T W Y V
Aminosaure

Abb. 3.2.3.2a.: AG, von Glycin, sowie den Aminosdureseitenketten beim Transfer von reinem
Wasser in eine 2 M Losung eines zyklischen, zwitterionischen Solutes. Um
AGy der Seitenketten zu erhalten wurde der Wert von Glycin von dem
jeweiligen Wert fiir die gesammte Aminosdure abgezogen. Die Aminosduren
sind dabei mit dem Einbuchstabensymbol abgekiirzt.

Abbildung 3.2.3.2a. zeigt die Transferenergien der Aminosédureseitenketten beim Transfer
von reinem Wasser in eine 2 M Solutlosung. Die Transferenergie von Glycin in 2 M
Hydroxyectoin DHMICA-, Ectoin-, Homoectoinlosung war stark positv. Durch die
Subtraktion dieses Wertes von der Transferengergie der hoheren Aminosduren wurden die
Energiebetrage der Seitenketten zum Grofteil negtativ.

Bei den Soluten Hydroxyectoin, Ectoin und Homoectoin spiegelt sich in Bezug auf die
aromatischen Aminoséuren der Verlauf der Hydrophobizitdt der Solutmolekiile wieder. Die
aromatischen Seitenketten werden von in der Reihe Hydroxyectoin, Ectoin und Homoectoin
immer besser gelost. Obwohl DHMICA hydrophiler ist als Ectoin, lost es aber die
aromatischen Seitenketten nicht schlechter als Ectoin. Bei den unpolaren, nicht aromatischen
Seitenketten von Leucin, Isoleucin und Valin ldsst sich keine Abhingigkeit der Loslichkeit

von der Hydrophobizitit erkennen. Daraus kann man folgern, dass nicht nur die
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Hydrophobizitit des Solutes fiir die Loslichkeit der Aminosdureseitenketten verantwortlich
ist, sondern andere Faktoren, wie zum Beispiel die Aromatizitit auch eine bedeutende Rolle
spielen.

Wihrend die Transferenergie fiir die Threonin-Seitenkette in allen Féllen deutlich positiv war
(700 - 1100 Jxmol'xXK™") wurden die aromatischen Seitenketten von Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan, sowie die negativ geladene Asparaginsdure besonders destabilisiert und
somit in der Solutldsung besser gelost als in Wasser. Die kompatiblen Solute vom
Ectoin-Typ scheinen, mit ihren delokalisierten Elektronen, mit den aromatischen Seitenketten
besonders gut zu wechselwirken. Die zyklischen Solute besitzen aufgrund der delokalisierten
Ladung im Ring ein teilaromatisches System und konnen so mit den aromatischen
Seitenketten Wechselwirkungen eingehen, die dem Stapeleffekt der DNA-Basen in einer
Doppelhelix dhneln.

Da die aromatischen Aminosduren meist im Proteininneren liegen, sollten die Solute also die
Proteine destabilieren. Da die aromatischen Aminoséduren aber nur in einem kleinen Teil eines
Proteins ausmachen (ca. 10 - 15 %), kann der stabilisierende Effekt der Solute auf das

Riickgrat die Destabilisierung der Seitenketten iiberkompensieren.

2500 ‘ — e
2000 3
1500 3
1000 -
500

-500
-1000
-1500
-2000

-25003 | Il Betain
-3000 [ ] Prolin

B3 TMAO
-3500 :] NaCl

-4000-= | E= DCE 2
-4500 =

tr

AG_[Jx mol" x K]

G A R N D Q E H I L K M F P S T W Y V
Aminosaure

Abb. 3.2.3.2b.: AG, von Glycin, sowie den Aminosdureseitenketten beim Transfer von
reinem Wasser in eine 2 M Losung von Betain, Prolin, TMAO, NaCl oder
DCE. Um AG, der Seitenketten zu erhalten wurde der Wert von Glycin von
dem jeweiligen Wert fiir die gesammte Aminosdure abgezogen. Die
Aminoséuren sind dabei mit dem Einbuchstabensymbol abgekiirzt.
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Wihrend Betain sich recht dhnlich verhielt, wie die zylischen Soluten aus Abbildung
3.2.3.2a., hatte Prolin bei allen Aminosduren einen wesentlich kleineren Effekt auf die
Loslichkeit der Seitenketten. Die Transferenergien der Seitenketten haben beim Ubergang
von Wasser in 2 M Prolinldsung das gleiche Vorzeichen, wie beim Ubergang in die Losung
eines ectoinanalogen Solutes. Der Betrag den die einzelnen Aminosdureseitenketten zur
Stabilisierung, bzw. Destabilisierung eines Proteines beitragen konnen ist aber wesentlich
geringer.

NaCl zeigte im Vergleich zu den vorgenannten Soluten ein kontrires Verhalten. Wahrend
AG, fiir Glycin leicht negativ war, wurden fast alle Aminosduren schlechter gelost als in
reinem Wasser. Besonders die hydrophoben und aromatischen Aminosiduren wurden von der
Salzlosung abgestossen. Bei den Soluten macht also AG,. des Riickgrat den stabilisierenden
Effekt aus und in einer Salzlosung werden viele Aminosédureseitenketten schlechter gelost
und verhindern so eine Auffaltung des Proteins. Eine Salzlosung kann also sehr wohl ein
Protein stabilisieren, wie es ja auch bei RNase A im Kalorimeter zu beobachten war. NaCl
destabilisiert zwar das Riickgrat des Proteins, es erhoht die Stabilitdt des gesamten Proteins
aber durch eine schlechtere Loslichkeit fiir viele Aminosdureseitenketten. Somit ldsst sich
auch der Schmelzpunktsteigernde Effekt von NaCl auf RNase A, wie er in Kapitel 3.2.2.
gefunden wurde erkléren.

DCE zeichnete sich dadurch aus, dass die Transferenergien fiir alle Aminosdureseitenkettan
ausser Lysin und Threonin negativ waren. Bei Lysin konnte die Abstossung der positiven
Ladungen der Grund fiir die Stabilisierung sein.

Der Hauptunterschied von TMAO zu den weiteren Soluten ist, dass die aromatischen
Aminoséuren, die von den Ectoinen besonders gut gelost wurden, von TMAO-Losung nur
geringfiigig besser gelost wurden als von reinem Wasser.

Generell zeigten die Aminosduren bei vielen Soluten nur einen kleinen Effekt
(50 - 100 Jxmol'xK™"), der sich innerhalb eines Proteines natiirlich noch gegenseitig
kompensieren kann. Der Effekt der Solute auf das Proteinriickgrat summiert sich dagegen
immer auf, entweder ins Positive oder ins Negative, so dass sich innerhalb eines Proteines
eine grole Summe fiir die Riickgratstabilisierung oder -destabilisierung ergibt, wihrend der

Effekt auf die Seitenketten sich summieren aber auch kompensieren kann.
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3.2.4. Kompatible Solute als Schutzstoffe gegen Hydroxylradikale (HO®)

Radikale verursachen bei der Lagerung und dem Umgang mit Biomaterialien oftmals
Schiadigungen, indem sie diese oxidieren. Um diese Schidden zu minimieren, konnen
Schutzstoffe zugesetzt werden, die die Radikalbildung unterbinden oder die Radikale
abfangen. Besonders den Zuckern wie Saccharose und Trehalose sowie einigen Polyolen
werden solche Radikalfangereigenschaften zugeschrieben. Um das Potential der kompatiblen
Solute zu untersuchen, die durch Hydroxylradikale verursachten Schiden zu minimieren,
bzw. zu unterbinden, wurde der von HALLIWELL & GUTTERIDGE (1984) entwickelte und
von SMIRNOFF & CUMBES (1989) und KARLA (1997) modifizierte Test zur Herstellung
und Detektion von Hydroxylradikalen verwendet. Dabei werden die Radikale mittels Fe** und
Ascorbinsdure erzeugt, wodurch gleichzeitg ein Entstehen von Superoxidradikalen
unterbunden  wird. Diese  hydroxylieren  Salicylat zu  Hydroxysalicylat
(Dihydroxybenzoesdure, DHBA), welches mit Fe’" einen farbigen Komplex bildet, dessen
Konzentrationsverlauf im Photometer verfolgt werden kann. Gute Radikalschutzstoffe
reagieren mit den Hydroxylradikalen schneller, als das Detektormolekiil Salicylat und
verhindern somit eine Farbstoftbildung. Gleichzeitig wurde die Abnahme an H,O, verfolgt

um den Endpunkt der Radikalproduktion feststellen zu kénnen.

3.2.4.1. Kompatible Solute als Schutzstoffe gegen die radikalische Hydroxylierung von
Salicylat

Die radikalische Hydroxylierung von Salicylat zu Hydroxysalicylat und die damit verbundene
Farbstoffbildung ldsst sich in Abbildung 3.2.4.1.A deutlich erkennen. Nach ca. 1,5 h wurde
eine maximale Farbstoffkonzentration erreicht, die dann bis 7 h nur noch leicht anstieg.
Dieser leichte Anstieg liber die relativ lange Messzeit kann durch Eintrag von Sauerstoff aus
der Luft und den damit verbundenen Radikalen in die Proben erklirt werden.

Um zu iberpriifen, ob die von der Halogenlampe des Photometers ausgehende Strahlung
einen Einfluss auf die Radikalbildung hatte, wurden dquivalente Proben einmal direkt fiir 7 h
gemessen und einmal zunédchst 7 h im dunkeln inkubiert und ansschlieend gemessen. Die
Extintionen der beiden Probensitze stimmte iiberein. Somit hatte die von dem Photometer

ausgehende Strahlung keinen messbaren Einfuss auf die Radikalbildung.
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Gibt man nun unterschiedliche Konzentrationen an Saccharose zu dem Testsystem zu, so wird
die Farbstoftbildung immer stirker unterbunden. Scheinbar reagieren die Hydroxylradikale
mit der als Radikalfédnger bekannten Saccharose schneller als mit dem Salicylat und schiitzen
dieses somit vor der Hydroxylierung. Bei Zugabe von 0,25 M Saccharose zum Testansatz tritt

kaum, bei 1 M gar keine Farbstoffbildung mehr auf.
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Abb. 3.2.4.1.: Einfluss der kompatiblen Solute auf die Hydroxylierung von Salicylat durch
Hydroxylradikale. A) Schutz durch Saccharose. B) Unterschiedlicher Einfluss
der weiteren Solute durch Anderung der Reaktionskinetik der
Farbstoffbildung. Die Solute wurden in den in der Legende angegebenen
Konzentrationen verwendet. Dieses sind die Konzentrationen, bei denen die
aufilligsten Abweichung von der Kontrolle auftraten.

Bei genauerer Betrachtung der Abbildung 3.2.4.1.A kann man erkennen, dass schon bei einer
Saccharosekonzentration von 0,05 M sich die Kinetik der Farbstoffbildung verdndert. Jetzt
wird das Plateau erst nach ca. 4,5 h erreicht. Fiir die weiteren untersuchten Solute ergaben
sich teilweise noch drastischere Kinetikdnderungen, wie sie exemplarisch an einigen
Beispielen in Abbildung 3.2.4.1.B gezeigt sind. Die Solute sind in Abbildung 3.2.4.1.B in den
Konzentrationen gezeigt, in denen die aufilligsten Kinetikinderungen auftraten. Gerade bei
Ectoin, Homoectoin und DCE war eine starkte Verlangsamung der Umsetztung sichtbar, die
im Fall von 0,05 M Ectoin nach 4,25 h zu einem Anstieg der Konzentration an
hydroxyliertem Produkt iiber die Kontrolle hinaus filihrte. Da die Farbstoffkonzentration nach
7 h immer noch anstieg, war die Reaktion noch nicht abgeschlossen. TMAO bewirkte ab 0,25
M einen deutlichen Anstieg der Farbstoffmenge, bei noch hoherer Konzentration war dieser

Anstieg aber nicht mehr so starkt. Hier liegen scheinbar konzentrationsabhidngige
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Wechselwirkungen mit dem Testsystem vor und diese Daten konnen deshalb nicht weiter
ausgewertet werden.

Da bei dem Radikalfangertest so wie er bisher immer so beschrieben wurde (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1984; KARLA, 1997) nur die Extinktion zu einem festen Zeitpunkt
gemessen wurde, kann es sein, dass nach diesem Zeitpunkt noch weitere Farbstoffbildung
erfolgt. Somit ist das Ergebnis nur dann reprédsentativ, wenn die untersuchten Reaktionen eine
gleiche Kinetik besitzen, da ein Solut sonst je nach Zeitpunkt der Messung einmal als
Radikalfanger, oder als ,,Radikalproduzent” erscheinen kann. Zumindest muss die Reaktion
zum Zeitpunkt der Messung abgeschlossen sein. Dieses ldsst sich am einfachsten iiberpriifen,
wenn man die H,O,-Konzentration im Ansatz verfolgt. Ist alles H,O, verbraucht, kénnen auch
keine Hydroxylradikale mehr gebildet werden.

Ascorbat konnte als bekannter Schutzstoff vor radikalischer Schédigung in diesem Test nicht
verwendet werden, da er in geringen Konzentrationen in dem Ansatz zur Erzeugung der
Radikale enthalten ist und ein Zusatz in molaren Mengen einen grossen Einfluss auf die

Radikalbildungsreaktion hat.

3.2.4.2. Einfluss von kompatiblen Soluten auf den H,O,-Zerfall

Da die in dieser Arbeit charakterisierten Solute die Kinetik des verwendeten
Radikalfiangertestes beieinflussten, wurde die H,O,-Konzentration iiber den Zeitraum des
Versuches (7 h) verfolgt. Eine Moglichkeit zur Verdnderung der Kinetik der Farbstoftbildung
ist eine Wechselwirkung der Solute mit den fiir die Radikalproduktion verantwortlichen
Reaktionen. Die Ausgangskonzentration an H,O, im Radikalfangertest war 60 mg/l. Diese fiel
in den Kontrollansitzen durch die Umsetzung mit Fe** zu Hydroxylradikalen, Wasser und
Sauerstoff exponentiell ab. Nach 1,5 h war die Konzentration auf ca. 2 mg/l absunken. Dieses
ist der Punkt, an welchem im Radikalfangertest die Sattigungsphase beginnt. Nach 2,5 h

schlieBlich konnte in den Kontrollproben kein H,O, mehr nachgewiesen werden.
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Abb. 3.2.4.2a.: Verlauf der H,O,-Konzentration wihrend des Radikalfingertestes. Die
kompatiblen Solute zeigen eine deutliche Verzogerung des H,O,-Zerfalls.
Umgekehrt beschleunigt Ascorbinsidure den H,O,-Zerfall.

Die verschiedenen Solute beeinflussten den H,O,-Zerfall unterschiedlich. Durch die Zugabe
von 50 mM Ascorbinsdure konnte schon nach 10 Minuten kein H,O, mehr nachgewiesen
werden. Da Ascorbinsdure aber schon 0,5 mM im Ansatz enthalten war, um die Radikale zu
produzieren, verwundert diese Feststellung nicht.

Saccharose ist in der Lage in kleinen Konzentrationen Radikale zu fangen, wenn die
Saccharosekonzentration aber erhoht wird, kommt es auch zu einer Verzogerung des
H,0,-Zerfalls und somit zu einer Verdnderung der Radikalbildungskinetik. Obwohl das H,O,
iiber einen ldngeren Zeitraum in der Losung nachweisbar ist und somit iiber einen ldngeren
Zeitraum Hydroxylradikale gebildet werden konnten, steigt die Konzentration des farbigen
Detektormolekiiles Hydroxysalycylat aber nicht weiter an (Abb. 3.2.4.1.A). Saccharose
scheint die geringeren Konzentrationen an Radikalen ohne Probleme abzufangen und so
gegen ihre schidliche Wirkung zu schiitzen. DHMICA und Hydroxyectoin verhielten sich
dhnlich und verzogerten den H,O,-Zerfall nur wenig. Da nach 7 h kein H,O, mehr in der
Losung enthalten war, kdnnen die Radikalfangereigenschaften fiir diese Solute mit dem hier

verwendenten Test untersucht werden. Betain verzogerte die Radikalbildung ebenfalls nur
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sehr wenig (3 - 5 h), hatte aber keinen Einfluss auf die Salicylathydroxylierung und ist somit

kein Radikalschutzstoff.
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Abb. 3.2.4.2b.: Konzentrationsabhingiger Radikalschutz von Betain, DHMICA,
Hydroxyectoin und Saccarose, bezogen auf die Hydroxylierung von
Salicylat. Die Hydroxysalicylatkonzentration wurde dazu auf die
Farbstoffmenge in den Kontrollproben bezogen.

Ectoin, Homoectoin und DCE verzogerten den H,O,-Zerfall um z.T. iiber 200 h. Dabei
kommt es auch schon bei Konzentrationen von 50 mM zu einer Verlangsamung des
Substratzerfalls. Da dieses Phdnomen nicht fiir alle Solute gleichméssig auftritt, ist hier kein
rein physikalsischer Effekt durch die erhohte Teilchenzahl oder Viskositit der Losungen
festzustellen. Es ist vielmehr ein solutspezifischer und konzentrationsabhiangiger Effekt. Die
Solute wirkten in hoheren Konzentrationen zwar auch Inhibierend auf die Bildung des
farbigen Hydroxylsalicylates, da aber noch erhebliche Mengen H,O, im Testansatz enthalten
waren, kann es noch zu einer weiteren Hydroxylierungsreaktion iiber den Messzeitraum
hinaus kommen.

Die Einfliisse der Solute auf die Bildung von Hydroxylsalicylat sowie der Einfluss auf den
H,0,-Zerfall sind in Tabelle 3.2.4.2. noch einmal zusammengefasst. Die Konzentration, bei
der die Hydroxylierung von Salicylat um 50 % gesenkt wurde (Cps™) wurde dabei nur fiir

dienigen Solute bestimmt, bei denen nach 7 h kein H,O, mehr im Ansatz enthalten war.
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Tab. 3.2.4.2.: Einfluss der kompatiblen Solute auf den Radikalfangertest mit Salicylat als
Detektormolekiil. Die Zeitangaben beziehen sich darauf wie lange noch H,O,
im Ansatz nachgewiesen werden konnte.

Solut Effekt auf die Hydroxylierung Effekt auf H,O,-Zerfall
DHMICA Cus = 0,241 mol/l Verlangsamung erst ab 1M
Ectoin verdnderte Kinetik schon bei kleinen | starke Verlangsamung (bis 72 h)
Konzentrationen (50 mM)
Homoectoin siche Ectoin sieche Ectoin
Hydroxyectoin Cus = 0,611 mol/l Verlangsamung erst ab 1M
DCE konzentrationsabhingige Inhibierung |sehr starke Verlangsamung (> 200 h)
Betain Kein Effekt geringe Verzégerung (2 - 3h) des
H,0,-Zerfalls
TMAO bis 0,1 M kein Effekt, Kein Effekt

ab 0,25 M verstirkte
Hydroxysalicylatbildung
Saccharose Cus™ = 0,024 mol/l Stabilisierung geringer
H,0O,-Restkonzentrationen
(<5 mg/l, bis 7 h)
Ascorbinsidure | Interagiert mit den Reaktionen zur sofortiger Zerfall nach 10 min
Radikalerzeugung und fiihrt zu einer
verstirkten Hydroxylierung.

Somit lassen sich die untersuchten Solute in zwei Gruppen einteilen. Die Radikalschutzstoffe
Saccharose, DHMICA und Hydroxyectoin verzdgern den H,O,-Zerfall nur gering (bei
Konzentrationen oberhalb 1 M) verhindern aber die Hydroxylierung von Salicylat.
Hydroxyectoin inhibierte bei einer Konzentration von 0,611 M die Radikalreaktion zu 50 %.
DHMICA ist mehr als doppelt so effektiv, da es schon ab 0,241 M den gleichen Effekt zeigt.
Die als Schutstoff gegen Radikale bekannte Substanz Saccharose war nochmal um den Faktor
10 wirkungsvoller. Eine Saccharosekonzentration von nur 24 mM reicht aus um die Menge an
gebildetem Hydroxysalicylat zu halbieren.

Ectoin, Homoectoin und DCE wirkten besonders in hdheren Konzentrationen inhibierend, auf
die Hydroxysalicylatbildung, wechselwirkten aber stark mit den Reaktionen, die zum
H,0,-Zerfall und somit zur Radikalbildung fiihren und verzogerten diese stark. Inwieweit
dieses als Radikalschutz angesehen werden kann bleibt zu diskutieren, da es einerseits durch
die lingere Anwesenheit von H,O, zu einer zeitverzdgerten Radikalschddigung kommen
kann, andererseits haben in Mikroorganismen die zelleigenen Reparaturmechanismen mehr
Zeit sich aufzubauen und zu wirken. Eine Verzogerung der Radikalbildung kann fiir Zellen

also auch Teil eines Radikalschutzmechanismus sein.
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Betain besitzt keine Radikalschutzeigenschaften wihrend fiir TMAO und Ascorbinsdure mit
diesem Test keine eindeutige Aussage getroffen werden kann, da sie zu stark mit dem

Testsystem wechselwirken.

3.2.5. Einfluss von kompatiblen Soluten und Salzen auf die
DNA-Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eine der bedeutensten Methoden in der
Molekularbiologie dar. Mit ihrer Hilfe ist es mdglich, Nucleinsdurefragmente zu
vervielfiltigen, um diese anschlieBend gentechnisch zu modifizieren oder mittels
Restriktions- oder Sequenzanalyse zu analysieren. Um die doppelstringige DNA (dsDNA) zu
vervielfaltigen muss sie zundchst in die komplementdren Einzelstrdnge (ssDNA) aufgespalten
werden. Dieses geschieht meist durch Temperaturerh6hung. Der Schmelzpunkt T,, ist dabei
als diejenige Temperatur definiert, bei der die Hélfte der eingesetzten doppelstrangigen DNA
in ihre Einzelstrdnge aufgespalten wird. AnschlieBend wird die Temperatur gesenkt und die
Primer binden an. Im dritten Schritt wird die Temperatur auf das Optimum der verwendeten
Polymerase eingestellt, die ausgehend vom Primer den Doppelstrang wieder verfollstidndigt.
Diese drei Schritte werden zyklisch wiederholt, wodurch sich ein exponentieller Anstieg der
DNA-Menge ergibt.

Das Temperaturprofil ist sehr entscheidend fiir die Selektivitit und Ausbeute der PCR.
Gerade bei geringen Mengen an DNA-Vorlage ist eine vollstindige Aufspaltung in die beiden
Einzelstringe nodtig, da es sonst in den weiteren Zyklen zu einer verstiarkten Amplifizierung
der Bruchstiicke und somit zu einer Vielzahl von unterschiedlich langen DNA-Fragmenten
kommt. Salze und Solute haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die optimalen
Temperaturen fiir die einzelnen Schritte. Wahrend Salze und hier besonders die Kationen die
Schmelztemperatur der DNA steigern, da sie sich an das negativ geladene Phosphatriickgrad
anlagern und so die Doppelstringe festigen, steigern Zwitterionen wie Betain die
Dielektrizitdt der Losung und schwéchen somit die ionischen Wechselwirkungen (FLOCK et
al., 1995; FLOCK et al., 1996a,b). Dadurch wird der Schmelzpunkt der DNA gesenkt. In der
hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der kompatiblen Solute, verschiedener Salze
sowie Kombinationen von Soluten und Salzen auf den Schmelzpunkt von doppelstingiger
DNA untersucht. Dazu wurde am Ende der PCR (nach 40 Zyklen) der Schmelzpunkt der

DNA ermittelt. AnschlieBend wurden die Proben mit Solut- und/oder Salzlsung versetzt. Es
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wurden erneut fiinf Amplifikationszyklen durchgefiihrt, bevor der Schmelzpunkt der DNA
nochmal bestimmt wurde. Aus diesen beiden Schmelzpunkten ldsst sich die
Schmelzpunktverschiebung, die durch den Zusatz der Solute und Salze zur PCR bewirkt

wurde berrechen.

3.2.5.1. Einfluss von kompatiblen Soluten auf den Schmelzpunkt T,, von dsDNA

Die untersuchten Solute senkten, wie schon bei REES et al. (1993), HENKE et al. (1997) und
LAPIDOT et al. (1999) fiir Betain, Ectoin und Hydroxyectoin beschrieben,
konzentrationsabhéngig den T, der doppelstringigen DNA. Salz hatte dabei einen
entgegengesetzten Effekt, der aber nicht wie bei den kompatiblen Soluten linear mit der
Konzentration anstieg, sondern eine Sittigungskurve beschrieb. Bei hoheren Konzentrationen
kam es hdufig zu einer Peakverbreiterung in der Ableitung der Schmelzkurve, welche auf
einen grosseren Schmelzbereich hindeutet. Oberhalb von 0,5 M ist bei NaCl und DCE kein

Aufschmelzen der dsDNA mehr zu sehen.
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Abb. 3.2.5.1.: Schmelzpunkt T,, von doppelstringiger DNA (dsDNA) bei der PCR in
Abhingigkeit von der Konzentration kompatibler Solute im Puffer. Die Werte
sind Mittelwerte aus 3 - 10 voneinander unabhingigen Messungen. Der
Fehler ergibt sich aus der Standardabweichung.



Ergebnisse 88

In Abb. 3.2.5.1. ist die lineare Abhéngigkeit des Schmelzpunktes von der Solutkonzentration
deutlich zu erkennen. In Tabelle 3.2.5.1. sind die Steigungen der Regressionsgeraden
aufgefiihrt. Diese Stellen ein Mal} fiir die Fihigkeit der Solute dar, die dsDNA zu
destabilisieren und somit eine Aufspaltung in die komplementiren Einzelstringe zu
erleichtern.

Hierbei zeigte das synthetische Solut Homoectoin mit - 12,6°C pro Mol Solut einen fast
doppelt so grossen Effekt wie DHMICA und Ectoin. DHMICA und Ectoin zeigten eine
molare Destabilisierung der DNA um - 6,7°C/M bzw. - 6,8°C/M. Die drei Solute
Hydroxyectoin, das kationische DCE und Betain erreichten Werte zwischen - 2,5°C/M und
- 3,5°C/M, wihrend TMAO mit - 1,6°C/M nur einen relativ kleinen Effekt auf die DNA hatte.

Tab. 3.2.5.1.: Molarer Einfluss der kompatiblen Solute auf den Schmelzpunkt T, von

doppelstrangiger DNA.
Solut AT, [°C/M]
DHMICA -6,7
Ectoin -6,8
Homoectoin -12,6
Hydroxyectoin -3.5
DCE -2,5
Betain -3,0
TMAO - 1,6
NaCl positv, nicht linear

NaCl steigerte den T,, schon bei einer Konzentration von nur 50 mM um ca. 2 °C, der Effekt
stieg mit zunehmender Konzentration nicht weiter linear an, sondern flachte bei héherene
Konzentrationen ab. Bei einer Salzkonzentration von 0,5 M wurde der T, der dsDNA um
ca. 10 °C angehoben. Bei noch grosseren Konzentrationen wurden die beiden DNA-Stringe
wéhrend der Messung nicht mehr vollstindig getrennt, so dass oberhalb von 0,5 M NacCl kein

T mehr gemessen werden konnte.

3.2.5.2. Einfluss von Salzen auf den Schmelzpunkt T,, von dsDNA

Der Tau-steigernde Effekt von NaCl wurde in Kapitel 3.2.5.1. schon beschrieben. Da NaCl

zusammen mit den kompatiblen Soluten gemessen wurde, lagen nur Messwerte ab 0,01 M
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vor. Zwischen 0,01 und 0,05 M stimmen die Werte fiir NaCl mit den Werten der Mg-Salze
iiberein. Als weitere Salze wurden KCI und (NH4),SO, mit einwertigen Kationen sowie die
zweiwertigen CaCl,, MgCl, und MgSO, ausgewihlt. Abbildung 3.2.5.2. zeigt deutlich den
Unterschied zwischen den beiden untersuchten Magnesiumsalzen sowie NaCl und den

weiteren Kationen mit den beiden Anionen Chlorid und Sulfat.
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Salzkonzentration [mM]

Abb. 3.2.5.2.: Schmelzpunktdifferenz AT, von doppelstrangiger DNA (dsDNA) nach Zugabe
von unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener Salze. Die auf der
X-Achse angegebene Salzkonzentration ist die Endkonzentration im Puffer. Da
der Einfluss von NaCl zusammen mit den kompatiblen Soluten, bei hoheren

Konzentrationen gemessen wurde, lagen fiir NaCl keine Werte zwischen
0-0,01 M vor.

Wihrend KCl, (NH4),SO4 und CaCl, im Rahmen des Messfehlers keinen Einfluss auf das
Schmelzverhalten der dsSDNA hatte, zeigten die beiden Magnesiumsalze MgCl, und MgSO,
einen dhnlichen Einfluss auf den T, der dsDNA, wie NaCl. Schon bei einer Konzentration
von 2,5 mM steigerten sie den T,, um iiber 2°C. Zwischen 5 mM und 50 mM &nderte sich der
T der dsDNA nicht mehr und oberhalb von 50 mM beeinflussten die Salze die
PCR-Reaktion derart, dass kein Schmelzen der beiden DNA-Strange mehr beobachtet werden
konnte. Dieses kann z. B. durch eine Zerstorung der einzelstringigen DNA oder der
Polymerase kommen. In beiden Féllen findet kein Aufbau eines Doppestranges mehr statt, so

dass auch kein Schmelzpunkt mehr beobachtet werden kann. Da die beiden Magnesiumsalze
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MgCl,, MgSO, und NaCl sich im Rahmen des Messfehlers identisch verhalten und ausserdem
die gleichen Anionen mit den weiteren ein- und zweiwertigen Kationen keinen Einfluss auf
den Schmelzpunkt der dsDNA hatten, ist davon auszugehen, dass das Mg**- und das Na*-lon
direkt mit dem negativ geladenen Phosphatriickgrat der dsDNA wechselwirkte und so die
Bindung der beiden Striange festigt. Dieses konnte ein Grund sein, warum halophile
Mikroorganismen, die sich nach der ,Salt-in-Methode” an ihren Lebensraum angepasst

haben, KCI und nicht NaCl im Cytosol akkumulieren.

3.2.5.3. Einfluss von Kombinationen aus Salzen und kompatiblen Soluten auf den
Schmelzpunkt T, von dsDNA

Um zu tiiberpriifen, ob sich die Effekte von Soluten und Salzen auf den T,, von dsDNA additiv
verhalten, wurden PCR-Proben mit NaCl, MgCl, oder MgSO, zusédtzlich mit Solut versetzt.
Dabei verhielten sich die Effekte der Salze und Solute additiv. Die beiden Magnesiumsalzen
zeigten untereinander keinen Unterschied, wahrend die unterschiedliche Féahigkeit der Solute

den Schmelzpunkt der dsDNA zu senken sehr deutlich wird.
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Abb. 3.2.5.3a.: Additiver Effekt von Kombinationen aus Salzen und kompatiblen Soluten auf
den T, von dsDNA. Alle Solute wurden 0,5 M eingesetzt. Der Effekt der
beiden Mg-Salze war im Rahmen der Fehlergrenzen gleich.
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Es ist also moglich, den T-steigernden Einfluss von MgSO, durch Zugabe eines kompatiblen
Solute zu kompensieren, oder sogar iiberzukompensieren. Der Zusatz von 0,5 M
Hydroxyectoin kann die Zugabe von 1 mM Mg-Salz nivelieren. 0,5 M Ectoin oder
Homoectoin senkten den T., sogar soweit, dass selbst eine Mg-Konzentration von 2,5 mM
nicht ausreichte um den T,, wieder auf den Normalwert zu steigern. Bei diesen beiden Soluten
wiirden also eine Konzentrationen unterhalb von 0,5 M schon ausreichen, um den Effekt von
1 mM zusitzliches Mg** zu kompensieren. Somit ist es aufgrund dieser Messungen moglich
abzuschétzen, wieviel Solut man zugeben muss, wenn man z. B. die Mg-Konzentration im

PCR-Puffer um X mM anheben mochte.

9;\““““‘\““““‘““““‘““““‘““““““““““““““““g
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Abb. 3.2.5.3b.: Einfluss der Kombination von NaCl und Ectoin auf den T,, von dsDNA. Die
beiden Effekte verhalten sich additiv.

Wenn man eine Kombination aus NaCl und Ectoin zu der PCR gibt, erhdlt man die gleichen
Ergebnisse wie bei den Magnesiumsalzen zusammen mit den verschiedenen kompatiblen
Soluten. Der Effekt von NaCl und Ectoin auf den Schmelzpunkt doppelstringiger DNA
verhalten sich additiv. Da NaCl auch in hoheren Konzentrationen die PCR nicht so stark
beeinflusste wie die Mg-Salze, konnte die Additivitit auch bei Konzentrationen iiber 50 mM

gezeigt werden. Abbildung 3.2.5.3b. zeigt, dass eine Ectoinkonzentration von 0,5 M den T,,
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steigernden Effekt von 85 mM NaCl kompensiert. Die kompatiblen Solute kdnnen also in der
Molekularbiologie dazu verwendet werden, den T,-steigernden Effekt der Salze im

PCR-Puffer zu unterbinden.

3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

In den beiden folgenden Tabelle sind noch einmal alle Daten zu den in dieser Arbeit
verwendeten Solute zusammengefasst. Tabelle 3.3a. zeigt eine Ubersicht iiber die
Synthesedaten sowie die spektroskopischen und chromatografischen Charakteristika der
Solute, wiahrend in Tabelle 3.3b. noch einmal alle Daten zu den verschiedenen

Stabilisierungsversuchen zusammengestellt sind.
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Tabelle 3.3a.: Ubersicht iiber die Daten zu den Synthesen der ectoinanalogen Solute.

TUPAC-Name | 1,4,5,6-Tetra- | SS-B-Hydroxy- | 4,5-Dihydro-2- | 4,5,6,7-Tetra- |3,4,5,6,7,8-Hexa- aN-Acetyl- YN-Acetyl- 1,4,5,6-Tetra-

hydro-2-mehtyl- | 1,4,5,6-tetra- |methyl-imidazol- | hydro-2-methyl- | hydro-2-methyl- | diaminobutter- | diaminobutter- | hydro-2-mehtyl-
4-pyrimidin- | hydro-2-mehtyl- | 4-carbonsiure |1H-[1,3]-diazepin| 1,3-diazocin- sidure sidure pyrimidin
carbonsiure 4-pyrimidin- -4-carbonsiure | 4-carbonsiure Hydrochlorid
carbonsiure

Struktur N o\% N Nj ]

o | Cl

N (0] 0] /jYO t
N N
O- O- 0.
O.

Trivialname Ectoin Hydroxyectoinhk DHMICA | Homoectoin | HHMDCA | aNAc-DABA | YNAc-DABA DCE
Summenformel CsH 0N,O, CsH 0N2Os C;sHsN,O, C;H:2N>O, CsH14sN,O, CsH1oN2O; CsH1uN,O; CSHIONZ*HCI
Molmasse 142,158 158,157 128,131 156,184 170,211 160,173 160,173 134,609

[g/mol]

Ausbeute 65 % gekauft 58,6 % 25 % In Spuren bei der | In Spuren bei der 44 % 91 %
Reinheit nach > 99 % >99 % >99 % >99 % Reaktion Reaktion >99 % > 98 %
FMOC-HPLC nachgewiesen. nachgewiesen.
isokrat. HPLC
Retentionszeit 5,8-6,8 6,4-17,6 5,4-6,8 42-5,1 n. d. 11,0-13,5 7,3-12,5 n. d.

75 % AcN [min]
UV [FE/mM] 8.000.000 7.000.000 4.900.000 7.500.000 ca. 2.000.000 900.000
RI [FE/mM] 81.000 85.000 65.000 85.000 ca. 72.000 68.000
BC-NMR-Signale 21,00 20,79 14,70 23,38 19,23 26,20 24,63 20,21
24,16 45,46 51,42 27,16 28,46 40,41 33,08 20,94
75,5 Mhz, D,O 40,06 62,26 62,42 32,45 28,75 40,59 38,32 2x41,25
[ppm] 55,95 62,77 170,80 46,22 28,94 56,90 55,35 164,62
163,27 136,33 178,65 61,58 44,09 178,50 176,93
179,29 177,00 168,09 56,69 185,97 177,39
179,23 166,45
181,53
Bemerkungen DL-Racemat
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Tab. 3.3b.: Zusammenfassung der Daten der in dieser Arbeit verwendeten Solute zur Stabilisierung von Biomolekiilen

IUPAC-Name |1,4,5,6-Tetra-|SS-B-Hydroxy |4,5-Dihydro-4,5,6,7-Tetra-{ yN-Acetyl- 1,4,5,6- Glycin- |Trimethyl- weitere Testsubstanzen
hydro- -1,4,5,6-tetra- | 2-methyl- hydro- diamino- Tetra- betain amin-
2-mehtyl- hydro- imidazol-4- | 2-methyl- | buttersiure hydro- N-oxid
4-pyrimidin-c| 2-mehtyl- |carbonsiure| 1H-[1,3]- 2-mehtyl-
arbonsiure | 4-pyrimidin- diazepin-4- pyrimidin
carbonsiure carbonsiure Hydrochlorid
Struktur N N .OH Nwo Q_, N/j | o HMC cn Gt
)\:QYO )‘\J\'/}\DYO /QN o- s /Non )L\TN “ o L\I\CHa Hscfcw;:)
0. 0. 0.
Trivialname Ectoin  |Hydroxyectoingn DHMICA | Homoectoin [YNAc-DABA DCE Betain TMAO
Wachstum von E. coli DH50ain MM63 bei 3 % (w/v) NaCl mit 2 mM Solut-Supplementierung (Tab. 3.2.1.2.) Kontrolle
n [h'] 0,26 0,36 0,34 0,17 0,12 0,10 0,38 0,14 0,13
tp [h] 2,63 1,64 2,06 4,01 5,98 7,22 1,87 4,81 5,46
OD,,5 2,95 4,2 3,41 2,38 1,95 0,56 2,95 2,63 2,65
Solutgehalt 0,55 0,66 0,44 0,39 0,02 n. d. 0,97 0,03 0
[mmol/g TBM]
Trehalosegehalt 0,07 0,00 0,06 0,16 0,39 0,06 0,03 0,33 0,39
[mmol/g TBM]
absoluter und molarer Einfluss von kompatiblen Soluten auf den T, von RNase A gemessen im DSC (Tab. 3.2.2.) NaCl Prolin | Acetamidin
Hydrochlorid
abs. AT, [°C] +5,7 +13,7 +10,7 -1,5 n.d. - 16,1 +10,2 +12,3 +10,2 +6,9 +20,4
mol.AT,, [°C/M] + 1,7 +4,1 +23 -04 n. d. -4,5 +4,4 +5,8 +29 -48 +4,2
molarer Einfluss von kompatiblen Soluten auf die Transferenergie AG. von DKP fiir den Transfer von reinem Wasser zu Solutlosung (Tab. 3.2.3.1.) | Harnstoff
AAGy, +256+ 13 +230+11 +170+£2 | +177x14 n. d. +172+8 | +278+12 | +401£4 | -109+£5 |+139+£10| -156=%12
[Ixmol'xXK™"]
Radikalfiingereigenschaften der kompatiblen Solute (Tab. 3.2.4.2.) Saccharose
Art der Verzogerung Cus? = Cpus’ = Verzogerung n. d. Verzogerung |kein Radikal-|  n. d. Cps’ =
Wechsel- des 0,611 M 0,241 M des des schutz 0,024 M
wirkungen | H,0,-Zerfalls H0,-Zerfalls H,0,-Zerfalls
Einfluss der kompatiblen Solute auf den Schmelzpunkt T,, von doppelstringiger DNA in der PCR (Tab. 3.2.5.1)
AT.[°ccM] | -68 | -35 -67 | -126 | nd | -25 | -30 | -16 | nlinear
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4. Diskussion und Ausblick

In den folgenden Kapiteln sollen die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit noch einmal
diskutiert und mit den Ergebnissen anderer Forschergruppen verglichen werden. Ferner
werden weitere Forschungsgebiete aufgezeigt, die in Zukunft zu einem noch umfassenderen

Verstindnis der Wirkung von kompatiblen Soluten auf Biomaterialien fiihren konnen.

4.1. Herstellung von kompatiblen Soluten

Kompatible Solute lassen sich prinzipiell auf zwei Arten gewinnen. Entweder kann man die
Solute aus natiirlichen Organismen isolieren (KUNTE et al., 1993), oder rein chemisch
synthetisieren (KOICHI et al., 1991). Die beiden Verfahren konnen gegebenenfalls auch
kombiniert werden, indem man eine Vorstufe chemisch herstellt und diese anschliefend
durch Mikroorganismen in das Endprodukt umwandeln ldsst (Biokonversion,
Biotransformation) oder eine in Bakterien produzierte bzw. akkumulierte Substanz in vitro
chemisch weiter umsetzt. Verschiendene Aminosduren und Steroid-Hormone werden zum
Beispiel so hergestellt (ROMP, 1995). Die zwei Methoden und haben unterschiedliche Vor-
und Nachteile.

Die Produktion von kompatiblen Soluten in extremophilen Bakterien erfolgt aufgrund der
chiralen Enzymoberflichen stereoselektiv und eignet sich daher besonders fiir komplexe
Strukturen, die auf chemischem Wege nur iiber eine aufwendige, mehrstufige Synthese
herzustellen sind. Die meisten chemischen Reaktionen sind nicht stereoselektiv, so dass durch
die biotechnologische Solutproduktion eine kostspielige und verlustreiche Aufreinigung, wie
zum Beispiel eine Racematspaltung mittels einer chiralen HPLC-Séule, vermieden werden
kann. Die Aufreinigung der chemischen Rohprodukte reduziert die Produktausbeute und
machen sie hdufig unrentabel. S,S-B8-Hydroxyectoin ist zum Beispiel aufgrund seiner zwei
benachbarten Stereozentren und der weiteren funktionellen Gruppen chemisch nicht einfach
zu synthetisieren und kann leichter und billiger aus halophilen Organismen wie Marinococcus
halophilus isoliert und aufgereinigt werden.

Bei einigen Soluten benétigen die zur Synthese verwendeten Organismen sehr extreme
Anzuchtbedingungen, oder sie akkumulieren nur geringe Mengen der gewiinschten Produkte.
Daher ist in der Vergangenheit viel daran geforscht worden die Synthesewege der Solute

gentechnisch in einen einfacher kultivierbaren Laborstamm wie zum Beispiel E. coli zu
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iibertragen. MARTINS et al. (1999) haben die Mannolylglycerat-Synthase aus Rhodothermus
marinus in E. coli iiberexpremiert und konnten so die bei der Anzucht von Rhodothermus
marinus erforderlichen hohen Temperaturen umgehen. Daraus ergibt sich aber das Problem,
dass die Akzeptanz gentechnisch hergestellter Produkte in der Offentlichkeit recht gering ist,
und sich die so hergestellten Solute unter Umstinden schwerer vermarkten lassen. Teilweise
arbeiten die rekombinanten Proteine in E. coli auch nur suboptimal und erzeugen somit
weniger Produkt, als ihre natiirlichen Equivalente.

Die Produktion von kompatiblen Soluten in extremophilen Organismen ist auf die
Herstellung natiirlich vorkommender Strukturen beschréankt. In der rein chemischen Synthese
konnen hingegen auch strukturverwandte Solute hergestellt werden. So kann das Spektrum
der kompatiblen Solute erweitert werden, wie die in dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen
von DHMICA, Homoectoin und DCE zeigen. Ferner ist es chemisch auch mdglich die
Diastereomere herzustellen, die in der Natur nicht als kompatible Solute genutzt werden
(z.B. D-Ectoin).

Die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Synthesen haben in guten Ausbeuten und Reinheiten zu
den gewiinschten Produkten gefiihrt. Sie lassen sich aber sicherlich, durch Variation der
Syntheseparameter wie pH, Temperatur, Losungsmittel, Eduktkonzentrationen und
Reaktionsdauer, noch weiter optimieren. Die von KOICHI et al. (1991) vorgestellte Synthese
von L-Ectoin konnte so modifizert werden, dass die Ringgrésse der Solute variiert wurde.
DHMICA wurde aus Kostengriinden nur als racemisches Gemisch der D- und L-Form
hergestellt, die Synthese des L-Diastereomers sollte aber keine Problem darstellen, wenn man
statt D,L-2,3-Diaminopropionsdure das reine L-Isomer wihlt. Eine Ringvergrosserung iiber
den Siebenerring des Homoectoins erscheint nicht sinnvoll, da die Synthese von HHMDCA
gezeigt hat, dass die Ausbeute aufgrund sterischer Behinderungen nur sehr gering ist. Ferner
erhoht sich die Hydrophobizitit des Produktes, wodurch die Wasserldslichkeit gesenkt wird

und mogliche Anwendungen auf einen kleineren Konzentrationsbereich beschriankt wiren.
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4.2. Weitere interessante Strukturen

Eine weitere Variation der Ectoinstruktur ist sicherlich moglich und sinnvoll, um die
stabilisierenden Eigenschaften der Solute weiter zu untersuchen.

Uber einen einfachen Anionenaustauscher kann das CI als Gegenion im DCE ausgetauscht
werden. Zunéchst sollte hier sicherlich SO4* als Gegenion getestet werden, da SO4* ein stark
strukturbildendes (kosmotropisches) Ion darstellt (COLLINS & WASHABAUGH, 1985). Bei
der Proteinstabilisierung wird SO, hiufig in der Ammonium-Form verwendet (GOLLER &
GALINSKI, 1999). Ein weiteres denkbares Gegenion zum DCE wire eine anionische,
ectoinanaloge Struktur. Da die anionische Struktur von dem Phosphatriickgrat der DNA
abgestossen wiirde, sollten gerade die Ribonucleinséuren sich mit einer Anionischen Struktur
stabilisieren lassen. Die anionische Struktru hétte somit einen Ty,-steigernden Effekt auf DNA
und wiirde die Flexibilitdit der DNA also erhdhen und nicht wie bei den bisher bekannten
Soluten senken. Ausgehend vom Ectoin ldsst sich eine anionische Struktur durch die
Einfiihrung einer zusétzlichen Carboxylgruppe herstellen. Dazu konnte man
(28,45)-2,4-Diaminoglutarsdure als Diaminokomponente in der Ectoinsynthese nach KOICHI
et al. (1991) ausprobieren. Das Substrat konnte nach den Synthesenvorschriften von
HELLMANN et al. (1960), TOI et al. (1960) oder BELOKON et al. (1987) hergestellt
werden.

So wie Hydroxyectoin und Ectoin als natiirliche kompatible Solute vorkommen, konnte man
die hydroxylierten Varianten von DHMICA und Homoectoin herstellen, indem man die
hydroxylierten Edukte einsetzt.

Neben den bekannten Soluten, die alle kleine, gut 16sliche Molekiile darstellen (GALINSKI,
1995; da COSTA et al., 1998), sind auch makromolekulare Solute vorstellbar, an die in vitro
Biomolekiile angekoppelt werden kénnen. Wenn man zum Beispiel Proteine oder ganze
Zellen an die Polymermatrix aus kompatiblem Solut anbindet werden die Biomolekiile
immobilisiert, gleichzeitig stabilisiert und bilden so eine bioaktive Festphase, die in
Abhingigkeit von dem Biomolekiil fiir die unterschiedlichsten Anwendungen genutzt werden
konnte. Die Polymerisation der kompatiblen Solute konnte durch Veresterung der
OH-Gruppe von Hydroxyectoin mit der Carboxylgruppe erfolgen. Alternativ konnten die bei
der Synthese von Homoectoin oder HHMCDA als Nebenprodukte entstehenden Polymere

verwendet werden.
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4.3. Wechselwirkungen von kompatiblen Soluten mit
Biomolekiilen

In der Natur haben sich gegen die unterschiedlichen Stressfaktoren wie Hitze, Kilte, hohe
Osmolaritét, und Trockenheit verschiedene Schutzstoffe gebildet. Wiahrend die Polyole wie
Glycerin, Disaccharide und deren Derivate hauptsdchlich in thermophilen Organismen als
kompatible Solute gefunden werden, wirken die Methylamine wie Betain, Sarcosin und
TMAO hauptsichlich gegen Salzstress, letzteres in der Regel in Kombination mit Harnstoff
bei Meeresbewohnern. Gegen Osmostress haben sich ferner kleine Aminosduren wie Prolin
und die Tetrahydropyrimidine (Ectoine) als kompatible Solute durchgesetzt (BOLEN &
BASKAKOV 2001). Trehalose und somit ein Zucker wird aber auch von nicht halophilen
Bakterien wie E. coli als Osmolyt gegen Osmostress akkumuliert und ist in vivo und in vitro
ein guter Schutzstoff gegen Trocknungsschiden an Membranen (CROWE et al., 1986;
CROWE et al., 1992; LESLIE et al., 1995).

Aufgrund der Vielfalt an unterschiedlichen Biomolekiilen und Soluten ist es sehr schwer, eine
Vorhersage zu treffen, wie der Zusatz eines Solutes zum Lésungsmittel sich auf die Stabilitét
eines Biomolekiiles auswirkt. Deshalb gibt es zur Wirkungsweise der kompatiblen Solute
verschiedene Theorien, die an unterschiedlichen Testsystemen entwickelt wurden. Die vier in
der Einleitung erlduterten Theorien schlieBen sich aber nicht gegenseitig aus, sondern
erginzen sich teilweise. Da CLEGG et al. (1982) die ,,Water Replacement Hypothesis”
anhand getrockneter Zellen aufstellten, gilt diese nur fiir eine sehr geringe Wasseraktivititen
und somit hohe Solutkonzentrationen. So stellt die ,,Water Replacement Hypothesis” einen
Sonderfall der ,,Preferential Interaction Theorie” von ARAKAWA & TIMASHEFF (1983)
dar. Nach dieser werden die Biomolekiile duch den Ausschluss der kompatiblen Solute von
der Oberfldche stabilisiert, aber gerade bei hohen Solutkonzentrationen koénnen direkte
Wechselwirkungen zwischen den Soluten und den Biomolekiilen nicht mehr ausgeschlossen
werden. BOLEN & BASKAKOV (2001) hingegen untersuchten die Ldslichkeitsunterschiede
von Aminosduren und Diketopiperazin (DKP) in Wasser und Solutlosungen, wihrend
WIGGINS (1990) ihre Beobachtungen an wéssrigen Gelen machte.

Betrachtet man die Wirkung von kompatiblen Soluten auf ganze Bakterienzellen, so wird das
System durch das Zusammenspiel unterschiedlichster Molekiile wie Proteine, Nucleinsduren
und Lipiden weitaus komplexer als in den Modellen der vier Theorien. Daher ist es auch nicht
verwunderlich, dass die verschiedenen Forschergruppen nicht zu einer allumfassenden

sondern zu den unterschiedlichen Theorien gelangten.
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Ein weiteres Problem bei der Messung des Einflusses von Soluten auf Biomolekiile ist, dass
die Wechselwirkungen zwischen Soluten und Biomolekiilen sowie Wasser und Biomolekiilen
oft in der gleichen Grdssenordnung liegen, so dass die durch die Solute bewirkte Differenz oft
nur sehr klein ist. Deshalb wurde der ,,solvophobe” oder genauer der ,,osmophobe Effekt” der
Solute auch lange Zeit nicht entdeckt (BOLEN & BASKAKOV, 2001).

In einem Punkt sind sich aber alle Forschergruppen einig: Beim gleichzeitigen Einsatz mehrer
Solute verhalten diese sich als Individuen, so dass die Effekte der Solute additiv sind. Diese
Hypothese wird auch durch die Daten dieser Arbeit gestiitzt. Sowohl der Effekt von NaCl in
Kombination mit Ectoin auf den Schmelzpunkt T,, von RNase A (Kapitel 3.2.2.), als auch der
Effekt einer Mischung aus einem kompatiblen Solut mit einem Magnesium- oder Natriumsalz
auf den T,, von doppelstringiger DNA (Kapitel 3.2.5.3.) waren vollstindig additiv. Fiir
Solute, die untereinander wechselwirken bleibt diese Additivitit zu tiberpriifen.

Da sich unzdhlig viele Kombinationen von kompatiblen Soluten und Biomolekiilen bilden
lassen, gibt es auch eine Vielzahl von moglichen Messmethoden um die Wechselwirkungen
zu detektieren. Hier sind exemplarisch ein paar, zumeist spektroskopische, Methoden
aufgefiihrt, die einen weiteren Einblick in die Natur der Wechselwirkungen zwischen Wasser,

Soluten und Biomolekiilen geben konnten:

* Biomolekulare Interaktionsanalyse (BIA) mittels SPR-Biosensor (JAGER et al.,
1997; HERBERG & ZIMMERMANN, 1999),

* Dielektrische Relaxationspektroskopie (KAATZE, 1990),

* Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie (JANSHOFF et al., 2000; OBERDORFER et
al., 2000; SCHROT, 2001),

* Fluoreszenzspektroskopie (DIEHL et al., 2001),

* Infrarotspektroskopie im nahen UV-Bereich (LEVER, et al., 2001;
REINSTADLER et al., 1996),

* Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (FULLERTON et al., 1982),

* Oberflachenspannung (BRESLOW & GUO, 1990; FREITAS et al., 1997).

Auf  UV-spektroskopische = Methoden wie zum  Beispiel  Cirkulardichroismus
(CD-Spektroskopie) zur Strukturermittlung von Proteinen und Nucleinsduren kann beim

Einsatz kompatibler Solute mit ectoindhnlicher Strukturen nicht zuriickgegriffen werden, da

die Solute selber eine sehr grosse UV-Absorption besitzen.
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4.3.1. Wechselwirkungen von kompatiblen Soluten mit Proteinen

In den folgenden Kapiteln werden zunichst die Wechselwirkungen der kompatiblen Soluten
mit den in dieser Arbeit untersuchten Biomolekiilen diskutiert. Bei der Betrachtung der
Effekte der Osmolyte auf ganze Zellen lassen sich einige der Effekte wiederfinden, die auch
schon bei der Untersuchung von Soluten und einzelnen Biomolekiilen auftraten.

Die Wechselwirkungen von kompatiblen Soluten mit Proteinen wurden zum Einen anhand
des Schmelzpunktes T, des Modellenzymes RNase A und zum Anderen {iber die
Transferenergie AG, der 20 biogenen Aminosduren sowie Diketopiperazin (DKP) als Modell

fiir das Peptidriickgrat untersucht.

4.3.1.1. Einfluss von kompatiblen Soluten auf die Proteinstabilitit gemessen am
Schmelzpunkt T, des Modellenzyms RNase A
Der Schmelzpunkt T,, von RNase A wurde in Gegenwart steigender Solutkonzentrationen
gemessen (Kapitel 2.3.2.). Die von den meisten Soluten erreichte Proteinstabilisierung l4sst
sich mit dem bevorzugten Ausschluss der Solute von der Proteinoberfliche erklidren
(TIMASHEFF, 1998). So werden die hydrophoben Wechselwirkungen im Proteininneren
durch die Solute in der Losung gestirkt, so dass die Proteine starrer werden und erst bei
hoherer Temperatur aufschmelzen (Kapitel 3.2.2.). SCHROT (2001) findet bei seinen
kraftspektroskopischen Untersuchungen mit dem extrazellulirem Matrixprotein Fibronectin
eine Erhohung der Biegesteifigkeit des Proteins und somit eine Stabilititssteigerung, durch
die Solute Ectoin und Sarcosin.
Die kalorimetrischen Untersuchungen der Stabilitit von RNase A in Gegenwart von
kompatiblen Soluten haben ergeben, dass eine zwitterionische hydrophile Struktur wie sie im
Hydroxyectoin enthalten ist die besten Resultate erzielt. Im Rahmen der Fehlergrenzen
stimmen die in dieser Arbeit ermittelten Werte mit denen von KNAPP et al. (1999) {iberein.
Bei den Soluten TMAO, NACI, Prolin und Betain kam es bei Konzentrationen iiber 2 M zu
einer Verringerung der molaren T,-Steigerung und bei Betain oberhalb einer Konzentrationen
von 4,5 M sogar zu einem Absinken des T,-Wertes. Eventuell werden die direkten
Wechselwirkungen der Solute mit der Proteinoberfldche ab dieser Konzentration stirker, als
die indirekte, stabilisierende Wirkung durch den Ausschluss der Solute von der

Proteinoberfliche. Bei dieser Konzentration ist dann der Ubergang von Fall C (bevorzugter



Diskussion und Ausblick 101

Ausschluss) zu Fall A (bevorzugte Bindung) in der ,,Preferential Interaction Theorie” von
ARAKAWA & TIMASHEFF (1983).

Bei einer TMAO-Konzentration iiber 2 M denaturierte bei jedem Autheizzyklus ein Teil der
RNase A und oberhalb von 3 M kam es bei Raumtemperatur sogar zu Proteinausfillungen.
Deshalb sollten die Solute, bei denen der Schmelzpunkt der RNase A nicht linear mit der
Konzentration ansteigt, nur bis 2 M zur Proteinstabilisierung verwendet werden. Die
Destabilisierung bei hoheren Solutkonzentrationen kann auch ein Grund sein, warum nicht
alle Solute gleich gut gegen Einfrier-Auftau-Stress schiitzen. Beim Einfrieren der Proben
friert das freie Wasser zunichst aus und die Solutkonzentration steigt an, bis die Probe
komplett gefroren ist.

Die ectoindhnlichen Solute sowie die Methylamine Betain und TMAO zeigten durchweg
einen positiven Effekt auf die Stabilitdt der RNase A. Lediglich der Zusatz von Homoectoin
bewirkte eine leichte und die Zugabe von DCE sowie Acetamidin Hydrochlorid eine starke
Destabilisierung. Die hohere Hydrophobizitit von Homoectoin im Vergleich zu den anderen
Soluten erleichtert scheinbar die Auffaltung des Proteines. Die RNase A denaturiert im
Kalorimeter reversibel, da das Aufschmelzen nach dem Abkiihlen der Probe erneut
beobachtet werden konnte. Die kationische Struktur von DCE und Acetamidin Hydrochlorid
wechselwirkt aber scheinbar so stark mit dem Protein, dass dieses schon bei niedrigerer
Temperatur zum Teil irreversibel denaturiert. Die zwitterionische Struktur, wie sie die
natiirlichen Solute Betain, Ectoin und Hydroxyectoin besitzen scheint also vorteilhaft fiir die
Stabilisierung von RNase A zu sein. Ob eine anionische Stuktur einen &hnlich
stabilisiecrenden Effekt auf das Protein hat, wie die bisher bekannten Ectoine bleibt zu
iiberpriifen. Die Additivitdit des T.-steigernden Effektes der Solute konnte anhand des
Beispiels von NaCl und Ectoin gezeigt werden.

Da die Proteinauffaltung ein kooperativer Effekt ist, ist der initiale Schritt sehr entscheidend
fiir die Denaturierung eines Proteins. Wenn man den ,,Weak-Point”, also die Schwachstelle
eines Proteins kennt, kann man diese gezielt schiitzen und das Protein so in seiner nativen
Form stabilisieren. Durch molekularbiologische Methoden ist es heutzutage moglich einzelne
Aminosduren in einem Protein auszutausschen. ARNOLD und seine Mitarbeiter konnten
zeigen, dass die Aminosduren Lysin 31 bis Phenylalanin 46 fiir die native Form der RNase A
wichtig sind (ARNOLD et al., 1996; 1999). CHATANI et al. (2001; 2002) konnten mit den
beiden Phenylalaninen in Position 46 und 120 zwei fiir die Struktur der RNase A wichtige

Aminosiuren detektieren.



Diskussion und Ausblick 102

Bei einer lingeren Lagerung eines Proteins kann es durch die Sauerstoffeinwirkung der
Umgebungsluft zu oxidativen Schiden kommen (ANDERSON et al., 2000). Hiervon sind
hiufig gerade die Disulfidbriicken und somit die Cysteinseitenketten betroffen die in einem
funktionellen Enzym die einzelnen Untereinheiten zusammenhalten (LAITHY, et al., 1997;
SHIMOTAKAHARA et al., 1997). Daher sollte ein idealer Proteinstabilisator auch
oxidativen Stress, der die Disulfidbriicken zerstoren kann, abwenden konnen. ANDERSON et
al. (2000) konnten zeigen, dass Lactatdehydrogenase (LDH) durch Hydroxyectoin besser
gegen oxidativem Stress geschiitzt wird als durch Saccharose und Sorbitol. Auch auf diesem
Gebiet konnen kompatible Solute also eingesetzt werden.

Die Stabilisierung eines Proteins gegen Hitze wurde hier exemplarisch am Modell der RNase
A gezeigt. Die RNase A unterscheidet sich in ihrer Aminosdurezusammensetzung wesentlich

von dem Aufbau der meisten Proteine in E. coli. Abbildung 4.3.1.1. zeigt die Unterschiede

deutlich.
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Abb. 4.3.1.1.: Aminosdurezusammensetzung von RNase A (schwarz), ca. 45000 Proteinen
aus E. coli (hellgrau) sowie 5700 Proteinen aus E. coli mit einer Lidnge von 100
- 150 Aminoséduren (weif3). Die E. coli-Proteine wurden willkiirlich ausgewéhlt
und ensprechen in etwa 75 % bzw. 10 % des Gesamtproteins aus E. coli
(EGLER, pers. Mitteilung). Die Aminosduren sind mit dem
Einbuchstaben-Code abgekiirzt.
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Der Durchschnitt der 5700 Proteine mit einer Linge von 100 bis 150 Aminosduren
unterscheidet sich in seiner Zusammensetzung kaum von dem Durchschnitt der 45000
willkiirlich ausgewihlten Proteine aus E. coli. Im statistischen Mittel setzt sich ein
E. coli-Protein aus 50 % aromatischen und unpolaren, 25 % polaren und jeweils 12,5 %
negativ und positv geladenen Aminosduren zusammen. Der wesentliche Unterschied von
RNase A liegt darin, dass sie besonders viele polare und entsprechend weniger unpolare
Aminosduren enthilt. Die Anteile der geladenen und aromatischen Aminosduren ist im
Rahmen der Fehlergrenzen genauso hoch wie bei den E. coli-Proteinen. Daher stellt RNase A
zwar ein leicht zu handhabendes, nicht aber ein sehr representatives Modellenzym dar und die
stabilisierenden Eigenschaften der Solute sollten auf alle Félle an weiteren Proteinen getestet
werden.

Im Differentialkalorimeter kdnnte man besonders gut Enzyme untersuchen, die in der Natur
nur eine sehr niedrige thermodynamische Stabilititskurve besitzen. o-Amylase aus dem
antarktischen Bakterium Pseudoalteromonas haloplanktis besitzt thermodynamisch gesehen
die geringste Stabilitét aller bekannten Enzyme und daher ist bei diesem Enzym das Potential
zur Temperaturstabilisierung am grossten (GERDAY et al., 1997; GERDAY & FELLER,
1999; FELLER et al., 1999).

Um einen umfassenden Uberblick iiber die Effekte von Soluten auf die Proteinstabilitéit zu
erhalten, geniigt es nicht, sich nur einen Stressfaktor wie die Hitzedenaturierung anzuschauen,
sondern es ist notwendig, verschiedene Proteine und verschiedene Stressfaktoren zu
untersuchen. Ein weiteres hdufig verwendetes Testenzym ist Lactatdehydrogenase (LDH),
welche durch kompatible Solute gegen den Stress geschiitzt wird, der bei wiederholtem
Einfrieren und Auftauen des Proteins entsteht (LIPPERT & GALINSKI, 1992; GOLLER &
GALINSKI, 1999). Homoectoin konnte in einer Konzentration von 1 M nach achtmaligem
Einfrieren und Auftauen iiber 80 % der eingesetzten Enzymaktivitit erhalten, wihrend Betain
nur ca. 20 %, Ectoin und Hydroxyectoin jeweils 60 % der Aktivitit konservierten (GOLLER,
pers. Mitteilung). Das synthetische Solut Homoectoin ist somit wesentlich potenter LDH
gegen den Stress beim Einfrieren und Auftauen zu schiitzen, als die natiirlichen Solute Betain,
Ectoin und Hydroxyectoin. Andererseits zeigte Homoectoin im Kalorimerter einen leichten,
destabilisierenden Effekt auf die RNase A (Kapitel 3.2.2.). Wenn ein Solut ein Enzym gegen
einen Stressfaktor schiitzt, heisst dieses nicht automatisch, dass es ein anderes Enzym gegen
einen anderen Stress ebenfalls schiitzt. Die protektiven Eigenschaften der Solute miissen also

einzeln fiir jede Kombination aus Solut, Protein und Stressfaktor untersucht werden.
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4.3.1.2. Einfluss von kompatiblen Soluten auf die Transferenergie AG. von Proteinen

Um den Effekt der kompatiblen Solute auf die Transferenergie AG; einzelner Aminosduren
beim Ubergang von reinem Wasser zu einer Solutldsung zu untersuchen, wurde die Idee von
LIU & BOLEN (1995) verfolgt. Wahrend LIU & BOLEN die maximale Ldslichkeit mittels
Extrapolation einer Dichtemessreihe verschieden konzentrierter Losungen gemacht haben,
wurden in dieser Arbeit direkt geséttigte Losungen der einzelnen Aminosduren und von DKP
angesetzt und die maximalen Konzentration der Modellsubstanzen gemessen. Aus der
maximale Loslichkeit von DKP und den 20 biogenen Aminosduren in Wasser und
Solutlosung wurde die Transferenergie AG, berechnet. Wenn AG, positiv ist, 10st die
Solutlésung die Aminosduren oder DKP schlechter als Wasser und somit wiirden Proteine,
die diese Strukturen im Inneren enthalten stabilisiert, da in der Solutldsung mehr Energie
aufgewendet werden muss um die Strukturen neu zu hydratisieren. Da die Stabilisierung nach
der ,,Preferential Interaction Theorie” durch Ausschluss der Solute von der Oberflaiche der
Biomolekiile stattfindet, sollte in Zukunft der Einfluss von kompatiblen Soluten auf die
Eigenschaften von Wasser im Vordergrund stehen.

Wie in Abbildung 3.2.3.1. zu sehen ist, steigt die Transferenergie von DKP/2, mit Aussnahme
von NaCl, fiir alle untersuchten Solute linear an. Das heisst, in der Solutldsung wird mehr
Energie gebraucht um die Polypeptidkette aufzufalten und somit das Riickgrat vieler
Aminosduren neu mit der Solutlosung in Kontakt zu bringen. Die kompatiblen Solute
stabilisieren also das Proteinriickgrad und konnen deshalb auch als ,,Backbone-Chaperone”
bezeichnet werden.

Harnstofflosung, die dafiir bekannt ist, einen denaturierenden Effekt auf Proteine auszuiiben,
l6ste DKP ebenso wie die NaCl-haltige Losung besser als Wasser und destabilisiert so das
Proteinriickgrat. Die in dieser Arbeit gemessenen Werte flir Prolin, TMAO und Harnstoff
weichen von den Daten von QU et al. (1998) und WANG & BOLEN (1997) maximal um
10 % ab und decken sich somit im Rahsmen der Fehlergrenzen gut.

Einen besonders grossen stabilisierenden Effekt hatte bei diesen Messungen TMAO. Die
Transferenergie von DKP beim Ubergang von Wasser in TMAO-Losung ist fast doppelt so
hoch, wie AG; der anderen Solute. Der AG,-Wert fiir Glycin lag in 2 M TMAO in der
gleichen Grossenordung wie der Wert fliir DKP, aber die ectoinanalogen Solute hatten fiir
Glycin selber zum Teil eine doppelt so grosse Transferenergie. Fiir die Berechnung der
AGy-Werte der Seitenketten wurde der Glycinwert von AG; der ganzen Aminosdure

subtrahiert, so dass sich fiir die Seitenketten hdufig ein stark negativer Wert ergab. Die
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Aminoséureseitenketten 16sten sich oft also besser in der Solutelosung als in reinem Wasser.
Dieser Effekt wirkt dem stabilisierenden Effekt der Solute auf das Proteinriickgrat teilweise
entgegen.

Aufgrund ihrer Ringgrosse besitzen die Solute DHMICA, Ectoin und Homoectoin eine
unterschiedliche Hydrophobizitit. Es wurde erwartet, dass ein hydrophiles Solut verstérkt
hydrophile Seitenketten 16st, wiahrend mit zunehmender Hydrophobizitit die unpolaren und
aromatischen Seitenketten besser gelost werden sollten. Diese Hypothese ldsst sich anhand
der Transferenergien der Aminosdureseitenketten nur teilweise bestédtigen. Salz als ionisches
und somit sehr hydrophiles Solut 16st zum Beispiel die unpolaren und aromatischen
Aminosduren sehr viel schlechter als die ectoindhnlichen Solute. Innerhalb der Reihe
Hydroxyectoin, Ectoin und Homoectoin spiegelte sich die steigende Hydrophobizitit derart
wieder, dass die hydrophoben Aminosduren immer besser gelost wurden. Wenn man aber
DHMICA hinzunimmt, welches hydrophiler als Ectoin ist, so stimmen die Daten mit der
Theorie nicht iiberein.

Generell ldsst sich aber feststellen, dass die ectoinanalogen Solute die aromatischen
Aminosduren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin sowie Prolin und Aspartat besonders gut
l6sen und daher Proteine die reich an aromatischen Aminoséduren sind, schlechter stabilisieren
sollten als Proteine, die reich an Alanin oder Threonin sind. Die ectoinanalogen Solute
konnen offensichtlich durch ihre teilaromatische Struktur besonders gut mit den aromatischen
Seitenketten wechselwirken. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Entdeckung von TOTH et al.
(2001), dass es zwischen Prolin, Amid-Protonen und aromatischen Seitenketten
Wechselwirkungen gibt, die den Stapelwechselwirkungen der Basenpaare in der
DNA-Doppelhelix dhneln. TMAO l6ste die vorgenannten Aminosduren nur wenig besser als
reines Wasser und bewirkt somit in einem Protein nur eine relativ kleine Destabilisierung der
aromatischen Seitenketten.

Neben den aromatischen Seitenketten ist die Transferenergie fiir die negativ geladene
Asparaginsdure bei allen Soluten besonders destabilisierend. Eventuell bildet die positive
Acetamidin-Struktur der Solute Wechselwirkungen mit der negativen Ladung der Seitenkette
aus, so dass Asparaginsdure in Solutlosung besonders gut gelost wird. Eine weitere
Moglichkeit, warum die Solute Asparaginsdure besonders gut 16sen, kann sein dass die freie
Asparaginsdure in Losung iliber eine Kondensation mit der Aminofunktion oder eine

Veresterung der beiden Carboxylfunktionen intermolekulare Ringe bildet.
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Da die Solute selber auch zyklisch sind und die aromatischen Seitenketten besonders gut
stabilisieren liegt es nahe, dass der zyklische Asparaginring von der Solutlosung besser gelost
wird, als von Wasser und AG, somit negativ ist. Der Unterschied zwischen Asparagin- und
Glutaminséure erklért sich durch die zusitzliche CH,-Gruppe bei Glutaminsiure, die dazu
fiihrt, dass die Dimer-Ringe grosser und somit instabiler werden. Die freie Aminosdure
Asparagin ist also eventuell ein schlechtes Modell fiir eine im Protein gebundene
Aminoséure.

Die Transferenergie von Cystein konnte leider nicht gemessen werden, da sich Cystein
wihrend der 48-stiindigen Inkubation zersetzte, wodurch der charakteristische H,S-Geruch
entstand. Dabei wirken gerade Cytsteinreste durch die Ausbildung von Disulfidbriicken
stabilisierend auf die native Struktur von Proteinen und alleine die Reduktion dieser
Disulfidbriicken kann schon ausreichen, um die native Struktur des Proteines zu zerstoren
(Laithy, et al., 1997; SHIMOTAKAHARA et al., 1997), ohne dass auch nur eine weitere
Aminoséure stabilisiert oder destabilisiert wird.

Eine Abschitzung wie stark ein Protein in einer Solutlosung im Vergleich zu reinem Wasser
stabilisiert wird ist daher mit den reinen Transferenergien kaum mdoglich. Dazu sind noch
weitere Faktoren notig. Zum Beispiel ist nicht nur die Anzahl einzelnen Aminosduren,
sondern auch ihre Verteilung innerhalb des Proteines entscheidend (BOLEN & BASKAKOV,
2001). Die Aminosduren aus dem Inneren des Proteins, die bei einer Proteindenaturierung neu
mit dem Losungsmittel in Kontakt kommen, liefern einen grosseren Beitrag zur
Proteinstabiltitit, als Aminosduren, die immer vom Losungsmittel umgeben sind. Fiir den
denaturierten Zustand eines Proteins gibt es ausserdem zwei sehr unterschiedliche Modelle.
Im ,,Upper Limit Model” ist das denaturierte Protein ein lockeres Zufallskndul, bei dem viel
Kontakt zur Solutlosung besteht, wihrend das ,,Lower Limit Model” von einem kompakten
Klumpen mit wenig Kontakt zum Losungsmittel ausgeht (CREAMER et al., 1997).

Deshalb und weil die Bestimmung von AG, mit einem nicht zu vernachldssigen Fehler
behaftet ist, der weiter unten noch diskutiert wird, wurde auf eine Aufsummierung der
Einzelbetrdge zu der Transferenergie eines kompletten Enzymes verzichtet. Wenn man sich
aber die Betrdge der Transferenergien von DKP und den einzelnen Aminosduren betrachtet,
kommt man zu dem Schluss von LIU & BOLEN (1995), dass die schlechtere Loslichkeit des
Proteinriickgrates verantwortlich ist fiir die Proteinstabilisierung der ectoindhlichen Solute.
Wihrend der stabilisierende Effekt auf DKP sich fiir alle Aminosduren eines Enzymes

addiert, kompensieren sich die positiven und negativen Transferenergien der einzelnen
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Aminosidureseitenketten zum Teil gegenseitig. Die Theorie, dass im Laufe der Evolution die
verschiedenen Solute, als Schutzstoffe gegen die unterschiedlichen Stressfaktoren, nach ihrer
Féhigkeit das Proteinriickgrad zu stabilisieren ausgewdéhlt wurden, ist durchaus denkbar
(BOLEN & BASKAKOV, 2001). Die Feinregulation ist dabei durch den teilweise
gegenldufigen Effekt der Solute auf die Aminosdureseitenketten gegeben.

Die Messung der Transferenergie iiber die maximale Loslichkeit ist mit einigen Fehlerquellen
versehen, die im folgenden diskutiert werden. Die Konzentrationsbestimmung der
Aminosduren und DKP konnte nicht direkt in den geséttigten Losungen erfolgen, sondern die
Proben mussten fiir die isokratische HPLC und die Gradienten-HPLC zunéchst verdiinnt
werden. Wahrend DKP in der isokratischen HPLC bei einer Verdiinnung von 1:150 gemessen
werden konnte, waren fiir die Gradienten-HPLC Verdiinnungen bis hin zu 1:1.000.000 nétig.
Zusitzlich mussten diese Proben mit dem Fluoreszenzmarker FMOC derivatisiert werden,
wodurch noch weiter Pipettierschritte erforderlich waren. Das exakte Pipettieren wurde durch
die hohen Aminosdurekonzentrationen in den gesittigten Losungen und die damit verbundene
Viskositit der Losungen erschwert.

Der einzelne Pipettierfehler wie er bei der Konzentrationsbestimmung von DKP auftritt, ist
sicherlich zu vernachldssigen, wie man ja auch anhand der kleinen Fehler in Tabelle 3.2.3.1.
sehen kann. Bei den Aminosduren summiert sich der Fehler aber durch die grosse Anzahl der
Verdiinnungsschritte auf, so dass bei jedem einzelnen dieser Messwerten sicherlich ein Fehler
von t 5 % entsteht. Um den Beitrag der einzelnen Aminosdureseitenketten zu erhalten, wurde
die Transferenergie von Glycin von der Transferenergie der kompletten Aminosdure
subtrahiert. Zur Berechnung von AG, wurden die Konzentrationen der Aminosiuren in
Wasser und Solutlosung benotigt, so dass bei der Berechnung von AG, der Seitenketten
insgesamt vier Messwerte ins Ergebniss eingehen. Dadurch liegt der relative Fehler dieser
Werte bei ca. £ 20 %. Durch die Entwicklung einer Methode, bei der die Aminosduren direkt
oder in geringer Verdiinnung bestimmt werden konnten, wiirde diese Fehlerquelle minimiert.
UV-Spektroskopische Methoden kénnen in Verbindung mit ectoindhnlichen Soluten aber
nicht verwendet werden, da die Solute selber eine sehr grosse UV-Absorption bei ca. 220 nm
besitzen.

Die Loslichkeit der Aminosduren in Wasser oder Solutlésung unterscheiden sich teilweise
nicht sehr stark, so dass das Verhéltnis der beiden Konzentrationen einen Wert nahe 1 ergibt.

Da das Konzentrationsverhéltnis in logarithmischer Form, also als In(c./ces), in die
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Berechnung der Transferenergie AG, eingeht und In(1) = 0 ist, steigt die Messungenauigkeit
an diesem Punkt gegen unendlich.

Leichter zu messende Modellsubstanzen fiir die in Proteinen gebundenen Aminosduren sind
daher eventuell zyklische Aminosdureanhydride wie zum Beispiel
3,6-Dimethylpiperazin-2,5-dion, das zyklische Dimer von Alanin. Diese Sturkturen lassen
sich zum Teil kéuflich erwerben, sie konnten aber auch analog zur Peptidsynthese hergestellt
werden, indem man zwei Aminosduren dimerisiert nachdem man zuvor jeweils eine
funktionelle Gruppe durch eine entsprechende Schutzgruppen blockiert hat. AnschlieBend
werden die Schutzgruppen entfernt und die Dipeptide zyklisiert. Auf diese Weise konnte man
auch gemischte Anhydride herstellen, bei denen zum Beispiel die negative Ladung der
Aspargin- bzw. Glutaminsdure durch die positive Ladung einer Arginin- oder
Lysinseitenkette kompensiert wird. Diese Dimere entspichen dann den Verhéltnissen im
Protein wesentlich besser, als die in dieser Arbeit verwendeten Hydrochloride. Die zyklischen
Dimere haben den weiteren Vorteil, dass der fiir die Transferenergie erhaltene Wert direkt mit
der Transferenergie von DKP verglichen werden konnte, so dass bei den AG,-Werten der
Seitenketten nicht jedesmal der Glycinwert subtrahiert werden miisste. Die zyklischen
Substanzen besitzen ferner eine eigene UV-Absorption, die sich in Gegenwart von
ectoindhnlichen Soluten aber nicht direkt spektroskopisch messen lisst, da die Solute auch im
UV-Bereich absorbieren. Mittels isokratischer HPLC konnten die Substanzen von den
Soluten getrennt und die Konzentration der Aminosduredimere anschlieBend mit einem
UV-Detektor bestimmt werden. Da die Fluoreszenzdetektion der Gradienten-HPLC sehr viel
empfindlicher ist, als die Detektoren der isokratischen HPLC, miissten die Proben weniger
stark verdiinnt werden. So kdnnten einerseits die Derivatisierung der Aminoséduren mit dem
Fluoreszenzmarker gespart werden und die Proben miissten andererseits nicht so stark
verdiinnt werden. Beides fithrt zu einer deutlichen Verringerung der Anzahl an
Pipettierschritten und somit zu einer Minimierung des Messfehlers.

Ein weiteres mogliches Testsytem zur Bestimmung von AG, der Aminosdureseitenketten ist
die direkte Bestimmung der maximalen Ldslichkeit von Substanzen, die den Seitenketten
entsprechen. Ein Beispiel dafiir ist 3-Methyl-Phenol welches der Seitenkette von
Phenylalanin entspricht. Diese Methode konnte besonders vorteilhaft fiir die aromatischen
Aminosduren sein, da die Loslichkeit iiber die Fluoreszenz der Aromaten ermittelt werden
konnte, Probleme ergeben sich allerdings fiir die kleineren Aminosduren wie Alanin und

Leucin, da hier die reinen Seitenketten bei Raumtemperatur gasformig sind.
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Die Ermittlung des Verteilungskoeffizienten der Aminosduren zwischen zwei verschiedenen
Phasen ist theoretisch auch denkbar, die Auswahl des zweiten Losungsmittels neben Wasser
oder der Solutlosung ist aber nicht einfach. Einerseits darf sich die zweite Phase nicht mit
Wasser mischen, da sich die Losungseigenschaften durch die gelosten Molekiile der zweiten
Phase verdndert wiirden. Andererseits sollte die zweite Phase mdglichst wasserdhnlich sein,
damit sie eine gewisse Menge an Aminosédure l9sen kann.

Bei all diesen Uberlegungen darf man aber nicht vergessen, dass besonders die schwichste
Stelle im Protein geschiitzt werden muss, die fiir jedes Protein verschieden ist. So lassen sich
zum Beispiel auch die unterschiedlichen Eigenschaften von DCE beziiglich der verschiedenen
Testsysteme erkliren. DCE besitzt den gleichen stabilisierenden Effekt auf das
Proteinriickgrat wie die anderen Solute, schiitzt RNase A aber nicht gegen
Hitzedenaturierung, sondern senkt den T, von RNase A sogar. Der Effekt auf die
Aminoséureseitenketten ist aber nicht sehr stark verschieden von den weitern Soluten.
Eventuell bindet DCE an eine negativ geladene Aminoséure, die fiir die Proteinstabilitdt

entscheidend ist.

4.3.2. Kompatible Solute als Schutzstoffe gegen Hydroxylradikale

Um die Schutzwirkung von kompatiblen Soluten gegen eine radikalische Schidigung von
biologischen Systemen zu untersuchen wurden der von HALLIWELL & GUTTERIDGE
(1984) entwickelte und von SMIRNOFF & CUMBES (1989) und KARLA (1997)
modifizierte Test zur Herstellung und Detektion von Hydroxylradikalen verwendet. Dabei
reduziert Ascorbinsdure Fe’* zu Fe** welches dann einen Teil des -eingesetzten

Wasserstoffperoxides in Hydroxylradikale umsetzt.

Radikalbildung: Fe** + Ascorbinsdure — Fe**
Fe* + H,O, — Fe’*+HO + HO®

Die Hydroxylradikale oxidieren anschlieBend das Detektormolekiil Salicylat zu
Hydroxysalicylat, welches mit Fe** eine farbigen Komplex bildet und somit spektroskopisch
quantifiziert werden kann (KARLA, 1997). Gibt man nun ein Solut in dieses System, welches
mit Hydroxylradikalen reagiert, so verhindert diese Radikalfingerreaktion teilweise die
Bildung des Detektormolekiiles. Ein guter Radikalfidnger reagiert also mit den Radikalen,
bevor diese ein Biomolekiil schiddigen konnen oder im Test das Detektormolekiil gebildet

wird.
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Detektion: Salicylat + HO® + Fe** — Fe*[HO-Salicylat] (farbig)
Radikalschutz: Salicylat + Solut + HO® + Fe** — [HO-Solut] + Fe’* + Salicylat (farblos)

Die Regeneration des Fe** als Katalysator fiir die Radikalbildung ist auch ohne Ascorbinséure
moglich. Dazu sind die sehr stabilen Superoxidradikale O,* nétig, die das Fe** zu Fe*

reduzieren konnen und so ein Fortlaufen der Radikalkettenreaktion sicherstellen konnen.

Superoxid-Radikale: H,O, +HO® —» H,O+0O,"+H"
Fe*'+ 0, —» Fe*' +0,

Die Untersuchungen von ROWLEY & HALLIWELL (1982) haben ergeben, dass die
Entstehung von Superoxid-Radikalen durch den Zusatz von Ascorbinsdure unterbunden
werden kann. Somit sind diese Radikale in dem verwendeten Testsystem nicht von
Bedeutung.

Eine Absorption von 0,12 wie sie bei den Versuchen zu dieser Arbeit durchschnittlich
erreicht wurde, entspricht einer Hydroxysalicylatkonzentration von  ca. 0,06 mM
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984). Wenn man berticksichtigt, dass nur ca. 70 % der
gebildeten Hydroxylradikale detektiert werden (RICHMOND et al., 1981), entspricht die
Menge an gebildetem Hydroxysalicylat ungefdhr 5 % des eingesetzten H,O,. Da Salicylat im
Uberschuss vorlag, und in den Kontrollansitzen nach 2,5 h kein H,O, mehr gemessen wurde,
miissen 95 % des H,O, zu H,O und O, zerfallen sein, ohne von dem System detektiert zu
werden. Die folgende, sicherlich nicht vollstdndige, Auflistung zeigt eine kleine Auswahl an

Reaktionen, die zum Zerfall des H,O, beigetragen haben konnen:

H,0,-Zerfall: Fe*  + HO® — Fe’"+ HO

20,°+2H" — H0,+0,

HzOz +HO* — HzO + Oz_. +H"

0, + H + H,O, — H,O+0O,+HO’
Die Zeit bis zur maximalen Farbstoffkonzentration und somit die Geschwindigkeit der
Farbstoffbildung, wurde durch die kompatiblen Solute beeinflusst. Dieses bedeutet das die
Kinetik der Radikalbildung und Detektion verdndert wurde. Deshalb wurde zusédtzlich der
H,0,-Zerfall iiber den Versuchszeitraum gemessen. Die untersuchten kompatiblen Solute
zeigten sehr unterschiedliche Radikalfangereigenschaften. TMAO und Ascorbinsdure
wechselwirkten direkt mit dem Testsystem, so dass die Daten nicht weiter ausgewertet
werden konnten.
Betain, DHMICA, Hydroxyectoin und Saccharose beeinflussten den H,O,-Zerfall nur sehr

wenig, wihrend Ectoin, Homoectoin und DCE ihn stark verlangsamten. Betain hatte keinen
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Einfluss auf die Hydroxylierung von Salicylat, wihrend DHMICA, Hydroxyectoin und
Saccharose diese zum Teil sehr effektiv unterbinden konnten. Saccharose war dabei um eine
Zehnerpotenz besser als DHMICA und Hydroxyectoin. Diese Ergebnise stimmen sehr gut mit
den Beobachtungen von SMIRNOFF & CUMBES (1989) iiberein, die fiir Betain und Glycin
keine sowie flir Saccharose und weitere Polyole sehr gute protektive Eigenschaften beziiglich
einer radikalen Schidigung fanden. ANDERSSON et al. (2000) fanden fiir Hydroxyectoin
eine besonders gute protektive Eigenschaften in Bezug auf eine oxidative Schidigung von
LDH durch HO,.

Ectoin, Homoectoin und DCE konnten zumindest in Konzentrationen oberhalb von 0,5 M die
Salicylathydroxylierung unterbinden, wechselwirkten aber mit den Reaktionen, die zum
H,0,-Zerfall und somit zur Radikalbildung fiihrten. Bei einer Ectoinkonzentration von 50
mM kam es daher dazu, dass nach ca. 4,25 h mehr Radikale detektiert wurden als im
Kontrollansatz. Aus den hier vorliegenden Ergebnissen konnte nicht ermittelt werden,
welche der oben genannten Reaktionen durch die Solute beeinflusst wurde. Solange nicht
jede einzelne Reaktionskinetik bestimmt werden kann, konnen somit keine Aussagen tliber die
protektiven Eigenschaften von Ectoin, Homoectoin und DCE gemacht werden
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000). Die Stabilisierung des H,O, in der Losung und der
somit verzogerte H,O,-Zerfall kann einerseits zu einer Verzogerung der Radikalschadigung
fiihren, andererseits haben in vivo die Schutz- und Reparaturmechanismen eines Organismus
mehr Zeit um radikalische Schéden zu beheben.

Radikalschddigungen werden in Organismen aber nicht zwangslaufig von Hydroxylradikalen
verursacht (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1995). Auch andere, teilweise sehr stabile,
Radikale wie zum Beispiel Superoxide (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000) oder
Stickoxide (KIRSCH & de GROOT, 2000) konnen zu schweren Schiden fiihren. Daher ist fiir
einen Organismus wahrscheinlich gar nicht die Konzentration einer einzelnen oxidativen
Komponente wichtig, sondern der allgemeine Redoxzustand der Zellen entscheidet dariiber,
ob und in welchem Ausmal} Schiden durch Radikale hervorgerufen werden. Moglicherweise
ist deshalb ein Grossteil des Eisens in vielen Organismen komplexiert, da freies Eisen zu
oxidativen Zellschidden fiihren wiirde. Die Bildung von Hydroxylradikalen aus H,O ist dabei
nur eine Variante (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).

Aufgrund der hohen Komplexitit der Radikalreaktionen, mit einer Vielzahl an
Nebenreaktionen, ist es daher nur sehr schwer moglich Aussagen iiber die protektiven

Eigenschaften kompatibler Solute beziigliche ihrer Radikalfangereigenschaften zu machen.
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Solange nicht alle Reaktionen mit den dabei auftretenden Zwischenstufen charakterisiert
werden konnen bleibt es reine Spekulation ob, und wenn ja nach welchem Mechanismus
kompatible Solute eine Zelle vor radikalischen Schéden schiitzen konnen (GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 2000).

Ein alternatives Testsystem zur Erzeugung und Detektion von Hydroxylradikalen ist das
Xanthine-Oxidase / Malat-Dehydrogenase-System (SMINROFF & CUMBES, 1989). Dieses
ist, im Gegensatz zu der rein chemischen Hydroxylierung von Salicylat ein biochemisches
Testsystem. Die Hydroxylradikale werden durch Xanthine-Oxidase erzeugt und schéadigen
Malat-Dehydrogenase wodurch deren Aktivitdit abnimmt. Ein Problem bei diesem System
kann sein, dass das Detektormolekiil die Malat-Dehydrogenase ein Protein ist und somit
durch die kompatiblen Solute unterschiedlich stark stabilisiert werden kann. Da die
Wechselwirkungen solutabhéngig sind, sind die Daten der einzelnen Solute untereinander

dann nicht vergleichbar.

4.3.3. Einfluss kompatibler Solute auf die Stabilitit von DNA

Fiir einen intakten Zellstoffwechsel sind in einem Organismus nicht nur die Proteine
entscheidend, sondern auch die Stabiltitit der Membranen und Ribonucleinsduren tragen zur
Uberlebensfihigkeit des Organismus bei. Daher sollen in diesem Kapitel die Wirkungen der
kompatiblen Solute auf die Trdger der Erbinformation, die Ribonucleinsduren diskutiert
werden. Dazu wurde der Einfluss der Solute auf den Schmelzpunkt doppelstrangiger DNA
(dsDNA) bei der PCR-Reaktion untersucht.

Durchweg alle untersuchten Solute senkten den T, der dsDNA und destabilisierten diese
somit. Dabei kann allerdings nicht unterschieden werden, ob es sich um eine Destabilisierung
des Doppelstranges oder um eine Stabilisierung des Einzelstranges handelt. Es kann sein, dass
die kompatiblen Solute mit den freien Basen der Einzelstringe positive Wechselwirkungen
eingehen und somit diese Konformation gegeniiber dem Doppelstrang beglinstigen. Im
Folgenden wird der Effekt so betrachtet, dass das Aufschmelzen erleichtert und somit der
Doppelstrang destabilisiert wird.

Dieser Effekt ldsst sich in vitro zur Erhdhung der Ausbeute und Spezifitét der PCR nutzen, da
bei niedrigeren Temperaturen gearbeitet werden kann. Ferner lassen sich so PCR-Reaktionen

durchfiihren, bei denen nur eine geringe Menge an Template vorliegt oder bei dem die
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Template-DNA einen so hohen Schmelzpunkt hat, dass eine PCR nur sehr schwer
durchzufiihren ist (LAPIDOT et al., 1999).

Da in unseren Versuchen immer nur Laborproben mit gemischten GC-Verhiltnissen
zwischen 50 % und 60 % verwendet wurden, kann {iber die Abhédngigkeit der
Schmelzpunktsenkung vom GC-Verhéltnis keine Aussage getroffen werden. Aus der
Literatur ist bekannt, dass die kompatiblen Solute gerade auf GC-reiche Proben einen
besonders grossen Effekt haben und den T, der GC-reichen DNA auf den Level einer
AT-reichen DNA senken. Daher sollte sich bei gleicher Solutkonzentration das Ergebnis einer
PCR mit GC-reichem Template stirker verbessern als bei einer AT-reichen Probe (REES et
al., 1993; BASKARAN et al., 1996; LAPIDOT et a., 1999).

Homoectoin besitzt eine besonders grosse Fihigkeit die dsDNA zu destabilisieren. Mit
- 12,6°C pro Mol ereichte Homoectoin, bei gleicher Konzentration, eine fast doppelt so starke
Tw-Senkung wie DHMICA und Ectoin. Hydroxyectoin, Betain und DCE erreichten sogar nur
ca. ein Viertel dieses Wertes. TMAO hat mit -1,6°C einen sehr geringen molaren Einfluss auf
die DNA. Daher sollte das in dieser Arbeit neu synthetisierte Solut Homoectoin in die Palette
der PCR-Zusitze aufgenommen werden, da mit Homoectoin die Zusatzkonzentrationen bei
gleicher Effektivitit gegeniiber Ectoin und Betain halbiert, bzw. geviertel werden konnten.
Andererseits konnte die Ausbeute und Spezifitit gegeniiber den bekannten PCR-Zusitzen
deutlich gesteigert werden. DCE lisst sich ab einer Konzentration von 0,5 M nicht mehr in
der PCR einsetzen, da dann keine Amplifikation mehr stattfindet. Wahrscheinlich {iberwiegt
hier der destabilisierende Effekt von DCE auf die Polymerase, so dass das Enzym irreversibel
denaturiert wird.

Da in unseren Versuchen immer unterschiedliche DNA-Fragmente und Primer verwendet
wurden, miissen bis zu einer Anwendung der neuen Solute als PCR-Zusatz noch weitere
Optimierungen erfolgen. Z. B. miisste der Einfluss der Primerldnge, des GC-Gehaltes der
Proben, der Polymerase selber sowie das gesamte Temperaturprogramm optimiert werden.
Betrachtet man die Umstédnde unter denen kompatible Solute von halophilen Organismen
akkumuliert werden, so wird schnell klar, dass die T.-Senkung, die ja eigentlich eine
Destabilisierung darstellt, dem Organismus bei Salzstress hilft den T,-steigernden Effekt der
Salze aufzufangen. Insbesonders Na® und Mg*" haben in unseren Versuchen schon in einer
kleinen Konzentrationen von 2,5 mM eine deutliche T,-Steigerung von + 2°C bewirkt. Dieses
hitte in vivo zur Folge, dass die DNA nicht mehr amplifiziert werden koénnte, da die

Umgebungstemperatur von den Zellen ja nicht so ohne weiteres gesteigert werden kann. KCI
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hingegen bewirkte bis 50 mM keine Steigerung des Ty.. Es liegt nahe zu vermuten, dass einige
halophile Organismen deshalb K™ und nicht Na*, wie es im Medium enthalten ist, als Osmolyt
nutzen. Daher bleibt zu untersuchen, ob bei einem Salzschock nach oder zeitgleich mit dem
Wasserausstrom zunédchst Na™ in die Zellen eindringt oder ob nur der K*-Level ansteigt, bevor
die kompatiblen Solute als letzte Stressantwort akkumuliert werden. Die Additivitit des
Tm-senkenden Effektes der Solute und des T.-steigernden Effektes der Salze, wie sie in
Kapitel 3.2.5.3 gezeigt werden konnte, bewirkt wahrscheinlich, dass der resultierende T,, im
physiologischen Bereich gehalten wird.

Da die Mg**-Ionen als Kofaktor fiir die gédngigen DNA-Polymerasen nétig sind, Mg-Salze
aber andererseits die Flexibilitdit von DNA reduzieren und somit das zur Vervielfaltigung
notige Aufschmelzen der Doppehelix erschweren, ist die Mg-Konzentration im PCR-Puffer
oftmals nur empirisch bestimmt. Sie ist suboptimal beziiglich der maximalen Leistung des
Enzymes und daher ldsst sich durch eine geschickte Kombination von Mg-Salzen und
kompatiblen Soluten die Leistung der Polymerase in vitro sicherlich noch steigern. Eine
zusédtzliche Schutzfunktion der kompatiblen Solute auf die Polymerase selber wurde in dieser
Arbeit nicht untersucht, konnte aber in der Vergangenheit schon nachgewiesen werden
(LAPIDOT et al., 1999).

Da die Reinheit der Template-DNA eine wichtige Vorraussetzung fiir eine ausreichende
Produktmenge und -Reinheit ist, konnte der Einfluss von kompatiblen Soluten auf eine PCR
mit Verunreinigungen der Template-DNA durch RNA oder Proteinen untersucht werden.
Somit lassen sich die kompatiblen Solute in der Molekularbiologie sehr niitzlich einsetzen, da
sie einerseits den T, der DNA-Proben senken und das Arbeiten bei niedrigeren
Temperaturprofilen ermoglichen. Andererseits stabilisieren sie die Polymerase. Durch diese
beiden Effekte ist es moglich, sonst problematische Proben zu verarbeiten und die Ausbeute
und Spezifitdt von Standard-PCR-Reaktionen deutlich zu erhéhen.

Weitere Methoden mit denen der Einfluss von kompatiblen Soluten auf DNA-Fragmente
untersucht werden kann, wurden von DIEHL et al. (2001) und SCHROT (2001) vorgestellt.
Die Aussagekraft von Mikroarrays kann durch den Zusatz von Betain deutlich gesteigert
werden, da Betain zum Einen die Homogenitét der Fluoreszenzspots fordert und zum Andern
das unspezifische Rauschen unterdriickt (DIEHL et al., 2001). SCHROT (2001) entdeckte
einen destabilisierenden Einfluss von Ectoin auf DNA-Fragmente mittels Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie. Weitere Messungen mit den ectoinanalogen Strukturen sind nétig, um

herauszufinden, ob die Art und Grdsse der Wechselwirkungen solutspezifisch sind oder nicht.
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4.4. Kompatible Solute zur Stabilisierung ganzer Zellen

Kompatible Solute werden von extremophilen Organismen dazu eingesetzt, die Zellen gegen
die extreme Umweltbedingungen zu schiitzen. Die Synthese oder Aufnahme von Soluten
stellt aber nur einen von vielen Anpassungsmechanismen extremophiler Lebewesen dar.
Unter Stress werden neben dem normalen Zellstoffwechsel verschiedene Schutz- und
Reparaturproteine  synthetisiert. So dienen zum Beispiel die Chaperone und
,Heat-Shock-Proteins” dazu, den Zellmetabolismus bei einem pldtzlich auftretenden
Hitzeschock aufrecht zu erhalten (LINDQUIST, S., 1986; LINDQUIST, S., 1988; FLYNN et
al., 1989). Bei lingerfristiger Stresseinwirkung, beziehungsweise einem dauerhaften Leben
unter dem Stress bei den Extremophilen, wird zusétzlich die Struktur der Zellbestandteile wie
die Zusammensetzung der Membranen oder Proteine verdndert (VREELAND et al., 1984;
ADAMS et al., 1989; ADAMS & RUSSELL, 1992).

Der Einfluss von kompatiblen Soluten auf das Wachstum von Bakterien ldsst sich
untersuchen, indem man Zellen unter suboptimalen Bedingungen in Minimalmedium anzieht
und das Medium gezielt supplementiert. Um den osmotischen Stress von 3 % (w/v) NaCl in
Minimalmedium zu kompensieren, akkumuliert E. coli Trehalose als Hauptsolut. Befinden
sich im Medium kompatible Solute, werden diese von E. coli aufgenommen und unterdriicken
die Trehaloseakkumulation (BESTVATER, 1999; 2001). Dieses fiihrt zu einem Anstieg der
maximalen optischen Dichte und der Wachstumsrate wodurch die Verdopplungszeit gesenkt
wird. Die Wachstumsrate, Verdopplungszeit, maximale optische Dichte sowie das Verhiltnis
von Trehalosemenge und Solutmenge geben also einen Hinweis darauf, welche Solute den
Stress fiir die Zellen kompensieren kdnnen.

Die Versuche zum Wachstum von E. coli DH5o unter Salzstress ergaben, dass die Solute
Betain, DHMICA, Ectoin, Homoectoin und Hydroxyectoin in die Zellen aufgenommen
werden und bis auf Homoectoin zu einem beschleunigten Zellwachstum fiihren. Die Solute
TMAO und YNAc-DABA eignen sich nicht zur Stabilisierung von ganzen E. coli-Zellen, da
sie nicht ins Zellinnere gelangen. Sie beinflussen das Zellwachstum daher nur im Rahmen der
Messfehler. Obwohl die aufgenommene Homoectoinmenge den Menge an DHMICA in etwa
entspricht fiihrt der Zusatz von Homoectoin zum Minimalmedium nicht zu einem deutlich
schnelleren Zellwachstum. Dieses kann an dem destabilisierenden Einfluss auf den T,, von
doppelstrangiger DNA liegen, der bei Homoectoin mit -12,6°C/M doppelt so gross ist wie bei
DHMICA oder Ectoin. Die Werte der GFP-Produktion bestétigten, dass Homoectoin den

Osmostress fiir E. coli nicht kompensieren kann.
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DCE wird von den Zellen vermutlich aufgenommen, fithrt aber zu einer
Wachstumshemmung. Die schadliche Wirkung von DCE zeigte sich auch schon anhand der
Schmelzpunktsenkung von RNase A sowie den durchweg stirker negativen Transferenergien
der Aminosduren. Ferner war eine Bestimmung des Schmelzpunktes der doppelstringigen
DNA oberhalb einer Konzentration von 0,5 M DCE nicht mehr moglich, weil entweder das
Protein oder die DNA zerstort wurde.

Homoectoin und DCE werden von E. coli unter Salzstress aufgenommen, helfen aber nur
begrenzt (Homoectoin) bzw. gar nicht (DCE) gegen den Osmostress. DCE hemmt sogar das
Wachstum. Daher sind Homoectoin und DCE gute Kandidaten als ,,Anti-Solute”. Ein
»Anti-Solut” ist ein Solut, welches dem Organismus vorgaukelt gegen den Umweltstress zu
helfen, dieses aber nicht tut.

Der von BESTVATER (2001) entwickelte Stamm E. coli DH5o. pBRGFPyy-ectUp zur
Detektion von Osmostress in Bakterien bestétigt die Ergebnisse der Wachstumsversuche.
E. coli DH50. pBRGFPyy-ecfUp produziert in Abhédngigkeit vom Osmostress in den Zellen
das griin fluoreszierende Reporterprotein GFP. Wihrend Betain, DHMICA und Ectoin die
Produktion von GFP bei einem Salzschock von 1 % (w/v) auf 3 % (w/v) effektiv unterbinden,
steigt die Fluoreszenz bei der Aufnahme von Homoectoin auf das 1,7 fache der Referenz an.
Homoectoin kann zwar von E. coli DH5ow aufgenommen werden, aber entweder ist die
Aufnahme limitiert, so dass zusitzlich noch Trehalose als Solut synthetisiert wird, oder
Homoectoin kann den Osmostress nicht kompensieren. Die Vermutung, dass Hydroxyectoin
und DCE in die Zellen aufgenommen werden und Hydroxyectoin den Salzschock
kompensiert, wihrend DCE die Zellen schédigt, bleibt zu tiberpriifen.

Gerade bei einer Kombination verschiedener Stressfaktoren, wie sie zum Beispiel die
Trocknung von Zellen darstellt, sind vielseitige protektive Wirkungen eines Solute
notwendig. Die Zelltrocknung stellt eine Summe aus geringer Wasseraktivitit im Cytosol,
steigendem osmotischen Stress durch die Aufkonzentrierung der Medienbestandteile, hdufig
Hitze sowie schlechter Nihrstoffversorgung dar. Bei einer offenen Lagerung an der Luft kann
auch noch oxidativer Stress durch Sauerstoff und in der Luft vorkommende Radikale
hinzukommen (COX & HECKLY, 1973). Daher sollte ein Solut zum Schutz von Zellen bei
einer Lagerung im getrockneten Zustand alle diese Stressfaktoren eliminieren. Da noch kein
Solut gefunden wurde, welches alle auftretenden Faktoren gleichzeitig kompensieren kann,
der Effekt der einzelnen kompatiblen Solute sich aber meist additiv verhdlt, ist es auch heute

schon moglich Zellen durch eine logische Kombination verschiedener Solute {iber lingere
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Zeit zu konservieren. Eine denkbare Kombination ist zum Beispiel Saccharose gegen
oxidativen Stress von Hydroxylradikalen und Ectoin oder eine ectoinanaloge Struktur gegen
osmotische Schiden. Bei der Herstellung von Stammkulturen zur Lagerung bei -70°C wird

héufig eine Mischung aus Saccharose und Glycerin verwendet (VOB, 1998).

4.5. Anwendungsgebiete kompatibler Solute

Obwohl es noch kein Gesamtkonzept gibt, wie die verschiedenen Solute das breit gefiacherte
Spektrum an Biomolekiilen gegen die unterschiedlichen Stressfaktoren stabilisieren, ist es
auch heute schon moglich, einzelne Biomolekiile durch eine geschickte Wahl des Zusatzes
gezielt gegen Umweltstress zu schiitzen. Kompatible Solute eignen sich sowohl in vivo, als
auch in vitro, zur Stabilisierung einer Vielzahl unterschiedlicher Biomolekiile. Wenn man
sich also die Wirkungsweise eines speziellen Solutes in der Natur anschaut, kann man daraus
empirisch durch Optimierung in vitro eine industrielle Anwendungen entwickeln.

In den vorrangegangenen Kapiteln wurden die Wechselwirkungen der natiirlichen und der
neu synthetisierten Solute mit Proteinen, DNA und ganzen Zellen noch einmal diskutiert. Fiir
gerade diese Probleme hat die Fa. Bitop (Witten) ihre BioStabgis'  auf der Basis von Ectoin
und Hydroxyectoin  entwickelt (Fa. BITOP, 2000). Die Ergebnisse der
Wechselwirkungstudien mit den in dieser Arbeit neu synthetisieren Soluten haben gezeigt,
dass DHMICA und Homoectoin teilweise einen noch grosseren Effekt auf die zu
stabilisierenden Biomolekiile hatten als die natiirlichen Solute Ectoin und Hydroxyectoin.
Somit sind DHMICA und Homoectoin gute Kandidaten fiir neue Stabilisierungs-Kits.
DHMICA lésst sich dariiber hinaus als Detektormolekiil fiir Transportprozesse nutzen, da es
von E. coli aufgenommen, aber nicht synthetisiert werden kann. Die Trennung von DHMICA
und Ectoin als natiirliches Soluten ist mittels isokratischer HPLC ohne Probleme moglich. So
kann zum Beispiel die Menge an aus dem Medium aufgenommenem Solut von der de novo
synthetisierten Solutmenge bei einem Salzschock der Bakterien untersucht werden.

DCE wirkte destabilisierend auf den Schmelzpunkt von RNase A und hemmte das Wachstum
von E. coli. Die Anwendung von DCE zur Stabilisierung von Biomolekiilen scheint somit
weitestgehend ausgeschlossen. Eventuell reicht ja schon der Austausch des Gegenions aus,
um die stabilisierenden Eigenschaften dieses Solutes zu verbessern.

Homoectoin und vermutlich auch DCE werden von Mikroorganismen unter Salzstress

aufgenommen, helfen aber nicht gegen den Osmostress. Daher sind sie gute Kandidaten fiir
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die Entwicklung eines ,,Anti-Solutes”. Ein mdgliches Einsatzgebiet solcher ,,Anti-Solute” ist
die Lebensmittelindustrie. Durch pdkeln oder einfrieren konservierte Lebensmittel verderben
hdufig dadurch, dass sie von Mikroorganismen befallen werden, die durch die Akkumulation
eines kompatiblen Solutes wie zum Beispiel Betain gegen Osmo- oder Kéltestress resistent
geworden sind. Bietet man diesen Schéidlingen Homoectoin oder DCE als Schutzstoff an, so
wird es von den Organismen eventuell statt des schiitzenden Soluts aufgenommen, hilft ihnen
aber nicht den Stress zu tiberwinden und hemmt somit das Wachstum der Schiadlinge. Bevor
die Solute fiir die Lebensmittelindustrie zugelassen werden sind aber noch viele Studien
gerade zur Aufnahme der ,,Anti-Solute” in Gegenwart von kompatiblen Soluten sowie zur
Ungeféhrlichkeit fiir den Menschen nétig.

Neben diesen mehr auf den Laboralltag abgestimmten Anwendungen, kdnnen kompatible
Solute auch im kosmetischen und medizinisch-pharmazeutischen Bereich verwendet werden.
In der Kosmetikindustrie wird Ectoin seit 2000 als Feuchtespender und Aktivator der
zelleigenen Reparaturmechanismen in Cremes eingesetzt (BUNGER, 2000; VIEBIG, 2000).
Im medizinischen Bereich konnte anhand von Modellversuchen mit Ratten gezeigt werden,
dass Ectoin in der Lage ist korpereigene Zellen vor den Nebenwirkungen -eines
Krebsmedikamentes zu schiitzen. Somit konnten hohere Medikamentendosen gegeben
werden, die ohne Ectoinzusatz fiir die Versuchstiere letal gewesen wiren (Die ZEIT, 2000;
Fa. BITOP, 2001). Die Produktreinheit und hier insbesonders auch die Enantiomerenreinheit
ist in diesem Bereich sehr wichtig, da es sonst zu schéddlichen Nebenwirkungen eines
Diastereomeres kommen kann. Wie weitreichend die Folgen dabei sein konnen, hat der Fall
des Schmerzmittels Contergan® (Fa. Griinenthal GmbH, Stolberg) Ende der 50er Jahren
eindrucksvoll bewiesen. Um solche Schdden zu vermeiden sind mit den bisher bekannten
Soluten und den neuen Soluten DHMICA, Homoectoin und DCE noch umfangreiche Studien
ndtig, um den Nutzen oder Schaden der Solute flir den menschlichen Korper wissenschaftlich

zu belegen.



Zusammenfassung 119

5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Solute mit ectoinanaloger Strukur synthetisiert. Die
protektiven Eigenschaften auf verschiedene biochemische Modellsysteme sowie ihr Einfluss
auf das Wachstum von E. coli unter Salzstress wurde untersucht. Vielleicht helfen die Daten
dieser Arbeit als kleiner Stein zusammen mit weiteren Daten-Steinen das vollstdndige Mosaik

der Stabilisierung von Biomolekiilen durch kompatible Solute darzustellen

* Das ,,Super-Solut”, welches ein Biomolekiil gegen mehrere Stressfaktoren gleichzeitig
schiitzt, konnte nicht gefunden werden. Dieses ist nicht verwunderlich ist, wenn man
bedenkt, wie lange die Natur schon die kompatiblen Solute optimiert.

Besonders interessante neue Solute sind DHMICA und Homoectoin, die sich durch eine

Variation der Ringgrésse vom Ectoin ableiten sowie das kationische DCE.

e Aufgrund der Untersuchungen zu den protektiven Eigenschaften der Solute auf
Biomolekiile ergeben sich die folgenden Anwendungsmoglichkeiten fiir die neuen Solute:
DHMICA wird von E. coli unter Osmostress aufgenommen und kompensiert diesen
genauso effektiv wie die natiirlichen kompatiblen Solute Betain und Ectoin. Es kann somit
zur Aufklidrung von Transportprozessen dienen, da die Zellen DHMICA zwar aufnehmen,
nicht aber synthetisieren kdnnen.

DHMICA und Homoectoin stabilisieren Proteine. Das Beispiel von Homoectoin in
Kombination mit RNase A und LDH zeigt aber, dass diese Wechselwirkungen solut-,
protein- und stressspezifisch und somit fiir jeden Einzelfall zu tiberpriifen sind.

Gute Kandidaten fiir die Entwicklung eines ,,Anti-Solutes” sind Homoectoin und DCE, da
sie von E. coli aufgenommen werden, den Osmostress aber nicht kompensieren, bzw. beim
DCE das Wachstum sogar hemmen.

Der schmelzpunktsenkende Effekt aller untersuchter Solute auf doppelstringige DNA
kann im Labor in der PCR genutzt werden um die Ausbeute und Spezifitit der
DNA-Amplifizierung zu erhdhen. Homoectoin hatte hierbei einen besonders grosses

Potential.
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* Die ,,Preferential Interaction Theorie” von ARAKAWA & TIMASHEFF (1983) und der
,»osmophobe Effekt” von BOLEN & BASKAKOV (2001) werden durch die Daten dieser
Arbeit gestiitzt. Die Untersuchungen zur Transferenergie AG, zeigen, dass der
stabilisierende Effekte der Solute hauptsichlich auf das Proteinriickgrat wirkt. Da die
Solute die Loslichkeit fiir DKP als Riickgratmodell senken und so die Proteinstabiltidt
erh6hen, konnen sie auch ,,Backbone Chaperone” genannt werden.

Eine vollstindige Aufklidrung der Stabilisierungs-Mechanismen war aufgrund der hohen
Komplexitit der Wechselwirkungen zwischen Soluten, Biomolekiilen und Stressfaktoren
nicht moglich. Trotzdem ist es mdglich einzelne Biomolekiile, durch die geschickte Wahl
eines kompatiblen Solutes als Zusatz, gezielt gegen einen Umweltstress zu schiitzen. Wenn
man sich die Wirkungsweise der Solutes in der Natur anschaut, kann man daraus empirisch
durch Optimierung in vitro eine industrielle Anwendungen entwickeln. Dabei ist es

wichtig den ,,Weak-Point” des Biomolekiiles zu stabilisieren.

* Der verwendete Radikalfiangertest, bei dem der Einfluss der Solute auf die Hydroxylierung
von Salicylat gemessen wurde, ist nur begrenzt einsetzbar. DHMICA und Hydroxyectoin
konnten die Salicylathydroxylierung durch Abfangen der Radikale unterbinden, wéhrend
Homoectoin und DCE mit den Radikalbildungsreaktionen wechselwirken und deren

Kinetik verdndern. Sie verzogerten den H,O,-Zerfall und somit auch die Radikalbildung.

* E. coli DH50. pBRGFPyy-ecfUp ist ein guter Testorganismus um die Stirke eines
Osmostresses auf Bakterien sowie die Féahigkeit der kompatiblen Solute diesen Stress zu
kompensieren, zu untersuchen. Die Fluoreszenzdaten durch die stressabhéngige

Produktion von GFP wurden durch die Wachstumsergebnisse sehr gut gestiitzt

* Ectoin hat seinen Weg aus der oOkologischen Nische iiber die verschiedenen
Forschungslabore in die Regale unserer Konsumwelt schon gefunden. Bis eines der neu
synthetisierten Solute ihm aber folgen wird, sind noch zahlreiche Messreihen zur
Funktionsweise der Solute sowie ihrem Einfluss auf den menschlichen Orgnaismus zu

absolvieren.
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