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Eine Desulfatierungs-Oxidations-Kaskade aktiviert auf Cumarin
basierende Vernetzer in der Wundverschlussreaktion der einzelligen
Makroalge Dasycladus vermicularis**

Matthew Welling, Cliff Ross und Georg Pohnert*

Der Schutz vor schéddlichen Umwelteinfliissen wird bei
Pflanzen und Algen oft durch verwundungsaktivierte Pro-
zesse vermittelt, bei denen im Gewebe vorliegende Metabo-
lite schnell enzymatisch umgewandelt werden.l'l So wurde
zum Beispiel schon friih erkannt, dass bei Pflanzen und Algen
durch Verwundung induzierte Lipasen und Lipoxygenasen
eine Vielzahl an Oxylipinen freisetzen, die eine wichtige
Rolle bei der chemischen Verteidigung spielen kénnen.?
Verwundungsaktivierte enzymatische Reaktionen dienen
aber nicht nur zur chemischen Verteidigung gegen Herbivore
oder Pathogene. Sie konnen auch einen mechanischen Schutz
fiir das Gewebe oder die Zelle darstellen.”) Vor allem fiir
einzellige griine Makroalgen ist aufgrund ihres bemerkens-
werten Aufbaus ein Wundverschluss von herausragender
Bedeutung. Die Algen bestehen aus einer einzigen riesigen
Zelle, die eine Lange von mehreren Metern erreichen kann.
Ein beeindruckendes Beispiel ist die Wundverschlussreaktion
der einzelligen Griinalge Caulerpa taxifolia. Bei einer Ver-
wundung der Zelle iiberfiihrt die Alge das acetylierte Ses-
quiterpen Caulerpenin in Oxytoxin 2. Diese Verbindung ist
ein hochwirksamer Proteinvernetzer, der eine zentrale Rolle
bei der Bildung eines schiitzenden Polymers zum Verschlie-
Ben der Wunde spielt.”! Die schnelle Umwandlung von
Zellinhaltsstoffen in einen unloslichen Wundverschluss ver-
hindert einerseits einen schidlichen Verlust des Cytoplasmas
und reduziert andererseits das Eindringen extrazelluldrer
Verbindungen, die sich als schidigend erweisen konnten.
Eine Reihe weiterer mariner einzelliger Algen nutzt akti-
vierte Zellmetabolite zur Bildung eines Biopolymers, aber
bislang ist nur wenig iiber die zugrundeliegenden Mechanis-
men bekannt.’) In der hier vorgestellten Arbeit wurden die
chemischen Grundlagen der Wundverschlussbildung bei
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einem Vertreter der Ordnung Dasycladales, Dasycladus ver-
micularis (Scropoli) Krasser, untersucht. Diese evolutiv alte
Alge weist keine mit Caulerpenin verwandten Molekiile auf;
sie ist aber dennoch in der Lage, einen Wundverschluss zu
bilden. Der zeitliche Ablauf des Wundheilungsprozesses in
dieser Alge wurde bereits detailliert beschrieben.!*”! Nach
einer anfidnglich schnellen Gelbildung folgt eine verzogerte
Verhirtung und Braunfiarbung. Dieser Ablauf fiihrt insge-
samt zur Bildung eines starren Biopolymers (Abbildung 1).
Wir zeigen hier die chemischen und biochemischen Grund-
lagen dieser Biopolymerisation.

Wundverschluss

Abbildung 1. Braunfirbung des Wundverschlusses am apikalen Thallus
der einzelligen Griinalge D. vermicularis (links 2 h und rechts 24 h nach
der Verwundung).

Mithilfe von UPLC-MS (Ultra Performance Liquid
Chromatography) wurde zunichst das chromatographische
Profil der Metabolite von intakten und verwundeten Algen
aufgenommen. Hierdurch koénnen Verdnderungen von Se-
kundidrmetaboliten erfasst werden, die potenziell an der
Biopolymerisation beteiligt sind. Uberraschenderweise
wurde in Methanolextrakten der intakten Alge kein 3,6,7-
Trihydroxycumarin (THyC) detektiert, obwohl diese Ver-
bindung in vorherigen Studien als der Hauptsekundédrmeta-
bolit in D. vermicularis beschrieben worden war.®! Mit NMR,
HR/MS und MS/MS konnte 6,7-Dihydroxycumarin-3-sulfat
(DHyS) als wichtigster Metabolit im Algenextrakt identifi-
ziert werden. Die Struktur wurde iiber die Synthese der
Reinsubstanz bestitigt (siehe die Hintergrundinformatio-
nen). Somit wurde in vorherigen Untersuchungen der Se-
kundirmetabolite von D. vermicularis sehr wahrscheinlich die
Konzentration von DHyCS und nicht von THyC ermittelt, da
beide Verbindungen ein UV-Absorptionsmaximum bei
345nm aufweisen.”'”! Unter Verwendung der UPLC-MS/
MS-Technik wurde das Vorliegen weiterer sulfatierter Cu-
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Abbildung 2. a—c) UPLC-ESI-MS-lonenspur von DHyCS (m/z 273) in Algenextrakten 0, 2 bzw. 20 Minuten nach der Verwundung. d) Durch THyC
unter oxidativen Bedingungen vermittelte Aggregation von a-Lactalbumin, aufgenommen mit einer Lichtstreuanalyse (@ 20 um THyC, © 40 pm
THyC, ¥ 80 um THyC). e) SDS-PAGE (10%), Spur 1: Protein-Standard, Spur 2: Proteingehalt der intakten Zellen von D. vermicularis (gekocht),
Spur 3: D.-vermicularis-Zellen, die erst 4 h nach der Verwundung gekocht wurden. Die Pfeile zeigen auf Polymer in der Ladetasche (oben) und

Proteine in der intakten Alge.

marine oder hohersubstituierter THyC-Derivate iiberpriift.
Aufler DHyCS konnten allerdings keine Verbindungen mit
der fiir sulfatierte Arene charakteristischen Fragment Am/z =
80 (SO;) nachgewiesen werden. Obwohl DHyCS bei Raum-
temperatur stabil ist, nahm die Konzentration dieser Ver-
bindung in verwundeten Algenproben mit der Zeit ab (Ab-
bildung 2a—c). Wir nahmen deswegen an, dass eine mecha-
nische Verwundung der Zelle zu einer Dekompartimentie-
rung von zelluldren Sulfatasen fiihrt, die DHyCS zu THyC
abbauen konnen.

Durch die Hydrolyse von Sulfatestern durch Sulfatasen
wird die Aktivitdt zahlreicher Biomolekiile reguliert. Somit
konnen wichtige Funktionen wie Hormonregulation oder
Signalwege kontrolliert werden.'!! In der Tat konnte in einem
In-vitro-Assay mit 4-Methylumbelliferonsulfat eine Sulfata-
se-Aktivitidt nachgewiesen werden, da diese Modellsubstanz
schnell durch die verwundete Alge hydrolysiert wurde (siche
die Hintergrundinformationen). Wihrend das Produkt 4-
Methylumbelliferon problemlos detektiert werden konnte,
wurde THyC wéhrend und nach der Wundreaktion nur in
Spuren gefunden. Da Hydroxycumarine leicht oxidiert
werden konnen,!™? haben wir die Hypothese iiberpriift, dass
THyC in der verwundeten Alge direkt weiter umgewandelt
wird. Reaktive Sauer-
stoffspezies, die bereits in
verwundeter D. vermicu-

Modellreaktionen konnte gezeigt werden, dass H,O, THyC
nur langsam oxidiert. Diese Oxidation wurde durch Meer-
rettich-Peroxidase (HRP) deutlich beschleunigt und verlief
innerhalb von 4 min quantitativ. Der Zusatz von HRP diente
dabei der Simulation einer Oxidase-Aktivitét in verwundeten
Algen (siche die Hintergrundinformationen).!l Die Beob-
achtungen sind in Einklang mit einem Mechanismus, bei dem
H,0, nach einer Verwundung kontinuierlich produziert wird
und als Substrat fiir die enzymatische Oxidation von THyC
dient. Das Oxidationsmittel konnte somit erst detektiert
werden, sobald das Substrat THyC quantitativ umgewandelt
wurde.

In einer weiteren Modellreaktion sollte abgeschitzt
werden, ob THyC unter oxidativen Bedingungen als Prote-
invernetzer fungieren kann. Hierfiir wurden THyC, H,O, und
HRP mit ausgewidhlten Amino- und Sulfhydrylgruppen tra-
genden Modellverbindungen umgesetzt. Unter diesen Be-
dingungen wird THyC schnell oxidiert, und das Produkt kann
durch Glutathion (GSH), Cystein und Dithiothreitol abge-
fangen werden. Metabolite, die aus der Umwandlung mit
einem oder zwei GSH oder mit den anderen thiolgruppen-
haltigen Nukleophilen hervorgehen, konnen mit UV-, HR/
MS- und MS/MS-Analysen detektiert und charakterisiert
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Abbildung 3. ESI-MS/MS von a) einem THyC-Glutathion-Addukt und b) einem THyC-(Glutathion),-Addukt. Die
indikativen MS-Fragmente sind eingezeichnet.
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werden (Abbildung 3, siehe auch die Hintergrundinforma-
tionen). Die Fihigkeit von oxidiertem THyC, mit Amino-
gruppen kovalente Bindungen zu bilden, wurde mithilfe einer
Bodipy-FL-STP-Ester-Markierung iiberpriift, die eine reak-
tive Aminfunktion zur Verfiigung stellt. Unter oxidativen
Bedingungen nahm der Anteil freier reaktiver Aminogrup-
pen mit steigender THyC-Konzentration ab (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Diese Ergebnisse zeigen, dass in der
verletzten Alge Metabolite und Biomakromolekiile, die
Thiol- und Aminogruppen tragen, direkt mit oxidiertem
THyC reagieren konnen.

Wenn D.-vermicularis-Zellen in der Gegenwart von GSH
verletzt werden, konnen ebenfalls THyC/GSH-Addukte de-
tektiert werden. Diese Beobachtung zeigt, dass die Voraus-
setzungen fiir die in den Modellreaktionen gezeigte Chinon-
chemie auch in vivo erfiillt sind. Die dabei ablaufenden
Umwandlungen folgen wahrscheinlich einem Radikalme-
chanismus. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt,
dass reaktive Sauerstoffspezies, die in Gegenwart von Lip-
oxygenasen und ihren Substraten gebildet werden, auch zu
einer THyC-Oxidation fiihren (siche die Hintergrundinfor-
mationen). Da das sulfatierte DHyCS nicht durch H,O, und
Peroxidasen umgewandelt wird, kann davon ausgegangen
werden, dass der radikalische Angriff bevorzugt an der C3-
OH-Gruppe geschieht. Dabei entsteht ein mesomeres Radi-
kal, das an ein Nukleophil unter Bildung erster Additions-
produkte bindet (Abbildung 3, siehe die Hintergrundinfor-
mationen). Diese konnen dann weitere Umwandlungen
durchlaufen, die zu hoher funktionalisierten THyC-Derivaten
filhren (Abbildung3, Schema 1). Alternativ konnten die
Reaktionen entlang eines Oxidations-Additions-Wegs ver-
laufen, wobei Chinone beteiligt sind. Dies wurde bereits fiir
die Thioladdition an Dopamin und die durch Chinone ver-
mittelte Proteinvernetzung in Liguster beschrieben.['>!4

Um weitere Beweise fiir eine Beteiligung von THyC an
der oxidativen Biopolymerisation zu liefern, wurde der Me-
tabolit zusammen mit HRP und H,O, in Gegenwart des
Modellproteins a-Lactalbumin inkubiert. Innerhalb von 30-
40 min nach Beginn der Inkubation wurde die Mischung
braun, und die Fallung eines Feststoffs war deutlich erkenn-
bar. Nach saurer Hydrolyse zeigte eine automatisierte Ami-
nosdurenanalyse, dass das Féllungsprodukt reich an a-Lact-
albumin war. Diese Reaktion konnte auch mit anderen, zu-
fallig ausgewidhlten Testproteinen beobachtet werden, was fiir
eine unspezifische Aktivitiat spricht. Wahrend die Losung
auch ohne Testprotein eine Braunfarbung zeigte, konnte das
Ausfillen nur bei Zusatz von Proteinen beobachtet werden.

Angewandte

Mithilfe einer Lichtstreuanalyse wurde der Polymerisati-
onsgrad quantitativ untersucht.'” Drei unterschiedliche
THyC-Konzentrationen wurden mit a-Lactalbumin, HRP
und H,0, inkubiert, und die Polymerisation wurde iiber
80 min hinweg beobachtet (Abbildung2d). Bereits 20 um
THyC reichten aus, um eine Proteinpolymerisation zu errei-
chen. Der Anteil der Aggregation stieg mit 40 um und 80 pum
THyC weiter an. Kontrollversuche ohne Zusatz von THyC zu
der Reaktionsmischung zeigten keinerlei Triibung, was die
wesentliche Beteiligung von THyC an der Aggregation un-
terstreicht. Basierend auf photometrischer Quantifizierung
wurden intrazellulire DHyCS-Konzentrationen im Bereich
iiber 100 um bestimmt."” Ausgehend von unseren Daten
wiirde diese Konzentration fiir eine Proteinpolymerisation
eindeutig ausreichen. Um zu iiberpriifen, ob diese Protein-
aggregation auch in Dasycladus-Zellen erfolgt, haben wir mit
SDS-PAGE die Proteine der Alge vor und nach der Ver-
wundung bestimmt. Die Proteinanalyse von zerriebenen
Zellen ergab eine Bande in der Ladetasche, was auf ein ver-
netztes proteinreiches Polymer hinweist.l! Offensichtlich
wird dieses Polymer aus Algenproteinen gebildet, da die re-
préasentativen Banden der Algenproteine im Vergleich zur
nichtvernetzten Kontrolle deutlich schwicher waren (Abbil-
dung 2e).

Zusammenfassend legen die hier aufgefiihrten Beobach-
tungen nahe, dass nach der Verwundung der einzelligen
griinen Makroalge eine komplexe Kaskade von Desulfatie-
rung, Oxidation und Vernetzung stattfindet, die zur Bildung
eines verhédrteten Wundverschlusses filhrt und damit das
Uberleben der Alge nach Verwundung sichert (Schema 1). In
UV- und Fluoreszenz-Untersuchungen des Wundverschlusses
konnen die THyC-Fluoreszenz und die charakteristische UV-
Absorption immer noch beobachtet werden (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Die empfindlichere MS-Analyse
zeigt jedoch kein THyC oder niedermolekulare Derivate
dieser Verbindung. Dieses Resultat ist in Einklang mit einem
auf Cumarin basierenden Polymer im Wundverschluss. Eine
auf der Oxidation von hydroxylierten aromatischen Meta-
boliten basierende Vernetzung ist ein verbreiteter Prozess in
verwundetem Pflanzengewebe und bildet auch die Grundlage
fiir die Verhirtung der Cuticula bei Insekten. In diesen Féllen
werden Substrate und Aminosduren fiir gewohnlich in ver-
schiedenen Kompartimenten gelagert, um unkontrollierten
Reaktionen vorzubeugen.'” Der in D. vermicularis beob-
achtete Prozess folgt einem neuen Regulationsprinzip der
Biopolymerisation und beruht auf einer Desulfatierung sta-
biler Speichermetabolite. Eine Sulfatierung kann in der Natur
hdufig als Schutz fiir reaktive Metaboliten beobachtet

Protein-SH
HO 0._0 Sulfatase  HO 0.__O Peroxidase HO 0.0 Oxidation vemetzte
—
m > _ H.0 ... > Produkte
HO 0OSOzH HO OH "M2%-2 HO O Protein-NH,

delokalisiertes Radikal

Schema 1. Uberfiihrung von THyCS in einen wirksamen Proteinvernetzer. Stufe 1: Hydrolyse des Sulfatesters durch Sulfatasen nach Dekomparti-
mentierung. Stufe 2: Radikale, die durch die Oxidation von THyC gebildet werden, reagieren mit Seitenketten von Aminosiuren. Stufe 3: Weitere
Oxidation und Reaktion mit Aminosiureseitenketten fiihren zu vernetzten Produkten, die die Stabilitit des Wundverschlusses verbessern.
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werden. Sulfatierungs- und Desulfatierungsprozesse sind
somit an der Regulierung wichtiger Zellaktivititen betei-
ligt."! Die Sulfatierung von THyC an C3 konnte der Oxida-
tion der Verbindung vorbeugen und die Autotoxizitidt wih-
rend des reguldren Wachstums minimieren. Es ist faszinie-
rend, dass die Bildung eines Wundverschlusses tiber eine
Proteinvernetzung in verschiedenen einzelligen Griinalgen
offensichtlich durch fundamental unterschiedliche Prozesse
vermittelt wird. Die einzelligen Caulerpas nutzen ein terpe-
noides Acetat, das durch Esterasen zu einem hochaktiven
Proteinvernetzer umgewandelt wird, der an der Wundver-
schlussreaktionen beteiligt ist.” Die beschriebene Protein-
vernetzung von D. vermicularis erfolgt hingegen auf eine
grundlegend andere Art. Ein weiteres Screening von einzel-
ligen Algen ist notwendig, um tiefergehende Riickschliisse
iber die Entwicklung von Wundreparaturmechanismen in
diesen Organismen ziehen zu konnen.
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