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Verwundungsaktivierte chemische
Verteidigung in einzelligen planktonischen
Algen**

Georg Pohnert*

Diatomeen (Kieselalgen) sind im SiiBwasser und im Meer
weit verbreitete einzellige Algen. Sie bilden einen wichtigen
Bestandteil des Phytoplanktons, kommen aber auch als
Biofilm auf festen Substraten vor. Obwohl diese Klasse von
Mikroalgen zu den bedeutendsten Primarproduzenten in der
marinen Nahrungskette zihlt, ist nicht viel iiber ihre chemi-
sche Verteidigung bekannt. Zu den wenigen beschriebenen
Beispielen zidhlen die Aldehyde Decadienal 5§ und Decatrie-
nal 6 (siche Schema 1), die aus der planktonischen Diatomee
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Thalassiosira rotula isoliert wurden.!l In Gegenwart dieser
Verbindungen wird der Fortpflanzungserfolg von Copepoden
(herbivoren Zooplanktern) stark herabgesetzt, da weniger
ihrer Larven schliipfen. Damit kann das Paradox erklirt
werden, dass diese Herbivoren weniger erfolgreich sind, wenn
sie auf einer diatomeenreichen Diit leben, obwohl Diato-
meen als hochwertige Futterquelle gelten.!"

Gegenstand dieser Arbeit ist die Biosynthese von Oxyli-
pinen (Metaboliten, die aus der oxidativen Umsetzung von
Fettsduren resultieren) wie 5 oder 6 in Diatomeen. Es wird
gezeigt, dass die Bildung von a,f,y,0-ungesittigten Dienalen
in planktonischen Algen weit verbreitet ist und dass die
enzymatische Bildung dieser Metaboliten innerhalb von
Sekunden nach Verwundung der Algen aktiviert wird. Dieser
Mechanismus fiihrt zum schnellen Aufbau von lokal erhéhten
Konzentrationen der chemischen Verteidigungsmetaboliten §
und 6 oder von strukturverwandten Dienalen wie 9.

Wir konnten bereits in fritheren Untersuchungen zeigen,
dass die benthische Diatomee Gomphonema parvulum C,y-
Fettsduren oxidativ zu C;;-Kohlenwasserstoffen und (5Z,7E)-
9-Oxonona-5,7-diensdure umsetzen kann.3 Diese S#ure
enthilt bemerkenswerterweise das gleiche Strukturelement
wie die a,B,y,0-ungesittigten Dienale 5 und 6 aus T. rotula,
und es ist wahrscheinlich, dass sie eine wichtige Rolle in der
Wehrchemie von G. parvulum spielt.”) Um zu iiberpriifen, ob
die wihrend Diatomeenbliiten héufiger detektierten fliichti-
gen Kohlenwasserstoffe allgemein als Indikatoren fiir die
simultane Produktion von konjugierten Dienalen gesehen
werden konnen, wird hier die Biosynthese von Cg-Kohlen-
wasserstoffen in der planktonischen SiiBwasserdiatomee
Asterionella formosa untersucht. In mechanisch oder durch
osmotischen Schock beschéddigten Zellsuspensionen dieser
Alge lasst sich (3E,57)-Octa-1,3,5-trien 8 und (3E)-Octa-1,3-
dien 7 nachweisen.* 3 In Analogie zur Biosynthese von Cy;-
Kohlenwasserstoffen in G. parvulum® koénnte (5Z,8Z,10E)-
12-Oxododeca-5,8,10-triensdure 9 (12-ODTE) neben 7 und 8
als polares Fragment aus der oxidativen Spaltung der Fett-
sduren 1 und 2 hervorgehen (Schema 1).

Durch HPLC/MS konnen Sekundidrmetaboliten aus zell-
freien A.-formosa-Losungen direkt und ohne aufwéndige
Extraktions- und Anreicherungsschritte untersucht werden.[®!
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die oxidative Umsetzung
von Cy-Fettsduren durch mechanisch beschédigte Diatomeen.
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Mit dieser Methode konnte die schnelle Bildung einer
dominanten mittelpolaren Verbindung verfolgt werden, de-
ren Molekiilmasse (m/z 209 [M+H']), Hauptfragmention
(m/z 191 [M+H'"—H,0]) und UV-Absorption (Ap..=
279 nm) mit der postulierten Struktur von 12-ODTE 9 in
Einklang steht. Fiir eine eindeutige Identifizierung von 9!
und um geniligend Material fiir Bioassays zur Verfiigung zu
haben, wurde eine Probe dieser Verbindung synthetisiert
(Schema 2).

HOWSHHBU4 + l/:\mCOOMe

10 11
a HO — — COOMe
—_— X TN TN N
12
e O — — COOH
O N N
9

Schema 2. Synthese von 12-ODTE 9: a) DMF, [(CH;CN),PdCl,]
(0.1 Mol-%), Raumtemperatur, 1.5 Aquiv. 10 (E/Z=75/25), 117! 86%
12 (5Z/E>97/3, 8Z/E >97/3, 10Z/E=5/95); b) MnO,, CH,Cl,, 5 min,
Raumtemperatur, 84 %; c¢) PPL (Schweinepankreaslipase), Phosphatpuffer
(pH7), RP-MPLC, 81% 9 (5Z/E>97/3, 8ZIE>97/3, 10Z/E=5/95;
spektroskopische Daten in Lit. [18]).

Nach Zugabe von [5,6,8,9,11,12,14,15->Hg]Arachidonséure
1 zur zellfreien Losung von A. formosa entstand sechsfach
deuterierte 12-ODTE 9 (m/z 215 [M+H"]). Das intakte C1 -
Cl12-Segment des Substrats 1 wird somit in 9 iiberfiihrt.
Daneben wird, wie GC/MS-Messungen ergaben, [?H,](3E)-
Octa-1,3-dien 7 als zweites markiertes Fragment der oxida-
tiven Fettsdurespaltung von [?Hg]1 gebildet.

Die Bildung von 7 und 8 durch A. formosa ist sauerstoff-
abhingig.!l Durch Abfangexperimentel”l konnte gezeigt wer-
den, dass 12-Hydroperoxyeicosatetraensdure 3 ein Interme-
diat in der Biosynthese von 7 ist. Diese erfolgt damit
hochstwahrscheinlich katalysiert durch eine Lipoxygenase/
Hydroperoxid-Lyase. Fettsdureabgeleitete fliichtige Kohlen-
wasserstoffe, die hdufig wahrend Diatomeenbliiten detektiert
werden, konnen also tatsidchlich als Indikatoren fiir die
simultane Produktion von reaktiven Michael-Acceptoren
wie 12-ODTE 9 oder (5Z,7E)-9-Oxonona-5,7-dienséurel?
gesehen werden.

Die Biosynthese von Decadienal 5 und Decatrienal 6 durch
T rotula erfolgt bemerkenswerterweise auch ausgehend von
C,y-Fettsduren. Nach Zugabe von [*Hg]Arachidonsiure 1 zu
mechanisch beschidigten Zellen von T. rotula kommt es zu
einer schnellen Bildung von [*H,]Decadienal 5.1 Demgegen-
iiber fithren analoge Experimente mit Linolsiure (C;3) zu
keiner verstirkten Bildung von Decadienal 5; diese kann
somit nicht als Vorstufe von 5 gelten. Die Nutzung von
Eicosanoiden zur Produktion von fliichtigen Aldehyden
durch T rotula steht im Kontrast zur Biosynthese dieser
Verbindungen durch terrestrische Pflanzen, die im Allgemei-
nen von Cg-Fettsduren ausgeht.”) T. rorula folgt damit der bei
Algen haufig zu beobachtenden Préferenz von Cyy-Fettsduren
fiir die Produktion von Oxylipinen.!'"!

Obwohl zahlreiche Diatomeen ungesittigte Aldehyde und
flichtige Kohlenwasserstoffe produzieren, konnten diese
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Fettsdureabbauprodukte nicht in vorsichtig isolierten intak-
ten Algen nachgewiesen werden.* '] Unmittelbar nach
mechanischer Beschiddigung der Zellen &dndert sich diese
Situation allerdings drastisch. Die Produktion von Aldehyden
setzt nach nur wenigen Sekunden ein. Schon nach 1-3 Mi-
nuten konnen bis zu 49 fmol 12-ODTE 9 pro Zelle A. formo-
sa (Abbildung 1a) und 4.1 fmol Decatrienal 6 pro Zelle
T rotula (Abbildung 1b) nachgewiesen werden.'!l Dieser
schnelle enzymatische Fettsaureabbau zu den Aldehyden §
und 6 durch verwundete T.-rotula-Zellen ist damit ein aufler-
ordentlich effizienter Mechanismus der verwundungsakti-
vierten chemischen Verteidigung.

a)
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Abbildung 1. Kinetik der Produktion von a.f,y,0-ungesittigten Aldehy-
den nach mechanischer Beschéddigung von planktonischen Diatomeen.
a) 12-ODTE(9)-Produktion [fmol pro Zelle] nach mechanischer Beschidi-
gung von A. formosa. b) Decatrienal(6)-Produktion [fmol pro Zelle] nach
mechanischer Beschiddigung von T rotula. Nicht beschéddigte Algen
enthalten keine nachweisbaren Mengen der Aldehyde 9 bzw. 6.

Wihrend die Rolle von Decadienal § und Decatrienal 6 in
der Wehrchemie von 7. rotula bereits beschrieben ist,!! muss
die Okologische Bedeutung von 12-ODTE 9 und anderen
strukturverwandten a,f,y,0-ungesittigten Dienalen noch ge-
nauer untersucht werden. Erste Versuche deuten darauf hin,
dass 9 und (5Z,7E)-9-Oxonona-5,7-diensdure eine fungizide
Wirkung gegen Schizophyllum commune und Aspergillus
nidulans aufweisen.”l Die 6kologische Bedeutung dieses
Befunds muss allerdings noch in Experimenten mit speziali-
sierten parasitidren Pilzen, die oft wihrend Friihjahrsbliiten
von A. formosa auftreten,[®! iiberpriift werden. (5Z,7E)-9-
Oxonona-5,7-diensédure iibt dariiber hinaus bereits in niedri-
gen Konzentrationen fraBhemmende Wirkung auf die herbi-
voren marinen Amphipoden Amphitoe longimana aus.'*l

0044-8249/00/11223-4507 $ 17.50+.50/0 4507



ZUSCHRIFTEN

Durch die schnelle Umsetzung von Fettsduren nach Be-
schiddigung der Zellen sind A. formosa und T. rotula in der
Lage, sehr hohe lokale Konzentrationen der Verteidigungs-
metaboliten 5 und 6 oder strukturverwandter Michael-Ac-
ceptoren wie 9 aufzubauen. Diese enzymatischen Mecha-
nismen fithren dazu, dass die reaktiven Aldehyde direkt
gegen die jeweiligen Fraf3feinde gerichtet sind, die durch ihre
Tétigkeit die Verteidigung der Diatomeen aktivieren. Da-
riiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass die fettsdureab-
bauenden Enzyme auch noch im Verdauungstrakt der jewei-
ligen FraBfeinde aktiv sind.["”] Durch derartige Mechanismen
konnten sogar die hohen Konzentrationen von ca. 10 um §
oder 6 aufgebaut werden, die zur effektiven Verringerung des
Bruterfolgs von Copepoden nétig sind.[!]

In den hier untersuchten Diatomeen werden damit die
zelluldaren Ressourcen in die Produktion von C,y-Fettsduren
investiert, die nur bei Bedarf fiir die chemische Verteidigung
aktiviert werden. Die energieaufwidndige Produktion von
Sekundédrmetaboliten zur konstitutiven Verteidigung kann
damit verringert werden, und gleichzeitig ist das Risiko der
Selbstvergiftung durch aggressive Metaboliten minimiert. Die
Erforschung von chemischen Verteidigungsmechanismen in
planktonischen Mikroorganismen ist noch in den Anfiangen,
und die hier vorgestellte dynamische Verteidigungsstrategie
kann zu einem genaueren Verstindnis der komplexen Pro-
zesse in diesem Lebensraum beitragen.

Experimentelles

Allgemeines: A. formosa (SAG, Universitit Gottingen) wurde wie be-
schrieben kultiviert;®! T. rotula (von S. Poulet, Roscoff, Frankreich) wurde
in kiinstlichem Seewasser!'! als stehende Kultur bei 19°C (Tag:Nacht
14:10) kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation konzentriert.
Alle Versuche wurden mit konzentrierten Zellsuspensionen im Kultur-
medium durchgefiihrt. Die zellfreien Extrakte wurden wie beschrieben
hergestellt.P!
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Die molekulare Erkennung von Kohlenhydraten durch
Kohlenhydrat-bindende Proteine (Lectine) ist die Basis
zahlreicher interzelluldrer Erkennungsprozesse.['l Hochaffine
Lectinliganden sind von grofem medizinischem Interesse in
der Diagnostik und Manipulation solcher Prozesse.?! Indivi-
duelle Kohlenhydratepitope (in der Regel Mono- bis Pen-
tasaccharide) werden von Lectinen allerdings meist nur mit
niedriger Affinitdt (Dissoziationskonstanten im milli- bis
mikromolaren Bereich) und zum Teil geringer Spezifitit
gebunden.Bl Da viele membranstindige Lectine mehrere
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