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1. Einleitung

Tierisches Leben, wie wir es heute kennen, ist in sehr hohem Ausmaf
an das Vorhandensein von Sauerstoff gebunden. Unter Beteiligung von
atmospharischem Sauerstoff konnen die mit der Nahrung aufgenomme-
nen Kohlenstoffverbindungen weitgehend oxidiert und damit energetisch
optimal verwertet werden. Die Evolution sauerstoffverbrauchender
Mechanismen wurde erst moglich, nachdem durch die griinen Pflanzen
mittels Reduktion von CO, dieses Gas in groflem Ausmafl gebildet
worden war. An die Stelle der reduzierenden Uratmosphire ist damit eine
oxidierende Atmosphire getreten. Dennoch ist bei wahrscheinlich allen
Arten die Fahigkeit zur anaeroben Energiegewinnung erhalten geblieben,
wenn auch oft nur auf der Ebene einzelner Zellen und Gewebe. Zahlreiche
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Vertreter aus systematisch verschiedenen Tiergruppen haben dariiber
hinaus die Fahigkeit zur Anaerobiose nicht nur beibehalten, sondern in
Anpassung an ihre Lebensriume und wohl auch im Zuge der
ErschlieBung neuer Biotope weiter ausgebaut. Aber nicht nur ein
Absinken der Sauerstofftension des umgebenden Mediums unter die
Nutzungsschwelle kann Ursache fiir Anaerobiose (bzw. Hypoxybiose)
sein. Auch Anpassung an andere Umweltparameter oder unzureichende
Sauerstoff-Versorgungsstrukturen im Organismus (vor allem bei hoher
Belastung) kénnen dazu fiihren.

In dieser Arbeit soll an Hand einiger Beispiele gezeigt werden,
welche okologischen und physiologischen Gegebenheiten bei Evertebra-
ten Anaerobioseadaptationen bedingen. Daran anschlieffend werden die
Mechanismen anaerober Energiegewinnung besprochen.

2. Beispiele fiir die 6kologische Einnischung fakultativer Anaerobier

Bei der Milchsduregirung, der ,klassischen, vor allem am
Vertebratenmuskel untersuchten Form anaeroben Stoffwechsels werden
nur 2 Mol ATP pro Mol Glucose anstelle der aerob maoglichen 36 Mol
gewonnen. Fast alle im Folgenden zitierte Arten weichen jedoch von
diesem Schema ab. Statt dessen, oder zumindest zusitzlich, werden
andere, weiterreichende Stoffwechselwege beschritten. Es ist jedoch fiir
keine Metazoenart wirklich eindeutig bewiesen, daff auch alle Entwick-
lungsstadien — und damit der gesamte Lebenszyklus — rein anaerob
ablaufen konnen (s. z. B. SMITH, 1969). Am ehesten konnte dies noch fiir
jene mikroskopisch kleinen Arten gelten, welche in den sauerstofffreien,
schwefelwasserstoffhiltigen marinen Sedimenten leben. Hier lassen
okologische Untersuchungen weitestgehende Anaerobioseadaptationen
vermuten (s. z. B. FENCHEL, 1969, 1970; FENCHEL u. RIEDL, 1970).

Auch die Schlammbewohner stehender oder trige fliefender
Sufigewisser sind sehr oft mit mangelndem Sauerstoffgehalt des sie
umgebenden Mediums konfrontiert (Bivalvia: GADE u. Mitarb., 1976;
Oligochaeta: SCHOTTLER, 1975 u. 1976; HOFFMANN u. Mitarb., 1979;
sieche auch BEADLE, 1961; LINDEMANN, 1942, und SCHIEMER u. Mitarb.,
1968). Wie auch im ihnlichen Biotop beheimatete Chironomidenlarven
(WILPS u. ZEBE, 1976) konnen sie eine mehrtiagige Abwesenheit von
Sauerstoff iiberleben.

Ahnliches gilt fiir Bewohner mariner Gezeitenzonen und astatischer
Stilgewidsser. Bei Niedrigwasser oder Austrocknung ist ihnen aus
Grinden des Verdunstungsschutzes die Aufnahme von Sauerstoff nicht
oder nur in sehr eingeschrinktem Umfang moglich (Anneliden: ZEBE,
1975; SCHOTTLER, 1978 u. 1980; Mollusken: KUHNELT, 1938;
MEENAKSHI, 1956, 1958 u. 1964, die letzten beiden Arbeiten zit. nach
NoOPP, 1974; BAYNE, 1971; COLEMAN u. TRUEMAN, 1971; DE ZWAAN
u. ZANDEE, 1972 b; KLUYTMANS u. Mitarb., 1975 u. 1977; BAYNE u.
LIVINGSTONE, 1977, und WIDDOWS u. Mitarb., 1979. Weitere einschl-
gige Untersuchungen iiber Prosobranchier und Basommatophorass. z. B.



Zum anaeroben Energiestoffwechsel von Evertebraten 3

BRAND u. Mitarb., 1950; FUSSER u. KRUGER, 1951; BRAND u.
MEHLMANN, 1953; JONES, 1961, und VANDER KOLK, 1976, oder in einer
Ubersicht bet NOPP, 1974). Wasserschnecken ausgetrockneter Tiimpel
zeigen Aestivationsperioden, wie sie auch fiir Landschnecken beschrieben
werden (s. u.). Koniginnen von Macrotermes sp. (Termitide) sind auf
Grund des geringen Sauerstoffgehaltes ihrer Kammer zumindest teilweise
zu anaerobem Stoffwechsel gezwungen (BORDEREAU, 1976). Auch fur
uiberwinternde Kifer und einige Chelizeraten wurde eine betrichtliche
Anaerobiosefihigkeit nachgewiesen (MASSARO, 1970; CONRADI-LAR-
SEN u. SOMME, 1973; SOMME, 1974; FALKOWSKY, 1974, und PRESTWICH
u. ING, 1982).

Fiir aestivierende Landpulmonaten wurde schon von HESSE (1910)
eine, zumindest partielle, Anaerobiosekapazitit angenommen. Die
okologische Bedeutung dieser durch respiratorische Messungen
(SCHMIDT-NILSEN u. Mitarb., 1974; KRATOCHWIL, 1976) und den
Nachweis offensichtlich anaerob gebildeter Endprodukte (VAN DER
KOLK, 1976; VOGEL, 1983) weitgehend gesicherten Leistung liegt
vermutlich primir im mit dem Aussetzen der Atmung verringerten
Wasserverlust. Etwa derart, daf in der Mittagshitze jeder (aktive)
Gasaustausch vermieden wird und die kiihleren und feuchteren
Nachtstunden zur Erholungsatmung ausgeniitzt werden kénnen. Auch
fir im Boden iiberwinternde Arten i1st (vor allem zur Zeit der
Schneeschmelze und der damit verbundenen Uberflutung) eine gewisse
Anaeroberesistenz von Bedeutung (WIESER, 1981).

Im feucht-kithlen Klima des atlanto-mediterranen Gebietes ohne
Winterschlaf iiberdauernde Helixarten, z. B. H. aspersa, schrinken ihre
Atmung stark ein und dtzen mit Hilfe der gebildeten Kohlensiure tiefe
Locher in die Kalkfelsen, auf welchen sie sitzen (KUHNELT, 1932).

Auf eine Besonderheit zur Anaerobiose fihiger Mollusken sei hier
besonders hingewiesen: Wihrend bei vielen von ihnen anaerobe Stadien
durch die Umweltbedingungen erzwungen werden, z. B. durch die
drohende Austrocknung bei Ebbe, sind andere dazu fihig, unabhingig
davon aerobe oder anaerobe Zustinde herzustellen. Dies gilt z. B. von
kalkitzenden Muscheln (z. B. Lithodomus, Petricola, Gastrochaena
usw.), die anaerob erzeugte Kohlensiure und organische Siuren (z. B.
Bernsteinsdure) zur Kalkatzung abscheiden, aber auch von Schnecken,
die Schalenteile, welche das weitere Wachstum hindern konnen, auf
anaerobem Wege wegitzen (z. B. Murex) (KUHNELT, 1938).

Vorwiegend in den sauerstoffarmen bis weitgehend sauerstofffreien
(SMITH, 1969) Darm- und Gallengingen von Vertebraten lebende
Parasiten sind eine der am besten untersuchten Tiergruppen (Untersu-
chungen an Cestoden: AGOSIN u. REPETTO, 1964; SAZ u. Mitarb., 1972;
KOEHLER u. HASELMANN, 1974; WATTS u. FAIRBAIRN, 1974; MOON u.
Mitarb., 1977 a u. 1977 b; Trematoden: KOEHLER u. STAME, 1972;
KRUGER u. Mitarb., 1978, und Nematoden: BUEDING, 1949; FAIRBAIRN,
1954; BUEDING u. FARROW, 1956; KMETEC u. BUEDING, 1961 u. 1965;
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REW u. SATZ, 1974; HARPUR u. JACKSON, 1975). Bei Endoparasiten
eroffnet das Auftreten von vom Wirtsorganismus abweichenden Stoff-
wechselwegen eventuell therapeutische Moglichkeiten bei der Wurm-
bekimpfung (AGOSIN u. REPETTO, 1965).

Wie beim extrem belasteten Vertebratenmuskel ist auch bei vielen
schnellschwimmenden Mollusken (Cephalopoden, Bivalvia) die ausrei-
chende Versorgung mit Sauerstoff nicht immer méglich. An Stelle der
Milchsauregirung wurden bei Mollusken jedoch auch andere Reaktions-
mechanismen gefunden (s. u.).

Auf die Situation bei Vertebraten kann hier nicht eingegangen
werden. Es soll jedoch nicht unerwihnt bleiben, daf} auch hier iiber die
Lactatgirung hinausgehende Mechanismen gefunden wurden. Als
Beispiel seien nur zwei neuere Untersuchungen an Fischen erwihnt
(THILLART u. Mitarb., 1982, und WAARDE u. Mitarb., 1982), in
denen auch die aktuelle Literatur, die Vertebratenanaerobiose betreffend,
angefiihrt ist.

3. Mechanismen der anaeroben Bildung von End- bzw. Zwischen-
produkten

Aufgabe des Sauerstoffs im aeroben Stoffwechsel ist es, die
(weitgehend) vollstindige Oxidation der Nahrungsstoffe zu erméglichen.
Sauerstoffmolekiile fungieren dabei als terminale Elektronenakzeptoren.
Die Redoxbilanz kann so durch Reoxidation der beim oxidativen
Nihrstoffabbau reduzierten Cosubstrate (vorwiegend NAD*) ausgegli-
chen werden. Dienen an Stelle von Sauerstoff in der Zelle gebildete
organische Molekiile (oder Molekiilteile) als terminale Elektronenakzep-
toren, so ist die Oxidation der Nahrung nur bis zu einer weitaus
geringeren Stufe moglich und dementsprechend die Energieausbeute um
zirka eine Zehnerpotenz niedriger. Dennoch wird dieser Weg von
zah]reichen Arten, zumindest fakultativ, beschritten.

Was sind nun die Eigenschaften, die von solchen Stoffwechselwegen
zu erwarten sind?

a) Die Redoxbilanz mufl in allen Fillen ausgeglichen sein (d. h.
reduziertes NAD* muf} reoxidiert werden).

b) Die Energieausbeute sollte moglichst groff sein (wie beschrieben,
liegt sie dennoch in allen Fillen deutlich unter der aerob
erreichbaren).

c) Akkumulierende Endprodukte sollten moglichst ungiftig sein, vor
allem, wenn deren Ausscheidung unmoglich oder zumindest
undkonomisch ist.

d) Bei fakultativen Anaerobiern wire zu erwarten, dafl die
angehduften Metaboliten bei neuerlichem Vorhandensein von
Sauerstoff leicht weiter abgebaut oder erneut zu Speichersubstan-
zen synthetisiert werden konnen.
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Abb. 1: Die Reoxidation von glycolytisch gebildetem NADH unter aeroben (nach links) und
anaeroben (nach rechts) Bedingungen.

War es noch Anfang der siebziger Jahre méglich, unter Summierung
der bekannten Daten Schemata mit dem Anspruch weitgehend allgemei-
ner Giiltigkeit zu entwerfen, so scheint dies zur Zeit ausgeschlossen zu
sein. Zu unterschiedlich sind die inzwischen erhobenen Befunde. Nicht
nur systematisch nahestehende Arten, auch verschiedene Gewebe ein und
derselben Art zeigen oft betrachtliche Divergenz ihrer Adaptationsme-
chanismen (z. B. Mantel und Adductormuskel von Mytilus, LIVING-
STONE u. BAYNE, 1977). Dariiber hinaus wurden auch von der Form der
Anaerobioseadaptation abhingige Unterschiede (z. B. zwischen luftexpo-
nierten und im O,-freien Seewasser inkubierten Mytilus, KLUYTMANS
u. Mitarb., 1977; ZUBURG u. KLUYTMANS, 1980; in N, oder in normaler
Atmosphire aestivierende Helix, VOGEL, 1983) sowie deutliche jahres-
zeitliche Schwankungen gefunden (Mytzlus bildet unter Anaerobiose im
Sommer hauptsichlich Propionat, im Winter keines, KLUYTMANS u.
Mitarb., 1980).

Wenn auch aus den genannten Griinden kein allgemeingiiltiges
Anaerobioseschema abgeleitet werden kann, so zeigen sich doch gewisse
Gesetzmifligkeiten. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber den
Stand der Untersuchungen gegeben werden — wenngleich dies nur
streiflichtartig und auf Teilkomplexe bezogen maglich 1st.

Bis zur Stufe des Phosphoenolpyruvat (PEP) stimmen die postulier-
ten Wege anaeroben Kohlenhydratabbaus, sieht man von Hinweisen auf
eine quantitativ allerdings unbedeutende Beteiligung des Pentosephos-
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phatzyklus bei Echinococcus ab (AGOSIN u. REPETTO, 1965), mit der
Reakuonsfolge der klassischen Glycolyse iiberein. Die Reaktion von
Phosphoenolpyruvat, um das (in Richtung Abbau) zwei Enzyme
konkurrieren, konnte eine der Schaltstellen von aeroben zum anaeroben
Metabolismus sein. Ausgehend vom PEP wird entweder — der klassischen
Glycolyse folgend — Pyruvat gebildet oder, und diese Moglichkeit scheint
bei fakultativen Anaerobiern im grofleren Ausmaf verwirklicht zu sein, es
erfolgt die Carboxylierung zu Oxalacetat.

31. Lactat

Bei der Milchsduregirung, wie sie vor allem ber Vertebratenmuskeln
untersucht wurde, wird anaerob im letzten, von der Lactatdehydrogenase
(LDH) katalysierten Schritt das vorher verbrauchte NAD* regeneriert.
Lactat wird bei Abwesenheit von Sauerstoff angereichert. Steht O, erneut
zur Verfiigung, so kann Lactat iiber Pyruvat weiter abgebaut werden
(Abb. 1). Bei den daraufhin untersuchten Evertebraten wurde aufler einer
(in vielen Fillen allerdings kaum aktiven) L-LDH auch die fir die
stereoisomere D-Form spezifische D-LDH gefunden. Auch wurde die
Bildung oft sehr grofler Mengen D-Lactat nachgewiesen (bei Chironomi-
denlarven: WILPS u. ZEBE, 1976; Araneae: PRESTWICH u. ING, 1982;
Cardinm: GADE, 1980; MEINARDUS u. GADE, 1981; Nereis: SCHOTT-
LER, 1978; Helix: WIESER u. WRIGHT, 1978; VOGEL, 1983).

Der biologische Nutzen im Auftreten beider Stereoisomere liegt
moglicherweise in einer erweiterten Regulationsmoglichkeit durch das (in
Richtung Pyruvat gegebene) Vorliegen zweier Substrate.

Kaum LDH und dementsprechend auch nur eine sehr geringe
Lactatanreicherung zeigen z. B. Tubifex (SCHOTTLER u. SCHROFF, 1976)
und Mytilus (DE ZWAAN u. ZANDEE, 1972).

Sowohl LDH als auch Octopindehydrogenase (ODH, s. u.) liegen in
Form unterschiedlicher Isoenzyme vor. Ahnlich den Verhiltnissen bei
der LDH von Vertebraten konnten bei Sepia beide Enzyme mit
kinetischer Priferenz in Richtung Pyruvat (entspr. dem H-Typ der
Vertebraten-LDH) und in Richtung Lactat bzw. Octopin (entspr.
M-Typ) gefunden werden (STOREY, 1977). Der Autor untersuchte auch
die gewebsspezifische Verteilung und fand ein der Vertebraten-LDH
analoges Enzymmuster. Weitere Untersuchungen ergaben, dafi es
zwischen beiden Enzymen kaum zur Konkurrenz kommt. In Muskelge-
weben ubertrifft die Aktivitit der (M-Typ) ODH jene der M-Typ) LDH
bei weitem. Dementsprechend werden auch im Gegensatz zu Octopin
nur geringe Mengen Lactat gebildet. In den ,aeroben“ Geweben wie
Herz, Hepatopankreas und Gehirn liegen beide Dehydrogenasen (als
H-Typ) vor. Die Substrate sind hier jedoch fiir beide Enzyme
verschieden, Octopin bzw. Lactat. Beide Enzyme erginzen einander bei
der Bildung von Pyruvat.

WIESER und WRIGHT (1978) fanden bei Helix pomatia Hinweise auf
das Vorliegen von 5 Isoenzymen einer D-Lactat spezifischen Dehydro-



Zum anaeroben Energiestoffwechsel von Evertebraten 7

enase. Ebenfalls 5 Isoenzyme mit gewebsspezifischer Verteilung wurden
%ei Biomphalaria glabrata (einer Lungenschnecke) gefunden (NARANG,
1974). Der Autor nimmt fiir Biomphalaria die Existenz zweier
[soenzymmonomeren mit nach dem Zufallsprinzip ablaufender Tetrame-
renbildung an.

3.2. Octopin (N-2-[D-1-Carboxyethyl]-L-Arginin)

Bei Cephalopoden, aber auch bei zahlreichen anderen Mollusken
wird Lactat ganz oder teilweise durch Octopin ersetzt (Nautilus:
HOCHACHKA u. Mitarb., 1976; Sepia: STOREY, 1977; STOREY u.
STOREY, 1979; Loligo: GRIESHABER u. GADE, 1976; Plactopecten: DE
ZWAAN u. Mitarb., 1980; LIVINGSTONE u. Mitarb., 1981; Pecten:
GRIESHABER u. GADE, 1977; GADE u. Mitarb., 1978; BALDWIN u. OPIE,
1978; Cardium: GADE u. ZEBE, 1973; GADE, 1975 u. 1980; GADE u.
GRIESHABER, 1976). Octopindehydrogenasen wurden ferner fiir Mytzlus,
Anodonta, Unio und Dreissena nachgewiesen (GADE u. ZEBE, 1973; DE
ZWAAN u. Mitarb., 1982).

Keine Octopinbildung bzw. keine Octopindehydrogenaseaktivitit
wurde bei Limaria fragilis (BALDWIN u. LEE, 1979) und be1 Mya arenaria
(GABE u. ZEBE, 1973) gefunden.

Octopindehydrogenase (ODH) oxidiert wie LDH NADH zu
NAD* und vermag dadurch ebenso die Redoxbilanz auszugleichen.
Arginin kondensiert dabei mit Pyruvat zu Octopin (s. Abb. 2).

Untersuchungen am partiell gereinigten Enzym aus Pecten maximus
zeigen eine relativ eingeschriankte Substratspezifitit des Enzyms (Voraus-
setzung ist eine —NH;) und eine Guanidingruppe bei einem der
Reaktionspartner, im Falle der Ketosiure ist mehr Spielraum gegeben.

NH
ANH2 -y CH3CCOOH
HN=C | 2 + %0 + NADH + H*
NH(CH,)3 CHCOOH o)
CH;GHCOOH
iNm e 2 NH +  NAD' + H,0
“NH(CH,)3CHOOH

Abb. 2: Die Bildung von Octopin: Arginin + Pyruvat + NADH + H*— Octopin + NAD*
+ H,0.
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Die Reaktion ist frei reversibel (THOAI u. ROBIN, 1959 u. 1961; ROBIN u.
THOAI, 1961). Bemerkenswert ist die Enzymaktivitit, sie tibersteigt bei
Loligo das Sechsfache der Glyzerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase
und das 365fache der hier allerdings kaum aktiven LDH (GRIESHABER u.
GADE, 1976).

Octopinsynthese tritt meist bei Arten mit spontan sehr hohem
Energieverbrauch auf (Flucht, Verfolgung). Hier scheint ein schon von
THOAI und ROBIN (1959) vermuteter Zusammenhang zwischen anae-
rober Glycolyse und Phosphagenverbrauch zu bestehen. Das bei
Muskelarbeit aus Argininphosphat (dem Phosphagen der Mollusken)
freiwerdende Arginin wirkt fir den Organismus giftig, wihrend das
Kondensationsprodukt mit Pyruvat, Octopin auch in hoheren Konzen-
trationen keinerlei storenden Einfluf} auf das Stoffwechselgeschehen hat
(BOWLUS u. SOMERO, 1979).

Bei Buccinum undatum (KOORMANN u. GRIESHABER, 1980) sowie
bei einigen anderen daraufhin untersuchten Arten wird ATP bei
anaerober Muskelaktivitit durch synchron verlaufende Substratketten-
Phosphorylierung und Phospho-L-Argininspaltung regeneriert. Nur bei
den sehr ,schnell“ fliichtenden Pecten maximus (GADE u. Mitarb., 1978)
und Clamys sp. (GRIESHABER, 1978) tritt eine Octopinanreicherung (und
ein damit verbundener Argininabbau) erst mit Beginn der Erholungs-
phase ein, was fir einen kurzfristig vor allem auf Phosphagenabbau
angewiesenen Energiestoffwechsel bei den genannten Arbeiten spricht.
Bei Cardium edule wird nicht nur nach Muskelarbeit, sondern auch nach
langerer Inkubation in O,-freiem Seewasser (unter anderem) eine
Anreicherung von Octopin und Arginin, verbunden mit einer fast
volligen Erschopfung der Phosphagenreserven, gefunden (MEINARDUS
u. GADE, 1981).

Auch fiir die schwimmende Placopecten konnte die Abnahme von
Phosphoarginin sowie eine damit verbundene Zunahme der Octopinkon-
zentration gezeigt werden (LIVINGSTONE u. Mitarb., 1981). Bei daraufhin
untersuchten Individuen von Helix aspersa wurde keinerlei Octopin-
dehydrogenaseaktivitit gefunden (unpubl. zit. bei WIESER u. WRIGHT,
1978).

33. Alanopin, Strombin und Ornithin

Octopindehydrogenase, ein ausfiihrlich untersuchtes und charakteri-
siertes Enzym (s. 0.), ist nicht die einzige die Bildung einer Iminosiure
katalysierende Dehydrogenase, welche bei Invertebraten die Lactatdehy-
drogenase zu ersetzen vermag. Die Reaktion:

Pyruvat + Aminosiure + NADH + H* — Iminosiure-
+ NAD* + H,O

wird auch von Alanopindehydrogenase bzw. Strombindehydro-
genase katalysiert.
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Pyruvat + Alanin + NADH + H* — Alanopin  (2,2-Iminopro-
pionsaure + NAD* + H,O

Pyruvat + Glycin + NADH + H* — Strombin (2-Methyliminodi-
Essigsaure) + NAD* + H,O

Leider ist die Enzymnomenklatur hier noch sehr unsicher. Ein die
reduktive Kondensation von Alanin mit Pyruvat katalysierendes Enzym
wurde zum ersten Mal im Muskelgewebe von Crassostrea gigas (FIELDS,
1976) festgestellt. Dieses als Alanopindehydrogenase bezeichnete Enzym
zeigt eine breite Substratspezifitat. Es katalysiert neben der Kondensation
mit Alanin auch jene mit Glycin, und zwar mit teilweise noch groflerer
Aktivitat. Das von PLAXTON u. STOREY (1982) aus Littorina littorea
isolierte Enzym hingegen ist streng spezifisch (auch in bezug auf die
sterische Konfiguration). Andere Amino- bzw. Ketosiuren werden

wesentlich langsamer umgesetzt und/oder zeigen einen unphysiologisch
hohen K -Wert.

Gleiches gilt fur die Alanopindehydrogenase aus Busycotypus
canaliculatum (PLAXON u. STOREY, 1982 b). Mittlerweile werden von
den meisten Autoren Enzyme vom Typ der Auster, welche vor allem
Glycin als Substrat akzeptieren, als Strombindehydrogenase bezeichnet
(DE ZWAAN u. ZUBURG, 1981; DANDO u. Mitarb., 1981; DANDO, 1981;
alle zit. nach PLAXTON u. STOREY, 1982 a).

Die Produkte beider Reaktionen, Alanopin und Strombin, werden,
wie auch fiir Octopin gezeigt, bevorzugt unter anaeroben Bedingungen
gebildet (COLLICUT u. HOCHACHKA, 1977; FIELDS, 1976; DEZWAAN u.
ZUBURG, 1981). Auch hier liegt die Bedeutung der Reaktion wahrschein-
lich im Ausgleich der glycolytischen Redoxbilanz.

Pulmonaten scheinen tiber einen anderen Mechanismus zu verfiigen,
iber welchen ebenfalls das bei der Phosphagenspaltung gebildete Arginin
umgewandelt und damit entgiftet werden kann. Bei kiinstlich induzierter
Anaerobiose (N,-Atmosphire) sinkt die Konzentration von Phosphorar-
ginin. Im Gegensatz zur erwarteten Konzentrationszunahme von Arginin
zeigt sich hier ebenfalls ein Konzentrationsriickgang (WIESER u.
PLATZER, 1983). Die Autoren konnten bei inaktiven Individuen eine, der
Summe von Arginin- und Argininphosphatverbrauch entsprechende
Ornithinbildung nachweisen. Auch das die Ornithinbildung (aus
Arginin) katalysierende Enzym, die Arginase, konnte mit hoher Aktivitit
nachgewiesen werden.

Arginase
Arginin — Ornithin + Harnstoff

Ornithin vermag demnach Octopin, soweit es sich um eine
Entgiftungsreaktion handelt, zu ersetzen. Wenn der freigesetzte Harn-
stoff jedoch als Ammoniakquelle fiir eine reduktive Aminierung dient,
wire auch eine Beteiligung am Ausgleich der Redoxbilanz denkbar.
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34. Aspartat

Bei Anneliden und Mollusken konnte zumindest fiir bestimmte
Gewebe neben dem Abbau von Kohlenhydrat auch eine Beteiligung von
Aspartat am anaeroben Energiestoffwechsel gezeigt werden (Arenicola:
ZEBE, 1975; FELDBECK, 1980; Nereis: SCHOTTLER, 1978; Crassostrea
(Herz): COLLICUT u. HOCHACHKA, 1977; Modiolus: BAGINSKY u.
PIERCE, 1978; Placopecten: DE ZWAAN u. Mitarb., 1980; Helix: VOGEL,
1983). Im Unterschied zu den iibrigen Aminosiuren, deren Konzentra-
tion beim Ubergang zu hypoxischen Bedingungen annihernd konstant
bleiben bzw. bei Alanin ansteigen, zeigt sich bei den genannten Arten ein
deutlicher Aspartatabbau. Die Frage nach dem Weg des Aspartatmolekiils
im Stoffwechsel mufd fiir Aminogruppen und Kohlenstoffskelett getrennt
beantwortet werden.

3.4.1. Das Kohlenstoffskelett von Aspartat

Fiir Aspartat wurde die Verkiirzung um ein Kohlenstoffatom (zu
Alanin) sowie die Umwandlung in Metaboliten des Citratzyklus gezeigt.
Die Bildung von Alanin aus Aspartat-Kohlenstoff lief} sich fiir Arenicola
(ZEBE, 1975; FELDBECK, 1980), Rangia (STOKES u. AWAPARA, 1968) und
— nicht ganz so deutlich - fiir Crassostrea (COLLICUT u. HOCHACHKA,
1977) mittels Radiotracing (14C-Aspartat) sowie indirekt bei Mytilus (DE
ZWAAN u. Mitarb., 1982, durch Blockieren der Glycolyse (mit Jodo-
Acetat) beweisen.

Aspartat konnte

a) nach der Transaminierung zu Oxalacetat iiber die PEPCK und die
PK verkiirzt und anschlieflend zu Alanin transaminiert werden,

b) nach der Bildung von Oxalacetat und Reduktion zu Malat
(Malatdehydrogenase — MDH) decarboxyliert und anschlieflend
transaminiert werden,

c) mittels Pyruvatcarboxylase verkiirzt und anschlielend ebenfalls
zu Alanin transaminiert werden.

Die Bildung von Metaboliten des Citratzyklus:

Aspartat kann, nach Abgabe der Aminogruppe als Oxalacetat zu
Malat reduziert, oder wie beschrieben (s. u.) und schematisch dargestellt
(Abb. 3), iiber den Purin-Nucleotid-Zyklus zu Fumarat reduziert und
dehydratisiert werden. Nach anaerober Inkubation mit 14C-Aspartat
findet sich der grofite Teil der Radioaktivitit (abgesehen von der bereits
erwihnten Markierung von Alanin) in Succinat (bzw. Propionat) und
teilweise auch in Malat. (Arenicola: ZEBE, 1975; FELDBECK, 1980;
Crassostrea: COLLICUT u. HOCHACHKA, 1977). Markiertes Malat tritt
nur nach kurzfristiger anaerober Inkubation auf und kommt daher wohl
nur als Zwischenprodukt in Frage (FELDBECK, 1980). Uber weitere
Reaktionen von Malat im Citratzyklus siehe Abschnitt 3.7.
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3.4.2. Der Weg der Aminogruppe von Aspartat

Der hiufig gefundenen Korrelation von Aspartat-Abnahme und
Alanin-Zunahme liegt, wenn man von den Fillen absieht, bei welchen die
Herkunft des Alanin-Kohlenstoffskelettes aus Aspartat nachgewiesen ist
(s. 0.), wahrscheinlich ein Transfer der Aminogruppe von Aspartat auf
Pyruvat zugrunde. Da ein Enzym, welches diese NH,-Gruppeniibertra-
gung direkt katalysiert nicht bekannt ist, werden mehrstufige Mechanis-
men diskutiert.

1. Die Abspaltung von Ammoniak aus Aspartat iiber den Purin-
Nucleotid-Zyklus (PN-Zyklus); die Bildung von Fumarat:

Alle am PN-Zyklus beteiligten Enzyme konnten in Helix aspersa
nachgewiesen werden (CAMPELL u. VORHABEN, 1979). Mytilus edulis
zeigt bei Hemmung der Adenylsuccinat-Synthetase mittels Hadacidin in
vitro keine Anderung bei der Alaninsynthese, eine nennenswerte
Beteiligung des PN-Zyklus scheint hier ausgeschlossen (DE ZWAAN u.
Mitarb., 1982). Fir die Bildung von Alanin aus Pyruvat hat DE ZWAAN
(1971, zit. nach ZUBURG u. DE ZWAAN, 1981) zwei Moglichkeiten
vorgeschlagen:

GDP:+P
GTP+ASPARTAT ——=" -> ADENOSYLSUCCINAT
2
\> FUMARAT
PN-ZYKLUS
r
INOSIN- . 3. ADENOSIN-
MONOPHOSPHAT <~/ MONOPHOSPHAT

NHz
Abb. 3: Der Purin-Nucleotid-Zyklus (PN-Zyklus).

Summe der Reaktionen:

Aspartat + GTP +H,0 — Fumarat + NH; + GDP + P,

Enzyme: Adenosylsuccinat (EC 6.3.4.4.) Reaktion 1
Adenosylosuccinatylase (EC4.3.2.2.) Reaktion 2
AMP-Deaminase (EC3.5.4.6.) Reaktion 3
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a) mit Alanindehydrogenase:
Glc-6-P + 2 NAD* — 2 Pyruvat + 2 NADH
2 NH; + 2 Pyruvat + 2 NADH — 2 Alanin + 2 NAD* + 2 H,O

b) mittels des Glutamat-Pyruvat-Transaminase/Glutamat-Dehy-
drogenase-Komplexes:

Glc-6-P + 2 NAD* — 2 Pyruvat + 2 NADH

2 Pyruvat + 2 Glutamat — 2 Alanin + 2 2-Ketoglutarat (2-KG)
2 NH; + 22 KG + 2 NADH — 2 Glutamat + 2 NAD* + H,0

Nettoreaktion in beiden Fillen:
2 NH; + Glc-6-P — 2 Alanin

Wie zu sehen ist, kann mit beiden Reaktionsfolgen die Redoxbilanz
der Glycolyse ausgeglichen werden. Die Triosephosphatbildung wurde
bei obigem Schema nicht beriicksichtigt. Bei darauthin untersuchten
Arten konnte, wenn auch mit geringer Aktivitit der Enzyme GTP und
(allerdings nicht bei allen) GDH, nicht jedoch ADH nachgewiesen
werden (Lit. zit. bei ZUBURG u. DE ZWAAN, 1981). LIVINGSTONE u.
Mitarb. (1979) sowie HENRY u. Mitarb. (1980) halten nach Untersuchun-
gen an Mytilus bzw. Rangia die Alanindehydrogenasereaktion fiir den
wichtigsten Ammoniakfixierungsmechanismus bei Bivalven. In beiden
Fillen war jedoch der Nachweis indirekt, und alternative Wege sind nicht
auszuschlieflen.

Bei Gastropoden werden geringe Aktivitait der GDH, bei Helix
aspersa fast ausschliefflich in den Mitochondrien lokalisiert, gefunden.
Die Enzymaktivitit bei Desaminierung betragt fir H. aspersa nur etwas
mehr als ein Zehntel der in Richtung Glutaminsynthese gemessenen und
macht eine Ammoniakfixierung auf diesem Weg unwahrscheinlich
(SOLLOCK u. Mitarb., 1979). Bei der gleichen Art konnten CAMPELL u.
VORHABEN (1979) mittels Zugabe von Glutamat (bzw. von Glutamin) bei
Mitochondrienpraparaten keine Erhohung des Sauerstoffverbrauches
induzieren, was bei Vorliegen von Desaminierungsreaktionen der Fall
sein sollte.

2. Ohne Abspaltung von NH;; Transaminierungsreaktionen: Hohe
Aktivititen beider (s. u.) Transaminasen wurden in Gastropoden
festgestellt (SOLLOCK u. Mitarb., 1979). Fir Mytilus nehmen DE ZWAAN
u. Mitarb. (1982) ausschliefllich Transaminierungsreaktionen an.

Aspartat + 2-Ketoglutarat — Oxalacetat + Glutamat (1)

Glutamat + Pyruvat — Alanin + Oxalacetat (2)

Netto: Aspartat + Pyruvat — Alanin + Oxalacetat

Enzyme: (1) Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

(2) Glutamat-Pyruvat-Transaminase

Wihrend ZEBE (1975) bet Arenicola keine nennenswerte Umwand-
lung von 14C-Glutamat fand, konnte FELDBECK (1980) mit 15N-
Aspartat eine Beteiligung von Glutamat-Stickstoff an der Alaninbildung
bei gleichzeitig konstantem Glutamatgehalt zeigen. Der bei den meisten
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Arten unverindert hohe Glutaminspiegel konnte als Pool fiir Transami-
nierungsreaktionen dienen. Wie Abb. 4 zeigt, kann die Kopplung von
Alaninbildung und Aspartatverbrauch (diese ist nicht streng stéchiome-
trisch, meist ubersteigt die Alaninbildung deutlich den Aspartatver-

brauch) auch (oder zusitzlich) iber den Ausgleich der Redoxbilanz
verlaufen.

[ 5 ALANIN
% MO, MALAT
1/2 GLC PYRUVAT
FUMARAT
NAD™ NADH
ADH
—ALANIN

/GPT
GLU

NAD+ GDH 2-KG

I NADH

Abb. 4: Reaktionen der Aminogruppe von Aspartat (hypothetisch).
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3.5. Alanin, andere Aminosiuren

Alanin ist, zumindest initial, ein unter Anaerobiose haufig gebildetes
Endprodukt (z. B.: Plathelminthen: MCMANUS u. JAMES, 1975;
Anneliden: FELDBECK, 1980; Mollusken: HOFFMANN u. Mitarb., 1979;
DE ZWAAN u. Mitarb., 1982; VOGEL, 1983). Die Bildung von Alanin an
Stelle von Lactat ist nicht mit hoherer Energieausbeute verbunden. Die
Aminosdure stort jedoch auch in hohen Konzentrationen kaum das
ibrige Stoffwechselgeschehen, wie anhand von Messungen der K., und
der Thermostabilitit an verschiedenen Enzymen gezeigt werden konnte
(BOWLUS u. SOMERO, 1979). Bei marinen Mollusken wurde Alaninbil-
dung auch als osmotischer Adaptationsmechanismus nachgewiesen
(BAGINSKY u. PIERCE, 1978; LIVINGSTONE u. Mitarb., 1979).

Wie Abb. 4 zu entnehmen ist, kann mittels Alaninbildung die
glycolytische Redoxbilanz nur dann ausgeglichen werden, wenn die
Reaktion unter Ammoniakfixierung (Alanin- oder Glutamatdehydro-
genasereaktion) verlauft. Wird Ammoniak erst bei Anaerobiose durch
oxidative Desaminierung gebildet, so ist die Gesamtreaktion (oxidative
Desaminierung und reduktive Aminierung) ihrerseits redoxbilanzmiflig
ausgeglichen, der in der Glycolyse gebildete NADH-Uberschuff bleibt
bestehen. Wird Ammoniak jedoch aus Aspartat iiber den PN-Zyklus
freigesetzt (Abb. 3), was von der NAD*/NADH-Bilanz her neutral, aber
mit Energieverbrauch verbunden ist, so kann die anschliefende reduktive
Aminierung von Pyruvat NAD* regenerieren.

Die Herkunft des Alanin-Kohlenstoffskelettes wurde, wie auch
Abb. 5 zeigt, sowohl aus Glucose (STOKES u. AWAPARA, 1968; ZEBE,
1975 u. a.) als auch aus Aspartat gefunden.

Fiir die Bildung der Aminogruppe ist eine Beteiligung von
Aspartatstickstoff gefunden worden (s. 3.4.2.). Die Herkunft der weiteren
Aminogruppen — der Aspartatabbau reicht bei weitem nicht aus—ist noch
ungewif}, zumal die Konzentration der meisten iibrigen Aminosiuren in
der Anaerobiosesituation annihernd konstant bleibt, was auch gegen
einen nennenswerten Abbau von Proteinen spricht.

Aufler der Abnahme von Aspartat sowie der Bildung von Alanin
(auch D-Alanin, FELDBECK, 1980) und von Iminosauren (s. 3.2. und 3.3.)
wurde noch bei einigen Arten eine Anderung der Glutamatkonzentration
gefunden (z. B. Mytilus: DE ZWAAN u. Mitarb., 1975; LIVINGSTONE u.
BAYNE, 1977; WIDDOWS u. Mitarb., 1979). Auch bei Arten mit
konstantem, meist hohem Glutamatgehalt zeigt sich (z. B. nach
Radiotracing mit 15N-Glutamat) eine hohe Umsatzrate der Aminosdure,
wahrscheinlich eine Folge reger Transaminasetitigkeit. Eine Zunahme
der Glutamatkonzentration ist so eher als eine Ausweitung des
Transaminierungspools denn als Bildung von Glutamat als einem
Endproduket des anaeroben Stoffwechsels zu interpretieren.
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3.6. Malat

Malat, nur in wenigen Fillen als Endprodukt anaeroben Stoffwech-
sels beschrieben (z. B. bei Spinnen, PRESTWICK u. ING, 1982), wird haufig
als ein Zwischenprodukt anaerober Succinat- bzw. Propionatbildung
angesehen. Durch Reduktion von Oxalacetat (oder durch Carboxylie-
rung von Pyruvat) gebildet, vermag Malat durch die Mitochondrienmem-
bran zu dringen, wo es durch die Enzyme des Citratzyklus weiter
abgebaut wird.

GLUCOSE
I
NADH PEPCK
PEP = OXA
PK
<<
NADH
MDH
NH3 GLU
GDH
GPT
2-
NADH | TRANSAMINASEN
ALANIN &23;&'{1%%-
AMINOSAUREN

L-= AL ANOPIN

Abb. 5: Die Bildung von Alanin, Herkunft des Kohlenstoffskelettes (ohne Beriicksichtigung
von Phosphorylierungsreaktionen). Erliuterungen im Text.
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Bei Evertebraten konnte die Herkunft von Malatmolekiilen (durch
Radiotracing mit 14C-Glucose, 14C-Aspartat bzw. durch Verbrauchs-
messungen) aus Glucose fiir fast alle untersuchten Arten und aus Aspartat
in einigen Fillen (s. 3.4. und 3.7.) gezeigt werden.

Geht man vom Kohlenstoffwechsel aus und zieht man die unter
anderem fiir Rangia cuneata (STOKES u. AWAPARA, 1968), Tubifex
(SCHOTTLER, 1974, zit. bei ZEBE, 1975) und Arenicola marina (ZEBE,
1975) mit 14 CO, nachgewiesenen Carboxylierungsreaktionen in
Betracht, so sind es zunichst 4 Reaktionen, die tiir den Ausbau der 4C-
Korper in Frage kommen.

a) Pyruvat + CO, + ATP  (CTP) + H,0 — Oxalacetat + ADP
(CDP) + Pi
Enzym: Pyruvatcarboxylase (PC)

b) PEP + CO; — Oxalacetat + Pi
Enzym: Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC)

¢) Pyruvat + NADPH + H* + CO, — Malat + NADP*
Enzym: Malat-Enzym (ME)

d) PEP + IDP (GDP) + CO, — Oxalacetat + ITP (GTP)
Enzym: Phosphoenolpyruvatkarboxykinase (PEPCK)

Die von der PC katalysierte Reaktion a ist wegen des damit
verbundenen ATP-Verbrauches in der energetisch problematischen
Anaerobiosesituation sehr unwahrscheinlich. Bei den meisten der
daraufhin untersuchten Arten konnte das Enzym auch nicht in
nennenswerter Menge nachgewiesen werden (Untersuchungen an Echi-
nococcus, AGOSIN u. REPETTO, 1965, und an Arenicola, WIENHAUSEN,
1976, zit. bei SCHOTTLER, 1980). Geringe PC-Aktivititen wurden bei
Mytilus ed. vor allem in den Mitochondrien gefunden (DE ZWAAN u.
Mitarb., 1973).

Fiir Reaktion b gilt derselbe Einwand. Eine einfache Abspaltung vom
sehr energiereichen Phosphatester kiame einer Verschwendung von ATP
gleich. Auch dieses Enzym wurde nicht mit relevanter Aktivitit gefunden
(Untersuchungen z. B. bei Echinococcus, AGOSIN u. REPETTO, 1965).

Bleiben noch die Reaktionen ¢ und d. Beide werden von allgemein
sehr weit verbreiteten Enzymen katalysiert. PEPCK ist in Richtung PEP
ein Enzym der Gluconeogenese, und Malat-Enzym liefert mit der
Oxidation von Malat zu Pyruvat die zur Fettsiuresynthese benétigten

Reduktionsiquivalente (NADPH).

AGOSIN und REPETTO (1965) nehmen auf Grund des zeitlichen
Aktivititsmusters von Produkten aus 14C-Glucose und 14CQO, bei
Echinococcus eine Carboxylierung uber das Malat-Enzym an, ohne
jedoch einen Reaktionsverlauf iiber die PEPCK ausschliefien zu kénnen.
SCHOTTLER (1980) und SCHOTTLER u. WIENHAUSEN (1981) konnten
durch Hemmung von PEPCK mittels 3-Merkapto-Picolinsiure nachwei-
sen, dafl der weitaus grofite Teil der Succinatproduktion bei Arenicola und
Nereis tiber dieses Enzym verlauft. Unter dem Einflufl des Hemmstoffes
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wird an Stelle von Succinat, Propionat oder Acetat (!) Lactat gebildet.
Lactat kommt sonst bei Arenicola nicht vor (DALES, 1968). Bei Tubifex,
einem Oligochiten, der ebenfalls Succinat bzw. Acetat anreichert, ist die
PEPCK bei Anaerobiose maximal aktiv, wahrend die PK weitgehend
gehemmt ist. Auch weisen die katalytischen Parameter (Affinitat,
Produkthemmung) fir MDH auf eine Decarboxylierungsreaktion in
Richtung Pyruvat hin (HOFFMANN u. Mitarb., 1979).

Desgleichen sprechen auch die kinetischen Daten der MDH vom
Adductor-Muskel der Auster (Crassostrea) gegen eine CO,-Fixierung an
dieser Stelle (HOCHACHKA u. MUSTAFA, 1973). Die Lokalisierung von
PEPCK in typisch glycolytischem Gewebe wie dem Adductor-Muskel
von Muscheln (DE ZWAAN u. MARREWIK, 1973; MUSTAFA u.
HOCHACHKA, 1973) widerspricht auch einer vorwiegend anabolischen
Reaktionsweise des Enzyms und deutet ebenso auf eine Beteiligung am
anaeroben Energiestoffwechsel hin wie auch eine auffillig hohe Aktivitit
des Enzyms (oft auch im Vergleich mit der PK) bei Arten mit hoher
Anaerobiosekapazitit (z. B. Rangia: SIMPSON u. AWAPARA, 1964 u.
1966; Dicrocoelium: KOHLER, unpubl., zit. bei KOHLER u. STAMPE,
1972; Mesocestoides: KOHLER u. HASELMANN, 1974; Limolus: FAL-
KOWSKY, 1974).

3.6.1. Reaktionen von PK und PEPCK

Bei Anwesenheit von Sauerstoff und bei anaerober Milchsiure-
girung wird PEP mittels PK zu Pyruvat abgebaut. Bei dieser irrever-
siblen (G* = -7,5 kcal) Reaktion wird ATP gebildet.

PEP + ADP — Pyruvat + ATP

Der alternative, fiir die anaerobe Bildung von Succinat (bzw.
Propionat) erstmals von SIMPSON und AWAPARA (1966) angenommene
Weg ist die Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat. Diese, mit der
vorherigen energetisch gleichwertige Reaktion wird von der PEPCK
katalysiert.

PEP + CO; + IDP (GDP) — Oxalacetat + ITP (GTP)

Die Eigenschaften der beiden genannten Enzyme wurden ausfiihr-
lich von HOCHACHKA und MUSTAFA (Zusammenfassung: HOCH-
ACHKA und MUSTAFA, 1972) an Austern untersucht. Nach diesen
Arbeiten zeigen die konkurrierenden Enzyme einander ausschliefende
pH-Profile. Die PK wire demnach nur im alkalischen (pH = 7,5-8,5),
die PEPCK nur im sauren (pH = 5—6) Bereich aktiv. Die Autoren
vermuten, mit dieser pH-Abhangigkeit den primiren Umschaltmechanis-
mus gefunden zu haben. Durch anaerobiosebedingtes Absinken des
intrazelluliren pH (Anreicherung organischer Siuren, CO,) wird dem-
nach, beim Fehlen anderer Faktoren, die PK blockiert und die PEPCK
aktiviert. Eine derartig ausgeprigte pH-Abhingigkeit hat sich allerdings
nicht bestitigt, auch wird das von den Autoren geforderte Absinken des
pH auf 6 und niedriger angezweifelt (z. B. DE ZWAAN u. DE BONT, 1975,
sowie DE ZWAAN, 1977).
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Nach neueren Untersuchungen scheint ein Absinken des pH nicht
oder zumindest nicht ausschliefllich fiir ein Umschalten von PK auf
PEPCK verantwortlich zu sein. Bei Mytilus galloprovincialis und
M. edulis liegen die Optima annahernd gleich (VOOYS, 1980), und bei
Helix aspersa scheint das Aktivititsmaximum der PEPCK, verglichen mit
dem der PK, sogar im etwas alkalischeren Bereich zu liegen (NOPP u.
Mitarb., 1981). Hier stellt jedoch die geringe Aktivitit der PEPCK eine
entscheidende Bedeutung des Enzyms im Stoffwechsel iiberhaupt in
Frage. Es scheint, daf} kein strikter entweder/oder-Mechanismus besteht,
sondern daf}, je nach Vorhandensein, oder auch bei volliger Abwesenheit
von Sauerstoff, beide Enzyme gleichzeitig titig sein konnen (LIVING-
STONE u. BAYNE, 1974; MCMANUS u. JAMES, 1975; LIVINGSTONE,
1978).

Die Regulationsmechanismen um die PK und PEPCK erwiesen sich
als auflerordentlich komplex, was die Interpretation von In-vitro-
Untersuchungen erschwert. Die Aktivitit und zum Teil auch die pH-
Abhingigkeit beider Enzyme wird vom Vorhandensein bivalenter
Kationen, vor allem von Mg**, Mn** und Zn** beeinflufit. Alanin, ein
(zumindest initial) hiaufiges Produkt des anaeroben Stoffwechsels, wurde
als negativer Modulator tiir die PK von Helix aspersa und zweier Mytilus-
Arten identifiziert. Auf die PK von Tubifex ﬁat Alanin jedoch keinen
Einfluff. Die Aminosaure stimuliert weiters die PK-Aktivitat bei Austern,
nicht jedoch bei Mytilus.

Hohe Konzentrationen von HCO; hemmen bei Tubifex sp. und
Helix aspersa die Aktivitat der PK und steigern jene der PEPCK. Ca**-
Ionen reduzieren bei Helix aspersa in hohen Konzentrationen sowohl die
PK als auch die PEPCK-Aktivitit, bei Mytilus nur jene der PK.
Fructosediphosphat aktiviert die PK von Helix aspersa sowie von Mytilus
und hebt bereits bei niedrigen physiologischen Konzentrationen die
Alaninhemmung (zumindest bei Mytilus edulis) vollig auf, was die Rolle
von Alanin als Regulationselement in Frage stellt. Eine Produkthemmung
der PK durch ATP und eine durch ITP wurde fiir Helix aspersa gezeigt.
(Untersuchungen an Helix aspersa bei NOPP u. Mitarb., 1981, an Austern
bei MUSTAFA u. HOCHACHKA, 1973 und 1973a, an Mytilus bei DE
ZWAAN, 1972; DE ZWAAN u. Mitarb., 1975, und VOOYS, 1980, sowie an
Tubifex beit HOFFMANN, 1977, und bei HOFFMANN u. Mitarb., 1979.)

Zusatzlich zu den bisher untersuchten Modulatoren, welche simtlich
ein relativ geringes Molekulargewicht aufweisen, konnten in neueren
Untersuchungen an Helix pomatia (WIESER u. LACKNER, 1982) drei
weitere Substanzen gezeigt werden, welche die Aktivitit von Pyruvat-
kinase beeinflussen. Sie sind mit Ammonsulphat fillbar und nicht
dialysierbar, ein Hinweis auf relativ hohe Molekulargewichte. Interessant
ist vor allem eine als PK-Inhibitor wirkende Substanz, deren Enzymhem-
mung, zum Unterschied zu den bereits bekannten Stoffen, auch durch die
hochsten, physiologisch vorkommenden FDP-Konzentrationen nicht
eingeschrinkt wird.
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3.7. Succinat

Succinat wird bei systematisch recht unterschiedlichen Arten
regelmifig als Endprodukt des anaeroben Stoffwechsels bzw. als
Zwischenprodukt der Propionatbildung gefunden. Es stellt sich die
Frage, auf welchem Weg diese Substanz gebildet wird. Die Herkunft aus
Glucose bzw. in einzelnen Fillen aus Aspartat sowie die Beteiligung einer
Carboxylierungsreaktion konnte mittels Radiotracing ebenso gezeigt
werden wie die Beteiligung von Malat an der Reaktionsfolge (s. 3.4.1. und
6.). Der ,normale“ Weg iiber den Citratzyklus scheint durch den
anaerobiosebedingten Ausfall der Atmungskette ausgeschlossen.

Untersuchungen an Anneliden, vor allem an Arenicola marina
(Zusammenfassung bei SCHOTTLER, 1980), gaben weiteren Aufschlufl
uber mogliche Wege der Bernsteinsiurebildung. Nachdem in ersten
Versuchen mit 14C-Glucose aufier Succinat nur Malat und Fumarat
markiert worden waren und auch die Verwendung von 14CO, (fir die
Carboxylierungsreaktion) gleiche Ergebnisse zeigte (ZEBE, 1975), lag es
nahe, die schon fir den Endoparasiten Ascaris %eschriebene Fumarat-
Reduktase-Reaktion (SEIDEMANN u. ENTER, 1961) anzunehmen.

SCHROFF und SCHOTTLER (1977) zeigten diese Reaktion auch fiir
Arenicola. Sie identifizierten NADH als Co-Substrat der iiber eine
NADH-Chinon-Oxidoreduktase auch anaerob mit der Atmungskette
verkniipften Reaktion. Auch wurde eine, wenn man die zu erwartende
Schadigung der an der Phosphorylierung beteiligten Mitochondrienmem-
bran in Rechnung stellt, iquimolare Bildung von einem ATP pro Molekiil
(aus Malat) gebildetem Succinat gefunden.

Bei isolierten Tubifexmitochondrien wurden nach Inkubation mit
14C-Malat neben Pyruvat, Fumarat und Succinat auch die Citratzyklus-
metaboliten Citrat und 2-Ketoglutarat sowie eine Freisetzung von
markiertem CO, entdeckt. Zur Erklirung dieser Befunde (und Beriick-
sichugung der Forderung nach einem Ausgleich der Redoxbilanz) wurde
ein Modell entwickelt, demzufolge der Citratzyklus vollstindig, aber in
zwei gegenldufige Halften geteilt, funktioniert (SCHOTTLER, 1980,
s. Abb. 6). Nach diesem Schema reagieren 2 Malatmolekiile (eines iiber
Acetyl-CoA, eines uber Oxalacetat) iber Citrat zu einem Succinatmole-
kiil sowie funf weitere iiber Fumarat zu (5) Succinat.

2 Malat + 5 NAD* — 1 Succinat + 5 NADH +H* + 4CO,
5 Malat + 5 NADH + H* — 5 Succinat + 5 NAD*

7 Malat — 6 Succinat + 4 CO,

Eine ihnliche Teilung des Citratzyklus in zwel gegenliufige
Reaktionsketten, welche beide in die Bildung von Succinat miinden,
nehmen DE ZWAAN u. Mitarb. (1982) fiir den isolierten Adductormuskel
von Mytilus an.

Ausgangsprodukte sind Malat und Oxalacetat (glycolytisch oder aus
Aspartat gebildet).
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Succinat ist jedoch nicht ausschliefflich ein bei andauernder
Anaerobiose vom weiteren Stoffwechsel isoliertes Endprodukt. Bei
Mytilus wurde mittels Inkubation von 2,3 (14C) Succinat ein fortlaufen-
der Umsatz von Succinat nachgewiesen (WIJSMAN u. Mitarb., 1977). Je
nach Dauer der Anaerobiose wird so markiertes Succinat vor allem zu
Malat, Aspartat, Glutamat und Propionat umgebaut. Auf Grund dieser
Ergebnisse nehmen die Autoren Reaktionen iiber einen vollstindigen
Citratzyklus an. Eine Moglichkeit, die fiir Mytilus schon von DE ZWAAN
u. Mitarb. (1975) aufgezeigt worden ist. Die im Vergleich zu den
vorhergehenden Versuchen mit gleichmaflig (an allen C) markiertem
Succinat (DE ZWAAN u. Mitarb., 1975) relativ geringe Freisetzung von
markiertem CO, erklirt sich mit der nach dem angenommenen
Reaktionsverlauf erst im zweiten Umlauf stattfindenden Decarboxylie-
rung von markiertem Kohlenstoff. Die Regeneration der gebildeten
Reduktionsiquivalente konnte liber eine entsprechend synchronisierte
Fumarat-Reduktase verlaufen (Abb. 6).

Das iiber die angefilhrte Reaktion gebildete Succinat ist auch in
relativ hohen Konzentrationen weitgehend ungiftig. Die Stabilitit wird
bei einigen daraufhin untersuchten Enzymen durch die Gegenwart von
Succinat sogar noch erhoht (BOWLUS u. SOMERO, 1979).

3.8. Acetat und Propionat

Von den fliichtigen Fettsiuren werden hauptsichlich Propionat
sowie (meist in geringerem Ausmafl) Acetat (Mytilus: KLUYTMANS u.
Mitarb., 1975 und 1977; ZUBURG u. KLUYTMANS, 1980; Helix: VOGEL,
1983; Nereis: SCHOTTLER, 1978; Tubifex: SCHOTTLER u. SCHROFF,
1976; Arenicola: SCHROFF u. ZEBE, 1980), bei manchen Arten auch
vorwiegend Acetat (Echinococcus: AGOSIN u. REPETTO, 1965) im Zuge
des anaeroben Stoffwechsels angereichert.

Ubereinstimmend wird die Bildung von Propopionat iiber Succinat
angenommen. Durch den Einsatz von 14C-2,3-Succinat konnte bei
Ascaris Methyl-Malonyl-CoA als Zwischenprodukt identifiziert werden
(SCHROFF, 1979, zit. bei SCHOTTLER, 1980). Die Bildung erfolgt also
iber den Weg, iiber welchen sonst Propionat als Abbauproduke
ungeradzahliger Fettsiuren (vor allem aus dem Aminosaurenstoffwechsel)
in den Citratzyklus eingeschleust wird. Der Autor konnte auch eine mit
der Propionatbildung annihernd dquimolar verkniipfte ATP-Synthese
nachweisen.

Ebenfalls an isolierten Mitochondrien aus dem Hautmuskelschlauch
von Ascaris wurde die Acetat-Bildung untersucht (WIENHAUSEN, 1979,
zit. bei SCHOTTLER, 1980) und eine vermutlich iiber den Pyruvat-
Dehydrogenasekomplex verbundene Decarboxylierungsreaktion (Arse-
nit-Hemmung) mit dquimolarer ATP-Synthese gefunden. Pyruvat
entsteht dabei nicht, oder nicht ausschliefllich, durch die Pyruvatkinase-
reaktion, sondern durch eine (vermutlich mitochondriale) Decarboxy-
lierung von Malat.



Zum anaeroben Energiestoffwechsel von Evertebraten

ACETAT
PYRUVAT "

{ ACETYL-COA
OXALACETAT
—> MALAT °

FUMARAT ‘

CITRAT
ADP

NAD* v "
ATP !
SUCCINAT

\ 2-KG
SUC-COA  \

S >PROPIONAT
Abb. 6: Anaerobe Reaktionen im Citratzyklus (nach SCHOTTLER, 1980). Erliuterungen im
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4. Diskussion
4.1. Ausgleich der Redoxbilanz

Die Diskussion anaerober Stoffwechselwege ist eng verkniipft mit
der Frage nach dem Ausgleich der Redoxbilanz. Verschiedene Metaboli-
ten kommen als terminale Elektronenakzeptoren (an Stelle des Sauer-
stoffs) in Betracht. Bei der Milchsiuregarung erfolgt die Reoxidation von
NADH durch die Reduktion von Pyruvat zu Lactat. Wie den bisherigen
Ausfiihrungen zu entnehmen ist (s. auch Abb. 7), bieten sich dafiir vor
allem folgende Alternativen an:
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a) Die analog zur Lactatdehydrogenasereaktion verlaufende Bildung
von Octopin, Strombin, Alanopin oder (mit Einschrinkungen) von
Alanin. Die erwihnten Reaktionen sind energetisch mit der Lactatbildung
gleichwertig (bezogen auf gebildetes ATP), fihren aber zur Bildung
ungiftigerer Endprodukte bzw. sind mit Entgiftungsreaktionen gekop-
pelt.

b) NADH (bzw. NADPH) kann durch die Bildung von Malat aus
Oxalacetat (MDH) oder aus Pyruvat (ME) reoxidiert werden.

¢) Uber die Fumarat-Reductase-Reaktion kann (zumindest inner-
mitochondrial) sowohl bei Vorliegen eines unvollstindigen als auch eines
vollstindigen Citratzyklus NAD* regeneriert werden. Nimmt man,
ausgehend von Malat, zwei gegenliufige Reaktionen des Citratzyklus an,
so ergibt sich, nachstehendem Schema im Uhrzeigersinn folgend, die
Produktion von fiinf Mol NADH pro Mol Malat; ein Molekiil reagiert
tber Oxalacetat, eines iiber Acetyl-CoA. Durch die Reduktion fiinf
weiterer Malatmolekiile kann NADH wieder (vollstindig) oxidiert
werden.

Nachdem beide gegenliufigen Reaktionen, abgesehen von der
Kopplung iiber das NAD*/NADH-System, voneinander unabhingig
ablaufen, ist auf diesem Weg auch der Redoxbilanzausgleich anderer,
NADH bildender oder verbrauchender Reaktionen, méoglich. Gleiches
gilt fiir einen vollstandig ablaufenden Citratzyklus mit ebenfalls nur iiber
die Redoxbilanz verknupfter reduktiver Succinatbildung.

4.2. Energieliefernde Reaktionsschritte

Abgesehen von den Reaktionen der Phosphoglyceratkinase, Pyru-
vatkinase und Phosphoenolpyruvatkinase (PK und PEPCK s. 3.6.1.)
werden auch noch andere, auch in Abwesenheit von Sauerstoff
stattfindende Nucleotid-Phosphorylierungsreaktionen vermutet. Diese
Mechanismen (s. 0.) sollen im Folgenden unter energetischen Gesichts-
punkten betrachtet werden.

Die Reaktion der Fumarat-Reduktase:
Fumarat + NADH + H* — Succinat + NAD+

kann bei einem AG® (Anderungen der freien Energie unter Standardbe-
dingungen und pH = 7) von ca. ~16,2 kcal/Mol (oder 30,6 kJ/Mol), mit
der dquimolaren Bildung von ATP verkniipft werden (z. B. SCHROFF u.
SCHOTTLER, 1977). Berechnet man den zur Bildung von ATP benétigten
Energiebedarf mit 7,3 kcal/Mol (oder 30,6 kJ/Mol), so ergibt sich ein
thermodynamischer Wirkungsgrad von etwa 45 %. Geht man nicht von
Standardbedingungen, sondern von annihernd physiologischen Gege-
benheiten aus, so liegt die Effizienz noch weit hoher. Auch die anaerobe
Bildung von Propionat (aus Succinat, SCHROFF, 1979, zit. bei
SCHOTTLER, 1980) und die anaerobe Acetatbildung (WIENHAUSEN,
1979, zit. bei SCHOTTLER, 1980) sind wahrscheinlich mit Phosphorylie-
rungsfunktionen verbunden. Der entscheidende Schritt der Propionatbil-
dung ist die Decarboxylierung von Methylmalonyl-CoA zu Propionyl-
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CoA (s. 0., AG nach GNAIGER, 1977: —7,9 kcal bzw. -33 k] unter
»annihernd physiologischen Bedingungen“ s. u.). Die Phosphorylie-
rungsreaktion des Citratzyklus, die Reaktion der Succinyl-Thiokinase
(Suc-CoA Synthetase).

Succinyl-CoA + Pi + GDP — Succinyl + GTP + CoA-SH
(AG™ = —0,7)

kann ebenfalls anaerob Energie bereitstellen, wenn durch Ausgleich der
Redoxbilanz der Ablauf des Citratzyklus maglich ist.

In den nachstehenden Berechnungen des auf diese Weise erreich-
baren Gewinns von ATP wird von eingesetzten Glucoseeinheiten
ausgegangen. Nimmt man glycogengebundene Glycosyleinheiten als
Ausgangsbasis, so entfillt ein Phosphorylierungsschritt und die Produk-
tion von ATP liegt um ein Molekul je Einheit hoher.

Sind mittels Lactatgirung 2 ATP/Glucose erreichbar, so lassen sich,
folgt man der Vorstellung eines gegenlaufigen Citratzyklus, fir die
Bildung von Succinat ca. 4,6 ATP/Glucose errechnen, fiir die Bildung von
Propionat betrigt der auf diese Weise erreichbare Gewinn von ATP sogar
etwas mehr als 5 Molekiile pro Glucoseeinheit. Geht man von einem
vollstindigen Citratzyklus mit parallel verlaufender Reduktion von
Fumarat aus, so erhilt man ihnliche Werte. Wird auch Acetat gebildet,
was in Verbindung mit gleichzeitiger Succinat- bzw. Propionatbildung
moglich sein sollte, so liegt der erreichbare Phosphorylierungsgewinn
ebenfalls bei ca. 4,5—~5 ATP pro eingesetztem Glucosemolekiil.

Die Succinat- bzw. Acetatbildung aus Aspartat konnte, wenn die
Reaktion nicht iiber den (energetisch wahrscheinlich aufwendigeren)
Purinnucleotidzyklus sondern tiber die Bildung von Oxalacetat und
Malat erfolgt, mit dem Gewinn von einem Molekiil ATP pro eingesetztem
Aspartatmolekiil verbunden sein. Phosphorylierende Reaktionen wiren
die Fumaratreduktase bzw. der Pyruvatdehydrogenasekomplex. Im Falle
der Propionatbildung wiren auch zwei ATP pro Molekiil Aspartat
moglich. Bei einer aquimolaren Bildung von Succinat (bzw. Propionat)
und Acetat kann die Redoxbilanz ausgeglichen werden, wenn man eine
Transaminierungsreaktion fur die Abspaltung der Aminogruppe
annimmt und die Zellkompartimentierung unberiicksichtigt 1afit.

Die zur Bildung von Octopin, Strombin und Alanin fihrenden
Reaktionen sind energetisch mit der Lactatgirung gleichwertig, wenn
man nur die ATP-Bildung beriicksichtigt.

Mit der Bildung von fiinf Molekillen ATP pro Glucosemolekiil
werden mehr als das Zweifache der Milchsauregirung und ca. 15 % der
bei Anwesenheit von Sauerstoff erreichbaren Energieausbeute gefunden.
GNAIGER (1977) errechnete die thermodynamische Effektivitat (= Pro-
zentsatz der als ATP gebundenen Abnahme freier Energie) fiir die
Bildung der einzelnen Metaboliten aus Glucose. Sie betriagt fir Lactat
45,4, fur Alanin 45,2, fur Succinat 64,2, fir Propionat 53,2—77,7, fir
Acetat/Succinat 54,1—65,6 und fiir Acetat/Propionat 43,3—69,3 Prozent.
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Die thermodynamische Effektivitit des aeroben Glucoseabbaus liegt
bei 58,6 %. Alle Zahlen sind von ,Normalbedingungen® auf ,,annihernd
physiologische Bedingungen*® (0,2 atm. O,, 0,05 atm. CO; [aq.],pH = 7,
andere Reaktanten 0,01 M) umgerechnet. Fiir die Propionatbildung (aus
Succinat) wurde in obiger Rechnung nur die (entscheidende) Decarboxy-
lierungsreaktion herangezogen. Die Reaktion der Methyl-Malonyl-
Mutase und der CoA-Transferase wurde als frei reversibel vernachlissigt.

Wie zu sehen ist, wird unter anaeroben Bedingungen keine Energie
sverschenkt“, sondern die Abnahme der freien Energie 1st teitweise noch
effektiver mit der Bildung von ATP verkniipft, als dies bei Anwesenheit
von Sauerstoff der Fall ist.

5. Zusammenfassung

Anaerober Energiestoffwechsel tritt als Anpassung an verschie-
dene Umweltparameter (niedrige O,-Tension, Austrocknungsgefahr)
und bei physiologisch bedingter, unzureichender O,-Zufuhr (ineffektive
Sauerstoffverteilungsmechanismen, vor allem bei hoher Belastung) bei
fast allen untersuchten Evertebratengruppen auf. Die dabei auftretenden
Stoffwechselwege gehen dabei meist tiber die , klassische“ Milchsiuregi-
rung hinaus. Statt dessen, oder zumindest zusitzlich, werden weiterrei-
chende Wege beschritten. Ziel dieser Mechanismen, bei denen der
Sauerstoff durch ein organisches Molekiil als Elektronenakzeptor ersetzt
ist, ist die Erreichung einer méglichst hohen Energieausbeute verbunden
mit der Bildung relativ ungiftiger Endprodukte. Beim anaeroben
Katabolismus wird die mit der Nahrung aufgenommene Energie
keineswegs ,verschwendet®, sondern teilweise noch effektiver (in Form
von ATP) gebunden, als dies bei Anwesenheit von Sauerstoff der Fallist.
Die dabei beschrittenen Stoffwechselwege werden in der vorliegenden
Arbeit ausfiihrlich diskutiert.
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