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Biopolymere

Wundverschluss der invasiven Griinalge Caulerpa
taxifolia durch enzymatische Aktivierung eines
Proteinvernetzers**

Sven Adolph, Verena Jung, Janine Rattke und
Georg Pohnert*

Die Verwundung eines mehrzelligen Organismus ist in der
Regel fiir diesen nicht tddlich, da regeneratives Gewebe rund
um die verletzten Zellen gebildet werden kann. Die Repa-
ratur der verwundeten Zellen selbst ist deshalb nicht zwin-
gend erforderlich. Im Unterschied dazu miissen Einzeller
iiber Mechanismen zur Zellreparatur verfiigen, um physika-
lische Beschddigungen zu iiberleben. Dies gilt insbesondere
fiir siphonale Griinalgen wie Caulerpa taxifolia, die aus einer
einzelnen polyploiden Zelle (mit mehreren Zellkernen)
bestehen, deren Lénge mehrere Meter erreichen kann. Bei
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C. taxifolia handelt es sich um eine invasive Alge, die sich
nach ihrer Einschleppung aus tropischen Gewdéssern im
Mittelmeer und im nordamerikanischen Pazifik schnell ver-
breitet. Durch die Verdrangung der heimischen Arten richtet
sie groBen O0kologischen Schaden in den betroffenen Gebie-
ten an.[?

Der Erfolg von C. taxifolia beruht auf hoher Temperatur-
und Substrattoleranz, einer effizienten chemischen Verteidi-
gung und einer aulergewohnlichen asexuellen Vermehrungs-
strategie:®>! Nach mechanischer Verwundung der Alge
werden die entstehenden Fragmente innerhalb von Sekunden
durch einen gelatingsen externen Wundverschluss versiegelt,
der verhindert, dass das Cytoplasma in Kontakt mit dem
umgebenden Seewasser kommt (Abbildung 1a).”! Unmittel-
bar nach dieser ersten Wundreaktion entsteht durch die
Einlagerung von unloslichem Material unterhalb des exter-
nen Wundverschlusses ein mechanisch stabilerer interner
Wundpfropf.[*® Die versiegelten Zellfragmente enthalten die
volle genetische Information und koénnen eigenstindig den
Grundstock fiir neue Kolonien bilden."”) Aufgrund dieser
Verbreitungsstrategie gehoren die meisten C.-taxifolia-Indi-
viduen in den von der Einschleppung betroffenen Gebieten
zu einem einzigen Klon.['*!!

Bei der Untersuchung der Reaktion von C. taxifolia auf
Gewebeverletzung konnten wir zeigen, dass direkt nach der
Verwundung Caulerpenin (1), der Hauptsekunddrmetabolit
der Alge, in einer schnellen enzymatischen Reaktion durch
Esterasen umgewandelt wird. Der dabei entstehende reaktive
1,4-Dialdehyd weist eine zu einer Carbonylfunktion in Kon-
jugation stehende Doppelbindung auf (Schema 1).!?! Dieser
Metabolit wurde zuerst in einer auf Caulerpa prolifera
fressenden Schnecke identifiziert und als Oxytoxin2 (2)
bezeichnet.[”

HPLC/APCI-MS-Untersuchungen zeigen, dass die Kon-
zentration von desacetyliertem Caulerpenin in den ersten
Minuten nach Verwundung von C. taxifolia ein Maximum
durchlduft. Nach vier Minuten ist dieser Metabolit nicht mehr
detektierbar (Abbildung 2). Mit HPLC/MS-, GC/MS- oder
NMR-Experimenten sind auch keine niedermolekularen
Folgeprodukte nachweisbar, was entweder fiir die schnelle
Zersetzung von Oxytoxin 2 (2) oder fiir die Beteiligung des
Metabolits an einer Polymerbildung spricht. Auffilligerweise
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Schema 1. Bildung von Oxytoxin 2 (2) durch enzymatische Abspaltung
der Acetatgruppen von Caulerpenin (1) und anschlieBende Abspaltung
von H,0.
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Abbildung 2. Die Umwandlung von Caulerpenin (1; Rauten) und der
Konzentrationsverlauf des desacetylierten Produkts (Dreiecke) in der
verwundeten Alge. In definierten Zeitabstinden wurden Proben von
verwundeter C. taxifolia mit Hexan extrahiert und direkt mit NP-HPLC/
APCI-MS analysiert." (APCI = chemische lonisierung bei Atmosphi-
rendruck.) Die relativen Mengen x sind auf den internen Standard
Stilben bezogen. Das desacetylierte Produkt wurde anhand des Mole-
kiilions [M+H*] (m/z=231) quantifiziert, die Fehlerbalken basieren
auf der Standardabweichung (n=3).

korreliert der Abbau von 2 zeitlich mit der Bildung des
externen Wundverschlusses der Alge.’! Im Allgemeinen
reagieren 1,4-Dicarbonylverbindungen mit nucleophilen
Gruppen von Proteinen und konnen deshalb als Vernet-
zungsreagentien eingesetzt werden.' Aus diesem Grund
untersuchten wir, ob 2 eine solche Rolle in der Polymerisation
zur Bildung des Wundverschlusses spielt.

Zur Uberpriifung, ob nach der Verwundung von C.
taxifolia eine Vernetzung stattfindet, verglichen wir den
Proteingehalt von intaktem und verwundetem C.-taxifolia-
Gewebe mit gelelektrophoretischen Methoden (SDS-PAGE).
Wie zu erwarten, sind dabei fiir die intakte Alge Kklar
definierte Proteinbanden zu erkennen. Dagegen ist fiinf
Minuten nach Verwundung ein deutlich geringer Anteil an
auftrennbaren Proteinen nachzuweisen, und unlosliches Ma-
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Abbildung 1. a) Externer Wundverschluss, 60 s nach Verletzung von C. taxifolia mit einer Rasierklinge; b) Die Wundreaktion ist in Gegenwart von

100 mg Lysin pro ml Seewasser unterdriickt ¢) SDS-PAGE-Auftrennung von Proteinen aus C. taxifolia: Bahn 1: Proteingehalt 5 min nach Verwun-

dung; Bahn 2: intakte Alge, die Esterase wurde durch Kochen der Alge vor der Aufarbeitung inaktiviert; Bahnen 3 und 4: verwundete/intakte Alge
mit 0.2 mmol Lysin pro mg Alge; Bahnen 5 und 6: verwundete/intakte Alge mit 0.2 mmol Cystein pro mg Alge. Alle Proben wurden vor dem

Laden auf ein 12%-iges SDS-Gel in SDS/DTT gekocht.
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terial wird in den Ladetaschen des Gels zuriickgehalten
(Abbildung 1c¢). Diese Bildung eines stabilen Polymers, das
nicht durch Kochen mit Dithiothreitol (DTT) und Natrium-
dodecylsulfat (SDS) in Losung gebracht wird, spricht fiir eine
kovalente Vernetzung der Proteine. Vergleichbare Reaktio-
nen sind auch zu beobachten, wenn kiufliche Vernetzer oder
enzymatisch entschiitzte Dialdehyde hoherer Pflanzen zu
Proteinmischungen gegeben werden.['*1*!

Sollte Oxytoxin 2 (2) tatséchlich an einer Proteinvernet-
zung beteiligt sein, so wiirden extern zugefiihrte nucleophile
Aminosduren mit den Algenproteinen um die reaktiven
Zentren des Dialdehyds 2 konkurrieren. Tatsdchlich wird von
verwundeten Algen in Gegenwart eines Uberschusses an
Lysin kein Wundverschluss gebildet, obwohl die Esterase(n)
der Alge GC/MS-Messungen zufolge unter diesen Bedingun-
gen Caulerpenin (1) umsetzen. Innerhalb weniger Minuten
tritt der Zellinhalt in das umgebende Medium aus (Abbil-
dung 1b). Mit Gelelektrophorese lie3 sich die Konkurrenz-
reaktion der freien Aminosduren mit den Proteinen der
Algen dokumentieren. Bei Verwundung in Gegenwart von
Lysin oder Cystein wird die Vernetzungsreaktion unterdriickt
und dasselbe Proteinmuster, wie es auch bei der intakten
Alge zu beobachten ist, wird nachgewiesen (Abbildung 1c).

Um einen genaueren Einblick in den Ablauf der Poly-
merbildung zu bekommen, wurden die nach Verwundung von
C. taxifolia in Cystein-haltiger Losung gebildeten Produkte
mit HPLC/APCI-MS untersucht. Hier konnten einige von
Caulerpenin (1) abgeleitete Produkte durch die charakteris-
tische UV-Absorption des Dienin-Geriists identifiziert
werden. Molekiil- und Fragment-Ionen dieser Verbindungen
zeigten, dass es sich um Kondensations- und Additionspro-
dukte von Cystein und Oxytoxin 2 (2) handelt (Abbildung 3).
Im verwundeten Algengewebe hingegen reagiert der Dialde-
hyd 2 mit nucleophilen Proteinseitenketten, was zur schnellen
Bildung des externen Wundverschlusses fiihrt.
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Abbildung 3. Produkte aus der Reaktion von desacetyliertem Cauler-
penin und Cystein. Die APCl-Massenspektren von Verbindungen, die
aus in Gegenwart von Cystein verwundeter C. taxifolia extrahiert
wurden, sind gezeigt. Die Struktur des ersten identifizierten Vernet-
zungsprodukts (3) wurde durch NMR-Spektroskopie und HR-MS auf-
geklirt. Die Massen- und UV-Spektren der héhermolekularen Verbin-
dungen legen die Reaktion mit einer weiteren Oxytoxin-2- und zwei
oder drei Cystein-Einheiten nahe.
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Aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Algen-
matrix lasst sich mit den vorhergehenden Experimenten nicht
eindeutig kldren, ob auBer Caulerpenin, Esterase(n) und
Proteinen noch weitere Faktoren fiir die Proteinvernetzung
erforderlich sind. Zur ndheren Untersuchung der Polymer-
bildung entwickelten wir deshalb eine Modellreaktion, bei
der reines Caulerpenin (1) mit einer immobilisierten Esterase
desacetyliert wurde. In Gegenwart von Cystein konnten bei
dieser Reaktion dieselben Addukte und Vernetzungsproduk-
te identifiziert werden, die auch aus der Verwundung der
Alge in Cystein-haltiger Losung hervorgehen (Abbildung 3).
Dieser Ansatz lieferte das erste Vernetzungsprodukt (3) in
hinreichenden Mengen fiir 2D-NMR-Analysen. So konnte
die in Abbildung3 vorgeschlagene Struktur bewiesen
werden, die durch Michael-Addition eines S-Nucleophils an
die konjugierte Doppelbindung und die Kondensation eines
N-Nucleophils mit der 1,4-Dialdehyd-Einheit entstehen kann.

Dieser vereinfachte Versuch zeigt, dass lediglich Cauler-
penin (1) und eine Esterase benottigt werden, um die Reak-
tion des Sesquiterpens mit nucleophilen Aminosduren zu
initiieren. Durch diese Modellreaktion konnte ebenfalls das
Kondensationsprodukt aus Oxytoxin 2 (2) und einem Mo-
dellpeptid, das nur eine nucleophile Gruppe enthilt, erhalten
werden (Abbildung 4). Desacetyliertes Caulerpenin ist also in
der Lage, auch mit peptidisch gebundenen N-Nucleophilen zu
reagieren. Demzufolge ist es moglich, das System aus Cau-
lerpenin (1) und Esterase gezielt zur Vernetzung von Protei-
nen einzusetzen.
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Abbildung 4. Enzymatische Desacetylierung von Caulerpenin (1) in
Gegenwart des synthetischen Oligopeptids H-AGLAVADG-OH fiihrt
zur Bildung des Addukts 4. Die ESI-MS-Fragmentierungen der Peptid-
bindungen sind angegeben. Hochaufgelsstes ESI-MS von 4 (Natrium-
addukt): 889.4398 (berechnet fiir C,;3HgNgO,;Na: 889.4430).

Unsere Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Resul-
taten fritherer Untersuchungen des externen Wundverschlus-
ses bei verschiedenen Caulerpa-Spezies. Bei der Bestimmung
des Kohlenhydrat- und Proteingehalts des gelatinosen Poly-
mers durch Dreher et al. zeigte sich, dass 50 bis 75% des
unloslichen Materials aus Proteinen mit sehr hohem Mole-
kulargewicht bestehen.”! Unsere Ergebnisse fiihren zu der
Annahme, dass es sich hierbei um durch Oxytoxin?2 (2)
vernetzte Proteine handelt. Diese Reaktion lduft nach der
schnellen enzymatischen Freisetzung des reaktiven Dialde-
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hyds 2 aus dem durch Enoylacetatgruppen stabilisierten
Sekundirmetaboliten Caulerpenin (1) ab. So fiihrt ein kon-
trollierter enzymatischer Prozess, der moglicherweise durch
die Dekompartimentierung der Zelle in Gang gesetzt wird, zu
der schnellen Bildung eines neuartigen Biopolymers. Dank
dieser Strategie kann C. taxifolia mechanische Fragmentie-
rungen nutzen, um ihre Verbreitung voranzutreiben.

Es ist auBergewohnlich, dass eine iiberlebenswichtige
Zellfunktion auf Sekunddrmetaboliten beruht. Hohe Estera-
seaktivitit und die hohe Caulerpenin-Konzentration (iiber
1.3% des Feuchtgewichts™'®') machen diese Reaktion aller-
dings zuverldssig. Interessanterweise erfiillt Caulerpenin (1)
dariiber hinaus auch noch eine Funktion als Verteidigungs-
metabolit gegen Fressfeinde.”!

Nicht nur Caulerpa-Spezies, sondern auch zahlreiche
weitere siphonale Griinalgen enthalten Terpene mit einer
1,4-Bis(enoylacetat)-Einheit, wie sie in Caulerpenin (1) ge-
funden wird."”! Mechanismen zur verwundungsaktivierten
enzymatischen Desacetylierung von Halimedatetraacetat,
einem Sesquiterpen aus Halimeda-Spezies™ und von Cau-
lerpenin (1) durch andere Caulerpa-Arten wurden bereits
gezeigt.'®! Das legt die Vermutung nahe, dass das hier
beschriebene Prinzip der Wundverschlussbildung bei sipho-
nalen Makroalgen weit verbreitet sein konnte.

Experimentelles

Fiir die Modellreaktionen mit immobilisierter Esterase wurden 28 mg
1 (10 mgmL~" in MeOH) mit 2.8 g Schweineleberesterase (immobi-
lisiert auf EupergitC, ~500 Ug™', Sigma) in 100 mm Tris/Trifluores-
sigsdure-Puffer (pH 7.5) in Gegenwart von 60.6 mg Cystein desace-
tyliert. Im kleineren Maf3stab wurde diese Reaktion auch mit 710 ug
des synthetischen Oligopeptids H-AGLAVADG-OH durchgefiihrt.
Die Suspensionen wurden 1 h heftig geschiittelt. AnschlieBend wurde
die Esterase durch Filtration abgetrennt, und das Filtrat direkt mit
RP-HPLC/APCI-MS analysiert oder durch prédparative RP-HPLC
aufgetrennt.

Spektroskopische Daten fiir das tiberwiegende Diastereomer des
ersten Vernetzungsprodukts 3: 'H-NMR (500 MHz, [D,]MeOH): 6 =
1.28 (s,3H, 14-H), 1.79 (s, 3H, 12-H), 1.84 (s, 3H, 13-H), 2.66 (2H, 5-
H, Uberlagerung mit dem in geringeren Mengen auftretenden
Diastereomer (UD)), 2.85 (dd, J=15.0 Hz und 4.1 Hz, 1H, 3-H,),
3.15(2H,3"-HUD),3.24 (dd,J = 15.0 Hz und 5.6 Hz, 1 H, 3-H,), 3.60
(dd,J/=5.6 Hzund 4.1 Hz, 1H, 2"-H), 3.85 (pseudo t, /=7.4 Hz, 1H,
4-H),4.57 (1H,2"-HUD), 5.31 (s, 1H, C10), 5.74 (1 H, 6-H UD), 6.17
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(1H, 2-H UD), 6.82 (1H, 1-H UD), 6.87 ppm (1H, 15-H UD); “C-
NMR (125 MHz, [D,]MeOH): 6 =18.3 (C14), 21.3 (C13), 25.1 (C12),
28.0 (C3"), 32.8 (C3'),36.0 (C5),45.3 (C4),55.2 (C2),68.2 (C2"), 85.7
(C9),95.8 (C8), 106.5 (C2), 106.9 (C10), 120.4 (C15), 121.3 (C7), 125.1
(C1), 127.1 (C3), 134.7 (C6), 148.8 (C11), 172.5 (C1’), 175.4 ppm
(C1”). Die chemischen Verschiebungen wurden mithilfe von HMBC
und HMQC zugeordnet, die Spinsysteme (1-H)-(2-H), (4-H)-(6-H),
(2’-H)-(3'-H) und (2"-H)- (3"-H) konnten in H-H-COSY-Experimen-
ten nachvollzogen werden. Hochaufgelostes ESI-MS: mi/z: 437.1583
[M+H*] (berechnet fiir C,;Hx,N,0,S,: 437.1569).
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