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Einleitung

Einleitung

Hohere Pflanzen haben gegen ihre Fressfeinde (Herbivoren), eine Rehe von Abwehr-
mechanigmen entwickdt. Zur chemischen Abwehrdrategie gehdren Gift- und Abschreck-
doffe, Substanzen, die den Nahrwert herabsetzen und Hormonandoga oder -blocker. Einige
Herbivoren konnen durch anatomische und molekulare Anpassungen ihres Verdauungs-
sysdems die Wirkung der von der Pflanze gebildeten sekundéren Stoffwechsdprodukte
umgehen.

Die am hausfiggen vorkommenden Sekundarmetabolite der Pflanzen mit einem breten
Wirkungsspektrum sind die Tannine. Diese Polyphenole haben eine verdauungshemmende
(entinutritive) Wirkung auf nicht adaptierte Spezies. Dadurch wird ein hemmender Effekt auf
das Wachstum ausgelibt (Mole und Waterman 1987, Sdawu et al. 1997). Tannine konnen
Bluteindickung, reduzierte Futteraufnahme, erhthten Stickstoffverlus und Tod hervorrufen
(Jung 1977, Mole und Waterman 1987).

Durch die Produktion tanninbindender Speichdproteine sSnd enige Spezies an den Tannin-
gehdt der Nahrung angepasst. Induktionsversuche an Ratten und Mausen haben gezeigt, dass
es d9ch mes um Protene mit reaiv hohem Prolingehdt handdt (Mehansho et al. 1983,
1985, Jansmann et al. 1994). Prolinreiche Proteine (PRPsS) wurden in mehr as 15 Spezies
nachgewiesen.

Im Speichd von enigen sdektierenden Wiederkéuern (Browsern) wurden  tanninbindende
Proteine gefunden. Das Nahrungsspektrum diesr Wiederkéuer hat einen hohen Antell an
Dikotyledonen, die vide Sekundérmetaboliten enthdten. Im Gegensatz dazu erndhren Sch die
grasfressenden  Wiederkauer (Grazer) fagt  ausschlieldich von polyphenolamen  Grésern.
Grasfresser haben sch aus den mit den heutigen Browsern vergleichbaren urspriinglichen
Wiederkduern herausgebildet. Dabe  entwickelten de die Fahigkat, die glechzatg
entdehenden  zdlulosreichen Gréaser zu  verdauen, wdahrend die Vewetung von
Dikotyledonen nachlie?. Im Speichd von Grazern konnten tanninbindende Proteine nicht
nachgewiesen werden.

Uber die tanninbindenden Proteine der Browser ist wenig bekannt. Beém Maultierhirsch
konnte fir diese Speicheproteine ein hoher Prolingehdt festgestdlt werden (Audin et al.
1989, Mole et al. 1990). Im Spechd von Elch und Reh wurden tanninbindende Proteine
nachgewiesen (Fickd et al. 1998, Juntheikki 1996), ob diese prolinreich dnd, ist bisher nicht

untersucht worden.
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Die Wiederkauer-Erndhrungstypen haben sch mit ihrem Verdauungsapparat an ihr jeweiliges
Nahrungsspektrum angepasst. Die tanninreiche Nahrung des Rehs (Konzentratselektierer)
zeigt, dass be ihm die Anpassungsmechanismen an Sekundérmetaboliten stark  ausgeprag
sein musen (Tixier 2000). Im Parotisspeiched des Rehs konnten  bereits  tanninbindende
Proteine nachgewiesen werden (Joest 1998). Auch der Speiche anderer Wiederkéuer, die
tanninhatige Nahrung aufnehmen, sollte in der Lage sain, diese Polyphenole zu binden.

Zide Daaus l&sst sch die Frage ableiten, ob der Speiched von Browsern (Konzentrat-
sektierern) ene im Vegleich zu anderen Wiederkduertypen hohe Tanninbindungsfahigkeit
hat. So kann auf das Vorhandensein von tanninbindenden Speicheproteinen geschlossen
werden. Es <ollte die Hypothese geprift werden, ob es sch be den detektierten tannin-
bindenden Proteinen um PRPs handdt. In die Untersuchungen wurde der Speichd von
Intermediartypen mit  enbezogen.  Intermedidtypen, deren  Erndhrungsverhdten  und
anaomische Kennzeichen zwischen den Sdektierern und Grasfressern liegen, zeichnen Sch
durch eine hohe Anpassungsfahigkeit an unterschiedliches Nahrungsangebot aus. Be  ihnen
wurde wie be Konzentratselektierern bisher davon ausgegangen, dass Se in der Lage sind,
tanninbindende Proteine zu bilden.

Da die megen der untersuchten Wiederkéuer Wildtiere sind, hing die Auswahl und Anzahl
der untersuchten Tiere von deren Erreichbarkeit ab. Das 1ZW hdt in der Felddtation
Niederfinow im Norden Berlins eine Anzahl Rehe. Se snd die an wetesten verbreteten
Wild-Wiederkduer Europas und haben sch efolgreich an die unterschiedlichsten Habitate
und saisona variierende Vegetationsbedingungen angepasst. Das Reh diente ds Model enes
Konzentratsdlektierers  fir weltergenende  Untersuchungen  der  tanninbindender  Speichel-
proteine. Ziel dieser Arbeit war die Sequenzierung dieser Proteine, um die Erkenntnisse spéter

auf andere Wiederk&uer Ubertragen und evolutive Zusammenhange ableten zu kdnnen.
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1 Literaturtbersicht

11 Einteilung der Wiederkauer in Ernahrungstypen

Vergleichende Erndhrungs- und Anatomiestudien flhrten in den sebziger Jahren zu ener von
der Korpergrofle unabhdngigen Klassfizierung der Wiederkéuer in dre  Erndhrungstypen:
Konzentratselektierer (KS), Grass und Rauhfutterfresser (GR) und Intermedidrtypen (1IM)
(Hofmann und Stewart 1972). Aufgrund ihrer Erndhrungsweise wurden KS und IM vorher
unter dem Begriff Buschfresser (engl. Browssr) zusammengefass. Im Gegensatiz zum
Grasfresser (engl. Grazer, Abweiden der Nahrung) pflicken Browser einzelne Pflanzentelle
ab (Hofmann und Stewart 1972).

Untersuchungen zur Physologie der Wiederkéuerverdauung fanden  dennoch  ene
Abhangigkeit des Erndhrungstypen von der Korpermasse, die die nach morphologischen
Kriterien efolgte Eintellung der Erndhrungstypen von Hofmann nicht unterstitzte (Gordon
und lllius 1994, Robbins et al. 1995). Die Erndrungstypen snd aber nicht glechmdig
zwischen den verschiedenen Gewichtsklassen vertellt. Die meisten Buschfressr haben en
niedriges (< 25 kg), die meisten Grasfresser dagegen ein hohes Korpergewicht (> 50 kg) (Van
Wieren 1996). Daher werden sowohl die Klassfizierung nach Hofmann und Stewart (1972)
ds auch die Abhangigkeit der Physologie vom Korpergewicht in der Literatur in gleichem
Mal3e diskutiert (Clauss 1998, Van Wieren 1996).

Diese Arbet folgt der Eintellung der Erndhrungstypen nach Hofmann und Stewat (1972).
Die Klassfizierung ener Auswahl européscher Wiederk&uer ist in Abbildung 1.1 dargestellt.

1.1.1 Konzentratselektierer (KS)

KS endren dch von séke und eweil¥echen, leicht verdaulichen Dikotyledonen, deren
Frichten, sowie von Busch- und Baumblétern (Hofmann 1976, Hofmann und Stewart 1972,
Owen-Smith 1996). Der Grasantell in ihrer Nahrung ist niedrig und betrégt 9 - 20 % (Stubbe
1997, Van Wieren 1996). Der Zdlulosegehdt der Nahrung des Rehs (Capreolus capreolus,
KS ig mit 9 - 23% etwa hadb so grol3 wie der des Schafes (Ovis ammon, GR, 51%
Zdlulosgehdt) (Deutsch 1995). Der Begriff Konzentraisdektierer leitet sch von der auf
Pflanzen mit hoherwertigen Zdlinhdtgoffen ausgerichteten Erndhrung &b (Hofmann 1993).
Vide Autoren benutzen wegen moglicher semantischer Missvergténdnisse die Bezeichnung
‘Browser', unterscheiden ihn aber vom intermediéren Ernghrungstyp (Van Wieren 1996).
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Konzentratsel ektierer | ntermediartypen Gras- und Rauhfutterfresser

“; Steinbock

Lt.f._h e gy

Abbildung 1.1 Einteilung eur opéischer Wieder kauer in drei Ernahrungstypen (Hofmann 1976).

Das Vormagensysem der KS hat verglichen mit den anderen zwel Erndhrungstypen das
klenge rdative Gewicht, die klenge Kapazité, die geingste Unterkammerung und die
grolten Offnungen zwischen den einzelnen Vormagenabteilungen (Hofmann 1988, Hofmann
1989). Die Schichtung des Vormageninhdts i wenig ausgepragt (Hofmann 1976, Nygren
und Hofmann 1990). Die Retentionszeit der Nahrung im Pansen it insgesamt kurz (Behrend
1999, Clauss 1998), was durch das Vorhandensain von gleichmddg dicht verteillten Zotten
und diinnen Pfellern (Einfatungen der Pansenwand) im Pansen gestiitzt wird (Hofmann 1976,
Hofmann 1993). Die geringe Grofe des Vormagensysems (Van Soest 1994), die wenig
augepragte  selektive Retention der Nahrungspartikel  (Clauss et al. 2001), sowie kurze
Wiederkauperioden und héaufige Nahrungsaufnahmen (Hofmann 1989) beschranken die
Aufnahme und das Verdauen zdlulosereicher Nahrung. Der hintere Verdauungsirakt (Darm)
ist relativ lang und gut fir ene zweite Fermentation (Verdau von Hemizdlulose, Absorption
von Nahrstoffen, Wasser, Elektrolyten und Minerdien) geaignet (Hofmann 1989).

Die rdaive Masse der Ohrspeicheldriise der KS ist mit 0,18 - 0,22 % des Korpergewichts ca.
vir ma groer ds die anderer Erndhrungstypen (GR: 0,05 - 0,07% des Korpergewichts)
(Hofmann 1985, Hofmann 1988). Eine Ausnadhme ist der Grofe Kudu (Tragelaphus
strepiceros), der ds KS rdativ kleine Speicheldriisen aufweist (0,07%) (Robbins et al. 1995).
Im Gegensatz zu Robhins et d. (1995), die an Tieren mit Osophagusfistel keinen Unterschied
beziiglich des rdaiven Spechdvolumens be verschiedenen Erndhrungstypen  feststelen
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konnten, zeigten Goritz et al. (1994) und Fickd et al. (1998) mit Hilfe ener Kathedertechnik,
dass KS en groleres Volumen eines Uberwiegend serdsen Speichels produzieren ds IM und
GR.

Zu den KS weden unter anderem Rehe (Capreolus capreolus), Well3wedehirsche
(Odocoileus virginiana), Maultierhirsche (Odocoileus hemionus), Elche (Alces alces),
Gireffen (Giraffa camelopardalis), Kudus (Tragelaphus) und Ducker (Cephalophinae)
gezéhlt (Hofmann 1988, Owen-Smith 1996).

1.1.2 Gras- und Rauhfutterfresser (GR)

Die Nahrung der GR besent aus faser- und zdlulosereichen Grésern und KorbblGtlern
(Hofmann und Stewart 1972, Owen-Smith 1996). Tiere dieses Erndhrungstyps koénnen
untertellt werden: der sdektive Gradresser i an frisches Gras und Wasser gebunden,
wahrend der nicht sdektive Grasfresser in hohem Mal3 an Nahrung aus Gebieten mit hoher
Trockenheit angepasst idt. Letzterer hat den Hochststand der Spezididerung auf rohfaser-
reiche und zetwelig protenarme Nahrung erecht, weas jedoch mit ener geringen
Adaptationsféhigket an lecht verdauliche, rasch zu fermentierende Pflanzen enhergeht
(Hofmann 1976). Die Zdluloseverdauung der GR ig effektiver ds die der KS (Van Wieren
1996).

GR haben rdaiv zur Korpermasse kleine Speichedriisen, einen volumindsen Pansen und en
gro3es mit zahlreichen Bléttern versehendes Omasum (Blétermagen). Kréftige Pfeler tellen
den Pansen in Kammern und ermdglichen dadurch ene Verzogerung der Nahrungspassage
(Hofmann 1976, Hofmann 1988). Durch ene ausgepragte sdektive Retention  der
Nahrungspartikel  (Clauss et al. 2001) kommt es zu ener Schichtung der Nahrungs-
bestandteile im Pansen. Die Nahrung kann so im Vormagen effektiver fermentiert werden.

Vertreter der Grass und Rauhfutterfresser and Rinder (Bos taurus), Bisons (Bison bison),
Schafe (Ovis), Mufflons (Ovis orientalis musimon), Oryx (Taurotragus oryx), Gnus
(Connochaetes), Kuhantilopen (Alcelaphinae), Wasserbocke (Kobus dlipsiprymnus) und
Pferdeantilopen (Hippotraginae) (Owen-Smith 1996).

1.1.3 Intermediarer Erndhrungstyp (IM)

In Abhéngigkeit von sasonder Vefigbarkeit und Quditét des Futters erndhren sich die
Vetreter dieses Erndhrungstyps von einer Mischnahrung, die in ihrer Rohfaser-, Rohprotein-
und Starkezusammensstzung stark wechsdt. Sowohl  die  anatomischen  Strukturen  des
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Gadtrointetinaltraktes, als auch die GrofRe der Speicheldriisen, die GrofRe und Struktur des
Magens und die Lange des Darms liegen in ihrer Auspragung zwischen denen von KS und
GR. An den jahreszatlichen Wechsd der Nahrungszusammensetzung konnen sch IM  durch
Umstdlung der Verdauungsart und mechanische Adaptation des Magens anpassen. Hofmann
(1993) konnte eine Anderung der Pansenkapazitit um 30 - 40 % innerhalb von 3 - 4 Wochen
beobachten.

Zu den Intermediatypen gehdren Rothirsche (Cervus elaphus), Damhirsche (Cervus dama),
Ziegen (Capra hircus), Elen-Antilopen (Tragelaphus (taurotragus) oryx), Gemsen
(Rupicapra rupicapra), Wisente (Bison bonasus), Rentiere (Rangifer tarandus), Moschus-
ochsen (Ovibos moschatus), Thomsongezelen (Gazella thomsoni) und Impaa-Antilopen
(Aepyceros melampus) (Hofmann 1976, Owen Smith 1996).

12 Evolution der Wiederkauer

In der in Kapited 1.1 vorgesditen Klassfizierung der rezenten Wiederkdueraten spiegeln
gch auch die evolutiondren Vorgange wider. Wiederkéduer and im Verglech zu anderen
Pflanzenfressern eine evol utionshiol ogisch junge Gruppe mit hoher Dynamik.

Vor ca 65 Millionen Jahren, zu Beginn des Pddozdns gingen aus den Stammformen der
Protoungulaten die Artiodactyla (Paarhufer; Pferde- und Nashornartige) einerseits und die
Perissodactyla (Unpaarhufer; Schweine- und Fusspferdartige) andererseits hervor  (Janis
1976, Van Soest 1994). Aus den Unpaarhufern entwickelten sich spéter im Oligozén vor 38 -
26 Millionen Jahren die egentlichen Wiederkéuer. Die vor der Ausbreitung der Graser
lebenden Wiederkéuer waren klein, hatten ein Kérpergewicht von weniger ds 18 kg und
wiesen en enfach gebautes Vormagensysem auf, in dem die Nahrung nur kurze Zeit
fermentiert wurde (Van Soest 1994). Daher waren sSe, wie auch die rezenten
Konzentratsdlektierer, auf besonders ndhrdoffreiche, leicht  verdauliche Pflanzen und
Pflanzentelle von Dikotyledonen angewiesen.

Vor etwa 20 Millionen Jahren, im Miozén, setzte durch kiihleres und trockeneres Klima eine
Verseppung en. Die Ausbreitung der Wiederkduer wurde beschleunigt und die Entwicklung
der Grasfresser wurde unterstiitzt (Van Soest 1994). Durch die Versteppung breiteten sich die
Gréser aus und mit ihnen wurde eine neue Ressource in grofen Mengen verfugbar: die
Zdlulose. Fir den Aufschluss der b-1,4-glykosdischen Bindung dieses Kohlenhydrates
waren jedoch zusdzliche zelulolytische Mikroorganismen und ene langere Verdauungszeit
notwendig, SO dass sch im Zuge der Evolution Arten mit auf Zdlulose spezidiserter
Verdauung herausbildeten.  Verzogerungsstrukturen  im - Verdauungstrakt  ermdglichten  eine
6
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langere Retentionszeit der Nahrung und dadurch enen verbessaten Aufschluss  der
zdlulosereichen Nahrung. Die ausgepragte Anpassung der Grasfressr an die Verdauung
zdlulosereicher Pflanzen hate ene Einschrankung  ihrer Féhigkeit, Dikotyledonen zu
verarbeten, zur Folge (Hofmann 1976).

Die ausgeprégten Eis- und Warmzeiten des Pleéstozéns vor 2 Millionen Jahren waren durch
das Aussterben groler Herbivorenaten und das Entstehen  arktischer  Wiederkéuer
gekennzeichnet. Sie fuhrten weitestgehend zur Herausbildung der rezenten Wiederkduerarten
(Van Soest 1994).

1.3 Pflanzliche Sekundarmetabolite

1.3.1 Einteilung der pflanzlichen Sekundarmetabolite

Pflanzliche Sekundametabolite snd Tell der chemischen Abwehr des Pflanzenorganismus
gegen umweltbedingte Aggressonen (Krankheitserreger, Herbivore). lhre  Schutzwirkung
kann aus Abstol3ung (bitterer Geschmack, beiflfender Geruch), direktem Vergiften (Toxine)
oder erndhrungs- und wachsumshemmenden Effekten bestehen (Harborne 1991). Aufgrund
ihrer  chemischen Struktur werden Sekundarmetaboliten in dre  Hauptgruppen engetellt:
dickstoffhatige Verbindungen, Terpenoide und Polyphenole (Harborne 1991).

Stickstoffhaltige  Verbindungen: Als Abwehrmechanismus snd die  dickdoffhatigen
Verbindungen wenig bedeutend, da se nur in ca 20 % de angiogpermen Pflanzen
vorkommen. Die bekanntesten Vertreter dieser heterogenen, ungefahr 10.000 Strukturen
umfassenden  Gruppe dnd die Alkdoide Andere dickgoffhatige  Metabolite  sind
nichtproteinogene  Aminosauren, cyanogene Glucosde oder Glucosnolate. Thre abstol3ende
Wirkung auf Farmtiere in Audrdien, Sidafrika und Nordamerika ist dokumentiert, ihr Effekt
auf Wildtiere aber noch nicht gut untersucht (Harborne 1991).

Terpenoide:  Ausgehend von Isopentenyl- und Dimethylalylpyrophosphet  werden  die
Terpenoide nach der Anzahl ihrer Cs-Gruppen unterschieden. Die Wirkung erfolgt z.B. durch
Hormonnachahmung, Giftigkeit oder abstof}enden Geruch und Geschmack (Harborne 1991).
Polyphenole: Zu den Polyphenolen gehdren Lignine, Tannine und andere durch Oxidetion
polymeriserte Phenole (Van Soest 1994). Se bilden unter den Sekundérmetaboliten ene
bedeutende Gruppe, da se extrem haufig und ubiquitér vorkommen (Bravo 1998, Hadam
1989, Scehovic 1990). Phenolverbindungen entfdten ihre Wirkungen in den Herbivoren auf
varschiedene Weise. Wéhrend enige Phenole direkt nach Nahrungsaufnahme dlergen oder
geschmacksbeaintréchtigend wirken, haben andere enen lang anhdtenden Effekt, indem gse

7
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die Fruchtbarkeit (Nachahmung von Ostrogenen) oder das Wachstum (Verdauungshemmung)
behindern (Harborne 1991).

Lignin ist ener der bedeutendsten Abwehrstoffe der Pflanzen gegen Wiederkduer, da es zum
Herdbsetzen dear Zdlwandverdaulichkelt fuhrt (Van Soest 1994). Auch andere pflanzliche
Sekundarmetaboliten  wirken inhibitorisch auf den Metabolismus des Wiederkauer oder
hemmen die Aktivitdt der Pansenbakterien. In Tabdle 11 snd Vetreter dler dre
Sekundarmetabolitengruppen, ihr ihre Wirkung gegen Wiederkéuer
aufgeiget.

Vorkommen und

Tabelle 1.1 Beispiele pflanzlicher Abwehr stoffe, ihr Vorkommen und Wirkung auf Wieder kauer

(Van Soest 1994).

Sekundarmetabolit

Vorkommen

Wirkung

N-haltige Verbindungen

Alkdoide Waeil¥aden (Leucaena) Haarverlust und Tod (Mimosin)
Rohrglanzgras Angriff auf das Nervensystem
(Phalaris) Inhibition der Pansenbakterien
Cyanogene Glucosde  Schwingdgras Toxiztét; wirkt nicht auf anaerobe
(Festuca) Pansenbakterien
in gestressten Pflanzen
Terpenoide
flichtige Terpene Nadelhdlzer (Coniferae)  tellwesetoxisch
Saponine  Hulsenfriichte Hamolyse, Bléhsucht
(Leguminosae) u.a.
Polyphenole
Lignne  hdlzerne Strukturen Herabsetzen der Verdaulichkeit der
ZdIwand
Tamnine  vide Dikotyledonen Enzymhemmung, Herabsetzen der
Verdaulichkeit
Isoflavone  Hilsenfriichte Hormonaktivitét (6strogene Wirkung),

(Leguminosae) u.a.

antifungale Eigenschaften
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1.3.2 Tannine

Als Tannine werden wassxlgdiche Polyphenole mit enem Molekuargewicht > 500
bezeichnet. Se haben die Fahigket, Proteine aus wéssigen Losungen zu prézipitieren
(Mehansho et al. 1987a). lhre Namensgebung bezieht sich auf den Fakt, dass sie beim Gerben
von Tierhauten en Braunf&rbung des Leders (,tanning®) bewirken (Van Soest 1994). Als
pflanzliche Abwehrdoffe gegen Herbivorie binden de an  verschiedene biologische
Makromolekile (Proteine, Zelulose). Das kann zum Herabsetzen der Lodichkeit dieser
Molekule, ihrer geringeren Verdaulichkelt und zur Hemmung der zdlulolytischen Aktivitét
der Pansenorganismen fulhren (Van Soest 1994).

1.3.2.1 Struktur der Tannine
Aufgrund ihrer chemischen Struktur werden Tannine in die zwe Gruppen hydrolyserbare

und kondenderte Tannine eingetellt.

Hydrolysierbare Tannine (HT) sind Ester aus Kondensationsprodukten der Galusséuren und
Kohlenhydraten (meis Glukose). Je nach Art der Gdlussiure werden se ds Gdlotannine,
Ellagitannine, Taragdlotannine oder Caffestannine bezeichnet (Van Soest 1994). Se snd
dkdilabil und konnen von gedrointetinden Edterasen oder von  Tannin-Acyl-Hydrolasen
hydrolysert werden (Mehansho et al. 1987a). Tanninsure, ein wichtiger Vertreter der HT
besteht aus Glukose, die Uber Egterbricken mit 8 - 10 Galussiuremolekilen verbunden ist
(Abbildung 1.2).

oH
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H; CD
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Abbildung 1.2 Strukturformel von Tanninsdure (HT) (Bravo 1998).
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Kondensierte Tannine (CT; Proanthocyanidine) sind Polymere des Flavan3-ols, die durch
Kohlenstoffbriicken verbunden snd (Hagerman und Butler 1991). Die unter stark sauren
Bedingungen daitfindende Depolymeriserung  zu  Anthocyanidinpigmenten  und  anderen
weniger gut charakteriserten Produkten fuhrt zB. im Herbst zu ener roten Vefébung der
Blétter (Robbins 1983). Abbildung 1.3 zeigt die Strukturformel eines Proanthocyanidins.

Sowohl CT ds auch HT hbilden lodiche Komplexe mit Proteinen, die auf nichtkovdenten
Bindungen, hydrophobischen Wechsdwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen basieren
(Goldgtein und Swain 1965, Hagerman und Butler 1978, 1981, 1989, Mitaru et al. 1984, Oh
et al. 1980).

Abbildung 1.3 Strukturformel eines Proanthocyanidins (CT) mit 4,8-Verknupfung (Hager man
und Butler 1991). n=1- 10

1.3.2.2 Biologische Aktivitét der Tannine

Die hohe Bindungdfahigket an Makromolekile und Medlionen i Ursache fiur die
viesatigen biologischen Wirkungen der Tannine (Barry und McNabb 1999, Van Soest 1994,
Hadam 1989). Tannine werden ds antinutritive Faktoren angesehen. Sie konnen andererseits
aber auch enen gesundhetsfordernden Effekt haben, da de z.B. Uber en antioxidatives
Potentid verflgen (Hagerman et al. 1998, Lodovici et al. 2001). Sie werden sogar as
Bestandteile in pharmazeutischen Produkten genutzt (Haslam 1989).

Erndhrung und Gesundheit der Tiere und Menschen koénnen durch die addgtringierende

10
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Wirkung der Tannine beeintréchtigt werden (Bate-Smith 1973). Folgende Eigenschaften sind

dafUr ausschlaggebend (Harborne 1995, Van Soest 1994):

1. Hemmung von Verdauungsenzymen (Bravo 1998, Fish und Thompson 1991, Oh et al.

1985)

2. Bildung von unverdaulichen Komplexe mit Nahrungsproteinen (Kumar und Singh 1984,
Robbins et al. 1987, Sdawu et al. 1997, Terill et al. 1992) bzw. Herabsetzen der
Nutzbarkeit der verdauten und adsorbierten Nahrstoffe (Butler 1989a)

3. Velangsamung des Wachsums (Barry und McNabb 1999, Donnelly und Anthony 1969,
Kumar und Singh 1984, Mehansho et al. 1987a)

4. Hemmung der Mikrobenflora (Bravo 1998, Chung et al. 1998a, Getachew et al. 2000)

Be nichtangepassten Tieren wurde verminderte Nahrungsverdaulichkeit und ene erhdhte
Mortditdtsrate beobachtet. Hamster (Mesocricetus auratus), denen man ene Nahrung mit 4
% Tannin aus der Mohrenhirse (Sorghum) verdoreichte, litten unter erheblichen Gewichts
verlug und darben innerhadb von dre bis 21 Tagen (Mehansho et al. 1987b). Be Ratten
(Rattus norvegicus), Huhnern (Gallus domesticus), Schweinen (Suss crofa) und Rindern
wurde nach Tanninfltterung eine herabgesetzte Verdaulichkeit der Nahrung beobachtet.
Kiken zeigten Beinabnormitéten und verloren die Fahigket, aufrecht zu sehen (Butler et al.
1986). Kudu-Antilopen sowie Weil3wedd- und Maultierhirsch zeigten hohe Mortditétsraten,
ds se wegen jarexzdtlichen Nahrungsmaenges auf tanninreiches Futter umsteigen mulden
(Abel et al. 1995, Laycock 1978).

Ein hoher Gehdt an kondenseten Tanninen (76 - 90 g CT/kg Trockenmasse) fihrte bel
Schafen zu ene veringeten Wachdumgate und einem reduzierten Wollwachstum (Barry
und McNabb 1999, Terill et al. 1992). Neben dem Einfluss auff den Pansenmetabolismus
kénnen Tannine bel Wiederkéuern den Zdlulosegbbau beaintréchtigen, das Wachstum und
die Morphologie der Bakterien beeinflussen und die Proteolyse hemmen (Kumar und Singh
1984). Im Gegensaiz zu oben genannten Wirkungen konnte bei mittleren Konzentrationen an
CT (30 - 40 gkg Trockenmasse) in der Nahrung der Schafe eine erhdhte Aufnahme von
essentidlen Aminosauren aus dem Dinndarm, ein g&rkeres Wollwachstum, eine geteigerte
Milchsekretion und eine erhthte Reproduktionsrate gefunden werden (Barry und McNabb
1999).

Epidemiologische Studien gdlten ein erhdhtes Auftreten von Osophaguskrebs in - Gebieten
mit Uberdurchschnittlichem Teegenuss fest und flhrten das auf die Wirkung der im Tee
enthdtenen Tannine zurlick (Morton 1972). Allerdings wurden auch antikerzinogene und

11
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antimutagene  Wirkungen der Tannine beschrigben (Chung et al. 1998b). Verschiedenen
anderen physiologisch nachtelligen Effekten der Tanning, wie zB. Hepatotoxizité, Blut-
verklumpung und Beenflussung der Immunantwort (Chung et al. 1998b, Zhu und Filippich
1992) gehen gesundhetsfordernde Eigenschaften gegentber. Zu ihnen gehdren neben der
oben erwdhnten antioxidativen Wirkung (Hagerman et al. 1998, Lodovici et al. 2001) auch
ene Inhibierung der Cyanogenese (Bernays et al. 1989), ene gedeigete Aufnahme
essentidler Aminosauren (Barry und McNabb 1999, Waghorn et al. 1987), ein Verhindern
der Bléhsucht bei Wiederkduern (Jones et al. 1973, Reid et al. 1974) und eine hohere
Toleranz gegeniber Wurmparaditen bei Lammer und Ziegen (Kabasa et al. 1999, Niezen et
al. 1998). Aulerdem konnte eine Hemmung des Clogridienwachsums festgestellt werden,
aus der ene mogliche Pravention gegen Enterotoxemien abgelatet wurde (Aschfadk et al.
2000).

1.3.2.3 Tanninein Pflanzen

Der Gehdt an Sekundérmetaboliten variiert nicht nur zwischen den Pflanzenarten, sondern
auch in jeder Pflanze sdbst. Das ig abhéngig vom Pflanzenteil, dessen Alter bzw. Reifegrad
(Frichte) sowie vom Standort (Bryant et al. 1992, Owen-Smith et al. 1993). Viele hohere
Pflanzen, vor dlem Dikotyledonen, enthdten Tannine (Okuda et al. 1992, Van Soest 1988).
Hervorzuheben sind (Haslam 1989):

- Hulsenfrichte (Leguminosae, z.B. Akazien)

- Bdsamgewéchse (Anacardiaceae, z.B. Essg- und Quebrachobaume)

- Langfadengewéchse (Combr etaceae, z.B. Kirschpflaumen)

- Mangroven (Rhizophoraceae, z.B. Mangrovenbaum)

- Myrtengewdachse (Myrtaceae, z.B. Eukayptus)

- Knéterichgewéchse (Polygonaceae, z.B. Canaigrewurzd).

Graser produzieren nur wenig Sekundarmetaboliten (Cheeke und Palo 1995, lason und Van
Wieren 1997). Scehovic (1990) verglich Kréuter einer Naturwiese mit Futtergrasern und fand
enen hoheren Tanningehdt (5 - 10 g/kg) und eine hohere biologische Aktivitéat (Index fir die
Féhigket zur Bindung an Makromolekile) in den Kréutern. Be afrikanischen Savannen
pflanzen fand (Owen-Smith et al. 1993) den hdchden Gehdt an CT in immergrinen B&umen
und Stréuchern. Obwohl versucht wird, den Tanningehdt von Futterpflanzen (Mas, Alfdfa)
durch Zichtung zu veringern, enthdten enige (zB. rote Wezenklee), Gergenkdrner und
Mohrenhirsesamen) Tannine, die de vor Schadlingen schitzen konnen (Van Soest 1988).
Vide Samen der Leguminosen, zB. Acker- und Gartenbohnen und die Fruchthille der
12
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Erdnuss haben enen hohen Tanningehdt (Van Soest 1994). In Eichen sind hydrolyserbare
Tannine zu finden. Kondengerte Tannine traten nur in dteren Blétern in hohen Mengen auf
(Harborne 1995). Tannine snd ua fir den Geschmack von Bier, Tee und enigen
Fruchtsdften verantwortlich. Zur Adgtringenz, der Farbe und dem Geschmack des Rotweins
tragen kondenderte Tannine aus der Schae der Beeren (Weintrauben) wesentlich bel (Van
Soest 1988).

14 Tanninaufnahme durch Wiederkauer

Uber die maximad engenommene Tamninmenge oder die Tanningehdte der natlirlichen
Nahrung von Wiederkéuern snd nur wenig Daten vorhanden. Durch Ftterungsversuche
konnten vor dlem Vermedungsverhdten untersucht werden (Clauss 2002). Ablehnung oder
Auswahl von tanninhdtigem Futter hing dabel nicht nur von der Tanninmenge ab.
Konzentratselektierer: KS nehmen Tannine in Form von Bléttern, Knospen und Friichten
zwekemblédtriger Pflanzen auf. Gréser, die weniger Tamin enthdten (Scehovic 1990),
machen nur enen Antell von ca 9 - 20 % aus (Stubbe 1997, Van Wieren 1996). Vom Reh,
das in dieser Arbeit ds Moddltier fir die KS herangezogen wurde, it bekannt, dass es trotz
snes sehr  breten Nahrungsspekirums ene sehr ezidiserte  Erndhrungsweise  zeig.
(Duncan et al. 1998, Stubbe 1997). Das Nahrungsspektrum erstreckt sich Uber mindestens
305 taxonomische Pflanzengruppen und ist von der durch Habitateigenschaften und Jahreszeit
beanflussten Erreichbarkeit abhdngig (Tixier und Duncan 1996). In Laubwédern in
Wedtfrankreich machten eine klene Anzahl an Pflanzen, unter ihnen Efeu (Hedera helix),
Sernhyazinthe  (Hyacinthoides), Hanbuche (Carpinus), Weildorn (Crataegus) und
Hatriegd (Cornus) 22 - 50 % der Nahrung der Rehe aus (Tixier et al. 1997). Kaduzinski
(1982) fand, dass sechs von insgesamt 85 genutzten Pflanzen 66 % der von Rehen genutzten
Futterbiomasse ausmachten. Auferdem konnte Tixier et al. (1997) ene Korrdation zur
Futterquaitét festgelen: Rehe bevorzugten Nahrung mit hohem Gehdt an  |6dichen
Kohlenhydraten. Gleichzatig wéhlten de in e@nem Kurzzetversuch (14 Tage) Pflanzen mit
enem hohen Tanninantal (Tixier 1996). Auch (KlI6tzli 1965) fand be Rehen eine postive
Korrdation zwischen der ausgewdhlten Pflanze und deren Tanningehdt (sa. Duncan et al.
1998). Be dnem Auswahlversuch, be dem Rehe 2zwischen pdldietem Futter mit
unterschiedlichem  Tanningehdt wahlen konnten, nahmen Rehe frewillig enen besimmten
Gehdt an hydrolyserbarem Tannin aus der Kastanie (HT) auf (Verheyden Tixier et al. 1999,
Verheyden Tixier und Duncan 2000). Er betrug 28 g HT pro kg pelletietem Futter, Uberstieg
35 g HT pro kg Pellets nicht.

13
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Intermediartyp: Wiederkéuer, die dem intermedidgren Erndhrungstyp angehtren, snd
wahrschanlich in der Lage, Tannine aufzunehmen. Ziegen, denen be einem Auswahlversuch
unterschiedliche  Kombinationen an proteinreichen bzw. -armen und tanninreichen bzw. -
amen Futter angeboten wurde, bevorzugten die proteinreiche Kost, auch wenn de enen
hohen Tanningehdt haite (Provenza und Malechek 1984).

Gras- und Rauhfutterfresser: GR haben mit ca 75 % enen sehr hohen Grasanteil in ihrer
Nahrung, wodurch de mit Tanninen kaum in Berthrung kommen (Van Wieren 1996). Von
ihnen bevorzugte Dikotyledonen, wie Luzerne und Klee, enthdten keine Tannine (Owen
Smith 1996).

15 Schutzmechanismen der Wiederkauer gegen pflanzliche
Sekundéarmetabolite

Herbivoren, die mit ihrer Nahrung gleichzatig antinutritive Sekundérmetaboliten aufnehmen

ohne Ftnessverlust zu erleiden, missen Uber Mechanismen verfligen, die de vor ernsten

physiologischen Schéden schitzen. Laycock (1978) gelte mdgliche Adaptationstheorien zur

Koexigenz von Abwehrstoff produzierenden Pflanzen einerseits und grofRen Pflanzenfressern

anderersats  (Koevolution) auf. Danach umgehen die Hebivoren die pflanzlichen

Schutzmechanismen durch:

- e@ne genedisete Futterwahl, durch die die Gesamtmenge enes Sekundérmetaboliten
gering gehdten wird,

- die Fahigkeit der Detektion antinutritiver oder toxischer Sekundé&rmetaboliten und die
Vermeidung der entsprechenden Pflanzen oder

- de Aushildung <spezifisccher Detoxifikationamechanismen, auf die im Folgenden
eingegangen wird.

15.1 Spezifische Detoxifikationsmechanismen

Wiederkduer haben durch die Aktivitdien der Pansenbakterien eine Maoglichkeit, auf
pflanzliche Abwehrdoffe zu reagieren (Butler 1989b, Fredand und Janzen 1974). Auf Hawaii
und Indonesen gibt es zB. Wiederkéuer, die gegen den toxischen Sekunddrmetabolit
Mimosin der tropischen Welil¥aden Pflanze (Leucaena leucophala) resstent sind. Thre Magen
enthalten anaerobe gram-negaive Stdbchenbakterien, die Mimosn und dessen toxisches
Stoffwechseprodukt  3-Hydroxy-4(I11)-Pyridon (DHP) entgiften konnen (Cheeke und Pdo
1995). Waeterhin - wurden tannintolerante  Rumenbakterien  in - enigen  odtafrikanischen
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Wiederkduern und Tannin-Protein-Komplex-abbauende Filze in Faces von Rindern gefunden
(Odenyo und Osuji 1998, Bhat et al. 1996). Auch andere Tiergruppen snd durch ihre
Darmflora an Tannine angepasst. So wurden im Koaa (Phascolarctos cinereus) Tannin-
Protein- K ompl ex-abbauende Enterobakterien gefunden (Osawa 1992).

Be der Deoxifizierung snd eine Relhe von Enzymen, darunter Oxidasen (zB. Cytochrom
P450), Reduktasen, Hydrolasen und Transferasen von Bedeutung. Die Toxine werden dabel
katabolisert, oder se werden in ene wasserlédiche Form Uberfuhrt, die ausgeschieden
werden kann (Brattsten 1992). Die Detoxifizierungsresktionen finden vor adlem in der Leber
sait (Cheeke und Palo 1995). Die Grofe der Leber kann as Index fur die physologische
Kapazitdée von Detoxifizierungsmechanismen herangezogen werden (Duncan et al. 1998).
Hofmann (1993) fand in KS hohere Lebergewichte ds in anderen untersuchten Erndhrungs-
typen. Sie i mit 1,.9-2,6 % des Korpergewichts doppelt so grol3 wie beim GR. Daraus leitet
er eine bessere Fahigkeit der KS ab, auf Sekundarmetaboliten zu reagieren.

Einen wateren Detoxifikationsmechanismus, der bereits bei der Aufnahme der Nahrung
ensetzt, gelt die Sekretion von tanninbindenden Speichel proteinen dar.

1.5.2 Tanninbindende Speichelproteine
Tanninbindende Proteine snd bisher im Speichd von Schwarzbéren (Ursus americanus),
Ratten, Mausen (Mus musculus), Bibern (Castor canadensis), Wihiméusen (Microtus
oeconomus), Schneehasen (Lepus timidus) und Kaninchen (Oryctolagus cuniculus)
nachgewiesen worden (Asquith et al. 1985, Hagerman und Robbins 1993, Jansman et al.
1994, Juntheikki et al. 1996, Mehansho et al. 1985, Mehansho et al. 1987b, Mole et al. 1990).
In Rate und Maus konnte die Bildung der tanninbindenden Proteinen durch Tanningabe
induziert werden (Jansman et al. 1994, Mehansho et al. 1983, 1985). Bel der Ratte ergaben
Untersuchungen der Aminosaurezusammensetzung diesr Proteine enen Gehdt von 42 %
Pralin, 25 % Glutamat und 24 % Glycin. Aulerdem fehlten aromatische und schwefehdtige
Aminosduren (Mehansho et al. 1983). Ein Prolingehdt von 16 - 44 % verbunden mit enem
hohen Antell an Glutamat und Glycin i charakterigisch fur prolinreiche Proteine (PRPS)
(Bennick 1982, Carlson 1993).
KS und IM nehmen mit ihrer Nahrung enen hohen Tanninantell auf, ohne gesundheitliche
oder verdauungshemmende Nachtelle zu erleden (Duncan et al. 1998, OwenSmith 1996,
Robbins et al. 1987, VerheydenTixier und Duncan 2000). Die im Verglech zu anderen
Wiederkduern grofien Speicheldriisen (vergl. Kap. 1.1.1) snd mdglicherweise Produktionsort
tanninbindender  Speicheproteine  (Hofmann 1989, Ramisch 1978). Bisher wurden
15
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tanninbindende Proteine im Speiche von enigen wenigen Konzentratselektierern  gefunden.
Im Maultierhirsch (Odocoileus hemionus) wurde en tanninbindendes Proten mit enem
Prolingehdt von 19 % nachgewiesen (Audin et al. 1989). Der Prolingehdt der tannin-
bindenden Proteine des Weil3wedehirsches (Odocoileus virginiana) betrégt nur 7 % (Mole et
al. 1990). Des weteren konnte die Produktion von tanninbindenden Proteinen be Elch und
Reh gezeigt werden (Fickd et al. 1998, Hagerman und Robbins 1993, Junthelkki 1996).
Diese wurden jedoch hingchtlich ihrer Aminosaurezusammensetzung bisher nicht untersucht.

1.6 Funktion, Vorkommen und Struktur prolinreicher Proteine (PRPS)

Funktion: McArthur et al. (1995) erklaren in eéiner Ubersichtsarbeit die Vidzahl an Strukturen
und Sekretionsraten der prolinreichen Speicheproteine mit deren multifunktiondler Natur. Es
wird die Hypothese vertreten, dass die Evolution der PRPs im Zusammenhang mit der
Aufrechterhdtung der  Mundraumfunktionen (orde Homeodase) deht. Die Tanninbindung
delt ene dbgddatete sekunddre Funktion dar, die spezididerten Erndhrungstypen die
Aufnahme von tanninhaltigen Pflanzen erlaubt.
PRPs tragen nach dieser Hypothese bel niedrigem Sekretiondevel zur orden Homeostase bel.
Die benhdtet vor dlem die Regulation des Kaziumhaugdtes Durch die Fahigkeit der an
den Zahnschmdz angdagerten PRPs, Kaziumphosphate zu binden, kann eine schitzende
Umgebung fur die Z&hne gewdrleistet werden (Bennick et d. 1983, Johnsson et al. 1993,
Moreno et al. 1979, Schupbach et al. 2001). Glykosyliete PRPs dienen dem Glatfahig-
machen der Nahrung (Lubrikation) (Hatton et al. 1985). Die Lubrikation erleichtert sowohl
den Kauvorgang ads auch den Schluckprozess. Die Aggregierung von Beakterien igt ene
weitere Funktion, die PRPs bel der orden Homeostase ausiiben (Bennick 1982, Foley und
McArthur 1994).
Ba hohen Sekretiondeveln efolgt die Bindung der PRP an die in der Nahrung
vorkommenden Tannine (McArthur et al. 1995). Die dadurch gehemmte Bindung zwischen
den Tanninen und den Nahrungsproteinen bzw. Verdauungsenzymen ermdglicht eine hohen
Energiegewinn aus der Nahrung. Die Tannin-Protein-Wechsdwirkungen sind sowohl fir die
Tannine ds auch die Proteine spezifisch (Asquith und Butler 1986, Hagerman und Robbins
1993, Lu wund Bennick 1998). Funktionde Zusammenhdnge zwischen sekretorischen
Proteinen und der Bindung an die Tannine kann durch verschiedene methodische Ansédtze
nachgewiesen werden:
- Induktion prolinreicher Speichdproteine durch tanninhdtige Nahrung (Asquith et al.
1985, Jansman et al. 1994, Mehansho et al. 1983, Mehansho 1992)
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- quditativer Nachweis der Bindung durch Verdunklung der Proteinbanden oder des
scheinbaren Molekulargewichts (mobility shift) im Polyacrylamidgd (Audin et al. 1989,
Hagerman und Klucher 1986, Juntheikki 1996)

- Quatitative Bestimmung der Tanninbindungskgpazitét durch Proteinprazipitationsassays
bzw. Tanninbindungsassays (Asquith und Butler 1985)

Vorkommen: Prolinreiche Proteine wurden im Speichd zahlreicher Arten nachgewiesen
(Tabdle 1.2). Der Anteil der PRPs an den Speichelproteinen betrégt bel der Ratte ca. 50 %
und beim Menschen ca 66 % (Kauffman und Keler 1979, Muenzer et al. 1979). Se konnten
aus der Ohrgpeichd- (Glandula parotis) und der Unterkieferdrise (Glandula
submandibularis) isoliet werden (Mehansho et al. 1987a). Kleinere Mengen an PRPs, deren
genaue Funktionen jedoch unbekannt sind, wurden auf3erdem im Pankreas (Ito et al. 1983)
und im menschlichen Tracheo-Bronchid sekret (Warner und Azen 1984) gefunden.

Eigenschaften: PRPs dnd eine Protenfamilie mit viden Besonderheiten. Eine davon is die
fehlende oder nur geringe Adsorption be 280 nm und ihre Lodichkeit in Trichloressgsiure
(Bennick 1982, Butler et al. 1986, Carlson 1993). PRPs werden in saure und basische
Proteine eingetellt (Bennick 1982, McArthur et al. 1995). Saure prolinreiche Proteine haben
enen isodektrischen Punkt (pl) um 4,5 und en Ntermindes Peptid, das einen Antell von 20
- 30 % am Protein hat und nicht prolinreich ist (Oppenheim et al. 1985, Wong und Bennick
1980, Ziemer et al. 1984). Se gehdren zu den PRPs mit geringerem Prolingendt (16 - 30 %)
(McArthur et al. 1995). Saure PRPs konnen phosphoryliert und glykosyliert sein (Bennick
1982, Carpenter und Proctor 1999). Der Prolingehdt der basischen prolinreiche Proteine
betrégt ca. 40 %, ihr pl liegt Gber neun und se konnen glykosyliert saein (Carpenter und
Proctor 1999).

Sruktur: PRP haben ene offene Tertiadruktur, die vor dlem durch die hdixbrechenden
Proline hervorgerufen wird. Die Aushbildung von Disulfidorlicken ist wegen der Abwesenheit
von Cygtein nicht moglich (McArthur et al. 1995).

Genetik: Von enigen PRPs ig die Nukleinsiuresequenz bekannt. Bem Menschen wurden
bisher Sequenzen von his zu 20 PRP gefunden (Azen et al. 1984, Carlson 1993, Kim et al.
1993, Maeda et al. 1985, Minaguchi und Bennick 1997, Stubbs et al. 1998). Aul¥erdem sind
die PRP-Seguenzen des Makaken (Macaca fascicularis, Ann und Lin 1993, Lin et al. 1991),
des Hamsters (Ann et al. 1987), der Ratte (Clements et al. 1985, Ziemer et al. 1984) und der
Maus (Ann und Carlson 1985, Clements et al. 1985) bekannt. PRPs kdnnen in vier Regionen
unterteilt werden (Carlson 1993, Clements et al. 1985, Abb. 1.4). Dazu gehtren ein putatives
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Tabelle 1.2 Ubersicht tiber Vorkommen und Prolingehalt von prolinreichen Speichelproteinen
(PRPs). Aussagen Uber die Tanninbindungsfahigkeiten der Proteine lagen nicht immer vor. Fur die

prolinreichen Speichelproteine von Schwein, Rind und Opossum wurden geringe Tanninbindungs-
fahigkeiten gemessen (Mole et a. 1990).

Tier Prolingehalt Referenz
Mensch Bennick und Conndl 1971
: 27-41% Kauffman und Kdler 1979
(Fomo sapiens Azenet al. 1984
Annund Lin 1993
I(\ﬁ/la:c?::a fascicularis) 31% Linet al. 1991
Oppenheim et al. 1985
Rette o5 - 40 % Muenzer et al. 1979
(Rattus norvegicus) ° Clements et al. 1985
Maus Ann und Carlson 1985
(Mus musculus) 29 - 46 % Aqquith et al. 1985
Clementset al. 1985
piamsier 20-31% Mehansho et al. 1987b
(Mesocricetus auratus)
Schwein .
(Suss crofa domestica) 46 % Moleet al. 1990
Koaa o
(Phascolar ctos cinereus) 31% Moleet al. 1990
Schneshase 19% Mole et al. 1990
(Lepus timidus)
' Raan und Bennick 1983
Kaninchen 13-21% ) _
' ; . Spiedman und Bennick 1989
(Oryctolagus cuniculus) hoher Gly- und GIx-Gehdlt Mole et al. 1990
(SSC?; ammon) 20 % Moleet al. 1990
Maultierhirsch 0 _
(Odocoileus hemionus) 20 % Audinet al. 1989
|(Tl3r§5taurus) 57 % Moleet al. 1990
OI m 31% Moleet al. 1990

(Pseudocheirus perigrinus)
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Signapeptid, ene Ubergangsregion, eine Wiederholungsregion und ein  carboxylterminaes
Ende. Die Praline treten Uberwiegend in repetitiven Sequenzen in der Wiederholungsregion
auf.

Signalpeptid 1 M.WLFTVALLALSS

. : 16 AQGPREELQNQ Q PNCR
Ubergangsregion 34 PPPSGFQPRPPVNGSQOG

52 PPPPGEPQPRPPQG
Wiederholungsregion 66 PPPPGGPQPRPPQG
80 PPPPGEPQPRPPQG
94  PPPPGEPQPRPPQG
108 PPPPGCEPQPRPPQG
122 PPPPGEPQPRPPQG
136 PPPPGEPQRPPQG
150 PPPPAGPQPRPPQG
164 PPPPGEPQPRPPQG
178 PPTT- GPQPRPPQG
191 PPPTGGPQQRPPQG
205 PPPPGEPQORPPQG
219 PPPPGEPQPSPTQG

233 PPPTGGPQUTPPLAGNTQG

Abbildung 1.4 Aminosdur esequenz und Struktur einesglykosylierten PRPsder Maus(Carlson
1993).

Die PRPs da Speichddrisen von Saugetieren snd ds Multigenfamilien codiert (Carlson
1993). Beém Menschen wurden 6 Genloci auf dem Chromosom 12 nachgewiesen. Zwel
davon snd fir die Bildung sarer PRPs verantwortlich; bassche und glykosylierte PRP sind
auf den anderen vier Loci codiert (Carlson 1993, Kim et al. 1993). Homologe ungleiche
Crossover-Ereignisse  und  post-trandationde Proteolyse flhren zu enem ausgepragten
Polymorphismus der PRPs (Azen 1993, Lyons et al. 1988).

Die Regulation der Synthese und Sekretion der PRPs efolgt wahrscheinlich b-adrenerg Uber
die Aktivieeung der Adenylacycdase (Ann und Lin 1993, Mehansho 1992).
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2 Methoden
21 Probenmaterial

2.1.1 Gesamtspeichel

Die Gesamtspeicheproben stammten von 11 Rehen und vier Mufflons der Feldstation des
Indituts fir Zoo- und Wildtierforschung (IZW) in Niederfinow. Die Entnahme des Speiches
efolgte wahrend der regdmddgen Behandlung der Tiere zur Vitamin- und Antibiotika:
versorgung, bei der die Rehe wie in Kapitd 2.1.2 beschrieben narkotisert wurden. Die
Entnahme von Mufflonspeichd efolgte ohne Nakose. Der Speichd wurde in 50 ml-
Rohrchen aufgefangen oder der Mundraum mit Baumwolltupfern  ausgewischt.  Durch
Zentrifugation mit ener Sdivette (Sarstedt, NUmbrecht) wurde der Speichel aus den Tupfern
gewonnen. Der unter Narkose entnommene Gesamtspeiche von sieben M oschusochsen und
zwe Rentieren (3 mg/Tier Ethorphin-Hydrochlorid in Kombination mit 20 mg/Tier Xylazin-
Hydrochlorid) wurde vom Indtitut fir Arktische Tiermedizin der Norwegischen Hochschule
fir Veteinawissenschaften (Tromsg Norwegen) zur Verflgung gestdlt. Der Speiched von
geben weblichen Damhirschen wurde im Gut Hirschau (Bergholz, Brandenburg) ohne
Narkose aus dem Mundraum der in der Fangvorrichtung gehdtenen Tiere enthommen und
anchlieliend durch Zentrifugation mit Sdivetten (20 min be 5450 x g, 12 °C) gewonnen.
Aus dear Rinderklinik der Freen Universtéd Berlin ssammen die Speicheproben von neun
Rindern. Se wurden ohne Nakose mit Hilfe von Baumwolltupfer aus den Mundraum
enthommen, die in Sdivetten wie oben beschrieben zentrifugiert wurden. Humaner Speichel
wurde von sechs Mitarbeitern des 1ZW bereitgestdlt. Einen Uberblick tber das Proben
materia bietet Tab. 2.1.

2.1.2 Parotisspeichel

13 Rehe (Wildfénge) aus dem Nationdreservat in Chizé, Sidwest-Frankreich, Département
Deux-Sevres wurden durch intramuskuldre Gabe von Xylazin-Hydrochlorid (40 mg/Tier;
Rompun™ 10 %, BayerVitd GmbH Co. KG, Leverkusen) in Kombination mit Ketamin-
Hydrochlorid (80 mg/Tier; Ketamin™ 10 %, Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte
eG, Garbsen) immobilisert. Wahrend der Narkose efolgte eine Sauerstoffbeatmung mit 1,5 —
2 % Isofluran (Isofluran-Baxter, Baxter GmbH, Unterschleifhem). Die Entnshmen von
Paotisspeichd  efolgten durch den verantwortlichen Tierarzt mit ener von am 1ZW
entwickdten nicht-invesven Methode (Fickd et al. 1998, Goritz et al. 1994). Unter
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Tabelle 2.1 Herkunft des untersuchten Gesamtspeichels. KS — Konzentratselektierer, IM —
Intermediartyp, GR — Gras- und Rauhfutterfresser. n - Anzahl der Tiere/Personen

: Familie - Nar-
Tierart Unterfamilie Typ n Herkunft kose
Reh Cervidee - KS 11 Feldgation des1ZW in +
Capreolus capreolus Odocoileinae Niederfinow

Ingtitut fir Arktische Tiermedizin
Rentier Cervidee - IM 5 der Norwegischen Hochschule fir N
Rangifer tarandus  Odocoileinae V eterindrwissenschaften, Tromsg
Norwegen
Damwild Cervidee - IM 8 Gut Hirschau, Birkholz, 3
Dama dama Cervinae Brandenburg
Ingtitut fir Arktische Tiermedizin
Moschusochse Bovidae - GR 6 der Norwegischen Hochschule fir N
Ovibos moschatus ~ Caprinae V eterindrwissenschaften, Tromsg
Norwegen
Mufflon , . .
Ovisorientalis Bowdae- GR 4 Fgldstat_lon desIZWin -
: Caprinae Niederfinow
musimon
Rind Bovidae - GR 9 Rinderklinik, Freie Universtét
Bos taurus Bovinee Belin B
Mgr?%d;api ens Hominidee - 6 Feldgtation des1ZW in 3
sapiens Homininae Niederfinow
endoskopischer Sichtkontrolle (Karl Storz GmbH & Co., Tuttlingen) wurden spezidle

Katheter und Fihrungsdréhte (Vygon, Aachen) direkt in die Papille des Ductus parotideus
engefiihrt. Zur anschlieflenden Stimulation des Speichdflusses efolgte die Injektion von
beidstig jewells 3 mg PRlocapin-Hydrochlorid  (Parasympathomimetikum,  Augentropfen
2%, Chauvin Ankerpharm  GmbH, Rudolstadt) in das Ohrspeichedriisengewebe. Der
Speichdfluss setzte 1-2 min nach Injektion ein. Durch die eingefihrten Katheter wurde reiner,
in derile Plagikrohrchen geleitet. Be
Vesegen des Speichdflusses, spdtestens nach 55 min, wurde die Prozedur beendet. Die
Narkose wurden durch intravenbse Gabe von Atipamezolhydrochlorid (0,1 mg/mg Xylazin;
Antisedan™™, Pfizer GmbH, Karlsruhe) antagonisiert. Der entnommene Speichel wurde sofort
auf Eis gekihlt und bis zur weteren Verwendung bel —20 °C gelagert. Der Verlauf der
Speichdgewinnung wurde aufgezeichnet. In Abbildung 2.1 is die durchschnittliche Hussae

unkontaminierter  Parotisspeichd  gewonnen  und
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des Speichds dear 13 Rehe abgebildet. Se nimmt nach anfanglicher relaiv hoher Flussrate
von 3,8 ml/min kontinuierlich & (auf 1,6 ml/min).

Wie oben beschrieben wurde auch Parotisspeichd von dreéi Elchen des Kolmaden Safari
Parks, Schweden, gewonnen. Die Nakose efolgte durch Gabe von 250 mg Xylazin-
Hydrochlorid/Tier in Kombination mit 400 mg Ketamin-Hydrochlorid/Tier.

25
Durchschnitt |

. linke Speicheldrise [
rechte Speicheldriise [N

0 ‘ | ‘ ‘ ‘ ‘ | | ‘ | |

0 15 20 25 30 35 40 45 650 55 60

N
o
I

H
ol
I

|_\
o
I

Gesammelter Speichel (ml/5 min)
(6]
|

Entnahmezeit (min)

Abbildung 2.1 Pilocar pin-stimulierte Par otisspeichelentnahme bei 13 Rehen. Der Speichefluss
beider Ohrspeicheldriisen (Parotis) wurde ale 5 min aufgezeichnet.

2.1.3 Mischspeichel

Als Mischsgpeichd wird im Weteen der Speichd bezeichnet, der dch im Mundraum
sammdte, wahrend aus beiden glandulae parotis der Rehe Speiche gewonnen wurde (Kap.
212). Er besent aus Speichd der Ubrigen Drisen (glandulae sublingudis, mandibularis,
labides, buccdes und lingudes). Der Mischspeichd wurde in einer Schde aufgefangen und
dann in 50 ml-Réhrchen bel -20 °C aufbewahrt. Gesamtspeichd ist demnach die Summe von
Parotis- und Mischspeichd.
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2.1.4 Gefriertrocknen des Parotisspeichels

Etwa 300 ml Parotisspeiched des Rehs wurden in 500 ml Rundkolben gegeben und in einem
Methanol-Trockeneis-Bad an der Gefddwand eingefroren. Der Kolben wurde an den
Anschluss enes Lyophilisationsgerdtes (Alpha 2-4, Chrigt, Osterode) angesetzt und das
Vakuum der Bedienungsanleitung folgend angdegt. Die Proben wurden bis zum Erreichen
der Trockenheit mindestens aber U. N. am Gerét gelassen.

2.1.5 Entsalzen des Speichels

Die Proben wurden mit Centricons YM3 (Millipore, Eschborn) entsdzt, deren Filter ene
PorengrofRe von 3000 Ddton (MWCO) hatten. Bis zu 500 pl des Speichels wurden in den
Filtereinsatz des Centricons gegeben und be 8 °C und 5450 x g bis zu enem Restvolumen
von ca. 50 pl 20 - 40 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mit Aqua dest.
aufgefllt und nochmds zentrifugiert. Dann wurde der Filtereinsatz umgedrent in e@n neues
Probenréhrchen gesteckt. Die entsdzten Proben wurden durch kurze (5 min, 8 °C)
Zentrifugation bei 50 x g gewonnen.

2.2 BCA-Methode zur Proteinbestimmung

Bel der BCA-Methode nach Smith et al. (1985) wurden 10 pl des Standards bzw. der Probe in
en Mikrotiterplattenloch gegeben. Nach Zugabe von 150 pl BCA-LOsung wurde die Patte
bei 37 °C 30 min inkubiert. Die Absorption wurde im Mikrotiterplattenreader (SLT Spectra,
SLT Laboringrumente, Crailsheim) bel 492 nm gemessen.

Die Bedimmung der Protenmenge it ene wichtige Voraussstzung fir die quantitative
Bestimmung der Tanninbindungskapazitét. Schwierigkeiten ergeben sch bel Methoden, die
Rinderserumabumin (BSA) ds Eichprotein (Standard) heranziehen. Se ergeben sch vor
dlem dann, wenn dessen Aminosiurezusammensetzung sehr stark von der der untersuchten
Proteine abweicht. Vide kostengingtige und schnelle Labormethoden baseren auf  der
Messung der Tyrosn-, Tryptophan und Phenyldaninmengen, die in prolinreichen Proteinen
relativ sdten snd. Die Anwendung anderer Messmethoden, die zB. auf der Messung des
Sticksoffantells oder auf Absorptionsmessungen (be Proteinen mit  bekanntem Emissons-
koeffizienten) beruhen, flhrt zu genaueren Ergebnissen. Solche Methoden sind oft teuer,
langwierig oder wenig sendtiv. In dieser Arbeit wurde be der Bearbeitung von
Proteingemischen und fir eine Abschédzung der Proteinmenge die BCA-Methode angewandt.
Fur die Messung der Tanninbindungskapazitét der isolierten Proteine (Kap. 2.4.1) wurden die
durch Aminosauretotalanalyse (Kap. 2.5) ermittelten Proteinmengen verwendet.
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BCA-LGsung LOosung A : Losung B =50:1
1 % (w/v) 4,4-Dicarboxy-2,2-biquindin-Na; 2 % (w/v) NaCOs;
Lésung A 0,16 % (w/v) Ng — Tartrat; 04 % (w/v) NaOH; 0,95 % (w/v)
NaHCO3
Ldsung B 4 % (w/v) CuSO,
2.3 Tanninbindungsassay

De Tanninbindungsassay nech Fickd et al. (1999) ddlt eine Methode zur quantitativen
Betimmung der Tanninbindungskepazitét enes Protens dar. Im Gegenstiz zum  héaufig
verwendeten Proteinprézipitationsassay (pH 4,8, Asquith und Butler 1985, Bacon und Rhodes
2000) efolgt die Messung bel eénem dem Speichel entsprechenden pH-Wert von 8,2. Der
Asssy berunt auf der Konkurrenz zwischen Tedproteinen und Trypsn um die Bindung an
Tannine. Trypsn spdtet das Substrat Na-Benzoyl-DL-Arginin-p-Nitroanilid (BAPNA, Abb.
2.2) unter Bildung eines photometrisch messbaren Produktes. Diese Resktion wird durch die
Tannine gehemmt. In Anwesenheit von tanninbindenden Proteinen wird die Hemmung wieder
aufgehoben. Der dadurch messbare Absorptionswvert ist proportiond zur Trypsinaktivitét. Fur
die Bestimmung der Tanninbindungskapazitét snd im wesentlichen drel Resktionen nétig, die
in Abbildung 2.3 dargestelt snd. Be der Indikatorresktion ergibt sch der hdchstmogliche
Wert durch die ungehemmte Messung der Trypsinaktivitédt in Abwesenheit von Tanninen oder
Speicheproteinen. Den klengmdglichen Wet ehdt man be Zugabe der  Tannine
(Hintergrundreektion). In  enem dritten Ansatz in Gegenwat von tanninbindenden
Speichdproteinen bildet sch en lédicher Tannin-Protein-Komplex, der bewirkt, dass Trypsin
fregesetzt wird (Probenresktion). Die Menge des durch Substratspdtung entstehenden
Farbprodukts it proportiond zum Bindungsvermégen der Proteine und kann photometrisch
gemesen werden. Die Messungen der  reativen Bindungskepazitdée kann  sowohl  mit

hydrolysierbaren ds auch mit kondensierten Tanninen erfolgen.
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@— CO—NH-(;:H-CO-NH —@— NO,,

0,
"
, HH::}<3= NH

Abbildung 2.2 BAPNA, das Substrat im Tanninbindungsassay. Der Pfeil zeigt die Spatungsstelle
des Trypsins.

Zur Mesaung der Tanninbindungskepazitédt wurden zundchst 100 pl Vorinkubationsmix in
jedes Loch der Mikrotiterplatte gegeben. Die Indikatorresktion wurde ohne  Tannine und
Speichdproteine, die  Hintergrundresktion ohne  Speichelproteine  durchgefiihrt.  Als
hydrolyserbares  Tamnin  wurde Tanninsdure  (Sgma-Aldrich, Steinhem) und  dAs
kondenserbares Tannin Quebracho eingesetzt. Quebracho wurde von Dr. McArthur (Hobart,
Neusedand) freundlicheeweise zur Veflgung gedtdlt. Als Vergleichsoroteine  wurden
menschlicher Speiche und das unspezifisch bindende BSA eingesetzt.

Nach 15 min Inkubation be Raumtemperatur wurden 100 pl 1 mM N-Benzoyl-DL-Arginin
p-Nitroanilid (BAPNA, Subdtrat) hinzugegeben. Die Resktion efolgte bei 37 °C im PCR-
Express (Hybaid Limited, GB) fir 20 min und wurde nach 20 min mit 50 pl 3 % Essgsiure
gestoppt. Die Speichelproteine wurden auf drel Platten mit je zwel Ansdizen vermessen. Die
Absorptionsmessung  efolgte  im  Mikrotiterplattenreader  (SLT  Spectra, SLT  Labor-
indrumente) ba 405 nm. Die Absorptionsvete wurden ins Verhdltnis zum hochst- und
klengmdglichen Wert gesetzt und die Tanninbindungskepazitdt wurden ds Einheten der
Trypsnaktivité in % des Maximawerts angegeben.

Vorinkubations- |90 mM TrissHCl (pH 8,2); 18 puM CaCb; 100 pg/ml Trypsn;
mix 50 pg/ml Tannin; 10 pg/ml entsazte Speichel- oder Vergleichsproteine
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1. Indikatorreaktion 2. Hintergrundreaktion 3. Probenreaktion
Trypsin + Subgtrat Trypsin + Substrat Trypsin + Subgtrat + Tannins
+ Tannins + Speichelproteine
® Q..
U. Q

& 2 &
Bilden des Produkts Hemmung des Trypsins Binden der Tannine,
p- Nitroanilin Freisetzen des Trypsins

2 2 &
héchstmoglicher Wert kleinstmdoglicher Wert Messung der Tannin-

bindungskapazitat

Abbildung 2.3 Schema des Tanninbindungsassays nach Fickel (1999).

Zur ddigischen Auswertung des Tanninbindungsassays wurden die Programme SPSS 9
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und SYSTAT 10 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet.
Unterschiede in den Bindungskepazitdten der einbezogenen Wiederkéuerspezies wurden fir
jedes Tannin mittels enfaktoridler Varianzandyse (ANOVA) andydert. Dartber hinaus
wurden die Spezies paarweise verglichen (post-hoc-Tests). Fur die post-hoc-tests werden
keine p-Werte angegeben, sondern nur die Information Uber die Signifikanz. Ferner wurde mit
Hilfe des WilcoxonTedts fiur jede Tierat geprift, ob sich die Bindungskapazitéten der
Speichd der Individuen an Tanninsaure und Quebracho unterschieden. Als Signifikanzniveau
wurde generdl a=0.05 verwendet. Die hier andyserten Stichproben von Tieren konnten
nicht zufdllig aus Populaionen gezogen werden. Insofern snd die Ergebnisse dler
ddidischen Andysen inklusve gefundener ,Signifikenzen® ds explorative Redultae zu
betrachten. Die datigischen Vefahren denen zur Objektivierung der  gefundenen
Tatbesténde, haben aber keine Beweiskraft flir ganze Popul ationen.
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2.4 Isolierung prolinreicher Speichelproteine

2.4.1 Fallung mit Trichloressigsaure

Die TCA-lodichen Proteine der verschiedenen Wiederkduer wurden mit Hilfe der TCA-
Fdlung in Anlehnung an Audin et al. (1989) und Joest (1998) aus vereintem Speichd von
jeweils drei Elchen, finf Rehen, sechs Moschusochsen, acht Damhirschen und neun Rindern
isoliert. 400 pl Speichd (1 g/l) wurde mit der gleichen Menge geklhlter 10%iger (w/v) TCA-
Losung versetzt und 20 min im Eisbad inkubiert. Anschlie?end wurden die TCA-unlédichen
Proteine durch 10miniitige Zentrifugation bei 20000 x g und 8 °C abgetrennt.

Aul¥erdem wurden TCA-lodiche Proteine aus dem Perotisspeichd von 13 Rehen isoliert. Ca
5 g des gefriergetrockneten Parotisspeichels wurden in 100 ml eisgekihlter 5%iger (W)
Trichloressgsiure (TCA) aufgenommen und 20 min im Eisbad inkubiert. Anschlief3end
wurde be 8 °C 20 min bei 5450 x g zentrifugiert. Der Uberstand mit den TCA-lédichen
Proteinen wurde nach Eingdlung des pH-Wets mit NaOH af pH 82 in ene
Ultrefiltrationszelle (Modd 8200, Millipore) entsdzt und eingeengt (MWCO des Filters 3000
Ddton).

2.4.2 Gelfiltration

Die Auftrennung der TCA-lodichen Proteine des Rehgpeichds efolgte mittds Gdfiltration
am FPLCO-Basis-&/stem (Pharmacia) mit einer HP-Superdex 75-Saule. Die Gdfiltretion
wurde mit PBS ba daner Hussae von 08 ml/min durchgeftihrt. Die Chromatogramme
wurden bel 280 nm oder 214 nm aufgezeichnet. Die Molekile des Gdfiltrationspesks Nr. 1
(GF1) und 2 (GF2) wurden entsprechend ihrer Retentionszeit gesammelt.

Die Kdibrierung der Saule efolgte vor dem Probenauftrag mit dem Low-molecular-weight-
Gdifiltrationskit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), der die Standardproteine Albumin
(Rinderserum, 67 kd), Ovabumin (Huhnerel, 43 kd), Chymotrypsnogen A (Rinderpankress,
25 kd) und Ribonuklease A (Rinderpankress, 13,7 kd) enthielt.

PBS (phosphate | 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM NaHPO;; 1,4 mM KH;PO4
buffered saline) mit NaOH auf pH 8,2 eingtellen
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2.5 Analyse der Aminosaurezusammensetzung

Die Aminosturetotdandyse wurde mit verschiedenen Speichdsorten des Rehs  mit
Parotisspeichd  des Elchs und mit TCA-lodichen Proteinen der in Tabdle 24 aufgefihrten
Wiederkauer durchgefiihrt. Sie efolgte durch die Firma Keck Biotechnolgy an der Yde
Univerdté in den U.SA. Da Pralin und Cygsein be der Auftrennung koduieren wurde die
Probe (ca. 10 pug, BCA-Methode, Kap. 2.2) zunéchst mit Peroxyformsaure oxidiert. Nach der
hydrolytischen Spatung mit 100 yl 0,2 % Phenol in 6 M HCI, wurden die Aminosauren auf
einem lonenaustauscher (1lonenaustauscher Model 6300, Beckman) andysiert.

Mit Hilfe der Aminosduretotdanadyse kann aus den Molekulargewichten der Aminosauren
und deren Antal im Molekll die eingesetzte Proteinmenge bestimmt und daraus auf die
Konzentration in der Ausgangd ésung geschlossen werden.

Tabelle2.4 Ursprung der TCA-I6slichen Proteingemischefir die Aminosaur etotalanalyse. P—
Parotisspeichel; GS - Gesamtspeichel

Wiederkauer P GS

Reh X X

Elch X

Damhirsch X

Moschusochse X

Rind X
2.6 Polyacrylamidgelelektrophorese

2.6.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Laemmli
(1970) durchgefiihrt. Es wurde ein 12,5%iges Trenngd in Kombination mit enem 4%igen
Sammelgd verwendet. Die entsalzten Proben wurden 4:1 mit Ladepuffer versetzt und 5 min
be 95 °C im Heizblock erhitzt. Die so denaturierten und reduzierten Proben wurden in die
Taschen des Polyacrylamidgels geladen (bis zu 20 pl). Als Standard wurde der Silver Stain
SDS-PAGE Standart, Low Range (14 - 97 kd, SSL, BioRad, Minchen) verwendet. Die
anschlielende Elektrophorese erfolgte in 1 x  Elektrophoresepuffer in einer vertikden Gd-
Apparatur (Mini Protean 1l Cdll, BioRad) ba 35 mA (Spannungdimit 150 V) fir ca 2 h bis
der Farbstoff des Ladepuffers den unteren Rand des Gels erreicht hat.
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12,5 % (w/v) Acrylamid; 0,66 % (w/v) Bisacrylamid; 0,375 M Tris
Trenngel pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS, 0,66 % (w/v) Ammoniumpersulfat; 0,13
% TEMED
4 % (wiv) Acrylamid; 0,2 % (w/v) Bisacrylamid; 0,125 M Tris pH
Sammelgel 6,8; 0,1 % (w/v) SDS, 0,033 % (w/v) Ammoniumpersulfat; 0,1 %
TEMED
L Roti®-Load reduzierend, 4-fach konzentriert (Karl Roth GmbH,
adepuffer
Karlsruhe)
Ellj?getrr (Zi)g ?(;% 50 mM Tris; 384 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS pH 8.3

2.6.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die native Polyacrylamidgeldekirophorese erfolgte wie in Kapitd 2.6.1 jedoch ohne SDS.
Um die nativen Bedingungen zu erhdten, wurde auf den Denaurierungschritt verzichtet. Die
Acaylamid-Konzentration (w/v) des Trenngels betrug 15 % (0,7 % (w/v) Bisacrylamid). Die
Trennung efolgte bed 35 MA/Gd (Spannungdimit 100 V) fir 15 h. Es sand kein MW-
Marker zur Verfiigung.

Nativer Ladepuffer | 50mM Tris, 384 mM Glycin; 50 % Glyzerol

2.6.3 Coomassie Brilliant Blue-Féarbung

Die Fabung der Protenbanden im SDS-Gd efolgte mit Coomasse Brilliant Blue (CBB)
R250. Die Gele wurden fur 1 h in Farbeldsung geschwenkt und anschlie?end in der Entféarbe-
losung unter mehrfachem Wechsd der Hisdgket bis zum gewlnschten Farbkontrast
entférbt. Nach der Dokumentation wurde das Gel auf einem Gelrahmen getrocknet.

Farbedsung 0,2 % (w/v) CBB R250; 30 % Methanol; 10 % Essgsaure

Entfarbelésung 40 % Methanal; 10 % Essigséure

2.6.4 Coomassie Brilliant Blue Farbung fur prolinreiche Proteine

Prolinreiche Proteine konnen weder durch  Silberf&rbung noch durch  herkdmmliche

Coomassie-Férbung dargestellt werden (Muenzer et al. 1979, Osset et al. 1989). Be ener

modifizieten Farbung mit Coomassie Brilliant Blue (CBB) R250 wird durch ein geringeren

Antell an organischem Losungamittd im Entfaber ene Farbverschiebung (Metachromasie)

hervorgerufen, die prolinreiche Proteine pink-violett erscheinen |&sst (Bedey et al. 1991,
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Humphreys-Beher und Wells 1984, Marshdl et al. 1989). Andere Proteine blelben durch
blaue Banden identifizierbar.

Die Férbung erfolgte fir 1 h in 60 °C warmer Farbeldsung. Danach wurde mit 10 % EsSg-
sdure bis zum Erscheinen der Proteinbanden entfabt (mest G.N.). Das Gd wurde nach
Dokumentation entweder getrocknet oder fir die Slberfarbung weiter entférbt.

Farbedsung 0,1 % (w/v) CBB R250, 50 % Methanol und 10 % Essgsaure

2.6.5 Silberfarbung

Die Fabung efolgte nach Heukeshoven et al. (1986) und Westermeler (1990). Nach der
Fixieeung (30 min) wurden die Gede wetere 30 min oder GN. in Inkubierungddsung
gechitttelt. Anschlief3end wurden die Gde 3 x 5 min (be G.N. Inkubierung 4 X 5 min) mit
Aqua dest. gewaschen und 20 min in Silberlésung inkubiert. Nach einem kurzen Waschschritt
in Aqua dest. (1 min) wurden die Gele bis zum Erscheinen der Proteine (3-7 min) entwickelt,
wobei der Entwickler bel Bedaf nach 2-3 min ausgetauscht wurde. Die Entwicklung wurde
mit 1 % (w/v) Glycinlésung gestoppt (10 min). Dann wurden die Gele fir 1 h in Praser-
vierungd dsung geschwenkt, dokumentiert und getrocknet.

Fixierungddésung 30 % Ethanol und 10 % Essigsaure

30 % Ethanol; 6,8 % (w/v) NaAcetat (anhyd.); 0,13 % (w/v)
Glutaradehyd; 0,2 % (w/v) NaS;03

I nkubierungddsung

Silberlésung 0,2 % (w/v) AgNOs; 0,02 % Formaldehyd (37 %)
Entwickler 2,4 % (w/v) NaCOg3; 0,02 % Formaldehyd (37 %)
Praservierungs-

0,5 % Glyzerol; 40 % Ethanol

l6sung

2.7 Qualitativer Nachweis der Tanninbindung der TCA-l6slichen Speichel-
proteine des Rehs

Der Nachweis der Tanninbindung erfolgte durch eektrophoretisches Auftrennen der isolierten

TCA-lodichen Proteine aus dem Parotisspeichd des Rehs (Kap. 24.1) in Anwesenheit

unterschiedlicher  Mengen Tannin. Die Trennung der  Tannin-Protein-Komplexe efolgte

sowohl in eénem SDS-PAGE (Kap 2.6.1) as auch im nativen Polyacrylamidgel (Kap. 2.6.2).

Jeweils 50 pl TCA-l6diche Parotisspeichelproteine des Rehs (ca 0,04 g/l, Proteinbestimmung
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mit BCA-Methode) wurden mit 25 ul Tanninsaure bzw. Quebracho (0 - 1 % (w/v) Tannin in
50 % Methanol) 0. N. bel 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bel 9170 x g fir 5 min be
Raumtemperatur (RT) wurden je 15 pl des Ubergandes (Tannin-Protein-Losung) zu 5
Ladepuffer (SDS-PAGE) bzw. nativen Ladepuffer (natives Polyacrylamidgel) gegeben Die
durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Coomasse Brilliant Blue- (Kap.
26.3) und nachfolgend durch Silbeféabung (Kap. 2.6.5) dchtbar gemacht. Die Tannin-
Protein-Komplexe im naiven Gd wurden mit der Coomasse Brilliant Blue-Methode fiir
PRPs (Kap. 2.6.4) gefarbt.

2.8 Zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese

Die zwedimensonde Polyacrylamidgedektrophorese (2DE) trennt en  Substanzgemisch
nach zwe verschiedenen Paametern. Be den hier efolgten Untersuchungen wurde ene
isoel ektrische Fokusserung mit einer SDS- Polyacrylamidgel e ektrophorese kombiniert.

2.8.1 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Be diesam Vefdren werden Proteine nach ihrem isodektrischen Punkt aufgetrennt. Die
isodektrische Fokusserung wurde mit dem 1PGphor System (Amersham Pharmacia Biotech)
durchgefiihrt (Bjelqvigt et al. 1982, Goérg et al. 1988). Auf getrockneten Polyacrylamid-
gedreifen (Dry Strips) immobiliserte pH-Gradienten ermdglichten eine hohe Reproduzier-
barkeit und verhindern Kathodendrift (Gorg et al. 1988).

Die entsdzte und pdletiete Proteinprobe (ca. 50 pg, Proteinbestimmung mit BCA-Methode)
wurde mit 250 pl Probenpuffer 5-30 min be RT resuspendiert. Das Probenpuffer-Protein-
Gemisch wurde mittig auf die mit Aqua bidest. grindlich gereinigten und getrockneten
Streifenhadter aufgetragen. Die aufgetauten 13 cm langen Dry Strips (Amersham Pharmacia
Biotech) mit immobiliserten pH-Gradienten von 3-10 wurden luftblasenfre auf das Puffer-
Protein-Gemisch gdegt und anschliglend zur  Vedunsungsvermeidung  vollsténdig  mit
Minerddl (ca 1,5 ml) bedeckt. Das nachfolgend ausgefiihrte Fokussierungsprogramm lief bel
einer konstanten Temperatur von 20 °C &b

Rehydrierung 16 h

Fokussierung (17500 Vh) 1h 500V
1h 1000V
1h 2000V

1h45min 8000 V
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Nach der Fokusserung werden die Strips entweder fir eine spéatere Verwendung bel -20 °C
maxima ene Woche gdaget oder 15 min in 10 ml Equilibrierungpuffer unter leichtem

Schiitten inkubiert um sSe fir die zwete Dimenson vorzubereiten.

2.8.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE

Fir die zweite Dimenson wurde das Elektrophoresesysem Hoefer SE600 (Amersham
Pharmacia Biotech) verwendet. Nach der Equilibrierung wurden die Strips auf das 12,5%ige
SDS-PAGE-Gd (Kap. 2.7.1) gelegt, das saure Ende zur spéteren ldentifizierbarkeit markiert
und in Agarosddsung eingebettet um einen luftblasenfreien Ubergang zwischen beiden Gelen
zu gewdhrleisen. Die Elektrophorese erfolgte in Elektrophoresepuffer (Kap. 2.6.1) be 20 °C
(Thermogtat) fur 15 min be 10 mA/Gd und 35 — 4 h bei 45 mA/Gd. Geférbt wurde durch
die Coomasse Brilliant Blue-Methode fur PRPs (Kap. 2.6.3) bzw. Silberfarbung (Kap. 2.6.5).

Die Gdbilder wurden mit Hilfe der Software ImageMaster 2D Verson 3.1 (Amersham
Pharmacia Biotech) ausgewertet.

8 M Harnstoff; 2 % CHAPS; 05 % IPG-Puffer pH 3 — 10; eine
Spatel spitze Bromphenolblau; bei -20 °C lagern
Equilibrierungs- 50 mM Tris-HCl, pH 8,8; 6 M Harngtoff, 30 % Glycerol; 2 % (W)

Probenpuffer

puffer SDS,; eine Spatel spitze Bromphenolblau

. 05 % (w/i) Agaose in Elektrophoresepuffer; eine Spadspitze
Agar osglosung Bromphenolblau
2.9 Qualitativer Glykoproteinnachweis

Die TCA-lodichen Proteine des Parotisspeichds von Reh und Elch wurden mit ener
abgewanddten Perjodsaure-Schiff (PAS)-Féarbung nach McManus (1946) auf Anwesenhelt
von Glykoproteinen getestet. Dabel werden durch Perjodat zu Aldehyden oxidierte
Kohlenhydratreste mit Hilfe von Schiff's Reagenz dchtbar gemacht. Ca 5 pg geoder
entsalzter Speichelproteine in wassiger Lésung wurden mit ener Pipette auf eine Hybond™-
C extraNitrozdlulosemembran fir Proteine (Amersham Life Science, Little Chafornt,
England) gegeben. Als Kontrollen wurden Chymotrypsinogen A (Negativkontrolle) und
Ovdbumin (Pogtivkontrolle) aus dem Low-molecular-weaght-Gdfiltrationskit  (Amersham
Pharmacia Biotech, Kap. 2.4.2) verwendet.

Der Erfolg des Auftrags wurde mit der reversblen PonceauRot Farbung geprift. Dazu wurde

de Membran 5 min in PonceatRot-Farbedsung inkubiert. Nach dem Dokumentieren
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wurden die Banden mit Aqua dest. (ca. 10 min) wieder entfarbt.

Die entfabte Membran wurde 5 min in 1 % (w/N) Perodsaurdésung inkubiert und
anchlielfend 3 x 5 min in Aqua bidest. gewaschen. Dann erfolgt eine 15minitige Inkubation
mit Schiff's Reagenz (Sgma) im Dunkeln. Nach dem Schitteln (5 min) in 05 % (Wh)
Natriumdisulfit (NaS0s) wurden die Glykoproteine durch Spilen in  Letungswasser
sichtbar.

Ponceau-Rot-

0 10 _—
Farbeldsung 0,5 % (w/v) PonceaurRot; 1 % Essigsaure

2.10 Aminosauresequenzbestimmung der TCA-l6slichen Speichelproteine
des Rehs

2.10.1 Umkehrphasenchromatographie und N-terminale Sequenzierung

Die  Umkehrphasenchromatographie  (RPC) und die  anschlieflende  N-teminde
Aminosauresequenzandyse wurde von Mitarbeitern der Arbetsgruppe Dr. Kraft am Inditut
fur Proteinchemie am Max-Debrick-Zentrum (MDC) in Belin-Buch durchgefihrt. Die
Auftrennung der Gdfiltrationspesks 1 und 2 (Kap. 2.4.2) efolgte mit Hilfe der RPC an einem
SMART-Sysem fur mikroprgparative Reinigung (Amersham Pharmacia Biotech). Es wurden
20 pl Probevolumen mit einer geschézten Protenmenge von 10 pg/ml (Proteinbestimmung
mit BCA-Methode) auf eine pRPC C2/C18-Saule (Amersham Pharmacia Biotech) gegeben.
Als mobile Phase diente en Gradient mit deigender Konzentration an Acetonitril (0,5
%/min). Die Fussae berug 100 pl/min. Die Peptide wurden durch automatische
Sequenzandyse an eénem ABI Procise Protein Microsequencer (Applied Biosystems, Forster
City, USA) identifiziet. Proteindatenbanken wurden nach Uberdingimmungen mit  den
Peptidsequenzen mit Hilfe des Programms FASTA 3.2 durchsucht (Pearson und Lipman
1988).

Eluent A 0,1% TFA in HO

Eluent B 0,1 % TFA in Acetonitril
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2.10.2 Anionenaustauschchromatographie

Proteinfrektionen, die nicht durch PRC aufgetrennt werden konnten, wurden ener
Anionenaugtauschchromatographie (IEC) unterzogen. Die Trennung efolgte durch ene 1 mi
Recource Q-Saule am FPLCO-Badgsystem (beides Amershan  Pharmacia Biotech).
Funktiondlle Gruppe dieses dark anionischen Audauschers i die quaternae Ammonium-
vebindung Trimethylaminoethyl. Als mobile Phese diente en Gradient aus Stat- und
Elutionspuffer Gber 20 ml mit ener Hussate von 1 ml/min. Es wurden 50 pl Proteinldsung
Uber eine Probeschleife aufgetragen. Die Detektion der duierten Proteine erfolgte bei ener
Widlenlange von 214 nm. Die erhdtenen Fraktionen wurden wiederum durch RPC (Kap.
2.10.1) aufgetrennt und sequenziert.

Startpuffer 20 mM Tris-HCI; pH 8,0

Elutionspuffer 20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; pH 8,0

2.10.3 Trypsin-Verdau

Es wurde versucht, die isolieten Proteine durch enen Trypsn-Verdau in Peptide
aufzutrennen um mehrere Fragmente pro Protein N-termind  sequenzieren zu  konnen. Der
Versuch wurde am Inditut fur Proteinchemie am Max-Ddbrick-Zentrum (MDC) in Belin-
Buch nach dem dort Ublichen Protokoll durchgefihrt. Ca. 7 pug der TCA-lédichen Proteine
des Rehspeichels wurden mit 1 pg Trypsn (Promega, Madison, U.SA.) in 60 pl TrissACN-
Puffer 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Resktion wurde mit 6 yl 10 % Trifluoressigsiure (TFA)
gestoppt. Anschliefiend wurden sowohl mit den unverdauten TCA-lédichen Proteinen ds
auch mit dem Verdauansatz eine RPC (Kap. 2.10.1) durchgefihrt.

TrissACN-Puffer 0,1 M Tris-HCI; 1 mM CaCl; 10 % Acetonitril; pH 8,5

2.11  Nukleotidsequenzbestimmung mittels RT - PCR

Durch die Andyse der Aminosiuresequenz kann eine N-terminale Teilsequenz der PRPs des
Rehs aufgeklat werden. Um ene vollsgandigere Sequenz enes oder mehrerer PRPs zu
erhdten, wurde polyadenyliete RNA (polyA RNA) aus der Ohrspechddrise des Rehs
untersucht. Durch die Resktion mit reverser Transkriptase wird die polyA-RNA in cDNA
(komplementé&re  DNA) umgeschrieben. Anschliellend werden PRP-spezifische  Abschnitte
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mittels Polymerase-Ketten-Regktion (PCR) amplifiziert. Daflr werden aus den N-terminden
Proteinsequenzen der Fraktion G1-17 degenerierte  DNA-Sequenzen abgdetet, die ds
soezifische Primer dienen. Sie kdnnen am 5'-Ende der gesuchten Sequenz ansetzten. Da das
C-terminde Ende der Proteinsequenz nicht bekannt ist, werden datt der spezifischen Primer
am 3-Ende der Nukleotidsequenz die bereits fur die Reverse Transkription verwendeten
OligodT15)-Primer eingesetzt.

2.11.1 RNA-Isolierung

Gesamt-RNA wurde mit Hilfe von Trizol® (GibcoBRL, Life Technologies, Paidey, UK) aus
Parotisspeicheldrisengewebe  eines Rehs isoliet. Das be -80 °C gdagerte Parotis-
gpeicheldriisengewebe wurde in 20 pl TriZol-Reagenz pro mg Gewebe gegeben und mit
einem Homogenisator (UltraTurrax T25, IKA®-Labortechnik, Stauffen) zerkleinert. Die
homogene Losung wurde 5 min be RT inkubiert. Danach wurden 0,2 ml Chloroform/ml
TriZol-Reagenz  zugegeben, 15 s dak geschittedt und wetere 2-3 min  inkubiert.
Anschlie?end wurden die Phasen durch Zentrifugation fir 15 min bel 12000 x g (4 °C)
getrennt. Die obere wéssige Phase wurde in ein Resktionsgefd3d UberfUhrt und die RNA
durch Zugabe von 05 ml Isopropanol pro ml TriZol-Reagenz und Inkubation von 10 min be
RT gefdlt. Die RNA wurde dann peletiert (10 min Zentrifugation bei 12,000 x g und 4 °C).
Nach enem Waschschritt mit 75%igem tiefgekihlitem (-20 °C) Ethanol (1 ml/ml TriZol-
Reagenz) wurde nochmas zentrifugiert (5 min, 7500 x g, 4 °C), der Ethanollberstand
entfernt und die RNA be 37 °C im Thermomixer (Eppendorf) getrocknet. Die RNA wurde
danach in RNAse-frdem Wassr 10 min ba 58 °C gdddt. lhre Konzentration wurde
photometrisch (I = 260 nm) mit dem GeneQuant II RNA/DNA Cdculator (Amersham
Pharmacia Biotech) bestimmt.

Aus der Gesamt-RNA wurde PolyA-RNA mittels des PolyATtract® mRNA Isolationssystems
(Promega) gewonnen. Zum Anlagern der Sonde wurden 2,43 ml DEPC-Wasser mit 1-5 mg
Gesamt-RNA zunéchgt auf 65 °C erhitzt. Nach 10 min wurden 10 pl der bictinylierten
OligodT-Sonde und 60 pl 20x SSC (beides Promega) zur RNA gegeben und bis zur
vollsténdigen Abkihlung bel RT inkubiert. Der Ansatz wurde zu 3 x mit 05 x SSC
gewaschenen  Streptavidin-markierten  Paramagnetischen  Partikeln  (SA-PMPs,  Promega)
gegeben und unter mehrmaigem Schitteln fir 10 min inkubiert. Das Fangen der SA-PMPs
efolgte mit enem Magneten. Ungebundene Moleklle wurden durch vier Waschschritte mit
0,1x SSC und wiederholtem Fangen der Partikd entfernt. Danach wurde die polyA-RNA in 1
ml Aqua dest. (RNAsefrd) duiet. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wiederum
photometrisch.
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2.11.2 Reverse Transkription

40 pl Resktionsansatz enthidlten 6 pg PolyA-RNA, 400 U M-MLV Reverse Transkriptase, 40
U RNAsSN® Ribonukleasainhibitor, 8 pl 5x MMLV Resktionspuffer (ales Promega), 4 mM
dNTPs (Perkin Elmer) und 130 pmol OligodT15)-Primer . Der Ansatz wurde bei 37 °C 60 min
lang inkubiert. Esfolgte eine 10mintitige Inaktivierungsphase bel 70 °C.

M-MLV 5x 250 mM Tris-HCI; 375 mM KCl; 15 mM MgCh; 50 mM DTT; pH
Reaktionspuffer 8,3
OIigOdT(15) 5-TTTTITTITTITTIT -3

2.11.3 PRP-spezifische PCR

Der Reaktionsansatz der PCR (25 pl ) enthielt 1 pl cDNA, 0,3 U PanScript-Polymerase, 2,5
ul 10 x PanScript-NHj-Reaktionspuffer (beide von PAN Biotech GmbH, Aidenbach), 37,5
nmol MgCh, 10 pmol dNTPs, 10 pmol der Primer und 2 pg BSA. In zwe verschiedenen
Ansdtzen wurde entweder Primer ProAl, ProA2 oder ProA3 mit OligodT(1s) kombiniert. Die
PCR wurde unter folgenden Bedingungen im PCR-Gerd GeneAmp 2400 (Perkin Elmer)
durchgefuihrt: Denaturierungsphase bei 94 °C fur 3 min, 37 Zyklen bei 94 °C, 51 °C und 72
°C fir jewells 30s und Elongationsphase 72 °C fur 10 min.

PanScript NH,- ) . . .
Reaktionspuffer 160 mM (NH4)2SO4; 500 mM Tris-HCl; 0,1 5 Tween 20; pH 8,8
ProAl 5 - CCY CCY GAGGAGCAGC-3

ProA2 5 - CCY CCY GACGAGCACC-3

ProA3 5 - CCY CCY GACGACCACC-3

2.11.4 Agarose-Gelelektrophorese

Das Ergebnis der PCR wurde mittels Agarosegeleektrophorese (1,5 % (w/v) Agarose [Peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen] in TAE-Puffer) geprift. 10 pl der PCR-Resktion wurden
mit 3 pl Ladepuffer vermischt und in die Taschen des Agarosegels gegeben. Nach der
Elektrophorese in der Appaatur G100 (60 min be 4V/cm) wurde die DNA im
Ethidiumbromidbad (10 pl Ethidiumbromidiésung/100 ml Aqua dest.) geférbt.
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TAE-Puffer 40 mM Tris-HCI; 20 mM Essigsaure; 1,8 mM EDTA

L adepuffer 50 % Glyceral in TAE-Puffer; eine Spatel spitze Bromphenolblau
Ehidumbromic- 1 mgimi Eticumbromid

dsung

2.11.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Aus dem nach Beendigung der PCR-Resktion vorliegenden Resktionsgemisch miissen vor
weateren Klonierungss und  Sequenzierungsschritten Sdze, Uberschiissge  Oligonukleotide
(Primer) und Nukleotide entfernt werden. Die Aufreinigungen erfolgten mit dem EZNA.®
Cyde-Pure Kit (Peglab Biotechnologie GmbH) nach Protokoll des Hergdlers. Die im
Rahmen der Hybridiserungsanreicherung (Kap. 2.12) hergestelliten DNA-Fragmente wurden
mit dem QIAquick™™ PCR-Purification-Kit 250 (QIAGEN GmbH, Hilden) gereinigt.

2.11.6 Klonierung

Ligetion: Die PCR-Produkte wurden mittds pGEM®-T Vector-System |l (Promega) nach
Hergelerprotokoll kloniert. Jewells 3 pl der gereinigten PCR-Fragmente wurden mit 1 pl
Vektor, 1 pl (3 U) Ts-Ligase und 5 pl des 2 x Ligasepuffers gemischt. Die Ligetion erfolgte
U.N. bei 4 °C.

Trandformation: 50 pl kompetente Zdlen (Escherichia coli JIM109, Promega) wurden nach
Hinzufigen von 5 pl Ligationsansatz 20 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte fir 45 s
be 42 °C (Wassarbad) en Hitzeschock mit nachfolgendem Abkihlen (5 min auf Eis). Nach
Zugabe von 950 pl LB-Medium wurden die Zdlen be 37 °C 90 min geschitttelt. Danach
wurden 200 pl des Transformationsansaizes auf LB-Agarplatten ausplatiert und ba 37 °C
U.N. bebritet.

Die Identifizierung von Bakterienkolonien, welche en Insat-tragendes Plasmid enthieten,
efolgte durch Ausnutzung der a-Komplementation. Kolonien, die en Pasmid mit Insert
enthidlten, waren durch den ausbleibenden Abbau des im Agar enthdtenen X Gal zum blauen
Indigoderivat weil3. Diese podtiven Kolonien wurden ausgewahit und mit Hilfe ener derilen
Pipettenspitze in 20 pl Aqua bidest. (steril) Gberfuhrt. Nach Inkubation bel 95 °C (5min) und
anchliefender  Zentrifugation be 17.000 x g (RT) fur 10 min konnte das die DNA
enthatende Plasmid (Uberstand) in ein steriles Reaktionsgefal tberfuhrt werden.
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4 % (Wh) Luria-Bertoni Agar (Sigma), 100 pg/ml Ampicillin; 0,2 mM

LB-Agar IPTG: 0,008 % X-Gd

2.11.7 Sequenzierung

Mit Hilfe ener PCR wurden die Insarts spezifisch vermehrt. Der Ansatz (25 i) enthidt 2 pl
DNA, 2 mM MgCh, 0,5 U AmpliTag DNA-Polymerase, 25 pl 10x AmpliTaq - Resktions-
puffer (beides Perkin Elmer, Forgter City, USA), 200 uM dNTPs und je 10 pmol der
Vektorprimer T7 und M13rev. Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen im PCR-Gerét
GeneAmp 2400 (Perkin Elmer) durchgefiihrt: Denaturierungsphase bei 94 °C fir 3 min, 35
Zyklenbei 94°C (159),51°C (20°9), 72 °C (30 s) und Elongationsphase 72 °C fur 30 min.

Die Sequenzierung wurde mit der Didesoxymethode nach Sanger et al. (1977) durchgefihrt.
Dazu wurde der BigDye Fuorescence Cycde Sequencing Kit (Applied Biosystems) eingesetzt.
De Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR (10 pl ) enthidt 3 pl gereinigte DNA, 2 pl des
BigDye Terminator-Mix (enthidt DNA-Polymerase, Puffer und dNTPs) und 1 pl Vektor-
primer (T7 oder M13rev). Die Sequenzierungs-PCR wurde Uber 35 Zyklen (96 °C, 10s,
50 °C, 5 s, 60 °C 4 min) durchgeftihrt. Anschlief?end wurden die PCR-Produkte mit 53 pl 100
% Ethanol gefdlt und 2 h 30 min ba 1100 x g zentrifugiert. Nach Abnehmen des
Uberstandes wurde das Pellet 30 min bei RT getrocknet. Die PCR-Produkte wurden in 20 pl
Formamid (Perkin Elmer) aufgenommen und mit dem automatischen Sequenzierer ABI 310
C Genetic Analyser (Applied Biosystems) aufgetrennt und analysert.

10x AmpliTaq - - )
Reaktionspuffer 100 mM Tris-HCL (pH 8,3); 500 mM KCI
T7-Primer 5-TAATACGACTCACTATAGGG- 3

M 13r ev-Primer 5 - TGT CAG GAA ACA GCT ATGAC- 3

2.12  Nukleotidsequenzbestimmung mittels Hybridanreicherung

Die Hybridanreicherung wurde gewdhlt, um langere Sequenzabschnitte PRP  kodierender
RNA zu erhdten, ds es mittds PRP-spezifischer PCR mdglich war. Zunéchst erfolgt eine
Ligation von PCR-féhigen Adaptoren an die cDNA (Edwards et al. 1996, Nyakaana und
Arctander 1998). Aus den angereicherten cDNA-Abschnitten wird dann durch Hybridiserung
PRP-cDNA isoliert (Ciofi und Bruford 1998). Die Hybridiserungssonden werden von den
Sequenzen der durch die PRP-spezifische PCR erhatenen Fragmente (Kap. 2.11) abgeleitet.
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2.12.1 Anreicherung der cDNA nach Adaptoren-Ligation

Tota-RNA und PolyA-RNA wurde aus Parotisspeicheldriisengewebe des Rehs wie in Kapitel
2111 beschrieben isoliet. Zur Hergdlung von cDNA wurde in weiteren Ansdtzen neben
dem OligodT(15)-Primern auch Zufdlshexamere (77 pmol/pg RNA, random hexamers, Perkin
Elmer) und der aus der Sequenz der Klone der RT-PCR abgeleitete Primer Finthy (97
pmol/ug RNA) engesstzt. Die reverse Transkription efolgte wie in Kapitd 211.2
beschrieben.

Die Ligation der Adaptoren an die cDNA und deren Vermehrung (PCR) efolgte mit Tellen
des pGEM®-T Vector-Systems 11 (Promega) nach Edwards et al. (1996). 8 pl der gereinigten
cDNA-Fragmente wurden mit je 2 pl der Adaptoren Mlu21 und MIu25 (100 pmol/ul), 2 pl
T4-Ligase (3 U/ul) und 10 i des 2 x Ligasepuffers gemischt und U.N. bel 4 °C ligiert. Der
PCR-Ansatz (50 ul) enthielt 10 ul DNA der Ligationsresktion, 50 pmol Mlu21, 2 mM MgCh,
05 U AmpliTag DNA-Polymerase, 5 pl 10x AmpliTag - Resktionspuffer (beides Perkin
Elmer), 200 uM dNTPs und 8 pug BSA. Es efolgte zundchst ein Extensionsschritt bel 72 °C
fir 5 min, um ungebundene Enden 2zwischen Adgptoren und DNA zu ligieren. Einer
darauffolgenden Denaturierungsphase bel 94 °C (3 min) folgten 35 Zyklen be 94 °C (30 9),
60 °C (30 ) und 72 °C (120 s) und eine abschlief3ende Elongationsphase 72 °C fur 7 min.

Pinthy 5 -TTGCTCCTCTGGTGG G- 3
MIlu21-Adaptor 5 -CTCTTGCTT ACGCGT GGA CTA - 3
Mlu25-Adaptor 5'-TAGTCCACGCGT AAGCAA GAGCACA -3

2.12.2 Hybridisierung

Die Hybridiserung efogte mit Hilfe von Sreptavidin-markierten paramagnetischen
Patikeln (SA-PMPs, Promega) nach ener von Lieckfedt et al. (2001) abgewanddten
Methode von Nyakaana und Arctander (1998). Der Hybridiserungsansatz (20 pl) bestand aus
5 ul des PCR-Ansatzes, 2 pl der jewelligen biotinylierten Hybridsonde BIO-Hrev oder BIO-
Pinthy (50 pmol/ul) und 2 pl des 10x AmpliTag - Resktionspuffer (Perkin Elmer). Nach
enem Denaurierungsschritt (94 °C, 3 min) efolgte die Hybridiserung be 72 °C fur 4 min.
Die Isolierung der hybridiserten DNA-Abschnitte wurde der Hybridierungsansaiz zu
gewaschenen SA-PMPs (Kap. 211.1) gegeben und unter mehrmaigem Schitteln 10 min
inkubiert. Ungebundene Molekile wurden durch vier Waschschritte mit 0,1x SSC und
wiederholtem Fangen der Partikd an einem Magneten entfernt. Danach wurden die SA-PMPs
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in 100 pl Wasser resugpendiert. Durch Denaturierung (95 °C, 5 min) wurden die
hybridiserten Molekile geost und in enen deriles Resktionsgefdd Uberfihrt. Nach enem
weiteren Anreicherungschritt (PCR, Kap. 2.12.1) mit 10 pl der hybridiserten Molekiile
(Elongationsphase bet 72 °C fur 30 min) wurde die gereinigten PCR-Produkte wie in Kapitel
2.11.6 beschrieben kloniert. Die der Sequenzierungsresktion vorrausgehende PCR wurde mit
dre  verschiedenen Kombinationen von Primern unter bereits beschriebenen Bedingungen
durchgefuhrt (Kap. 211.7). Die DNA dler ausgewdhlten Klone wurde mit beiden
Vektorprimern (T7 und M13rev) oder dem der Hybridiserungssonde entsprechenden nicht-
biotinylierten Primer (Hrev oder Pinthy) und jewels einem der Vektorprimer vermehrt. So
konnten Klone identifiziet werden, die ein der Hybridiserungssonde entsprechendes Insert
enthielten. Die Sequenzierung der mit Vektorprimern erhdtenden PCR-Produkte erfolgte wie
in Kapitel 2.11.7 beschrieben.

BIO-Hrev 5' - Biotin - TGG TAA ACT GAA AACAGA CTGCCT TCC
) AAT GCCATG GCT TCC TGA AGGACT GCT GTC- 3

BIO-Pinthy 5' - Biatin- CTCCTCTGG TGG GGG TGG CC - 3

Hrev 5'- TGGTAA ACT GAAAACAGACT -3

2.12.3 Auswertung der Sequenzen

Die  Nukleotidsequenzen  wurden mit den  Eintrdgen in der Genbank
(http:/Avww.ncbi.nim.nih.gov/blast/) verglichen (Altschul et al. 1997).

Aus den durch RT-PCR und Hybridanrecherung ermittdten Sequenzen wurde in einem
Neghbour-JoiningTree  mit  Hilfe des Softwareprogranm MEGA, Veson 21
phylogenetisch zusammengefast (Kumar et al. 2001). Dessen Robustheit wurde mit 1000
Bootstrap-Wiederholungen gepriift (Saitou und Nei 1987).

Die Primadrukturen und mogliche pog-trandationde Modifizierungen der  ermittdten
Proteine wurden mit Hilfe des Expet Protein Andyse Systems (ExPASy) des Schweizer
Indtituts fir Bioinformatik (SIB) analysiert (http://mww.expasy.ch/tools).
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3 Ergebnisse

3.1 Tanninbindungskapazitaten des Speichels des Rehs im Vergleich zu
anderen Wiederkauern

Mit e@nem Tanninbindungsassay wurden die Tanninbindungskapazitdten des Gesamtspeichels
des Rehs untersucht und mit anderen Erndhrungstypen verglichen. Untersucht  wurden
Speiched von dre Intermedidrtypen (Rentier, Damhirsch, Moschusochse) und zwel Gras- und
Rauhfutterfressern - (Mufflon, Rind). Es wurden die rddiven Bindungskapazitéen an en
hydrolyserbares (Tanninsdure) und en kondensertes Tannin  (Quebracho) gemessen. In
Abbildung 31 snd die jeweligen Tanninbindungkepazitéten der Speichd der enzelnen
Wiederkéueraten  dargestellt.  Jeder  Datenpunkt  entspricht der  durchschnittlichen
Tanninbindungskapazitét des Speichels eines Individuums.
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& ‘m P2 A Muffion (GR)
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Abbildung 3.1 Relative Tanninbindungskapazitaten des Gesamtspeichels verschiedener
Wiederkauer an Tanninsdure und Quebracho. In den Tanninbindungsassay wurden 50 pg/ml
Tannin und 10 pg/ml Protein eingesetzt. Jeder Datenpunkt entspricht der durchschnittlichen relativen
Tanninbindungskapazitét des Speichels eines Individuums.
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Die Speicheproteine des Rehs und der meisten der untersuchten Intermediartypen weisen
Tanninbindungskapazitdteen in hohen Bereichen (40 - 60 % des Maximadwerts) auf.
Rinderspeichd dagegen band mit niedrigen Bindungskgpazitéteen im Bereich um 20 % an
Tannine. Die Spechdprotene des Mufflons  haben
kapazitéten aber hohe Quebracho-Bindungskepazitéten.

niedrige  Tanninsdure-Bindungs-

Tabelle 3.1 Durchschnittliche relative Tanninbindungskapazitdten des Gesamtspeichel
ver schiedener Wieder kauer an Tanninsaur e und Quebracho (Angaben in % desMaximalwerts
+ SD). Zum Vergleich wurden die Tanninbindungskapazitéten von menschlichem Speichel und von
BSA (unspezifische Bindung) gemessen. In den Tanninbindungsassay wurden 50 pg/ml Tannin und
10 pg/ml Protein eingesetzt. (n - Anzahl der untersuchten Tiere/Personen)

Art Typ n Tanninsiure Quebracho
Reh KS 11 49,2+ 11,2 415+ 84
Rentier IM 2 52,7+ 6,1 474+ 1,7
Damhirsch IM 7 37,3+ 59 39,7+ 4.8
Moschusochse IM 6 38,8+ 11,9 38,5+ 11,2
Mufflon GR 4 220+ 40 406+ 3,5
Rind GR 9 188+ 54 21,3+ 52
Mensch 5 354+ 16,5 47,2+ 16,5
BSA 2905+12,2 218+ 84

Die durchschnittlichen Tanninbindungskapazitéten der Wiederkéueraten snd in Tabdle 3.1
aufgdiget.

Tanninsure: Die Tanninsaure-Bindungskapazitdten der Speicheproteine unterschieden sich
sgnifikant zwischen den Wiederkduerspezies (ANOVA, p < 0,001, n = 39). Se waren bem
Reh (49,2 %) und Rentier (52,7 %) sehr hoch. Die Speichd der Damhirsche (37,3 %) und
Moschusochsen (388 %) zeigten etwas geringere mit menschlichem Speichd (354 %)
vergleichbare  Bindungskapazitéten. Die  Tanninsiure-Bindungskapazitéten der  Speichd-
proteine des Rehs, Rentiers, Damhirsches und Moschusochsen unterschieden sich sgnifikant
von der des Rindes und des Mufflons (post hoc Tests). Fir letztere konnten niedrige
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durchschnittliche reative Bindungskapezitéten an Tanninsdure ermittelt werden (18,8 bzw.
22,0 %). Se lagen unter der von BSA (295 %), das ds unspezifisch bindendes Vergleichs-
protein herangezogen wurde. Aul3erdem unterschieden sich Relt und Damhirschspeiche in
ihren durchschnittlichen relativen Bindungskepazitden fir Tanninsdure (post hoc Tests).
Anhand der rdaiven Tanninsure-Bindungskapazitdten zeichnete sch ab, dass die hier
untersuchten Vertreter der Konzentratselektierer (Reh) und  Intermedidrtypen  (Rentier,
Damhirsch, Moschusochse) zu einer Gruppe zusammengefasst werden konnen, die sich von
den untersuchten Gras- und Rauhfutterfressern (Mufflon, Rind) unterscheidet.

Quebracho: Mit Ausnahme des Rindes banden die Speichdproteine dler Erndhrungstypen
mit vegleichbar hoher Kapazitdt an Quebracho. Auch hier unterschieden sich die
Bindungskapazitdten zwischen den Spezies dgnifikant (ANOVA, p < 0,001, n = 39). Die
relativen Bindungskepazitdten von Rinderspeichd fir Quebracho waren dhnlich niedrig wie
fur Tanninsaure (21,3 %). Mufflonspeichel band jedoch Quebracho vid starker (40,6 %) als
Tanninsdure. Die Quebracho-Bindungskepzitét von Rinderspeichd war mit BSA (21,8 %)
vergleichbar. Sie unterschied gch ggnifikant von denen dler anderen Wiederkéuerspeichd,
einschliefdich Mufflonspeiche (post hoc Tests). Die Bindungskapazitdten von Rehr (41,5 %),
Rentier- (47,4 %), Damhirsch (39,7 %), Moschusochsent (38,5 %) und Mufflonspeiche an
Quebracho zeigten untereinander keine dgnifikanten Unterschiede. Se waren anndhernd so
hoch wie die des Menschenspeichels (47,2 %).

Es wurde fir jede Wiederkéuerspezies getestet, ob sch die mittleren Bindungskapazitdten fir
Tanninsaure von denen fir Quebracho unterschieden (Wilcoxon-Test). Aufgrund der geringen
Anzahl an Individuen wurden die Ergebnisse des Rentier- und des Mufflonspeichels nicht in
die Teds enbezogen. Die Daen zegen, dass die Specheprotene des Mufflons
unterschiedlich stark an Tanninsdure bzw. Quebracho banden. Fir ale anderen untersuchten
Wiederkéuer konnte kein ggnifikenter Unterschied zwischen der Tanninsdure- und  der
Quebrachobindungskapazitét festgestellt werden (Wilcoxon-Test, p > 0,05).

Die rdativen Tanninbindungskapazitéten des Rehgpeichds snd mit denen der Intermediar-
typen (Rentier, Damhirsch, Moschusochse) vergleichbar. Das lésst auf das Vorhandensaein
tanninbindender Proteine schlielen. Die Tanninbindungskapazitét des Speichds vom Rind
(GR) deutet auf das Fehlen von tanninbindenden Proteinen hin. Mufflonspeiched  enthdt
maglicherweise Proteine, die spezifisch an Quebracho binden.
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3.2 Tanninbindende Proteine im Speichel des Rehs und anderer
Wiederkéauer
Anlass der Untersuchungen: Tanninbindende Proteine der Ratte, der Maus und des Menschen
and prolinreich (Lu und Bennick 1998, Mehansho et al. 1987b, Mehansho 1992). Auch im
Speichedl des Maulltierhirsches wurden Proteine mit einem erhthten Prolinanteil nachgewiesen
(Audin et al. 1989). Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch tanninbindende Proteine
anderer Arten einen relaiv hohen Prolingehat haben.
Konzentratselektierer: Ein entsprechender Nachweis fir die tanninbindenden Proteine der
Rehe ig bisher nicht efolgt (Joest 1998). Die Produktion prolinreicher Speichelproteine
(PRPs) vider Arten findet vorrangig in der Ohrspeichddriise (glandula parotis) Statt (Bedey
et al. 1991, Fereira et al. 1992). Dies konnte durch den Veglech der
Tanninbindungskepazitdt von Parotis- und Mischspeichd fir das Reh bedtétigt werden (Ficke
et al. 1998, Joest 1998). Da prolinreiche Proteine in TCA |oédich sind, kénnen se durch TCA-
Fdlung der anderen Speichdproteine erfolgreich aus Speiched angereichert werden (Audtin et
al. 1989, Makkar und Becker 1998). Be der Isolierung der tanninbindenden Proteine aus
Parotispeiched  des Rehs wurde diese Methode angewendet. Die Bestimmung der
Aminosdurezusammensetzung, der Tanninbindungskepazitét und der Nukleotidsequenz der so
isolierten Proteine war Gegenstand der Untersuchungen des Parotisspeichels von 13 Rehen
aus dem Nationdreservat in Chizé in Frankreich. Mit dem Elch wurden neben dem Reh die
Speichelproteine eines weiteren Konzentratselektierers untersucht.  Junthelkki  (1996) konnte
tanninbindende Proteine im Speichd des Elches nachweisen, ihr Prolingehdt wurde aber
nicht festgestellt. Mit Hilfe der im Kapited 2.1.2 beschriebenen Kathedertechnik konnte von
zwe Elchen ene fir die Betimmung des Prolingendts ausreichende Menge Parotisspeichd
gewonnen werden.
Intermediartypen: Der Speichd von Intermedidrtypen wurden bisher noch nicht auf das
Vorhandensein  tanninbindender Proteine und deren Prolingehdt hin  untersucht. Wie im
Kapitd 3.1 beschricben wurden im Speiche der untersuchten IM  sehr hohe redive
Tanninbindungskapazitéten gefunden, die zu entsprechenden Untersuchungen ermutigten. Es
wurde Gesamtspeichd von acht Damhirschen und sechs M oschusochsen verwendet.
Grass und Rauhfutterfresser: Im Speichd von Rindern, den typischen Vertretern der
Grasfresser, wiesen Mole et al. (1990) prolinreiche Proteine mit enem Prolinantell von 57 %
nach, die dlerdings keine Tanninbindungskapazitét besalden. Makkar und Becker (1998)
fanden im Rinderspeichd dagegen tanninbindende Eigenschaften, gelten aber nur enen
Prolingghelt von 64 % fest. Diessr Widerspruch sollte hier durch Untersuchungen des
Gesamtspeichds von neun Rindern gel6st werden.
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3.2.1 Prolingehalt der TCA-l6slichen Speichelproteine

3.2.1.1 Pralingehalt der TCA-l6dichen Speichelproteine des Rehs

Die TCA-Falung des Parotisspeiches ergab eine I6diche und eine unlddiche Proteinfraktion.
Die TCA-lodichen Proteine des Rehs wurden mit Hilfe einer Gdfiltration in zwel Fraktionen
(Gdfiltrationspeaks GF1 und GF2, Abb. 3.5) aufgetrennt. Die so entstandenen Fraktionen
wurden hingchtlich ihrer  Aminosdurezusammensetzung  untersucht und  mit  Parotis-  und
Mischspeichd verglichen. In Tabelle 3.2 snd neben Prolin die Antele von Glutamin bzw.
Glutamat und Glycin an Gesamtprotein aufgefihrt, da diess Aminosduren in prolinreichen
Proteinen zu einem Gesamtantell von 70 - 88 % auftreten (Bennick 1982).

Tabelle 3.2 Aminosaur ezusammensetzung von Reh-Parotisspeichel. Antell der fur prolinreiche
Proteine charakteristischen Aminosduren Prolin (Pro), Glutamat bzw. Glutamin (GIx) und Glycin
(Gly) (Angaben in % an Gesamtaminosauregehalt).

Fraktion des Rehspeichels Pro Glx Gly

Parotisspeichel 8,3 16,4 6,9
Mischspeichel 7,0 14,1 8,8
TCA-Fallung des Par otisspeichel

TCA-16diche Proteine 39,8 19,1 11,0
TCA-unlgédiche Proteine 29 17,3 52

Gélfiltration der TCA-l6slichen Proteine
GF1 36,9 22,1 11,7
GF 2 49,6 7,3 10,0

De Prolingehdt der Parotisspeichelproteine der Rehe (8,3 %) war nur geringfligig hoher as
der von Mischspeichd (7,0 %). Aus diesem Vergleich der Analyseergebnisse konnten daher
keine Schlussfolgerungen auf das Vorhendensain prolinreicher Proteine im  Parotisspeichel
gezogen werden. Die aus Parotisspeichd isolieten TCA-lodichen Proteine hatten  einen
Prolingendt von 398 %. In der TCA-unlédichen Fraktion wurden dagegen keine
prolinreichen Proteine gefunden (29 % Pro). Damit konnte nachgewiesen werden, dass im
Speichd von Rehen prolinreiche Proteine vorkommen. Die Andyse der Proteine des
Gdfiltrationgpesks zeigte, dass die prolinreichen Proteine des Rehspeichels unterschiedlich
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grol3 waren. Sowohl GF1 ds auch GF2 haten einen hohen Prolingehdt (GF1 36,9 %; GF2
49,0 %). Der Gesamtantell der Aminosduren Glutamin bzw. Glutamat, Glycin und Prolin der
TCA-lodichen Fraktion (69,9 %) sowie in den Géfiltrationspeaks (GF1 70,7 %; GF2 66,9 %)
machte anndhernd 70 % aus.

3.2.1.2 Prolingehalt der TCA-l6dichen Speichelproteine des Elchs

Andog zum Rehgpeichd wurden TCA-lodiche Proteine aus dem Parotisspeiche der Elche
isoliet und ener Aminosauretotdandyse unterzogen (Tab. 3.3). Der Prolingehdt des
Parotisspeichel des Elchs (13,6 %) ist hther as der des Reh-Parotisspeichd (8,3 %, Tab. 3.2).
Dies deutet bereits auf das Vorhandensain prolinreicher Proteine hin. Mit Hilfe der TCA-
Fdlung konnten Proteine mit einem den PRPs des Rehs vergleichbarem Prolingehdt von 35,2
% isoliet werden. Der Gesamtantell der Aminosduren Glutamin bzw. Glutama, Glycin und

Prolin betrug 61,3 % und lag damit unter dem von Bennick (1982) angegebenen Wert von 70
- 88 %.

Tabelle 3.3 Aminosaurezusammensetzung von Elch-Parotisspeichel. (Angaben in % an

Gesamtaminosauregehalt)

Fraktion des Elchspeichels Pro Glx Gly
Parotisspeichel 13,6 16,1 6,1

TCA-l6diche Proteine 35,2 17,8 8,3

3.2.1.3 Prolingehalt der TCA-lédichen Speichelproteine anderer Wieder kauer

Die ermittdten Prolingehdte der Gesamtspeiche von Reh (KS) und Rind (GR) und der aus
Gesamtspeiche  isolierten TCA-lodichen Proteine von Reh, Moschusochse (IM), Damhirsch
(IM) und Rind snd in Tabele 34 aufgdidet. Rinderspeichd hatte einen Prolingehdt von 8,2
%, der mit dem Gesamtspeichel (9,9 %) und dem Parotisspeichel des Rehs (8,3 %, Tab. 3.2)
vergleichbar war.

Die aus Gesamtspeichd des Rehs isolieten TCA-lodichen Proteine enthidlten etwas weniger
Prolin ds die TCA-lédichen Proteine des Parotisspeichels (39,8 %; Tab. 3.2). Das liegt
moglicherweise daran, dass im Gesamtspeichd mehr TCA-lodiche Proteine mit geringem
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Prolingendt vorkommen as im Paotispeichd. Im Gegensaiz zum Rehspeichd haten die
Proteine des Rinderspeiches nur einen Prolingehdt von 10,6 % und gehorten demnach nicht
der Familie der prolinreichen Proteine an. Die TCA-l6dichen Speicheproteine des
Moschusochsen enthidlten 29,3 % Prolin und konnten der Gruppe der prolinreichen Proteine
zugeordnet werden. Der Prolingehat der TCA-lodichen Protene aus Damhirschspeichd war
mit 13,0 % dem Prolingehat des Parotisspeichels des Elchs (13,6 %; Tab. 3.3) vergleichbar.
Er entsprach auflerdem dem Prolinantell der TCA-lodichen Speicheproteine des Kaninchens
(Rgan und Bennick 1983, Spiedman und Bennick 1989; vergl. Tab 1.2). Eine Zuordnung zu
den PRPs konnte nicht eindeutig erfolgen.

Tabelle 3.4 Aminosaur ezusammensetzung von Gesamtspeichel ver schiedener Wieder kauer.
(Angaben in % an Gesamtaminosauregehalt)

Speichelfraktion Typ Pro Glx Gly
Gesamtspeichel

Reh (KS) 99 148 7,2

Rind (GR) 82 100 133

TCA-lodiche Proteine
Reh (K9S 34,5 16,4 9,6
Moschusochse  (IM) 29,3 13,0 10,3
Damhirch ~ (IM) 13,0 93 130
Rind (GR) 10,6 61 188

Zusammenfassung: In Reh, Elch und Moschusochsenspeichd  wurden  Proteine
nechgewiesen, die mit enem Prolingehdt von Uber 16 % der Familie der prolinreichen
Proteine zugeordnet werden kénnen (Kap. 1.5.2).
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3.2.2 Tanninbindungseigenschaften der TCA-lGslichen Speichelproteine

3.2.2.1 Qualitativer Nachweis der Tanninbindungsféhigkeit der TCA-l6dichen
Speichelproteine des Rehs

Fir die TCA-lodichen Speicheproteine des Rehs efolgte der Nachweis der Tanninbindung
zunéchg quditativ mit Hilfe der Polyacrylamidgddektrophorese (PAGE). In Abbildung 3.2
und 3.3 ig dear Einfluss der seigenden Tanninsdure- bzw. Quebrachokonzentration auf die
prolinreichen Proteine des Rehs dageddlt. Die Speichdproteine wurden  mit
unterschiedlichen Mengen Tannin inkubiert und anschliel?end durch SDS-PAGE bzw. nativer
PAGE aufgetrennt und mit verschiedenen Methoden gefarbt. Ohne Tannin war sowohl nach
der Coomassie Brilliant Blue (CBB)-Farbung, ds auch nach der Silbeférbung nur ene
kleinere Proteinfraktion (MW ca. 22 kd) zu erkennen. Diese entsprachen GF2 (Abb. 3.5), was
durch Andyse der durch Gdfiltration erhdtenen Fraktionen mittddls SDS-PAGE  bestimmt
wurde (nicht abgebildet). Bal htheren Tanninkonzentrationen (ab 0,5 % Tannin) erschien ene
grol¥ere Proteinfraktion mit dem MW von ca. 28 kd. Sie entsprach GF1. Aul}erdem konnte bei
Quebracho ene leichte Grofenverschiebung der Proteine der kleineren Fraktion im SDS-
PAGE (CBB-Farbung) beobachtet werden (Abb. 3.3). Moglichewese wird das
Molekulargewicht der Proteine durch Anlagerung der Tannine vergrof3ert. Nach Anwendung
der CBB-Farbung fir PRPs nach Marshdl et al. (1989) be den nativen Polyacrylamidgeen
waren beide Protenfraktionen auch in Abwesenheit der Tannine ds pink-violette Banden
gchtbar. Bel hoheren Tanninkonzentrationen (ab 05 % Tannin) erschienen die Proteine
wahrscheinlich durch Anlagerung der Tannine ds dunkelblaue Banden. Die beobachteten
Fabungen dienen ds quditativer Nachwes de  Tanninbindungsfahigkeiten der TCA-
|6dichen Speichd proteine des Rehs.

3.22.2 Die rdativen Tanninbindungskapazitaten der TCA-lodlichen Speichelproteine
des Rehsund anderer Wieder k&uer
Die Isolierung der TCA-lodichen Protene erfolgte aus Gesamtspeiched der verschiedenen
Wiederkduer, da dessen Gewinnung mit einem erheblich geringeren Aufwand ds die
Gewinnung von Parotisspeichd mdglich war. Um die Tanninbindungskapazitéten der TCA-
lodichen Speichelproteine vergleichen zu komen, efolgte der Tanninbindungsassay auch
bem Reh mit Protenen aus Gesamtspeichd. Die in den Asssy eingeseizte Proteinmenge
wurde durch  Aminosduretotdandyse bestimmt. In  Abbildung 34 dgnd die rdaiven
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Tanninbindungskepazitdten an Tanninsdure (TA) und Quebracho (Q) der TCA-IGdichen
Speichelproteine von Reh, Moschusochse, Damhirsch und Rind dargestdIt. Die aus
Rehspeiche isolieten Proteine hatten die hochste Tanninbindungskapazitét (TA 855 %; Q
48,7 %). Sie banden 24 md sérker an Tanninsdure und 30 ma stérker an Quebracho ds aus
Rinderspeiche isolierte Proteine (TA 35 % bzw. Q 1,6 %). Isoliete Speichelproteine des
Moschusochsen hetten ene hohe Affinitée zu Tanninsdure (53,6 %), aer eine niedrigere zu
Quebracho (14,8 %). Die TCA-lodichen Speichdproteine des Damhirsches lagen mit
Tanninbindungskapazitdten von 255 % (TA) bzw. 31,1 % (Q) zwischen denen der anderen
Wiederkauer.
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Abbildung 3.4 Relative Tanninbindungskapazitaten der TCA-l6slichen Speichelproteine aus
Gesamtspeichel von Reh, Moschusochse, Damhirsch und Rind. In den Tanninbindungsassay
wurden je 50 pg/ml Tannin und 10 pg/ml Protein eingesetzt. Die Proteinmengen wurden von den
Ergebnissen der Aminoséuretotalanalyse abgeleitet.
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Abbildung 3.2 Qualitativer Nachweisder Bindungsfahigkeit der PRPsdesRehsan Tanninsdure.
Prolinreiche Proteine wurden mit 0 - 1 % Tanninsaure (T.A.) inkubiert und elektrophoretisch auf-
getrennt. 1: 0% T.A., 22001 % T.A,, 3: 0,05% T.A.,, 4. MW-Standard SSL, 5: 0,1 % T.A., 6: 0,5 %
TA,7: 1% TA.
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SDSPAGE, CBB-Féarbung
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14,4

1

2 3 5 6 7
GF1
- e GF2

Abbildung 3.3 Qualitativer Nachweisder Bindungsfahigkeit der PRPsdes Rehsan Quebracho.
Prolinreiche Proteine wurden mit 0 - 1 % Quebracho (Q) inkubiert und elektrophoretisch aufgetrennt.

1:0%Q, 2:001%Q, 3:0,05%Q, 4: MW-Standard SSL, 5: 0,1 % Q, 6:05% Q, 7: 1% Q,
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3.3 Charakteristika der TCA-l6slichen Speichelproteine des Rehs

3.3.1 Molekulargewichte und isoelektrische Punkte

Die Zusammenseizung des Parotisspeichds des Rehs wurde mit Hilfe der Gdfiltration und
der ein- und zweidimens onden Polyacrylamidgel e ektrophorese bestimmt.
Da der geainge Antel an aomatischen Aminosauren be prolinreichen Proteinen zu ener

geringeren Absorption bel 280 nm fihrte, wurden die duierten Proteine zusdtzlich bel 214 nm
detektiert. In  Abbildung 35 dnd die Gdfiltrationschromatogramme der detektierten
Proteinedargestellt. Bei der Detektion bei 280 nm konnten zwel grof3e Proteinfraktionen (GF1
und 2) erkannt werden, die auch durch eindimensionae SDS-PAGE mit nachfolgender CBB-
PRP-Fabung ermittelt wurden (Kap. 3.2.2.1). Die ermittelten Molekulargewichte (MW) der
Proteine betrugen ca. 51 kd (GF1) und ca 21 kd (GF2). Im Vergleich dazu war die Detektion
be 214 nm sengdtiver. Es wurden vier Proteinfraktionen mit Molekulargewichten be 51 kd
(GF1), 40 kd (GFlb), 20 kd (GF2) und 15 kd (GF3) detektiert. Das durch SDS-PAGE
bestimmte Molekulargewicht von GF1 (28 kd) wich von dem durch Gdfiltration ermittelten
(40 - 51 kd) gark ab. Das ist vermutlich auf die breit vertellten MW dieser Proteingruppe
zurtickzufUhren. Aul3erdem i es maglich, dass enige diessr PRPs aufgrund ihres geringen
Antells an adsorbierenden Strukturen durch die Gdfiltration sowohl ba 280 nm ds auch bei
214 nm nicht detektiet werden konnten. Die mittels Geldektrophorese ermittelten Proteine
mit dem Molekulargewicht von 22 kd waren mit GF2 (21 bzw. 20 kd) vergleichbar.

Ene wetere Auftrennung der TCA-l6dichen Speicheproteine nach ihrem isoleektrischen
Punkt konnte durch die isoelektrische Fokusserung erzidt werden. Diese wurde ds erster
Schritt der zweidimensonalen Geldektrophorese (2DE) angewandt (Abb. 3.6). Die durch
Gdfiltration und -elektrophorese ermittelten Eigenschaften der fUnf Proteingruppen sind in
Tabdlle 3.5 zusammengefass.
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Detektion bai 280 nm
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Abbildung 3.5 Gdfiltrationschromatogramme der TCA-l6slichen Par otisspeichelproteine des
Rehs.
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Die prolinreichen Proteine wurden durch die CBB-Fabung fir prolinreiche Proteine nach
Bedey et al. (1991) schtbar gemacht. Im 2DE-Bild konnten nach diessr Farbung dre
Proteingruppen unterschieden werden. Die PRPs (pink-violett) erschienen ds nicht welter
auftrennbare Gruppe (2DE-1) mit Molekulargewichten von 25 - 31 kd und isodektrischen
Punkten (pl) be pH 3,5 - 45. Des weteren waren sowohl Proteingruppen (2DE-2 und 2DE-
3) bel einem MW von 22 kd und einem basischen pl (pH 8,2) ds auch be einem MW von ca
16 kd und saurem pl (pH 4,0) zu erkennen.

Durch Silberfarbung wurde die Présenz von zwel weiteren Proteingruppen nachgewiesen
(2DE-4 und 2DE-5). Es handdlte sich um ca. 22 kd gof3e Proteine mit neutralen pl (pH 7,5)
bzw. bassche Proteine (pH 8,2) mit einem MW von ca. 18 kd. Die prolinreichen Proteine
(2DE-1) konnten trotz hoher Sendtivitét der Slberfarbung mit dieser Methode nicht auf dem
Gd dchtbar gemacht werden.

Tabelle 3.5 Molekular gewichte (MW) und isoelektrische Punkte (pl) der TCA-lddichen Protene
aus Reh-Parotisspeichel. Die Daten wurden durch Gdfiltration und ein- bzw. zweidimensionae
Gelelektrophorese (SDSPAGE, 2DE) ermittelt. Die prolinreichen Proteine (PRP) wurden durch pink-
violette Farbung in der 2DE nachgewiesen.

Gel- MW (kd) MW (kd) Gel - MW (kd) MW (kd)
filtration 280 nm 214 nm |elektrophorese SDS-PAGE 2DE Pl (pH)
GF1 51 51 2DE-1 (PRP) 28 25-31 3545
GF1b 40
GF2 21 20 2DE-2 22 22 8,2
2DE-4 22 75
: 2DE-5 18 8,2
GF3 15 2DE-3 16 4,0
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CBB-Farbung fir PRPs

30  plo> 8,2 93 MW
2DE- 31,0

2DE-
21,5

14,4

Silberférbung

pl >

3,0 8,2 9,3

MW

— 31,0

2DE-
4 . o215

ZD% 2D,

> 144

Abbildung 3.6 Proteinzusammensetzung der TCA-l6slichen Par otisspeichelproteine desRehs.
Die Proteine (50 pg) wurden mit der zweidimensionde Gelelektrophorese aufgetrennt (IEF pH-
Gradient 3-10; 12,5 %ige SDSPAGE).



Ergebnisse

3.3.2 Glykosylierung der TCA-l6slichen Speichelproteine des Rehs

Da sekretorische Proteine oft glykosyliert snd, wurde geprift, ob die TCA-lGdichen
Speichdproteine von Reh und Elch Kohlenhydratreste bedtzen. Ein hoher Glykosylierungs-
grad kann Sequenzierungsversuche dann besantrachtigen, wenn Kohlenhydratrese am N-
Terminus des Proteins gebunden snd. Se wurden einem Glykoproteintest (PAS-Féarbung)
unterzogen. In Abbildung 3.7 ig der Nachwes der Glykosylieeung der TCA-Iodichen
Speichelproteine dargestdlt. Sowohl die TCA-lodichen Fraktion des Rehspeichds ds auch
die des Elchspeichels enthaten Glykoproteine.

1 2 3 4
e . ; \

\’4"\ fj’_v . - " ‘
+ + - +

Abbildung 3.7 Glykoproteintest der TCA-l6sichen Speichelproteinevon Reh und Elch mit PAS
Farbung. 1: Reh, TCA-lodiche Perotisspeichelproteine  2:  Elch, TCA-lédiche
Parotisspeichelproteine, 3: Negativkontrolle, 4: Postivkontrolle

3.3.3 Sequenzen der TCA-l6slichen Speichelproteine des Rehs

3.3.3.1 N-terminale Aminosdauresequenzen der TCA-l6dichen Speichelproteine

Es wurde zunéchst versucht, die durch Umkehrphasenchromatographie (RPC) getrennten
TCA-lodichen Speichdproteine  mit  Hilfe der matrix-unterstiitzten  Laserdesorptions/
lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) zu sequerzieren. Dabel wurde bei den am
Forschungangitut fir molekulare Pharmakologie (FMP) in Berlin durchgefiihrten Versuchen
ene aul3erordentlich hohe Stabilitdt gegeniber Fragmentierungsversuchen durch lonisation
fedgesdlt. Daher efolgte ene N-teminde Proteinsequenzierung der Proteine mittels
Edmann- Abbau.

Von den aus dem Gdfiltrationgpesks 1 und 2 gewonnenen Proteinen konnten 15 N-termind
sequenziert werden (Abb. 3.8). Dabel konnten acht verschiedene N-teminde Aminosdure-
sequenzen unterschieden werden. Es fiden prolinreiche Sequenzmotive (finf Muder 1 - 5)
auf:
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1. Die Peptide GF1-13, GF2-20 und das aus lonenaustauschchromatographie
hervorgegangene Peptid IEC24- 11 enthielten die Sequenz DEPQPNPPP.

2. Die Sequenz GPPPP des GF1-16 wiederholt sch in GF1-17 (LGPPPPGPPPPEEQP). Sie
it aulerdem ein dch telwese wiederholendes Motiv in mehreren PRPs des Menschen
(Genbank-Zugangs-Nummern O00600, P04281, P02811, P81489, Q15214, Q15215) der
Ratte (A30496, A39066, A42817, B39066, NP_036764, Q04103, Q04117, Q64371,
P10164), der Maus (A29149, A38203, Q62107, Q62106) und des Makaken (JH0481).

3. Proteinen mit dem Muster 1 bzw. 2 ist die Sequenz PPPPEEQ gemeinsam.

4. QPEQSPDE wurde in zwel Peptiden des GF2 gefunden (GF2-14 und -15).

5. QPEESPD kam in GF2-16 und GF2-17 vor.

Zusitzlich kamen dre weitere Sequenzen ohne Prolinanh@ufung vor. Die Peptide mit den

Sequenzen DLPK (GF1-10), DESQP (GF1-16a) und TVLDLDSDNDFPKPP (GF2-32) traten

nur enma auf. Das Muster DESQP wurde in der Sequenz der Aspartataminotransferase der

Maus gefunden (PO5201). Die folgenden nicht sScher andyserten Aminosiuren GPPP

entsprachen aber nicht mehr dieser Sequenz.

Die Sequenzen der Peptide GF2-37 (KESAAAKFERQHMDP) und IEC24-20

(KESAAAKFE?Q?MDP) kommen in der pankreatischen Ribonuclease A des Rehs (PO0664)

und anderer Cerviden (P00665, P00666, P00667, P87351) vor. Weitere sinnvolle Uberein-

dimmungen der anadyserten Sequenzabschnitte mit Sequenzdaten der Genbank wurden nicht
gefunden.

GF1-13 DEPQPNPPPPEE- - - - - - = - - - - - -
GF2- 20 DEPQPNPPPPEEQ- - ----------
GF1l- RPC24- 11 DEPQPNPPPPEEQ - - ---------
GF1l- RPC24- 13 ?EPQ??PPP- - - - - - - oo -
GF1- 16a DESQPGPPP- - - - == === == == - - -
GFl-17 LGPPPPGPPPPEEQP- - - - -------
G-1-16 GPPPPRPPP- - - - - -----------
GF2- 14 QPEQSPDE- - - - -
GF2- 15 EQPEQSPDE- - - - -
GF2- 16 QPEESPDEESP- -
GF2- 17 EQPEESPD- - - - - -
GF2- 32 TVLDLDSDNDFPKPP- - - - - - - - - - -
GF1-10 DLPKPPP- - - - - - - - - -
GF2- 37 KESAAAKFERCQHMDP- - - - - - - - - - -
GF1- RPC24- 20 KESAAAKFE? Q?MDP- - - - - - - - - - -

Abbildung 3.8 N-ter minale Aminosaur esequenzen von TCA-Idslichen Speichelproteinen des
Rehs. Die Auftrennung erfolgte mit Hilfe von Gefiltration und darauffolgender RPC. Die RPC mit
Gdfiltrationspeak 1 (GF1) ergab zwei Hauptpeaks RP1 und RP2, von denen RP1 durch IEC
aufgetrennt wurde. Die dadurch entstandene Fraktion 24 wurde wiederum durch RPC getrennt und
sequenziert. Die kursiv gedruckten Aminosauren konnten nicht sicher bestimmt werden.
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Mit Hilfe enes Verdaus mit Trypsn bzw. LysC soliten die isolieten Proteine fragmentiert
werden. Die Zusammensetzung der  resultierenden  internen Proteinsequenzen  ollte
Aufschluss Uber die Gesamtsequenz der PRPs geben. Die Proteine konnten mit diesen
Verdaumethoden nicht wie ewartet fragmentiet werden. In Abbildung 39 snd zwe
Chromatogramme der vor und nach Trypsn-Verdau durchgefihrten RPC dargestdlt. Bem
Vergleich der Elutiongprofile war kein Unterschied zwischen unverdauten Proteinen und mit
Trypsn behanddten zu erkennen. Die weitere Sequenzandyse efolgte daher an zu mRNA
komplementérer DNA (cDNA).
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Abbildung 3.9 Trypsin-Verdau der prolinreichen Proteine des Rehs. Mit den TCA-lédichen
Proteinen des Parotisspeichels wurde (A) vor und (B) nach dem Verdau eine PRC durchgefihrt. AU-
Adsorption bei 214 nm; % B - Konzentration des Eluenten B
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3.3.3.2 Nukleotidsequenzen von prolinreichen Proteinen des Rehs

Klonierung durch RT-PCR: Mit Hilfe von Primern, die aus der N-terminden Sequenz des
Peptids GF1-17 abgdetet wurden, konnten die PRP kodierenden Abschnitte amplifiziert
(PRP-spezifische  RT-PCR), kloniert und sequenziert werden. Dadurch konnten Seben
prolinreiche Sequenzen mit 123 — 274 Nukleotiden Lange in ParotissmRNA ermittelt werden
(Abb. 3.10). Diese Sequenzen zeigten untereéinander vide Ubereingimmungen, es konnten
aber die Klone H1 und A7 von Klon A12 unterschieden werden. Beiden Gruppen gemeinsam
war eine 54 Nukleotide lange Sequenz kurz vor Ende des Leserahmens (TAA), mit denen
auch die kiirzeren Sequenzen (Klone A1, A3, B12 und C12) Ubereingtimmten.

Klonierung durch Hybridanreicherung: Watere 18 Klone mit 11 unterschiedlichen
prolinreichen Sequenzen (Lange 125 — 328 Nukleotide) wurden durch Hybridiserung
emittedt (Abb. 3.11). Die Bezeichnungen efolgte durch kleine Buchsaben um sSe von den
durch RT-PCR emittdten Klonen unterscheiden zu konnen. Einen Uberblick Uber den
Ursprung der abgebildeten Sequenzen ig im Anhang zu finden. Mit Ausnahme von Klon h23
und g1l enthidten auch se eine gemeinsame Sequenz vor dem Ende des Leserahmens (65
Nukleotide), die mit der gemeinsamen Sequenz der RT-PCR-Klone identisch war.

Die Vewandtschaft unter den ermittelten PRPs des Rehs wurde ds Stammbaum dargestdllt
(Abb. 3.12). Die Sequenzen der PRP von Ratte und Maus dienten dabel as Aul¥engruppe. Mit
der Neighbour-Joining-Methode konnten Klone mit den ahnlichsen Sequenzen zusamment
gefasst und so vier Gruppen ermittet werden. Dazu gehdrten A-PRPs, die der Sequenz A12
(A1, A3, B12, C12, c33, d33, €23, f63) und HPRPs, die H1 dhnlich waren (A4, al5, a26,
a69, h76); die Klone g11 und a33 bildeten jeweils eine eigene Gruppe.
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H1 CTCCACCACAGCCACCACCACCAGGACCACCT CCATCAGGACCAT TTCCACCAGGACCACCTCCA
A7 - TCCACCACAGCCACCACCACCAGGACCACCT CCATCAGGACCATCTCCACCAGGACCACCTCCA
N
o
T
BL2 s e m e iiiiiol.o.
Al2 o COCACCAAGT GATGAACCT CAGOCAAGGOCACCOCCACCAACT GGTGAACCT CAGCCA
* % *kkkkkk*x * % % * % * k k k% * % % * k% % * k% % * * * %
H1 CCAGAACCACCTGCAT TAGGACCACCT CCACCAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCT GAGGA
A7 CCAGAACCACCT GCAT TAGGACCACCTNCACCAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCT GAGEN
N CCGAGCA
CL2 el CTGAGCA
T CTGAGCA
BL2 s e m el TGAGCA
A12 AGGOCACCOCCACCAAGT GATGAACCT CAGCCAAAT CCACCCCCACCAGAGGAGCAACCT GAGCA
* k k% % * * % * % % * % %k % * % % * % % * %
H1 GAGTCCAGATGAAGAATCCCCATCCGAGTAAT TTGAGAGT CATTGACAGAGCATGAGTATTAAGA
A7 TANTTCAGAT GAAGAAT CACCAT CCGAGT AATCTGAGAGT CATT- - - - =< === === ca oo oo
Al GAGTCCAGATGAAGACT CACCATCCGAGTAAT CTGAAAGT CATTGACAGAGCATGAGTATGAAGA
c12 GAGTCCAGATGAAGACT CACCNT CCGAGTAAT CT GAAAGT CATTGACAGAGCATGAGTATGAANA
A3 GAGTCCAGATGAAGACT CACCATCCGAGTAAT CT GAAAGT CATTGACAGAGCAT GAGCATGAAGA
B12 GAGTCCAGAT GAAGACT CACCAT CCGAGT AAT CTGAAAGT CATTGACAGAGCATGAGTATGAAGA
A12 GAGT CCAGAT GAAGACT CACCAT COGAGT AATCTGAAAGT CATTGACAGAGCAT GAGTATGAAGA
* * * *
H1 CAGCAGTCCTTCAGAAAGCCAT GGCAT TGGAGGAAGGCAGT CTGTTTTCAGT TTACCAATAAAAT
e
Al CAGCAGT CCTCCAGAAAGCCAT GGCAT TGGAGGAAAGCAGT CTGT CTTCAGT TTGCCAATAAAAT
c12 CAGCAGT CCTCCAAAAAGCCAT GGNAT TGGAGGAAAGCAGT CTGT CTTNANT TTGCCAATAAAAT
A3 CAGCAGT CCTTCAGAAAGCCAT GGCAT TGGAGGAAAGCAGT CTGTCTTCAGT TTNCCAATAAAAT
B12 CAGCAGTCCTCCAAAAAGCCAT GGCAT TGGAGGAAGGCAGT CTGTCTTCAGT - - - - - - - = = = - - -
A12 CAGCAGTCCTTCAGAAAGCCAT GACAT TGGAGGAAGGCAGT CTGTCTTCAGT TT- CCAATAAAAT
* * % * * * *
H1 AATCAGCATCC - <= = = == == - - -
e
Al AATCAGCATCC - = = = = == == - - -
c12 AATCAGCATCCCG- - - - = - - = - - -
A3 AATCAGCATCCA- - - - - == == - - -
=312
A12 AATTAGCATCCAGTAAAAAAAAAA

* %

Abbildung 3.10 Nukleotidsequenz-Alignment der durch RT-PCR sequenzierten PRP desRehs.
— Positionen, an denen sich die Klone unterscheiden; TAA (fett) - Ende des Leserahmens
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h76' @ - e e e TTGATAACCTTTCAGCCCCCAGCAGGCCTGTAACAGAAACCCTC
= N I T T T
1o I I I I I I
= A T e e P
d33"" AAGGTCTTTTATGTGTTAACACATAAGGTAACTCAGTCCAGT TCAGACTCAAGCTCAGATGAGGACT
Y I e T TTTAA
(o K I i e ACTCTTTGTCACCCCA
L1 T i T
= 1 I B i I CT
gll  -----eeee---- CTGGGECTATCTGTTTGGTGTCCTCCAATAAATCCTGCATTCCCTTCACCACAAC
)2 e I TCAGGACCACCTCCACCAGGEECC
h76' CTCTCATGTCTCCCCCACTAAAGCCCGAAATCCACTCTCTCCACCAGGACCACCTCCACCAGAACCA
als - - AGTCACCACCACCAGGACCACCTCCATCAGGACCATCTCCACCAGGACCACCTCCACCAGAACCA
= 11 I I e CCGCCGAATCCTAACCA
= A R i T CAAGAGAACCA
d33"" TTTTCATACGATTTCGT GGAAAACACAGAGAACGCAGAGGACAACCACCTTCCCCTATTGATGAAAA
e23 TAATGGGCAGAAGACCTGAAAAGACATTTCTCCAAAGAGGACAACCACCTTCCCCTATTGATGAAAA
c33 TGGCCTGCAGCAT GCCAGGCCTCCCTGTCCATCGCCAACTCCCAGAGCTTGATCAAACTCATGTCCA
LI T R TCACAACTCCCTCTGC
a33 AGTGATTCTCTTGCTTACGCGT GGACCAAGGGCAGCCCGACATAGT GCACTGACCTTCCCACAGCCA
gll CCAGCGTCAGTAAACTGACTTCACCACAGCCACCACCACCAGGACCACCTCCATCAGGACCATCCTCC
h23 ACCTCAACCAGGACCACCTCCACCAAGACCACCCCCACCAAGTGATGAACCTCAGCCAAGGCCACCC
h76' CCTGCATTAGGACCACCTCCACCAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGT CCAGATG
als CCTGCATTAGGACCACCTCCACCAGGGECCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGT CCAGATG
a69 CCTGCATTAGGACCACCTCCACCAGGEGECCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGT CCAGATG
az26 CCTGCATTAGGACCACCTCCACCAGGEECCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGT CCAGATG
d33'" CGAAGATGAGGAAG- - CTCCAACAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGTCCAGATG
e23 CGAAGATGAGGAAG- - CTCCAACAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGTCCAGATG
c33 TCAAGT CAGTGATGCTATCCAACAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGTCCAGATG
f63 ATACATAATTCCATTTAACCACCAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGCAGAGTCCAGATG
a33 CCACCACCAGGACCACCTCCATCAGGGCCACCCCCACCAGAGGAGCAACCTGAGGAGAGT CCAGATG
gll ACCAGAGGAGCAATAGTCCCGTGTAAGCAAGAGCACACGCGTAAGCAAGA- - - - - == mm e e e e m - -
h23 CCACCAACTGGTGAACCTCAGCCAAGGLCCACCCLE - = = = mm s s m e e e e e e o - -
h76' AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGT CATTGGCAGAGCATGAGTATGAAGACAGCAGTCCTTCA
als AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTGACAGAGCATGAGTATGAAGACAGCAGTCCTTCA
a69 AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTGACAGAGCATGAGTATGAAGACAGCAGTCCTTCA
a26 AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTGACAGAGCAT------ === ---
d33"" AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTGACAGAG - - - - - - == == === s s s e e e e e e o - -
e23 AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTGACAGAG - - - - - === === s s s m e e e e e e e m - -
c33 AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAG - - - - - - - mmmmmmmmmmmmm e m e mm e e e e e e e e m o -
f63 AAGACTCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTGACAGAG - - - - - - - == s s s s s m e e e e e e e e - -
a33 AAGAATCACCATCCGAGTAATCTGAGAGTCATTG - - - - - - - mmm e e e e e e e e e e e e e e o -
(o i R e I L I I S
1122 e i I T e
h76' GAAAGCCATGGCATTGGAGGAAGGCAGTCTGTTTTCAGTTTACCAATAAAATAATCAGCATCC

als GAAAGCCATGGCATTGGAGGAAGGCAGTCTGTTTTCAGT TTACCAATAAAATAATCAGCA- - -

a69 GAAAGCCATGGCATTGGAGGAAGGCAGTCTGTTTTCAGT TTACCAATAAAATAATCAGCAT- -

- A T i e i

(0 1S 1 I e

(oY T i i T T I

(o I T i I

L1 T P

= 1 1 T i i

Lo 1 I I

1122 T T

Abbildung 3.11 Nukleatidsequenz-Alignment der Klone der Hybridisierungsanreicherung.

' - ebenso Klon h34, h86, c86, b66 und die kirzeren Klone f76, g33; ' * - ebenso Klon b33
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Abbildung 3.12 Stammbaumanalyse der PRP des Rehs. Durch die Neighbour-Joining-Methode
(1000 Bootstrap-Wiederholungen) konnten sie in vier Gruppen unterteilt werden. PRPb der Ratte
(rmPRPb) und Maus (mmPRPb) wurden als Vergleich herangezogen. * - Ubereingtimmungen mit Klon
h34, h86, 86, b66 und den kiirzeren Klonen f76, g33; **- Ubereingtimmungen mit b33

Proteinsequenzen: Die Ubersetzung der Nukleotid- in die Aminosiuressquenzen fiihrte zu
Fragmenten prolinrecher  Proteine mit  vollsandigem C-Terminus. Die Klone mit
unvollgandigem C-Terminus konnten den anderen im Alignment zugeordnet werden (Abb.
3.13). Einige Klone (h76, a69, c33) zeigten Ungtimmigkeiten im Leseragter, das durch Stop-
Codons unterbrochen wurde. Se wurden aber aufgrund ihrer Uberéingimmung mit den
Sequenzen der anderen prolinreichen Proteinfragmente in das Alignment einbezogen.
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Die durch Proteinsequenzierung ermittelten Teilsequenzen der prolinreichen Speichdproteine
des Rehs (GF1-10 bis GF2-32; Kap. 3.2.4.1) konnten in den aus mRNA erhatenen Sequenzen
(Al bis f63) wiedergefunden werden. Allerdings entsprachen se nicht wie erwartet dem N-
terminden Ende, sondern simmten mit C-terminalen Aminoséuren Uberein (Abb 3.13).

h76' e * CKPSSHVSPTKARNPL SPPGPPPPEPPAL GPPPPGPPPPEEQPEESPDEESPSE
Y. e REPPAL GPPPPGPPPPEEQPEESPDEESPSE
U PPQPPPPGPPPSGPFPPGPPPPEPPAL GPPPPGPPPPEEQPEESPDEESPSE
AT e PQPPPPGPPPSGPSPPGPPPPEPPAL GPPXPGPPPPEEQPE- - - - - - - - - -
als  eeemememeeeeooaoo- SPPPGPPPSGPSPPGPPPPEPPAL GPPPPGPPPPEEQPEESPDEESPSE
oL H Ny * PPAL GPPPPGPPPPEEQPEESPDEESPSE
GF1- 17 e m e L GPPPPGPPPPEEQP- - - - - - - - - - -
GF1-16 = o e GPPPP- - - - - e e meo -
= e QPEESPDEESP- -
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Abbildung 3.13 Proteinsequenz-Alignment der translatierten Sequenzen der mRNA-Klone(Al
bis f63) und der Proteinfragmente (GF1-10 bis GF2-32). ' - ebenso die Klone h34, h86, c86, b66,
f76,033;' ' - ebenso b33; ' ' ' - ebenso A3, C12; * - STOP-Kodon

Die Eigenschaften eniger potentidler Protenfragmente der hier andyseten RehPRPs
wurden mit ExPASy hingchtlich ihrer  Priméstruktur  und maglicher  podt-trandationder
Modifizierungen ausgewertet (Tab. 3.6). lhre MW lagen zwischen vier und acht kd (Expasy,
ProtParam). Sie hatten Prolingehdte von 15 — 52 % und saure isoelektrische Punkte zwischen
3,5 - 45 (ProtParam). Mit Ausnahme von d33 und g1l snd die Fragmente aufgrund ihrer
Aminosiurezusammensetzung bel 280 nm nicht schtbar (ProtParam). Es wurden drel bis df
maogliche Phosphorylierungs- und drei bis neun Glykosylierungsstellen  gefunden  (NetPhos
20, NeOGIc 20, YinOYang). Die Aushildung von Sekundérstrukturen wurde as
unwahrscheinlich berechnet (SigndP 1.1, "MW, pl, titration curve’). Die Fragmente d33 und
a33 zeigten Strukturen einer putativen Sgnasequenz (SignaP 1.1).
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Tabelle3.6 Voraussageder Primarstruktur und moglicher post-translationaler M odifizierungen
ausgewahlter Fragmente der PRP des Rehs mit Hilfe von bioinformatischen Analyse-
programmen von ExPASy (http://www.expasy.ch/tools/). * - Klon Al12 und h23 wurden
entsprechend ihren Ubereinstimmungen zusammengef ihrt.

Merkmal h76 H1 A12* d33 a33 gll
Anzahl der Aminosduren 54 58 69 72 51 45
MW (kd) 5,6 58 72 82 54 46
Prolingehalt (%) 41 52 52 15 31 40
pl 4,4 35 4,0 4,2 4,5 4,5
Phosphorylierungsstellen 6 3 5 11 4 3
Glykosylierungsstellen 3 5 6 3 5 7
O-b-GIcNAc-Sedlen 7 6 7 9 4 6
Extinktions- koeffizient (e280nm) 0 0 0 1280 0 5690
Azso nm (19/) - - - 0,156 - 1,243
mogliche Sgnasequenz (AS) - - - 1-15 1-12 -
mogliche Sekundarstruktur keine Sekundéarstruktur vorausgesagt

Charakterigisch fur H-PRPs ist das repetitive Motiv GPPPP. Ein Prolin kann dabei durch
Serin ersetzt sein. Es wurden bis zu funf Wiederholungen dieses Abschnitts gefunden (Klon
al5; Abb. 3.13). Der Klon A12 Uberlappte mit Klon h23. Beide Sequenzen konnten zu einem
PRP-Fragment zusammengeseizt werden, in dem ene Wiederholungssequenz zu erkennen
war (RPPPPSDEP), die sich mit einer weiteren Uberschnitt (EPQPRPPPP).

Die gemeinsame C-terminde Sequenz der meiden Klone war prolinreich und haite die
Aminosiurefolge PPPEEQPE™/oSPDEF/pSPSE.

Datenbank: Die Suche in der Daenbank ergab keine Ubereingtimmungen mit bekannten
Sequenzen von Saugetier-PRPs. Auch die Suche nach Ubereingimmungen der anderen
andyseten Seguenzen ergaben wenig sinnvolle Ahnlichkeiten. In menschlichen lacrimalen
PRPs (XM_046604.1, NM_007244.1) wurden Ubereingtimmungen (22 Nukleotide) mit dem
C-terminden Bereich aul}erhdb des Leserahmens der meisen PRP-Klone des Rehs gefunden.
Klon A12 hate auRerdem Uberéingimmungen in einem 14 Nukleotide langen prolinreichen
Abschnitt auf dem menschlichen Chromosom 12p13 (AC006518), dessen Funktion nicht
beschrieben ist.
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Daraus wird geschlussfolgert, dass die prolinreichen Proteine des Rehs eine von PRPs anderer
Sugetiere verschiedene Sequenz aufweisen. Der in dlen andyserten Klonen &hnliche C-
teeminde konsarvative Abschnitt i mdglichewese typisch fir Rehe und gdlt enen
Ausgangspunkt bel der Analyse der PRP anderer Wiederkduer dar.
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4 Diskussion

41 Tanninbindungskapazitaten des Rehspeichels im Vergleich zu anderen

Wiederkauern

4.1.1 Tanninbindungskapazitaten der verschiedenen Erndhrungstypen

Tanninbindungskepazitéten von Gesamtspeichd der drei Wiederk&uer-Erndhrungstypen
wurden verglichen, um eine Aussage dariber zu erhdten, ob die entsprechenden Spezies
féhig Snd, Tannine zu tolerieren.

Konzentratselektierer: Im Verglech zum Rinderspechd wurden hohere  Tanninbindungs-
kapazitdten gefunden. Rehspeichd band an Tanninsdure mit 26facher und an Quebracho mit
doppdter Bindungskapazitét (Tab. 3.1). Rehe nehmen Dikotyledonen auf, die enen hohen
Tanningehat haben konnen (Tixier und Duncan 1996). Im Speichd dieser Wiederkduer und
dre  weterer Konzentraisdektierer  (Maultier- und  WeiRwveddhirsch, Elch)  konnten
tanninbindende Proteine bereits nachgewiesen werden (Fickel et al. 1998, Audin et al. 1989,
Moleet al. 1990, Robbins et al. 1987, Juntheikki 1996).

Intermediartypen: Die Speichd der untersuchten Rentiere, Moschusochsen und Damhirsche
wiesen dhnlich hohe Tanninbindungskapazitéten wie Rehspechd auf. Die Mischnahrung
diesss Erndhrungstyps kann Tannine enthaten, was auf das Vorhandensein entsprechender
Abwehrmechanismen schlielien lief3 (McArthur et al. 1993, OwenSmith 1996, Provenza und
Malechek 1984). Mit den hier vorgdegten Ergebnissen konnte ergmas nachgewiesen
werden, dass Intermedidrtyp-Speichd in der Lage ist, Tannine zu binden. Es unterschied sch
lediglich die Tanninsdure-Bindungskapazitdt des Damhirschspeichds von  der  des
Rehspeichels. Da Damhirschspeichd aber im gleichen Ausmad wie der Speichd der anderen
Intermediatypen (Moschusochse, Rentier) an Tanninsure band und das Bindungsverhdten
an Quebracho keine Unterschiede zwischen den Erndhrungstypen zeigte, wurde daraus keine
physiologisch bedeutsame Eigenscheft abgeleitet. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Zusammenfassung dieser beiden Erndhrungstypen (KS und IM) ds Browser auch unter
speichd physiologischen Aspekten sinnvall i

Gras- und Rauhfutterfresser: Rinder sehen auf ener Skda der Erndhrungsgewohnheten an
enem weit von den Browsern entfernten Ende. Der hohe Grasantell ihrer Nahrung und das
be ihnen beobachtete Vermeiden dar Aufnahme tanninhdtiger Pflanzen flhrten zu der
Annahme, dass die Bildung tanninbindender Proteine nicht eforderlich ist (Hofmann 1976,
Owen-Smith 1996, Robbins e a. 1987). Es is daher nicht verwunderlich, dass derartige
Proteine nicht im Rinderspeichel nachgewiesen werden konnten. Fir Mufflonspeichd wurden

66



Diskussion

dlerdings Tanninbindungseigenschaften  fesigetdlt, die nicht den Erwatungen an  enen
Grasfresser  entgorachen.  Mufflonspeiche wies zwar mit  Rinderspeichd  vergleichbare
niedrige  Tanninsaure-Bindungskapazitéten auf, band aber doppdt so vid Quebracho wie
dieser. Dies deutet darauf hin, dass Mufflons Pflanzen, die kondenserte Tannine enthaten,
detoxifizieren und ds Nahrungspflanze verwerten kénnen.

Die Tanninbindungskapezitéten der untersuchten Speiche  bedtétigen weitestgehend  das
Grazer - Browser - Konzept. Es ig aber nicht ds physologisches Merkma fir die Klassfi-
Zierung der Wiederkduer in die drei von Hofmann (1972, 1976) definierten Erndhrungstypen
gesignet.

4.1.2 Spezifitat der Wechselwirkung zwischen Tanninen und Speichelproteinen

Obwohl  Tannine in ihrer Wechsdwirkung mit tanninbindenden Speichelproteinen  oft
sezificch and (Asquith und Butler 1986), deutete en Verglech der Tanninsdure- und
Quebrachobindungskapazitéten des Speiches der mesten untersuchten Wiederkduerspezies
nicht auf eine Spezidiserung fir ene bestimmte Tanninsorte hin (Kgp. 3.1). Mit Ausnahme
von Mufflongpeichd konnten bel den untersuchten Wiederk&uerspeichen keine Unterschiede
in der Bindung an hydrolyserbare (Tanninsdure) bzw. kondenserte (Quebracho) Tannine
festgestdlt werden. Im untersuchten Gesamtspeichel lagen daher sowohl tanninséure- ds auch
quebrachobindende Proteine vor, die zu &hnlichen Bindungskepazitéten fir beide Tannine
fuhrten. Diese physologische Adaptation ermoglicht es den Wiederkduern, en brates
Spektrum  an  Pflanzen mit unterschiedlichden  Tanninsorten  aufzunehmen, ohne  die
(energieaufwendige) Bildung spezifischer, an enzene Tannine bindende Speicheprotene
induzieren zu miissen.
Mufflongpeichd  enthidt Proteine, die spezifisch an kondenserte Tannine banden. Die
Bildung dieser Specheproteine wurde vermutlich durch die entsprechende tanninhatige
Ermdhrung induziet. Fir die untersuchten Mufflons wurde im Nachhinein die Futterzu-
sammensetzung geprift. Dabel wurde festgestdlt, dass Se neben enem tanninlosen Futter
zusitzlich Apfdtrester erhidten (M. Lechner-Doll, persinl. Mitteilung). Apfeltreser enthdt
die kondensierten Tannine der Apfd in konzentrieter Form (Haslam 1989), womit die hohe
Bindungsfahigkeit des Mufflongpeichels an Quebracho (CT) erklért werden kann.
Eine deatige Affinitdsverschiebung von Speichdprotenen, weg von der generdlen
Tanninbindung zu erhthter Bindung an bestimmte Tanning, wurde fir den Elch und den
Biber nachgewiesen (Hagerman und Robbins 1993). Se ig physologisch snnvall, wenn sch
der das Tier vorrangig von tanninlosen Pflanzen erndhrt, aber tanninhdtige Pflanzen ds
zusitzliche Nahrungsquelle nuitzt.
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4.1.3 Generelle Einschatzung des Tanninbindungsassays

Tannine: Fir den Tanninbindungsassay wurde je ein Vertreter der hydrolyserbaren bzw.
kondenserten Tannine gewahit. Sie dienten ds Standards fir die in der Natur vorkommenden
Tannine, entsprechen daher nicht der Tanninzusammensetzung der Nahrungspflanzen der hier
untersuchten Wiederkduer. Tanninsiure i en  kommezidl erhdtliches hydrolyserbares
Tannin, dass auch in viden anderen Laboren ds Standard dient.. Seine Effekte snd dlerdings
verschieden von den hydrolyserbarer Tannine aus Naturprodukten (Hagerman et al. 1992).
Quebracho ig en kondensertes Tannin aus dem sidamerikanischen Quebracho-Baum. Be
der Einschdzung der emittdten Tanninbindungskepazitdten muss in  Betracht gezogen
werden, dass die untersuchten europdischen Wiederkduer sehr wahrscheinlich nicht  an
Quebracho adaptiert snd. Mit dem durchgefiihrten Tanninbindungsassay konnten daher nicht
die physologischen Mugter efast werden, mit denen die Wiederkduer auf einzelne Tannine
in ihren Nahrunggpflanzen resgieren. Vidmehr handdt es dch ba  den emittdten
Tanninbindungskapazitéten um ene dlgemeine Aussage Uber die Bindungsféhigkeiten der
untersuchten Proteine an hydrolysierbare bzw. kondensiertes Tannine.

Allgemeinglltigkeit: Da es dch be den meden der untersuchten Spezies um Wildtiere
handdte, war die Auswahl und Anzahl der Proben von der Erreichbarkeit und
Empfindlichkeit der Tiere abhdngig. Es lag keine zufdlige Stichprobe und Speichd nur
weniger Individuen pro Spezies vor. Es kann daher kein Anspruch auf Allgemengultigkeit
erhoben werden. Bel der Interpretation der Ergebnisse des Tanninbindungsassays muss
beachtet werden, dass nur ene Anndherung an die Vehdtnisse der Tanninbindungs-
kapazitdten zwischen den untersuchten Vetretern der jewelligen Spezies bzw. der
Erndhrungstypen erfolgte.

Vergleichbarkeit: Der Speichd wurde be unterschiedlichem Zugand (Andsthese,
Wachzudand) der untersuchten Wiederkduer entnommen. Von enem Einfluss der
Entnahmemethode auf die Ergebnisse wurde aber nicht ausgegangen, da dch durch ene
Andsthese zwar die Konzentration der Proteine andet, Uber ene veranderte
Zusammensetzung der Proteine dlerdings nichts bekannt i (Young und Schneyer 1981). Der
Speichd  der Rehe, Rentiere, Moschusochsen und Mufflons wurde unter  Anésthesie
enthommen, die Speichdentnahme bei den Damhirschen und Rindern erfolgte dagegen ohne
Narkose. Da die Tanninbindungskepazitéteen mit gleichen Proteinmengen und nicht mit
gleichen Speichedmengen (Voluming) gemessen wurden, wurde davon ausgegangen, dass die
Messwerte zwischen den Spezies vergleichbar sind.
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4.2 Tanninbindende Speichelproteine von Wiederkauern

4.2.1 Prolingehalte der TCA-l6slichen Speichelproteine

Reh, Elch, Moschusochse: Im Spechd von Reh, Elch und Moschusochsen konnten ergmals
prolinreiche Proteine (PRPS) nachgewiesen werden. Se hatten einen Prolingehdt von 29 - 49
% und dhndten damit dem Prolingehdt der Speichdproteine anderer Spezies ( Tab. 1.2). Ihr
Prolingehdt lag jedoch deutlich Uber dem des tanninbindenden Speichelproteins des
Maultierhirscches (19 % Prolin), dem bisher enzigen Wiederkéuer, be dem PRPs
nachgewiesen wurden (Audtin et al. 1989).

Damhirsch:  Aufgrund der hohen Tanninbindungskapazitdten ihres Speichds wurde das
Vorhandensein - von, prolinreichen und damit fur die Tanninbindung verantwortlichen
Proteinen angenommen, Die TCA-lodichen Speichelproteine des Damhirsches konnten aber
nicht eindeutig der Familie der PRPs zugeordnet werden. Mit 13% war ihr Prolingehdt mit
dem saurer, reatv prolinreicher Proteine aus Kaninchenspeichd vergleichbar (Rgan und
Bennick 1983). Zusammen mit Glycn und Glutama/Glutamin enthidten die TCA-lGdichen
Speichelproteine des Kaninchenspeichels aber enen fir diese dreé Aminosduren typischen
hohen Antel von 79 - 87 % (Rgan und Bennick 1983, Bennick 1982). Protein-
squenzierungen  zeigten  aulerdem  eine Ubereingimmung  der  Proteine des  Kaninchen
speicheds mit Sequenzen von PRPs der Ratte, der Maus, des Affen und des Menschen
(Spiedman et al. 1991). In den hier untersuchten TCA-lGdichen Speicheproteinen des
Damhirsches machten Glycin, Glutamat/Glutamin und Prolin zusammen nur 35 % aus (Tab.
34), was en waeteres Indiz dafir ist, dass se nicht der PRP-Familie angehdren. Eine
eindeutige Klérung dieser Frage, kann nur durch die Sequenzierung dieser Proteine erfolgen.
Rind: Den Erwartungen entsprechend wurden im Rinderspeichd keine prolinreichen Proteine
nachgewiesen. Berdts die geringe Tanninbindungskapazitdt des Gesamtspeichels zeigte, dass
keine oder nur sehr wenige tanninbindende Proteine vorhanden waren. Rinder bendtigen
PRPs wahrscheinlich nur fir die orde Homeostase, wofir eine geringe Konzentration
augecht (McArthur et al. 1995). Der Prolinantel liegt mit 10 % Uber der in Proteinen
durchschnittlichen Prolinfrequenz von 5 % (Creighton 1993). Das zeigt, dass eine geringe
Menge an Protenen mit erhthtem Prolingehdt isoliet werden konnte. Im Gegensatz zu
diesem Ergebnis konnten Mole et al. (1990) aus der Ohrspeicheldriise des Rindes Proteine mit
enem sehr hohen Prolinantell (57 %) isolieren. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
PRPs moglicherweise in der Speicheldriise gespeichert werden. Da Se im Speichel aber nicht
nachzuweisen waren, bleibt ihre Bedeutung unklar. Kritisch ist dabel jedoch anzumerken,
dass die Bestimmung der Aminosiurezusammensetzung bel Mole et al. (1990) aul3erdem
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ohne vorangegangenen Oxidationsschritt erfolgte. Dieser héite verhindert, dass be dem fir
die Andyse der hydrolyserten Aminosiuren notwendigen Auftrennungsschritt mittds HPLC
Prolin gleichzeitig mit Glycin duiert und den scheinbaren Antell an Prolin erhoht.

Durch die Fallung in 5%iger TCA wurden neben den prolinreichen noch weitere meist kleine
Proteine (z.B. aus dem Parotisspeichel des Rehs Ribonuklease A, Zugangsnummer P0O0664,
Prolingehat 4,8 %, Kap. 3.3.3.1) aus dem Speichel der Wiederkéuer isoliert. Diese Tatsache
reflektiert, dass in der Aminosiuretotdandyse der Prolingehdt von  Proteingemischen
bestimmt wurde, es ist daher anzunehmen, dass der durchschnittliche Prolingehdt der PRPs
der untersuchten Wiederkauer sogar noch hoher i, asin der Totaanayse bestimmt wurde.

4.2.2 Tanninbindungskapazitaten der TCA-l6slichen Speichelproteine

Reh: Die Tanninbindungseigenschaften der TCA-lodichen Speicheproteine von Reh und
Rind verhidten sch andog zum Gesamtspeichd dieser beden Spezies. Die aus dem Speichd
des Rehs isolierten PRPs wiesen 10 - 26 x hohere Tanninbindungskepazitéten als die TCA-
lédichen Speichdproteine des Rinds auf. Neben ihrer hohen Tanninbindungsféhigkeit konnte
ihre Zugehdrigkeit zur Familie der PRPs nachgewiesen werden.

Rind: Entsprechend den aus den Erndhrungsgewohnheiten von Grass und Rauhfutterfressern
abgdeiteten Erwartungen konnten auch unter den TCA-IGdichen Speicheproteinen der
Rinder keine tanninbindenden Proteine identifiziet werden. Diese Ergebnisse entsprechen
denen von Robbins et al. (1987), die fur TCA-lodiche Speichelproteine des Rindes eine 21 x
niedrigere Bindungsaffinitdt an Tanninsdure gefunden haben as in entsprechenden Proteinen
des Maultierhirsches. Andere Untersuchungen bestétigen diese  Ergebnisse  jedoch nicht
(Makkar und Becker 1998). Dort wurden die tanninbindenden Eigenschaften der TCA-
lédichen Proteine des Rinderspeichds mit den unspezifisch bindenden Proteinen BSA und
Gddin verglichen. Gegenlber BSA wurde ene sechdach dakere rdative Affinitd zu
Tanninsgure festgestdlt, woraus ene tanninbindende Funktion der untersuchten Proteine
abgdetet wurde. Gdain und Rinderspeichd zeigte jedoch keine Unterschiede hinsichtlich
der Tanninsdure-Affinité. Unter anderen Versuchsbedingungen, die denen des in dieser
Arbet vewendeten Tanninbindungsassays entsprachen, zeigte Geatin  ene  geringere
Tanninséure-Bindungskepazitdt ds BSA (Fickd et al. 1999). Der direkte Vergleich von
Speichdproteinen verschiedener Erndhrungstypen unterenander it daher aussagekréftiger ds
en Vergleich Uber den Umweg unspezifisch bindender Referenzproteine.

Moschusochse, Damhirsch: Die rdativ hohen Tanninbindungskepezitéten der TCA-Iodichen
Speichdproteine der Intermediartypen zeigten, dass es sch hier um tanninbindende Proteine
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handdte. PRPs des Moschusochsen banden Tanninséure doppelt so gut wie Quebracho.
Interessanterweise war die Quebracho-Bindungskepazitét der PRPs sogar geringer (24fach)
as die der Proteine des Gesamtgpeichds (Tab. 3.1). Durch die TCA-Fdlung wurden
maoglicherweise  vorrangig  tanninsdurebindende Protene  isoliet,  wahrend  enige
quebrachobindende Proteine des Moschusochsenspeiches TCA-unlgdich dnd. Die TCA-
unlédiche Speichdfraktion wurde dlerdings hingchtlich  ihres  Bindungsverhdtens  nicht
untersucht. Auch im Speichd der Damhirsche konnten tanninbindende Proteine nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu den TCA-lodichen Speichdproteinen des Rindes banden se mit
dreifacher Tanninbindungskapazitét an Tanninsdure und mit 16facher an Quebracho. Beim
Damhirsch wiesen die Proteine des Gesamtspeichels etwas hohere
Tanninbindungskapazitéten auf ds die TCA-lodichen Speicheproteine (1,2 - 1,3fach), was
zur Vermutung fihrte, dass nicht ale tanninbindenden Speichelproteine angereichert werden
konnten.

Der Veglech der TCA-lodichen Speicheproteine mit den Proteinen des Gesamtspeiches
zeigt, dass durch den Anreicherungsschritt in 5%iger TCA nicht be dlen untersuchten
Wiederkduern ene Erhthung der Tanninbindungskapazitét erfolgte. Einige Proteine des
Moschusochsenr  und Damhirschspeichds, die im  gewissen Grad tanninsdure-  bzw.
quebrachobindende Eigenschaften haben, wé&en demnach nicht TCA-l6dich und daher
wahrscheinlich  auch  nicht  prolinreich  (Muenzer 1979). Der Veglech zwischen
Gesamtspeichd- und isolierten Proteinen sollte dlerdings mit Vordcht betrachtet werden, da
die in den Tanninbindungsassay eingesetzten Proteinmengen aufgrund der in Kapitd 2.2
ewdhnten Besonderheiten der prolinreichen Proteine mit  unterschiedlichen  Methoden
bestimmt wurden. Der Nachwels von tanninbindenden Proteinen unter den TCA-unlddichen
Speichdproteinen von Moschusochse und Damhirsch kann nur durch den Vergleich der TCA-
|6dichen mit der unlddichen Fraktionen erfolgen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die tanninbindenden Proteine des Rehs zur
Familie der PRPs gehdren. Auch im Elchspeichd wurden prolinreiche Proteine gefunden.
Deren Tanninbindungskapazitét wurde nicht Uberpriift, tanninbindende Proteine wurden aber
bereits im Elchspeichd nachgewiesen (Juntheikki  1996). Moschusochsen  produzieren
ebenfals PRPs, die vor dlem an Tanninsdure binden. Tanninbindende Proteine des
Damhirsches snd zwar in TCA 16dich, aoer nicht sehr prolinreich.
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4.2.3 Wirkungsweise der tanninbindenden Proteine

Rolle des Prolins: Bel der Betrachtung der Eigenschaften der TCA-16dichen Speichdproteine
der verschiedenen Wiederkauer konnte eine direkte Proportionditét zwischen der Hohe der
Tanninsdure-Bindungskapazitdten und dem Prolingehdt nachgewiesen werden. Die tannin-
bindenden Proteine des Rehs hatten den groften durchschnittlichen Prolingehdt (34,5 %, Tab.
34) und wiesen die héchgen Taminbindungskepazitdten auf (Abb. 3.4). Die Proteine aus
Rinderspeiche  hatten den geringsen Prolingendt (106 %), der mit der geringsten
Tanninbindungsfahigkeit  verbunden war. Dies fihrt zu der Annehme, dass Prolin
aussthlaggebend bel der Tanninbindung ist. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die
Festgelung, dass die Polyaminosure Poly-L-Prolin eine hohere Bindung an Tannin ds
andere Polyaminosauren ausiibte (Oh et al. 1980). AulRerdem konnte anhand von NMR-
Untersuchungen die Rolle des Prolins ds en Schilissddement be der Wechsdwirkung des
Proteins mit dem Tannin aufgeklat werden. Es sorgt fur eine gingige offene, flache und
hydrophobe Struktur und beglngtigt durch die tertisre Amidgruppe die Ausbildung der
hydrophoben Bindungen (Murray et al. 1994). Die geinge Wahrschenlichkelt der
Ausbildung von Sekundargtrukturen konnte durch die Auswertung der anayderten
Sequenzen mit EXPASy gezeigt werden. Auch die Konformationsstudien an von PRPs der
Maus abgeeteten Peptiden konnten keine Heixsrukturen nachweisen  (Murray und
Williamson 1994). Wie die efolglosen Verdauungsversuche mit Trypsin und Lys C (Kap.
324) zeigen, veursachte der hohe Prolinantell durch serische Hinderung zusitzlich ene
hohe Stabilitét gegentber Proteasen. So kann die Auslbung der biologischen Funktion im
Verdauungstrakt ermoglicht werden.

Moglicher  Wirkungsmechanismus. Der  Wirkungsmechanismus der  tanninbindenden
Speichdproteine wird in der Literatur wie folgt beschrieben. WasserstoffbriickenBindung
mit den Hydroxylgruppen und hydrophobe Wechsdwirkungen mit den Ringsystemen der
Tannine und der Aminosduren binden sehr hohe Mengen Tannin pro Proteinenhet (Mudler-
Harvey und McAllan 1988, Oh et al. 1980, Silber et al. 1998). Die Bindung von
Nahrungsproteinen oder Verdauungsenzymen durch die Tamnine wird dadurch auf en
Minimum reduziert, wodurch die Fermentierungskapazitét erhdht wird (Robbins et al. 1991).
Die Sailitdt der Tannin-Speichelprotein-Komplexe gegeniber Verdauungsprozessen sowie
der langsame Vedau des Prolins durch Pansen-Bakterien ermdglichen ein Durchschleusen
der intakten Tannin-Protein-Komplexe durch den Verdauungstrakt (Robbins et al. 1991, Yang
und Russl 1992), was durch einen erhdhten Prolingehat in Fézes gezeigt wurde (Butler
1989a).
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4.3 Charakteristika und Sequenz der prolinreichen Proteine des Rehs

Kenntnise Uber die Eigenschaften der tanninbindenden Proteine von Wiederkéuern liegen
nur begrenzt vor. Am Beispid der Speichdproteine des Rehs wurden einige biochemische
Eigenschaften und Tellsequenzen von prolinreichen Proteinen enes gut an den hohen
Tanningehat der Nahrung angepassten Wiederkauers untersucht.

Molekulargewicht: Die Molekulargewichte der PRPs des Rehs betrugen laut protein-
chemischer Andyse (Gdfiltration und -elektrophorese, Tab. 3.5) zwischen 15 und 50 kd.
Prolinreiche tanninbindende Proteine anderer Spezies hatten eine dhnliche Grole. So hette das
tanninbindende prolinreiche Glykoprotein des Maultierhirsches en MW von 19 kd und das
durch Tanningabe induzierbare PRP38 der Ratte 38 kd (Audin et al. 1989, Mehansho et al.
1983). Groe PRPs mit MW Uber 100 kd, wie Se fur verschiedene andere Spezies
nachgewiesen sind (z.B. raGP158, MW 158 kd, Mehansho und Carlson 1983), konnten im
Parotisspeichel des Rehs nicht detektiert werden.

Die durch cDNA-Sequenzierung ermittdlten MW der PRP-Fragmente waren sehr vid kleiner
(5 - 8 kd, Tab. 3.7). Ein Vergleich mit den ermittedlten MW der proteinchemischen Andyse
ergab, dass wahrscheinlich 10 - 53 % der vollstandigen Sequenzen der PRP des Rehs
afgeklat werden konnten. Eine Uberschdtzung des MW i wegen der von den
helixbrechenden Prolinen hervorgerufenen entfalteten Struktur der PRPs moglich (Carlson et
al. 1991). Der grofiere Radius kann eine verkirzte Retentionszeit in der Gdfiltrationssaule zur
Folge haben. Aus dem glechen Grund erscheinen die grolen sauren PRPs (pinkviolett
angefarbte Proteine 2DE-1, Abb. 3.6) wahrscheinlich nicht wie ewartet as Proteinspot,
sondern aswenig klar definierte Flache.

Glykosylierung: Auch durch pod-trandationde Modifikationen wie Glykosylierung kann das
MW ba Gdfiltration und -dektrophorese héher erscheinen as aufgrund der Anayse der
cDNA erechnet wurde. Eine Glykosylierung der TCA-l6dichen Speichelproteine des Rehs
konnte nachgewiesen werden (Abb. 3.7). Die Auswertung der Sequenzen ergab bis zu Seben
potentille  Glykosylierungsstellen  pro Protein  (Tab. 37). Eine Glykosylieeung am
Aminoende konnte bel den Proteinen, die durch N-teminde Sequenzierung andysert
wurden, ausgeschlossen werden. Im PGP200, einem sehr grofen prolinreichen Glykoprotein
(MW 200 kd) aus der Ohrspeichedriise der Ratte wurde ein Kohlenhydratanteil von 55 %
nechgewiesen (Miao et al. 1995). Die Glykosylierung der Proteine kann bedeutsam fur die
Tanninbindung sein. Die Kohlenhydratireste erhthen enersats die Lodichket des Tannin-
Protein-Komplexes und sorgen anderersaits fur eine offene Konformation, was ene effektive
Tanninbindung ermdglicht (Asquith et al. 1987).

Isoelektrischer Punkt: Die TCA-l6dichen Proteine des RehParotisspeichels hatten eine hohe
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Tanninbindungskapazitét. Durch 2DE  konnte gezeigt werden, dass es sch sowohl um
basische (pl 7,5 - 8,2) as auch um saure Proteine (pl 3,5 - 4,5) handdte (Tab. 3.5). Wahrend
beim Menschen enesdts die basschen PRPs fir die Tanninbindung verantwortlich gemacht
werden (Lu und Bennick 1998), ddlten andere Autoren fir keine der menschlichen PRP-
Klassen (sauer, bassch, glykosyliert) eine besonders gute Affinitée zu einem der untersuchten
Tannine fet (Bacon und Rhodes 2000). Wir nehmen an, dass mehrere PRP-Gruppen des
Rehs fir die Bindung an die Tannine verantwortlich snd. Die isodektrischen Punkte der
sequenzierten Proteinfragmente lagen im sauren Bereich (pl 35 - 4,5; Tab. 3.7). Da se Telle
der aus den TCA-lodichen prolinreichen Proteinen ermittdten N-terminden  Sequenzen
enthaten (Sehe Alignment in Abb. 3.12), liegt die Vermutung nahe, dass die entsprechenden
PRPs fir die Tanninbindung verantwortlich snd. Bindungsstudien mit den verschiedenen
Gruppen der prolinreichen Speichelproteine des Rehs kdnnten im Rahmen enes zukinftigen
Forschungsvorhabens  weitere  Eigenschaften  der  tanninbindenden Proteine des Rehs
aufklaren.

Sequenz. Die Sequenzanalyse zeigte, dass die PRPs des Rehs heterogen sind. Es konnten vier
Gruppen unterschieden werden, die dle ene gemensame Sequenz im C-terminus hatten.
Auch PRPs anderer Spezies zeigten hohe Heterogenitét, konnen aber ebenfdls zu Gruppen
zusammengefast werden. Durch  dternatives Splicing von  Vorl&uferproteinen  kénnen  aus
wenigen Genen eine Vidzahl Proteine entstehen. Ein Beispid dafur snd die ca 20 PRPs des
Menschen (Azen et al. 1984, Kauffman et al. 1993, Kim et al. 1993, Lyons et al. 1988,
Maeda et al. 1985).

Aus den sequenzierten cDNA-Abschnitten wurde ein hypothetischer Aufbau der PRPs des
Rehs abgeleitet (Abb. 4.1).

Sgnalsequenz In enigen der PRP-Fragmente konnte am N-Terminus en Abschnitt gefunden
werden, in dem Aminosiuren vorkamen, die im Rest der Fragmente nicht oder sdten
vorhanden waren. Fur die Klone a33, d33 und €23 konnten dort mit EXPASy aufgrund der
Hydrophobizitét putative Signdsequenzen errechnet werden. Da es sich be den prolinreichen
Speichelproteinen um sekretorische Proteine handdt, it die Ausbildung ener Signasequenz
notwendig. Ob es dch be der Voraussage fur die dreé Fragmente um enen Tel der
Sgndsequenz handdt, igt dlerdings fraglich, da die Grofe des vollgandigen Proteins nicht
bekannt i<t

74



Diskussion

Signal sequenz variable Region homologe Region
a33, d33, e23 H1, A12, h76, g11, a33 ale Klone

Abbildung 4.1 M&glicher Aufbau der PRP der Rehe (schematisch). In einigen der sequenzierten
Klone kann eine putative Signalsequenz erkannt werden. Dieser folgt eine prolinreiche variable
Region. Eine in dlen Klonen gleiche homologe Region mit zwel méglichen Aminosaureaustauschen
befand sich am Ende der Proteine.

Variable Region: Der Signdsequenz folgt eine prolinreiche varigble Region, deren Funktion
in der Tanninbindung liegen kann. Durch diesen varidblen Abschnitt entstehen Proteine mit
unterschiedlichen Bindungseigenschaften, die. wegen des heterogenen Aufbaus der Tannine
von Bedeutung san konnen (Hagerman und Butler 1991). Telsequenzen dieses vaiablen
prolinreichen Abschnitts (z.B. GPPPP und DESPQP) wurden in den TCA-IGdichen
Parotisspeichdproteinen des Rehs gefunden, fir die ene hohe Tanninbindungstahigkeit
nachgewiesen wurde. Anderersaits it auch ene Funktion der varidblen Region be der
Speicherung in sekretorischen Vesken und dem intrazdluldren Transport denkbar, da
prolinreiche Abschnitte sekretorischer Proteine in den Membranen der sekretorischen Veske
verankert sein konnen (Alberts et al. 1995, Bennick 1982, Stahl et al. 1996).

Die prolinreichen Abschnitte wiederholen sch in enigen Klonen (H-PRPs, A12 und h23)
mehrmals (repetitiv; Abb. 3.11 und 3.12). Im Wiederholungsdement der H-PRPs, GPPPP,
kann jewells en Prolin durch ein Serin ersatzt sain. Auch in den PRPs des Menschen, der
Rette und der Maus wurden Wiederholungen mit einigen varigblen Aminosduren gefunden
(Azenet al. 1984, Clements et al. 1985).

Homologe Region: Am C-Terminus befand sch ene homologe Sequenz, die bis auf zwe
homologe Aminostureaustausche  in - dlen  sequenzieten  Klonen gleich  war.  Im
Proteinsequenz-Alignment  (Abb. 3.12) konnten in diesem Bereich Ubereingimmungen mit
enigen der Uber ihre cDNA sequenzierten Speichelproteine gefunden werden, von denen
angenommen wurde, dass sSe N-terminde Sequenzen dargtellten. Dieses Ergebnis kann durch
den repetitiven Charakter der PRPs erklart werden. Der aus GF1-17 abgeleitete Rimer fir die
RT-PCR flhrte zu den Klonen H1 und Al12. Diese Sequenz muss am Beginn dieser Klone
daher noch enmd vorhanden sein. Die prolinreichen Strukturen der N-termind sequenzierten
Proteine kommen maoglicherwelse mehrmas in den PRP vor, snd aber nur telweise efasst
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worden. Da PRPs sekretorische Proteine snd und wegen der oben erwdhnten mdglichen
Aufgaben der varigblen prolinreichen Sequenzen beim intrazdluldren Trangport, it es
anderersaits aber auch moglich, dass die homologe C-teminde Region im Zuge des
Transports abgespaten und dadurch aktiviert wird. Das aktive Peptid wére alerdings trotz
moglicher Glykosylierung sehr klen (18 Aminosiuren). Auch spricht der  konsarvaive
Charakter dieses Abschnitts nicht fir ene Funktion be der Tanninbindung. Die solite
aufgrund der varidblen Struktur der Tannine eher von mehreren Proteinen mit variablem
Aufbau ausgefthrt werden.

Ein Vergleich des hypothetischen Aufbaus der PRPs des Rehs (Abb. 4.1) mit dem von PRPs
der Rate und der Maus zeigt einige Ubereingimmungen. Letztere werden durch vier
Regionen charekterisert (vergl. Abb. 1.4): putatives Signapeptid, Ubergangsregion,
Wiederholungsregion und carboxytermindes Ende (Clements et al. 1985). Auch fur die PRPs
des Rehs ig ene Auftelung der 5-teminden Region in en Sgndpeptid, dem ene
Ubergangsregion folgt, denkbar. Anadlog zu dem von Clements (1985) postulierten Aufbau
konnten auch in den PRPs des Rehs ene prolinreiche Wiederholungsregion (varigble Region)
und en C-temindes Ende gefunden werden. Unterschiede lassen sch dlerdings in den
Eigenschaften dieser Region finden. So snd Signdpeptid und Wiederholungsregion der PRP
der Ratte und der Maus hoch konserviert, wahrend bem Reh vor adlem in der
Wiederholungsregion ene vaiable Zusammensstzung gefunden werden konnte. Die C-
terminde Region it beim Reh wiederum sehr konservativ, wahrend se bei den PRPs der
Ratte und der Maus variabd ist.

Die PRPs des Rehs gehtren einer Proteinfamilie an, de bisher nicht néher beschrieben wurde
und von der in de Daenbank keine vergleichbaren Sequenzen vorhanden waren.
Maoglicherweise snd die PRPs des Rehs bzw. der Wiederkduer unabhdngig von denen anderer
Spezies ds Antwort auf die in der Erndrung der Wiederkduer vorkommenden
Pflanzeninhdtsstoffe evolviert. PRP-Sequenzen konnten aufgrund der hohen Vaiailitét in

einigen Bereichen moglicherweise ds evolutiondre Marker herangezogen werden.
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5 Zusammenfassung

Am Begpid der Wiedakéduer wurde unter Zuhilfenehme von biochemischen und
molekularbiologischen Methoden die Adeptation von Pflanzenfressern (Herbivoren)  an
pflanzliche Sekundametabolite wie z.B. Tannine untersucht. Tannine kdnnen in nicht an
ihren Verzehr adaptierten  Spezies durch ihr  Proteinbindungsvermdgen  die  Nahrungs-
vewertung und damit Wachsum und Gesundheit des Pflanzenfressers  beeintréchtigen
(antinutritive Wirkung).

Einige Wiederkdueraten wie z.B. das Reh (Capreolus capreolus) haben in ihrem Nahrungs-
goektrum vide dak tanninhdtige Pflanzen, leiden aber nicht unter den ewdhnten
posdigestiven Konsequenzen. Eine Mdoglichkeit, die antinutritive Wirkung von Tanninen zu
neutralisieren, besteht in der Produktion tanninbindender Speichd proteine.

Der Speiched verschiedener Wiederkauerarten wurde auf das Vorhandensein tanninbindender
Proteine untersucht. Diese Arten wurden so0 ausgewdhit, dass dle dre Erndhrungstypen
(Konzentratselektierer, Intermediartyp, Gras- und Rauhfutterfresser) in den Vergleich en-
gechlossen werden  konnten.  Als Referenzspezies wurde der Konzentratselektierer Reh
herangezogen.

Die Speichdproteine des Rehs und die der Intermedidrtypen (Rentier, Rangifer tarandus;
Damhirsch, Cervus dama; Moschusochse, Ovibos moschatus) banden ungeféhr doppdt so
effektiv an hydrolysiecbare Tannine (Tanninsdure), wie die der untersuchten Grass und
Rauhfutterfresser (Rind, Bos taurus; und Mufflon, Ovis orientalis musimon). Diese Abstufung
zeigte sch auch be der Untersuchung der Bindung an kondenserte Tannine (Quebracho).
Eine Ausname gdlte Mufflongpeichd dar, diesr band ebenso gut an Quebracho wie die
Speichelproteine der anderen Erndhrungstypen.

Uber eine Aminosiuretotdanayse konnte festgestellt werden, dass der Speichel  eniger
untersuchter Wiederkduerarten prolinreiche Proteine (PRPs) enthidt. Unter Ausnutzung ihrer
Trichloressgsdure (TCA)-Ladichkeit wurden diese angereichert und genauer untersucht. Die
Analyse der TCA-lédichen Speichdproteine der Konzentratselektierer (Reh, Elch) ergab
enen rdaiven Prolingendt von dber 35 %, wéhrend bem Moschusochsen noch 29 %
gemessen wurden. In Damhirsch und Rinderspeichd wurden keine prolinreichen Proteine
gefunden.
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Fur die TCA-lédichen Speichdproteine des Rehs konnte eine hohe Tanninbindungskepazitét
nachgewiesen werden. Diese banden 24 - 30 x effektiver an Tannine ds die TCA-l6dichen
Speichdproteine des Rindes. Die Tanninbindungskapazitdten der TCA-l6dichen Speiche-
proteine von Moschusochse und Damhirsch waren ebenfdls hther as die des Rindes, aber
niedriger dsdie des Rehs.

Die Kohlenhydrat-Analyse der TCA-lodichen Speicheproteine des Rehs erbrachte, dass es
gch be ihnen um Glykoprotene handdt. Mittds Gdfiltration und zweidimensonder
Polyacrylamidgelekirophorese konnten  finf ~ Proteingruppen mit  Molekulargewichten
zwischen 15 und 50 kd sowie isod ektrischen Punkten zwischen 4,0 und 8,2 detektiert werden.

Von 15 dieser Proteine konnten die N-terminden Aminoséuresequenzen ermittelt werden.
Ausgehend von diesen Informationen wurden RehrPRP  spezifische mRNAs isoliet und
patidl sequenziert. Die meden diesr Fragmente hatten ene gemeinsame 18 Aminosduren
lange C-terminale Sequenz PPPEEQPES/oSPDE/pSPSE.

Die Suche nach Ubereingimmungen der andysierten Segquenzen mit anderen Saugetier-PRPs
in der Genbak ergab kene snnvollen Ahnlichkeiten. Die Ergebnisse  kénnen  zu
Informationen Uber tanninbindende Proteine anderer Wiederkduer fihren. Die Sequenz-
informationen delen enen Ausgangspunkt bel der Andyse der evolutiven Zusammenhénge
der Cerviden dar.
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6 Summary
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Investigation of tannin binding salivary proteins of roe deer and other ruminants
Univergty of Potsdam

December 2001

In this work the adaptation of herbivores to plant secondary metabolites was investigated with
help of biochemicad and molecular biologicad methods. In unadapted species plant secondary
metabolites as tannins can reduce food digedtibility and thus diminish growth rate and hedth
datus (antinutritive action). Tannins act through its astringency, that means the high capecity
to bind proteins, other macromolecules and meta ions. Some ruminant species feed on tannin
containing plant but do not suffer from the mentioned nutritive consequences. The production
of tannin binding proteins is one possble adaptation mechaniam to neutrdize the effects of

the tannins.

Sdiva of gx different ruminant species was investigated for the presence of tannin binding
proteins. All three feeding types (concentrate selector, intermediate type and grass and
roughage eater) were included in the comparison.

Sivary proteins from roe deer (Capreolus capreolus, concentrate sdector) and from the
intermediate feeding types (rein deer, Rangifer tarandus; falow deer, Cervus dama; musk ox,
Ovibos moschatus) bound twice as effective to hydrolysable tannins (tannic acid) as those
from the invedigated grass and roughage esaters (cattle, Bos taurus, moufflon, Ovis
orientalis). This differentiation could dso be observed investigating the binding capacities to
condensed tannins (quebracho) except for moufflon. Moufflon sdivary proteins bound with
the same intengity to quebracho as the sdivary proteins from the other feeding types.

Proline rich proteins (PRPs) could be accumulated from roe deer, moose and musk ox sdiva
by use of its solubility properties in 5 % trichloro acetic acid (TCA). Roe deer and moose
TCA soluble sdivary proteins contained more than 35 %, musk ox proteins 29 % proline. In
falow deer and cattle saliva PRPs could not be detected.
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A tannin binding assay demondrated for the TCA soluble sdivary proteins from roe deer,
musk ox and falow deer but not from cattle, that they are adle to bind tannins. Roe deer
sdivary proteins bound 24 to 30 more effective to tannins as caitle proteins. Tannin binding
capacity of the proteins from musk ox and falow deer sdiva was higher as those from cattle

but lower as those from roe deer.

For further anadyds of ruminant tannin binding proteins we chose roe deer as reference
gpecies. Carbohydrate andysis of TCA soluble proteins from roe deer sdiva showed that they
were glycoproteins. With help of gd filtration and two dimendgond polyacrylamid ge
electrophoress five proteins groups with molecular weights from 15 to 50 kd and isodectric
points from 4.0 to 8.2 could be detected.

N-termina amino acid sequences of 15 of the roe deer divay TCA soluble proteins were
determined by Edmann degradation. This information led to partidly sequenced roe deer PRP
specific cDNA. An 18 amino acid long C-termind sequence was common in most of the
clones. The obtained roe deer PRP sequences did not match with known mammdian PRP

sequences from data banks.

The finding in this work can lead to information about sdivary tannin binding proteins in
other ruminants. The sequence information represent a Sarting-point for the investigation of

cavid evolution.
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7 Anhang

7.1

Ubersicht tiber die hergestellten Klone

Tabelle A.1 Ursprung und Genbank-Zugangsnummer der hergestellten Klone.

Methode  Klon Original - Primer fir cDNA- Primer bzw. Zugangs-
name Synthese Sonde nummer
RT-PCR A1 Al OligodT1s) ProAl
A3 A3 ProAl
A7 A7 ProA2 AF453529
Al2 Al12 ProA3 AF453530
Bl Bl ProA3
B12 B12 ProAl
Cl12 C12 ProAl
H1 Hlrev ProA2 AF453531
Hybridan-  h34  h034thr Fint BIO-Hrev
reicherung h76 hO76dhr Zufdlshexamere BIO-Hrev  AF453533
c86 c086dhr Zufdlshexamere BIO-Hrev
b66 bO66dNr Zufdlshexamere BIO-Hrev
h86 hOo8edhr Zufdlshexamere BIO-Hrev
a69 a069dhr Zufdlshexamere BIO-Hrev
g33 g033dpi Zufdlshexamere BIO-PRinthy
f76  fO76dhr Zufdlshexamere BIO-Hrev
al5 al05Shhr OligodT(1s) BIO-Hrev  AF453532
a26 a026dhr Zufdlshexamere BIO-Hrev
a33 a033dpi Zufdlshexamere BIO-Rinthy AF453539
b33 b033dpi Zufdlshexamere BIO-PRinthy
€23 e023dpi Zufdlshexamere BIO-Pnthy AF453534
d33 d033dpi Zufdlshexamere BIO-Pnthy AF453535
c33 c033dpi Zufdlshexamere BIO-Rinthy
f63  fO63dpi Zufdlshexamere BIO-Finthy AF453536
gll gO0litpi Fint BIO-RPinthy AF453538
h23  h023dpi Zufdlshexamere BIO-RPnthy AF453537
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7.2 Verzeichnis der wissenschaftlichen Tiernamen
Biber Castor canadensis
Bison Bison bison

Damhirsch Cervus dama

Ducker Cephalophinae

Elch Alces alces
ElenAntilope Tragelaphus (taurotragus) oryx
Gemse Rupicapra rupicapra
Girafe Giraffa camelopardalis
Gnu Connochaetes

Grof3er Kudu Tragelaphus strepiceros
Hamgter Mesocricetus auratus
Huhn Gallus domesticus
Impala- Antilope Aepyceros melampus
Kaninchen Oryctolagus cuniculus
Koda Phascolar ctos cinereus
Kudu Tragelaphus
Kuhantilopen Alcelaphinae

Makake Macaca fascicularis
Maultierhirsch Odocoileus hemionus
Maus Mus musculus
Moschusochse Ovibos moschatus
Mufflon Ovis orientalis musimon
Opossum Pseudocheirus perigrinus
Oryx Taurotragus oryx
Pferdeantilopen Hippotraginae

Ratte Rattus norvegicus

Reh Capreolus capreolus
Rentier Rangifer tarandus

Rind Bos taurus

Rotwild Cervus elaphus

Schaf Ovisammon
Schneehase Lepus timidus
Schwarzbér Ursus americanus
Schwein Suss crofa domestica
Thomsongazelle Gazella thomsoni
Wasserbocke Kobus dlipsiprymnus
Weil3wede hirsch Odocoileus virginiana
Wiihimaus Microtus oeconomus
Wisent Bison bonasus

Ziege Capra hircus
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7.3 Abklrzungsverzeichnis

2DE Zweidimengonae Polyacrylamidge ektrophorese

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosiure

AST Aspartataminotransferase

BAPNA Na -Benzoyl- DL - Arginin-p-Nitroanilid

BCA Bicinchoninséure (engl.: bicinchinonic acid)

BSA Rinderserumabumin (engl.: bovine serum dbumine)

CBB Coomeassie Brilliant Blau

cDNA zu RNA komplementdre DNA

CT kondensierte Tannine (engl.: condensed tanning)

GIcNAC N-Acetylglucosamin

GR Gras- und Rauhfutterfresser

HPLC Hochdrucksfliiss gkeitschromatographie (engl.: high pressure liquid
chromatography)

HT hydroliserbare Tannine

IEC | onenaustauschchromatographie

IM Intermediartyp

IZW Ingtitut flr Zoo- und Wildtierforschung

kd Kiloddton

KS Konzentratsel ektierer

MALDI-MS meatrix- unterstiitzte L aserdesorptions/l onisations- Massenspektrometrie

MW Molekulargewicht (engl: molekular weight)

MWCO Angabe fir die Porengrof3e einer Membran (engl.: molecular weight
cutt off)

NMR kernmagnetische Resonanz (engl.: nuclear magnetic resonance)

PAS Perjodsaure- Schiff (engl. Periodic-Acid- Schiff)

PCR Polymerase- K ettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)

pl isodlektrischer Punkt

PRPs prolinreiche Speichd proteine

RPC Umkehrphasenchromatographie (engl. reversed phase chromatography)

RT Raumtemperatur
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RT-PCR

SD

SDS
SDS-PAGE
SSL

TCA

TEMED

Tris

G.N.

Polymerase- K ettenreaktion nach reverser Transkription von RNA in
cDNA

Standardabweichung

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyle sulfate)
SDS-Polyacrylamid- Gelel ektrophorese

Standard fur SDS-PAGE (Silver Stain SDS-PAGE Standards, low
range)

Trichloressigsaure (engl. trichloroacetic acid)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

md
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