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Vorbemerkung

Die praktischen Arbeiten der vorliegenden Dissertation wurden zwischen 1990 und 1994
unter der Leitung von Herrn Prof. Ihab Rasched am Lehrstuhl fir Proteinbiochemie der
Universitédt Konstanz erstellt. Es sollte hierbel untersucht werden, inwieweit sich die beim
, Pl6tzlichen Kindstod“ typischerweise diagnostizierte mutante Form K3~ E der humanen
mittelketten-spezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase von der nativen wt-Form unterscheidet.
Eine sténdige Zusammenarbeit sowie wesentliche Teile der Betreuung erfolgten wahrend
dieser Zeit durch Herrn Prof. Sandro Ghisla.

Mit dem Tod von Herrn Prof. Rasched im Herbst 1996 und der Aufnahme einer
beruflichen Tatigkeit zum Juli 1995 ruhte die Fertigstellung und der Abschluf3 der Arbeit.

Wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit wurden in den Jahren 1991 bis 1997 publiziert
und kdnnen nach dem heutigen Erkenntnisstand als abgeschl ossen gelten. Eine ausgiebige
Literaturrecherche beziiglich der K***» E-MCADh ergibt zum jetzigen Zeitpunkt keine
zusétzlichen Erkenntnisse. Vielmehr beschéftigt sich die Forschung mit der Untersuchung
weiterer Mutationen verschiedener Acyl-CoA Dehydrogenasen.

Folgende Publikationen basieren auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit:

Bross, P., Krautle, F., Stiemke, J., Ghida, S. and Rasched, I. (1991) Biochemical
Characterization of a mutant human medium-chain acyl-CoA dehydrogenase present in patients
having deficient activity. In: B. Curti, S. Ronchi and G. Zanetti (Ed.) "Flavins and Flavoproteins
1990". Berlin, Walter deGruyter, 895-900,

Bross, P., Jensen, T., Krautle, F., Winter, V., Andresen, B.S,, Engst, S., Bolund, L.,
Kglvraa, S., Ghida, S., Rasched, I. and Gregersen, N. (1992) Characterization of
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) with a point mutation associated with
MCAD deficiency. In: P. M. Coates and K. Tanaka (Ed.) "New Developmentsin Fatty
Acid Oxidation". New Y ork, Wiley-Liss., 375 473-478,



Bross, P., Andresen, B.S., Winter, V., Krautle, F., Jensen, T.G., Nandy, A., Kaglvraa, S,,
Ghida, S, Bolund, L. and Gregersen, N. (1993) Co-overexpression of bacterial GroESL
chaperonins partly overcomes non-productive folding and tetramer assembly of E. coli-expressed
human medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) carrying the prevalent desease-causing
K304E mutation. Biochem. Biophys. Acta 1182 264-274

Nandy, A., Bross, P., Krautle, F., Rasched, |I. and Ghida, S. (1994) Long-chain specific
enzyme from medium-chain Acyl-CoA dehydrogenase. InK. Yagi (Ed.), Flavins and
Flavoproteins 1993 (pp. 327-330). Berlin New Y ork: Walter deGruyter & Co.

Bross, P., Jespersen, C., Jensen, T.G., Andresen, B.S., Kristensen, M .J., Winter, V., Nandy,
A., Krautle F., Ghida, S, Bolund, L., Kim, J.-J. and Greger sen, N. (1995) Effects of two
mutations detected in medium-chain Acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) deficient patients on
folding, oligomer assembly and stability of MCAD enzyme. J. Biol. Chem. 270 (17), 10284-
10290

Nandy, A., Kieweg, V., Krautle, F.-G., Vock, P., Kuchler, B., Bross, P., Kim, J.-J., Rasched,
I. and Ghida, S. (1996) Medium-Long-Chain chimeric human Acyl-CoA Dehydrogenase:
Medium-Chain enzyme with the active center base arrengement of Long-chain Acyl CoA
Dehydrogenase. Biochemistry 35 (38) 12402-12411

Kieweg, V., Krautle, F.G., Nandy, A., Engst, S., Vock, P., Abdel-Ghany, A.-G., Bross, P.,
Gregersen, N., Rasched, I., Strauss, A. and Ghida, S. (1997) Biochemical Characterization
of purified, human recombinant Lys 304 Glu medium-chain acyl-CoA dehydrogenase containing
the common disease-causing mutation and comparison with the normal enzyme.

Eur. J. Biochem. 246 548-556

Eder, M., Krautle, F., Dong, Y., Vock, P., Kieweg, V., Kim, J.-J.P., Strauss, A.W. and
Ghida, S. (1997) Characterization of human and pig kidney long-chain-acyl-CoA
dehydrogenases and their role in -oxidation. Eur. J. Biochem. 245 (3) 600-607



I nhaltsver zeichnis

1 EINLEITUNG 1
1.1  Grundzuge metabolischer Phanomene 1
1.2  Diemitochondriae 3-Oxidation 2
1.3  Dieperoxisomae p-Oxidation 7
14  Flavoproteine 9
15 Die Mittelketten-spezifische Acyl-CoA-Dehydrogenase (MCAD) 11
15.1 Expression und Assembly 11
1.5.2 Grundlagen molekularer Defekte der Mittelketten-spezifischen-Acyl-CoA-

Dehydrogenase 12
1.5.3 Dreidimensionale Struktur 15
1.6  Die humane langketten-spezifische Acyl-CoA-Dehydrogenase (LCAD) 18
2 MATERIAL UND METHODEN 19
21  Chemikalien und Geréte 19
2.2  Bakterienstéamme und Plasmide 21
2.2.1 Bakterienstamme 21
2.2.2 Plasmide 21
2.3  Molekularbiologische Arbeitstechniken 22
2.3.1 Praparation kompetenter Zellen 22
2.3.2 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid DNA 22
2.3.3 Zellanzucht und Wachstumsbedingungen 23
2.4  Biochemische Arbeitstechniken 23
24.1 Zdlernteund Aufschlufd 23
2.4.2  Ammoniumsulfat-Prézipitation 24
2.4.3 Proteinbestimmung 25
244 Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten ¢ fur wt-Long-chain

Acyl-CoA Dehydrogenase und K***—+E-MCADh 25
2.4.5 Tricine-Gelelektrophorese 26
2.4.6 |soelektrische Focussierung (1EF) 27
2.4.7 N-terminale Aminosduresequenzanalyse von wt-MCADN,

K**—E-MCADh, wt-LCADh und GroEL 27
2.4.8 Aktivitatsbestimmung 29
24.9 Temperaturstabilitatsprofil und Temperaturabhangigkeit der

enzymatischen Katalyse 29
2.4.10 Bestimmung der Aktivierungsenergie Eg nach Arrhenius fur

wt-MCADh und K**—E-MCADh 30



I nhaltsver zeichnis

2.4.11 Tryptische Fragmentierung von wt-MCADh und K**—E-MCADh 30
25  Chromatographische Reinigungsverfahren 31
2.5.1 Reinigung der Mutante K**—E der humanen Medium-chain Acyl-CoA

Dehydrogenase 31
2.5.2 Gelpermeationschromatographie 32
2.5.3 Chromatographie Uber Hydroxyl-Apatit 32
26  Renigung humaner Long-chain Acyl CoA Dehydrogenase aus E. coli 33
2.6.1 Renigung des Chaperons GroEL aus wt-L CADh/GroEL

doppel-transformierten E. coli Zellen 33
2.6.2 Entsazung und Umpufferung von Proteinl 6sungen 34
2.7 Immunbiochemische Arbeitsmethoden 35
2.7.1 Gewinnung polyklonaler Antikorper 35
2.7.2 Western-Blot-Analyse 36
2.7.3 Dot-Blot-Analyse 37
2.7.4 Inhibitions ELISA Test (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 37
2.8  Farbemethoden 38
2.8.1 Coomassie Blue Farbung 38
2.8.2 Coomassie Blue-Férbung fiur IEF-Gele 38
2.8.3 Silbernitratfarbung 39
3 ERGEBNISSE 41
3.1 Vorbemerkung 41
3.2  Expression von wt-MCADh und K**- E-MCADh in den Plasmiden

pBMCK?* p985-41 42
3.3  Quantifizierung von wt-MCADh und K**—E-MCADh im

kompetitiven ELISA-Test 45
34  Biochemische Charakterisierung von K**—~E-MCADh 47
3.4.1 Renigung von MCADh ausE. coli 47
3.4.2 Molekulargewichtsbestimmung nativer, humaner K**—~E-MCADh 53
3.4.3 Charakterisierung hochmolekularer Aggregate — Assoziation mit GroEL 54
3.5  Katalytische Eigenschaften der K3*—E-Acyl-CoA Dehydrogenase 56
3.5.1 Substratspezifitét und katalytische Effizienz V ./K,, 56
3.5.2 Michadis-Menten Kinetik; K, -Werte 57
3.5.3 Spektrale Eigenschaften; Bestimmung des molaren Absorptionskoef-

fizienten ¢ fur K**—E-MCADh und Reaktion mit Substraten

verschiedener Kettenlange 61
3.5.4 Titrationskurvenanalyse: pl-Bestimmung und analytischer Nachweis

der Konformationsvariabilitét 63



I nhaltsver zeichnis

3.6  Temperatur/Temperaturstabilitat 65
3.6.1 Bestimmung der Aktivierungsenergie E, von wt—und K**—~E-MCADh 66
3.6.2 Tryptische Fragmentierung von wt- und K**—~E-MCADh 68
3.7  Dielangkettenspezifische Acyl-CoA Dehydrogenase 70
3.7.1 Reinigung der humanen langketten-spezifischen Acyl-CoA

Dehydrogenase aus E. coli 70
3.8  Molekulargewichtsbestimmung humaner Long-chain Acyl-CoA

Dehydrogenase 74
3.9  Spektrale Eigenschaften der Long-Chain Acyl CoA Dehydrogenase 75
3.10 Katalytische Eigenschaften der humanen langkettenspezifischen

Acyl-CoA Dehydrogenase 76
3.10.1 Bestimmung der N-terminalen Aminosduresequenz fur Long-chain

Acyl CoA Dehydrogenase 82
4 DISKUSSION 83
4.1  Aufgabenstellung und Vorbemerkung 83
4.2  Beurteilung der Reinigung rekombinanter Formen humaner

Acyl-CoA Dehydrogenasen aus E. coli 84
4.3  Katalytische Eigenschaften 87
4.3.1 Lageder katalytisch aktiven Zentren 88
4.4  Stabilitét des assemblierten Enzyms 92
45  Temperatursensitive Synthese versus temperatursensitive Faltung 93
4.6  Zur Rolle molekularer Chaperone 98
4.6.1 Oligomerisierung versus Faltung 101
4.7  Oligomerisierung - Faltung - Konformation 102
4.8  Bedeutung der £-NH, Gruppe des Lys*™. Spielt NH, eine Rolle bzw.

kann der Effekt des 304-Phanotyps durch Ersatz mit einer anderen

aamit einer Desaminierung gleichgesetzt werden? 104
49  Aushblick 106
o) ZUSAMMENFASSUNG 107
6 LITERATURVERZEICHNIS 111




I nhaltsver zeichnis




Abbildungs- und Tabellenver zeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1
Abbildung 1-2
Abbildung 1-3
Abbildung 1-4
Abbildung 1-5

Abbildung 1-6

Abbildung 3-1

Abbildung 3-2

Abbildung 3-3

Abbildung 34

Abbildung 3-5

Abbildung 3-6

Abbildung 3-7

Abbildung 3-8

Abbildung 39

Abbildung 3-10
Abbildung 3-11

Abbildung 3-12

Transport aktivierter Fettsduren in das Mitochondrium:
Die mitochondriale 3-Oxidation von Fettsiuren.

Die reduktive Halbreaktion.

Oxidative Halbreaktion

Dimeren-Paar der humanen MCAD

Dreidimensionale Struktur der humanen MCAD.

Expressionsplasmide pBMCK?; pTrc wt-MCADh
pTrc K¥* - E-MCADH-MCADA.

Expressionsnachweis plasmidcodierter wt-MCADh (pBMCK?)
und K**- E-MCADh (p985-41) in E. coli Rohzellextrakten.

Inhibitions-ELISA zur Quantifizierung von MCAD

Elutionsdiagramm der K** - E-MCADh Uber
Anionenaustauschchromatographie.

Elutionsdiagramm derk®* - E MCADh Reinigung von OH-Apatit
(Fluka Hydroxy Apatite Fast Flow).

Elektrophoretischer Reinheitsnachweis der Trennung von
K- E-MCADA.

Eichgerade fur Superdex 200 HR 10/30

Dot Blot einzelner Fraktionen der K3 -+ E-MCADh nach
Anionenaustauschchromatographie.

Immunologischer Nachweis der Co-Elution von K** - E-MCADh
und GroEL wahrend AIEX.

Substratkettenspezifitat humaner wt- und K3* -+ E-MCAD.
K ettenlangenabhangigkeit von V /K _fur K* - E-MCADh.

Bestimmung der Michagelis-Menten Konstanten K und V
fur K- E-MCADh in Abhangigkeit der Substratkettenlange.

10
10
15

17

42

43

46

50

51

51

53

55

55
56
57

59



Abbildungs- und Tabellenver zeichnis

Abbildung 3-13

Abbildung 3-14

Abbildung 3-15

Abbildung 3-16

Abbildung 3-17

Abbildung 3-18

Abbildung 3-19

Abbildung 3-20

Abbildung 3-21

Abbildung 3-22

Abbildung 3-23

Abbildung 3-24
Abbildung 3-25

Abbildung 3-26

Abbildung 3-27

Abbildung 4-1

Abbildung 4-2

Abbildung 4-3

Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten
der K3 - E-MCADAh.

Absorptionsspektren von wt-M CADh und K***- E-MCADh
nach Reaktion mit Substraten unterschiedlicher Kettenlange

Titrationskurvenanalyse von wt- und K***~ E-MCADhim
pH Intervall von 3-9.

Theoretische Bestimmung des i soel ektrischen Punktes von
wt-MCADh (pl 7,04) und K3~ E-MCADh (p! 6,04)

Temperaturstabilitatsprofil von wt-MCADh und K3 - E-MCADh

Arrhenius-Auftragung zur Ermittlung der apparenten
Aktivierungsenergie von wt— und K** - E-MCADh.

Western-Blot nach 2,5 stiindigem, tryptischen Verdau (37° C)
gereinigter wt-MCADh und K** - E-MCADh aus E. coli.

Elutionsdiagramm der wt-L CADh nach Anionenaustausch-
Chromatographie.

Elutionsdiagramm der wt-L CADh nach OH-Apatit Chromatographie.

Reinigungsverlauf der humanen Long-chain Acyl-CoA
Dehydrogenase.

Mol ekulargewichtsbestimmung der humanen LCAD Uber
Superdex 200pg XK 26/60

Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten fur wt- LCADhO
Vergleich der Substratspezifitéten

Vergleich der Substratspezifitéten von wt-M CADh und wt-L CADh.
verschiedener LCADs.

Bestimmung der Michaelis-Konstanten K, und V. fir wt-LCADh
in Abhangigkeit der Substratkettenlange.

Ladungsverteilung innerhalb der Helix H in direkter Nachbarschaft
der aa-304 der K** -~ E-MCADh.

Vereinfachtes Modell zur Entstehung von Inclusion bodies bzw. der
korrekten Faltung von Proteinen.

Ladungsverteilung innerhalb der HelicesH und | der humanen
Acyl-CoA Dehydrogenase in unmittelbarer Nachbarschaft von K

61

62

65
66

67

68

71

72

73

74

76

77

77

79

98

99

106



Abbildungs- und Tabellenver zeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1-1

Tabelle 1-2
Tabelle 2-1
Tabelle 2-2
Tabelle 3-1
Tabelle 3-2

Tabelle 3-3

Tabelle 3-4
Tabelle 3-5

Tabelle 3-6

Tabelle 3-7

Tabelle 3-8

Tabelle 4-1

Verteilung der *¥°A - G Mutation, sowie weiterer varianter Allele
aus 55 nichtverwandten M CAD-defizienten Patienten

Klinische Merkmale der MCAD-Defizienz

Verwendete Zellstémme

Verwendete Plasmide

Reinigungs- und Aktivitatsschema der humanen wt- und K**- E-MCAD
Reinigungstabelle der K*** - E-MCADh ausE. coli

Physikalische Eigenschaften der humanen wt- und K3 - E-MCADN;
Vergleich mit MCAD aus Schweineniere.

Spektrale und physikochemische Eigenschaften verschiedener MCADs.
Reinigungstabelle humaner LCADhO

Vergleich derspektralen Eigenschaften verschiedener LCADhO aus
unterschiedlichen Organismen.

Vergleich der spezifischen Aktivitéten verschiedener LCAD
und MCADh

Katalytische Eigenschaften humaner wt-L CAD; Vergleich der Aktivitéten

Reinigungsschema humaner wt— und K304E-M CAD

13
14
21
21
45

52

60

62

73

75

78

81
96



Abbildungs- und Tabellenver zeichnis




Abktrzungen

Abkulrzungen

A(x)

aa

Ab

abs.

AIEX
AMP

APS
ATP/AMP

BCIP
Bis
bp
BSA

C,.-CoA
°C
CAPS
Cam
CHAPS
cFA

CT

DCPIP
DNA
DOC
DTT
dyt

EDTA
ELISA
ETF

Absorption bei der Wellenlange x

Aminoséaure

Antikorper

absolut (100%)

Anionenaustauscher (Anion exchange)
Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat / Adenosinmonophosphat

5-Bromo-4-chloro-indolyl-Phosphat
Bisacrylamid

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Coenzym-A der Kettenlange xx

Grad Celsius

3-(Cyclohexylamino)-Propansulfonsaure

Chloramphenicol
3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonium]-1propansul fonat
Freund’s complete Adjuvant

Charge-Transfer-Komplex

Dalton
Dichlorophenol-1ndophenal
Desoxyribonucleinsdure
Desoxycholat

Dithiothreitol

Double yeast tryptoneMedium

Extinktion

Ethylendiamintetraacetic Acid

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Elektronen-transferierendes Flavoprotein



Abkirzungen

ETNH,
ETOH

FAD
FCPF,
FPLC®

A GO

HAC

|EF
IEC
iFA
19(G)
IPTG
IVD

kD
Km
KP,
LB
LCAD(h)
LCAD(p)
LCAD()

MCAD(h)
MCAD(p)
MCAD(r)
MEEO
MeOH
MOPS

n.b.

Ethanolamin
Ethanol
Aquivalent

Flavin-Adenin-Dinucleotid
Kaliumhexacyanoferrat
Fast Performance Liquid Chromatography

Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
Freie Enthalpie

Essigsdure

| soel ektrische Fokussierung
Chromatofokussierung

incomplete Freunds Adjuvant
Immunoglobulin der Klasse G

| sopropy!-[3-D-Thiogal actopyranosid
Isovaleryl-CoA Dehydrogenase

kiloDdton
Michadlis-K onstante

Kaliumphosphat-(Puffer)

(LuriaBertoni) Medium

Humane Long-Chain Acyl CoA Dehydrogenase
Schweine Long-Chain Acyl CoA Dehydrogenase
Ratten Long-Chain Acyl CoA Dehydrogenase

Humane Acyl-CoA Dehydrogenase (medium-chain)
Schweine Acyl-CoA Dehydrogenase (medium-chain)
Ratten Acyl-CoA Dehydrogenase (medium-chain)

M edium-Electro-Endoosmosis

Methanol

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure

nicht bestimmt



Abktrzungen

NaOH
NaP.
NBS
NBT
NC

oD,
OH-Apatit

PAGE
PBS

pl

PMS

PM SF
POP
POX

ppt XX %

PVDF

rpm
RT

SDS
SDS-PAGE
SCAD
SIDS
STREP

TCA
TEMED
Tricine
Tris

Natriumhydroxid
Natriumphosphat

Newborn calf serum

Nitro Blue Tetrazolium (Na-Salz)
Nitrocellulose

Optische Dichte (Absorption) bei der Wellenlange xx
Hydroxyl-Apatit

Polyacrylamidgel el ektrophorese

Phosphate-buffered saline

| soelektrischer Punkt

Phenazinmethosulfat

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphatase

Peroxidase

Prazipitation entsprechend einer Ammoniumsulfatséttigung zu
XX %

Polyvinyldifluorid

Gaskonstante (8,32 Jmol™* K ™)

Relative Mobilitat

Verhdtnis Bandenmitte [cm] zu Laufmittelfront [cm]
Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur (ca. 22 °C)

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Short-chain Acyl-CoA Dehydrogenase

Sudden infant death syndrome (pl6tzlicher Kindstod)
Strepdavidin

Trichloressigsaure
Tetramethyl-Ethylen-Diamin
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan



Abkirzungen

uv
UV/VIS

max

VLCAD

wit
wiw

wiv

yt

Ultraviolett
Spektrum vom sichtbaren bis in den ultravioletten
Weéllenléngenbereich

Maximale Substratumsatzgeschwindigkeit
Very long-chain Acyl-CoA Dehydrogenase
Gesamt—Saulenvolumen

Wildtyp

Massenanteil der Komponente x bezogen auf die
Gesamtmasse

Massenanteil der Komponente x bezogen auf das Gesamt
volumen

Yeast Tryptone



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Grundziige metabolischer Phanomene

L ebende Organismen befinden sich nicht im Gleichgewicht. Vielmehr bedirfen sie, um
ihre lebenserhaltenden Funktionen aufrechtzuerhalten, der sténdigen Zufuhr freier
Enthalpie. Der Metabolismus — die Gesamtheit aller katabolischen und anabolischen
Stoffwechsel vorgénge— beschreibt die Prozesse der Energieumwandlung lebender
Systeme. Katabolismus und Anabolismus laufen gleichzeitig in einer Serie exergonischer
Nahrstoffoxidation und daran gekoppelter endergonischer Reaktionen der Biosynthese
innerhalb der Zelle ab. Die freie Energie, die in Form der Hauptedukte Kohlenhydrat,
Lipid und Protein chemisch gebunden ist, wird dabei in der kovalenten Bindung der
terminalen Phosphatgruppe eines Adenosintriphosphatmolekuls (ATP) bzw. in der
Reduktion von Nicotinamid-Adenosin-Diphosphat (NADP*) zu NADPH gespeichert2.
Obgleich es eine vergleichbar grof3e Anzahl an Stoffwechselwegen fir die unter-
schiedlichsten Variationen des Substratauf- und Abbaus gibt, 183t sich die Anzahl der
dabel entstehenden gemeinsamen Intermediate auf einige wenige beschranken. Eine
zentrale Stellung nimmt hierbel Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) ein, welches als
gemeinsames Zwischenprodukt des K ohlehydrat-, Protein- , und Lipidstoffwechsels dient.
Dasim Zuge der einzelnen Abbauwege gebildete Acetyl-CoA wird schliefdlich durch die
enzymatischen Reaktionen des Tricarbonséurezyklus und der oxidativen
Phosphorylierung zu Kohlendioxyd (CO,) und Wasser oxidiert.

Neben dem glycolytischen Abbau der Kohlenhydrate und deren weiterer Oxidation
durch Tricarbonsdurezyklus und oxidative Phosphorylierung, kommt den Fettséduren und
deren intramitochondrialem Abbau eine ebenso bedeutende Stellung zu. Ein Vergleich der
Energiebilanzen der einzelnen Substratabbauwege zeigt, dal3 aufgrund des geringeren
Oxidationszustandes der meisten Fettsduren eine um das Doppelte erhthte
Energieausbeute gegeniliber Kohlehydraten und Proteinen erzielt werden kann. Zieht man
dartiber hinaus die den Fetten eigene Speicherform als Triacylglycerine (bzw.
Triglyceride) mit in Betracht, so ergibt sich im Vergleich zu den stark hydratisierten

1 Der Energiegehalt von Lipiden, Proteinen und Kohlehydraten betragt bezogen auf ein Gramm
Trockensubstanz jeweils 9,46, 4,32 und 4,18 kcal.

2 Eswird hier, soweit nicht ausdriicklich erwahnt, auf chemoautotrophe Organismen Bezug
genommen.



2 Einleitung

Kohlenhydraten, welche in Form von Glykogen und Stérke vorliegen, sogar ein um den
Faktor sechs erhhtes Energiedquivaent.

1.2 Diemitochondriale f-Oxidation

Bereits im Jahre 1904 kam der deutsche Biochemiker Franz Knoop [Knoop, 1904] zu
dem Ergebnis, dal3 der oxidative Angriff im Verlauf des Fettsaureabbaus am p-C-Atom
erfolgen misse. Aufgrund seiner Markierungsexperimente (vermutlich den ersten
uberhaupt) schlof3 er, daf? eine sukzessive Abspaltung von C,-Fragmenten in der Form
eines Essigsauremol eklls stattfindet. Diese Folgerungen fihrten Knoop schliefdich zum
Postulat der -Oxidation.

Fettsauren werden aufgrund ihrer sehr geringen Léslichkeit (ca. 10°° M) entweder
gebunden an Serumalbumin, oder als Triacylglycerin-Komponenten der Lipoproteineim
Organismus transportiert. Innerhalb der Zelle erfolgt der Transport zum Teil durch zell-
und ligandenspezifische Fettsaurebindeproteine, FABPs (Fatty acid binding proteins bzw.
ACBPs Acyl-CoA binding proteins ), um die detergenzahnlichen Eigenschaften
(Micellenbildung) freier Fettsduren zu minimieren [Matarese et al., 1989; Veerkamp et al .,
1991].

Bevor es zum Abbau der Fettsduren kommt, bedarf es zunéchst einer ATP-abhangigen
Aktivierung durch die Bildung einer Thioesterbindung zwischen Fettsdure und daran zu
koppelndem Coenzym A (CoA). Dieser Schritt erfolgt durch verschiedene kettenl an-
genspezifische Acyl-CoA-Synthetasen (Thiokinasen), die jedoch stets die gleiche Reaktion
nach folgendem Schema katalysieren:

R-COOH + ATP + CoA—SH — R-CO-SCoA + AMP + PPi

Entsprechend der Kettenlange der unterschiedlichen Fettsduren variiert auch deren
Lokalisation der Aktivierung mit CoA. Die Aktivierung kurzkettiger Fettsduren (Acetyl-
und Propionylreste) erfolgt im Cytosol, mittelkettige Fettsduren werden durch diein der
mitochondrialen Matrix lokalisierte Medium-chain Acyl-CoA Synthetase aktiviert,
wéhrend |angerkettige (C,, - C,;) Fettsauren durch diein der auf3eren
Mitochondrienmembran gebundene Long-chain Acyl-CoA Synthetase aktiviert werden
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[Schulz, 1991]. Ein weiterer Schritt des Transports langkettiger Fettsdurenin die
mitochondriale Matrix besteht in der Carnitin-abhangigen Translokation Uber die innere
Mitochondrienmembran. Hierbei kommt es zundchst zu einer Trans-Esterifizie-
rungsreaktion durch das Enzym Carnitin-Palmitoyl-Transferase | (CPT 1), das der
cytosolischen Seite der inneren Mitochondrienmembran zugewandt ist. Unter Bildung von
Acylcarnitin wird der an CoA gebundene Acylrest auf die Hydroxylgruppe eines Carnitin
Ubertragen. Die anschlief3ende Translokation Uber die innere Mitochondrienmembran
erfolgt durch das Enzym Carnitin-Acylcarnitin Translocase [Pande, 1975]. Auf der
Matrixseite wird die Acylgruppe durch die Carnitin Palmitoyl Transferase 11 (CPT I1)
wieder auf intramitochondriales CoA Ubertragen. Im Gegenzug wird wahrend der
Translokation freigesetztes Carnitin aus der Matrix gegen Acylcarnitin ausgetauscht (Abb.
1-1). Kurz- und mittelkettige Fettsauren sind nicht zwingend abhangig von einer

Trand okation mittels Carnitin. Sie kénnen die &uf3ere und innere Membran durch
Diffusion permeieren und unterliegen somit keiner geregelten Aufnahme durch die Zelle.

Cytosol Innere Matrix
y Mitochondrienmembran

0]
| |
R-C-SCoA Carnitin <& ——=— % Carnitin R—C—SCoA
o == »—d
1 Carnitin Palmitoyl ¢ — canitin = Carnitin Palmitoyl
Transferase | ¢ = Carrierprotein ;f: Transferase Il 3
" . j\s_/ e
H-SCoA R-C—Carnitin — & —~———— ———& = R—C—Carnitin H-SCOoA
H 2 H
0] 0]
Abbildung 1-1 Transport aktivierter Fettsduren in das Mitochondrium:

(1) Ubertragung der Acyl-Gruppe des cytosolischen Acyl-CoAs™ auf Carnitin unter
Zuricklassen des HS-CoA Restes auf der cytosolischen Seite.

(2) Transport des Acyl-Carnitin -Komplexes in die mitochondriale Matrix

(3) Ubertragung der Acyl-Gruppe auf mitochondriales CoA

(nach Voet & Voet, 1990)
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Durch eine wiederkehrende Sequenz von vier aufeinanderfol genden enzymatischen
Schritten erfolgt nun die Kettenverkiirzung geséttigter Fettsduren und deren Abbau zu

Acetyl-CoA (Abb. 1-2).

H H
cH3 (cH2)n Ch Ca c SCoA Fattsdure—Acyl_CoA
H !I
ETF:Ubiquinon
FAD ETF QHz H20
Oxidoreductase ox
Mitochondriale
Elektronentransportkette
FADH P ETF:Ubiquinon | 20
2 ETFox Oxidoreductase v 2
red
H o]
CH3 . (CHJN . C =C . C _ SCoA 2
I trans—A“—Enoyl-CoA
H

Enoyl-CoA Hydratase

I
]
(@]

o

H
CH3 ___ (CH2n <I: — CH2 _u — SCoA 3-L—Hydroxy—Acyl-CoA
i
NAD*
3-L—Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase
NADH + H*
o o
CH3 __ (CH2)n _! __CcH2 __ u ___SCoA B—Keto—Acyl-CoA
CoA-SH
j/BKetoacyICoA Thiolase
o] o
" Fettsdure—Acyl-CoA
CH3 e (CH2)N wmmm C wmmm SCOA CH3 e C s SCOA "
Acetyl-CoA
Abbildung 1-2 Die mitochondriale 3-Oxidation von Fettsauren.

(nachVoet & Voet, 1990)

I. Im ersten — fir die Gesamtreaktion geschwindigkeitsbestimmenden Schritt — kommt
es zur Oxidation des Acyl-CoA in a,3-Position und der Ausbildung einer trans-a., 3-
Doppel bindung, dem trans -A*-Enoyl-CoA. Dieser Schritt wird durch eine von mehreren
kettenldngenspezifischen Acyl-CoA-Dehydrogenasen katalysiert, auf diein den folgenden
Kapiteln néher eingegangen wird. Aufgrund des fur diese Reaktion niedrigen AG-Wertes
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dient das nicht-kovalent an das Enzym gebundene Flavinadenindinucleotid (FAD) as
Akzeptor der dabei freigesetzten Elektronens.

Die Reoxidation der prosthetischen FADH,-Gruppe der reduzierten erfolgt ihrerseits
durch Elektronenlbertragung auf ein zweites, FAD-enthaltendes Elektronentransfer
Flavoprotein (ETF) [Ghidlaet al., 1991; Craneet al., 1956a, 1956b;Ruzickaet al., 1977,
Lehman et al., 1992]. Dabei wird jewelils ein Elektron der reduzierten Dehydrogenase auf
ETF Ubertragen [Frerman & Turnbull, 1990]. ETF wird in einem anschlief3enden Schritt
durch ETF-Ubiquinon Oxidoreductase, einem Eisen-Schwefel protein der inneren
Mitochondrienmembran, reoxidiert. Von dort gelangen die Elektronen durch Reduktion
des Coenzyms Q (Ubichinon) in die mitochondriale Atmungskette. Die Reduktion des
Sauerstoffs zu Wasser durch die Elektronentransportkette resultiert schlief3dich in der
Bildung von zwei Molekilen ATP pro transportiertem Elektronenpaar, bzw. pro
reduziertem FADH,,.

[1. Im zweiten Schritt der Kettenverkiirzung erfolgt die stereospezifische
Hydratisierung des trans-A*-Enoyl CoA zum L-3-Hydroxyacyl-CoA durch das Enzym
Enoyl-CoA-Hydratase* . Durch Anlagerung eines Molekiils Wasser kommt es zur
Ausbildung einer Doppel bindung zwischen dem C,- und C,-Atom. Enoyl-CoA-Hydratase
ist ein |6sliches Matrixprotein und besteht aus sechs identischen Untereinheiten [Fong &
Schulz, 1981; Furuta et al., 1980].

[11. Der dritte Reaktionsschritt in der Spirale der [3-Oxidation bewirkt die Oxidation des
L-3-Hydroxyacyl-CoA zum 3-Keto-Acyl-CoA. Diese Reaktion wird von der L-3-
Hydroxy-Acyl-CoA-Dehydrogenase katalysiert, einem homodimeren Protein, mit einer
NAD*-Bindedomane am aminoterminalen Ende [Birktoft et al., 1987]. Dabei erfolgt die
Oxidation spezifisch nur mit dem L-1somer des Hydroxy-Acylsubstrates. L-3-Hydroxy-
Acyl-CoA-Dehydrogenase ist vermutlich mit einem weiteren Protein der inneren
Mitochondrienmembran asoziiert [Kispal et al., 1986], welches seinerseits die Reoxidation
des NADH zum NAD durch die Atmungskette katalysiert. Da die Dehydrogenaseaktivitét
fur 3-Hydroxyhexadecanoyl-CoA nur ca. 6 % ihrer Aktivitét fur mittelkettige Hydroxy-
Intermediate betrégt, existiert vermutlich eine in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisierte Long-chain 3-Hydroxy-Acyl-CoA-Dehydrogenase [ El-Fakhri et al., 1982].
Diese katalysiert die in den ersten Zyklen der 3-Oxidation noch relativ langkettigen
Hydroxy-Acyl-CoA Intermediate.

3 Formell handelt es sich bei dieser Reaktion um den Transfer eines Protons vom
C—Atom, sowie der Ubertragung eines Hydridions vom Cp-

4 Enoyl-CoA-Hydratase wird auch al's Crotonase bzw. 3-Hydroxyacyl-CoA-Hydrolyase bezeichnet.
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V. Im vierten und letzten Schritt der Oxidationsspirale erfolgt die thiolytische
Spaltung des 3-Keto-Acyl-CoA Thioesters durch Anlagerung eines zweiten Molekils
CoA-SH. Diese Reaktion wird von zwel unterschiedlichen Varianten der 3-Keto-Acyl-
CoA Thiolase (Thiolase | und Thiolase I1) katalysiert, welche sich im Umsatz
unterschiedlich langer Substrate unterscheiden [Middleton, 1975; Staack et al., 1978;
Miyazawaet al., 1981]. Wahrend Thiolase-| die thiolytische Spaltung aller
Substratkettenléngen von Acetoacetyl- CoA bis zum langkettigen 3-K etoacyl-CoA
katalysiert, wird von der Thiolase-Il lediglich Acetoacetyl- CoA als Substrat erkannt. Mit
der Reaktion der 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase wird ein kompletter Durchgang der
Oxidationsspiral e abgeschlossen. Dabel entsteht Acetyl-CoA und ein um zwei
Kohlenstoffatome verkirztes Acyl-CoA. Das verkirzte Acyl-CoA kann dann in einem
erneuten Zyklus beginnend mit der Reaktion der Acyl-CoA-Dehydrogenase weiter
abgebaut werden, bis letzten Endes nach vollstdndigem Abbau und Erreichen der Bildung
des Acetoacetyl-CoA, zwei Molekile Acetyl-CoA gebildet werden.

Zusammenfassend |&ldt sich folgende Energiebilanz der Oxidation von (geradzahligen)
Fettsduren ziehen:

Pro Reaktionszyklus entsteht aus einem Molekil Acyl-CoA ein Molekil Acetyl-CoA
und ein um zwei Kohlenstoffatome verkirztes Acyl-CoA. Dabel entsteht weiterhin jewells
ein Molekil FADH, sowie ein Molekil NADH.

C,.-Acyl-CoA + FAD + NAD* + H,O + CoA — C,,—Acyl-CoA + FADH, +
NADH + Acetyl-CoA + H*

Exemplarisch kann fur die vollsténdige Oxidation eines Molekuls Palmitoyl-CoA (Cy4-
CoA) folgende Bilanzierung getroffen werden:

Aus der Reoxidation eines Molekils FADH, entstehen in der Atmungskette zwei
Molekile ATP, weitere drei Molekile ATP liefert die Oxidation von NADH zu NAD.
Acetyl-CoA, welchesim weiteren Verlauf in den Citratzyklus eingeschleust wird, liefert bei
vollstéandiger Oxidation weitere zwolf Molekile ATP pro Molekil. Damit entstehen nach
sieben zu durchlaufenden Zyklen fir den Abbau von Palmitoyl-CoA insgesamt 131
Molekile ATP. Nach Abzug zweier ATPs, die bei der Aktivierung des Palmitats
verbraucht werden, verbleiben schlief3lich 129 Molekiile ATP as Nettobilanz.
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1.3 Die peroxisomale B-Oxidation

Als gleichbedeutend mit der mitochondrialen 3-Oxidation kann der Abbau langkettiger
Fettsduren durch die peroxisomale 3-Oxidation angesehen werden. Die Existenz dieses
fettsdureabbauenden Systems wurde erstmals 1976 von Lazarow und deDuve beschrieben
[Lazarow & deDuve, 1976]. Obgleich der peroxisomale Abbau in den gleichen
chemischen Modifikationen des abzubauenden Substrates resultiert, ergeben sich einige
fundamental e Unterschiede zum mitochondrialen Abbau. Prinzipiell erfolgt die Oxidation
Im peroxisomalen System in der gleichen Weise, wie flir das mitochondriale System
beschrieben. In einem ATP-abhangigen Schritt erfolgt zun&chst die Aktivierung der
Fettsduren durch die Reaktion der Acyl-CoA Synthetase [Shindo et al., 1978; Hashimoto,
1982]. Im Gegensatz zum mitochondrialen System, handelt es sich hierbei um zwei
verschiedene Synthetasen, die sich in der Aktivierung verschieden langer Fettsdurereste
(Cj bzw. C,;) unterscheiden [Singh et al., 1988]. Wahrend in Mitochondrien und
Peroxisomen die gemeinsam vorkommende Palmitoyl-CoA Ligase (Synthetase) die der
cytoplasmatischen Seite zugewandte Aktivierung der Fettsauren katalysiert, erfolgt diese
Im peroxisomalen System zusétzlich durch die luminale Aktivierung mit Hilfe der
Lignoceryl-CoA Ligase[Lazo et al., 1990]. Der Transport freier oder aktivierter
Fettsduren in den peroxisomalen Innenraum erfolgt vermutlich nicht tber ein Carnitin-
abhangiges Trand okationssystem, sondern unterliegt eher der freien Diffusion [Singh,
1992]. Dennoch kann die Abhangigkeit von einem Carnitin-Carrier nicht ganzlich
ausgeschl ossen werden, da sowohl Carnitin-Acetyl-Transferase, als auch die
ausschliefdlich in Peroxisomen vorkommende Carnitin-Octanoyl-Transferase aus
Homogenaten isoliert werden konnten [Miyazawa et al., 1983]. Die aus der Reaktion der
mit den entsprechenden Carnitin-Transferasen hervorgehenden Carnitin-Ester gelten als
Endprodukte der peroxisomalen [3-Oxidation und kénnen al's Acetyl-Carnitin bzw.
Octanoyl-Carnitin passiv ins Cytoplasma zurtickdiffundieren [ Tolbert, 1981]. Eine
maogliche Hauptaufgabe der peroxisomalen [3-Oxidation besteht somit im Abbau sehr
langkettiger Fettsiurereste (> C,,) und der Bereitstellung geeigneter Substrate des
mitochondrialen Abbauweges.

Der peroxisomale [3-Oxidationszyklus folgt schematisch der mitochondrialen
Oxidation der Fettsduren unter Beteiligung folgender Enzyme:

I. Im ersten — ebenfalls geschwindigkeitsbestimmenden — Schritt der Oxidationsspirale
kommt es durch Oxidation langkettiger Fettsdure-Acyl-CoA Substrate zur Bildung von
trans-A*-Enoyl-CoA. Diese Reaktion wird durch die peroxisomale Acyl-CoA-Oxidase,
einem ebenfalls FAD-abhangigen Flavoprotein, katalysiert. Acyl-CoA-Oxidase kommt as
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Isoenzym in zwel verschiedenen Formen vor, welche durch alternatives splicing des
entsprechenden Genes hervorgeht [Miyazawa et al., 1987; Osumi et al.,1987]. Dasreife
Protein wird as 75kD Polypeptidkette synthetisiert (A-Komponente), wel che proteolytisch
in eine 55 kD (B-Komponente) sowie eine 22 kD Kette (C-Komponente) prozessiert
wird. Die Komposition des nativen Enzyms reprasentiert die drel verschiedenen Formen
A,, ABCundB,C, [ Osumi et al., 1980]. Schepers und Mitarbeiter berichteten dartber
hinaus Uber das Vorhandensein einer weiteren, dritten Form der peroxisomalen Acyl-CoA-
Oxidase [ Scheperset al., 1990].

Im Gegensatz zum mitochondrialen System werden die vom Substrat abstrahierten
Elektronen nicht Uber ein Elektronen-transportierendes Flavoprotein (ETF) der oxidativen
Phosphorylierung zugefuhrt, sondern werden unter Bildung von H, O, direkt auf
molekularen Sauerstoff Ubertragen. In einer Catal ase-vermittelten Reaktion
disproportioniert H,O, zu H,0 und O,. Dadieser Schritt nicht mit einer
Energiegewinnung durch die Atmungskette verbunden ist, gilt die peroxisomale f3-
Oxidation alsineffizient bzw. unvollstandig.

[1. Entsprechend der Reaktionssequenz des mitochondrialen Abbauweges erfolgt im
zweiten Schritt der peroxisomalen p-Oxidation die Bildung von L-3-Hydroxy-Acyl-CoA,
sowie dessen anschlief3ende Oxidation zum (3-Keto-Acyl-CoA. Dieser Schritt wird von
einem bifunktionellen Enzym katalysiert, welches sowohl Enoyl-CoA-Hydratase- a's auch
L-3-Hydroxy Acyl-CoA-Dehydrogenase-Aktivitét innerhalb einer Polypeptidkette besitzt.
Dabei scheint die Hydratase-Aktivitét in der N-terminalen Doméne determiniert zu sein,
wahrend der C-terminalen Doméane die Dehydrogenase-Aktivitét zugeordnet werden kann
[Ishii et al., 1987]. Die Oxidation des Zwischenproduktes L-3-Hydroxy-Acyl-CoA ist wie
Im mitochondrialen System an die Reduktion von NAD" gekoppelt. Im Vergleich zu den
mitochondrialen Pendants sind jedoch die spezifischen Aktivitéten sowohl der Hydratase-
als auch der Dehydrogenase-Funktion deutlich geringer. Palosaari und Hiltunen
[Palosaari & Hiltunen, 1990] konnten diesem Enzym zusétzlich eine weitere Funktion al's
A’ A*-Enoyl-CoA-lsomerase zuordnen. Diese ist zusammen mit der Hydratase-Aktivitét in
der N-terminalen Doméne lokalisiert.

[11. Den letzten Schritt der peroxisomalen [3-Oxidation stellt die thiolytische Spaltung
des 3-Keto-Acyl-CoA durch Anlagerung eines weiteren Molekils Coenzym A (CoA-SH)
dar. Wie im mitochondrialen System wird diese Reaktion von der 3-Keto-Acyl-CoA-
Thiolase katalysiert, die sich von der mitochondrialen Form jedoch in der
Zusammensetzung der Untereinheiten, sowie im Umsatz verschieden langer Substrate
unterscheidet. Dartiber hinaus existieren zwei verschiedene Gene der peroxisomalen
Thiolase, wovon eines einer konstitutiven Expression unterliegt, wahrend das zweite
induzierbar ist [Hijikata et al., 1990]. Wie im mitochondrialen System entsteht in dieser
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Reaktion ein um zwei C-Atome verklrztes Acyl-CoA sowie ein Molekiil Acetyl-CoA. Im
Gegensatz dazu ist die peroxisomale Thiolase nicht in der Lage, Acyl-CoA Substrate mit
einer Kettenlange von mehr al's acht C-Atomen zu spalten [Tolbert, 1981]. Die
verbleibenden Metabolite Acyl-CoA, Acetyl-CoA und NADH diffundieren anschlief3end
entweder passiv durch die peroxisomale Membran oder werden moglicherweise—im Falle
der Acyl-CoA Intermediate— als Carnitin-Derivate ins Cytoplasma geschleust, um letzten
Endes durch die mitochondriale 3-Oxidation vollstandig abgebaut zu werden.

Aufgrund ihres unvollendet ablaufenden Reaktionszyklus gilt die peroxisomale [3-
Oxidation as unvollsténdig bzw. ineffizient. Ihre Hauptaufgabe scheint somit im Abbau
sehr langkettiger oder ungewohnlicher Substrate zu liegen, sowie in der Bereitstellung
geeigneter Acyl-Derivate fur die mitochondriale [3-Oxidation [Masters & Crane, 1984,
Schulz, 1991]. Dartiber hinaus wird der Abbau einer Reihe weiterer Substanzen wie
ungeséttigte Fettsauren, Prostaglandine, Dicarboxylséuren oder trans-Fettsduren durch die
peroxisomale [3-Oxidation katalysiert.

1.4  Flavoproteine

Gelbe Pigmente, von denen man heute weil3, dal3 sie mit Riboflavin (Vitamin B2)
identisch oder zumindest verwandt sind, spielen in zahlreichen (als Flavoproteinen)
bekannten Enzymen, eine katalytisch entscheidende Rolle. Ihre zentrale Bedeutung liegt
vor allem in der Vielfat der von ihnen katalysierten Reaktionen. Zusammenfassend
konnen sie alle als Elektronen-transferrierende Enzyme mit FAD oder FMN (bzw.
verschiedener Derivate davon) al's prosthetischer Gruppe bezei chnet werden [Singer et al.,
1978]. Hierbei katalysieren sie Redoxreaktionen, bei denen der Isoalloxazinring des
Flavinrestes entweder ein oder zwei Elektronen aufnehmen kann. Die der Oxidation des
Substrates entstammenden Elektronen werden bei gleichzeitiger Reoxidation des Flavins
auf einen geeigneten Elektronenakzeptor Ubertragen.

Im Fall der Acyl-CoA-Dehydrogenasen konnen zwei voneinander getrennte chemische
Schritte unterschieden werden. Im ersten Schritt — der reduktiven Halbreaktion oder
Dehydrogenierung —wird der C,-Wasserstoff als Hydrid auf die N(5)-Position des
oxidierten Flavinmol ekiils Ubertragen (Abbildung 1-3), wahrend der C_-Wasserstoff als
Proton abgespalten wird [Ghisla et al., 1984; Pohl et al., 1986]. Fur die Mittelketten-
spezifische Acyl-CoA-Dehydrogenase konnte gezeigt werden, dald hierbel die an Position
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376 desreifen Proteins |okalisierte Glutaminsaure as Protonen-abstrahierende Base wirkt
[Fendrich & Abeles, 1982; Powell & Thorpe, 1988].

Ff R
e oINS ¢
NH
NH C
cr Nj\( RN
O - . H ©
SN A
NGNS C0A AN Su”sCoA
o HO
;c—Glu ;C—Glu
o d

Abbildung 1-3 Die reduktive Halbreaktion.
Ubertragung des C, Wasserstoffes al's Hydrid auf die N(5)-Position des oxidierten
Flavinrestes.

Durch den Transfer der Reduktionsaquivalente auf FAD wird C,-Acyl-CoA schliefdich
zu Enoyl-CoA oxidiert. Dieses bleibt am Enzym gebunden bisim zweiten Schritt — der
oxidativen Halbreaktion —das vollstéandig reduzierte FAD-Molekll durch zwei Ein-
Elektronen-Ubertragungen auf ETF wieder vollstandig oxidiert wird (Abbildung 1-4).

E-~ FADOX + SHZ = E~ FADOX* SHZ = E~ FADZe* P

E~FAD,* P —= E~FAD;;* P —= E~FAD,, * P === E~FAD,, +P

ETFox ETF1e ETFox ETF1e

Abbildung 1-4 OxidativeHalbreaktion
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1.5 DieMittelketten-spezifische Acyl-CoA-Dehydrogenase

1.5.1 Expression und Assembly

Den Grundstein aller Arbeiten tiber die Mittelketten-spezifische Acyl-CoA-De-
hydrogenase (M CAD) legten Erwin Haas und Otto Warburg im Jahr 1938 mit der
"Isolierung eines neuen gelben Ferments' [Haas, 1938], sowie der "Bemerkung tber
gelbe Fermente" [Warburg & Christian, 1938a]. Zahlreiche Arbeiten trugen seither
wesentlich zum Verstandnis von Struktur und Funktion des Enzyms bei, so dali MCAD
inzwischen sowohl auf genetischer als auch auf biochemischer Ebene a's auf¥erordentlich
gut charakterisiert gelten kann.

Matsubara und Mitarbeiter [Matsubara et al., 1986] konnten das fur MCAD
codierende Gen (ACADM) auf dem kurzen Arm des menschlichen Chromosoms 1
lokalisieren. Das 44 kb umfassende Gen setzt sich aus zwolf Exons zusammen, die durch
elf Introns unterbrochen werden [Zhang et al., 1992]. Die MCAD-mRNA umfal} eine
1263 bp codierende Region, sowie einen 738 bp langen, 3 -nicht-trandatierten Bereich
[Kelly et al., 1987]. Als Nucleus-codiertes Gen erfolgt die Expression der MCAD in
Abhéangigkeit des gewebespezifischen und energetischen Status der Zelle [Kelly et al.,
1989; Carter et al., 1993] Die Hauptsyntheseorte sind vor allem Gewebe wie Herz, L eber,
Niere und Skelettmuskel, deren Energiebedarf hauptséchlich aus dem Abbau aktivierter
Fettsauren gedeckt wird. Die Translation der MCAD erfolgt an freien cytoplasmatischen
Polysomen zunéchst als 421 aa umfassendes V orléuferprotein, dessen 25 aminoterminae
Reste die vergleichswei se basische Signal sequenz® darstellen [Matsubara et al., 1987].
Der cytoplasmatischen Trandation folgt der Import des Vorlauferproteinsin die
mitochondriale Matrix durch die Bindung des Vorlaufers an die aul3ere
Mitochondrienmembran. Die Translokation in die mitochondriale Matrix selbst ist von
einer elektrischen Potential differenz (AW) abhangig und erfolgt unter Abspaltung der
Signalsequenz auf der Matrixseite. Ebenso findet dort das Assembly der Monomere sowie
die Oligomerisierung zum nativen, tetrameren Enzym statt [Ikeda et al., 1987]. Saijo und
Mitarbeiter [1994] konnten zeigen, dal3 das intramitochondriale Assembly durch die
sequentielle Bindung des V orléuferenzyms an die mitochondrialen Hitzeschock-Proteine

5 Das 25 aa umfassende Signalpeptid enthalt vier Arginin-Reste sowie einen Lysin-Rest. Gemal?
der Eisenberg schen Hydrophobizitétsskala (Eisenberg et al., 1984) besitzt es eine Konsensus-
Hydrophobizitét von -0,19 und entspricht somit der fir mitochondriale Proteine
durchschnittlichen Hydrophobizitét.
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Hsp70 und Hsp60 erfolgt. Es findet zundchst eine ATP-abhangige, transiente Bindung
des Vorléauferproteins an mitochondriales Hsp70 statt. Moglicherweise kann dies al's
(zusétzliche) treibende Kraft des Imports angesehen werden, da die Bildung des Hsp70-
Protein-K omplexes nicht zwingend mit der Freisetzung des nativen, tetrameren Enzyms
verbunden ist [Schatz, 1992]. Im darauffolgenden (schnellen) Schritt kommt es zur
Ubertragung desprecursors auf mitochondriales Hsp60. Sehr wahrscheinlich stellt
dieser Schritt der Bindung und anschlief3enden (ATP-abhangigen) Freisetzung des En-
zyms aus dem Hsp60-M CAD-Komplex den korrekten Abschlufd sowohl des Assembly,
als auch der Oligomerisierung zum tetrameren Enzym dar [Saijo et al., 1994]. Damit folgt
die Faltung zum nativen Enzym dem von Mannig-Krieg und Mitarbeitern vorgeschlagenen
M echanianus zur Faltung mitochondrialer Proteine [Mannig-Krieg et al., 1991].

1.5.2 Grundlagen molekularer Defekte der Mittelketten-spezifi-
schen-Acyl-CoA-Dehydrogenase

Mit zunehmendem Wissen tber die molekularen Grundlagen der mitochondrialen
Oxidation von Fettsduren wurden in den letzten ca. 20 Jahren eine betréchtliche Anzahl
damit verbundener Stoffwechseldefekte aufgeklart. Etwa der Halfte aller am Abbau und
Transport von Fettsauren beteiligten Enzyme kann heute inzwischen ein genetischer
Defekt zugeschrieben werden [Coates & Tanaka, 1992]. Kglvraa und Mitarbeiter [Kalvraa
et al., 1982] erbrachten 1982 erstmals Hinweise auf das V orhandensein eines Defektes
der Mittelketten-spezifischen oder "generellen” Acyl-CoA-Dehydrogenase. Unabhéngig
davon konnten in der Folge von mehreren Arbeitsgruppen die Ursachen sowie die Folgen
des zugrundeliegenden Defektes der MCAD-Defizienz analysiert und beschrieben werden
[Ding et al., 1990; Gregersen et al., 1991; Kelly et al., 1990; Matsubara et al., 1990;
Yokotaet al., 1990; Y okota et al., 1991]. Unter alen bisher bekannten Defekten nimmt die
Haufigkeit der mittelkettigen Acyl-CoA-Dehydrogenase eine besondere Stellung ein.
Tabelle 1-1 gibt einen Uberblick tiber bisher bekannte Defekte der MCAD.
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Tabellel-1 Verteilung der *¥°A - G Mutation, sowie weiterer varianter Allele aus 55 nichtverwandten
MCAD-defizienten Patienten [nach Y okota et al., 1992].

A. Genotypen des MCAD-Locus
Von 55 untersuchten nicht-verwandten, MCAD-defizienten Patienten:

44 homozygot fir °A - G

985A - G und anderer varianter Allele

10 heterozygot fur
1 Patient ohne %A - G Austausch

B. Haufigkeit verschiedener Varianten der MCAD-Allele

1. %A - G (Lys®- Glu) 98/110

2/110
2. 9G- A (Gly*- Arg)

1/110
3. W4T C (1€~ Arg)
4. 13 -Base pair Wiederholung von®®T -+ 101C 1/110

(Vorzeitiges Stop-Codon nach Tyr-337)

5. 9T~ C (Cys?- Arg) /110
6. *'G~ A (Met*~ llg) 1110
7. Transkriptionsfehler

1/110
8. Nicht identifiziert

5/110

Zahlenwerte, wel che den entsprechenden Aminosaurepositionen zugeordnet sind, be-

ziehen sich auf das Vorlauferprotein.

Die molekulare Grundlage der schlechthin als MCAD-Defizienz beschriebenen
Anomalie besteht im Austausch eines Adenin (A) gegen Guanin (G) an Nucleotidposition
985 (A%°—G) des fir MCAD codierenden cDNA-Stranges [Kalvraaet al., 1982]. Dies
bewirkt auf Proteinebene den Austausch eines natiirlich vorkommenden Lys-Restes gegen
Glu an Position 304 des reifen, prozessierten Enzyms (MCAD-K3** - E)6. Die Haufigkeit
fur das Vorhandensein des Allels °°G betragt ca. 90 % aller bisher bekannten, varianten
Allele[Yokotaet al., 1991]. MCAD-Defizienz gilt als autosomal rezessiv vererbbar
[Gregersen et al., 1991] und tritt mit einer Haufigkeit von bis zu 1 unter 10.000
Neugeburten auf’. Untersuchungen zur ethnischen Haufigkeitsverteilung ergaben

6 Unter Beriicksichtigung der 25aa umfassenden Signal sequenz entspricht dies Aminosiureposition
329 des Vorlauferproteins.

7 Fir das Auftreten der *A - G Mutation werden unterschiedliche Zahlenwerte genannt. Die
Angaben schwanken hierbei zwischen 1:5.000 bis 1:25.000.
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ausschliefdlich Trager kaukasischen Ursprungs. M églicherweise kann dieses Phdnomen
mit der Hypothese eines sogenannten founder effect, dem Zurtckfihren einer
Punktmutation auf ein- und dieselbe Person, erklart werden [Y okota et al., 1992].

Typischerweise tritt bei Patienten mit MCAD-Defizienz eine ausgepragte Symptomatik
ledidich in den ersten zwel bis drei Lebengjahren in Erscheinung. Der fur das
Krankheitsbild der betroffenen Patienten manifestierte Phanotyp ist in Tabelle 1-2
dargestellt.

Tabelle1-2 Klinische Merkmale der MCAD-Defizienz [nach Coates, 1992c]

- Auftreten der Krankheit innerhalb der ersten zwel Lebengahre
- Episodische, durch Fastenperioden verursachte Krankheitsanfélle
- Lethargie, Erbrechen, hypoglycamisches Koma
- Hepatomegalie, Steatosis
- Reye-Syndrom-ahnliche Symptomatik
- Pl6tzlicher und (unerwarteter)8 Tod des Patienten (sudden infant death syndrome )
Laborbefunde:
- Hypoglycamie, Hypoketondmie
- Acidurie aufgrund erhdhter Werte mittelkettiger Dicarbonséuren (Cg-C10)
- Leichte Acidose
- Erhéhte Transaminase-Werte im Blut, Hyperammonamie
- Verminderte Carnitin-Werte in Plasma und Geweben

V erschiedene Untersuchungen zur Aufklarung der Auswirkungen des Nucleotid- bzw.
Aminosaureaustausches erbrachten auf Ebene der mRNA vergleichbar hohe
Transkriptiongaten sowie Stabilitdtswerte fur Wildtyp und Mutante [Whelan et al., 1993;
Jensen et al., 1992]. Ebenso scheint der Austausch des Nucleotides Adenin gegen Guanin
die Trandationseffizienz nicht zu beeinflussen [Ikeda et al., 1986]. Aus nahezu allen
Versuchen, die zum Nachweis der mutanten Form des MCAD-Proteinsin
Fibroblastenzellen betroffener Patienten dienten, ergaben sich jedoch Hinwel se auf
drastisch reduzierte Enzymkonzentrationen, bzw. mef3barer Aktivitdten varianter MCAD
[Gregersen et al., 1991; Inagaki et al., 1990;Whelan et al., 1993; Jensen et al., 1992].

8  Aufgrund neuerer (postnataler) Diagnosemethoden zum Nachweis der mittelkettigen Acyl-CoA
Variante (*®*A~ G) wird in diesem Zusammenhang nicht mehr vom "unerwarteten" Tod des
Kindesgesprochen.
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Aufgrund der Lokalisation der in diesem Kapitel beschriebenen Punktmutation, die sichin
der Umkehr der Ladungsverhatnisse (Lys***—Glu) von positiv nach negativ manifestiert,
wurden vor alem folgende M 6glichkeiten fir das Fehlen einer nachweisbaren Aktivitét
des Enzyms diskutiert:

1 eine gegenuiber dem wt erhohte proteol ytische Susceptibilitét.
2. ein inkorrektes Assembly der einzelnen Monomeren zu nativen tetrameren Enzym
aufgrund hoher lokaler Ladungsdichten.

1.5.3 Dreadimensionale Struktur

Erste Daten zur Analyse der Rontgenstruktur der Mittelketten-spezifischen Acyl-CoA-
Dehydrogenase aus Schweineleber konnten von Kim und Mitarbeitern ermittelt werden
[Kimet al., 1984; Kim & Wu, 1988]. Die Analyse neuerer Daten erlaubt die Bestimmung
der raumlichen Struktur im oxidierten (d.h. in Abwesenheit von Substrat) sowieim
Substrat-komplexierten Zustand durch Auflésung bei 2,4 A [Kim et al., 1993].

MCAD liegt in ihrer nativen Form als homotetrameres Enzym vor, deren
Untereinheiten jeweils nicht-kovalent mit einem Molekil Flavin-Adenin-Dinucleotid
(FAD) verbunden sind. Aufgrund unterschiedlich starker Bindungskréfte, die die
Monomeren entlang ihrer Symmetrieachsen aufweisen, kann eine Unterteilung des
Enzyms als Tetramer zweier Dimere angesehen werden [Kim et al., 1992]. Jedes
Monomer kann seinerseitsin drei verschiedene Doméanen unterteilt werden:

Abbildung 1-5 Dimeren-Paar der humanen MCAD
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die aminotermina e Domane, bestehend aus den antiparallelen a-Helices A bisF

eine zentrale Domane, welche zwei orthogonal e 3-Faltblatt-Strukturen aufweist
3.  dascarboxyterminale Ende, welches die Helices G bis L umfasst und sowohl die

Substratbindestelle, al's auch das katal ytisch aktive Zentrum beinhaltet.

Im tetrameren Enzym erstrecken sich sowohl die amino-, als auch die
carboxyterminalen Enden eines Dimersin die gegentiberliegenden Untereinheiten des
benachbarten Dimers. Die Kontaktstellen, welche zwischen einem dimeren Paar und den
benachbarten Untereinheiten des néchsten Dimers liegen, werden durch diein der C-
terminalen Domane lokalisierten HelicesH und | gebildet. Die beiden Dimere werden
somit durch Helix-Helix-Wechselwirkungen zwischen den jewelligen HelicesH und | der
einzelnen Protomere miteinander verbunden. Der FAD-Ring eines Monomers liegt hierbel
in der Spalte zwischen zentraler 3-Faltblatt-Domane und C-terminalem Ende einer
Untereinheit, wahrend der Adenosindiphosphat-Rest am Ubergang zwischen der C-
terminalen Doméne (Helix G und H) und der 3-Faltblatt-Struktur der benachbarten
Untereinheit zu liegen kommt (Abbildung 5). Die Bindung des Substrates erfol gt
zwischen den Helices E und G, die gleichermal3en eine hydrophobe "Bindungstasche”,
bestehend aus den Seitenketten der Aminosauren Glu®®, Tyr®”, Val®=°, Thr'®, Leu®,
Ala’®, GIu* und Thr®, darstellen. Dabei kommt die C,-C,-Bindung des Acyl-CoA
Substratsin einer sandwichartigen Anordnung zwischen der Glutamatfunktion an
Aminosaureposition 376 und der N(5)-Position des Flavinrings zu liegen. Glu®”® stellt das
aktive Zentrum des Enzyms dar [Powell & Thorpe, 1988], das die Oxidation des Substrats
durch Protonenabstraktion vom C -Kohlenstoffatom des Acyl-Substrats katalysiert
[Ghidaet al., 1984].

Die Position des Lys-Restes 304 liegt im nativen Enzym zentral innerhalb der C-
terminalen Helix-H. Wie aus den Daten der Rontgenstrukturanalyse zu entnehmen ist,
befindet sich dieser Rest in einer Entfernung von ca. 20 A auRerhalb des katal ytisch
aktiven Zentrums (Glu®™). AuRerdem ist eine Beteiligung an der Bindung des Cofaktors
FAD, sowie an der Bindung des Acyl-CoA Substrats nicht nachweisbar. Innerhalb des
Tetramers nimmt Lys®** eine Position im Zentrum der inter-subunit Kontakte zweier
Dimere ein. Vermutlich spielt hierbei die Lage der positiv geladenen Seitenkette des
Lysinrests eine entscheidende Rolle. Fir das native Enzym konnte die Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der £-Aminogruppe des Lys*** (Helix-H) und der
v-Carbonylgruppe des benachbarten GIn** innerhalb Helix-1 nachgewiesen werden.
Obwohl durch die Einfiihrung der Lys*®*—Glu®***-Mutation die Ladung der Seitenkette an
der entsprechenden Position umgekehrt wird, scheint die Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der y-Carboxylatgruppe der Glutaminsaure®* und
der y-Amido-NH,-Gruppe des Glutamins an Position 342 prinzipiell moglich.
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Entscheidend macht sich jedoch vermutlich der Einfluf3 der Ladungen benachbarter
Seitenketten bemerkbar. Die unmittelbare Nachbarschaft der Aminosaureposition 304
wird jeweils von einem Asp-Rest an den Positionen 300 (innerhalb Helix-H) und 346
(innerhalb Helix-1) in einer Distanz von ca. 6 A zur y-Carboxylatgruppe belegt. Im nativen
Enzym wird durch Ausbildung einer lonenpaar-Bindung zwischen Asp®® und Arg® des
benachbarten Dimers eine direkte Wechselwirkung zwischen den beiden Dimeren
hergestellt [Kim et al., 1992]. Durch die Einfihrung eines negativ geladenen
Seitenkettenrestes anstelle eines positiv geladenen Lys-Restes in Position 304 des
mutanten Proteins kommt es zu einem Uberschul, bzw. einer lokalen Akkumulation
negativer Ladungen (s. auch Abb. 4-3).

&

Abbildung1-6  Dreidimensionale Struktur der humanen MCAD [nach Kim, 1993].
Der Austausch der aa Lys gegen Glu erfolgt in Helix H und ist an der Kontaktstelle
zweier Untereinheiten lokalisiert.
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1.6 Diehumane langketten-spezifische Acyl-CoA-
Dehydrogenase (LCAD)

Die langketten-spezifische Acyl-CoA-Dehydrogenase (E.C. 1.3.99.13) wurde erstmals
1956 von Hauge beschrieben und gehdrt mit MCAD (E.C. 1.3.99.3), SCAD (1.3.99.2),
VLCAD und IVD zur Klasse der (mitochondrialen) Acyl-CoA-Dehydrogenasen [Hauge
et al., 1956]. Funktionell zeichnen sich alle Acyl-CoA-Dehydrogenasen prinzipiell durch
den gleichen Reaktionstypus — die Entfernung des C, - und C,-Wasserstoffs aus den
entsprechenden geradekettigen Acyl-CoA Substraten— mit anschlief3endem Transfer der
Reduktionsaquivalente auf den nattirlichen Elektronenakzeptor ETF aus. Alle Enzyme
dieser Spezies unterscheiden sich vor allem in der Effizienz zur Oxidation unterschiedlich
langer Acyl-CoA Substrate. So katalysiert die LCAD préferentiell die Oxididation von
geradzahligen Acyl-CoA Substraten zwischen C - und C,,-CoA Substraten [Eder et al.,
1997], wahrend Substrate mit einer Kettenlange zwischen C,-C,, vorwiegend von MCAD
umgesetzt werden. Sequenzvergleiche verschiedener Acyl-CoA-Dehydrogenasen aus
unterschiedlichen Organismen zeigen dartiberhinaus ein sehr grof3es Mal3 an Homologie
zwischen den einzelnen Enzymen , sodal? hieraus RlckschlUisse Uber die dreidimensionale
Struktur bzw. katalytisch aktive Zentren gezogen werden kénnen [Djordjevic et al., 1994].
Ein primérer Sequenzvergleich zeigt jedoch, dal3 im langketten-spezifischen Enzym die
katalytisch aktive Base nicht mit der Position und aa des mittelketten-spezifischen
Enzyms gleichgesetzt werden kann. Wahrend fir MCAD der Glutamatrest an Position
376 als Aktivzentrumsbase ausgemacht werden konnte [Powell & Thorpe, 1988],
entspricht dieser Funktion die Carboxylat-Funktion der aa Glu an Position 261 im
LCADhI-Enzym [Djordjevic et al., 1994].

LCADh setzt sich gleichermal3en aus vier identischen Monomeren zusammen, deren
Untereinheiten als 430 aa umfassende Vorlauferproteine synthetisiert und unter
Abspaltung der 30 aalangen Signalsequenz in die mitochondriale Matrix translociert
weaden [Ikedaet al., 1987]. Dasreife 178,4 kD schwere Protein entspricht dem Tetramer
aus den jeweils 400 aa langen Untereinheiten mit je einem Molekil FAD pro Monomer .
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

Amicon
Centricon-30

Applied Biosystems
Pulsed Liquid Sequencer, Modell 477A/120A

BioMol
IPTG, BCIP (Di-Natrium Salz)

BioRad L aboratories
Molekulargewichtsmarker fir die SDS-Gelelektrophorese (low; SDS e ectrophore-
sisgrade), Trans-Blot Blottingmembran (PVDF, 0,2um), BioGel A 1.5

Boehringer, Mannheim
Ampicillin, BSA, Chloramphenicol, Lysozym aus Hihnereiwel (3, Restriktionsendo-
nucleasen, PM SF, Trypsin (sequencing grade; bovine pancreas)

Fluka
Hydroxyl-Apatit «Fast Flow»; MOPS (3-(N-M orpholino)propansul fonsaure)

Greiner
ELISA-Platte F-Form (96-wells), Klvetten (macro; halbmicro)

Merck
Hydroxyl-Apatit (15um), Hydroxyl-Apatit Superformance 75-5, DMAE
Lidrospher, Kaliumphosphat, Natriumphosphat.

Millipore
I mmobilon-P-Blottingmembran 0.45um (PVDF), Milli-Q®-Wasser
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Phar macia Fine Chemicals
Agarose-1EF fur PhastGel ™-Pufferstreifen, Fast Desalting Column HR 10/10
(Sephadex G-25 Superfine), HiTrap™-Chelating (1ml), PhastGele: (Gradient 8-25;
Gradient 4-15; Gradient 10-15; |EF 3-9; |IEF 4-6,5; |EF 5-8), pl-Markerproteine
(IEF 3-10), Mono-Q (HR 10/10 und HR 5/5), Resource-Q (6ml); Sephadex G-25
Fine, Q-Sepharose Fast Flow (FF), Superdex 200 pg (XK 26/60), NAP-25 und PD-
10 Entsalzungssaulen, Leersaulen: HR 10/10, XK 16/20, XK 50/30, XK 26/40, C
oder S-Saule 20/40, Resource-Q (6ml), FPLC™, PhastSystem™, FPLC.

PIERCE

BCA-Protein-Standard, Biotin/Strepdavidin, Pierce-Coomassie Plus Protein Assay
Reagent®, HRP-conjugated antibodies

Roth

Acrylamid (fir SDS-PAGE): Rotiphorese Gel A (30%ige L6sung); Agarose
MEEO, Ammoniumsulfat, Bisacrylamid Rotiphorese Gel B (2 %ige Lésung), DTT,
Ethanol p.a.,, Methanal, Tricine, Pepton aus Casein, Hefeextrakt, NaCl, Tricine,

Silbernitrat (Proteicolor®), Tris.

Schleicher & Schuell

Membranfilter BA 83/20 0,2 um, Nitrocellulose-Blottingmembran 0,45 pm,
Filterzuschnitte fir Western-Blots

Serva

Blue-Dextran, Coomassie Blau R-250, SERVA Blau R, Gel-Fix® for PAGE, FAD
(Di-Natrium-Salz), TEMED, Ziege-anti-Kanninchen-Antikorper (Alkalische
Phosphatase konjugiert), SDS, NBT.

Sigma
Agarose (Rotigarose® MEEO), NBS, Acyl-Coenzym A (C,- CoA —C,,-CoA)
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2.2 Bakterienstdmme und Plasmide
2.2.1 Bakterienstamme
Tabelle2-1 Verwendete Zellstimme
E. coli Stamm Genotyp Referenz
TG1 SUpE hsdA5 thiA(lac-proAB) Gibson, 1984
F'[traD36 proAB lacl 9 lacZAM15]
JM 109 recAl supE44 endA1hsdR17 gyrA96 Y annisch-Perron et al., 1985
relAl thiA[lac-proAB]
Bl 21 (DE 3) hsdS gal(Iclts857 ind1l Sam7 nin5 Studier & Moffat, 1986

lacUV5-T7 genel)

2.2.2 Plasmide

Tabelle2-2 Verwendete Plasmide

Plasmid Referenz
PBMCK~ wt-MCADh Gregersen et al., [1991]
p985-41 K304E-MCADh  Brosset al., [1993]
pTrc wt-MCADh A. Nandy, Dissertation Konstanz, [1996]
pTrc K304E MCADA A. Nandy, Dissertation Konstanz, [ 1996]
pGroESL mit freundl. Genehmigung von A.A. Gatenby Uberlassen.

Goloubinoff et al., [1989a]

PET (11a) K304E A. Nandy, Dissertation Konstanz, [1996]
PET wt-LCADh mit freundl. Genehmigung von A.W. Strauss Uiberlassen.
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2.3 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.3.1 Praparation kompetenter Zellen
[Maniatiset al., 1982; modifiziert]

Die Praparation transformationskompetenter Zellen erfolgte durch Inokulation von ca
20 ml Kulturmedium mit einer Einzelkolonie des entsprechenden Wirtsstammes. Nach
Erreichen einer optischen Dichte von OD, = 0,2-0,5" wurde furr 10-15 min auf Eis
abgekihlt. Durch einen sich anschliel3enden Zentrifugationsschritt wurden Zellen und
Medium voneinander getrennt und das sich daraus resultierende Zellpellet in der Halfte
des Ausgangsvolumens eiskalter, steriler 75 mM CaCl,-L 6sung resuspendiert. Nach
erneuter Inkubation fir 20120 min auf Eis wurde wiederum abzentrifugiert und das
Zellpellet schliefdlich in 1/10 des Ausgangsvolumens aufgenommen.

Die mit dieser Methode préparierten Zellen wurden fakultativ fur weitere 12—-24 h bei
4° C gehalten’.

2.3.2 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid DNA
[Maniatiset al., 1982]

200 pl einer wie unter 2.3.1 beschrieben préparierten kompetenten Zell suspension
wurde vorsichtig mit Plasmid-DNA? gemischt und fiir ca. 30 min auf Eis inkubiert. Durch
einen sich anschlief3enden Temperatursprung auf 42° C fir zwel Minuten wurde die
Plasmid-DNA in die Zelle eingeschleul3t. Zur Expression der Resistenzgene erfolgte
anschlieRend die Zugabe von 800 pl LB-Flissigmedium mit darauffolgender Inkubation
fir ca. 60 min bei 37° C. Der gesamte Ansatz —aliquotiert zu 100-200 ul wurde daraufhin
auf selektiven Agarplatten ausplattiert und bei 37° C bis zur gewilinschten Kol oniendichte
bebritet.

1 DieZellen befinden sich bei dieser OD gewdhnlicherweise in der logarithmischen Phase. Je nach
Wirtsstamm variiert hierbei jedoch der Titer.

2 Die maximale Transformationseffizienz hangt dabei stark von der Zelldichte zum Zeitpunkt der
Zellemte sowie der Inkubationsdauer in CaCl,-L6sung ab.

®  Ublicherweise werden DNA-Endkonzentrationen von bis zu 40 ng pro Transformationsansatz
eingesetzt.
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2.3.3 Zdlanzucht und Wachstumsbedingungen

Generell erfolgte die Anzucht groRerer Zellkulturen durch Uberimpfen mit einer
Vorkultur im Verhaltnis 1:100. Dabel wurden die Wachstumsbedingungen so gewahlt,
dal? eine Temperatur von 28° C nicht tberschritten wurde. Die Induktionsdauer betrug fir
die Lys*~ Glu Mutante dabei in der Regel maximal funf Stunden.

2.4  Biochemische Arbeitstechniken

24.1 Zédlernteund Aufschlul
[Nach Cull and McHenry, 1990, modifiziert]

Zéllen, die sich in der spéten logarithmischen Wachstumsphase (Wildtyp) befanden,
beziehungswei se eine Induktionsdauer von maximal finf Stunden erreicht hatten
(Lys- Glu-Mutante K***~ E-MCADh), wurden in einer auf 4° C vorgekiihlten Zentrifuge
bei 5000 rpm fur 30 min abzentrifugiert. Das daraus resultierende Pellet wurde in einem
dreifachen VVolumen eiskaltem Lysepuffer — bezogen auf das Nassgewicht der Zellen—
aufgenommen.

L ysepuffer pH 7.6

Tris 50 mM
NaCl 200 mM
DTT 1mM
EDTA 10 mM
FAD 12 uM
PM SF 1mM

Fakultativ wurde die Zellfraktionierung durch die Zugabe von 300 pg/ml Lysozym
gestartet und nach 30-60 min auf Eis mit 20 mM MgCI, sowie20 pl DNase I-L6sung (1
mg/ml) pro Gramm Zellmasse versetzt.
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Nach vollsténdiger Resuspension des Zellpelletsin Lysepuffer, erfolgte der Aufschlul®
mit Hilfe von Ultraschall (Branson Sonifier B-30)*. In Abhéngigkeit des Probenvolumens
wurden mehrmals 1-3-minitige Pulsraten gegeben, die von kurzen Pausen unterbrochen
waren, um die Probe nicht zu stark zu erwarmen. Dabel wurde der gesamte Ansatz stets
auf Eis gekihlt.

2.4.2 Ammoniumsulfat-Prazipitation

Ammoniumsulfat wurde stets in fein zermahlener, kristalliner Form zur Prézipitation
und Konzentrierung grof3erer Mengen von Proteinen eingesetzt. Alle Falungen wurden
auf Eis unter sehr vorsichtigem Ruhren durchgefihrt. Dabei wurden fortdauernd kleine
Mengen zugegeben und solange gerihrt, bis sich das Salz vollstandig |6ste®. Zur voll-
standigen Aquilibrierung mit Ammoniumsulfat wurde anschlieRend fiir mindestens zwei
Stunden bis maximal Uber Nacht auf Eis gerdhrt. Zur Stabilisierung wurde allen Proben
FAD zu einer Endkonzentration von 2 uM zugegeben.

Die Trennung des Protein-Niederschlages aus der L 6sung erfolgte durch

Zentrifugation. Als Richtwert galt 10° g * Minute (z.B. 10.000 g fur 10 min). Das hieraus

erhaltene Proteinpellet wurde im Anschluf? daran entweder sofort weiterverarbeitet, oder
bis zum Gebrauch bel -20° C eingefroren.

4 DieEinstellung der Pulsintensitét erfolgte je nach Wahl der verwendeten Spitze. Fir kleinere
Volumina wurde die "Microtip" bei Einstellung 7 verwendet, gréfzere Volumina wurden mit
maximaler Intensitét mit der "Macrotip" aufgeschlossen.

®  DieMolaritét einer gesittigten Ammoniumsulfat-Losung betragt: 3,90M, 4,04M und 4,1M bei 0°
C, 20° C und 25° C. Die Konzentrierung grof3erer Proteinmengen bzw. Volumina, beispielsweise
einzelner Fraktionen aus diversen Saulenchromatographischen Schritten, erfolgte stets mit einem
Ammoniumsul fat-Sattigungsgrad von 80%.
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24.3 Proteinbestimmung
[Bradford, 1976, modifiziert]

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem "Coomassie Plus Protein
Assay Reagent." Als Referenz-Eichlsung diente Rinder-Serumalbumin (BSA) das
entsprechend auf die Konzentrationen 1; 2,5; 5; 10; 12,5; 15; 20 und 25 pg/ml verdinnt
wurde. Zur Durchfihrung des "Micro Assays' wurden je 500 pl verdinnter BSA-L6sung
mit 500 pl "Assay Reagent” gemischt und sofort bel einer Wellenldnge von 595 nm gegen
den Leerwert gemessen.

Angereicherte Proteinl Gsungen unbekannter Konzentration wurden zuvor mit
demsdben Puffer/L dsungsmittel verdiinnt und in Doppel— beziehungsweise Dreifach-
bestimmungen den bekannten Absorptionswerten der Eichgeraden zugeordnet.

24.4 Bestimmung des molaren Absor ptionskoeffizienten € fur wt-

L ong-chain Acyl-CoA Dehydrogenase und K**- E-MCADh

Die Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten fir Long-chain Acyl CoA
Dehydrogenase basierte auf der Berechnung des freien FAD-Gehaltes nach vollstandiger
Dissoziation des gereinigten Enzyms mittels einer 20%-igen SDS-L 6sung. Hierzu wurde
das Enzym zuné&chst gegen 20 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,6 umgepuffert, um eine
Prézipitation eventuell noch vorhandenen Kaliums zu verhindern. Nach Aufnahme des
Spektrums des nativen Enzyms (250-750 nm), wurde SDS sowohl in der Mess- als auch
in der Referenzkiivette zu einer Endkonzentration von 1% (v/v) zugegeben. Anschlief3end
wurden Uber einen Zeitraum von 210 min in 30-minttigem Abstand solange die spektralen
Eigenschaften photometrisch verfolgt, bis sich keine Absorptionsénderungen im Bereich
um 450 nm mehr ergaben. Mit Hilfe des bekannten Extinktionskoeffizienten fur "freles’

FAD, der mit € ., = 11,3 x 10° M*cm* angegeben ist, [Whitby, 1953], wurde daraus auf
die Konzentration bzw. auf den Absorptionskoeffizienten nativer LCADh zurtick-

gerechnet®. Als Kontrolle wurde mit gereinigtem Enzym aus Schweineniere (MCADp) in
der gleichen Weise verfahren und mit dem in der Literatur beschriebenen Wert verglichen

®  DieBerechnung fir £ basierte auf den folgenden Annahmen:

a) der vollstdndigen Dissoziation des Enzyms durch SDS
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[Thorpeet al., 1979]. Fir das Schweinenierenenzym wurde in Ubereinstimmung mit

Thorpe ein € ,,,-Wert von 15,5 10° M 'cm™* ermittelt.

Die Aufnahme aller Spektren erfolgte bei einer Temperatur von 25° C.

245 Tricine-Gelelektrophorese
[Schégger & von Jagow, 1987]

Elektrophoretische Auftrennungen komplexer Proteingemische sowie Reinheits- und
Identitatsanal ysen erfolgten nach der von Schagger und von Jagow beschriebenen
Methode der Tricine-Gelelektrophorese. Die Aufldsung der zu trennenden Proteine lag
hierbei in einem Bereich zwischen 1 kD und ca. 100 kD.

Diemit "T" und "C" bezeichneten prozentualen Angaben beziehen sich auf die
Gesamt-Acrylamidkonzentration (T), sowie den am Gesamtvolumen enthaltenen Anteil des
crosslinkers Bisacrylamid (C). Zur Herstellung eines Geles wurde folgendes
Pipettierschema eingehal ten.

Sammelgel Spacer gel Trennge
4%T,3%C 10% T, 3% C 165%T,3%C
49,5%T,3% C 0,5ml 3,05ml 5mi
Gelpuffer
(3M TrispH 8,45; 1,55ml 5ml 5ml
0,3% SDS)
Glycerin — — 29
H-o0 42ml 6,95 ml 3,25ml
APS (10%) 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 5u 5u 5u

Trenngel und Spacergel wurden gemeinsam gegossen und nach Polymerisation mit
dem Sammelgel Uberschichtet.

b.) einer 1:1 Stéchiometrie von enzymgebundenen FAD pro Untereinheit
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Alle Proben wurden vor Applikation im Verhdtnis 2:1 (Probe : Probenpuffervolumen)
in zweifach konzentriertem Probenpuffer (100 mM Tris pH 6,8; 8% SDS; 24% Glycerin;
4% DTT; 0,02% Serva Blue G) aufgenommen und fir 3-5 min gekocht.

Als Laufpuffer der Kathodenseite diente 100 mM Tris, 200 mM Tricine pH 8,25 und
0,1%SDS. Auf der Anodenseite wurde 200 mM TrispH 8,9 als Laufpuffer verwendet.
Die Trennung fur ein Gel (90 x 90 x 1 mm) erfolgte nach Migration durch das Sammelgel
bei 50-70 Volt bel einer konstanten Spannung von 200-230 Volt beziehungsweise 50
Volt Uber Nacht.

2.4.6 Isoeektrische Focussierung (IEF)

Die Ermittlung der isoelektrischen Punkte (pl) gereinigter Enzymproteine, wurde
mittels Focussierung in immobilisierten pH-Gradienten durchgefihrt. Die Auftrennung
erfolgte in einem sechs pH-Einheiten umfassenden Gradienten zwischen pH 3-9
(PhastGel |EF 39, Pharmacia), welcher durch einen V orfocussierungsschritt aufgebaut
wurde.

Zur Probenvorbereitung wurden die entsprechenden Enzyme, soweit erforderlich,
zunéchst mit niedermolaren (Tris bzw. KP—Puffer bis maximal 50 mM) Pufferlsungen
umgepuffert und ohne weitere V orbehandlung zwischen Kathoden- und Anodenseite
appliziert”.

2.4.7 N-terminale Aminosaur esequenzanalyse von wt-M CADNh,
K3**- E-MCADh, wt-L CADh und GroEL

Fur die Ermittlung N-terminaler Aminosauresequenzen wurden alle Proben zunéchst
einer Elektrophorese im 16,5%-igen Polyacrylamidgel (Kapitel 2.4.5) unterzogen. Alle zur
Herstellung des Gels bendtigten Chemikalien entsprachen der héchsten Reinheitsstufe
und wurden in Milli-Q Wasser gel 6st.

" Zur technischen Durchfhrung wird auf das PhastSystem™ Separation Technique Fil No. 100 (IEF
and electrophoretic titration curve analysis) verwiesen.
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Nach Beendigung der Elektrophorese erfolgte der Transfer auf eine PV DF-TransBlot-
Membran. Die Vorbehandlung von Gel und Transfer-Membran wurde folgendermal3en
durchgefhrt:

Nach Benetzung der Blottingmembran in Methanol p.a. fir 20 min, wurden Membran
und Gel fur ca. funf min in Transferpuffer aquilibriert. Dabel wurde, um eventuell auftre-
tende Hintergrundsignale durch im Transferpufferenthaltenes Glycin zu minimieren, mit
3-(Cyclohexamino)-1-Propansulfonsdure (CAPS) aquilibriert und anschlief3end trans-
feriert [nach Towbin et al., 1979].

Transfer puffer fiir Elektroblots zu sequenzierender Proteine

CAPS 10 mMpH 11
M ethanol 10 % (v/v)
SDS 0,1 % (w/v)

Gel und Membran wurden wie unter 2.7.2 beschrieben zwischen zwei ebenfallsin
Transferpuffer getrankten Filterkartons zu einem Sandwich Ubereinandergelegt. Der
Transfer der Proteine erfolgte fir 45 min bei 250 mA im Semitrocken-Modus.
Anschliel3end wurden die geblotteten Proteinbanden folgendermal3en detektiert:

Schritt Puffer Dauer
Waschen der Membran  Milli-Q Wasser 10 min
Benetzen MeOH abs. 30 sec
Farbung 50 % MeOH, 7,5 % HAc, 0,1 % 1-2min
Serva-Blue R-250

Zweimalige Entfarbung 50 % MeOH ca 5min
Zweimaliges Waschen Milli-Q Wasser ca. 2min
Trocknen RT

Die hierdurch visualisierten Proteinbanden wurden vorsichtig ausgeschnitten und im
Pulsed Liquid Sequencer nach dem von Edman [1950] entwickelten Verfahren
autometisch sequenziert.
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2.4.8 Aktivitatsbestimmung
[Lehman et al., 1990a; 1990b]

Alle Enzym-Assays wurden nach der von Lehman und Mitarbeitern [1990]
beschriebenen Methode durchgefuhrt, bei der FCPF, als einziger terminaler
Elektronenakzeptor dient. Als Reaktionspuffer diente stets 100 mM Kaliumphosphat-
puffer pH 7,6. Abweichend von der von Lehman [1990] beschriebenen Rezeptur wurde
auf die Zugabe von EDTA verzichtet.

Standard-Assays wurden in einem Gesamtvolumen von 700 pl durchgefihrt und
durch die Zugabe von 30 uM (Endkonzentration) der entsprechenden CoA-Thioester-
Substrate nach Erreichen einer stabilen Basislinie gestartet. Alle Assays wurden bei einer
Temperatur von 25° C durchgefihrt. Die Berechnung enzymatischer Aktivitéten erfolgte
mittels Absorptionsadnderung bei 300 nm durch die Reduktion von Ferricenium-
hexafluorophosphat. Der molare Absorptionskoeffizient fir FCPF; betragt bei 300 nm
4300 M*em™.

249 Temperaturstabilitatsprofil und Temperaturabhangigkeit der
enzymatischen Katalyse

Der EinfluR der Temperatur auf die Stabiliat von Wildtyp und mutanter K3 E Acyl-
CoA Dehydrogenase wurde mit Hilfe eines Temperaturstabilitétsprofils analysiert. Hierzu
wurden jeweils 20 pl gereinigter Enzyml6sung mit einer Flavinabsorption von A .o, = 0,15
fr 15 min bei Temperaturen zwischen 25° C und 62° C inkubiert. Nach kurzer
Zentrifugation erfolgte die Messung der verbleibenden Aktivitat mit Hilfe des Ferricenium
Assays (s. 2.4.8). Alle Aktivitatsmessungen wurden in 100 mM KP-Puffer pH 7,6 bel 25°
C durchgefiihrt. Als Substrat diente jeweils Octanoyl-CoA mit einer Endkonzentration von
34 uM.
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2.4.10 Bestimmung der Aktivierungsenergie E_nach Arrhenius fur
wt-M CADh und K**~ E-MCADh

Fur die Bestimmung des "Temperaturoptimums'® wurde die enzymatische Aktivitét in
Abhangigkeit der Reaktionstemperatur bestimmt. Fur die Aufrechterhaltung der
Reaktionstemperatur in der Mel3kiivette sorgte eine eigens daf Ur vorgesehene
thermostatisierbare K tivettenaufnahme. Die fir die Aktivitdtsmessungen bendtigten
Pufferlésungen wurden ebenfalls im Wasserbad thermostatisiert und vor jeder Messung
durch Adjustierung des pH-Wertes auf die jeweilige Mefstemperatur neu eingestellt.
Aufgrund seiner hohen pH-Konstanz tber weite Temperaturbereiche wurde MOPS in
einer Konzentration von 100 mM mit einem pH-Wert von 7,6 als Reaktionspuffer
gewahlt. Alle Messungen erfolgten durch zehnminttige Vorinkubation der Reaktanden in
der Klvette, welche sowohl Ferricenium als auch Substrat enthielt. Der Start der
Aktivitdtsmessung erfolgte durch Zugabe des Enzymsin die temperierte Kiivette. Die
Enzymkonzentrationen fur Wildtyp und Mutante wurden durch Absorptionsmessungen
auf gleiche Flavinabsorption von 0,15 eingestellt. Alle Messungen wurden stets unter
substratséttigenden Bedingungen durchgefihrt. Im Anschluf3 an jede Messung wurde die
Reaktionstemperatur mit Hilfe eines Digitalthermometers Uberprift.

Die Durchfuihrung aller temperaturabhangigen Aktivitétsbestimmungen erfolgte
prinzipiell nach der in Abschnitt 2.4.8 beschriebenen Methode nach Lehman.

2.4.11 Tryptische Fragmentierung von wt-M CADh und K**- E-
MCADhA

Je 30 pg der nativen Enzyme wt und K3**- E-MCADhI wurden in 100 mM Tris pH
8,5 mit 0,5 pg Trypsin (sequencing grade) fur 2,5 h bei 37° C verdaut. In einem parallelen
Ansatz wurde die gleiche Menge Enzym:Protease in Gegenwart von 0,05% SDS inkubiert.
Als Referenz dienten jewells die nativen, in Abwesenheit von Protease inkubierten
Enzyme. Zum Abstoppen der tryptischen Proteolyse wurden die Reaktionsansétze in
Elektrophoresepuffer aufgenommen und anschliefRend gekocht. Die Evaluation der

& Der Bezeichnung "Temperaturoptimum" kommt in diesem Zusammenhang eher eine theoretische

Bedeutung zu. In der Regel befinden sich Enzyme bei der a's Optimum bestimmten Temperatur
bereitsin einem durch thermische Destabilisierung sehr labilen Zustand.
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tryptischen Verdauung erfolgte durch eine 8-25%ige SDS Gradienten-Gel el ektrophorese
mit Hilfe des Phast Systems und darauffolgendem Western Blotting Dabel wurden die
geblotteten Protein- und Peptidbanden mit Hilfe von affinitétschromatographisch
gereinigten anti-Schweineniere-MCAD Antikorpern sichtbar gemacht.

2.5 Chromatographische Reinigungsverfahren

2.5.1 Reinigung der Mutante K**'- E der humanen Medium-chain
Acyl-CoA Dehydrogenase

Als Ausgangsmaterial zur Reinigung der Mutante K***- E humaner Medium-chain
Acyl CoA Dehydrogenase (K3~ E-MCADh) dienten mit dem Plasmid pTrc K***- E-
MCADh transformierte E. coli TG 1 Kulturen.

Nach Aufnahme des Zellpellets in Lysepuffer wurden die Zellen durch funffache
Ultraschall Pulsgabe von jewells zwel min fraktioniert. Lésliche und nichtlésliche
Bestandteile wurden anschlief3end durch sechzigminitige Zentrifugation bei 9000 rpm
(GSA) voneinander getrennt. Der daraus resultierende Rohextrakt (d.h. der Uberstand aus
der Zentrifugation) wurde mit Ammoniumsulfat prézipitiert. Dabei wurde zunéchst ein
Séttigungsgrad von 30% gewahlt. Zu dem zu 30% geséttigten Uberstand wurde nach
Abtrennung des Prézipitats schliefdlich Ammoniumsulfat bis zu einem Séttigungsgrad von
80% zugegeben und flr weitere 5 h gertihrt. Die aus der L6sung ausgefallenen Proteine
wurden durch Zentrifugation separiert.

Das resultierende, zwischen 30 und 80% Ammoniumsulfatséttigung prazipitierte,
Protein wurde anschlief3end in 50 mM Tris-Puffer pH 7,6 (eisgekuhlt) aufgenommen und
tber eine mit dem gleichen Puffer &quilibrierte Sephadex G-25 Gelfiltrationssiule
(Pharmacia XK 50/30) entsalzt. Die Fluf¥rate betrug 9,1 cm/h. Das entsal zte Eluat wurde
dann quantitativ auf eine ebenfalls mit 50 mM Tris pH 7,6 voraquilibrierte Anionen-
austauschersdule (Q-Sepharose FF) aufgetragen. Der Probenauftrag erfolgte mit Hilfe
elner peristaltischen Pumpe (Pharmacia P-1) bei einer Flul3rate von 28,6 cm/h, das
anschlief3ende Spulen beziehungsweise die Elution wurde mit 47,7 cm/h durchgefihrt.
Eluiert wurde mit 800 ml (entsprechend ca. 8 Saulenvolumen) eines linearen
Natriumchlorid-Gradienten von 0-350 mM NaCl. Die Detektion eluierender Proteine
erfolgte kontinuierlich bei 280 nm. Das gesamte Eluat wurde in Fraktionen zu je 15 ml
gesammelt und jede einzelne Fraktion auf die Anwesenheit von MCAD mittels Dot-Blot-
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Analyse (2.7.3) untersucht. Entsprechend der Stérke der im Dot-Blot erhaltenen Signale
wurde aus mehreren Einzelfraktionen eine Poolfraktion gebildet, die zu 80% mit
Ammoniumsulfat geséttigt wurde.

2.5.2 Gelpermeationschromatographie

Das nach Zentrifugation im Prazipitat angereicherte Protein wurde in 100 mM KPi
pH 7,6 resuspendiert und anschlief3end mit einer Flul3rate von 8,5 c/h Uber eine
Gelfiltrationssaul e (Pharmacia Superdex 200 prep grade, XK 26/60) aufgetrennt. Als
Laufpuffer diente ebenfalls 100 mM KPi-Puffer pH 7,6, der zur Stabilisierung des
mutanten Proteins mit 2 uM FAD (Endkonzentration) supplementiert war.

Die Analyse der zu poolenden Fraktionen (Fraktionsgréfie 2 min entsprechend 1,5 ml)
erfolgte mittels Dot-Blot sowie aufgrund der spektralen Reinheit. Als zusétzliches
Kriterium diente das der Kalibrierung entsprechende Elutionsvolumen von ca. 170 ml.

2.5.3 Chromatographie tiber Hydroxyl-Apatit

Im letzten Schritt der Reinigung mutanter Medium-chain Acyl CoA-Dehydrogenase
(K3**- E) wurde das nach 80%-iger Ammoniumsulfat-Prazipitation und anschlieRender
Entsalzung® gegen den Auftragspuffer erhaltene Proteingemisch auf eine Hydroxyl-Apatit
Saule aufgetragen (Merck Superformance 75-5). Als Startpuffer diente 5 mM KP, pH 6,8.
Die Elution erfolgte bel einer Flulrate von 76,5 cm/h in einem linearen Kaliumphosphat-
Gradienten von 5-350 mM KP, pH 6,8 in 20 ml (entsprechend ca. 13 Saulenvolumen).

Die Reinheitsanalyse der einzelnen Fraktionen erfolgte mit Hilfe elektrophoretischer
Trennverfahren (Kapitel 2.4.5). Spektral und elektrophoretisch reine Fraktionen wurden
gepoolt und im Centricon-30 bei zweimaliger Zugabe von 1 ml 100 mM KP, pH 7,6
aufkonzentriert.

®  DieEntsalzung kleinerer Voluminaerfolgte tiber Pharmacia PD-10 Saulen.



Material und M ethoden 33

2.6  Reinigung humaner Long-chain Acyl CoA
Dehydrogenase ausE. cali

Zur Reinigung humaner Long-chain Acyl CoA Dehydrogenase dienten mit dem
Plasmid pET LCADh transformierte Zellen des E. coli Stammes BL 21. Die Techniken
des Aufschlusses sowie der Ammoniumsulfat-Prézipitation erfolgten analog zur
Reinigung humaner MCADhO-K3*~ E,

Das zu 30-80% mit Ammoniumsulfat gefdlte Proteinpellet wurde nach Entsalzung
gegen 50 mM Tris/ 5 uM FAD pH7,6 auf eine mit demselben Puffer quilibrierte
Anionenaustauschersiule aufgetragen (Pharmacia, Resource-Q; 6 ml). Nach dem Flow-
through und Erreichen der Basislinie wurde ein linearer NaCl-Gradient (in 50 mM Tris, 5
UM FAD) von 0-350 mM in 90 ml (entsprechend 15 Saulenvolumen) angelegt. Zur
vollsténdigen Elution noch gebundener Proteine wurde von 350 mM—-1M NaCl in
weiteren 10 ml gespilt.

Die in den entsprechenden Fraktionen vorhandene LCADh-Aktivitat wurde mit Hilfe
des Ferricenium-Assays sowie durch Western-Blot nachgewiesen. Die Aktivitdten meh-
rerer Laufe wurden vereinigt und mit Ammoniumsulfat zu 80% tber Nacht geféllt. Die an-
schlieffende Entsalzung Uber NAP-25 erfolgte gegen 5 mM KP, /5 uM FAD pH 6,8.

Die gefdlte und entsal zte Aktivitét des ersten chromatographischen Reinigungs-
schrittes wurde anschlief3end auf eine mit Hydroxyl-Apatit gefillte Sule aufgetragen.

2.6.1 Reinigung des Chaperons GroEL auswt-L CADh/GroEL
doppeltransformierten E. coli Zellen

Die Reinigung des Chaperons GroEL, das zur Stabilisierung der Expression nativer
Long-chain Acyl CoA Dehydrogenase coexprimiert wurde, wurde parallel zur Reinigung
des humanen LCADh Enzymsim ersten chromatographischen Schritt durchgeftihrt.

Abweichend zur oben beschriebenen Vorgehensweise der Reinigung fur LCADh —die
in Abwesenheit zusétzlich transformierten GroEL/S exprimiert wurde — erfolgte die
Isolation des Chaperons aus LCADhI / GroEL/S doppeltransformierten Zellen. Dabei
wurde in Abwandlung zu 2.6 folgendermalen vorgegangen:

Ein zuvor zwischen 35 und 85% A mmoniumsulfatséttigung geféllter Rohextrakt wurde
nach Umpufferung gegen 100 mM Tris pH 7,8 auf eine mit Q-Sepharose FF gefiillte
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Saule aufgetragen (Pharmacia, XK 16/20). Nach Probenauftrag (Fluf3rate: 15 cm/h) und
Spulen (Flurate: 22,5 cm/h) der Sdule wurde die Elution in einem linearen NaCl-
Gradienten zunachst in 230 ml von 0-0,5 M NaCl durchgefhrt. Die weitere Elution
erfolgte von 0,5-1M NaCl in 60 ml.

Das mittels Elektrophorese in den einzelnen Fraktionen visualisierte GroEL-Protein
wurde zu einer Sammelfraktion vereinigt und auf einen Ammoniumsulfat-Séttigungsgrad
von 70% gebracht. Nach Aufnahme des Prézipitats und Entsalzung gegen 25 mM Tris/
CI" pH 7,6 wurde das gesamte Protein einer zweiten Chromatographie mittels Anionenaus-
tausch (Mono-Q HR5/5) unterworfen. Die Elution erfolgte durch Anlegen eines linearen
NaCl-Gradienten von 0-0,5 M NaCl in 50 ml bei einer Flurate von 76,5 cm/h. In
weiteren 10ml wurde der Gradient auf 1 M NaCl erhoht. GroEL -enthaltende Fraktionen,
die bei einer NaCl-Konzentration zwischen 300-400 mM el uierten, wurden wiederum
vereinigt und einer erneuten Ammoniumsulfatféllung zwischen 50-70% Séttigung
unterzogen. Nach einem weiteren Reinigungsschritt des zu 50-70% gefélten Proteins
tber Mono-Q HR5/5, bei halbiertem Elutionsvolumen (in 25 ml von 0-0,5 M NaCl),
ansonsten aber identischen Laufparametern, galt das Protein als gereinigt.

Der analytische Nachweis von reinem GroEL erfolgte Uber native Gelelektrophorese
sowie N-terminale Aminosduresequenzanalyse.

2.6.2 Entsalzung und Umpufferung von Proteinldsungen

Proteinl6sungen die — beispiel sweise nach Ammoniumsulfatfallungen— einen sehr
hohen Salzgehalt aufwiesen, bzw. gegen Puffer anderer lonenstarke und zusammenset-
zung ausgetauscht werden sollten, wurden entweder unter mehrmaligem Wechsel des
auszutauschenden Puffers dialysiert, oder mittels Gelfiltration chromatographiert. Als
Gelmatrix diente hierbei Sephadex G-25 der Qualitatsstufen zwischen Superfine
(FastDesalting™) und Fine (Pharmacia PD-10 Fertigsaulen'®; Pharmacia Sephadex G-
25). Automatische Entsalzungen mittels FPL C wurden mit Hilfe eines Kondukometers auf
Vollstandigkeit Uberpriift. Das maximal applizierte Probenvolumen betrug bei
saulenchromatographischen Entsalzungen 25-30% des zur Verfligung stehenden
Saulenvolumens (V,).

0 Entsalzungen iiber PD-10 Séulen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das
Probenauftragsvolumen betrug 2,5 ml. Die Elution erfolgte mit 3,5 ml Eluens nach vollstandigem
Einsinken der Probe in das Gel bett.
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2.7 Immunbiochemische Arbeitsmethoden

2.7.1 Gewinnung polyklonaler Antikorper
[Harlow & Lane]

Immunisierungen zur Gewinnung der entsprechenden Antiseren wurden in der Tier-
forschungsanlage der Universitét Konstanz unter veterindrmedizinischer Betreuung durch
Dr. F. Gruber durchgefihrt.

Die zu immunisierenden Kaninchen wurden vor der ersten Verabreichung des
entsprechenden Antigens auf eventuell bereits vorhandene spezifische Antikorper getestet.
Hierzu wurde ca. 1 ml "Nullblut" aus der Ohrvene der Tiere entnommen und in Rérhrchen
fur 30-60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Coagulation des Blutkuchens wurde
fir 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand —das
Nullserum—wurde fir weitere Analysen bel -20° C eingefroren.

Die Erstimmunisierung mit gereinigtem GroEL -Protein erfolgte durch Emulgieren von
100 Yl steriler GroEL-L6sung (2mg/ml) in 500 pl cFA und anschlief3ender subcutaner
Injection. Nach 14 Tagen wurde dem Tier erneut Blut entnommen und wie oben beschrie-
ben prépariert. Aus derselben GroEL-Stamml6sung wurde mit 200 pl im gleichen
Volumen iFA geboostet. Nach weiteren 14 Tagen wurde diese Prozedur durch Boosten
mit 0,2 mg GroEL in iFA wiederholt. Im weiteren Abstand von je acht Tagen wurde
jeweils Blut zur Serumgewinnung entnommen und das Tier schlief3lich ausgeblutet. Die
Gewinnung des gesamten anti-GroEL -Antiserums erfol gte durch 2-stiindige Coagulation
des Blutkuchens bei RT mit anschlief3ender Zentrifugation bei 5000 rpm (GSA, 4° C). Der
Uberstand wurde aliquotiert und bei -20° C verwahrt.

Zur Gewinnung von Antiserum gegen LCADh wurden 100 pl Antigen-Losung
zunéchst mit Elektrolytlosung auf ein Volumen von 0,5 ml aufgefiillt. Zusétzlich wurden
500 Wl RAS3 Adjuvans-L 6sung zugegeben und dem Tier schlief3lich subcutan gespritzt.
Dieser Vorgang wurde wiederholt. Die Vorgehensweise zur Serumgewinnung war
identisch zu der fur GroEL beschriebenen Methodik.
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2.7.2 Western-Blot-Analyse

[Towbin etal., 1979]

Der spezifische Nachweis auf die Présenz verschiedener Acyl-CoA Dehydrogenasen
erfolgte durch Western Blot Analyse nach Towbin.

Schritt Puffer Dauer
Benetzen der Membran MeOH abs. 5min
Aquilibrieren 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 10% 10 min
MeOH; 0,1% SDS
Elektrophoretischer Transfer s. Schritt 2 20 min bei 5mA/cm?’
Waschen 20 mM Na-Phosphat pH 7,5; 160 3x5min
mM NaCl; 0,05% Tween-20 (PBS)
Abséttigen 2-3% NBSin PBS 30— 60min
Waschen PBS (Harlow & Lane) 3 x 5min
Immunodekoration mit primérem Ab  Antiserum in PBS (Verdinnung 1 h— Uber Nacht
1:50.000 — 1:500.000)
Waschen PBS 3 x5min
Immunodekoration mit sekunddrem  Antiserum in PBS (Verdiinnung 1h — Uber Nacht
Ab 1:50.000 — 1:500.000)
(Phosphatase-konjugierte Ziege-anti-
Kaninchen-Ab)
Waschen PBS 3 x 5min
Waschen 100 mM Glycin pH 9,6; 1 mM 3x2min
MgCl ,; 1 mM ZnCl,; (Glycinpuffer)
Entwickeln 10 mg/ml NBT; 5 mg/ml BCIP bis zum Sichbarwerden der

(je 1:100 in Glycinpuffer)

Prot einbanden; abstoppen mit
H,O

Nach Auftrennung der Proteingemische im SDS-PAGE erfolgte der Transfer auf
PV DF-Membranen. Die Proteine wurden hierbel im semi-trocken Modus zwischen zwel
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transferpuffergetrankten Filterkartons fiir 20 min bei 5SmA/cm? unter standiger Kiihlung
transferiert.
Die immunbiol ogische Entwicklung wurde gemal der obigen Tabelle durchgefihrt.

2.7.3 Dot-Blot-Analyse

In Analogie zur oben beschriebenen Western Blotting Technik wurden Dot Blot
Anaysen durchgefthrt.

Hierbel wurde jedoch auf eine el ektrophoretische Auftrennung im ersten Schritt
verzichtet und die entsprechenden Proben direkt auf Nitrocellulose aufgetragen. Pro Dot
wurde Ublicherweise ein Volumen von 1-5 l appliziert. Die weitere Vorgehensweise des
Immunostaining erfolgte wie unter 2.7.2 beschrieben.

2.7.4 Inhibitions ELISA Test (Enzyme-Linked | mmunosorbent Assay)

Die quantitative Analyse vermeintlich inaktiver Mutanten der Medium-chain Acyl CoA
Dehydrogenase erfolgte durch Antikorperkompetition mit gereinigtem
Schweineleberenzym. Zur Ermittlung der Antigenkonzentration in Zellextrakten diente ein
Inhibitionsverfahren mittels ELISA-Technik.

In jede Vertiefung einer Microtiterplatte wurden je 100 Wl einer Losung gereinigter
MCAD aus Schweineleber (10 pg/ml) pipettiert. Als Kopplungspuffer diente 100 mM
Natriumhydrogencarbonat pH 9,4. Die Antigen gecoateten Platten wurden anschlief3end
entweder fir 2 h bel Raumtemperatur oder Gber Nacht bel 4° C inkubiert. Nach Absaugen
und funfmaligem Waschen der wellsmit PBS-Puffer wurde die verbleibende
Bindungskapazitat mit 300 I einer 2%-igen BSA-L6sung in PBS abgeséttigt. In
Eppendorfgeféaien wurden wahrenddessen definierte Mengen gereinigter MCAD (0,5
ng/ml—750 pg/ml) sowie verschiedener Verdinnungsstufen Antigen-enthaltender
Zéellextrakte mit einem gleichen Volumen anti-MCAD Antiserum vorinkubiert. Dabei
wurden alle Verdinnugen in PBS-Puffer durchgefihrt, der zu einer Endkonzentration von
2% mit BSA supplementiert war. Nach einer Inkubationszeit von 2 him Eppendorfgefald
wurde abzentrifugiert, der verbleibende Uberstand in die jeweiligen, mit gereinigtem
Enzym vorgecoateten, wells pipettiert und fir weitere 2 h inkubiert. Nach Waschen und
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Absaugen der nicht-adsorbierten Antikorper erfolgte die Zugabe des sekundéren,
Phosphatase-conjugierten Ziege-anti-Kaninchen Antikorpers. Dieser wurde zur
Conjugatbildung fur weitere 2 h in den wellsbelassen. Nach erneutem Absaugen und
Waschen erfolgte das Immunostaining. Dazu wurde mit jeweils 100 pl Substratpuffer (50
mM Glycin pH 10,5; 0,5 mM MgCl,; 5,5 mM p-Nitrophenylphosphat) inkubiert. Die
Entwicklung der Farbreaktion wurde durch Zugabe von Schwefel séure gestoppt.
Anschlief3end wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm (Titertek multiscan, Pharmacia
LKB) detektiert.

2.8 Farbemethoden

2.8.1 CoomassieBlue Farbung

Die Visualisierung des Proteinbandenmusters nach SDS-PAGE erfolgte durch
Farbung mit Coomassie Blue. Als Farbel 6sung diente 0,1% Serva Blue R-250 in 50%
Methanol / 7,5% HAc. Je nach Dicke des zu farbenden Gels wurde zwischen 30 und 60
min unter leichtem Schitteln geférbt. Zur Entfarbung wurde die gleiche Losung ohne
Farbstoffzusatz verwendet. Unter mehrmaligem L dsungsmittelwechsel wurde bis zur
vollstdndigen Reduktion des Hintergrundes entfarbt.

Alternativ dazu wurde tber Nacht in 0,003%-igem Serva Blue-R in 45% Methanol /
10% Essigsaure in einem einzigen Schritt geféarbt.

2.8.2 CoomassieBlue-Farbung fur IEF-Gele

Die Coomassie-Farbung von |EF-Gelen erfolgte entsprechend der Anleitung laut

Technical File No. 100 (Pharmacia, Fine Chemicals®). Hierfiir wurden dieim Gel nach
elektrophoretischer Auftrennung separierten Proteinbanden fir ca. zehn min mit 20%
TCA-L0Osung préazipitiert. Das Gel wurde anschlief3end in einer L6sung aus 30% MeOH
und 10% HAc fur weitere 10 min gewaschen. Die Farbung erfolgte mit 0,02% Serva-R
Bluein 30% MeOH / 10% HAc und 0,1% Cu,SO, bis zum Sichtbarwerden der Banden.
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Nach Visualisierung der Proteinbanden wurde abschlief3end bis zu Entfarbung des
Hintergrundes mit 30% MeOH / 10% HAc gewaschen.

2.8.3 Silbernitratfarbung
[Rabilloud et al., 1988, modifiziert]

Diese Methode diente der Steigerung der Sensitivitét bei der Detektion von Proteinen
nach Auftrennung im SDS-PAGE und wurde entweder anstelle der unter 2.8.1
beschriebenen Coomassie Farbung, oder im Anschluf? daran durchgefihrt. Abweichend
von der durch Rabilloud und Mitarbeitern [1988] beschriebenen Methode wurde
folgendermalien vorgegangen.

Schritt Solvens Dauer
1. Fixierung 50% MeOH / 10% HAc 30 min
2. Quellen 5% MeOH / 7% HAc 30 min
3.Waschen H,0 bidest. 2x15min
4. Sensitivieren 0.02% Natriumthiosulfat 1min
5. Waschen H,0 bidest. 2x1min
6. Féarben 0,1-0.29% AgNO, 30 min

1 mM Formaldehyd

7. Waschen H,0 bidest. 1 min

8. Entwickeln 6% Natriumcarbonat bis zum Sichtbarwerden
6 mM Formaldehyd der Proteinbanden

9. Stoppen 2,3 M Citronenséure 5-10 min

10. Waschen H,0 bidest.
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Die Nachweisgrenze der hierdurch visualisierten Proteinbanden liegt bei ca. 0,1 ng.



Ergebnisse 41

3 Ergebnisse

3.1 Vorbemerkung

Die mittelkettenspezifische oder "generelle’ Acyl-CoA Dehydrogenase wurde erstmals
1956 durch Crane und Mitarbeiter [Crane et al., 1956] aus Mitochondrien der Schweinel eber
isoliert. Weitere Versuche zur Isolation des Enzyms aus verschiedenen Organismen wurden
spéater von mehreren Gruppen dokumentiert [Hall & Kamin, 1975; Thorpe et al., 1979; Ikeda
et al., 1983; Dommes & Kunau, 1984; Ikeda et al., 1985; Finocchiaro et al., 1987]. Mit der
vorliegenden Arbeit sollte eine alternative I solationsmethode fiir humane mittel- und
langkettenspezifische Acyl-CoA Dehydrogenase etabliert werden, die durch kontrollierte
Expression im prokaryontischen System eine vom Spenderorgani smus unabhangige
Extraktion des Enzyms erlauben wirde. Damit sollte eine Grundlage geschaffen werden, die
biochemische Analyse nattirlich vorkommender sowie gezielt mutagenisierter Enzyme durch
Uberexpression und verbesserter anschlielRender Reinigung zu vereinfachen. Das besondere
Interesse galt hierbei der Isolation der in den Kapiteln 1.5.1 — 1.5.3 beschriebenen mutanten
Form K% E der humanen Acyl-CoA Dehydrogenase.

Bross und Mitarbeitern [1990; 1991] sowie der Arbeitsgruppe um Gregersen [Gregersen
et al., 1991] gelang es, die Gene fir wt—und K*%*~ E-MCADNh, und die als Aktivzentrum-
Mutante bekannte Form E*"®~ G-MCADh der humanen MCAD zu klonieren, und in E. coli-
Zellen zu exprimieren. Ausgehend von den Plasmiden pBMCK? (codierend fiir wt-M CADh)
und p985-41 (codierend fur K***- E-MCADh) sollte eine schnelle und effiziente Methode
zur Reinigung der Expressionsprodukte erstellt werden. Aufgrund der hohen
Homologiegrade auf Ebene der Aminosauresequenzen der humanen MCAD und der MCAD
aus Schweineleber sollte die Reinigung zunéchst in Anlehnung an die in der Literatur
beschriebenen Methodik durchgefiihrt werden.
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3.2 Expression von wt-M CADh und K***- E-M CADh in den
Plasmiden pBM CK?* und p985-41

Die Expression der wt-MCADh, sowie der mutanten Form K3**- E-MCADN, erfolgte
zuné&chst in den von Bross und Mitarbeitern [Bross et al., 1991] konstruierten
Plasmidsystemen pBM CK?* (codierend fur wt-MCADh) und p985-41 (codierend fiir
K34~ E-MCADN). In beiden Plasmiden erfolgte die Expression durch die Kontrolle des lac-
Operator / Promotors durch die Induktion mit Hilfe des artifiziellen Induktors IPTG.

Bl
e or TIRBS
I Ecor®!
BsBI
-MCAD!

4589 bp

Tic Promo to r/ RBS,

K304E MCADh
Iacr

pTrcK304E MCADh
5401 bp

Nd
Bst11071

Abbildung 3-1  Expressionsplasmide pBMCK?; pTrc wt-MCADh und pTrc K**- E-MCADHh.
[Brosset a., 1991; Nandy, Dissertation Konstanz 1996]
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Die Anwesenheit humaner MCADNh in E. coli-Zellextrakten wurde zunéchst durch
el ektrophoretische Trennung des Rohextraktes und anschlieffende immunol ogische
Entwicklung mit affinitétschromatographisch gereinigten anti-Schweinenieren-MCAD
Antikorpern nachgewiesen. Nach Expression der beiden Plasmide pBMCK? sowie p985-41
zeigten die daraus gewonnenen Rohextrakte im Western-Blot jeweils eine s MCADhO
identifizierbare, immunreaktive Proteinhauptbande von korrekter Grofl3e (43,6 kD). Zusétzlich
ergab sich bei beiden Enzymen ein in der Intensitét und Quantitét vergleichbares Muster an
Degradationsbanden. Dabei zeigten sich jedoch zwischen wt und K***~ E-Mutante bei
Auftragung der gleichen Gesamtproteinmenge markante Differenzen beztglich der
Intensitdten der Hauptbanden (Abb. 3.2). Diese Banden wurden durch Vergleich mit
gereinigtem wt-Enzym bekannter Konzentration aus Schweineniere densitometrisch
quantifiziert. Die erhatenen Werte wurden auf die im Zellextrakt enthaltene prozentuale
MCADh-K onzentration extrapoliert. Daraus lief3 sich fur dasin pBMCK?# exprimierte wt-
Enzym ein Antell von ca. 3,7% an der Gesamtproteinmenge bestimmen, wahrend die in p985-
41 exprimierte Mutante K3~ E-MCADh lediglich einen prozentualen Anteil von 0,8%
reprasentierte (densitometrische Auswertung).

Eine exakte Quantifizierung, wie sie beispiel sweise mit Hilfe geeigneter
Aktivitdtsmessungen hétte bestimmt werden kénnen, mufdte aufgrund fehlender bzw. nicht
messbarer Aktivitaten entfallen.

1 2 3 4
Abbildung 3-2  Expressionsnachweis
plasmidcodierter wt-MCADh (pBMCK?) und
K34~ E-MCADh (p985-41) in E. coli o7 4
Rohzellextrakten. Die Immunfarbung erfolgte 66: >
mit affinitétsgereinigten anti-Schweineniere- gl o -
MCAD Antikorpern. 45 -
31

Spur 1: Proteinstandard (MW in kD)
Spur 2: MCAD aus Schweineniere 21,5

(2,1 pg reines Enzym) 14,4
Spur 3: Zellextrakt aus pBMCK?*

(12,4 pg Gesamtprotein)

Spur 4: Zellextrakt aus p985-41
(12,4 pg Gesamtprotein)
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Da sich beide Plasmidkonstrukte, bedingt durch die Einfuhrung der Punktmutation
A%5- G im Plasmid p985-41, lediglich in ihrem 3"-nicht-transl atierten Bereich unterschieden,
wahrend Operator/Promotor Sequenzen identisch waren, mul3te entweder von einer erhthten
proteol ytischen Susceptibilitét, respektive einer reduzierten Faltungskompetenz des mutanten
Enzyms ausgegangen werden. Diese Annahmen wurden vor alem gestiitzt durch
vergleichende Bestimmungen der spezifischen Aktivitéten in den entsprechenden
Rohzellextrakten. Aufgrund reduzierter Syntheseraten sowie einer nicht-messbaren Aktivitat
des varianten K3~ E-M CADh-Proteins, die durch die Expression ausgehend vom Plasmid
p985-41 erzielt wurden, mufdte urspriinglich von einer generellen und vollsténdigen I naktivitét
des mutanten Enzyms ausgegangen werden [Bross et al., 1991; Bross et al., 1992]. Beide
Formen (sowohl wt als auch Mutante) der in E. coli plasmidcodierten und exprimierten
Enzyme zeigten jedoch nach elektrophoretischer Trennung des Rohextraktes und
immunbiochemischer Entwicklung im Western-Blot eine der nativen Form entsprechende
Proteinbande (Abb. 3-3). Prinzipiell erbrachte der Vergleich der immunreaktiven MCAD-
Proteine eine deutlich erhthte Expression des wt-Enzyms gemessen an der Expression der
Mutante K3~ E. Parallel damit war ein hoherer Anteil Acyl-CoA (C,-CoA) reduzierender
Aktivitét bei Expression pBMCK#-codierter wt-M CADh mefbar.



Ergebnisse 45

Tabelle3-1 Reinigungs- und Aktivitatsschema der humanen wt- und K3+ E-MCAD

wt-MCADh K304E-MCADh K304E-MCADh
(auspTrc/ TGL)P (auspTrc/ TG1) (aus p985-41 / IM 109)
Aktivitét im
Rohextrakt 1,6 1,3 0,02°

(pmol/min * mg)?

Aktivitét desreinen
Enzyms 41,3 28,3 6"
(Mmol/min * mg)

% Anteil MCADhO

im Gesamtroh- 38 4,6 =03
extrakt
Reinigungsfaktor 25,5 22,1 n.b.
Ausbeute (%) 58 9,5 n.b.
4) Alle Aktivitatsbestimmungen wurden mittel s Ferricenium Assay unter Standardbedingungen

durchgefihrt. Die Anzuchttemperaturen betrugen durchweg 28° C ohne die Co-Expression
zusétzlichen GroEl/ES.

®) Diefur wt-MCADh ermittelten Werte sind einem représentativen Reinigungsprotokoll von V.
Kieweg enthommen.
) AusBross et al., 1995; diese Werte sind teilweise den dortigen Graphiken enthommen und

entsprechen insofern nur néherungsweise den absoluten Werten, da keine zahlenméfligen Angaben
Uber Aktivitaten gemacht wurden. Die dort entnommenen Werte wurden auf pg/min =+ mg

umgerechnet.
4) AusBrosset al., 1993.

3.3 Quantifizierung von wt-M CADh und K*°*= E-MCADh im
kompetitiven EL1SA-Test

Eine grundlegende V oraussetzung zur Reinigung von Proteinen ist deren eindeutiger
Nachweis sowie deren Quantifizierung. Zwar konnten wt- und K34~ E-MCADh qualitativ in
den Rohzellextrakten aus pBMCK? und p985-41 transformierten Zellen nachgewiesen
werden, eine quantitative Bestimmung und damit die eindeutige Zuordnung einer spezifischen
biologischen Aktivitat war jedoch in keinem der anfanglichen Experimente moglich.

Durch die Verwendung eines kompetitiven ELISA Assays wurde es moglich, eine
quantitative Bestimmung humaner MCADh selbst bei sehr geringen Konzentrationen in
volliger Abwesenheit einer messbaren biologischen Aktivitat durchzufihren (Abb. 3-3). Die
im Rohextrakt vorhandene Menge an MCADh wurde hierbei in verschiedenen
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Verdinnungsstufen durch Bindung an anti-M CAD-Antikorper vorinkubiert und der gesamte
Ansatz mit der verbleibenden Menge an anti-M CAD-Antikorpern auf M CAD-beschichtete
ELISA Platten aufgetragen. Die Quantifizierung einer unbekannten Menge MCAD erfolgte
durch photometrischen Vergleich und Extrapolation mit einer bekannten Menge an MCAD.

Abbildung 3-3  Inhibitions-ELISA zur Quantifizierung von MCAD

1.4 T T T T T T T T T . . . )
405 4 Inhibition der anti-M CAD-Antikérper Bindung an
2 E _: immobilisierte MCAD durch steigende Mengen an
tr 1 E. coli Rohextrakt. Die eingesetzten Extrakte
0.8 1 wurden folgendermafen verdiinnt:
—te MICAD Referenz =
06 F ———m E%rggK : 0,5; 0,2; 0,1; 0,04; 0,02; 0,01; 0,004; 0,002;
oaf e 3 0,001; 0,0004; 0,0002; 0,00005; ohne
] Kompetitor.
0,2 |- .
O 1 1 1 1 1 1 1 1
107 10°° 0,001 0.1 10 1000

MCAD (Schwein) in pg/mi

Interessanterwel se ergaben sich flr beide Enzymformen nahezu identische Mengen im
Rohzellextrakt. Fur beide Formen konnte eine Konzentration von ca. 75 pg/ml bestimmt
werden, was einem Anteil von ungeféhr 3% der Gesamtproteinmenge des Rohextraktes
entsprach. Die Quantifizierung von kreuzreagierenden Substraten konnte wie in Abb. 3-3
gezeigt durch eine Parallelbestimmung plasmiddefizienter Stamme ausgeschl ossen werden.
Vergleichbar hohe Konzentrationen von wt- und K3%**» E-MCADh sind hierbei insofern
maoglich, als dal3 durch die Verwendung polyklonalen Serums stets auch diverse
Abbauprodukte detektiert werden, die sich als falsch positives Signal bemerkbar machen. Dies
gilt natdirlich in der gleichen Weise fur hochmol ekulare Enzym/Protei naggregate.

Ein entscheidender Schluf’ beziiglich der Synthese der mutanten Form der humanen
MCAD konnte jedoch bereits aus diesen Ergebnissen gezogen werden: ungeachtet
vermeintlicher Instabilitdten oder erhdhter proteolytischer Suszeptibilitdten der mutanten Form
K34~ E konnten fur beide Proteine identische K onzentrationen der beiden rekombinanten
Proteine bestimmt werden. Damit konnte gezeigt werden, dal3 das Ausbleiben der
enzymatischen Aktivitét nicht zwangsweise mit einer verminderten Trangl ationsrate oder
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erhéhtem proteolytischen Abbau korrelieren muf3, sondern verschiedene weiterreichende
Ursachen haben kann.

3.4 Biochemische Charakterisierung von K***-» E-MCADh

34.1 Reinigungvon MCADh ausE. coli

Einen zentralen Bestandteil dieser Arbeit stellte die Isolierung humaner Acyl-CoA
Dehydrogenasen ausE. coli dar. Die Isolation der mittelkettenspezifischen Acyl-CoA
Dehydrogenase aus Mitochondrien der Schweineniere wurde erstmals 1956 von Crane und
Mitarbeitern beschrieben [Crane et al., 1956; Beinert, 1962]. Darlber hinaus wurden in den
folgenden Jahren verschiedene Methoden zur Isolation unterschiedlicher Acyl-CoA
Dehydrogenasen verschiedener Spezies beschrieben [Hall & Kamin, 1975; Hall et al., 1976;
Thorpeet al., 1979; Ikedaet al., 1983; Dommes & Kunau, 1984, Ikeda et al., 1985]. Eine
erste Reinigung humaner MCADh wurde 1987 von Finocchiaro und Mitarbeitern [1987]
publiziert. Die Literatur wies bis 1997 jedoch keinerlei Referenzen tiber die Reinigung
rekombinanter Acyl-CoA Dehydrogenasen aus E. coli aus.

Praparative Ansétze zur Isolation der MCADh aus E. coli erfolgten tiblicherweise
ausgehend von ca. 120 g E. coli -Zellmaterial (Feuchtgewicht). Die Préparation des
Rohzellextraktes folgte dabel der unter Punkt 2.4.1 beschriebenen Vorgehensweise. Die Wahl
des Aufschluf3puffers erfolgte hierbei vor allem nach folgenden Kriterien:

Entsprechend den innerhalb der bakteriellen Zelle vorherrschenden Bedingungen beztiglich
Oxidationszustand, |onenstarke, pH-Wert und Proteinkonzentrationen, sollten die
Bedingungen fur den Aufschluld mdglichst denen des intrazelluléren Milieus nahekommen.
Daher wurde eine lonenstérke von ca. 200 mM bei eéinem pH-Wert von 7,5 gewahit. Als
reduzierendes Agens wurde dem AufschluRpuffer 1 mM DTT beigefugt [ Scopes, 1982].

Die Effizienz des Aufschlusses und der Ertrag |6slicher MCADh konnte wesentlich durch
zweimaliges AufschliefRen mittels Ultraschall gesteigert werden. Es ergaben sich hierbei —
abhangig von der Aufschlufdauer und Intensitét— Steigerungswerte, die bis zu 55% der
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Gesamtaktivitdt entsprachen. Beide Aufschllisse wurden vereinigt und als Gesamtrohextrakt
weiterverarbeitet. Die im Zellaufschluf? Gblicherweise ermittelten Aktivitéten ergaben Werte
zwischen 1,3 und 2,6 U/mg Gesamtprotein. Bezogen auf den Substratumsatz des gereinigten
Enzyms (sowohl wt als auch K***» E-MCADh) konnte hierbei ein Anteil zwischen 3% bis
maximal 7-8% [Kieweg et al., 1997] des Zielproteins im Rohextrakt ermittelt werden.
Bezliglich der absoluten Mengen 16slicher MCADh konnten im Rohextrakt nach Expression
im pTrc Plasmidsystem bei 28° C Inkubationstemperatur keine signifikanten

M engenunterschiede zwischen wt- und mutanter MCADh festgestellt werden. Hier muldte
jedoch im Verlauf der experimentellen Arbeit eine drastische Einschrénkung gemacht werden.
Wurde die MCADh direkt im Anschluf3 an die Aufzucht der Zellen prépariert, so waren dieim
Rohzellextrakt durch Extrapolation berechneten Mengen an K***~ E-MCADh durchaus mit
denen des wt-Enzyms vergleichbar (Tabelle 3-1). Darauffolgende Préparationen aus derselben
Charge zeigten jedoch drastische M engeneinbul3en, wenn die entsprechenden Zellpellets nach
Einfrieren verarbeitet wurden.

Den ersten Reinigungsschritt stellte die fraktionierte Prézipitation mit AS dar. Hierbei
wurde in einem ersten Schritt bis zu einem Séttigungsgrad von 30% As und der resultierende
Uberstand nach Zentrifugation zu 80% gefllt. Alle Fallungsschritte wurden generell auf Eis
fur die Dauer von minimal 2 h durchgefuhrt. Die daraus resultierenden Proteinpellets wurden
anschliefiend in einem minimalen Volumen von 50 mM Tris/HCI pH 7,6 aufgenommen und
entsalzt. Aus Zeitgriinden und aufgrund der besseren Kontrollierbarkeit mittels parallel
verlaufender konduktometrischer Bestimmung, erfolgte die Abtrennung von Ammoniumsulfat
Uber Sephadex G-25 (Fine) Gelfiltration. (Das maximal applizierte Probenvolumen betrug
hierbei 25% des Gesamtsaulenvolumens V,). Obgleich die bei diesem Schritt eluierbaren
Mengen des aufgetragenen Gesamtproteins im Idealfall nahezu vollsténdig wiedergewonnen
werden konnten, wurde bel der Mehrzahl der Versuche eine betrachtliche Einbuf3e beziiglich
der Gesamtaktivitét beobachtet. Nach spektrophotometrischer Analyse der im
Gesamtsaulenvolumen (V,) eluierenden Flavinabsorption mufdten daher zwei mogliche
Ursachen in Betracht gezogen werden:

1. Einer durch die Uberexpression von MCADh parallel verlaufenden Synthese von
freiem FAD, welches bedingt durch die Verwendung entsprechenden Gelmaterials
naturlicherwei se im Gesamtsaulenvolumen eluiert, oder

2. einem signifikanten Verlust enzymgebundenen Flavins.

Da aufgrund des Reinheitsgrades zu Beginn der Reinigung keine eindeutige
spektral photometri sche Quantifizierung von applizierter zu eluierender Flavinabsorption und
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damit keine Zuordnung der Herkunft desim V, eluierenden FADs vorgenommen werden
konnte, muf3te sich die Erklarung dieses Phanomens auf die qualitative Aussage beschranken.
Ein Vergleich der spezifischen Aktivitéten, die in Tabelle 3-2 wiedergegeben sind, [&3t jedoch
den Schlul® einer Interaktion des Gelmaterials mit dem Chromophor zu. Dies galt
insbesondere der der Hydroxyl-Apatit Chromatographie vorausgehenden Entsal zung gegen
Phosphat-Puffer geringer lonenstérke (5 mM KP-Puffer). Dartiber hinaus wurde Giber den
Verlust enzymgebundenen FADs bereits von mehreren Arbeitsgruppen berichtet [Hall &
Kamin, 1975; Thorpe et al., 1979; Ikedaet al., 1983]. Verschiedene Versuche der Entsal zung
in Gegenwart von bis zu 5 uM FAD im Elutionspuffer konnten diesen Verlust jedoch nicht
kompensieren. Auf eine Zugabe von FAD wurde daher verzichtet. Ein weiterer Grund, der
gegen den Einsatz von FAD im Elutionspuffer sprach, war die Bindung freien FADs an die
funktionellen Gruppen der im ersten Reinigungsschritt verwendeten Anionenaustauscher-
saule.

Das zwischen 30 und 80% Ammoniumsulfatséttigung geféllte und vollstandig entsal zte
Eluat wurde im ersten chromatographischen Reinigungsschritt auf eine mit dem gleichen
Puffer (50 mM Tris/Cl', pH 7,6) voraquilibrierte Anionenaustauschersaule (Q-Sepharose FF)
aufgetragen. Fur semipraparative Mal3stébe wurde Q-Sepharose FF durch Resource-Q 6ml
ersetzt. Nach Probenapplikation wurde bis zum Erreichen der Basislinie mit Startpuffer
gewaschen, um nicht-adsorbierte Bestandteile quantitativ zu eluieren. Die Elution gebundener
Proteine erfolgte dann durch Anlegen eines linearen NaCl-Gradienten in 50 mM Trig/Cl™ pH
7,6. Hierbel erwies sich, unabhangig von der Verwendung des Gelmaterials (Q-Sepharose-FF,
Resource-Q, Mono-Q), ein acht Saulenvolumina umfassender Gradient von 0-350 mM NaCl
asausreichend und wirkungsvoll. K3%*- E-MCADh el uierte unter diesen Bedingungen stets
bei einer NaCl-K onzentration entsprechend ca. 200 mM. Dieser Wert korrelierte mit einer
Leitfahigkeit von 12,4 mS/cm, was nach vorausgegangener Kalibrierung einem Wert von
19,4% (100% L eitfahigkeit bezogen 1 M NaCl in 50 mM TrispH 7,6 bel 6,5° C) entsprach.
Analog zu den Ergebnissen diverser Entsal zungsschritte, mul3te auch hierbel ein drastischer
Verlust (enzymgebundenen) FADs in Kauf genommen werden. Wurde MCADh nach
Probenapplikation stets al's deutlich gelbe Proteinbande im oberen Drittel der Saule lokalisiert,
so trennte sich diese Bande nach Anlegen des NaCl-Gradienten bereits bei niedrigen
Salzkonzentrationen in zwei distinkte Banden auf. Die Elution der bei "niedrig Salz"
eluierenden Bande erfolgte bereits bei einer NaCl-K onzentration von ca. 95 mM entsprechend
einer Leitfahigkeit von 7,2 mS/cm. Obgleich die spektralen Eigenschaften denen des FAD
glichen, konnte den entsprechenden Fraktionen keine Dehydrogenase-Aktivitét zugeordnet
werden.
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Elutionsdiagramm

K3%* E-MCADh Reinigung tiber Anionenaustausch
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Abbildung 3-4

Elutionsdiagramm der K3~ E-MCADh Uber
Anionenaustauschchromatographie (Q-Sepharose
FF; XK 16/20). Der Gradient erfolgte tiber 8
Saulenvolumen von 0-350 mM NaCl. Der mit *
gekenrzeichnete Peak markiert die Hauptfraktion
der MCADh-Aktivitét.
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Elutionsdiagramm

K**E-MCADh Reinigung iiber OH-Apatit-Chromatographie
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100 Abbildung 3-5

Elutionsdiagramm der K3~ EMCADh

% Reinigung von OH-Apatit (Fluka
Hydroxy Apatite Fast Flow). Sdule XK

*0 26/60 Pharmacia, Probenmenge: 533
mgin5mM KPi pH 6,8; Gradient

%0 5-350 mM KPi in 1885 ml (10 CV).
Der mit * markierte Bereich entspricht

20

der Hauptelutionsbande der K3 E-
MCADNh.

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Elutionsvolumen (ml)

1 2 3 4 5 6

ae Dl
Sy @ e
s - e -
- = B e
'
=
l’-
- - ==
- e
"=
-_  aa
& 4
-

(Silberférbung nach Rabilloud et al., 1988)

Abbildung 3-6  Elektrophoretischer
Reinheitsnachweis der Trennung von K3~ E-
MCADhh

Spur 1: Eichstandard

Spur 2: Zellaufschlufd (2,5 pg Gesamtprotein)

Spur 3: Proteinpellet nach 30-80% AS-Prézipitation
(2,5 pg Gesamtprotein)

Spur 4:Poolfraktion nach Anionenaustausch (2,5 pg
Gesamtprotein)

Spur 5:Poolfraktion nach Gelfiltration (2,5 pg
Gesamtprotein)

Spur 6:Gereinigtes Enzym nach OH-Apatit
Chromatographie (0,5 pg Gesamtprotein)

Der Nachweis und die Reinheit isolierter MCADh erfolgte Ublicherweise durch
elektrophoretische Trennung im Tricin-Gel. K3**» E-MCADh sowie wt-MCADh zeigten im
silbergeférbten Gel eine einzelne Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 45
kD (Abbildung 3-6).
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Als Ausgangsmaterial, das fur die Reinigung humaner Acyl-CoA-Dehydrogenasen
verwendet wurde, erwiesen sich die in den pTrc-Plasmid Derivaten klonierten und in den E.
coli-Stamm TG1 transformierten Kulturen als am effizientesten (Tabelle 2-1 und 2-2). Von
entscheidender Bedeutung war die Wahl der Anzuchttemperatur, die sich auf die Stabilitét und

somit auf die Ausbeute an aktivem Enzym positiv auswirkte [Browner et al., 1991; Ayoub,

1992; Nandy, Dissertation Konstanz]. Alle Kulturen wurden daher bei einer
Wachstumstemperatur von 26-28° C angezogen und nach Induktion mit 0,5-1 mM IPTG fir

ca. 24 hinduziert.

Tabelle3-2 Reinigungstabelle der K3+ E-MCADh aus E. coli

Schritt Konzentration | Volumen | Gesamt protein | Aktivitat Gesamt Units | Faktor | Ertrag
(mg/ml) (ml) (mg) (U/mg; (%)

Ferricen)

Rohextrakt 20,8 430 8944 1,28 + 0,09 11450 1 100

Ammoniumsulfat-

sdttigung

Entsal zung T

Ammoniumsulfat-

séttigung

(30-80%) nach 20,1 280 5628 246 + 025 13840 1,92 120,8

Entsal zung T

Anion exchange

(Q-Seph.-FF)

Pool Fraktion vor 16,6 a7 733 834 + 045 6110 6,5 53,3

Entsal zung T

Anion exchange

(Q-Seph.-FF)

Pool Fraktion nach 49 112 533 633 + 033 3500 4,94 30,5

Entsal zung U

Hydroxyl Apatit

Pool Fraktion; vor 56 6,9 38,6 283+ 13 1092 22,1 9,5

Entsal zung

Um eventuelle Aktivitatseinbuf3en so gering wie moglich zu halten, wurden alle

Reinigungsschritte bel 4° C durchgefihrt. Aufgrund der Instabilitdt des FAD gegentiber

Lichtexposition wurde auf3erdem darauf geachtet, alle Reinigungsschritte durch Abdunkeln

der Saulen mittels Aluminiumfolie durchzufihren.
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3.4.2 Molekular gewichtsbestimmung nativer, humaner K***- E-
MCADh

Die Bestimmung des Molekul argewichtes der nativen K3**~ E-MCADh erfolgte durch
analytische Gelfiltration Uber Superdex 200 (HR 10/30). Fur das assemblierte tetramere
Enzym ergab sich hierbei ein apparentes MW von ca. 155 kD. Ein weiterer Hinwels auf die
Molekulargewichte der Monomeren ergab sich aus der SDS-Polyacrylamid -
Gelelektrophorese. Demnach konnte den einzelnen Untereinheiten ein apparentes MW von
ca. 45 kD zugeordnet werden. Da fir das native Monomer ein Wert von 44,47 kD errechnet
werden kann (GeneWorks, IntelliGenetics), muf3 davon ausgegangen werden, dal3 die
Monomere in ihrer natiirlichen Grof3e vorlagen und somit keiner vorzeitigen Proteolyse
unterlegen sind.

LI B B L B
o Blue Dextran

(2.000 kD)

y =m0 + ml*x

mO0: 539.6701811
ml: -69.241876923 -]
Ferritin r: 0.99467879409
(450 kD)

log MW

Albumin
(45kD)

Myoglobin
(17.8 kD)I

) AP IPEPIPIPE IR B |

50 100 150 200 250 300 350
Retentionsvolumen (ml)

Abbildung 3-7  Eichgerade fir Superdex 200 HR 10/30in 150 mM KP, + 1 uM FAD pH 7.8
Aufgetragen wurden 100 pl einer Mischung aus Thyroglobulin (2mg/ml), Aldolase aus
Kaninchenmuskel (2 mg/ml), Ovalbumin (5 mg/ml) und Myoglobin (2 mg/ml). Der Pfeil
entspricht dem fiir LCAD-MCADh bestimmten Elutionsvolumen.
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3.4.3 Charakterisierung hochmolekularer Aggregate — Assoziation mit
GroEL

Eine unmittelbare Auswirkung des K*** -~ E Aminosaureaustausches der humanen MCAD
wurde mehrfach im Auftreten hochmolekularer "Aggregate” beobachtet [Y okota et al., 1992b;
Bross et al., 1993]. Neben einer Aggregation unvollstandig assemblierter Monomere bzw.
Oligomere der varianten Form humaner MCADh wurde vor allem die Assoziation des
Enzyms mit molekularen Chaperonen Hsp 70 und Hsp 60 diskutiert [Saijo et al., 1994].
Ebenso konnte im prokaryotischen System die Betelligung des zu Hsp 60 homologen
Chaperons GroEL zumindest qualitativ nachgewiesen werden. Bel gleichzeitiger Inkubation
der gegen MCAD (affinitatsgereinigt) sowie GroEL gerichteten Antikorper ergab die
immunol ogische Entwicklung entsprechender Fraktionen aus dem ersten Reinigungsschritt
ein fur beide Proteine signifikantes und in den entsprechenden Fraktionen gleichzeitig
nachweisbares Signal (Abb. 3-8). Aufgrund der Tatsache, dal3 beide Proteine bel Vorliegen
des nativen Zustandes eindeutig durch Anionenaustauschchromatographie vone nander
separierbar sind", muR somit der SchluR auf eine Assoziation von K***- E-MCADh mit
GroEL gezogen werden. Eine direkte Assoziation konnte im Verlauf der
Anionenaustauschchromatographie nachgewiesen werden. So eluierte GroEL erst bei sehr
hohen NaCl-Konzentrationen von ca. 800-900 mM, einer, fur die Elution von MCADh stark
tberhohten NaCl-Konzentration. Abbildung 3-9 (Spur 7) zeigt jedoch, dal3 zumindest ein
gewisser Anteil an K***» E-MCADNh erst bei derartig hohen NaCl-K onzentrationen in
Gegenwart von GroEL eluiert.

! Die zur Elution der MCADh bzw. GroEL von den verwendeten Anionenaustauschmaterialien

erforderlichen NaCl-K onzentrationen betrugen ca. 200 mM bzw. 400 mM.



m o O @ >

® T

I

mgo o ® >

® T

Ergebnisse 55

12 3 4 5 6 7 8 910 1112

Pl v \ Diein den einzelnen Fraktionen der

Anionenaustauschchromatographie zwischen ca.
25006060 500-1000 mM NaCl auf MCAD-AKktivitat
000000 ~ untersuchten Aliquots wiesen durchweg keine
Aktivitéten auf. Dies deutet klar auf einen nicht-
nativen Zustand des Enzyms hin.

& hepo 83y
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@0 00060 1
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Abbildung 3-8 Dot Blot einzelner Fraktionen der K3~ E-MCADh nach Anionenaustauschchromatographie.
Dargestellt ist die immunol ogische Entwicklung mit anti-M CAD-Antikorpern (oben) sowie
mit anti-GroEL Antikorpern (unten).

Abbildung 3-9  Immunologischer Nachweis der Co- ~_

Elution von K**- E-MCADh und
GroEL wéhrend AIEX.
Spurl:  wt-MCAD
Spur 2. GroEL
Spur 3:  Rohzellextrakt nach Aufschlul K- E-
MCADh
Spur 4. Proteinpellet K¥*~ E-MCADh nach
30-80% AS-Prazipitation
Spur 5:  Poolfraktion aktiver K3~ E-MCADh
nach Anionenaustauschchromatographie
(Resource-Q; Gradientenfraktionen 6-91)
Spur 6:  Poolfraktion unmittelbar vor und nach
Dehydrogenase-aktiver Fraktionen
(Gradientenfraktionen 80-85 und 92—-110)
Spur 7. Haupt GroEL-Fraktion (Fraktion 105)
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3.5 Katalytische Eigenschaften der K3**- E-Acyl-CoA
Dehydr ogenase

351 Substratspezifitat und katalytische EffizienzV,./K,,

Ein Vergleich der Kettenlangenspezifitaten von wt-MCADh und K3%**-» E-MCAD zeigt fur
beide Enzyme ein breites Substratspektrum (Abb. 3-10). Im Vergleich mit friheren
Ergebnissen aus verschiedenen tierischen Organen, ergibt sich fir wt-MCADh allerdings eine
sehr viel stérkere Préferenz fur 1angerkettige Substrate mit einer Kettenlange zwischen C,, —
C,. Ebenso ist die mutante Form K3~ E Uber den bestimmten K ettenlangenbereich
katalytisch aktiv. Auffallend ist hierbei jedoch der reduzierte Substratumsatz mit Decanoyl-
CoA (C,,-CoA) sowie ein weiteres Maximum fir Dodecanoyl-CoA (C,,-CoA).

wt—MCADh & K304E-MCADhO
Relative Aktivitat

120 | | | | | | | | | |

——e——wWt—-MCADh

100 [
i ——e——K304E-MCADh

80

Relative Aktivitat (%)

60 |
40 |

20 |k

C-6 C-10 C-14 C-18
Substratkettenlange

Abbildung 3-10 Substratkettenspezifitat humaner wt- und K- E-MCAD.
(Alle Aktivitatsbestimmungen wurden mittels Ferricenium Assay durchgefihrt (Lehmann et
al., 1990b)

Die Bestimmung der katalytischen Effizienz (V,,/K,,) weist jedoch der mutanten Form
eindeutig Langkettencharakter zu. Hierbei unterscheiden sich beide Enzyme markant
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voneinander (Abb. 3-11). Wahrend beide Formen mit Substraten gleicher Kettenlénge
enzymatisch aktiv sind, zeigt K***~ E-MCADh die hochste Effizienz im Umsatz von C,,-CoA
und weist sich somit als préferentiell |angerkettige Substrate bevorzugend aus. Zusétzliche
Hinwelse hierauf ergeben sich auch aus Beobachtungen durch Bleichungsexperimente mit
langkettigen Substraten(Abb. 3-14). Ebenso ergibt sich bedingt durch einen um die Halfte
kleineren K -Wert fur den Umsatz von Hexanoyl-CoA (C,-CoA) ein hoherer V, /K, -Wert.

300

/K

——Vmax/Km wt
—p—Vmax/Km K304E

max

200 [
150
100 F

s0 |

[CJ IS = (TR N TN N TN S TN N TR S T SR N N
Cc-6 c-10 c-14 c-18
Substratkettenlange

Abbildung 3-11 Kettenldngenabhéngigkeit von V ., /K, fur K- E-MCADh.
Die Bestimmung der K, bzw. V ,.-Werte erfolgte ausschliedlich mittels Ferricenium Assay.

3.5.2 Michadis-Menten Kinetik; K, -Werte

Entgegen vorangegangener Bemiihungen konnte mit der vorliegendenArbeit erstmals eine
Aktivitat fur K**- E-MCADh nachgewiesen und ermittelt werden.

Die fur die Km-Bestimmung der K3~ E-MCADh eingesetzten K onzentrationen der
verschiedenen CoA-Ester unterschiedlicher Kettenlénge lagen generell im Bereich zwischen 1
und ca. 120 uM. Alle kinetischen M essungen wurden nach vorausgegangener Zentrifugation
der Enzyml6sung in Centricon-30 Ultrafiltrationsgefalien durchgefhrt, um eventuell
vorhandenes, freies FAD a's Fehlerquelle der spektrophotometrischen Konzentrations-
bestimmung des einzusetzenden Enzyms auszuschlief3en.
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K3~ E-MCADh katalysiert die Oxidation von Acyl-CoA-Substraten mit einer
Kettenlange zwischen C, und C,;. In Abhéngigkeit der Substratkettenlange erreichten die
hierbel ermittelten maximalen Substratumsatzraten digjenigen des wt nur zu ca. 60-80%,
wahrend fur 1angerkettige Acylsubstrate zum Teil héhere V , -Werte bestimmt werden
konnten (Tabelle 3-3). Obwohl die maximalen Umsatzraten der K*** - E-Mutante teilweise
mit dem wt identisch, teilwelse sogar hther bestimmt werden konnten, unterschieden sich die
K ,-Werte beider Spezies jedoch markant voneinander. Fur die katalytische Effizienz vV, /K,
ergab sich dadurch fir beide Enzyme ein unterschiedliches Muster. Wéhrend wt-MCADh ein
deutliches Maximum im Umsatz von C,-CoA aufweist, entspricht C,,-CoA dem bevorzugten
Substrat der K***~ E-MCADh. Auffallend hierbei ist die offenbar geringste katalytische
Effizienz der K3**~ E-MCADh mit Substraten der Kettenlange C, und C,,. Allerdings gelten
diese Aussagen lediglich fir den artifiziellen Elektronenakzeptor
Ferriceniumhexafluorophosphat.

K304E-MCADhh
Km C6 CoA K304E-MCADhh

m Cg COA

500 700 11

min‘l)

400 [ 600 [

6

300 [ 500 |-

‘ y = (m1*m0)/(m2+m0)

N ‘ y = (M1*m0)/(m2+m0)
200 Turn-over  Std. Dev. -
Vinax 539,58 43,336

400 B Turn-over Std.-Dev
N Vi 736,28 21,011

Turn-over number C 8 CoA (FcPfy mirV

Koy 17,139 4,2632 Kn 7,2049 0,86711

Turn-over number C6 CoA (FcPf

100 n 300 | i

Y ST IFEPEPE PIPEP BRI BT PR 200 L I I I 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120

Substratkonzentration C6 CoA (UM) Substratkonzentration C8-CoA (M)
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K304E-MCADh K304E MCADhI
Km C12 CoA K C16 CoA
m
350 T T T T T T T T T T T ~ 150 T T T T T .
- ‘s

- - E '

T 300 [ 5° ]

£ N s ]

W - T -
a 3

£ 250 | 3 .

< - O 100 | 3

o o 9 o

g 2 ] 5 ]

5 200 - ‘ y = (ML*mO)y/(m2+mo) 5 ]

o] L Turn-over Std. Dev. £ ]

E L o v 2 ‘ y = (m1*mO0)/(m2+m0) h

2 150 [ max | 321,46 17.105 “ 5 Turn-over  Std. Dev. h

g - m2 | 11,199 2,3579 3 50 Vinax | 146,66 14,405 -

5 E < K, | 57677 2,5227 -

£ 100 = E

S ]

50 J 1

oM v o} METEFEN ENEEETS BTETErE APETETE ATATATE AP

[0} 20 40 60 80 100 120

0 50 100 150 200 Substratkonzentration C16 CoA (uM)

Abbildung 3-12

Substratkonzentration C 12 CoA (uM)

Bestimmung der Michaelis-Menten Konstanten K ,, und V., fr K3~ E-MCADh in
Abhangigkeit der Substratkettenlange.

AlleK,, und V ,.-Werte wurden bel fixen Enzymkonzentrationen mit dem Ferricenium-
Standard-Aktivitétstest nach Lehman durchgefiihrt.



60 Ergebnisse
Tabelle3-3 Physikalische Eigenschaften der humanen wt- und K**- E-MCADh; Vergleich mit MCAD
aus Schweineniere. Alle Messungen erfolgten bei 25° C in 50 mM KPi-Puffer pH 7,6. (z.
Teil Ubernommen aus Kieweg et al., 1997)
Elektronen Acceptoren
Enzyme Substrat ETF ETF/ PMS/DCPIP Ferricenium
DCPIP
humane wt-
MCADH Vmax v Vmax Km Vimax 'Km Vmax Km i Vmax/ Km
(min?) (min?) (min') (M) & (minfuMY) (min? M) & (mintuMmY
C4-CoA i - 100 (104 uM) {130 173+ 10,75 500 175 i3
340 (700 pM) 60
C6-CoA i - 330 (104 M) i 100 07+ i145 1010 15 67
0.3
C8-CoA 1500 (60 : 350 (104 uM) 150 <1 > 150 1200 34 353
M)
C10-CoA 260 (100 pum) 580 25 232
C12-CoA 280 (100 pM) 550 25 i 220
C14-CoA 165 (100 pM) 280 23 122
C16-CoA 130 (100 puM) 140 2,4 58
K 304E-
MCADH
C4-CoA n.d.. 260 +
60
C6-CoA n.d. 540 18+ 30
4
C8-CoA i 580 730 69+ i 105
(60pM) 0,7
C12-CoA i nd. 321 11,2 | 286
+23
C16-CoA : nd. 146 57+ : 256
25
pig kidney
MCADH
C4-CoA 100 (104pM) 75 50 15 380 (750uM ¥ 90 4
300 (700uM)
C6-CoA 240 (104uM) 130 =1 =130 1250 9 140
(70 pm)
C8-CoA 400+ 50 i 300 (104uM) i 180 <1 > 150 1100 35 315
(Diss (85 um)

Engst)
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3.5.3 Spektrale Eigenschaften; Bestimmung des molaren
Absor ptionskoeffizienten € fur K®' - E-M CADh und Reaktion

mit Substraten ver schiedener Kettenlange

K3 E-MCADh weist das typische Spektrum der Acyl-CoA Dehydrogenasen mit
Maximabei 275 nm, 371 nm und 444 nm auf. Das Verhdtnis der einzelnen Maxima
zueinander wurde mit A : Ag,, Ay, 7,81 0,76 / 1 bestimmt (Tabelle 3-4). Eine mogliche
Ursache fur das relativ hohe Verhdtnis von 275 nm/444 nm kann im mehrfach
dokumentierten Verlust von enzymgebundenen Flavin liegen.

Der molare Extinktionskoeffizient € fur K3~ E-MCADh und wt-L CADh wurde in

Anlehnung an die von Thorpe beschriebene Methode bestimmt [Thorpe et al., 1979]. Als
denaturierendes Agens wurde jedoch, im Gegensatz zur dort beschriebenen Methode, SDS in
einer Endkonzentration von 1% eingesetzt. Die Berechnung freigesetzten Flavins basierte auf

dem fir freies FAD berechneten molaren Absorptionskoeffizienten von €, = 11,3 mM™ cm

! [Warburg & Christian, 1938b; Whitby, 1953] nach vollstandiger Freisetzung des
enzymgebundenen Chromophors (Abb. 3-13). Hierbei wurde fur K3**~ E-MCADh ein € -

Wert von 154 mM™™ cm? ermittelt.

£ Bestimmung von K304E-MCADh

Abbildung 3-13
Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten
der K¥» E-MCADAh.

Die Messung erfolgtein 20 mM NaP; pH 7,6 bei

€ nativ

€ dissoziiert

Epsilon (mM* cm?)

25° C. 8
Die Abbildung zeigt das Spektrum nach Konstanz der
Flavinabsorption. a

o

300 350 400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange (nm)
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Tabelle3-4 Spektrale und physikochemische Eigenschaften verschiedener MCADSs.
MCADH, Quelle human wt human K 304E Schweinenier €
Mutante
Eper Ao 2721373/ 444 275/ 371/ 444 2721373/ 446°
£,,/E 00 (MM ™) 81/14,9 105/ 15,4 76/ 15,4°
Eox, € ratios 6,1/06/1,0 78/0,76/1 5,7/0,65/1,0°
Ered, €443 (MM™*cm™) 2,5 3,0 3,2
Bleaching C,/C,/C,, 73/85/ 49 74180/ 70 70/ 79/ 37°
Redox potentia (mV) -114° -115° -145°
by Mancini-Samuelson et al., 1996
) Johnson et al., 1995
4)  Thorpe, 1979
¢) Lau, 1986
f) Kiewegetal., 1997
"16 1 1 1 ~ 16 T T T T T T
ﬁ 5 445
z R MCADH 5, K304E-MCADH
élz 0 substrate 3 4 &—no substrate

16

L L Lo 1 0 " 1 N 1 . i n
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 3-14 Absorptionsspektren von wt-M CADh und K3**- E-MCADh nach Reaktion mit Substraten
unterschiedlicher Kettenlange [aus Kieweg et al., 1997].

wt-MCADh: 18 pM Enzym in 100 mM KP, pH 8,0; 25° C
Reaktion mit C, (2,4 eq), Cq (29 €q), Cy, (5 €q), Cy (16 €0)
12 yM in 100 mM KP, pH 7,6; 25° C

Reaktion mit C, (5 eq), C; (30 eq), Cy, (5eq), C;6 (15€0)

K3+ E-MCADh:

Abbildung 3-14 zeigt die Spektren der reduzierten und produktkomplexierten Enzyme.
Sowohl wt- al's auch K***» E-MCADh weisen in Abhangigkeit der Substartkettenlange das
typische Spektrum des charge transfer-K omplexes mit Absorptionsmaxima um 560 nm auf.
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Dabei ergaben sich fur kurzkettige Substrate (C,—C,) bei beiden Enzymen nahezu identische
Verénderungen der spektralen Eigenschaften. Das Ausbleichen der Flavinabsorption A 5
nach Zugabe von Butyryl-CoA erfolgte zu jeweils 73 % fur wt-M CADh bzw. 74% flr

K3~ E-MCADNh. Etwas deutlichere Unterschiede zeigten sich in der Abnahme der A, nach
Addition von Octanoyl-CoA, dessen Bleichungseffekte mit 85% fir den wt, jedoch nur 80%
fur K- E-MCADh bestimmt wurden. Wie sich bereitsausder V, /K . -Auftragung ergab,
zeigten sich die markantesten Unterschiede in der Oxidation langkettiger Substrate. So zeigte
sich auch hierbei eine wesentlich starker ausgepragte CT-Bande fur K3%*-» E-MCADh nach

Addition von C,, bzw. C,,-CoA. Diejeweiligen € ;,,-Werte wurden mit 4,23 mM*cm™ fiir

C,, respektive 2,74 mMcm* fur C,, bestimmt, wahrend wt-M CADh lediglich Werte von
3,46 mMtcm™ bzw. 1,66 mMtcmt aufwies. Damit zeichnete sich dhnlich wie fir die

katalytische Effizienz, eine moglicherweise festere Bindung langkettiger Substrate an K3~ E
ab.

3.5.4 Titrationskurvenanalyse: pl-Bestimmung und analytischer
Nachweis der Konformationsvariabilitat

wt-MCADh und K3***- E-MCADh wurden zur Bestimmung des isoel ektrischen Punktes
(p!) und der bestehenden M oglichkeit einer ladungsinduzierten Modifikation der Tertiar— und
Quartarstruktur einer Titrationskurvenanalyse unterzogen [Rosengreen et al., 1977; Righetti et
al., 1978]. Rechtwinklig zur |EF im pH-Intervall von 3-9, wurde in der zweiten Dimension
entlang der Iso-pH Linien die Elektrophorese durchgefihrt. Bei Auftragung beider Enzymein
ihrer vollstéandig gefalteten, nativen Konformation, ergab sich unter Einhaltung identischer
Laufparameter fir beide Enzyme ein isoelektrischer Punkt von 4,9. Damit konnten die von
Finocchiaro und Mitarbeitern [1987] sowie von Frerman [1980] und Ikeda [1985]
bestimmten pl-Werte von 4,9 bzw. 4,4 bestétigt werden. AulRerdem wiesen beide Enzymeim
angegebenen pH-Intervall die gleichen elektrophoretischen Mobilitéten sowohl in Richtung
auf die Kathoden—, al's auch auf die Anodenseite auf, was sich bei Uberlagerung beider
Kurven bzw. bel gleichzeitiger Applikation beider Enzyme identischer Konzentration in einem
nach Form und Migrationsdistanz deckungsgleichen sigmoidalen Kurvenverlauf dul3erte
(Abb. 3-15).
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pH3.0 <— [EF pH 9.0 pH3.0 <d— [EF pH 9.0

@ - osaioydopipg P @

ISR

wt-MCADh K304E-MCADh

Abbildung 3-15 Titrationskurvenanalyse von wt- und K3~ E-MCADh im pH Intervall von 3-9.
(Pharmacia PhastGel 1EF 3-9; Die Farbung erfolgte nach der in Kapitel 2.7.3 beschriebenen

Methode)

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dal3 der Ladungswechsel beim Austausch
K34~ E zumindest keine mefRbaren K onformationsunterschiede bewirkt, die sich durch eine
Parallelverschiebung beider Kurven aufgrund der Differenz zweler Nettoladungen zumindest
fur die Untereinheit abzeichnen wiirde [Righetti et al., 1978; 1980]. Aufgrund des
Unvermdgens, die in "subunit-contacts' involvierten Aminosauren zu titrieren, kann hieraus
geschlossen werden, dal3 beide Enzyme durch korrekte Oligomerisierung der einzelnen
Untereinheiten zum Tetramer assembliert sind. Selbstverstandlich kann sich diese Aussage
lediglich auf dasim nativen Zustand vorliegende Tetramer und nicht auf die Mechanismen, die
zu dessen Bildung fuhren, beziehen. Ein Konformationsunterschied, der sich somit aus einer
Verschiebung der Kurven abzeichnen wirde, scheint somit nicht gegeben.

Die theoretische Bestimmung der isoelektrischen Punkte weist beiden Proteinen deutlich
hohere pl-Werte zu, wobeil sich der Aminosaureaustausch von Lys nach Glu durch einen
sichtlich acideren pl-Wert fur K34~ E bemerkbar machen wiirde (Abb. 3-17)°. Die Tatsache,
dal’ sich diese Differenz nicht in Form eines modifizierten Laufverhaltens ausdrtickt, spricht
zusétzlich fir das Vorhandensein identischer Konformationen.

2 DieBerechnung erfolgte unter der Annahme des Fehlens jeglicher Modifikationen von N-Terminus, C-
Terminus oder Seitenketten.
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Abbildung 3-16 Theoretische Bestimmung des isoel ektrischen Punktes von wi-MCADh (pl 7,04) und
K3+ E-MCADh (pl 6,04) (GeneWorks® 2.4, IntelliGenetics)

3.6 Temperatur/Temperaturstabilitat

Die thermische Inaktivierung von wt— und K3~ E-MCADh wurde durch 15-miniitige
Inkubation der gereinigten Enzyme gleicher Konzentrationen (bezogen auf die Flavin-
absorption) bestimmt. Die verbleibenden spezifischen Aktivitéten wurden durch einen
Ferricenium Assay bei konstanten Substratkonzentrationen von 100 uM C,-CoA errechnet.

Wie der Abb. 3-17 zu entnehmen ist, ergaben sich hierbel zwei deutlich voneinander
unterscheidbare Stabilitatsbereiche. Innnerhalb eines Temperaturintervalls zwischen 25° C und
ca. 40° C, erwiesen sich beide Enzyme beztiglich ihrer thermischen Stabilitét als identisch.
Unter Beriicksichtigung der Fehlergrenzen betrug die Abweichung der verbleibenden
Enzymaktivitéten von der auf 25° C normierten Bezugstemperatur fir beide Enzyme lediglich
ca. 10%. Mit Uberschreiten einer kritischen Inkubationstemperatur oberhalb von 40-45° C
setzte fir beide Enzyme gleichermalRen der Ubergang zur thermischen Inaktivierung ein.
Hierbei unterschied sich das mutante K3**- E-Protein jedoch deutlich von dem des wt.
Wahrend K34~ E-MCADh eine um 50% reduzierte Enzymaktivitét bei einer
Inkubationstemperatur von ca. 51° C erreichte, betrug diese fur das wt-Enzym etwa 53,5° C.
Damit konnten die von Bross und Mitarbeitern ermittelten Temperaturstabilitétswerte flr wit—
und Mutante in Rohzellextrakten aus E. coli bestétigt werden [Bross et al., 1995]. Typisch fur
beide Enzyme war jedoch das Einsetzen der Inaktivierungsphase bei identischen
Temperaturen, sowie der gleiche, wenn auch zu geringfligig niedrigeren Temperaturen —im
Falle der K3**- E-MCADh- verschobene Kurvenverlauf. In keinem Falle konnte jedoch eine
Unterscheidung innerhalb physiologisch relevanter Temperaturbereiche getroffen werden.
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Abbildung 3-17

Temperaturstabilitatsprofil von wt-M CADh und
K3+ E-MCADA.

Gezeigt sind die verbleibenden prozentualen

Relative Aktivitat (%)

Enzymaktivitdten (bezogen auf die
Anfangsaktivitét) nach 15-mintiger Inkubation der

——"0 Restaktivitdt wt-MCADhD

gereinigten Enzyme bei den angegebenen

T% Restaktivitéat K304E-MCADh

Temperaturen. Die Flavinabsorption beider
Testansétze betrug jeweils 0,19.
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3.6.1 Bestimmungder Aktivierungsenergie E, von wt—und K***-» E-M CADh

Als weiteres Kriterium zur Analyse der Stabilitat von wt— und K%~ E-MCADh diente die
Bestimmung der Aktivierungsenergie des Ubergangszustandes nach Arrhenius. Hierzu wurde
die Temperaturabhéngigkeit der enzymatischen Katalyse von wt—und K3**- E-MCADh in
einem Temperaturbereich zwischen 10° C und 62° C bestimmt. Wie in Abbildung 3-18
gezeigt, folgte die Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit in einem Temperaturintervall
zwischen 10 bis ca. 45-50°C einer linearen Beziehung. Die Aktivierungsenergien beider
Enzyme wiesen jedoch lediglich eine, mit zunehmender Temperatur ansteigende, lineare
Beziehung auf, ohne dal3 sich hierbel zusétzliche Steigungswerte in Abhangigkeit der
Temperatur ergeben hétten. Einer thermodynamisch bedingten Zunahme der Reaktions-
geschwindigkeit innerhalb dieses Temperaturberei ches folgte die thermische Inaktivierung
durch einen abrupten Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit oberhalb dieser Temperatur. Beide
Enzyme zeigten somit dassel be apparente Temperaturoptimum. Dennoch ergaben sich fir den
angegebenen Temperaturbereich verschiedene Steigungswerte bel der Auftragung nach
Arrhenius und daraus resultierend unterschiedliche Aktivierungsenergien. Der
Temperaturkoeffizient (Q,,) fur wt-MCADh berechnete sich hieraus mit 1,9, derjenige fur
K34~ E-MCADh wurde mit 2,42 bestimmt. Fir wt-MCADh wurde hierbei eine
Aktivierungsenergie E, von 46,4 kJ mol-* berechnet, wahrend K3**-» E-MCADh mit 58,6 kJ
mol™* einen deutlich héheren Wert aufwies. Aufgrund der fur beide Enzyme beobachteten
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unterschiedlichen Sngle slopeskoénnen hierbei moglicherwei se unterschiedliche Tempe-
raturabhangigkeiten einzelner Reaktionsschritte, Warmekapazitétswerte oder thermisch indu-
zZierte Konformationsanderungen fir die beiden Enzyme verantwortlich gemacht werden.

Innerhalb dieses Temperaturintervalls konnte jedoch fir beide Enzyme eine lineare Beziehung
der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit der Reaktionstemperatur ermittelt werden.
Hieraus wurde fur beide Enzyme die apparente Aktivierungsenergie E, nach Arrhenius
folgendermal3en berechnet:

Aktivierungsenergie von wt-MCADh und K304E-MCALC

10 T T T T f f
3 ——@—In Turn-over K304E
3 AlnV
é 9 Ol N TUT-OVEr WE i _ = X R
5 A/T)
) 8 Steigung=-E /R
E, = Aktivierungsenergie (kJ mol™)
! R = Gaskonstante (8,314 J mol* K%
5 T = absolute Temperatur (Kelvin)
V =Turn-over Zahl (min™)
5T oy = 29,044 + -7,0751x R= 099282
— Y/ = 25,678 + -55859x R= 0,99421
IEEERINRINERTERIRNNINNEE NI RE RN

4
2,9 3 3,1 32 3.3 3,4 35 3,6
UT * 10° (KY)

Abbildung 3-18 ArrheniusAuftragung zur Ermittlung der apparenten Aktivierungsenergie von wt— und
K3~ E-MCADNh. Aufgetragen ist die Reaktionsgeschwindigkeit der MCADh-vermittelten
Katalyse von Octanoyl Coenzym A zu trans-A%Octenoyl CoA in Abhangigkeit der
Reaktionstemperatur. —)— wt-MCADh, —@— K**- E-MCADh. Die
Reaktionsgeschwindigkeiten wurden unter séttigenden Substratkonzentrationen bestimmt.
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3.6.2 Tryptische Fragmentierung von wt- und K**- E-MCADh

Als ein wesentliches Kriterium, das zunéchst in einen kausalen Zusammenhang mit
verminderten Aktivitaten und Konzentrationen der varianten Form K***~ E-MCADh in
verschiedenen Zellsystemen gebracht wurde, galt die erhdhte proteolytische Abbaubarkeit
[Whelan et al., 1993; Bross et al., 1991; Coateset al., 1992b]. Die Suszeptibilitét der nativen
K onformationen von wt sowie K3**- E-MCADh gegeniiber proteolytischen Enzymen wurde
daher als Hinweis der Stabilitdten der entsprechenden Konformationenin vivo gewertet. Die
Proteaseresistenz, bzw. die relative Integritét eines Proteins gegentiber proteolytischem Abbau,
kann durch das Vorliegen des Proteins in seiner nativen, vollstandig assemblierten Form
betrachtet werden. Native Proteine zeigen in der Regel eine gegentiber der entfalteten
Konformation erhohte Proteaseresistenz.

Wt- und K***-» E-MCADh wurden daher als gereinigte Proteine in ihrer nativen,
tetrameren Form tryptisch verdaut (Kapitel 2.4.11). Parallel dazu diente ein zweiter Ansatz
gleicher Enzym/Protease-Verhdtnisse, dem SDS zugefligt wurde, als Kontrolle der entfalteten
Konformationen. Trypsin wurde aufgrund der Haufigkeit entsprechender Schnittstellen beider
Dehydrogenasen sowie seines nattrlichen Vorkommens im eukaryontischen Organismus
verwendet. Wahrend wt-MCADh 50 Schnittstellen aufweist, besitzt K3**~ E-MCADh durch
den Lys~ Glu Austausch eine Schnittstelle weniger.

Abbildung 3-19
1 2 3 4 5 6 Westerr}—Blot nach 2,5 :;tundigem,3 gyptischen Verdau (37°
C) gereinigter wt-MCADh und K***~ E-MCADh aus E.
coli. Die immunologische Entwicklung erfolgte mit
affinitétschromatographisch gereinigten Antikdrpern gegen
Schweinenieren-MCAD.
e ' ‘ L Spur 1:Referenz, wt-MCADh unverdaut (0,75 pg
B Gesamtprotein)
- - Spur 2:Referenz, K- E-MCADh unverdavt (0,75 g
Gesamtprotein)
Spur 3: wt-MCADh tryptisch verdaut (0,75 pg
Gesamtprotein)
Spur 4: K¥*-+ E-MCADA tryptisch verdaut (0,75 pg Gesamtprotein)
Spur 5: wt-MCADh tryptisch verdaut in Anwesenheit von 0,05% SDS (0,75 pg Gesamtprotein)
Spur 6: K3~ E-MCADA tryptisch verdaut in Anwesenheit von 0,05% SDS (0,75 pg Gesamtprotein)

L
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Abbildung 3-19 zeigt das Ergebnis der proteolytischen Spaltung beider Enzyme nach
elektrophoretischer Trennung und Western-Blotting. Bei Auftragung gleicher Enzymmengen
(bezogen auf die Flavinabsorption) in Abwesenheit von Trypsin zeigte sich fur die Mutante
K% E der humanen MCAD ein deutlich ausgepragteres Abbaumuster al's furr den wt. Neben
der Hauptbande um ca. 44 kD, die dem Molekulargewicht des Monomers zuzuordnen ist,
wies die K34~ E-Mutante ein an Intensitat und Anzahl der apparenten Abbaubanden deutlich
komplexeres Muster_auf. Demgegeniber verhielten sich bei Inkubation in Anwesenheit von
Trypsin beide Enzyme gleich. Fir keines der beiden nativen Enzyme konnte nach
Immunodekoration mit affinitatsgereinigten anti-Schweineniere-M CAD-Antikorpern ein
signifikanter tryptischer Abbau nachgewiesen werden. Vergleicht man die Intensitaten der
Hauptbanden der Ansédtze mit und ohne Trypsin, die unter identischen Bedingungen inkubiert
wurden, so kann davon ausgegangen werden, dal3 mdglicherweise das Vorhandensein
verunreinigender Abbaubanden im K***-» E-MCADh Testansatz zu einem ausgepragteren
Abbaumuster fuhrten. Ware das Auftreten vermehrter Abbaubanden der K*** - E-Mutante
alleine auf thermische Labilitét (die Inkubation erfolgte fir alle Ansédtze bei 37° C)
zurtickzufthren, so sollte sich sowohl im nicht-verdauten, als auch im tryptisch verdauten
Ansatz zumindest ein Intensitétsverlust der Monomerbande bemerkbar machen.(Aufgrund der
Anwesenheit von Trypsin im Verdauungsansatz, kdnnen hier moglicherweise keine
Abbaubanden detektiert werden, da diese gegebenenfalls vollsténdig abgebaut werden.
Insofern muf3 ein Trypsin-enthaltender Ansatz keine Abbaubanden aufweisen, die auf
thermische Labilitét zuriickzufiihren sind) Ein Vergleich der Daten aus Abb. 3-18 zur
Temperaturstabilitét unterstiitzt diese Annahme, daim physiologischen Bereich um 37° C hier
lediglich marginale Stabilitatsunterschiede festzustellen waren. Ahnliche Ergebnisse zur
Stabilitat konnten von Bross und Mitarbeitern bestétigt werden [Bross et al., 1995].

Im zweiten Kontrollansatz, der durch die dissoziierende Wirkung von SDS die
proteolytische Zuganglichkeit beider Proteine erhthen und dadurch eine auf dem Weg des
assembly leicht degradatierbare Form beider Enzyme darstellen sollte, ergaben sich
entsprechende Ergebnisse. Beide dem Molekulargewicht des Monomers zuzuordnenden
Hauptbanden verschwanden nahezu vollstandig. Stattdessen konnte beiden verdauten
Enzymen ein identisches Muster an Degradationsbanden zugewiesen werden.
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3.7 Dielangkettenspezifische Acyl-CoA Dehydrogenase

3.7.1 Reinigung der humanen langketten-spezifischen Acyl-CoA
Dehydrogenase ausE. coli

Die Reinigung der humanen, langketten-spezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase erfolgtein
Analogie zum mittelkettenspezifischen Enzym. Ausgangsmaterial hierfir war jedoch nicht das
im Plasmid pTrc klonierte Enzym, sondern das von Djordjevic und Mitarbeitern beschriebene
PET-Plasmidsystem® [Djordjevic et al., 1994; Studier & Moffat, 1986], dasim E. coli -
Stamm BL 21 zur Expression gebracht wurde. Die Reinigung erfolgte hier lediglich im
semipraparativen Maldstab, ausgehend von 18 g Zellmaterial (Nal3gewicht).

Abweichend von der fir MCADh beschriebenen AufschluBmethode wurde dem
AufschluRpuffer FAD in einer Endkonzentration von 2 UM zugesetzt. Ebenso wurde in
Anbetracht der vergle chsweise geringen Ausgangsmengen primér feinkorniges Gelmaterial
verwendet. Der fir MCADh beschriebene Q-Sepharose FF-Schritt wurde durch Resource-Q
6 ml ersetzt, desgleichen wurde der in Kapitel 2.5.3 beschriebene Reinigungsschritt Uber
Hydroxyl-Apatit durch den Einsatz einer semipraparativ-analytischen Calcium-Phosphat -
Saule (Superformance 75-5) ersetzt.

Aufgrund der zu erwartenden hoheren Trennschérfe erfolgte die Elution der LCADhO von
Resource-Q durch Anlegen eines 15 Saulenvolumina (entsprechend 90ml) umfassenden
NaCl-Gradienten von 0-350 mM NaCl in 50mM Trig/Cl" pH 7,6. Die Elution der LCADhO
erfolgte entsprechend einer NaCl-Konzentration von ca 10% NaCl, korrelierend mit einer
Leitfahigkeit von ca. 11,5 mS/cm (Abb. 3-20) (100% L eitfahigkeit bezogen 1 M NaCl in 50
mM TrispH 7,6 bei RT). Dieim Vergleich zur MCADh deutlich frihere Elution der LCADhO
bei geringeren NaCl-K onzentrationen, ist moglicherweise auf einen um ca. 0,65 pl-Einheiten
hoheren isoel ektrischen Punkt zurtickzufthren. Obwohl fir LCADh aufgrund der
Aminosaurekomposition aus theoretischen Berechnungen [Sillero & Ribeiro, 1989] fur das
entfaltete Protein ein isoelektrischer Punkt von ca. pH 7,69 berechnet werden kann, mui3
dieser Wert aufgrund der experimentellen Daten in Frage gestellt werden. Hierbei konnte fur
das native Enzym ein isoelektrischer Punkt von ca. 5,7 ermittelt werden. Entsprechend dieses

3 Auf die Co-Expression der Chaperone GroEL/ES, welche urspriinglich zur Steigerung der Expressions-

effizienz in E. coli BL 21 co-tranglatiert wurden (Y u-Dong, personliche Mitteilung), wurde in diesem
Reinigungsansatz verzichtet.
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pl-Wertes der LCADhO wére bel gegebenem pH-Wert (7,6) des Auftragungspuffers der
Anionenaustauschchromatographie eine deutlich stérkere Bindung an das verwendete
Gelmaterial zu erwarten gewesen. Ahnliche Ergebnisse einer vergleichsweise schwachen
Bindung an DEAE-Céllulose konnten von Djordjevic und Mitarbeitern bestétigt werden
[Djordjevic et al., 1994].

Elutionsdiagramm
wt-LCADhO Reinigung tber Anionenaustausch
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Abbildung 3-20 Elutionsdiagramm der wt-L CADh nach Anionenaustausch-Chromatographie (Resource-Q 6
ml). Aufgetragen wurden ca. 180 mg Gesamtprotein. Die Elution erfolgte in 8 CV von
0-350 mM NaCl.
Der mit * gekennzeichnete Peak markiert die Hauptel utionsbande.

Dieim ersten chromatographischen Schritt separierten, aktiven Fraktionen wurden
miteinander vereinigt und zu 80% mit Ammoniumsulfat geséttigt. Das resultierende
Proteinprézipitat wurde nach Zentrifugation in 1 ml 5 mM KP-Puffer pH 6,8 resuspendiert
und gegen denselben Puffer mittels NAP-10-Saulen entsal zt. Das entsaltzte Eluat wurde
anschlief3end auf eine Hydroxyl-Apatit Saule (Superformance 75-5) aufgetragen. Zur Elution
wurde ein 20 Saulenvolumina (30 ml) umfal3ender KP--Gradient von 5-400 mM angelegt.
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Unter diesen Bedingungen eluierte LCADh bei einer KP-Konzentration von ca. 240mM als
hochaufgel 6ster einzelner Peak (Abb. 3-21 und Abb. 3-22). Das Absorptionsverhéltnis der in
diesem chromatographischen Schritt isolierten LCADhO konnte mit A, : A, = 10,9 fiir die
vereinigten aktiven Fraktionen bestimmt werden.

Elutionsdiagramm
wt-LCADh Reinigung tiber OH-Apatit
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Abbildung 3-21 Elutionsdiagramm der wt-L CADh nach OH-Apatit Chromatographie (Merck OH-Apatit
Superformance). Der Gradient erfolgte tiber 20 CV von 5-350 mM KP, pH 6,8.
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Tabelle3-5 Reinigungstabelle humaner LCAD

Schritt Konzentration Gesamtprotein | Gesamtvolumen Aktivitat Gesamtaktivitat | Faktor Ertrag
(mg/ml) (mg) (ml) (U/mg) (Units) (%)

Rohextrakt 6,8 380 56 0,7 266 1 100

Ammonium-

sulfat 13,8 303 22 0,77 233 11 87,5

(30-80%)

entsalzt

Pool 59 9,4 16" (6,9) (64,8) 9,8) (24,3)

Resource-Q ’

Pool 1,75mg/ml

Hydroxyl-Apatit | 12,7 uM pool 1,6 mg 0,9 15,9 (25,4) 22,7 (9,5

* Dieses Volumen schliel}t die Gesamtaktivitat nach Entsal zung Uber PD-10 aus zwel Resource-Q Laufen ein
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Abbildung 3-22 Reinigungsverlauf der humanen Long-chain Acyl-CoA Dehydrogenase.

Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Rohzellextrakt
Spur 3: 30/80% AS-Pellet entsalzt

Spur 4: Pool aus AIEX (Resource-Q)

Spur 5:Gereinigtes Enzym nach Hydroxy!-
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3.8 Molekulargewichtsbestimmung humaner Long-chain Acyl-
CoA Dehydrogenase

Der langketten-spezifischen oder "Palmitoyl CoA"-Dehydrogenase kann ein aus
theoretischen Berechnungen abgel eitetes Mol ekulargewicht von 47,6 kD pro Untereinheit
zugeordnet werden. Ein vergleichbarer Wert konnte mittels SDS-Gel el ektrophorese fiir die
Untereinheit ermittelt werden (Abb. 3-23). Die Bestimmung des nativen Molekulargewichts
humaner LCADh aus E. coli erfolgte mittels Gelfiltration Uber Superdex pg 200 (XK 26/60)
in 50 mM KP, pH 7,8. Das hierbei ermittelte Retentionsvolumen fur LCADh betrug 172,7 ml
korrelierend mit einem nativen Molekulargewicht von 199,5 kD.

6.5 N —
: Qb T
= @ ) mO: 539.6701811
g 6r mM1: -69.241876923
Ferritin r: 0.09467879409 |
O\ (450 kD) ’
55 L LCADh _
Aldolase
(160 kD) ;
5 L .
Albumin ]
(45kD) ;
45 F -
Myoglobin
- 1
17.8 kD
/R PP BT PR B ()I

50 100 150 200 250 300 350
Retentionsvolumen (ml)

Abbildung 3-23 M olekulargewichtsbestimmung der humanen LCAD (Uiber Superdex 200pg XK 26/60
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3.9 Spektrale Eigenschaften der Long-Chain Acyl CoA
Dehydrogenase

Der molare Absorptionskoeffizient der langkettenspezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase
wurde in Analogie zur K3**- E-MCADh mittels Dissoziation durch SDS bestimmt. Das
Spektrum des nativen wt-Enzyms zeigte das typische Spektrum des Flavoenzyms mit
Absorptionsmaxima bei 274 nm, 371 nm und 445 nm. Das AbsorptionsverhatnisA,,, : A 5,
: A5 betrug 8,6/ 0,71/ 1 und ist damit vergleichbar mit demjenigen der LCAD aus
Schweineniere. Ein Vergleich der Daten mit Djordjevic [1994] zeigt allerdings eine stérkere
Auspragung des Maximums bei 371 nm wobel das Absorptionsverhéltnis A, : A,,, in dieser
Praparation mit 7,0 angegeben wird. Moglicherweise reflektiert dies einen Verlust

enzymgebundenen FADs.
Fur das humane Enzym wurde ein Absorptionskoeffizient £ ,,; von 14,1 mM™cm* bestimmt
(Abb. 3-24).
Tabelle 3-6 Vergleich der spektralen Eigenschaften verschiedener LCADh aus unterschiedlichen
Organismen.
Quelle Spektrale Maxima Ak | Egx 445nm gox 274nm Referenz
(nm) (mM*cm™) (mM“*cm™)
wt-LCADh 2741371/ 445 141 121,38 diese Arbeit
86:0,71:1 13,3 (8450) Djordjdevic et al.,
1994
E261Q LCADA 275/ 371/ 447 Djordjdevic et al.,
7:08:1 133(¢,.) 1994
Rinderherz LCAD 275/ 360/ 448 Hall et al., 1976
6,3:0,74:1 n. b.
Schwelnel eber 275/ 365/ 442 Beinert, 1962
LCAD 81:0,74:1 n. b.
Rattenleber LCAD | 275/ 365/ 443 Ikedaet al., 1985
10,1:0,75: 1 n. b.

Kursiv gedruckte Werte beziehen sich auf die von Djordjevic und Mitarbeitern publizierten Werte der humanen

Long-chain Acyl-CoA Dehydrogenase.
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Bestimmung des molaren
Absorptionskoeffizienten der wt-LCADh
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Abbildung 3-24 Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten fir wt-LCADh.

3.10 Katalytische Eigenschaften der humanen
langkettenspezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase

Long-chain Acyl-CoA Dehydrogenase katalysiert den Umsatz langerkettiger Acyl-
Substrate im Bereich von C,-CoA bis C,,-CoA mit einem deutlichen Aktivitatsmaximum bei
C,,-CoA (Abb. 3-25). Aufgrund starker Micellenbildung war eine exakte Bestimmung
langerkettiger Substrate (C > 18) nicht mdéglich und entspricht insofern nur gemittelten
Werten.

Vergleicht man die maximalen Umsatzraten der wt-Formen von MCADhO und LCADh, so
entsprechen sich die jeweiligen V| -Werte ngherungsweise in ihren jeweils besten
Substraten. Demgegentber wurden ca. flnffach hthere Aktivitétswerte fir wt-LCADh im
Vergleich zu Djordjevic [1994] bestimmt. Eine mogliche Ursache hierfir kann im Verlust
enzymgebundenen Flavins gesehen werden, das in Abhéngigkeit der Praparation zu falschen
K onzentrationsbestimmungen fuihren kann. Obgleich eine direkte Gegentiberstellung mit
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friheren Daten aufgrund unterschiedlicher Messverfahren nicht erfolgte, scheint es sich bei
den hier ermittelten Aktivitatswerten um die tatséchlichen GrofRRen zu handeln, wie sichim
Vergleich zu unabhangig erfolgten Préparationen zeigte [Eder et al., 1997; Nandy et al.,
1996].

Substratspezifitat wi-MCADh und wt-LCADh Substratspezifitat unterschiedlicher LCADs

120 T T T T T T T . 120 T T T LI B B B
— i S ]
?‘\_:/ . =——w—wt-LCADh ——\t-MCADh e\/ wt-LCAD Rinderleber Wt-LCAD Rattenleber * -
= = E
% 100 = - fg 100 |-  W-LCAD human ]
= = .
< B4 -
2 P .
K 80 - 2 80 -
& = ]
@ .
60 - 60 |- —-
40 - 40 |- —-
20 I~ - 20 - —-

o [0}

4 6 8 10 12 14 16 18 20 6 10 14 . 18
Substratkettenlange (C -CoA) Substratkettenlange (Cx-CoA)

Abbildung 3-25 Vergleich der Substratspezifitdten Abbildung 3-26 Vergleich der Substratspezifitaten
von wt-MCADh und wt-LCADh. verschiedener LCADs.
Alle Messungen erfolgten mittels a) Daten nach Ikeda et al., 1985
Ferricenium Assay unter sdttigenden
Substratkonzentrationen bei 25° C.

Der Vergleich der relativen Aktivitéten in Relation zur Substratkettenlange zeigte fir
verschiedene L CADs aus unterschiedlichen Organismen ein nahezu homogenes Profil (Abb.
3-26) mit Ausnahme des entsprechenden Enzyms aus Rattenleber [Ikeda et al., 1985; Nandy
et al., 1994]. Allerdings besteht hier die Mdglichkeit, dal3 aufgrund unterschiedleicher
Messverfahren unterschiedliche Aktivitéten erzielt wurden (Tabelle 3-7).
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Tabelle3-7 Vergleich der spezifischen Aktivitéten verschiedener LCAD und MCADh

Substrat LCADh | LCAD LCAD MCADhA
(min™h? | (Schweineniere) | (Ratte) (min™
(minH° (U/mg)°
C4-CoA 50 0 500
C6 - CoOA 215 215 0 851
Cg- CoA 255 320 0,7 1101
C10- CoA 754 650 15 665
C12-CoA 626 620 1,8 613
C14 - CoA 331 570 21 259
C16 - CoA 194 565 2,0 116
C18- CoA nd 585 16 0
Co0 - CoA n.d. 70 09 0

a) Ferricenium Assay; die jeweiligen Substratkonzentrationen betrugen 50 UM
b.) PMSDCIP Assay; Ikedaet al., 1985
c.) Ederetal., 1997
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Erstaunlicherwei se besitzt humane wt-LCAD im Vergleich zum korrespondierenden
Enzym aus der Schweineniere fast durchweg hohere K -Werte bel gleichzeitig hdheremV ..
Ebenso fallen im Vergleich zu MCADh bei vergleichbaren V., -Werten hohere K -Werte auf
(Tabelle 3-8). Das am effizientesten umgesetzte Substrat (V ., /K ,,) aler wt-LCADs aus
verschiedenen Organismen entspricht somit C,,-CoA, wahrend fur wt-MCADh C,-CoA
ermittelt wurde. Aufgrund der Tatsache, der fur wt-LCAD deutlich hoher bestimmten K-
Werte, ergeben sich daraus insgesamt fur die katalytische Effizienz der wt-LCADh
entsprechend reduzierte Werte.
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Tabelle 3-8 Katalytische Eigenschaften humaner wt-LCAD; Vergleich der Aktivitéten
Substrat V nax K Ve Koy U/ma)P
(min?)2 (UM) (mintuM 1) (U/mg)
Humane LCAD
C, - COA 255 45 56,6
C,,-CoA | 755 116 63
C,, - COA 627 5,38 108
C, -CoA | 331 12,0 25,6
[C.-CoA |14 41 73
| Cjg - CoA n. b. n. b. n. b.
Humane MCAD
C, - CoA 500 175 3
C; - CoOA 1010 15 67
C, - CoA 1200 3,4 353
C,, - CoA 580 25 232
C,, - COA 550 2,5 220
C,, - CoA 280 2,3 122
| Cq - CoA 140 24 58
LCAD (Ratte)
(mitochondrial)
C, - CoA 0
C, - COA 0
C, - CoA 0,7
C - CoA 15
C12 - CoA 1,8
C14 - CoA 21
C -CoA 20
C _-CoA 16
C,, - CoA 0,9
LCAD
(Schweineniere)°
C, - COA 50 n. d. n.d.
C, - COA 215 6,3 34
C_-CoA 320 3,3 100
C, - CoA 650 2,2 300
C_, - CoA 620 15 410
C14 - CoA 570 2,3 250
C -CoA |565 36 160
|16
C _-CoA 585 3,7 160
et
C_-CoA 70 n.d. n.d.

) Alle Assays wurden mit der nach Lehman & Thorpe [1990] beschriebenen Methodein 100 mM KP-

Puffer pH 7,6 bei 25° C durchgefiihrt.

") PMS/DCIP Assay; Werte nach Ikeda et al., 1985
°) Eder et al., 1997
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3.10.1 Bestimmung der N-terminalen Aminosaur esequenz fur Long-
chain Acyl CoA Dehydrogenase

Die Bestimmung der aminoterminalen Sequenz der "reifen” LCADh erfolgte wiein
Kapitel 2.4.7 beschrieben. Obgleich die fir LCADh codierende cDNA-Sequenz bekannt ist
[Indo et al., 1991], muld hierbei jedoch angemerkt werden, daf3 die exakte aminoterminale
Sequenz des reifen Proteins nach Abspaltung der Signal sequenz im menschlichen
Organismus bisher nicht eindeutig bekannt ist [Indo et al., 1992]. Aus diesem Grund, und aus
Grinden der Klonierungsstrategie, kann insofern lediglich die vermeintlich aminoterminale
Sequenz wiedergegeben werden.

Zur ldentifikation des gereinigten Proteins wurden sechs Sequenzierschritte durchgefihrt.
Dabei konnte folgende Sequenz ermittelt werden:

(M)-S-G-G-E-E-R-

Wie aus der bestimmten aa-Sequenz zu ersehen ist, war eine eindeutige Zuordnung der N-
terminalen Aminosaure nicht ohne weiteres moglich. Sowohl Met als auch Ser waren als N-
terminal erste Aminosaure des ersten Edman Reaktionszyklus in vergleichbarer Intensitét
identifizierbar. Dies hief3e, dal? mdglicherweise zwei Populationen an LCADh mit
unterschiedlichen N-Termini ansequenziert wurden. Aufgrund der Codon-usage, die den
Transkriptionsstart durch ein ATG-Codon, bzw. Met-Rest auf Proteinebene determiniert, kann
diese Aminosdure a's N-Terminus ausgeschlossen werden. Damit entsprache die ermittelte
Aminosduresequenz S—G — G —E — E—R vollstandig der von Indo und Mitarbeitern aus
der cDNA abgel eiteten Proteinsequenz der vermeintlich reifen LCADh [Indo et al., 1992].
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4 Diskussion

4.1 Aufgabenstellungund Vorbemerkung

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine schnelle und aul3erst effiziente
M ethode zur Reinigung rekombinanter Acyl-CoA Dehydrogenasen aus E. coli
beschrieben. Frihere Methoden der Reinigung varianter Acyl-CoA Dehydrogenasen aus
prokaryotischen Systemen wurden von verschiedenen Autoren dokumentiert [Bross et
al., 1990; Becker et al., 1993; Engel & Massey, 1971; Engel, 1981]. Die Mehrzahl aller
bisher publizierten Reinigungsverfahren unterschiedlicher Acyl-CoA Dehydrogenasen
beschrankte sich jedoch auf die Extraktion aus verschiedenen Organen bzw.
Mitochondrien eukaryontischer Organismen [Beinert, 1962; Hall & Kamin, 1975; Hall
et al., 1976; Hall, 1981, Ikedaet al., 1983; Dommes & Kunau, 1984; |1zai et al., 1992;
Uchida et al., 1992].

Gregersen und Mitarbeitern gelang es 1991 erstmals, die Gene fir wt und
K304E-MCAD der humanen mittel kettenspezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase zu
klonieren und im prokaryotischen System zu exprimieren [Gregersen et al., 1991].
Damit sollte eine entscheidende Grundlage fur die biochemische Charakterisierung
sowohl nativer als auch varianter Formen gelegt werden, da eine umfassende
Beschreibung biochemischer Parameter nur bei V orhandensein einer ausreichenden
Enzymmenge gewdhrleistet ist.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten die ersten Versuche zur Reinigung humaner
Acyl-CoA-Dehydrogenasen mit Hilfe der von Bross konstruierten Plasmide pBM CK*
(codierend fir wt-MCADh) sowie p985-41 (codierend fur K3 - E-MCADN).

Wurde hierbei der Anteil aktiver wt-MCADh mit ca. 4% am Gesamtanteil 16slicher
Proteine im Rohextrakt bestimmit, so erreichte der Gehalt des mutanten Proteins
lediglich Werte zwischen 0,1-0,8% (durch densitometrischen Vergleich mit
gereinigtem Enzym aus Schweineniere (Abb. 3-2). Diese Werte spiegelten sich
gleichfallsin den im Rohextrakt messbaren Aktivitaten wider. Die Aktivitét des wt
wurde mit ca. 1,6 pmol/min* mg bestimmt, wahrend K- E-MCADhI aus p985-41
keine messhare Aktivitét— trotz Expressionsnachweis Uber Gelel ektrophorese und
anschlief3ender immunbiochemischer Entwicklung durch affinitétsgereinigte Antikorper
—aufwies[Bross et al., 1992]. Gregersen und Mitarbeiter bestétigten diese Ergebnisse
bei Expression humaner MCADh im E. coli Zellsystem [Gregersen et al., 1991].
Ebenso flhrte die Expression beider Formen in eukaryontischen Zellen zundchst nur zu
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einer an MW zwar vergleichbaren, an Aktivitéat und intrazelluléren Konzentrationen
jedoch deutlich geringeren Mengen an varianter K** - E-MCADh [Jensen et al., 1992].
Parallel dazu wurde K***- E-MCADh zu einem grof3en Teil in Form hochmolekularer
Aggregate detektiert. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen von Ikeda und
Mitarbeitern [Ikeda et al., 1986] legte dies den vielfach diskutierten Schluf3 nahe, dal
die Ursache fir die reduzierte Aktivitdt sowie Konzentration an korrekt gefal teter
K3**- E-MCADh in einer gegentiber Proteasen erhéhten proteolyti schen Susceptibilitat
der mutanten Form, bzw. einer nahezu vollstandigen Inaktivitat des Enzyms aufgrund
inkorrekter Faltung oder Oligomerisierung zum Tetramer zu sehen sai.

Aufgrund der extrem geringen Ausbeuten, sowie des Fehlens jeglicher Aktivitdt aus
den Extrakten der mit pBMCK? bzw. p985-41 transformierten Zellen erschien die bio-
chemische Analyse zunéchst aussichtslos. Alle Ergebnisse der ersten Reinigungsversu-
che deuteten, wie bereits mehrfach beschrieben, auf eine drastisch reduzierte, bis nicht-
mef3bare Aktivitéat hin. Dennoch sprach der Nachweis beider Enzyme im Western-Blot
eindeutig fur das Vorhandensein geringer Mengen MCADNh. Inwiefern hierbel die
Stabilitdt gegeniiber Proteasen bzw. die Faltung der Monomere und/oder das Assembly
derselben zum nativen Protein eine Rolle spielten bzw. welchen Einflul3 das verwendete
Expressionssystem auslibte bleibt Gegenstand von Spekulationen.

Eine splrbare Verbesserung, die eine Reinigung und Charakterisierung beider
Enzyme im grof3en Mal3stab erlaubte, erbrachte erst das von A. Nandy konstruierte
Expressionsplasmid pTrc- K*** - E-MCADNh, das bei Expressionin E. coli TG 1 bei
Anzuchttemperaturen von ca. 28° C ausreichende Mengen an MCADNh, sowohl in der
wt— als auch in der mutanten Form produzierte [Nandy, 1996 Dissertation Konstanz].

4.2 Beurteilung der Reinigung rekombinanter Formen
humaner Acyl-CoA Dehydrogenasen ausE. coli

Obgleich bereits mehrere Versuche zur Reinigung v.a. der Mutante K3 -~ E-MCADh
in der Vergangenheit unternommen wurden, scheiterte eine umfassende biochemische
Analyse mutanter Formen aufgrund der teils extrem geringen Mengen der Zielproteine
im Rohzellextrakt. Einen ersten Eingtieg in die Reinigung von K** - E-MCADh stellte
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diese Arbeit sowie Publikationen von Gregersen und Mitarbeitern dar [Gregersen et al.,
1991].

Als oberstes Ziel galt die Erstellung eines Standardprotokolles zur Darstellung
humaner Acyl-CoA Dehydrogenasen aus E. coli in moglichst wenigen
Reinigungsschritten unter vollsténdiger Erhaltung der biologischen Aktivitét. Hierbei
war es zunachst wichtig, in einem ersten " Capture"—Schritt durch fraktionierte Fallung
mit AS das Ausgangsvolumen des Zellaufschlusses auf ein handhabbares Mal? zu
reduzieren. In Anbetracht der sehr hohen Ausbeuten bzw. spezifischen Enzymaktivité
ten schien dieser Schritt ideal geeignet zur Abtrennung grober Verunreinigungen.
Ertrége nahe 90% (bezogen auf den Rohzellextrakt) bei einer Aktivitatssteigerung um
den Faktor 2—3 konnten hierbei fir gewohnlich erzielt werden.

Wenngleich sich gereinigte MCADh und LCADh als AS-Suspension Uber einen
langen Zeitraum als aul3erst stabil erwiesen, erfolgten ale weiteren Reinigungsschritte
direkt im Anschlul? an die Fallung. Diese Mal3nahme erschien notwendig, da sich bei
der Verarbeitung tiefgefrorener Proben z.T. drastische AktivitatseinbulRen zeigten.

Bei der Wahl des Puffersfur die AIEX wurde darauf geachtet, die Ladung der
puffernden Substanz (Tris, pK 8,06) gleich der der verwendeten Saule zu wahlen. Aus
diesem Grund und aus Grtinden einer effizienteren Pufferung wurde der klassische
Puffer KP, (pK, 7,2) bei allen lonenaustauscherschritten gegen Tris ersetzt. Ebenso
wurde die Wahl des Trégermaterials nach Kriterien einer hohen Flul3rate bel
entsprechend hoher Kapazitét getroffen.

Alskritisch zeigten sich jewells die einzelnen Entsal zungsschritte Gber Sephadex G-
25. Wie aus den Tabellen 3-1 und 3-4 zu entnehmen ist, mufdten hierbei erhebliche
Aktivitéts- und Ertragseinbuf3en in Kauf genommen werden. Dieser Verlust kann auf
zwei mogliche Ursachen zurtickgef iihrt werden:

1) ein Verlust enzymgebundenen Flavins (diese Beobachtung wurde bereits von
mehreren Arbeitsgruppen dokumentiert [Ikeda et al., 1983; Dommes & Kunau,
1984; Hall & Kamin, 1975]. Um diesen vermeintlichen Verlust so gering wie
maoglich zu halten, wurden alle Gelfiltrations- und Entsal zungsschritte in
Gegenwart von bis zu 5 uM FAD durchgefihrt.

2.) einer unspezifischen Adsorption der Enzyme an das Tragermaterial.

Ebenso konnten bel der Elution von den eingesetzten lonenaustauschermaterialien
gelegentlich zwei voneinander verschiedene Flavinbanden getrennt werden, die bei
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen eluierten. Vermutlich ist dieser Effekt auf die
Bindung freien FADs an das Gelmaterial zurtickzufihren, dain keinem der
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beobachteten Félle eine Dehydrogenaseaktivitét in der bei geringen Salzkonzentrationen
(ca. 9 mS/cm) eluierenden Bande im Ferricenium Aktivitétstest festzustellen war. Esist
nicht auszuschlief3en, dal3 es sich hierbel zumindest partiell um urspriinglich
enzymgebundenes FAD handelte.

Auch wenn die Bindung des Enzyms an die verwendete Gelfiltrationsmatrix eher
unwahrscheinlich ist, mul3 diese zweite Moglichkeit in Betracht gezogen werden. Dadie
Elution aller MCADhs und LCADHSs bei NaCl-K onzentrationen nahe 18-20% (1 M
NaCl entspricht 100%) von den jeweiligen |onenaustauschersaulen erfolgte, wurde auf
die Zugabe der ansonsten tblichen 15% NaCl (entsprechend ca. 150 mM) im
Laufpuffer der vorausgehenden Gelfiltrationssaulen verzichtet, um eine vorzeitige
Elution von der entsprechenden AIEX-Séaule zu verhindern. Dialysemethoden wurden
generell vermieden, da dies oft mit einer Prazipitation des entsprechenden Proteins
verbunden war.

Das Absorptionsverhdtnis A, : A,,, der vereinigten Fraktionen nach dem ersten
chromatographischen Trennungsschritt betrug fur gewohnlich ca. 25-30 und erreichte
nach der Hydroxyl-Apatit-Chromatographie ein Verhaltnis von ca. 7-8 fiir K3 - E-
MCADNh, was einem Reinheitsgrad von Uber 90% entsprach. Diese Reinheit gentigte fur
die Mehrzahl der kinetischen Experimente, konnte jedoch durch eine abschlief3ende
GroRenausschlulichromatographie bel Bedarf noch weiter gesteigert werden. Sowonhl
MCADh alsauch LCADh zeigten im silbergefarbten Tricine-SDS-Gel jewells eine
ei nzelne Monomer-Bande mit den entsprechenden Mol ekulargewichten von 43,7 kD fur
MCADh bzw. 47,6 kD fur LCADhO (Abb. 3-6 und 3-22). Daraus konnte ein
Molekulargewicht von 155 kD bzw. 199,5 kD fir die nativen Enzyme ermittelt werden.

Peterson und Mitarbeiter beschrieben elne alternative Reinigung rekombinanter
MCADh ausE. coli BL 21 zur Gewinnung von ca. 100-150 mg aus 80 | Zellkultur
[Peterson et al., 1995]. Fur die Reinigung von K*** -~ E-MCADh scheint dieses System
jedoch aufgrund sehr geringer Ausbeuten weniger geeignet. Vergleicht man das hier
vorgestellte Reinigungsverfahren zur Darstellung sémtlicher rekombinanter MCADhs
mit dem urspringlich von Bross [1990] und Mitarbeitern mit dem von Peterson
beschriebenen Verfahren, so konnte eine ca. 25-fache Ertragssteigerung gegentiber dem
von Bross beschriebenen Verfahren und eine 12-fach gesteigerte Effizienz gegentiber
dem von Peterson beschriebenen System erreicht werden. Die deutliche
Ertragssteigerung gegenuiber beiden Systemen resultierte in der Reinigung von bis zu
900 mg reinen Enzyms aus 40 | Kulturmedium und war im Wesentlichen auf die
Verwendung der Expressionsplasmide pTrc-MCADh sowie die Anzucht bel 28° C
zurtickzuftihren [Kieweg et al., 1997].
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In Anbetracht der geringen Ertrage von ca. 10% bis maximal 20% fur K** - E-
MCADNh erscheint diese Methode beinahe ineffizient. Vergleicht man jedoch friihere
Reinigungsverfahren zur Darstellung von MCAD und LCAD aus natirlichen Quellen
mit rekombinant hergestellten Proteinen, so kann festgestellt werden, dal? keine der
bisherigen Methoden die Trennung in zwei Schritten erlaubt, bzw. die hier erzielten
Aktivitéts- und Reinheitswerte erreichte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dal3 intrazellulére Aggrega-
tionsgphanomene der mutanten Form K** - E-MCADh, welche wiederholt Gegenstand
fur Spekulationen um eine gegenuber dem Wildtyp-Enzym drastisch reduzierte
Enzymaktivitét waren [Gregersen et al., 1991; Bross et al., 1992; Whelan et al., 1993],
zumindest bei permissiven Temperaturen um 28° C lediglich eine untergeordnete Rolle
spielen. Die weitaus héchsten Stabilitatswerte konnten, wie in Tabelle 4-1 gezeigt, unter
Aufrechterhaltung sehr hoher Proteinkonzentrationen, wie beispielsweise nach
Zellaufschluf3 beziehungsweise in sehr hochkonzentrierten Ammoniumsulfat-
Suspensionen beibehalten werden. Im Vergleich zum Wildtyp wird ein Ausbleiben der
Aggregation daher um so mehr deutlich , als dal3 derartige Phéanomene durch inter- und
intramol ekul are hydrophobe Wechsel wirkungen nascierender respektive entfalteter
Proteine praferentiell in hochkonzentrierten ProteinlGsungen stattfinden konnen
(Kiefhaber et al., 1991; Hartl et al., 1994; Schein, 1989].

4.3 Katalytische Eigenschaften

Mehrere Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafir, der varianten Form K - E der
menschlichen Acyl-CoA Dehydrogenase wenn nicht gleiche, so doch zumindest sehr
ahnliche katalytische Eigenschaften wie denjenigen des wt-Enzyms zuzuschreiben. Bei
Betrachtung der Substratkettenspezifitét fallt alerdings die markante Préferenz zur
Oxidation langerkettiger Acyl-CoA Substrate auf. Wahrend die gréfite Effizienz
(V,o/K.) des Substratumsatzes fir den wt im Umsatz von Octanoyl-CoA liegt, erfahrt
K3~ E-MCADh eine deutliche Verschiebung hin zu langerkettigen Substraten. Eine
maogliche Erklarung konnte in der von Kim und Mitarbeitern beschriebenen
strukturellen Basis der Substratspezifitat liegen [Kim et al., 1994]. Fur wt-MCADh
konnte gezeigt werden, dal3 die Bindung unterschiedlich langer Substrate mit diversen
K onformationsanderungen der aa GIu*®, Tyr*”, Glu™ und Leu'® einhergeht. AuRerdem
kommt es bel Bindung der jeweiligen Substrate zur geordneten Ausschleusung von
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Wassermol ekillen im kataytischen Zentrum. Die Anzahl der Wassermolekile, die
hierbei verdrangt werden ist abhéngig von der Substratkettenlénge. Obwohl die

K3~ E-Mutation nicht in unmittelbarer Nachbarschaft zum katalytisch aktiven
Zentrum liegt [Kim et al., 1993, 1994] wére es denkbar, dal3 die Mutation in der Art und
Weise eine strukturelle Modifikation bewirkt, die die Bindung langerkettiger Substrate
beglinstigt oder erleichtert bzw. das am "Grund" der Substratbindetasche liegende
Geflecht aus Wasserstoffbriicken innerhalb der M utante gelockert ist.

4.3.1 Lageder katalytisch aktiven Zentren

Das flavinoxidierte Enzym (EFL ) bindet unterschiedlich lange Acyl-CoA Substrate
unter darauffolgender Reduktion des Flavin-Cofaktors und Ausbildung des Enzym-
Produkt Komplexes (Enoyl-CoA) [Beinert & Page, 1957; Thorpe et al., 1979]. Dabei
kann es zur Ausbildung eines charge-transfer Komplexes kommen, der sich durch
spektrale Veranderungen der Flavinhauptbande und das Auftreten einer zusétzlichen
Bande mit Absorptionsmaximaum ca. 550-560 nm auszeichnet. Das Ausmal3 dieser
spektralen Verdnderungen ist stark abhéngig von der Substratkettenlénge und spiegelt
den Anteil des CT-Komplexes bestehend aus flavinreduziertem Enzym und dem
Produkt Enoyl-CoA wider [Schopfer et al., 1988; Thorpe et al., 1979]. Dartberhinaus
gibt es eine sehr grol3e Variabilitét, was die Bindungsstérke der einzelnen Substrate in
Abhangigkeit der Kettenlénge anbelangt [Steyn-Parvé & Beinert, 1958]. Ein Modell,
das die Lage entsprechender Gleichgewichte représentiert wurde von Schopfer und
Mitarbeitern vorgeschlagen:

kl k2 k3 k
E~FADy+S =—= E~FADy~S =m——= E~FADH,~P =——= E~FADH,~P === E~FADH,+P
Ky K, ks ks
M1 CT M2
k5 k6
E~FADx+P <= E~FADx~P E~FADH, +S E~FAD~ S
K K.g

E=Enzym (ACDH); S=Substrat (Acyl-CoA); P=Produkt (Enoyl-CoA)

M1 ist der Michaelis-Menten-Komplex aus oxidiertem Enzym und Substrat.

CT entspricht dem Charge-Transfer-Komplex.

M2 stellt den Michaelis-Menten-Komplex aus reduziertem Enzym und Produkt dar.
(Nach Thorpeet al., 1979 & Schopfer et al., 1988)
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Auffallend sind die extremen Bleichungseffekte der Mutante mit langerkettigen
Substraten v.a. C,,-CoA und C,,-CoA, sowie das Auftreten der sehr ausgeprégten
charge-transfer Bande. Die Kompetition der Komponenten Acyl-CoA und Enoyl-CoA
um das reduzierte Enzym allein bestimmt noch nicht letzten Endes den Anteil des CT-
Komplexes. Vor alem die Schritte k,/k , und k,/k , bestimmen die Affinitét des
oxidierten Enzyms E~FAD_, gegenuiber bestimmten Acyl-CoA Substraten und dadurch
den Anteil von CT. Dieser wiederum ist mal3geblich an der Reaktion beteiligt, da davon
auszugehen ist, dal3 er mit dem natirlichen Substrat ETF wechselwirkt und damit das
Reaktionsgle chgewicht entscheidend beeinfluf3t.

Folgendes, nach Schopfer abgeleitetes Modell kann hier entwickelt werden: Falls
durch das Verhaltnis von k,/k , die Bildung von CT durch ein spezifisches Substrat
begunstigt wird, kann MC, sofort zu CT weiterreagieren. Dieser Schritt duf3ert sich
spektrophotometrisch im Auftreten der typischen Characteristika des flavinreduzierten
Enzyms bzw. anhand der CT-Bande.

Unter der Annahme, dal3 die Redoxpotentiale Acyl / trans-2-Enoy! fur verschiedene
Substrate gleich sind in freier Ldsung, postulierte Thorpe und Mitarbeiter, dai3 das
unterschiedliche Ausmal? der Bleichung, bzw. das Auftreten der CT-Bande auf eine
unterschiedlich starke Bindung der verschiedenen Substrate zuriickzufihren sei [Thorpe
etal., 1979].

Vergleicht man die katalytischen Eigenschaften von wt— und K** - E-MCADh
miteinander, so stellt man durchweg hohere K _-Werte fur die Mutante bei ungefahr
gleichenV,-Werten fest [Kieweg et al., 1997]. Schopfer und Mitarbeiter beobachteten
fur 1angerkettige Substrate (Kettenldnge > C,,) generell eine sehr starke Bindung an
oxidierte MCAD die jedoch mit sehr geringen Bleichungseffekten einhergehen.
Entsprechend den Aussagen des oben angefiihrten Modells deutet dies auf sehr kleine
Werte fur k,/k_, hin, was bedeuten wirde, dal3 das Gleichgewicht deutlich auf die Seite
des M ,-Komplexes hin verschoben ist. Dagegen weisen die Ergebnisse der K*** - E-
MCADh deutliche Bleichungseffekte auf. Im Gegensatz zum wt scheint hier das
Gleichgewicht eindeutig bei CT zu liegen. Diese Ergebnisse in Verbindung mit der
katalytischen Effizienz (Abb. 3-11) deuten in Ubereinstimmung mit dem von Schopfer
und Thorpe postuliertem Modell klar auf eine sehr viel stérkere Bindung langkettiger
Substrate. M 6glicherweise kann dies durch die Lage des katalytischen Zentrums bzw.
des katalytisch aktiven FAD-Restes innerhalb des Molekiils erklart werden:

Es stellt sich hier die Frage, inwiefern die modifizierten katal ytischen Eigenschaften
eine strukturelle Umorganisation des Molekils reflektieren. Prinzipiell mul3 davon
ausgegangen werden, daR die K3 - E-Mutation keinen direkten EinfluR auf das
katal ytisch aktive Zentrum austibt, da sie nicht in unmittelbarer Nachbarschaft
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desselben liegt, sondern ca. 20 A davon entfernt [Kim et al., 1992; 1993]. Der Hinweis
auf eine vergleichbar starke Bindung langkettiger Substrate (C > 12) bei dennoch hohen
Substratumsatzraten 143t schlieRen, daf? es keine grundlegenden Unterschiede in der
Oxidation von Acyl-CoA Fettsaureestern gibt. Vielmehr schliefdt sich hier die
Vermutung an, daid es durch die Einfihrung der Punktmutation K** - E zu einer
L ockerung der Bindungen zwischen den Untereinheiten eines Dimeren-Paares kommt.
Durch die lokale Konzentration negativer Ladungen, die in unmittelbarer Nachbarschaft
zu GIu™ liegen (Asp® in der Helix-H des benachbarten Dimers und Asp®* in der
Helix-1) kommt es zu einem Ladungsiiberschuss, der sich durch gegenseitige Abstol3ung
auldern konnte (Abb. 4-1). Allerdings reicht dieser nicht aus, um das tetramere Mol ekl
in zwei Dimere zu trennen, sondern lediglich um eine Lockerung zu bewirken. Dies
waére auch eine Méglichkeit, die Bindung und den Umsatz langkettiger Substrate zu
erkléren. Kim und Mitarbeiter konnten zeigen, dal3 die Konformation des CoA-Restes
bei C;, C,,und C,,-CoA Substraten in Bezug auf die Bindung des CoA-Anteils jeweils
gleich geartet sind, dal? jedoch mit wachsender Kohlenwasserstoffkette der Alkylrest
tiefer in die Substratbindetasche eindringt [Kim et al., 1992]. Deren "Boden" wird aus
H-Brtickenbindungen zwischen den aa-Resten Tyr®?, Tyr*” Thr*® Glu® und GIn*®
gebildet. Die Entfernung des terminalen Methyl-Restes eines C,,-CoA liegt im Abstand
von ca. 4 A zu den Seitenketten dieser aa-Reste. Die Bindung léngerer Reste (C > 12)
wurde daher bedeuten, dal3 entweder diese H-Briicken gel 6st werden muifdten, oder aber
der Alkylrest entsprechend ausweichen mulR. Unterstellt man der Mutante K** - E-
MCADh einen aufgrund der Mutation zumindest gel ockerten Zusammenhalt der
einzelnen Protomere, so wére durchaus denkbar, dal3 sich dadurch mdgliche
Konsequenzen fir die Bindung langerkettiger Substrate ergeben. Dald sich durch die
EinfUhrung von Mutati onen mdgliche strukturelle Konsequenzen ergeben kdnnen,
wurde bereits von Lee und Mitarbeitern fur die Doppelmutante Glu*° - Gly /
Thr®> - Glu der humanen M(L)CAD gezeigt [Lee et al., 1996]. Durch die Einfiihrung
der Doppel mutation kommt es zu einer Aufweitung der Substratbindetasche (8,5 A vs.
5,1 A) wodurch die Bindung langkettiger Substrate mit einem Ausweichen der
Alkylkette quittiert wird. Die Einnahme dieser Konformation des Substrates
unterscheidet sich von derjenigen, die fir die Substratbindung des wt beschrieben ist.
Unter physiologischen Bedingungen wird das flavinreduzierte Enzym durch das
Electron Transfer Flavin Protein (ETF) reoxidiert und die Reduktionséquivalente
letzten Endes Uber die mitochondriale Elektronentransportkette auf Sauerstoff
Ubertragen (Abb. 1-2). Alswichtige Voraussetzung zur Reoxidation des MCAD-
gebundenen FADS' via ETF gilt das korrekte Binden / Andocken beider Enzyme

! Standard-Aktivitatstest nach Lehman & Thorpe, 1990
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aneinander, so dal3 die Flavinreste beider Enzyme in mdglichst geringer raumlicher
Entfernung zueinander stehen. Eine Konformationsdnderung aufgrund von Se-
guenzvariationen in einem der beiden Enzyme kdnnte somit durchaus bewirken, dai3 die
maximal zulassige raumliche Distanz der jeweiligen Flavinreste zueinander
Uberschritten wird. Roberts und Mitarbeiter [Roberts et al., 1996] konnten einen
optimalen bzw. minimalen Abstand von ca. 19,5 A zwischen den Flavinresten von
MCAD und ETF modellieren. Bei Uberschreiten dieser (minimalen bzw. optimalen)
Distanz aufgrund von Konformationsanderungen ist es also durchaus denkbar, dal? eine
Ubertragung der Elektronen von MCADh auf ETF trotz eines gewissen Mal3es an
Flexibilitét nur eingeschrankt oder aber gar nicht mehr moglichist.

Dies kdnnte moglicherweise die Diskrepanz zwischen den Aktivitéten des
kUnstlichen Akzeptors Ferricenium und dem nattrlichen Akzeptor ETF bel der
Ubertragung der Elektronen erklaren. Zwar konnte fur das wt-M CADh-Protein ein
gewisses Mal3 an Flexibilitdt bzw. Beweglichkeit nachgewiesen werden, alerdings
bleibt der genaue Mechanismus der Bindung bzw. die exakte Orientierung beider
Enzyme wahrend des Elektronentransfers von ETF zu MCAD unbekannt. Fir beide
Enzyme setzt dies jedoch eine native Konformation voraus. Im Aktivitatstest mit dem
physiologischen Elektronenakzeptor ETF zeigt K*** -~ E-MCADh jedenfalls durchweg
geringere Substratumsatzraten als der wt [Kieweg et al., 1997]. Es stellt sich somit die
Frage, ob mit der Einfuihrung der Mutation K3** - E eine K onformationsanderung des
Enzyms verbunden ist wodurch der natlrliche Akzeptor ETF sterisch gehindert wird, in
der tiblichen Art und Weise an sein Substrat - MCADh - zu binden. Die Ubertragung
der Reduktionsaquivalente von MCADh auf ETF setzt eine Bindung beider Molekilein
der Art und Weise voraus, in der fir beide Enzyme ein minimaler Abstand beider FAD-
Moleklle zueinander erreicht werden kann [Roberts et al., 1996].
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4.4  Stabilitat des assemblierten Enzyms

Die aus dem Arrheniusdiagramm ermittelten Aktivierungsenergien stellen fur
gewdhnlich eine aus verschiedenen Teil prozessen ermittelte GrofRe dar. Jeder dieser
einzelnen Prozesse korreliert somit auch mit einer ihm eigenen Temperatur, so dal? bei
kontinuierlicher Temperatursteigerung gegebenenfalls verschiedene Teilprozesse ge-
schwindigkeitsbestimmend werden kénnen. Infolgedessen waren zumindest zwei, be-
ziehungsweise mehrere Bereiche unterschiedlicher Steigung im Arrheniusdiagramm zu
erwarten. Aufgrund der Tatsache, dal3 bei beiden Enzymen Uber den ermittelten
Temperaturbereich lediglich eine lineare Abhangigkeit ermittelt werden konnte, kann
bei beiden Enzymen auf einen einzelnen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
geschlossen werden. Hierbei unterschieden sich jedoch beide Enzyme deutlich
voneinander, was durch verschiedene Steigungen von Wildtyp und Mutante zum
Ausdruck kam. M églicherwei se spiegeln sich darin zwei voneinander verschiedene
Prozesse der thermischen Inaktivierung wider. Es bleibt zu bedenken, dal3 sich in
Abhangigkeit der Temperatur die pK-Werte einzelner Seitenketten stark voneinander
unterscheiden kénnen. Ein Aspekt stellt hierbel die lonisation verschiedener aa-
Seitenketten dar, wodurch verschiedene EinfliiRe auf das unterschiedliche thermische
Verhalten eines einzelnen Proteins denkbar wéren. Der Vergleich aler bzgl. Stabilitéten
ermittelten Ergebnisse wie z.B. Aktivierungsenergien nach Arrhenius,
Temperaturstabilitéten sowie Proteaseresistenzen kénnte insofern einen Hinweis auf
eine modifizierte Konformation des mutanten Enzyms geben. Dies muf3 jedoch nicht
zZwangsweise eine Instabilitét oder proteolytisch sensitivere Konformation des Proteins
widerspiegeln, sondern deutet lediglich auf eine vom wt verschiedene Situation hin. Es
ist insgesamt nicht zweifelsfrei zu kléren, welchen Einflul® der Austausch der aaLys
gegen Glu auf das isolierte tetramere und native K3* - E-MCADh-Protein wirklich
ausiibt. Einerseits konnte gezeigt werden, dal3 sich das zeitliche Abbauverhalten der
Mutante in Abhangigkeit der Inkubationstemperatur zumindest im Rohzellextrakt
deutlich vom wt unterscheidet [Nandy, Dissertation Konstanz 1996]. Auf der anderen
Seite zeigten beide reinen Formen der Enzyme sowohl bei proteolytischen, als auch bei
Temperaturstabilitétsexperimenten nur marginale Unterschiede. Hierbel ist zu
bemerken, dal? vor alem das Temperaturstabilitatsprofil (Abb. 3-18) keinerlei
Unterschiede innerhalb des physiologisch relevanten Bereiches aufweist. Ebenso
konnten bei Inkubation beider Formen mit Trypsin keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Dies konnte zumindest als Hinweis gelten, dal3 sich die zum nativen
Enzym assemblierte K** - E-MCADh nicht notwendigerweise sensitiver gegentiber
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Proteasen verhdlt als der wt. Ob sich letzten Endes die Mutation K** - E wirklich als
instabil erweist, bleibt ungeklart.

4.5 Temperatursensitive Synthese ver sus temper atur -
sensitive Faltung

Anhand der spezifischen Aktivitéten der in pTrc kloniertenund in E. coli TG 1
exprimierten humanen Acyl-CoA-Dehydrogenasen wt—und K*** - E-MCADAh, kann fur
beide Enzyme von einer gleichermalien effizienten Transkriptions— sowie
Transl ationsrate ausgegangen werden. Ahnliche Ergebnisse konnten bereits fiir das
mitochondriale sorting von verschiedenen Autoren [Y okotaet al., 1992; Nagao &
Tanaka, 1992; Whelan et al., 1993] gezeigt werden. Legt man beiden Enzymen diein
den entsprechenden Rohextrakten ermittelten Aktivitéten zugrunde und vergleicht diese
mit denen fur die homogenen Enzyme bestimmten Werte, so ergeben sich die
jeweiligen Anteile 16slichen MCAD-Proteins am gesamtldslichen Protein mit 3,8 % fur
wt-MCADh, bzw. 4,6 % fur K**- E-MCADh zu nahezu gleichen Teilen. Ahnliche
Ergebnisse konnten bereits durch Quantifizierung beider Enzyme mittels kompetitiven
ELISA-Test gezeigt werden (Abb. 3-3). Im Gegensatz zu bisher publizierten Daten
[Coates et al., 1992b; Brosset al., 1995] konnte sogar fiir die mutante Form K***- E-
MCADh ein gegentiber dem wt-Enzym leicht erhohter Anteil [6slichen K304E-Proteins
im Rohzellextrakt bestimmt werden (Tabelle 4-1).
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Tabelle4-1 Reinigungsschema humaner wt— und K304E-MCAD

wt-MCADh K304E-M CADh K304E-M CADh
(ausE. coli TG (ausE. coli TG (aus E. coli IM 109/p985-41)
UpTrc)P 1/pTrc)
Aktivitét im Roh-
extrakt 1,6 13 0,02¢
(umol/min * mg)?
Aktivitdt des

reinen Enzyms 41,3 28,3 6"
(umol/min * mg)
% Anteil MCADh
im Gesamtrohex- 3,8 4,6 =03

trakt

Reinigungsfaktor 25,5 22,1

Ausbeute (%) 58 9,5

a.) Alle Aktivitéatsbestimmungen wurden mittels Ferricenium Assay unter Standardbedingungen
durchgefiihrt. Die Anzuchttemperaturen betrugen durchweg 28° C ohne die Co-Expression
zusétzlichen GroEIl/ES.

b.)  Diefiir wt-MCADh ermittelten Werte sind einem reprasentativen Reinigungsprotokoll von V.
Kieweg entnommen.

C) AusBrosset al., 1995; diese Werte sind teilweise den dortigen Graphiken entnommen und
entsprechen insofern nur ndherungsweise den absoluten Werten, da keine zahlenméaliigen Angaben
Uber Aktivitéten gemacht wurden. Die dort entnommenen Werte wurden auf pg/min * mg

umgerechnet.
d) AusBrossetal., 1993.

Die Expression klonierter Gene verursacht bei der Synthese des Zielproteinsin
Fremdzellen nicht selten die Akkumulation des betreffenden Polypeptids als Aggregat
nicht-nativer Strukturen, die sich phénotypisch in Form sogenannter inclusion bodies
auldern [Kiefhaber et al., 1991]. In vitro sowie in vivo stellen diese Strukturen
vermutlich Intermediate el nes ansonsten produktiven Faltungsweges dar. [Cleland, J.L.
& Wang, D.I., 1990].V erschiedene Faktoren wurden in direkten Zusammenhang mit
diesen Aggregationsphanomenen gebracht, deren wichtigster —zumindest fir die
Expression eukaryontischer Gene in E. coli—in der Anzuchttemperatur der betreffenden
Z€ellen zu sehen ist. Mitraki und Mitarbeiter sowie Goldenberg und King konnten durch
Versuche zur Faltung bzw. Aggregation des Adsorptionsproteins des Salmonella-
Phagen P22, den Mutantentypus einer temperatursensitiven Faltung (tsf) nachweisen
[Mitraki et al., 1991; Goldenberg & King, 1981]. Ausschlaggebend fir eine
erfolgreiche, bzw. abortive Faltung, scheint hierbei die zur Expression des mutanten
Zielproteins gewahlte | nkubationstemperatur zu sein. (Durch gezielte Second-site-
Mutagenese |83t sich dieser Genotypus erfolgreich supprimieren). Das zum nativen
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Protein assemblierte tsf-Protein, das sich in der Mehrzahl der untersuchten Félle durch
einen einzelnen Aminosaureaustausch vom Wildtyp unterscheidet [Goldenberg & King,
1981], entspricht in seinem Thermostabilitétsprofil vollkommen dem des Wildtyps.

Hier stellt sich die Frage, inwiefern K3 - E-MCADh dem Geno- und Phanotypus
der tsf-Mutation entspricht. Bross und Mitarbeiter konnten zeigen, dal3 in Abhangigkeit
der Inkubationstemperatur sowohl fur plasmidcodierte K** - E-MCADh ausE. coli , as
auch fir homo- und heterozygot exprimierte MCADh aus Lymphoblastoidzellen eine
Korrelation der Faltung mit der entsprechenden Temperatur einherzugehen scheint
[Brosset al., 1995; A. Nandy, personliche Mitteilung). Zwar kann dies als markanter
Hinweis einer tsf-Mutation dienen, da zumindest ein Schritt auf dem Weg zur Faltung
humaner K*** - E-MCADhI temperaturabhangig zu sein scheint [Brosset al., 1995;
Saijo et al., 1994). Dennoch kann K** - E-MCADh diesem Genotyp nicht zweifelsfrei
zugeordnet werden. Entscheidend hierfur sind die fur das homogene K3 - E-Proteinim
Vergleich zum Wildtyp bestimmten Stabilitéts- sowie Aktivitatsparameter. Wie sich aus
den Temperaturstabilitatsprofilen der betreffenden Enzyme zeigte, ergab sich hier eine
deutliche Verschiebung zu niedrigeren Stabilitatswerten fir die K3 - E -Mutation.
Ebenso erreichte die spezifische Aktivitat des gereinigten K** - E -Enzyms die
Aktivitét des Wildtyp-Enzyms nur zu ca. 60% — 80% (respektive ca. 40% flr den
natUrlichen Elektronenakzeptor ETF). Folgt man der Definition der tsf-Mutation - eine
die Faltung bzw. den Faltungsweg des jeweiligen Proteins betreffende Mutation ohne
phanotypische Auswirkung auf das assemblierte Endprodukt - so stehen diese Beo-
bachtungen in klarem Widerspruch dazu. So scheint sich gerade bei K** - E-MCADh
der Phanotypus e nes thermolabilen Endproduktes ebenfalls fir das assemblierte Protein
zu bewahrheiten und beschrankt sich somit keinesfalls nur auf digjenigen Schritte, die
zu dessen Bildung notwendig sind. Dabei tritt die Mutation in spezieller Form beztiglich
der Aktivitéten mit dem nattrlichen Elektronenakzeptor ETF in Erscheinung.
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K304E-M CADhO
HelicesH (aa-Position 292-318)

Abbildung 4-1

Ladungsverteilung innerhalb der Helix H in direkter
Nachbarschaft der aa-304 der K3~ E-MCADh. Die
beiden negativ geladenen aa der Helix-H **E und **E
liegen unmittelbar beieinander.

Proteinaggregation ist die haufigste
Nebenreaktion auf dem Weg der Faltung zum
nativen Protein. Die Endprodukte dieser
abortiven Faltung aulRern sich in vivo oft als dichte, meist unlésliche inclusion bodies
[Mitraki, A. & J. King, 1989; Haase-Pettingell & King, 1988]. Ahnlich der Situation in
vitro kann in vivo ebenso davon ausgegangen werden, dal3 Aggregationsprozesse mit

korrektem Assembly bzw. korrekter Faltung zum nativen Protein kompetitieren
[Kiefhaber et al., 1991]. Eine eindeutige Abhangigkeit wie beispielsweise Hydro-
phobizitét, Grolde oder Struktur einzelner Untereinheiten, die zur Bildung von inclusion
bodiesfuhren, ist hierbel jedoch nicht nachweisbar. Als einzig gesichertes Kriterium zur
Unterdrickung inkorrekt gefalteter Polypeptidketten gilt allgemein die Erniedrigung der
Wachstums— bzw. Expressionstemperatur [ Schein, 1989; Schein, 1988; Thatcher &
Hitchcock, 1994].

In verschiedenen, von A. Nandy durchgefihrten Studien zur Expression der
humanen Acyl-CoA Dehydrogenasen konnte eine optimale Wachstumstemperatur von
28° C ermittelt werden [Nandy, 1996; Dissertation Konstanz]. Nach den heute giiltigen
M odellen zur Bildung von inclusion bodies bzw. zur korrekten Proteinfaltung, knnen
diese Ergebnisse folgendermal3en interpretiert werden:
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Abbildung4-2 Vereinfachtes Modell zur Entstehung von Inclusion bodies bzw. der korrekten Faltung
von Proteinen.

(nach Thatcher & Hitchcock, 1994, modifiziert)

Der Ertrag an korrekt gefaltetem Protein wird - nach in vivo Studien - hauptséchlich
durch zwei kompetitierende Prozesse beeinfluft:

I. ener Reaktion erster Ordnung, die in der Faltung zum nativen Protein (-
oligomer) resultiert.

I1. ener Reaktion zweiter (oder htherer) Ordnung, die sich in der Aggregation von
non-native Peptiden aul3ert.

Nach den heute gultigen Modellen zur Faltung nascierender Proteine miissen
verschiedene Vor- oder Zwischenstadien durchlaufen werden, bevor das betreffende
Protein als vollstandig gefaltet gelten kann [Jaenicke, 1999]. Zusammenfassend gilt fur
diese, aslIntermediate |, - 1, bezeichneten Zustande, das Vorhandensein
unterschiedlicher Sekundéarstrukturen. Erst bei Vorliegen distinkter Sekundéarstrukturen
kann eine Bindung durch molekulare Chaperone erfol gen, die durch ihre Assoziation
mit dem nascierenden Protein ihre protektive oder faltungsunterstiitzende Rolle
entfalten.

Als Reaktion zweiter oder hdherer Ordnung ist die Aggregation nicht-nativer
Polypeptidketten abhangig von der Konzentration der Edukte und somit in
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hochkonzentrierten Losungen stark favorisiert. Dies gilt vor allem fur Proteine, die
unter der Kontrolle starker Promotoren synthetisiert bzw. tberexprimiert werden und
daher als nicht- oder nur partiell gefaltete Polypeptidketten zunéchst in sehr hoher
Kopienzahl in der Zelle vorliegen [Price, 1994]. Zieht man den Enthalpie-Term AG =
AH-TAS aus thermodynamischen Uberlegungen mit in Betracht, wird eine Aggregation
nascierender Polypeptidketten aufgrund hydrophober Wechsel wirkungen mit steigender
Temperatur um so wahrscheinlicher. Aufgrund dieser Uberlegungen und aufgrund der
Anwesenheit des starken T7-Promotors in einigen Plasmidkonstrukten erschien die
Anzucht und Expression rekombinanter Acyl-CoA-Dehydrogenasen bei Temperaturen
unterhalb der physiologischen Temperatur as der am meisten geeignete und am
einfachsten zu manipulierende Parameter zur Erzielung maximaler Ausbeuten an
rekombinantem Protein.

46 Zur Rolle molekularer Chaperone

Bochkareva und Mitarbeiter [Bochkareva et al., 1988] konnten anhand des
Vorléuferproteins der periplasmati schen [3-Lactamase erstmals nachweisen, dal3in E.
coli fur exportierte bzw. sezernierte Proteine ene transiente Bindung molekul arer
Chaperone an die nascierende und entfaltete Polypeptidkette besteht. In gleicher Weise
konnte in der Folge fur eine Vielzahl von kompartimentierten Proteinen, ein
Chaperon—abhangiger oder zumindest —unterstitzter Trangport- bzw.

Transl okationsmechanismus mit anschlief3end abhéngiger Faltung zum nativen Protein
nachgewiesen werden. Insbesondere gilt dies auch fir den Import mitochondrialer Pro-
teine und deren anschlief3ende, ebenfalls Chaperon-unterstiitzte, Faltung zum nativen
Enzym [Neupert und Pfanner, 1993; Stuart et al., 1994; Martinus et al., 1995]. Als
cytosolisch synthetisiertes Protein, dessen Bestimmungs- und Wirkungsort in der
mitochondrialen Matrix liegt, scheint MCADh diesem Transl okations- und
Faltungsmechanismus durch molekulare Chaperone in der gleichen Welise zu gehorchen
[Saijo et al., 1994].

Neuere Ergebnisse zeigen, dal3 das Auftreten diverser Krankheiten mit einer
gestdrten Proteinfaltung in Zusammenhang gebracht werden kann [Thomas et al .,
1995]. Entscheidend hierbei ist nicht alein das Vorhandensein der oft als Ursache
geltenden Mutationen, Deletionen oder dhnlichen Defekten auf DNA/Proteinebene,
sondern einzig die Inkompetenz, den natiirlichen Faltungsweg einzuschlagen. Die
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vollstéandig assemblierten varianten Formen sind in ihrer Funktion und Struktur dabei
nicht zwingend verschieden vom Wildtyp, sondern sind im Idealfall von diesem inihrer
Aktivitét nicht unterscheidbar und unter physiologischen Bedingungen katalytisch
wirksam, wie beispielsweise das CFTR-Protein (Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) im Fall der cystischen Fibrose [Thomaset al., 1992; Denning et
al., 1992].

Eine Beteiligung durch dasE. coli -eigene Chaperon GroEL konnte im Rahmen
dieser Arbeit zumindest fur die mutante Form K*** - E -MCADh nachgewiesen werden
(Abb. 3-8 und Abb. 3-9). Hierbei wurde bei permissiven Wachstums- und
Expressionstemperaturen von 28° C der immunbiochemische Nachweis von GroEL in
verschiedenen Reinigungsstadien erbracht. Im Gegensatz zu der von Bross
beschriebenen Methodik, [Bross et al., 1993; Jensen et al., 1995] konnte hier jedoch
ganzlich auf die Co-Expression von plasmidcodiertem GroEL/GroES verzichtet werden.
Folgt man den Erklarungen, die eingangs zur Bildung von inclusion bodies gemacht
wurden, so |83 sich diese Beobachtung mit den zur Optimierung der Expression ge-
troffenen Parametern einfach erkléaren:

Auf die Bereitstellung von zusétzlichem GroEL/S kann bei Temperaturen unterhalb
von 37° C verzichtet werden, da die Expressionsrate humaner Acyl-CoA
Dehydrogenase geniigend langsam verlauft, um einerseits eine Anhaufung— und damit
Aggregation— des nascierenden Peptides zu verhindern, zum anderen wird die
Wahrscheinlichkeit der Isomerisierung, d.h. der Ausbildung distinkter
Sekundarstrukturen, erhéht. Die intrinsische Expressionsrate E. coli-eigenen GroELS
stellt bei den genannten Bedingungen im verwendeten Expressionssystem (E. coli TG,
pTrc-K** - E-MCADh; 28° C Inkubationstemperatur) gentigend Chaperone zur
Verfligung, um eine Mif3faltung mit eventuell anschlief3ender Aggregation weitgehend
zu verhindern. Dabei scheint die intrazellulére Konzentration verschiedener heat shock
Proteine durch die absolute Menge an entfaltetem Protein reguliert zu werden [Nilsson
& Anderson, 1991; Parsell & Sauer1989]. Die Optimumtemperatur von 28° C
unterdriickt zusétzlich die Aggregation aufgrund hydrophober Wechselwirkungen. Die
Untersuchungen von A. Nandy bezliglich der Konzentrationen des artifiziellen
Induktors IPTG und der somit kontrolliert |langsamen Expressionsraten untermauern
diese Hypothese [Nandy, A. 1996; Dissertation Konstanz].

Zweifellos scheint die Betelligung zellulérer Faktoren (Chaperone) bel der Faltung
der Acyl-CoA Dehydrogenasen eine wichtige Rolle zu spielen. Dies wurde von
verschiedenen Autoren mehrfach berichtet [Y okotaet al., 1992; Bross et al., 1993;
Brosset al., 1998; Saijo et al., 1994; Wynn et al., 1994; Jensen et al., 1995]. Unklar ist
jedoch noch, auf welche Weise diese in die Mechanismen, die zu einer korrekten
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Faltung fuhren eingreifen. So wurden verschiedene I nteraktionen mutanter Proteine mit
molekularen Chaperonen auch bei einer Reihe unterschiedlicher Krankheiten entdeckt.
Esist jedoch nicht geklért, ob diese Modifikationen die Konsequenz oder aber die
Ursache darstellen, die dazu fuhren, dal3 ein betreffendes Protein falsch gefaltet wird.
Aufgrund der vergleichbar hohen Aktivitéaten, sowie der absoluten Mengen von wt
und Mutante nach Aufschluld im Rohzellextrakt (Tabelle 3-1), erscheint es nicht
gerechtfertigt, der mutanten Form K** -~ E-MCADh eine gegentiber Proteasen |abilere
Konformation, oder der Tendenz zur Aggregation eine gréf3ere Bedeutung beizumessen.
Zusdétzliche Ergebnisse dieser Arbeit bezliglich Temperaturstabilitét, Proteaseresistenz
untermauern dies. Beiden entfalteten Formen des nascierenden Enzyms kann sehr
wahrscheinlich unabhangig von vermeintlich destabilisierenden Mutationen wie z.B.

K304- E die gleiche protektive Wirkung durch Chaperone und/oder andere zelluldre
Faktoren zugeschrieben werden. Dies wird insofern deutlich, als dal3 die Bindung der
Mehrzahl molekularer Chaperone nicht zwingend mit definierten Aminosauresequenzen
verknipft ist, sondern ungeachtet sequenzieller Préferenzen mit zahlreichen
Polypeptiden interagiert [Gething & Sambrook, 1992; Ellis, 1993]. Aus dem gleichen
Grund scheint daher auch die Effizienz, mit der beide Enzyme zum nativen, tetrameren
Enzym gefaltet und assembliert werden, identisch .

Aus Grunden die eine Klassifizierung als tsf-Mutante in Frage stellen, ist die Defi-
nition einer "Faltungsmutante” ebenso kritisch zu betrachten. So erfolgt die Bindung an
molekulare Chaperone nicht notwendigerweise per se, sondern ist an das
Vorhandensein distinkter Sekundéarstrukturen, d.h. an Strukturen mit Doméanencharakter
gebunden [Landry et al., 1992; Shinde und Inouye, 1993; Hartl et al., 1994]. Die
mutante Form K- E-MCADh muR also, um ins Mitochondrion translociert zu
werden, prinzipiell in der Weise eine faltungskompetente K onformation einnehmen
koénnen, um durch die Ausbildung doméanenhafter Strukturen die Bindung an
(cytosolisches) Hsp70 zu ermdglichen. Saijo und Mitarbeiter konnten zeigen, dal3
K3~ E-MCADh diesem vektoriellen Transport in die mitochondriale Matrix in der
gleichen Weise folgt, wie dies fir den Wildtyp beschrieben ist [Saijo et al., 1994].
Sowohl die Bindung des K** -+ E -Vorlauferproteins an Hsp70,,,.. als auch dessen
anschlief}ender Transfer auf Hsp60,,,. erfolgen mit der gleichen Effizienz wie flr das
Vorlauferprotein beschrieben. Markante Unterschiede ergeben sich jedoch hinsichtlich
der Verweildauer der Bindung an Hsp60,,;,. Wahrend die Dauer der Bindung des wit-
Enzyms mit wenigen Minuten angegeben wird, betragt diese fir die Mutante deutlich
langer. Obgleich der genaue Vorgang der Faltung nicht einfach im zellfreien System zu
untersuchen ist, scheint es a's sehr wahrscheinlich, dal3 Hsp60,,;, eher am Assembly als
an der Faltung des Polypeptides selbst beteiligt zu sein. Aufgrund der Tatsache, dal3 sich



Diskussion 101

die Dauer der Bindung beider Molekile an Hsp60,,, deutlich voneinander unterscheidet,
kann gefolgert werden, dal3 die Umorganisation der Mutante K*** - E durch Hsp60,,
einem anderen Mechanismus wie den fur den wt folgt bzw. mehrere Bindungszyklen an
mitochondriale Chaperone erfordert. Das Produkt der Bindung an mitochondriales
Hsp60 ist dabel in jedem Fall das vollstandig assemblierte, tetramere Protein. Inwiefern
sich hierbel strukturelle Unterschiede fir die nativen Molekile ergeben kann lediglich
aus den kinetischen Daten abgeleitet werden. Allein die Tatsache, daR K** -~ E-MCADh
eine léangere Verweildauer der Bindung an GroEL aufweist, 183t jedoch noch nicht den
Schluf3 auf eine andersgeartete Konformation zu. Der aleinige Nutzen der Bindung an
GroEL besteht letzten Endes nicht in der Beschleunigung der Faltung, sondern lediglich
in der Steigerung der Faltungseffizienz sowie des Ertrages an nativ gefaltetem Protein
[Martin & Hartl, 1994].

Die Effizienz der Faltung zum nativen Protein scheint also nicht in der Bindung an
mitochondriale Chaperone allein zu liegen, sondern wird offensichtlich bereits vorher
durch die Abfolge der aa-Sequenz determiniert, die sich in der Ausbildung
doménenhafter Strukturen manifestiert.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse mufd also geschlossen werden, dal3 nicht die
Faltung der Monomere an sich, sondern das Assembly der einzelnen Monomere zum
nativen Tetramer zumindest vom wt verschieden ist. Eine Hypothese, die sich aus
diesen Ergebnissen ableiten |43, weist demnach der K*** - E-MCADh-Mutation eher
den Status einer "Assembly-Mutante”, als den einer Faltungsmutante zu. Damit
bestétigt sich die Vermutung, dafi’ die L adungskonstellation an Position 304 und diein
unmittelbarer Nachbarschaft liegenden geladenen Seitengruppen einen gravierenden
Effekt auf das Assembly zum tertrameren Protein austiben. Méglicherweise liegt in
dieser verzogerten Tetramerisierung die Ursache der Detektion geringerer Mengen an
nativem K3 - E-MCADh-Protein.

4.6.1 Oligomerisierung versus Faltung

Saijo und Mitarbeiter [1994] konnten zeigen, daR furr wt— und K*** - E-MCADh der
Import in die mitochondriale Matrix auf dieselbe Art und Weise erfolgt. Einem
gerichteten Transport, der zunéchst tber die Bindung an mitochondriales Hsp70 erfolgt,
folgt die weitere Bindung der nicht-assemblierten Untereinheiten an mitochondriales
Hsp60. Dabel scheint es bei der Bindung an Hsp70 . zwischen beiden Proteinen keine

mit
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Unterschiede zu geben. Ebenso sind die Produkte der daraus resultierenden Interaktion
nicht messbar voneinander verschieden. Fir beide Enzyme konnte hierbel ein mit der
monomeren Form korrellierendes Mol ekulargewicht zugeordnet werden. Aufgrund der
Tatsache, dal3 in den dort durchgefiihrten Gelfiltrationsexpeimenten jeweils identische
Mw’s festgestel It wurden, muf3 davon ausgegangen werden, dal? beide Formen jeweils
das nativ gefaltete Monomer reprasentieren.

Weiterhin scheint auch die sich anschlieRende Ubertragung auf Hsp60, ., fuir beide
Enzyme identisch abzulaufen. Allerdings schlief}t sich fur K*** - E-MCADh eine sehr
viel langere Verweildauer an Hsp60,;, an, die ebenfalls mit dem Entlassen des
tetrameren Enzyms abschlief3t. Ob hierbei lediglich mehrere Bindungszyklen an
Hsp60,,, oder aber ein separater Faltungsmechanismus zugrunde liegen, kann nicht mit
Sicherheit geschlossen werden.Da fir den ersten Schritt — der Bindung der
Vorlauferproteine an Hsp 70 — offensichtlich fir beide Enzyme die gleiche zeitliche
Kinetik gilt, liegt somit der Schlufl? nahe, dal?3 Faltung und Assembly flr beide Formen
voneinander zu trennen sind. Der wesentliche Unterschied auf dem Weg zum Erreichen
einer nativen Konformation liegt somit moglicherweise in der zeitlichen Sequenz aller
notwendigen Schritte zum Assembly. Eine mogliche Ursache dafir konnte
beispielsweise in einer Umorganisation bestimmter H-H-Briicken gesehen werden.
Schliefdlich ergaben sich fir den Umsatz und die Bindung bzw. die katalytische
Effizienz unterschiedlich langer Substrate markante Differenzen im Vergleich zum wt.
Dasich die Lokalisation der Acyl-CoA Reste bel Bindung an das Enzym tellweise auf
die Kontaktstellen zwischen zwei Dimeren-Paaren ausdehnt, ist eine modifizierte Form

einer Substratbindetasche prinzipiell denkbar.

4.7 Oligomeriserung - Faltung - Konfor mation

V erschiedene Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dal3 das
EinfUhren einer Punktmutation an Aminosaureposition 304 der humanen MCAD
vermutlich weniger drastische Effekte/Folgen mit sich bringt, als bisher vermutet.

Wie aus den Ergebnissen der Titrationskurvenanalyse interpretiert werden kann,
scheinen die nativen Konformationen sowohl des wt-MCADh Tetramers, als auch des
K- E-MCADh Tetramers nicht meRbar voneinander verschieden zu sein. Aufgrund
des Unvermdgens, die in "subunit-contacts' involvierten Aminosauren zu titrieren, kann
hieraus geschlossen werden, dal? beide Enzyme durch korrekte Oligomerisierung der
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einzelnen Untereinheiten zum Tetramer assembliert sind. Fur diese Annahme spricht
der fur die jeweiligen Untereinheiten von wt- und K** -~ E-MCADh identische
Kurvenverlauf entlang der Iso-pH Linien. Demgegeniber ergdbe sich fur die vollsténdig
entfalteten Untereinheiten ein deutlich voneinander verschiedener isoelektrischer Punkt,
welcher sich durch eine Parallelverschiebung beider Kurven fir die denaturierten
Untereinheiten in der Titrationskurvenanalyse bemerkbar machen wirde [Righetti et al.,
1976]. Dieser betrégt nach theoretischer Berechnung [GeneWorks Version 2.4 "Protein
and DNA Analysis' Software Programm) fir die Untereinheit des mutanten K3 - E-
MCADNh Proteins 6,04 , wahrend fur die Wildtyp-Form ein Wert von 7,04 berechnet
wird (jeweilsinclusive der N-terminalen Met-Reste; eventuelle posttrans ationale

M odifikationen sind hierbei ausgeschlossen). Ahnliche Werte konnten fiir die
vollstéandig denaturierten monomeren Formen humaner MCADh nach Expressionin E.
coli von Bross und Mitarbeitern experimentell bestatigt werden [Bross et al., 1994].
Aus der Uberlegung experimenteller Daten heraus kann gefol gert werden, dal3 zwei
Proteine mit sehr ahnlichen isoel ektrischen Punkten, beziehungsweise
elektrophoretischen Mobilitéen nur sehr schwierig respektive gar nicht zu trennen sind.
Andererseitsist esfir zwei voneinander verschiedene Proteine, selbst wenn deren
Sequenzen einander dhnlich sind, unmoglich, exakt gleiche Titrationskurven
aufzuweisen.

Aus den Titrationskurven von wt- und K3* - E-MCADNh, welche bei Uberlappung
absolut deckungsgleich sind, mul3 zwangslaufig auf das VVorhandensein der gleichen
Konformation geschlossen werden. Abweichend zum Kurvenverlauf der vollstandig
assemblierten Tetramere waren ansonsten zwei deutlich voneinander abgesetzte, jedoch
parallele Kurvenverlaufe zu beobachten, welche aus einem zweifachen Ladungswechsel
resultierten. Selbstverstandlich kann sich diese Aussage lediglich auf dieim nativen
Zustand vorliegenden Tetramere und nicht auf die Mechanismen, die zu deren Bildung
fuhren, beziehen.
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4.8 Bedeutung der €-NH, Gruppedes Lys**. Spielt NH,

eine Rollebzw. kann der Effekt des 304-Phanotyps
durch Ersatz mit einer anderen aa mit einer
Desaminierung gleichgesetzt werden?

Bross und Mitarbeiter konnten durch die Konstruktion der Doppel mutante E3°- K /
K3 E zeigen, daR mit der Wiederherstellung der Ladungskonstellation in
unmittelbarer Nachbarschaft der Aminosaureposition 304, eine Suppression der
phanotypischen Auswirkungen der K- E-MCADh -Mutation nicht zwingend
verbunden ist [Bross et al., 1995]. Entgegen den Erwartungen, durch Angleichung der
Nettoladungsverhdtnisse eine der Wildtyp-Situation vergleichbare Umgebung zu
schaffen, erschien sowohl die Faltung als auch das Assembly zum tetrameren Enzym
nicht positiv beeinflulRbar zu sein. Der Austausch beider Aminosduren scheint die
reduzierte Kompetenz zu einer korrekten Faltung und Oligomerisierung eher zu
verstarken. Aufgrund dieser Ergebnisse kann geschlossen werden, dal3 die simple
Erhaltung der Nettoladung, nicht zwingend einen positiven Einflufd auf den Erhalt der
Faltungskompetenz innerhalb der K*** - E-MCADh -Mutante besitzt. Viel bedeutender
erscheint dadurch die Ausbildung der Salzbrticke zwischen den aa GIU*® und Arg®®
deren Formierung sich direkt auf das Assembly der Monomeren auswirkt wéhrend die
I nteraktion zwischen den aa GIu*™ und Arg®*® von untergeordneter Bedeutung zu sein

scheint.

Abbildung 4-3 Ladungsverteilung
innerhalb der HelicesH und | der
humanen Acyl-CoA Dehydrogenase
in unmittelbarer Nachbarschaft von
K3,

Die zu K** benachbarten, negativ
/ <204 geladenen Seitenketten Asp 300,

. GIn 342 und Asp 346 sind

Helix entsprechend farblich abgesetzt.
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Ebensowenig scheint die Einfuihrung der Doppel mutation K*** - E/D*® - K die
L adungseffekte ganzlich zu kompensieren. Obwohl im Vergleich zur K3 - E-Mutation
offensichtlich grof3ere Mengen in den entsprechenden Extrakten messbar sind, besteht
auch hier eine starke Abhangigkeit von der Anwesenheit molekularer Chaperone.
Y okota und Mitarbeiter [1992b] konnten zeigen, dal3 unabhéngig von der Ladung an aa-
Position 304 zumindest die Vorlauferproteine korrekt in das Mitochondrium importiert
und dort zum nativen Monomer gefaltet werden. Sowohl die Faltung zum nativen
Monomer, als auch das anschlief3ende Assembly zum tetrameren Protein scheinen durch
den Erhalt einer positiven Ladung unbeeinflusst zu sein. Durch Einbau eines Arg-Restes
anstelle eines Lys in Position 304 ist durch den Erhalt einer positiven Ladung an der aa-
Position 304 eine der wt-Situation vergleichbare Umgebung geschaffen. Damit ist nicht
der Erhalt der Nettoladung in unmittelbarer Nachbarschaft von aa 304, sondern explizit
das Vorhandensein einer positiven Ladung an aa-Position 304 essentiell. Versuche von
Bross und Mitarbeitern [1995] unterstiitzen diese Hypothese durch Studien mit
ungel adenen aa an Position 304, deren Phanotyp mit dem der K3** - E-Mutation
durchaus vergleichbar ist.

Um die Einfluf3e der Ladung auf das native, tetramere Enzym zu testen und um
vermeintliche Instabilitéten zu bestétigen bote sich in Bezug auf das obengenannte
folgender Versuch an:

Unter allen, bei physiologischen pH-Werten geladenen Aminosauren, stellt die Imi-
dazoliumseitengruppe des His mit einem pK-Wert von ca. 6,0 die einzige ionisierbare
Aminosdure innerhab physiologisch relevanter pH-Intervalle dar. Das bedeutet, dal? bei
einem entsprechenden pH von 6,0 die Immidazoliumgruppe nur zu ca. 50% in positiv
geladener Form vorliegt. Eine Verschiebung des pH-Wertes in den basischen Bereich
hat damit zur Folge, dal3 sich die Ladung des His von positiv nach neutral verschiebt.
Dadurch ergabe sich, bei Einbau eines His anstelle von Lys, eine sehr einfache
Maoglichkeit, in Abhangigkeit des pH-Wertes die Stabilitét des entsprechenden Proteins
Zu in vitro modulieren.
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49 Ausblick

Trotz erfolgreicher Reinigung verschiedener menschlicher Acyl-CoA
Dehydrogenasen aus E. coli stellt sich die Frage, inwiefern das vorgeschlagene Schema
modifiziert bzw. verbessert werden kann. Da eine Reduktion auf weniger
chromatographische Schritte nicht ohne weiteres moglich erscheint, sind verschiedene
Ansatzmoglichkeiten beispielsweise in der Art und Weise der Klonierung zu sehen. Ein
gangiges Konzept konnte die Klonierung der entsprechenden Gene in Form
verschiedener Fusionsproteine vorsehen, die, nach geeigneter Behandlung mit
spezifischen Proteasen, die Freisetzung des (nativen) Proteins erlauben. Eine
Beibehaltung von lediglich zwei chromatographischen Schritten ware hierbei durchaus
denkbar.

Eine weitere Mdglichkeit zur Vermeidung mehrerer Entsal zungsschritte bietet die
einfache Verdinnung der Probe auf Leitféahigkeitswerte, die dem Startpuffer des jeweils
néchsten chromatographischen Schrittes entsprechen. In Anbetracht der ansonsten
robusten Reinigungsprozedur scheint dies die einfachste Mdglichkeit, eventuelle
Verluste durch Umpufferungsschritte zu kompensieren. Denkbar ist auch der
umgekehrte Fall, durch Zugabe von AS einen chromatographischen Reinigungsschritt
mittels hydrophober Interaktionschromatographie einzuschieben um dadurch den
ohnehin hohen Salzgehalt nach fraktionierter Prézipitation durch einen absteigenden
AS-Gradienten zu minimieren. Bei geeigneter Wahl der Pufferzusammensetzung sowie
des Trégermaterials kann die Elution des Zielproteins im gunstigsten Falle nahezu
salzfrei erfolgen, d.h. die drastischen Aktivitéatseinbuf3en durch Entsalzung nach AS-
Prézipitation waren damit hinféllig.

Alsletzte Moglichkeit kann die Verwendung der sog. Expanded bed adsorption in
Betracht gezogen werden. Diese Technik nutzt die unterschiedliche Dichte einzelner
Chromatographie Beads, um das Gelbett (bel Auftragung in der Gegenrichtung;
Chromatographie "von unten nach oben") zu expandieren und dadurch extreme
Zwischenrédume zwischen den einzelnen Beads zu generieren. Der Vorteil dieser
Technik besteht zum einen in der Verwendung extrem hoher FluRRraten, zum anderen
kann der ungeklarte Rohzellextrakt ohne weitere Vorbereitung direkt appliziert werden.
Hinsichtlich der grof3en VVolumina und der dadurch entstehenden langen
Chromatographiezeiten ware sowohl eine Verkirzung als auch eine Effizienzsteigerung
der gesamten Prozedur durchaus denkbar. Mdglicherweise kann hierbel sogar auf eine
fraktionierte Prézipitation verzichtet werden.
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5 Zusammenfassung

Ausgangspunkt und Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer effizienten und
Okonomischen Isolationsmethode rekombinant hergestellter, nativer und mutanter Formen der
humanen Acyl-CoA Dehydrogenase mit unterschiedlichen Kettenléngenspezifitdten. Das
besondere Interesse galt dabei der Charakterisierung der am haufigsten anzutreffenden
Mutation der mittel kettenspezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase K34 E-MCADN, die
hauptséchlich im Zusammenhang mit dem "pl6tzlichen Kindstod" (SIDS) steht.

Bedingt durch die Einfuhrung der aa Glu anstelle des natirlich vorkommenden Lys-
Restes, ergibt sich fir das mutante Enzym ein Ladungswechsel von positiv zu negativ, der
vermutlich mit einer Destabilisierung des Enzyms einhergeht. Frihere Versuche zur
Charakterisierung des Enzyms scheiterten daher aufgrund des Unvermogens, K3%*- E-
MCADh in ausreichender Menge in nativer Form zu isolieren. Ein haufig auftretendes
Phanomen, welches unabhangig vom verwendeten Organismus stets beobachtet werden
konnte, war einerseits das Vorliegen des Enzyms in Form inaktiver Aggregate, andererseits
das vollige Fehlen des Proteins aufgrund vorzeitiger Degradation bzw. Instabilitét.

Durch die Etablierung eines Verfahrens, das auf der Detektion und Quantifizierung durch
monospezifische Antikorper basierte, konnte unabhéngig von der enzymatischen Aktivitét der
Nachweis, sowie eine Konzentrationsbestimmung rekombinanter MCADhO im Rohzellextrakt
erbracht werden. Es konnte gezeigt werden, dad wt— und K3**- E-MCADh durchausin
vergleichbaren Mengen in der Zelle vorliegen kdnnen, sich aber hinsichtlich ihrer Aktivitéten
und maglicherweise auch in ihren Konformationen unterscheiden. Damit konnte die
ansonsten ausschliefdlich spektralphotometrisch erfolgende K onzentrationsbestimmung
umgangen, und eine naherungsweise Quantifizierung der entsprechenden Proteine
beispielsweise im Rohzellextrakt durchgefihrt werden.

Ein wesentlicher Beitrag, der zu einer gesteigerten Expression der rekombinanten Enzyme
im verwendeten Zellsystem flhrte, bestand in den von A. Nandy durchgefihrten
Klonierungs— und Expressionsstudien. Mit Hilfe verbesserter Expressionsvektoren gelang es
schliefdlich, wt—und K3~ E-MCADh bei geeigneten Anzuchtbedingungen in einem fuir
weitere Experimente ausreichenden Mal3stab zu exprimieren. Der mal3gebliche Anteil dieser
Arbeit an der Charakterisierung humaner wt—und K3**» E-MCADh bestand in der
Etablierung eines optimierten Reinigungsprotokolles zur Darstellung der nativen Enzyme.
Eine Standardmethode, die im Idealfall mit zwei bis maximal drel séulenchromatographischen
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Schritten auskam, konnte schliefdlich fur die I solation verschiedener Acyl-CoA
Dehydrogenasen erarbeitet werden. Hierbei gelang es erstmals, die mutante Form K34~ E-
MCADh als reines Enzym darszustellen und eingehend biochemisch zu charakterisieren.
Ebenso konnte die humane langkettenspezifische Acyl-CoA Dehydrogenase (LCAD) as
rekombinant exprimiertes Enzym isoliert und charakterisiert werden. Im Verlauf der Isolation
der K3~ E-MCADh konnte zumindest eine transiente Bindung der mutanten Form an
molekulare Chaperone nachgewiesen werden. Durch den spezifischen Nachweis mit anti-
GroEL und anti-M CADhO-Antikorpern konnte somit ein betréachtlicher Anteil des
rekombinanten Proteinsin Form hochmolekularer Aggregate bzw. Proteinkomplexe detektiert
werden. Zweifellos dient dies als wichtiger Hinweis einer Chaperon-abhéngigen, oder
zumindest unterstitzten Faltung auf dem Weg zum nativen Protein.

Entgegen frilherer Arbeiten konnte furr K34~ E-MCADh in kinetischen Untersuchungen
eine dem wt nahezu vergleichbare katalytische Aktivitdt mit dem artifiziellen
Elektronenakzeptor Ferriceniumhexafluorophosphat zugeordnet werden. Hierbei ergaben sich
jedoch hinsichtlich der Effizienz des Umsatzes sowie der Préferenz zum Umsatz
unterschiedlich langer Acyl-Substrate markante Unterschiede. K*** -+ E-MCADh zeigte die
grofte Effizienz in der Oxidation von C,,-Substraten im Gegensatz zum wt mit C,-Substraten.
Ein weiterer Hinweis, der auf ein modifiziertes Bindungsverhalten schlief3en lief3, ergab sich
aus Bleichungsexperimenten mit Substraten unterschiedlicher Kettenldnge. Dabei wurden die
in den kinetischen Experimenten ermittelten Daten beztiglich der Substratpréferenzen
bestétigt. Wahrend sich mit dem artifiziellen Elektronenakzeptor FcPf, kinetisch dhnliche
Daten im Vergleich zum wt ergaben, zeigten Ergebnisse mit dem natirlichen Akzeptor ETF
deutliche Unterschiede. Es konnte letzten Endes nicht geklart werden, wodurch diese
Differenzen hervorgerufen werden. Wahrscheinlich ist jedoch, dal? zwar trotz Austausch der
aa Lys gegen Glu ein Assembly zum nativen Protein moglich ist, eine insgesamt aber
modifizierte Konformation im Vergleich zum wt vorliegt. Moglicherwei se fuhrt diese
Modifikation dazu, dal3 der natiirliche Akzeptor ETF in seiner Bindung an das Enzym gestort
oder sterisch gehindert wird.

In Analogie zur mittelketten-spezifischen Acyl-CoA Dehydrogenase wurde die humane
langketten-spezifische Acyl-CoA Dehydrogenase isoliert. LCADh wurde als tetrameres
Enzym mit einem MW von 199,5 kD isoliert. Es gelang erstmals, anhand rekombinant
hergestellter humaner LCAD, katalytische und substratspezifische Untersuchungen
durchzuftihren und in direkten Vergleich mit dem mittelketten-spezifischen Enzym zu stellen.
Infolge dieser Untersuchungen konnte eine Rontgenstrukturanalyse der wt-LCADh
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durchgefihrt werden [Kim et al., 1994], die mit der Aufklérung katalytisch relevanter aa-Reste
abgeschlossen wurde [Djordjevic et al., 1994].
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