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3 Ergebnisse

3.1 Absicherung der Ascorbinsiuremessung

Mit Hilfe eines Hochauflosenden-Fliissigkeits-Chromatographischen (HPLC) Verfahrens

wurden verschiedene Substanzen aus den aufbereiteten Gewebeproben so aufgetrennt,

dass sie zu unterschiedlichen Zeiten, den Retentionszeiten (Rt), in der Messzelle detek-

tiert werden konnten. Dadurch lie3 sich die Ascorbinsdure (Rt=5,4 min) von einer ihr

HOH2C o

OH HO.
Ho' HO'
D-Erythroascorbinsaure HO 7 OH HO - OH
ol i L

-

Abb.  3.1:  Ausschnitt aus einem
Chromatogramm am Beispiel einer Messung
aus dem Enzymtest an Sargatiogeton unda-
tus nach der Zugabe von r-Gulonolacton.
Der erste sehr grofle Peak ist der Vorpeak,
der in diesem Fall nach 4,2 min gemessen
werden konnte. Der zuletzt abgebildete Peak
nach 5,4 min ist der Ascorbinsdurepeak, der
sich mit Hilfe eines inneren Standart als -
oder p-Form der Ascorbinsdure identifizie-
ren lie. Bei dem mittleren Peak nach 5,2
min wird angenommen, dass es sich um b-
Erythroascorbinséure handelt.

sehr dhnlichen Substanz, der p-Erythroas-
cobinsdure (Rt=5,2 min), wie unter 3.4 be-

schrieben, trennen.

Eine Trennung der beiden Formen der As-
corbinsiure, die L-Ascorbinsdure und die D-
Isoascorbinsdure konnte durch die chroma-
tographischen Bedingungen der vorliegen-
den Arbeit nicht erreicht werden (Abb. 3.1).
L-Ascorbinsdure und die p-Isoascorbinsiure
haben die gleiche Summenformel C H.O,,
doch die Molekiile unterscheiden sich in ih-

rer riumlichen Struktur (Stereoisomerie).

Da r-Ascorbinsdure und p-Isoascorbinsédure
sich nicht chromatographisch voneinander
trennen lieen, wurde nach einem Hinweis
gesucht, um welche Form der Ascorbinsdure
es sich hier handelt. Dafiir wurde ein Stan-
dart von jeder der beiden Formen der As-
corbinsiure bei acht verschiedenen Wellen-
langen gemessen. Daraus ergaben sich ein
unterschiedliche Profile fiir die p- und die
L-Form der Ascorbinsdure. Eine Probe von
einem Vertreter der Cnidaria wurde eben-
falls bei unterschiedlichen Wellenlédngen ge-
messen und das sich daraus ergebende Profil
wurde mit den Profilen der L-Ascorbinsédure

und der p-Isoascorbinsdure verglichen.
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Die Messungen der Ascorbinsdure wurde mit einem UV-VIS-Detektor mit variabler Wel-
lenldngeneinstellung durchgefiihrt. Bei diesem Detektor konnte jeweils eine der Wellen-
langen 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270 und 280 nm eingestellt werden. Eine Standart-
16sung von 50 pM L-Ascorbinsdure wurde nacheinander bei jeder dieser Wellenldngen
gemessen. Wurden die Fldchen der Peaks (berechnet auf die Eichgerade von L-Ascor-
binsdure mit A = 250 nm) gegen die Wellenlénge aufgetragen, so ergab sich ein flir diese
Substanz charakteristisches Profil mit dem hochsten Wert von 226,0 pg/g bei den Wellen-
langen von 240 nm und 250 nm 207,98 pg/g (Abb. 3.2, rote Kurve).

Die stereoisomeren Substanzen L-Ascorbinsdure und p-Isoascorbinsdure wurden eben-
falls als 50 uM Losung bei den Wellenldngen 210, 220, 230, 240, 250, 260,270 und 280

250
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Abb. 3.2: Losungen von L-Ascorbinsdure (rote Kurve) und p-Isoascorbinsdure
(griine Kurve) mit der Konzentration von 50 umol wurden jeweils bei den
Wellenldngen von 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280 und 290 nm gemes-
sen. Daneben die Peakflache von Sagartiogeton undatus (blaue Kurve), des Peaks
mit identischer Retentionszeit wie die Ascorbinsdure. Es wurden die Wellenldangen
230, 240, 250 und 260 nm gemessen.
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nm gemessen. Die Kurve der p-Isoascorbinséure war bei den Wellenlédngen von 250 - 280
nm fast identisch mit der Kurve der L-Ascorbinsdure. Der hochste Punkt lag hier mit
201,24 pg/g bei der Wellenldnge von 250 nm, wihrend bei der Wellenldnge von 240 nm
ein Wert von 188,01 pg/g gemessen wurde (Abb. 3.2, griine Kurve).

Um zu tiberpriifen, welche Form der Ascorbinsdure von Nesseltieren aus der Vorstufe ge-
bildet wurde, wurde L-Gulonolacton auf das Gewebehomogenat der Schlammrose Sagar-
tiogeton undatus gegeben. Die anfiangliche Konzentration der Ascorbinsdure von 83,21
ng/g stieg innerhalb von 20 min auf 86,53 pg/g an. Diese Probe (20 min nach der Zugabe
von L-Gulonolacton) wurde in sechs Unterproben geteilt und bei den Wellenldngen von
220, 230, 240, 250, 260 und 270 nm gemessen. Die Werte der Ascorbinsdure bei 220 und
270 nm konnten nicht ausgewertet werden, da der Peak von einer anderen Substanz aus

der biologischen Matrix iiberlagert wurden.

Der Verlauf der Kurve von S. undatus war bei den Wellenldngen 230-260 nm flacher ge-
geniiber dem der Standartkurven. Genau wie bei dem Profil der L-Ascorbinsdure lag der
hochste Punkt bei 240 nm mit 97,03 pg/g liber den 86,53 pg/g bei 250 nm. Dieses Profil
ist ein Hinweis darauf, dass sich L-Ascorbinsdure bildet, nachdem L-Gulonolacton auf das

Gewebehomogenat von S. undatus gegeben wurde (Abb. 3.2, blaue Kurve).

3.2 Messung der Dehydroascorbinsaure

Die Deydroascorbinsdure entsteht durch Oxidation aus der Ascorbinsdure. Mit der in
dieser Arbeit verwendeten HPLC-Methode konnte die Deydroascorbinséure nicht direkt
detektiert werden. Uber den Umweg der Reduktion zuriick zur Ascorbinsiure war die
Messung der Gesamtascorbinsdure moglich. Davon wurde der Wert der Konzentration
an Ascorbinsdure, die durch eine separate Messung erhalten wurde, abgezogen, und es
resultierte daraus die Konzentration der Dehydroascorbinsdure (Tab. 3.1). Die Reduktion
fand mit Hilfe des starken Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) statt.

Tab. 3.1: Konzentrationen der Ascorbinsdure, der Gesamtascorbinsdure nach Behandlung mit
DTT und der Dehydroascorbinsdure bei den verschiedenen Arthropoden: Carcinus maenas
(Crustacea), Lithobius forficatus (Chilopoda) und Thermobia domestica (Insecta).

Tierart Ascorbinsiu- | Gesamtascorbin- Dehydroascorbin-
re (ng/g) séure (ng/g) séure (ng/g)

Carcinus maenas 110,47 130,19 19,72

Lithobius forfica- 52,29 55,71 3,42

tus

Thermobia dome- | 86,21 207,90 121,69

stica
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Die Bedingungen wihrend des Enzymtests, wie z. B. der nahezu neutrale pH-Wert, fiihr-
ten moglicherweise zu einer unzureichenden Stabilisierung der Ascorbinsdure, die als
Folge daraus oxidiert werden konnte. Der Prozess der Oxidation und damit die Abnahme
der Ascorbinsdurekonzentration wiirden einer moglichen Enzymaktivitit entgegen wir-
ken. Die Enzymreaktion zeigt sich in der Zunahme der Ascorbinsdurekonzentration, als

Folge der Umwandlung einer der Vorstufen L-Gulonolacton oder L-Galactonolacton.

Von der Glasrose Aiptasia sp. wurden die Konzentrationen der Ascorbinsdure und der
Gesamtascorbinsédure sofort und 30 min nachdem L-Gulonolacton zu dem Gewebehomo-
genat des Tieres gegeben wurde gemessen. Die Konzentration der Gesamtascorbinsiure
von 57,63 pg/g stieg nach 30 min um 28,77 pg/g an. Der Konzentrationsanstieg der As-
corbinsdure von 23,56 pg/g nach 30 min stand einer Zunahme der Dehydroascorbinsdure
von 5,49 ng/g gegeniiber (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Konzentrationen der Ascorbinsdure, der Gesamtascorbinsdure nach Behandlung mit
DTT und der Dehydroascorbinsdure bei Aiptasia sp. vor und 30 min nach der Zugabe von
Gulonolacton.

Tierart Ascorbinsiure Gesamtascorbinsiure | Dehydroascorbin-
(ng/g) (ng/g) sdure (ug/g)

Aiptasia sp.

0 min 49,22 57,63 8,41

Aiptasia sp.

30 min 72,78 86,40 13,63

3.3 Enzymtest

Vertreter verschiedener Gruppen der wirbellosen Tiere wurden auf die Fahigkeit, Ascor-
binsdure zu synthetisieren, liberpriift. Dafiir wurde die Aktivitéit eines Enzyms getestet,
das den letzten Schritt zur Ascorbinsdure katalysiert. Dieser Test wurde in vitro an dem
Gewebehomogenat der ausgewdhlten Tiere durchgefiihrt. Es wurden zwei Vorstufen der
Ascorbinsdure: L-Gulolacton und L-Galactonolacton zum Homogenat gegeben. Ein akti-
ves Enzym fiihrte zur Umsetzung der Vorstufen und damit zu einem Anstieg der Ascor-

binsdurekonzentration des Gewebehomogenats (Abb. 3.3).

Erste Vorversuche, bei denen L-Gulonolacton und L-Galactonolacton auf Gewebehomo-
genat des Chilopoden Lithobius forficatus gegeben wurde, zeigten keine Zunahme der

Konzentration der L-Ascorbinsdure. Gewebe von der Glasrose Aiptasia sp. wurde mit L-
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Abb. 3.3: Chromatogramm der HPLC-Messung des Gewebehomogenats von

Alcyonium digitatum mit L-Gulonolacton. Links direkt nach der Zugabe von
L-Gulonolacton und rechts 80 min nach der Zugabe von L-Gulonolacton.

AN

Gulonolacton versetzt und die anfiangliche Konzentration der L-Ascorbinsdure von 49,22

ng/ stieg nach 30 min auf 72,78 pg/g an.

Als weiterer Vertreter der Anthozoa wurde die Wachsrose Anemonia sulcata iiberpriift.
Ein Teil der FuBlscheibe von A. sulcata zeigte nach Zugabe von L-Gulonolacton einen An-
stieg der Konzentration an L-Ascorbinsdure von 101,5 pg/g nach 30 min auf 113,61 pg/g.
Die Gegenprobe mit Pufferlosung anstelle von L-Gulonolacton zeigte keinen Anstieg der

Konzentration.

3.3.1 Enzymtest an Sagartiogeton undatus

Ein weiterer Vertreter der Anthozoa sollte auf die Synthesefahigkeit der Ascorbinsiure
getestet und dabei die Konzentration der Ascorbinsdure iiber einen lingeren Zeitraum
betrachtet werden. Dazu wurde die Schlammrose S. undatus auf die Fahigkeit tiberpriift,
Ascorbinsdure aus der Vorstufe L-Gulonolacton zu synthetisieren. Es wurde das Gewebe

eines Individuum in vitro iber einen Zeitraum von 60 min untersucht.
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Abbildung 3.4: Enzymtest an Gewebe von Sagartiogeton undatus. Es wurde
das Substrat Gulonolacton eingesetzt und die Verdnderung der Konzentration der
Ascorbinsdure iiber einen Zeitraum von 60 min liberpriift. Die Reaktion wurde bei
4 °C untersucht und die Stichprobengrdf3e lag bei n=1.

Nach der Zugabe von L-Gulonolacton zu Gewebehomogenat der Schlammrose S. unda-
tus konnte ein Anstieg der Anfangskonzentration der Ascorbinsdure von 83,26 nug/g auf
96,72 ng/g nach 40 min gemessen werden. Danach war der Anstieg nur noch sehr flach

bis auf eine Ascorbinsidurekonzentration von 97,31 pug/g nach 60 min (n=1, Abb. 3.4).

3.3.2 Enzymtest an Metridium senile

Als eine weitere Vertreterin der Anthozoa sollte die Seenelke Metridium senile iiber einen
Zeitraum von 60 min betrachtet werden. Zusitzlich sollte M. senile auf L-Galactonolac-
ton getestet werden. L-Galactonolacton ist eine Vorstufe der Ascorbinsédure, die neben
L-Gulonolacton von dem Enzym Gulonolacton-Oxidase der Wirbeltiere umsetzt werden

kann.



3 ERGEBNISSE 41

100 ~
—¢— Metridium senile plus
Galactonolacton
95 4
—&— Metridium senile plus
Gulonolacton

90 1
—~ 85
o
=)
2
o q
2 \I
[=
=
S
o
g \/_/
< 75 ./

’ \\0\

65 \

60 T T T

0 20 40 60 80

Zeit (min)

Abb. 3.5: Enzymtest an Gewebe von Metridium senile. Es wurden die Substrate

Gulonolacton (blau) und Galactonolacton (griin) eingesetzt und die Verdnderungen

der Konzentration der Ascorbinsdure iiber einen Zeitraum von 60 min iiberpriift.

Die Reaktion wurde bei 4 °C untersucht und die jeweilige Stichprobengrof3e lag

bei n=1.
Gewebehomogenat der Seenelke M. wurde auf die Synthesefdhigkeit fiir Ascorbinsdure
untersucht. Diese wurde mit den Vorstufen der Ascorbinsdure L-Gulonolacton und L-Ga-
lactonolacton durchgefiihrt. Die Konzentration der Ascorbinsdure im Homogenat jeweils

eines Individuums wurde sofort und nach 20, 40 und 60 min gemessen.

Wurde die Vorstufe L-Gulonolacton zu dem Gewebehomogenat von M. senile gegeben,
so konnte ein Anstieg der Ascorbinsdurekonzentration innerhalb der ersten 40 min beob-
achtet werden. Der Wert zu Beginn der Messreihe mit 73,12 pg/g stieg innerhalb von 40
min auf 80,15 pg/g Ascorbinsdure an. Nach 60 min sank die Ascorbinsdurekonzentration
wieder auf 78,79 ug/g ab (n=1, Abb. 3.5 blaue Kurve).

Nachdem die Vorstufe L-Galactonolacton dem Gewebehomogenat von M. senile zuge-

geben worden war, konnte eine Anfangskonzentration der Ascorbinsdure von 81,58 pg/g
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gemessen werden. Dieser Wert fiel nach 20 min relativ steil auf 68,79 pg/g Ascorbinsdure
ab. Der weitere Verlauf der Konzentration der Ascorbinsdure war ein flacherer Riickgang

der Konzentration bis auf 63,39 pg/g nach 60 min (n=1, Abb. 3.5, griine Kurve).

3.3.3 Enzymtest an Alcyonium digitatum

Die bisherigen Enzymtests fanden bei 4 °C statt. Um die optimale Temperatur der En-
zymreaktion zu ermitteln, wurde Gewebe der Weichkoralle Alcyonium digitatum bei 10
und 20 °C iiber einen Zeitraum von 100 min nach Zugabe von L-Gulonolacton betrachtet.
Bei der Temperatur von 10 °C und 20 °C sank die Ascorbinsdurekonzentration innerhalb

von 60 min auf 0 pg/g. Es wurde jeweils nur eine Messreihe fiir beide Reaktionstempe-

raturen durchgefiihrt.
20
—il— Alcyonium digitatum plus
* Gulonolacton +20°C
18 —=— Alcyonium digitatum plus
\ Gulonolacton +10°C

A
R
A

Ascorbinsaure (ug/g)

0 20 40 60 80 100 120
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Abb. 3.6: Einfluss der Temperatur auf den Enzymtest. Beispiel der Verdnderung
der Konzentration der Ascorbinsidure im Gewebe von Alcyonium digitatum nach
Zugeben von Gulonolacton iiber einen Zeitraum von 100 min. Der dunkelblauen
Kurve lag eine Reaktionstemperatur von 20 °C und der hellblauen Kurve von 4 °C
zugrunde. Die jeweilige Stichprobengrofie betrug n=1.
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Bei 10 °C betrug die anfingliche Konzentration der Ascorbinsdure 12,53 pg/g und sank
innerhalb von 20 min steil auf 5,39 pg/g ab. Im weiteren Verlauf sank die Konzentration
flacher bis zum Stand von 0 pg/g nach 60 min ab (Abb. 3.6, hellblaue Kurve). Bei einer
Temperatur von 20 °C sank die Anfangskonzentration der Ascorbinsdure von 18,53 pg/g
auf 4,65 pg/g nach 20 min und fiel dann flacher bis auf 0 pg/g nach 60 min ab. Der Wert
von 1,32 ng/g Ascorbinsdure nach 80 min liegt wenig tiber der Nachweisgrenze und sollte
deshalb vernachlissigt werden (Abb. 3.6, dunkelblaue Kurve).

Die Zunahme der Ascorbinsidurekonzentration nach Zugabe von L-Gulonolacton zum Ge-
webehomogenat, die bei verschiedenen Vertretern der Anthozoa beobachtet wurde, sollte
statistisch liberpriift werden. Dafiir sollte die Weichkoralle 4. digitatum exemplarisch

auf die Ascorbinsduresynthese getestet werden. Es wurde die Substrate L-Gulonolacton,

200

—a4— Alcyonium digitatum
ohne Substrat

180 —— Alcyonium digitatum -

plus Galactonolacton
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Abb. 3.7: Enzymtest an Gewebe von Alcyonium digitatum. Es wurden nach
Zugeben der Substrate Gulonolacton (blau), Galactonolacton (griin) und Puffer A
(rot) die Verdanderungen der Konzentration der Ascorbinséure iiber einen Zeitraum
von 60 min iiberpriift. Die Reaktion wurde bei 4 °C untersucht und die jeweilige
Stichprobengrofie lag bei n=6.
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L-Galactonolacton und Pufferldsung als Gegenprobe verwendet. Die jeweilige Stichpro-
bengrofe betrug sechs. Es wurde Gewebe aus unterschiedlichen Kolonien von A. digita-
tum entnommen und die Konzentration der Ascorbinsdure {iber einen Zeitraum von 120

min betrachtet.

Die Gegenprobe wurde mit Pufferlosung anstelle einer der Vorstufen durchgefiihrt. Die
anfangliche Konzentration von 21,09 + 6,30 pg/g Ascorbinsdure im Homogenat von A.
digitatum sank kontinuierlich auf einen Wert von 8,05 + 5,29 pg/g nach 120 min (n=6,
Abb. 3.7, rote Kurve).

Nach der Zugabe des Substrats L-Galactonolacton zum Gewebehomogenat sank die An-
fangskonzentration der Ascorbinsdure von 27,58 + 14,97 ug/g stetig bis auf einen Wert
von 16,32 + 10,34 pg/g nach 120 min ab (n=6, Abb. 3.7, griilne Kurve).

Wurde das Substrat L-Gulonolacton zum Homogenat von A. digitatum gegeben, so stieg
die anfingliche Ascorbinsdurekonzentration von 43,58 + 42,46 pg/g kontinuierlich bis
auf 146,37 + 51,47 pg/g nach 80 min etwa linear an. Nach 100 min sank die Ascorbinsiu-

Alcyonium digitatum plus Gulonolacton
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Abb. 3.8: Box & Wiskerplot der Konzentration der Ascorbinsiure im Enzymtest von Gewebe von
Alcyonium digitatum zum Zeitpunkt 0 min und 60 min. Das kleine Késtchen in der Mitte zeigt den
Mittelwert, das grofle Kdstchen den Standartfehler und die Antennen die Standartabweichung.Es
Der statistische Test ist eine nichtparametrische Klustal-Wallis-Anova. Der Anstieg der konzent-
ration von 0 min auf 60 min ist signifikant. Die Stichprobengrof3e betrug n=6 (p< 0,005).
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rekonzentration auf 137,88 + 37,30 ng/g und blieb mit 140,04 + 51,47 pg/g nach 120 min
etwa auf gleich hoher Konzentration (n=6, Abb. 3.7, blaue Kurve).

Um die Signifikanz des Anstiegs der Konzentration der Ascorbinsédure nach Zugabe von

L-Gulonolacton statistisch zu testen, wurde der Konzentrationswert zum Zeitpunkt null
mit 43,58 £ 42,46 pg/g und nach 60 min mit dem Wert von 131,47 + 41,62 verglichen. Es

wurde ein nichtparametrisches Verfahren in Form einer Kruskal-Wallis—Anova gewéhlt.

Dabei ergab sich ein signifikanter Unterschied der Konzentration zu den Zeitpunkten 0
min und 60 min (p < 0,005; n=6). Die Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis dieser Auswer-

tung mit der Darstellung von Box and Wiskerplots.

Erythroascorbinsaure

/Ascorbinséure
/1

1

N
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Abb. 3.9: Chromatogramm von
Thuiaria thuja. Der Ascorbinsdurepeak
mit der Retentionszeit von 5,6 min
schlieBt direkt an einen sehr groflen
Peak der Erythroascorbinsdure mit der
Retentionszeit von 5,4 min an. Erst
nach mehreren Versuchen gelang eine
gute Trennung der beiden Peaks wie in
dieser Abbildung.

3.3.4 Enzymtest an Thuiaria thuja
Mit dem Flaschenbiirsten-Polyp Thuiaria thu-

ja sollte ein Vertreter einer weiteren Gruppe der
Cnidaria auf die Fahigkeit der Ascorbinsduresyn-
these iiberpriift werden. Da nur wenige Kolonien
dieser Hydrozoen zur Verfligung standen, konnte
nur eine Messreihe mit dem Substrat L-Gulono-
lacton durchgefiihrt werden. Der Zeitraum des
Enzymtests betrug 80 min. Ein weiteres Problem
lag darin, dass die Konzentration der Erythroas-
corbinsdure (Abb. 3.9) sehr hoch war und es nur
bei einer guten Trennung zu keiner Uberlagerung

des Ascorbinsdurepeaks kam.

In Abbildung 3.10 ist zu sehen, dass die Anfangs-
konzentration der Ascorbinsdure von 43,32 ug/g
auf 102,18 ng/g bis zur 40. Versuchsminute etwa
linear anstieg. Danach war der Anstieg der Mess-
reihe etwas flacher bis zu einer Ascorbinsdurekon-

zentration von 125,42 ng/g nach 100 min (n=1).

3.3.5 Enzymtest an Chondrosia reniformis

Die Gruppe der Porifera wird als urspriinglichste
Gruppe der Metazoen angesehen. Mit dem mari-
nen Schwamm Chondrosia reniformis wurde ein
Vertreter dieser Gruppe auf die Synthesefdhigkeit
fiir Ascorbinsdure getestet. Diese Synthesefdhig-
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Abb. 3.10: Enzymtest an Gewebe von Thuiaria thuja. Es wurde das Substrat
Gulonolacton eingesetzt und die Verdnderung der Konzentration der Ascorbinsdure
iiber einen Zeitraum von 100 min {iberpriift. Die Reaktion wurde bei 4 °C unter-
sucht und die Stichprobengrdfie lag bei n=1.

keit bei C. reniformis wurde mit den Ascorbinsdure-Vorstufen L-Galactonolacton und
L-Gulonolacton tiberpriift. Das zur Verfiigung stehende Material von C. reniformis war
begrenzt und so konnten jeweils nur drei Messreihen fiir jedes Substrat iiber einen Zeit-

raum von 120 min durchgefiihrt werden.

Nach der Zugabe von L-Galactonolacton zum Gewebehomogenat von C. reniformis wur-
de ein leichter Abfall der Ascorbinsdurekonzentration von anfanglich 36,52 = 17,57 pg/g
auf 29,94 + 15,69 ng/g nach 20 min gemessen. Danach stieg der Wert der Ascorbinsdure-
konzentration leicht auf 37,62 + 12,67 pug/g nach 80 min an und blieb mit 37,01 + 12,97
ng/g nach 120 min weiterhin etwa auf der Hohe dieser Konzentration (n=3, Abb. 3.11,

griine Kurve).



3 ERGEBNISSE 47

100
—— Chondrosia reniformis plus
| Galactonolacton
90
80 - —&— Chondrosia reniformis plus
Gulonolacton

70 E
5 60
Eo)
3 —
: I
a 50 e
0
[= —
g _
3
@ 40 T

: B

i -/./

10

O T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)

Abb. 3.11: Enzymtest an Gewebe von Chondrosia reniformis. Es wurden die
Substrate 1-Gulonolacton (blau) und L-Galactonolacton (griin) eingesetzt und die
Verdnderungen in der Konzentration der Ascorbinsdure iiber einen Zeitraum von
120 min iiberpriift. Die Reaktion wurde bei 4 °C untersucht und die jeweilige
Stichprobengrofle lag bei n=3.

Wurde L-Gulonolacton zu dem Gewebehomogenat von C. reniformis gegeben, so stieg
die Anfangskonzentration der Ascorbinsdure von 20,00 £18,44 nug/g kontinuierlich bis
auf 38,15 £ 16,95 pg/g nach 60 min an. Es folgte bis 100 min ein flacherer Anstieg der
Ascorbinsdurekonzentration bis auf 43,93 + 17,53 pg/g und schlieBlich wieder ein etwas
steilerer Anstieg auf 52,10 + 19,94 pg/g nach 120 min (n=3, Abb. 3.11, blaue Kurve).

3.3.6 Enzymtest an Ciona intestinalis
Die Seescheide Ciona intestinalis wurde auf die Fahigkeit Ascorbinsdure zu syntheti-
sieren getestet. Dazu wurden die Substrate L-Galactonolacton und L-Gulonolacton auf

Gewebehomogenat gegeben. Die Konzentration der Ascorbinsdure wurde innerhalb eines
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Abb. 3.12: Enzymtest an Ciona intestinalis. Es wurden die Substrat Gulonolacton
(blau)und Galactonolacton (griin) eingesetztund die Veranderung der Konzentration
der Ascorbinsdure iiber einen Zeitraum von 120 min iiberpriift. Die Reaktion wur-
de bei 4 °C untersucht und die jeweilige Stichprobengrofe lag bei n=3. Zusétzlich
wurde der Einfluss der Temperatur auf den Enzymtest nach Zugeben von
Gulonolacton untersucht. Der dunkelblauen Kurve lag eine Reaktionstemperatur
von 20 °C zugrunde. Hier betrug die Stichprobengrofe n=3.

Zeitraums von 80 min untersucht. Neben Versuchen bei der Reaktionstemperatur von 4

°C wurden weitere Enzymtests bei 20 °C durchgefiihrt.

Wurde L-Galactonolacton zu dem Gewebehomogenat von C. intestinalis gegeben, so sank
die anfiangliche Konzentration der Ascorbinsdure von 148,88 ng/g kontinuierlich bis auf
91,64 ng/g nach 80 min ab (Abb. 3.12). Dieser Enzymtest wurde bei 4 °C durchgefiihrt.
Nach der Zugabe von L-Gulonolacton zu dem Homogenat des Gewebes von C. intesti-
nalis sank die Konzentration der Ascorbinsdure von anfanglichen 135,30 pg/g auf 91,68
ng/g nach 80 min kontinuierlich, ab (Abb. 3.12).
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Bei der Erhohung der Reaktionstemperatur auf 20 °C kam es zu einem rapiden Abfall der
Ascorbinsdurekonzentration. Wurde L-Gulonolacton auf das Gewebehomogenat von C.
intestinalis gegeben fiel nach 20 min die Anfangskonzentration der Ascorbinsdure von
132,24 + 18,13 pg/g auf etwa die Hélfte mit 67,66 + 12,86 ng/g ab. Bis 60 min sank der
Wert weniger steil auf 30,98 + 7,96 ng/g und war mit 29,74 + 12,74 pg/g nach 80 min
etwa auf gleich bleibender Ascorbinsdurekonzentration (Abb. 3.12, n=3).

3.3.7 Enzymtest an Branchiostoma lanceolatum

Mit dem Lanzettfischchen Branchiostoma lanceolatum sollte ein weiterer Vertreter der
Chordata auf die Synthese der Ascorbinsdure iiberpriift werden. Die Zugabe von L-Gulo-
nolacton flihrte zu einem kontinuierlichen Anstieg der Ascorbinsdurekonzentration von
anfanglichen 32,40 + 40,25 pg/g auf 125,08 + 19,49 pg/g nach 20 min. Danach stieg die

Ascorbinsdurekonzentration in einem flacheren Verlauf auf 190,93 + 37,00 pg/g nach
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Abb. 3.13: Der Test auf die Aktivitit eines Ascorbinsdure-Produzierenden Enzyms
des Lanzettfischchens Branchiostoma lanceolatum. Nach der Zugabe von L-
Gulonolacton. Die Stichprobengrdsse lag bei n=5.
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80 min an (Abb. 3.13). Es wurde ein weibliches Tier untersucht, das mit Eiern angefiillt

war. Die StichprobengrdoBe lag bei n=5.
3.4 Erythroascorbinsaure

3.4.1 Absicherung der Messung der Erythroascorbinsiure mit Hilfe der Messung an

Saccharomyzes cerevisiae

Die Zugabe von L-Gulonolacton fiihrte bei C. intestinalis nicht zur Erhéhung der As-
corbinsdurekonzentration (siche 3.3.5, Abb. 3.11 ). Jedoch stieg die Konzentration einer
anderen Substanz, von der angenommen wurde, dass es sich um die zur L-Ascorbinséu-
re analoge C-Form die p-Erythroascorbinsdure handelt. Die Erythroascorbinsdure hatte
eine Retentionszeit (Rt) von 5,2 min bei der HPLC-Messung. Dagegen durch die Zugabe
eines inneren Standarts die Rt der L-Ascorbinsdure mit 5,4 ermittelt werden (Abb. 3.14,
Mitte). Die Rt von d-Isoascorbinsdure lag ebenfalls bei 5,4 min (Abb. 3.14, links) und
eine Mischung der beiden stereoisomeren Formen der Ascorbinsdure ergab nur einen kla-
ren Paek (Abb 3.14 rechts). Unter den Bedingungen der HPLC-Messung der vorliegen-
den Arbeit liesen sich diese beiden Substanzen nicht trennen. Die p-Erythroascorbinsdure

konnte nicht mit einem inneren Standart {iberpriift werden, weil sie nicht als Reinsubstanz

Ascorbinsdure +
Isoascorbinsaure

Isoascorbinsaure

Erythroascorbinsaure
Ascorbinsdure

Erythroascorbinsdure

- —V

Abb. 3.14: Das linke und das mittlere Chromatogramm zeigen jeweils eine Messung von
Saccharomyzes cerevisiae 60 min nach der Zugabe von Galactonolacton. Links wurde p-
Isoascorbinsdure und in der Mitte L-Ascorbinsdure als innerer Standart dazugegeben. Rechts
ist eine Mischung aus D-Isoascorbinsdure und L-Ascorbinsdure ohne biologische Matrix mit
der gleichen Retentionszeit zu sehen.
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erhédltlich war. Die Untersuchung von Bickerhefe Saccharomyzes cerevisiae erbrachte
nach der Zugabe von L-Galactonolacton oder L-Gulonolacton eine Produktion der ge-
suchten Substanz mit der Rt von 5,2 min. Das Enzym Arabinono-1,4-lacton-Oxidase von
S. cerevisiae soll aus L-Gulonolacton die p-Isoascorbinsdure produzieren (Abb. 4.1). Da
mit dem inneren Standart gezeigt wurde, dass es sich nicht um p-Isoascorbinsdure han-
delt, wurde angenommen, dass diese Substanz p-Erythroascorbinséure ist, die ebenfalls
von S. cerevisiae produziert wird (Abb. 4.1). In dieser Arbeit wird die Substanz mit der Rt
von 5,2 min als p-Erythroascorbinsdure bezeichnet. Die Konzentrationsangaben beziehen
sich auf die Eichkurve der L-Ascorbinsdure, weil p-Erythroascorbinséure nicht als Rein-

stoff fiir eine Eichung vorlag.

Bei S. cerevisiae wurde keine Ascorbinsdure gefunden. Auch konnte zu Anfang keine p-

Erythroascorbinsdure gemessen werden. Die Bickerhefe wurde vor dem Versuch bei 4 °C

600

—o— Hefe plus Galactonolacton
550 Erythroascorbinsaure

—&— Hefe plus Gulonolacton //
500 Erythroascorbinsaure
400 /
e
300 /:\iy—_/
o]
200 / /
150 / /
100 / /

50
OM T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zeit (min)

Errythrosacorbinsaure (ug/g)

Abb. 3.15: Enzymtest an Saccharomyzes cerevisiae. Die Umsetzung der
Substrate r-Galactonolacton (griin) und r-Gulonolacton (blau) erfolgte zur
Erythroascorbinséure. Beide Versuche wurden bei 20 °C durchgefiihrt. Die
Stichprobengrofle betrug n=1.
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aufbewahrt und die Zellen befanden sich in keinem aktiven Zustand. Wurde das Substrat
L-Galactonolacton oder L-Gulonolacton zu der in Pufferlosung homogenisierten Hefe ge-

geben, so wurden beide Vorstufen in die p-Erythroascorbinsdure umgewandelt.

Nach Zugabe von L-Galactonolacton kam es im Anschluss an eine kurze Anlaufphase zu
einem raschen Anstieg der Konzentration an p-Erythroascorbinsdure. Die Konzentration
der p-Erythroascorbinsédure stiegt von anfanglich 0 pg/g bis auf 546,2 ng/g (berechnet auf
Ascorbinsédure) an. Auch die Zugabe von L-Gulonolacton fiihrte von einer Konzentrati-
on von 0 pg/g der p-Erythroascorbinséure nach einem anfénglich raschen Anstieg, einer
Phase mit gleich hoher Konzentration der p-Erythroascorbinsédure von 40 bis 80 min und
schlieBlich einen Anstieg bis auf 496,34 ng/g (berechnet auf Ascorbinsdure) nach 160
min (Abb. 3.15). Beide Versuche wurden bei 20 °C durchgefiihrt.

3.4.2 Messung der Erythroascorbinsiure bei Vertretern der Cnidaria

Nicht nur beim Enzymtest an Gewebe von C. infestinalis kam es zu einem Anstieg der
D-Erythroascorbinséure. Auch bei A. digitatum (Anthozoa, Hexacorallia) konnte nach
dem Zusatz von L-Galactonolacton oder L-Gulonolacton ein Ansteigen dieser Substanz
beobachtet werden. 7. thuja zeigte eine hohe Konzentration der p-Erythroascorbinsidure
(Rt=5,2, Abb. 3.8) und diese stieg nach Zugabe von L-Gulonolacton leicht an.

Die Konzentration der p-Erythroascorbinsidure von Alcyonium digitatum stieg nach der
Zugabe von L-Galactonolacton von einem anfianglichen Wert von 0 pg/g leicht auf 10,33
ng/g (berechnet auf Ascorbinsdure) nach 120 min an (Abb. 3.16, griine Kurve). Die Stich-

probengrofie betrug in diesem Fall n=1.

Das Zugeben von L-Gulonolacton zum Gewebehomogenat von A. digitatum fithrte zum
Ansteigen der Konzentration der b-Erythroascorbinsdure anfanglich 0 pg/gauf 19,48 pug/g
nach 20 min. Danach blieb die Konzentration trotz leichter Schwankung ungeféahr gleich,
und lag nach 120 min auf 25,0 pg/g (berechnet auf Ascorbinsdure). Auch hier liegt nur

eine Messreihe (n=1) vor (Abb.: 3.16, blaue Kurve mit kleinen Kéistchen).

Bei dem Enzymtest von 7. thuja mit L-Gulonolacton als Substrat lag die anfangliche Kon-
zentration der p-Erythroascorbinsdure mit 164,82 ng/g fast viermal so hoch wie der An-
fangswert der Ascorbinsdure. Die Konzentration der p-Erythroascorbinsiure stieg aber
langsamer an als die Ascorbinsdurekonzentration. Nach 120 min lag die Konzentration
bei 184,94 ng/g p-Erythroascorbinséure (berechnet auf Ascorbinsdure) (Abb. 3.16, blaue
Kurve mit groBen Késtchen). Der Verlauf der Ascorbinsdurekonzentration ist unter (Abb.

3.10) beschrieben worden.
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Abb. 3.16: Enzymtest der Umsetzung der Substrate r-Galactonolacton (griin)
und L-Gulonolacton (blau) zu Erythroascorbinsdure. Die Kurve mit den gro3en
Vierecken zeigt den Verlauf von Thuiaria thuja (100 min) und die beiden anderen
den von Alcyonium digitatum (120 min). Alle Versuche wurden bei 4 °C durchge-
fiihrt. Die jeweilige Stichprobengrofle betrug n=1.

3.4.3 Einfluss der Temperatur auf die Konzentration der Erythroascorbinsiure

Der Einfluss der Temperatur auf die Konzentration der p-Erythroascorbinsédure wurde am
Beispiel der Seescheide C. intestinalis bei den Temperaturen 4 °C und 20 °C gemessen.
Beide Reaktionstemperaturen fiihrten zur Zunahme der Konzentration an p-Erythroas-
corbinsdure. Bei 4 °C stieg nach Zugabe von L-Gulonolacton auf Homogenat von C.
intestinalis die Konzentration der p-Erythroascorbinsidure von anfanglichen 13,70 &+ 1,57
ng/g auf 22,65 + 3,40 ug/g nach 60 min. Danach erhohte sich die Konzentration nur
noch unwesentlich auf 22,88 + 2,70 png/g nach 80 min (n=3, Abb. 3.17, blau). Wurde L-
Gulonolacton bei 20 °C zu dem Gewebehomogenat gegeben, stieg die Konzentration der

D-Erythroascorbinsdure von anfanglichen 27,57 &+ 2,75 pg/g kontinuierlich bis auf einen
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Abb. 3.17: Umsetzung des Substrats L-Gulonolacton zu Erythroascorbinsédure. Die
dunkelblaue Kurve mit den groen Kéistchen wurde bei 20 °C (n=3) und die blaue
mit den kleinen Késtchen bei 4 °C (n=5) gemessen.

Wert von 47,83 + 0,81ug/g (berechnet auf Ascorbinsdure) nach 80 min an (n=6, Abb.
3.17, dunkelblau mit groBen Késtchen).

Wurden die Werte der Anfangskonzentration (0 min) der Erythroascorbinsdure von 27,57
+ 2,75 pg/g und die Konzentration nach 60 min mit 44,43 + 3,34ug/g statistisch getestet,
so ergab sich ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,002, n=5) zwischen den Werten
fiir diesen Zeitpunkt. Es wurde damit ein signifikanter Anstieg der Erythroascorbinsdure
gemessen. Ein nichtparametrischer Test in Form einer Kruskal-Wallis-ANOVA wurde zur

Berechnung angewendet. Die Stichprobengrof3e war n=5 (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Box & Wiskerplot der Konzentration der Erythroascorbinsdure im Enzymtest von
Gewebe von Ciona intestinalis zum Zeitpunkt 0 min und 60 min. Das kleine Késtchen in
der Mitte zeigt den Mittelwert, das grofle Késtchen den Standartfehler und die Antennen die
Standartabweichung. Der statistische Test ist eine nichtparametrische Klustal-Wallis-Anova.
Der Anstieg der Konzentration von 0 min auf 60 min war signifikant. Die Stichprobengrof3e
war n=5 (p < 0,002).

3.5 Histochemischer Nachweis der Gulonolacton-Oxidase

Mit einer histochemischen Methode wurden die beiden Vertreter der Anthozoa A4. digi-
tatum und M. senile auf ein Gulonolacton oxidierendes Enzym iiberpriift. Dazu wurde

neben der Ascorbinsiure-Vorstufe L-Gulonolacton auch L-Galactonolacton verwendet.

3.5.1 Histochemischer Nachweis der GLO bei Metridium senile

Von der Seenelke M. senile (Cnidaria, Anthozoa, Hexacorallia) wurden mit einem Kryo-
mikrotom Querschnitte angefertigt. Nach der Inkubation mit L-Gulonolacton als Substrat
zeigte sich eine starke Farbreaktion (Abb. 3.19, links). Wurden die Schnitte mit L-Galac-

tonolacton inkubiert, fiel diese Farbreaktion nur sehr schwach aus (Abb .3.19, rechts).

In der Abbildung 3.19 rechts ist bei 10-facher VergroBBerung gut zu sehen, dass sich nur
ein bestimmter Gewebetyp anfiarbt. Mit 40-facher VergroBerung ist in der Abbildung 3.20
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Abb. 3.19: Ein Querschnitt von Metridium senile. Mit einem histochemischen Nachweis
wurde das Enzym angefarbt, welches L-Gulonolacton zur Ascorbinsdure umwandelt. Links:
Mit L-Gulonolacton inkubiert, tritt eine starke Farbung des Gastroderm auf. Rechts: Mit -
Galactonolacton blieb diese Reaktion aus. Vergroferung 10x.

Abb. 3.20: VergroBerter Ausschnitt aus einem Querschnitts von Metridium senile.
Histochemischer Nachweis des Enzyms, das den Schritt vom L-Gulonolacton zur Ascorbinséure
katalysiert. Links wurde mit L-Gulonolacton inkubiert. Zu sehen ist eine starke Farbreaktion
in den Zellen der Gastrodermis (Pfeile). In der Mitte wurde mit Galactonolacton inkubiert,
was eine leichte Farbreaktion in den Gastrodermzellen verursachte (Pfeile). Rechts wurde
kein Substrat eingesetzt, ohne Farbreaktion. VergroBBerung 40 x.
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ein Ausschnitt aus dem Bereich mit starker Farbreaktion zu sehen, um den Gewebetyp
deutlicher darstellen zu konnen. Die angefarbten Zellen konnten der Gastrodermis zuge-
ordnet werden (Abb. 3.20, links). Ein Enzym, das die Reaktion von L-Gulonolacton zur
Ascorbinsdure katalysiert befindet sich bei M. senile in der Gastrodermis, die damit als
Ort der Ascorbinsdure-Synthese lokalisiert werden konnte. In der Mitte der Abbildung
3.20 ist zum Vergleich ein Ausschnitt dieser Region zu sehen, der mit L-Galactonolacton
inkubiert wurde. Rechts wurde kein Substrat verwendet.

3.5.2 Histochemischer Nachweis der GLO bei Alcyonium digitatum

Von der Weichkoralle A. digitatum wurden ebenfalls mit einem Kryomikrotom Quer-
schnitte erstellt. Nach der Inkubation mit L-Gulonolacton zeigte sich eine deutliche Far-
breaktion (Abb. 3.21, links) Mit L-Galactonolacton inkubiert war keine Farbreaktion zu
sehen (Abb. 3.21, Mitte). Die Gegenprobe ohne Substrat zeigte ebenfalls keine Farbreak-
tion (Abb. 3.21, rechts).

Abb. 3.21: Querschnitt von Alcyonium digitatum. Nachweis des Enzyms, das die Vorstufe -
Gulonolacton zur Ascorbinsdure umwandelt. Links wurde mit L-Gulonolacton inkubiert, star-
ke Farbreaktion. In der Mitte wurde mit 1-Galactonolacton inkubiert leichte Farbreaktion in
den Gastrodermzellen (Pfeile). Rechts wurde kein Substrat eingesetzt, durch Kontraktion des
Polypen wirkt der abgebildeten Bereich dunkle, es lag keine Farbreaktion vor. Vergréflerung
40 x.
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3.6 Elektronenmikroskopie

Im Gewebe der Weichkoralle A. digitatum konnte iiber die Methode der Transmissions-

Elektronenmikroskopie keine Endosymbionten im Gewebe der Tiere nachgewiesen wer-

den. Es fanden sich keine Zellen, die auBerhalb des Zellverbandes lagen und die typi-

Abb. 3.22: TEM-Aufnahme eines Querschnitts
des Ectoderm von Alcyonium digitatum.
D = Driisenzelle, K= Zellkern, Mf= Myo-
fibrillen, Mg = Mesogloea.

sche Form von Bakterien oder einzellige
Algen, mit Chloroplasten, zu entdecken
(Abb. 3.22).

3.7 Molekulare Daten
Vom DOE Joint Genome Institute (JGI,

Kalifornien) wurde das komplette Ge-
nom der Seescheide C. infestinalis se-
quenziert. Die Daten aus dieser Untersu-
chung stehen auf der Internetseite (http:/J]
fenome.jgi-psf.org/cional) des Instituts zur

Verfiigung. In der EST von C. intestinalis

wurde eine Sequenz mit der Bezeichnung
ci0100132519 gefunden, die eine Uber-
einstimmung von 47 % mit der Amino-
sduresequenz der Gulonolacton-Oxidase
(GLO) der Katzenhai Scyliorhinus to-
razame aufwies. Anhand dieser cDNA
ci0100132519 wurden fiir die vorliegen-
de Arbeit zwei verschiedene Oligonu-
cleotid-Primer Paare entwickelt. Diese

Primer sollten jeweils ein Stiick von dem

Exon 4 bis Exon 7 und von dem Exon 7 bis Exon 10 amplifizieren. Beide Sequenzen

konnten bei C. intestinalis von der Insel Helgoland wieder gefunden werden (siche An-

hang: Abb. 7.2 und 7.3, Tab. 3.3). Von 18 weiteren Deuterostomiern konnte nur bei einer

weiteren Tunicate, bei Clavelina lepardiformis mit dem ersten Primerpaar ein Stiick von

etwa einem Drittel der entsprechende Sequenz wieder gefunden werden (siche Anhang:

Abb. 7.4, Tab. 3.3).


http://genome.jgi-psf.org/ciona/
http://genome.jgi-psf.org/ciona/
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Tab. 3.3: Mit den Primerpaaren gewonnene Sequenzen von Ciona intestinalis und Clavelina
lepardiformis (beide von der Insel Helgoland) mit der Angabe der Linge und der Ubereinstimmung
mit der cDNA ¢i0100132519 vom JGI

Sequenz / Tierart Linge in Basenpaare Ubereinstimmung mit
¢i0100132519 (in %)

Exon 4-7 / 923 62,1
Ciona intestinalis

Exon 7-10/ 902 48,9
Ciona intestinalis

Exon 4-7/ 360 45,6
Clavelina lepardiformis

Mit Hilfe einer BLAST-Suche konnte in den Daten des Ciona savignyi-Genom-Projekts
des Whitehead Institut (http://www.broad.mit.edu/annotation/cional) ein der cDNA ¢i0100132519
entsprechendes Sequenzstiick identifiziert werden, das mit der umgerechneten Aminoséu-

rensequenz zu 63 % iibereinstimmt. In der Abbildung 3.23 wurden die Aminosiure-Se-
quenzen der GLO von S. torazame mit der cDNA ¢i0100132519 und dem entsprechenden
Stiick von C. savignyi verglichen. Die Ubereinstimmung der Aminosiurensequenzen von
S. torazame mit C. intestinalis liegt bei 47 %. Die Aminosdurensequenzen von S. foraza-

me und C. savignyi stimmen zu 41 % iiberein.

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115
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C. intestinalis TIARNRTRRL KLVKN-NWFK DIIIGHHLLE FCLWIATFFS SIVPLITSVF FK-FCYEGSS ECIDRSDKIF NIDCLFKQYV TEWAIPRRHT AIVLREMKNW IENNPDCKIH FPVEVREVQK

C. savignyi TVQRNRTKVI AVPQKESWFK DMFIGYHMIQ FCLWIATFIP SITPFLTSIF FKIFVFLGFS ESIERSDKVF NINCLFKQYV TEWAVPKQNA VLVLRKMYKW LSDHPSVKVH FPVEVRFVQK
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C. intestinalis DNIMMAPSCE QDVTYIGIIS YR-PYGKLVP HDKWFTFYEN LALKYGGRPH WAKDHKVN-- SQTFQQIYPN FNKFMKLRSE LDPDNLFLNE YWKRILK
C. savignyi DNIMMSPSCD QDVVYIGIIS YRRPYGKFVP HAEWFTFFED LMLRFG-RPH WAKDHKVQVK SAQFQKLYSN YHKFLSIRQQ LDPDNLFLNA YWKRIL-
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Abb. 3.23: Vergleich der Aminosduresequenz des Gulonolacton Oxidase-Gens von dem
Katzenhai Scyliorhinus torazame mitder cDNA ci0100132519 von Ciona intestinalis. Das dritte
Gen von Ciona savigny ist hypothetisch durch einen Vergleich mit der cDNA ¢i0100132519


http://www.broad.mit.edu/annotation/ciona/
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Ciona intestinalis ¢i0100132519

1 5544
156 129 183 99 123 180 150 99 102 120 791
482 139342 268 906 376 371253275

Ciona savigny hypothetisches Gen (dhnlich ci0100132519)
132 180 99126 171 16899 105 123
B ? =
382 432167260 494 166 323 696

Abb. 3.24: Vergleich der cDNA ¢i0100132519 von Ciona intes-
tinalis und einer entsprechenden Sequenz von Ciona savignyi.
Die Zahlen sind die Basenpaare, die Exon-Bereiche sind mit ro-
ten Késten angedeutet, die schwarzen Striche sind die die Introns
und blau ist ein Tailed End.

Die BLAST-Suche in verschiedenen Datenbanken ergab keine weiteren Treffer. Auch aus
der vollstindig entschliisselten Erbinformation der beiden wirbellosen Tieren Caenor-
habditis elegans und Drosophila melanogaster konnte zu dem GLO-Gen keine korres-

pondierenden Sequenzen gefunden werden.

Der Vergleich der Exon- und Intronbereiche der cDNA ¢i0100132519 und dem entspre-
chendem Stiick von C. savignyi zeigt, dass beide eine sehr hohe Ubereinstimmung in der
Struktur, wie die Anzahl und Lénge der Exone aufweisen (Abb. 3.24). Das erste Exon von

C. savignyi liegt in einem Bereich, der derzeit noch nicht sequenziert worden ist.

3.8 Phylogenetische Analyse

Von den Vertebraten wurden bisher nur Vertreter der Gruppe der Craniota auf die Fahig-
keit der Ascorbinsduresynthese untersucht. Die Untersuchung von Petromyzon marinus
zeigte, dass basale Vertretern der Craniota in der Lage sind Ascorbinsdure zu synthetisie-
ren (Moreau & DaBrowskl 1998). Die Frage, ob die Eigenschaft Ascorbinsdure zu syn-
thetisieren ein urspriingliches Merkmal der Vertebraten ist, wurde mit der vorliegenden
Arbeit geklart.

3.8.1 Einordnung der biochemischen Daten

Der positiven biochemische Nachweis bei Branchiostoma lanceolatum konnte gezei-
gen (3.3.6, Abb. 3.13), dass die Synthesefdhigkeit ein Merkmal der Acrania, der ur-
spriinglichsten Gruppe der Vertebrata ist. Jedoch bleibt offen, ob dieses Merkmal bei der
Schwestergruppe der Chordata, den Tunicata vorhanden ist (Abb. 3.25). Der Enzymtest
an C. intestinalis fihrte zu einem negativen Ergebnis.



3 ERGEBNISSE 61

Chordata

Vertebrata

Tunicata ( ?
unicata (?) Acrania (+) Craniota (+/-)

(7)

Abb.3.25: StammbaumderChordata. Ein+bedeutetdieAnwesenheitderAscorbinsduresynthese.
Ein — weist die Abwesenheit der Ascorbinsduresynthese und ein ? auf einen ungeklirten
Zustand hin.

Metazoa
Epitheliozoa
Eumetazoa
Acrosomata
Porifera (+) Placozoa (?) Cnidaria (+) Ctenophora (?) Bilateria (+/-)

Fahigkeit der Ascorbinsduresynthese

Abb.3.26: StammbaumderMetazoa. Ein+bedeutetdieAnwesenheitder Ascorbinsduresynthese.
Ein — weist die Abwesenheit der Ascorbinsiduresynthese und ein ? auf einen ungeklérten
Zustand hin. Das Kistchen deutet die Apomorphie der Fihigkeit Ascorbinsdure zu syntheti-
sieren an.
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Die positiven Ergebnisse der biochemischen Untersuchung bei verschiedenen Nesseltie-

ren und einem Schwamm konnten zeigen, dass die Fahigkeit der Ascorbinsduresynthese
ein Merkmal dieser basalen Gruppen der Metazoa ist (Abb. 3.26). Auch wenn die Grup-

pen Ctenophora und Placozoa noch nicht auf diese Eigenschaft iiberpriift worden sind,

kann die Synthese als grundsitzliches Merkmal der Metazoa angesehen werden.

3.8.2 Einordnung der molekularen Daten

Mit der Neighbor-Joining Methode wurde eine Verwandtschaftsanalyse der Nukleotid-Se-

quenzen der GLO-Genen von Wirbeltieren und von zwei Ciona-Arten durchgefiihrt. Da-

Ciona intestinalis 1186 bp

100

Ciona savignyi 1186 bp

Scyliorhinus torazame 1186 bp

Gallus gallus 1186 bp

Mus musculus 1186 bp

100

100

Rattus norvegicus 1186 bp

89

Bos taurus 1186 bp

100

Sus scrofa 1186 bp

Abb. 3.27: Verwandtschaftsdiagramm der Chordata,
erstellt an der Nucleotid-Sequenz einiger Chordata.
Es wurden 1186 Basen fiir den Vergleich herange-
zogen. Die Zahlen in den Gabelungen stellen die
Bootstrap-Werte dar.

bei bilden die Sédugetiere ein Cluster,
das sich in Rattus norvegicus und Mus
musculus zum einen und in Bos taurus
und Sus scrofa zum anderen unterteilt.
Dazu kam von den Végeln Gallus gal-
lus als gut begriindete Schwestergrup-
pe heraus. Der Katzenhai S. forazame
stand dazu als Schwestergruppe und
zu allen anderen C. intestinalis und
C. savignyi als ein gut begriindetes
Cluster. Das Ergebnis dieser Analyse
entspricht den bisherigen Verwandt-
schaftshypothesen der Chordata (Abb.
3.27, Ax 2001). Dieses Beispiel zeigt,
dass mit molekularen Daten die Evo-
lution der GLO gut rekonstruiert wer-

den kann.



