Aus dem Institut fir Physiologische Chemie
der Philipps-Universitat Marburg
Geschaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. A. Hasilik

Auf der Suche nach der nierenspezifischen

Funktion der Aminoacylase |

Rekombinante Expression, subzellulare Lokalisation, Substrat-

Analytik und Identifizierung konservierter Reste

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades der Humanbiologie

(Dr. rer. physiol.)
dem Fachbereich Humanmedizin

der Philipps-Universitat Marburg

vorgelegt von
Holger Lindner

aus Marburg

Marburg 1999



Angenommen vom Fachbereich Humanmedizin

der Philipps-Universitat Marburg am 23.12.1999

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereich
Dekan: Prof. Dr. H.F. Kern
Referent: Prof. Dr. K.-H. R6hm

Koreferent: HD Dr. E. Maser



Inhalt

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Die Acylasefamilie (Peptidase-Familie M20A /M20B)

1.1.1 Die Mitglieder der Acylasefamilie

1111
1.1.1.2
1.1.13
1114
1.1.15
1.1.16
1.1.1.7

Die Aminoacylase 1

Die vacuolare Carboxypeptidase S

Die Peptidase V

Die Carboxypeptidase G2

Die Peptidase T

DieN-Acetylornithinase

Die Succinyl-Diaminopimelat-Desuccinylase

1.2 Struktur und enzymatische Aktivitat der Acylasen

1.2.1 Metallbindung

1.2.2 Chemische Modifizierung reaktiver Reste

1221

pkAcyl

1.2.2.2 Pseudomona€PG2
1.2.3 PWW-Motive und Domanenstruktur der Acylase 1
1.2.4 Die Katalyse

1241
1.2.4.2
1.2.43
1.2.4.4

Nachweis von Acylasel-Aktivitat
Hemmstoffe der pkAcyl

Der Katalysemechanismus

Das Reaktionsgleichgewicht

1.3 Spezies-, Gewebe- und Genlokalisation der Acylase 1

1.3.1 Speziesunterschiede und Gewebeverteilung

1.3.2 Zelluldre Lokalisation

1.3.3 Genlokalisation

1.4 Funktionen der Acylase 1

1.4.1 Die allgemeine Funktion

1.4.2 Die nierenspezifische Giftung vBisubstituierten
N-Acetyl-L-cysteinkonjugaten (Mercaptursauren)

1.4.3 Auf der Suche nach der nierenspezifische Funktion
der Acylase

1.4.3.1 Aminoséaure-'Salvage’

10
11
12

13

13
14

15
17

18
19

19

20
20
21

22

22
23
24

25
25

27

28
29



Inhalt

1.43.2

Hippursauresynthese

1.5 Zielsetzung

2 Material

2.1 Gerate und Software

2.2 Verbrauchsmaterialien

2.3 Chemikalien

2.4 Kits

2.5 Viren, Plasmide und Oligonukleotide

2.6 Zellen und Gewebe

2.7 Puffer

2.8 Nahrmedien

3 Methoden

3.1 Enzymexpression der Acylase 1 mit dem Baculovirus-
Expressions-Vektor-System (BEVS)

3.1.1 Das Baculovirus-Expressions-Vektor-System (BEVS)
im Uberblick

3.1.1.1
3.1.1.2

Der Lebenszyklus des Baculovirus
Das Expressions-System

3.1.2 Molekularbiologie

3.1.2.1
3.1.2.2
3.1.2.3
3.1.2.4
3.1.2.5
3.1.2.6
3.1.2.7

Kultivierung vor. col-Stammen

Herstellung und Transformation kompetenter Zellen
Plasmid-DNA-Praparation und dsDNA-Bestimmung
Agarose-Horizontal-Gelelektrophorese
Aufbereitung von Oligonukleotiden

DNA-Fallung

Ortsspezifische Mutagenese

3.1.3 Insektenzellkultur

3.1.3.1
3.1.3.2
3.1.3.3
3.1.34
3.1.3.5

Kultivierung von SF21-Zellen
Co-Transfektion

Plaquetest

Virusvermehrung
Expressionskultur

29
30

31

31
32
32
34

34

35
35
36

37

37

37

37
38

40

40
40
41
41
42
42
42

43

43
44
44
46
46



Inhalt

3.1.4 Proteinchemie

3.1.4.1 Proteinbestimmung

3.1.4.2 Bestimmung der Acylase 1-Aktivitat mit dem
TNBS-Test

3.1.4.3 Enzymreinigung von hkAcyl und pkAcyl aus
SF21-Zellen

3.1.4.4 SDS-PAGE-Vertikal-Gelelektrophorese
3.2 Zellfraktionierung

3.2.1 Mikrosomenpréparation aus Schweinenieren-Rinde
3.2.2 Enzymsolubilisierung

3.2.3 Dichtegradienten-Zentrifugation

3.2.4 Bestimmung von Markerenzymaktivitaten

3.2.4.1 Laktat-Dehydrogenase (LDH)
3.2.4.2 Alkalische Phosphatase
3.2.4.3 a-Galactosidase

3.2.4.4 Fumarase

3.3 Saugerzellkultur

3.3.1 Die allgemeinen Eigenschaften der LLCZkllen
3.3.2 Kulturbedingungen

3.3.2.1 Passagieren
3.3.2.2 Kryo-Konservierung
3.3.2.3 Auftauen von kryo-konservierten Zellen

3.3.3 Zell-Viabilitat

3.3.3.1 MTT-Test, modifiziert nach Merteeisal. (1995)
3.3.3.2 Zelluléare Proteinmasse

3.3.4 Zytoplasma-Extrakte fur die Enzymbestimmung
3.3.5 N-Acetylaminoséure-Transport-Studien

3.3.5.1 Inkubation mit dem Substrat

3.3.5.2 Extrakte fur die PITC- und ADAM-HPLC-Analyse
3.3.5.3 Bestimmung des zellularen Gesamtproteins
3.3.5.4 Hemmung des Transports

3.4 HPLC-Analytik
3.4.1 Aminosaureanalyse mit der PITC-HPLC-Methode

3.4.2 N-Acetylaminoséureanalyse mit der 9-Anthryldiazomethan
(ADAM)-HPLC-Methode

47
47

a7

48
48

50

50
50
51
51

51

52
52
52

52

52
53

53
54
54

54

54
55

55
56

56

56
56

57

57
58

59



Inhalt

3.5 Multiple Sequenz-Alignments

4 Ergebnisse

4.1 Expression der Wildtyp-hkAcyl und zweier Mutanten
mit dem BEVS

4.1.1 Ortsspezifische Mutagenese der PWW-Motive
4.1.2 Enzymexpression

4.1.3 Enzymreinigung

4.2 Charakterisierung der rekombinanten Enzyme

4.2.1 Kinetische Eigenschaften

4.2.1.1 Kinetiken der hkAcyl und pkAcyl mitFormylmethionin
(NFM) undN-Acetylmethionin (NAM)

4.2.1.2 Kinetik der PWW2-Mutante nmikAcetylmethionin (NAM)
4.2.2 Acyl-Hydrolyse von NAM in Gegenwart von Dithiothreitol (DTT)

4.3 Subzellulare Verteilung der Acyl in der Schweinenierenrinde

4.3.1 Mikrosomenpréaparation

4.3.2 Solubilisierung von Laktatdehydrogenase (LDH)- und Acyl-
Aktivitat aus der mikrosomalen Fraktion mit nichtionischen
Detergenzien

4.3.3 Saccharose-Dichtgradienten-Zentrifugationl

4.4 Acylase 1-Aktivitat in LLC-PK1-Zellen

4.4.1 Enzymanreicherung aus Kulturzellen und Identitat mit der pkAcyl

4.5 Viabilitdt von LLC-PK i-Zellen in serumfreien, modifizierten Medien
4.5.1 Acylaseaktivitat in fetalem Kalberserum (FCS)

4.5.2 Verwertung voh-Acetylmethionin (NAM) und
NAcetylleucin (NAL)

4.5.3 Verwertung voh-Acetylmethionin (NAM) in Gegenwart von
Dithiothreitol (DTT)

4.6 Acylaseaktivitat in Extrakten von LLC-PKi-Zellen

4.6.1 Einfluss essenzieller Mediumkomponenten auf die spezifische
Aktivitat unter serumfreien Bedingungen

4.6.2 Einfluss von fetalem Kélberserum (FCS), Insulin und Albumin
auf die spezifische Acyl-Aktivitat

62

63

63

63
63
64

65
65

66
67
68

69
69

70
71

73
74

75
76

76

78

80

80

81



Inhalt

4.7 Analyse vorN-Acetylaminosauren mit der 9-Anthryl-
diazomethan-HPLC-Methode

4.7.1 N-Acetylaminosauren im Blutplasma
4.7.2 N-Acetylaminosaure-Transport-Studien an LLC,P&ellen

4.7.2.1 Aminosaure-Analyse von Zellextrakten und
Inkubationslésungen

4.7.2.2 Optimierung der Versuchsbedingungen fir die
ADAM-HPLC-Analytik

4.7.2.3 Transport-Kinetik
4.7.2.4 Hemmung des Transports

4.8 Multiple Sequenz-Alignments

5 Diskussion

5.1 Rekombinante Expression der Saugeracylasen mit dem BEVS

5.1.1 Enzymreinigung

5.1.2 Haben die PWW-Motive der Sdugeracylasen
strukturgebende Funktion?

5.1.3 Die PWW., PWR-Mutation im PWW1-Motiv der
Acylase 1 in einer Tumorzelllinie

5.2 Bindet die Acyl spezifisch an Membranen?

5.3 SindN-Acetylaminoséuren aus dem intrazellularen

Proteinabbau die bevorzugten Substrate der Nierenacylase?

5.4 N-Formylmethionin (NFM) als Acylasesubstrat

5.5 Spielt die Nierenacylase eine Rolle bei der Hippursauresynthese?

5.6 Die Acylase 1 ist nicht die einzige Nierenacylase

5.7 LLC-PK;-Zellen als Modell fir das Nierentubulusepithel
5.7.1 Exprimieren LLC-PkZellen funktionelle Acylase 1?
5.7.2 st die pkAcyl-Aktivitat in LLC-PikZellen reguliert?

5.8 Die 9-Anthryldiazomethan (ADAM)-HPLC-Methode
zur Analyse vorN- Acetylaminosauren

5.8.1 Lassen sich mit der ADAM-HPLC-Methode
N-Acetylaminosauren in humanem Blutplasma nachweisen?

5.8.2 Eignet sich die ADAM-HPLC-Methode zur Analyse eines
Transports val-Acetylaminoséuren in LLC-PKZellen?

83

83
85

85

85
86
87

88

94

94
94

94

98
99

101
103

106

109
111

111
115

119

121

123



Inhalt

5.9 N-Acetylaminosaure-Transport in LLC-PK ;-Zellen 124

5.10 Multiple Alignments der Acylasefamilie 128

5.11 Perspektiven 130
6 Zusammenfassung 132
7 Literaturverzeichnis 134
8 Abkirzungen 163

Vi



Einleitung

1 Einleitung

Seit Otto Schmiedeberg 1881 die Aminoacylase | (Acylase 1) erstmals in wassrigen
Extrakten der Schweineniere nachwies, blieb es immer ein Ratsel, warum gerade dieses
Organ eine so reiche Quelle dieses Enzyms darstellt. Mengenmalf3ig gehort die Acylase 1
zu den weitaus prominentesten Enzymen in der Niere, ohne dass bis heute der Zweck
dieser Gewebeverteilung bekannt ist.

Inzwischen ist klar, dass die Acylase 1 der Saduger neben einer Reihe von weiteren eu-
und prokaryotischen Acylasen, aber auch Di- und Tripeptidasen, zu einer stetig
wachsenden Enzymfamilie gehért. Da sie mit ihren Verwandten funktionelle und
strukturelle Merkmale gemeinsam hat, wird zunachst eine Ubersicht dieser Familie

gegeben.

1.1 Die Acylasefamilie (Peptidase-Familie M20A /M20B)

Manchmal sind Zwischenprodukte des Intermediarstoffwechsels duwibylierung
stabilisiert, um unerwtinschte Nebenreaktionen zu verhindern. Wéahrend der Arginin-
Biosynthese einiger Bakterien zum Beispiel verhindert auf diese Weisa\-die
Acetylgruppe im Ornithin-Vorlaufermolekil N-Acetylglutamatsemialdehyd eine
Zyklisierung vor der Transaminierung der freien Aldehydgruppe (s. Abb. 1-1 a). Aus
dem gleichen Grund wird bei der Diaminopimelat (DAP)-Synthese uber den
Succinylasepathway (s. 1.1.1.7) deAminogruppe des azyklischen Tetrahydro-
dipicolinats succinyliert. Die freie Ketogruppe steht nun zur Transaminierung und damit
Bildung von N-Succinyl-L,L-diaminopimelat (SDAP) zur Verfigung (Abb. 1-1 b,
Kindler und Gilvarg, 1960; Scapin und Blanchard, 1998). DAP ist zudem ein
Zwischenprodukt der bakteriellen Lysin-Biosynthese.

Weiterhin sind 50-80% aller zytosolischen und Kernproteine der eukaryotischen Zelle
N-terminal acetyliert (Driessegt al, 1985; Bradshawet al, 1998). Beim Abbau dieser
Proteine werden die durch die Acetylgrupggg¢erminal blockierten Aminoséauren frei
(Kobayashi und Smith, 1987; Rapletlal, 1993). Fur den weiteren Metabolismus der
acylierten Intermediate des bakteriellen Aminosdure-Anabolismus und des
eukaryotischen Proteinabbaus mussen diese wieder deacyliert wéideatylornithin

wird durch dieN-Acetylornithinase (NAO) und SDAP durch die SDAP-Desuccinylase
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hydrolysiert (s. Abb. 1-1 a und b, Boyen al, 1992). In der Séugerzelle spaltet die
Acylase 1 (Acyl)N°-blockierte Aminosauren in die freie Aminosaure und die
Acetatgruppe (s. Abb. 1 c, Greenstein und Winitz, 1961; Bruns und Schulze, 1962;
Loffler et al, 1986; Gade und Brown, 1981; Pittelkat al, 1998; Giardineet al,

1997).

a coo® coo® coo®
[ Glutamat 2-Oxoglutarat | H,O AcP e |
AC=NH-C—H Ac—NH-C—H H;N—C—H
(CH,), > (CHy)s - > (CHy)3
C Acetylornithin-Aminotransferase IllH Acetylornithinase NH
27N 3 3
(0] H @ @
/MAcetylglutamat- /MAcetylornithin Ornithin
semialdehyd
b o0 o c00° . coo®
Glutamat 2-Oxoglutarat I H,O SuccO ® |
Succ—NH—(ll—H \/49 Succ-NH-C—H  ° H,N—C—H
NN .
((l:Hz)s > (CHy); (CH)s
C Succinyldiamino- ® é Desuccinylase ® é
_ .
0% coo Aminotransferase HN “H™~coo® HN ~HN COOe
/Succinyl-2-amino- M-Succinyl- o
6-ketopimelat diaminopimelat Diaminopimelat
© |
HN 0
N7
c coo® co0®
| H,O Peptid | H,O AcO© o |
AC—NH-?—H \\ /4 Ac—NH—C—H H;N—C—H
| _ |
CH, CH, > CH,
| Acylpeptid-Hydrolase | Aminoacylase |
R R R
A-Acylpeptid N-Acylaminosaure Aminoséure

Abb. 1-1 Metabolische Rolle von Acylasesubstraten. d@jransaminierung und Deacetylierung der
Ornithinvorlaufer N-Acetylglutamatsemialdehyd untl-Acetylornithin. b) Transaminierung und
Desuccinylierung der L,L-Diaminopimelatvorlaufé-Succinyl-L-2-amino-6-ketopimelat undl-
Succinyl-L,L-diaminopimelat.c) Freisetzung dem-terminalen Aminoséure aubl-acetylierten
Peptiden.

Uber diese funktionelle Analogie hinaus ordneten Bowgnal. der NAO und
Desuccinylase auk. coli sowie der Carboxypeptidase G2 (CPG2) Rgsudomonas

nach einem Sequenzvergeich eine evolutiondre Verwandschft zu (Bowkn1992).
Inzwischen werden insgesamt 36 Proteinsequenzen zur Acylasefamilie gezahlt, die als
Metallopeptidasefamilie M20 kategorisiert wurde (Rawlings und Barret, 1995). Neben

den oben genannten Enzymen gehoéren dazu die Acyl der Saugetiere, die
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D. discoideum und A. fulgidueNAO sowie eine ‘Putative NAQO’ auS. pombgeine

Reihe von bakteriellen Desuccinylasen und Aminotripeptidasert,.dielbruecks, L.

lactis- undL. helveticusCarnosinase (PepV), d& cerevisia€gsarboxypeptidase S, eine
‘Putative Deacetylase’ aus. coli, ein ‘Dipeptidase Homolog’ aubl. hominis das
U1756G-Protein audl. leprae das ‘Hypothetical Protein MJ0457’ atk Janaschii

das ‘455 AA long Hypothetical Protein’ und das ‘354 AA long Hypothetical Protein’
ausP. horikoshi

Die strukturellen und funktionellen Eigenschaften dieser Enzyme sind bisher kaum
verstanden. Lediglich die Acyl und die CPG2 sind im Detail untersucht worden. Die
Saugerniere ist, wie erwahnt, eine besonders reiche Quelle fur die Acyl (s.1.2.2.3). Es
verwundert also nicht, dass die Nierenacylase 1 des Schweins das erste ,Ferment” war,
welchem eindeutig eine zytosolische Lokalisation zugeschrieben wurde (Schmiedeberg,
1881). Seither ist das Enzym aus der Schweineniere intensiv charakterisiert worden (s.
1.1.1.1). Die CPG2 bietet eine Reihe von Anwendungsmdglichkeiten in der Tumor-
therapie (s. 1.2.1). Daher besteht ein besonders anwendungsbezogenes Interesse an der
Untersuchung dieses Enzyms. Erst kirzlich bestimmten Rowseall. die atomare
Struktur defPseudomona€PG2 (s. Abb. 1-2, Rowsadt al, 1997).

Abb. 1-2 Kristallstruktur der dimeren Carboxypeptidase G2 ausPseudomonasa-Helices sind rot
und B-Faltblatter griin gezeichnet. Die Metallionen im dinuklaren Zinkzentrum sind blau dargestellt
und aus dieser Perspektive nur in der rechten katalytischen Domé&nen zu erkennen. Die
Dimerisierung wird durchp-Faltblatt-Wechselwirkungen und hydrophobe Wechselwirkungen
zwischeno-Helices der Zwischendoméanen vermittelt.

! Zwar zeigte L. Pasteur (1864), dass Fermentationsvorgénge ursachlich mit der lebendenkdéibét ver
sind, jedoch war nicht klar, wo an oder in der Zelle die Fermente zu suchen seien.

3
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Die Enzyme der Acylase-Familie bilden generell Homodimere. Das Monomer enthalt
ein mono- oder dinukleares Zinkzentrum. Die zinkbindende, katalytische Domé&ne wird
von je einem Teil deN- und derC-terminalen Region aufgebaut, wéhrend eine
Zwischendomaéne die Dimerisierung vermittelt (Palm und R6hm, 1995; Ratsal)
1997). Doch obwohl die CPG2-Struktur verfugbar ist, konnten die fir die
Substratbindung und Katalyse verantwortlichen Reste noch nicht identifiziert werden.
Selbst die Rolle des Metallions ist immer noch strittig. Hierzu existieren zwei
grundlegend unterschiedliche Auffassungen: Nach Heesd. ist die Funktion des
Zinkions bei der Schweineacylase eine rein strukturelle (s. 1.2.1, ldeadse 1990).
Dementgegen nahmen Rowsell al. sowie Blanchard und Mitarbeiter eine direkte
Beteiligung des Metallzentrums der CPG2 (Rowselal, 1997), der Desuccinylase
(Born et al, 1998) aber auch der Acylasen allgemein (Scapin und Blanchard, 1998) an

der Katalyse an (s. 1.2.4).

1.1.1 Die Mitglieder der Acylasefamilie

Informationen Uber proteinchemische Eigenschaften sowie Aktivatoren und Inhibitoren

der Enzyme sind in Tabelle 1-1 zusammengefasst.

1.1.1.1 Die Aminoacylase 1 (Acylase 1, Histozym, Hippurikas&-Acylaminoséaure
Amidohydrolase, Acyl, EC 3.5.1.14)

Enzyme aus$us scrofaindHomo sapiens

Nach der Erstbeschreibung der Acylase 1 der Schweineniere (pkAcyl) als Hippurikase
oder Gewebsferment (Histozym) durch Schmiedeberg (Schmiedeberg, 1881) pragte
Smorodinzew den Begriff der Acylase. Er zeigte, dass das Histozym neben Hippursaure
auch Benzoylleucin und Benzoylalanin hydrolysiert. Auch wies er das Vorkommen des
.Ferments® in den Nieren von Hund, Kalb, Ochse und Pferd sowie der Milz, den
Lungen, dem Herz und der Skelettmuskulatur des Hundes nach, fand in der Hundeleber
aber kaum Aktivitat (Smorodinzew, 1922).

Bis vor ca. 50 Jahren bestand in der chemischen Physiologie die Vorstellung, das
Vorkommen von Histozym in einem Gewebe wirde die proteinanabole Aktivitat in
diesem Gewebe widerspiegeln. Seine Aufgabe wurde weniger in der Hydrolyse von

Hippursaure als in ihrer Synthese gesehen:
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Tab. 1-1 Proteinchemische Daten von Mitgliedern der Acylasefamilie.

a: aus der Primérsequenz berechnet

b: Der Einfluss wurde mit angereicherten oder homogen Enzympreparationen bestimmt.

c. Es ist nicht sicher, ob die von Sussman und Gilvarg (1970) beschriebene Homolysin-
Tripeptidase und die von Simmonddg al. (1976) und Hermsdorf (1978) beschriebene
Tripeptidase TP mit der Peptidase T identisch sind. Funktionelle Analogien legen diesen
Schluss nahe.

,ES (das Histozymkatalysiert die Bildung von Hippursaure aus Benzoesaure und

Glykokoll(Glycin) und einige weitere Reaktionen ahnlicher Aftehnartz, 1943)

Schachter und Taggart wiesen jedoch bald darauf das ATP-abhangige Benzoyl-CoA-
Synthetase / Benzoyl-CoA : GlyciN-Acyltransferase-System zur Hippursaurebildung

in der Leber nach (Schachter und Taggart, 1953; Schachter und Taggart, 1954). Mit den
Untersuchungen von Greenstein und Mitarbeitern zur Stereoselektivitat und Substrat-
spezifitat der pkAcyl seit 1949 verlagerte sich das Interesse an der Aktivitdt des Enzyms
von der Synthese (s. 1.3) auf die Hydrolyse (Greenstein und Winitz, 1961).

Die Substratspezifitat der Acyl ist, sowohl was den Aminosaure- als auch den Acylrest
angeht, gering (Chenauwdt al, 1989). Das Enzym bevorzugt als Substratkomponenten
unverzweigte aliphatische Aminoséauren, vor allen Methionin, und kurze Acylreste wie
die von Propionat, Acetat oder Formiat (Birnbaemal, 1952; Fu und Birnbaum,
1953). Durch die Charakterisierung von diastereomBréictylaminosauren mit einem
chiralen Zentrum im Acylrest wiesen Telegdial. auch eine Stereoselektivitat fir diese
Substratkomponente nach (Telegtlal, 1990).

1962 reinigten Bruns und Schulze die pkAcyl erstmals zur Homogenitat und wiesen
ihre Identitat mit dem Histozym nach (Bruns und Schulze, 1962). Die Autoren
bestimmten fir die Hydrolyse vorN-Acetylmethionin (NAM) und Hippurat
Michaeliskonstanten von 2 mM und 2.4 mM.

Seit 1975 wurden von Schneider und Mitarbeitern umfangreiche Arbeiten zur Auf-
klarung des Katalysemechanismus und der physiologischen Funktion der pkAcyl
durchgefuhrt (Loffleret al, 1986). Es wurde gezeigt, dass das Enzym als Dimer vorliegt
und ein Zinkion pro Untereinheit bindet (Kordel, 1977a). Weitere Erkenntnisse aus
diesen Arbeiten werden in den Abschnitten 1.2.2 und 1.2.4 vorgestellt. Kroll reinigte
erstmals humane Nierenacylase (hkAcyl), deren proteinchemische Eigenschaften im
Wesentlichen mit denen der pkAcyl Ubereinstimmen (Kroll, 1986; Lindner, 1996). 1992
und 1993 wurden die Sequenzen der pkAcyl (Mittal, 1992; Jakoket al, 1992) und
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der hkAcyl (Mittaet al, 1993; Cooket al, 1993) veréffentlicht (s. Abb. 4-25). Beide
sind zu 88% identisch und ihre Ahnlichkeit betragt 93% (Palm, 1994).

Die von Puigserver und Mitarbeitern aus der Darmmukosa des Schweins isolierte und
charakterisierte Acylase ist wahrscheinlich mit der pkAcyl identisch (Giaeditad,

1997).

Als weiteres Saugerenzym wurde die Acyl aus der Rinderleber gereinigt und charak-

terisiert (Gade und Brown, 1981). Das Enzym ist ein Dimer mit einer molaren Masse
von 80 kDa. Es erwies sich, wie erwartet, als zinkabhangig, denn nach einer
Inaktivierung mito-Phenanthrolin war Zi das einzige zweiwertige Kation, welches

das Enzym reaktivieren konnte. Auch die allgemeine Substratspezifitdit des Enzyms aus
der Rinderleber stimmte mit der der Schweineacylase aus Niere (Greenstein und Winitz,
1961) und Darmmukosa (Giardiea al, 1997) sowie der der hkAcyl (Lindner, 1996)
uberein: NAM war das beste Substrat. Lediglich mit dé#\cetylderivaten von
Aspartat, den basischen sowie aromatischen Aminosauren waren keine oder oder nur
geringe Restaktivitdten nachweisbar.

Nach einer elektrophoretischen Auftrennung von Gewebextrakten auf Celluloseacetat-
Membranen wiesen Csaiét al. die Hydrolyse von NAM in folgenden Organen sowohl

der Ratte als auch des Meerschweinchens nach: Leber, Niere, Nebeniere, Lunge, Gehirn,
Herz, Skelettmuskulatur, Hoden, Pankreas und Milz. Aufgrund der Substratspezifitat
und der ahnlichen elektrophoretischen Mobilitat der gefundenen Banden schlossen die
Autoren auf eine Identitat mit der Acyl. Auf die gleiche Weise liel3 sich eine Acylase-
aktivitdt in einer Reihe von weiteren Vertebraten- aber auch Evertebraten-Zelllinien
nachweisen (Csaildt al, 1986).

Uttamsinhet al. reinigten die Acyl aus der Rattenniere und untersuchten ihre Spezifitat
gegenuber verschiedene&substituierten N-Acetyl-L-Cysteinkonjugaten (s. 1.4.2;
Uttamsinghet al, 1998).

Miko bestimmte und reinigte die Acyl aus den Nieren und Lebern elf verschiedener
Saugerspezies (1.3.1). Alle Enzyme wiesen das gleich Reinigungsverhalten auf, zeigten
nach SDS-PAGE molare Massen um 45 kDa und waren zinkabhangig (Miko, 1993).
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1.1.1.2 Die vacuolare Carboxypeptidase S (Carboxypeptidase yscS, CPS1
EC 3.4.17.4)

Enzyme aus$accharomyces cerevisiae

Uber die friihen Stadien des sekretorischen Weges erreicht die CPS1 der Hefe als
glykosyliertes, Uber eineN-terminale hydrophobe Domé&ne membranverankertes
Proenezym die Vakuole. Die reife, durch die Endoproteinase yscB solubilisierte CPS1

ist hier am Proteinabbau beteiligt (Spormanal, 1992).

1.1.1.3 Die Peptidase V (Xaa-His Dipeptidase, Carnosinase, PepV, EC 3.4.13.3)

Enzyme ausactobacillus delbrueckisubsplactis DSM 7290

L. delbrueckii dient als Starterbakterium bei der Kéaseherstellung. Da die Konzen-
trationen der freien Aminosduren in der Milch gering sind, hangt das Bakterien-
wachstum von ihrer Freisetzung aus dem Milchprotein Casein oder ihrem exogenen
Zusatz ab. Die zytosolische Dipeptidase PepV bevorzugt Derivate der Aminosauren
Alanin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin und Valin in unterschiedlicher
Folge. B-Alanyl-Peptide wie Carnosinf{Ala-His) und einige Tripeptide werden
ebenfalls gespalten (Vongerichteinal, 1994).

Enzyme ausactococcus lactiSubspcremorisMG1363

Wie L. delbrueckij dientL. lactis als Starterbakterium bei der Kaseherstellung und
verfugt Gber ein komplexes, proteolytisches System zur Freisetzung von Aminosauren
aus Casein. Nach Klonierung und rekombinanter ExpressiorE.incoli durch
Hellendoornet al, zeigte diel. lactisPep V eine ahnlich Substratspezifitat wie das
Enzym ausL. delbrueckii Eine Behandlung des Zellextrakts mit EDTA (0.25 mM)
inhibierte die enzymatische Aktivitdt komplett. Das Wachstum einer Pep V-neghtiven
lactis Mutante in Milch war im Vergleich zum Wildtyp deutlich verlangsamt. Es wurde
aber die gleiche Zelldichte erreicht. Offenbar Ubernahmen andere Enzyme den Abbau
der Dipeptidasesubstrate, allerdings weniger effizient als das fehlende Enzym selbst
(Hellendoorret al, 1997).



Einleitung

1.1.1.4 Die Carboxypeptidase G2 (Folathydrolase G2, CPG2, EC 3.4.17.11)

Enzym aug’seudomonaSp. Stamm RS-16U

Die periplasmatische CPG2 (Mintat al, 1983) ist in der Lage, de@-terminalen
Glutamatrest von reduzierten und nicht reduzierten Folaten abzuspalten (s. Abb. 1-3,
Sherwoocet al, 1985).

OH 0 coo0®© Co0°
Il ) H,0 R e |
N CH, - NH C—NH-C—-H H;N— C—H
N =z AN 2 | \\ / 3 |
PR | (G, —  (CH),
™ = | Carboxypeptidase G2 |
H,N N N Ccoo® Co0®
Folat Glutamat

Abb. 1-3 Abspaltung des C-terminalen Glutamats von Folat durch die Pseudomonas
Carboxypeptidase G2.

Die Kristallstruktur der CPG2 (Rowsadt al, 1997) ist in Abbildung 1-2 dargestellt.

Die CPG2 in der Tumortherapie

Die CPG2 wird seit Langem in der Tumortherapie eingesetzt (Kalghatgi und Bertino,
1981). Sich rasch teilende Tumorzellen weisen eine hohe Nukleinsaure-Syntheserate
auf, die von reduziertem Folat als Coenzym abhangt. Mit der CPG2 kann der Folat-
Spiegel im Blutplasma direkt gesenkt werden. Auch das klinisch bedeutsame
Chemotherapeutikum Methotrexat (MTX, ein Dihydrofolat-Reduktase-Hemmer) kann
bei toxischer Uberdosierung auf diese Weise durch Spaltung inaktiviert werden
(Kalghatgi und Bertino, 1981; Adamsenal, 1991; Adamsort al, 1992; Widemann

et al, 1995; Widemanet al, 1997).

Die CPG2-Hydrolyse folgt einer Michaelis-Menten-Kinetik mig-MVerten von 4 uM

fur Folat, 8 uM fur Methotrexat und 34 pM fur 5-Methyltetrahydrofolat, der im
Blutplasma vorherrschenden Form des reduzierten Folats (Sheetvadl985).

Melton und Sherwood beschrieben den Einsatz der CPG2 in der ‘Antibody-directed
enzyme prodrug therapy’ (ADEPT, Melton und Sherwood, 1996). Im Xenotransplantat-
Nacktmausmodell wurde gezeigt, dass ein tumorspezifischer Antikérper die an ihn
gekoppelte CPG2 im Tumorgewebe anreichert (Melton und Sherwood, 1996; Stribbling
et al, 1997). Hier konnte das Enzym nun durch Abspalten eines Glutamatrestes

hochtoxische Alkylantien aus Benzoesaure-, Phenol- oder Anilin-Senfgas-Prodrugs
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freisetzen (Melton und Sherwood, 1996; Niculeseu al, 1998). Eine Weiter-
entwicklung in der tumorgewebsspezifischen Aktivierung von Prodrugs stellt die ‘Gene-
directed enzyme prodrug therapy’ (GDEPT) dar. CPG2 wurde als funktionelles
Ektoenzym in verschiedenen Tumor-Zelllinien exprimiert und war in der Lage, eine
Reihe von Prodrugs dort zu aktivieren (Maratsal, 1997; Niculescwet al, 1998;
Niculescuet al, 1999). Durch Xenotransplantate transfizierter Mammakarzinom-Zellen,
die membranstandige CPG2 exprimierten, wurden in Mausen Tumore erzeugt. Nach
systemischer Gabe von 4-[2-Chloroethyl)(2-mesyloxyethyl)amino]benzoyl-L-glutamat
(CMDA) zeigten diese Tumore Regression oder Heilung (Mataas, 1997). Martinet

al. beschrieben die Freisetzung von CMDA durch die antikdrpergekoppelte CPG2 im
Tumorgewebe in einer klinischen Studie der Phase 1 (Metrtad, 1997). Inzwischen
wurden durch das ‘Centre for Applied Microbiology & Research’ (Porton Down,
Salisbury, UK) Lizenzen fur die Anwendung der CPG2 in Kklinischen Studien mit der

‘Direct enzyme prodrug therapy’ (DEPT) zur Tumortherapie vergeben.

1.1.1.5 Die Peptidase T (Aminotripetidase, EC 3.4.11.-)

Die bakterielle Peptidase T spaltet bevorzugt aminoterminale Aminosauren aus Tri-
peptiden ab. Die zytoplasmatischen Enzyme verschiedener Bakterienspezies werden von
den meisten Autoren als Teil des proteolytischen Systems des jeweiligen Organismus

betrachtet (mit deB. typhimuriunPeptidase T als moglicher Ausnahme).

Enzym audBacillus subtilis

In B. subtiliswurde die Peptidase T-Expression hauptsachlich zu Beginn der stationaren
Wachstumsphase aktiviert. Eine Inaktivierung erzeugte keinen offensichtlichen
Phéanotyp (Schrogeit al, 1996).

Enzym augscherichia coli

Es ist nicht sicher nachgewiesen, ob die durch mehrere Autoren beschriebene
Tripeptidase TP auB. coli mit der klonierten 45 kDa Tripeptidase T identisch ist (s.
Tab. 1-1). Sussman und Gilvarg beschrieben erstmals distinkte Homolysinpeptidasen
ausE. coli K-12, darunter eine EDTA-sensitive Peptidase, die fur Trilysin spezifisch
war (Sussman und Gilvarg, 1970). Simmoretsal. schrieben diese Aktivitat der
Tripeptidase (TP) zu (Simmondst al, 1976). Das Enzym spaltete bevorzugt
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terminales Leucin, Lysin, Methionin und Phenylalanin aus Tripeptiden ab (Hermsdorf,
1978).

Enzym aud.actococcus lactisubspcremoris

Wie L. delbrueckiidient L. lactis als Starterbakterium bei der Ka&seherstellung und
verflgt Uber ein komplexes proteolytisches System zur Freisetzung von Aminosauren
aus Casein. Die Peptidase T wurde aus Susmoriswg2 (Bosmaret al, 1990) und
cremoris AM2 (Baconet al, 1993) gereinigt. Eine pepT-negatile lactisMutante
zeigte keinen Phanotyp (Mieratial, 1994).

Enzym ausSalmonella typhimurium

Peptidaseaktivitaten i®. typhimuriuneeigten stark tberlappende Spezifitaten (Miller
und Mackinnon, 1974). Die Peptidase T wurde bei der Untersuchung von mehrfach
Peptidase-defizienten Stammen identifiziert (Strauch und Miller, 1983). Tripeptide mit
N-terminalem Methionin, Leucin oder Phenylalanin waren gute Substrate (Strauch und
Miller, 1983). Die Enzymexpression wird unter anaeroben Bedingungen induziert
(Strauchet al, 1985). Die Peptidase T a@almonella typhimuriumvurde 1991 von
Miller et al.kloniert (Miller et al, 1991).

1.1.1.6 Die N-Acetylornithinase (NAO, EC 3.5.1.16)

NAO-Aktivitat wurde in einer Reihe voknterobacteriacea€Aerobacter Klebsiella
Erwinia, Serratig Proteus Salmonellaund Shigellg nachgewiesen (Vogel und Bonner,
1956). Das Enzym katalysiert in diesen Organismen den flnften Schritt der Arginin-

biosynthese (Abb. 1-1 a) aus Glutamat.

Enzym augscherichia coli

Das NAO-GerargE ist durch Arginin reprimiert (Urnet al, 1973; Cuniret al, 1986).

Das Enzym wurde aus verschiedertencoliStammen gereinigt und charakterisiert,
sowohl einem normalen als auch einem ornithinabhangigen (Vogel und Bonner, 1956),
einem genetisch dereprimierten (Vogel und McLellan, 1971) und einem Uberprodu-
zierendemE. colirStamm (Charlier, 1985). Die Charakterisierungen lieferten tberein-
stimmende Ergebnisse (s. Tab. 1-1). NebNefcetylornithin (Abb. 1-1 a) wurden die
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N-Acetylderivate von L-Arginin, Glutamatsemialdehyd und Methionin aber audgh
Formylmethionin durch die NAO deacyliert (Vogel und McLellan, 1971). Meiehal.
beschrieben die Klonierung, rekombinante Expression und Reinigung des EnZyms in
coli. (Meinnel et al, 1992). Pittelkow zeigte, dass das Enzym ein mononukleares
Zinkzentrum enthalt (Pittelkow, 1996). Ferner konnte die Autorin zinkbindende Reste
durch ortsspezifische Mutagenese und Vergleich mit der kristallisierten CPG2
identifizieren (s. 1.2.1).

1.1.1.7 Die Succinyl-Diaminopimelat-Desuccinylase (Desuccinylase, EC 3.5.1.18)

In Bakterien, den meisten Algen und hoheren Pflanzen existieren drei Varianten des
Diaminopimelat (DAP)-Pathways zur Lysinbiosynthese (s. Formelschema Abb. 1-1 b),
die in verschiedenen Organismen unterschiedlich aktiv sind: der Succinylase-, der
Dehydrogenase und der Acetylase-Pathway. Die Desuccinylase ist Teil des Succinylase-
Pathways (Scapin und Blanchard, 1998). Das Enzym katalysiert stereospezifisch die
Hydrolyse von L,LN-Succinyl-2,6-diaminopimelat (SDAP) in Succinat und DAP (Abb.

1-1 b), welches fiir manche Bakterien ein essenzieller Bestandteil der Zellwand ist. Das
Enzym ist daher ein potentielles Ziel fur antibakterielle Agentien, wenn zur DAP-
Synthese der Succinylase-Pathway gegentber dem Acetylase- und Dehydrogenase-
Pathway vorherrscht, wie zum Beispiel kv pylori (Karita et al, 1997). Unter
Kulturbedingungen konnte das Wachstum Desuccinylase-defizidntgylori- und E.
coli-Stammen durch Zugabe von exogenem DAP aufrechterhalten werden (Wehrmann
et al, 1994; Bouvieet al, 1992; Kariteet al, 1997).

Enzym augscherichia coli

Kindler und Gilvarg beschrieben zuerst das Vorkommen einer bakteriellen De-
succinylase-Aktivitat inE. coli (Kindler und Gilvarg, 1960). Liret al. praparierten
erstmals homogenes Enzym (L&t al, 1988), und Bouvieet al. beschrieben nach
Klonierung und Sequenzierung die Reinigung rekombinaBtercoliDesuccinylase
(Bouvieret al, 1992).
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Enzym auddaemophilus influenzae

Born et al. berichteten erst kiirzlich von der Uberexpression und Reinigungdder
influenzaeDesuccinylase. Zur Untersuchung des Katalysemechanismus fuhrten die
Autoren kinetische Untersuchungen zu pH-Abhangigkeit, Metallaktivierung und

Losungsmittel-Isotopeneffekten durch (s. 1.2.4.3, Baral, 1998).

Von allen ubrigen bekannten Mitgliedern der Acylasefamilie sind lediglich die

Primarsequenzen veroffentlicht.

1.2 Struktur und enzymatische Aktivitat der Acylasen

1.2.1 Metallbindung

Die vorliegenden Hinweise auf eine Metallabhdngigkeit der Acylasen sind in den
meisten Fallen nur indirekter Natur (s. Tab. 1-1). Direkte Metallbestimmungen wurden
bisher lediglich bei der pkAcyl (Kordel, 1977; Heese, 1990), EercolFNAO
(Pittelkow, 1996), dePseudomona€PG2 (Rowselket al, 1997), derH. influenzae
Desuccinylase (Bormet al, 1998) und der hkAcyl (Berens, 1999) durchgefihrt. Mit
Ausnahme der CPG2 fand man immer ein Zinkion pro Monomer. Die Kristallstruktur
der CPG2 hingegen zeigt ein dinukleares Zinkzentrum (s. Abb. 1-2) mit einem
verbrickenden Aspartatrest und einem verbrickenden Wassermolekdl. Im Alignment in
Abbildung 4-25 sind fiur die CPG2 die Liganden der Zinkionen 1 und 2 angegeben
(Rowsellet al, 1997). Pittelkow identifizierte durch Mutagenesen und anschliel3ende
kinetische und Zinkbindungsanalysen Reste, die an der Bildung des mononuklearen
Zinkzentrums deiE. coli-NAO beteiligten sind. Dabei erwies sich das in der CPG2
entsprechend verbriickende Aspilids funktionslos, wahrend His80 und Glul45
essenziell waren. Pittelkow vermutete, dass neben His80 und Glul45 auch der Rest
H355 an der Zinkbindung beteiligt ist. Eine Funktion von E169 bei der Zinkbindung
anstelle von H355 konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden (Pittelkow, 1996). Fir
die pkAcyl wurde durch kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR) nach-
gewiesen, dass die vierte Koordinationsstelle des mononukledaren Metallzentrums durch

ein Wassermolekul besetzt ist (Heese, 1990).

2 NAO-Zahlung
13
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Das Metallzentrum der pkAcyl ist in der Lage, statt Zink- auch Cobalt-, Nickel-,
Mangan- oder Cadmiumionen zu binden. Alle metallsubstituierten Enzyme waren aktiv
und hydrolysierten von allen getesteten Substraten NAM am effektivsten. Das Cobalt-
enzym spaltet®&-Acetylleucin, -valin,- und -phenylalanin sogar noch effektiver als das
Zinkenzym (Gilleset al, 1984; Loffleret al,, 1986).

Heese nutzte die paramagnetischen Eigenschaften des Mangans, um im Manganenzym
der pkAcyl mittels'H-NMR die Spinrelaxationszeiten von Ligandenprotonen in lang-
lebigen Komplexen des Enzyms mit kompetitiven Inhibitoren zu bestimmen. Aus den
Daten lieRBen sich die Metall-Protonen-Abstande berechnen. In allen Féllen lag der
Abstand tber 1 nm. Da sich das Manganenzym kinetisch und in seiner pH-Abhangigkeit
genauso wie das Zinkenzym verhielt, lassen sich die Ergebnisse der NMR-Messungen
wahrscheinlich auf das Zinkenzym dbertragen. Demnach scheidet aufgrund seines
grol3en Abstandes zur Substratbindungsstelle eine katalytische Funktion des Metall-
zentrums aus (Heese, 1989; Heedeal, 1990). CD-spektroskopisch wurde eine
deutliche Abnahme des Anteils an definierten Sekundarstrukturen im Apoenzym
nachgewiesen (Oet al, 1987; Zhanget al, 1994).

Zink im Uberschuss inaktiviert die pkAcyl, vermutlich durch Blockierung von SH-
Gruppen (s. 1.2.2.1, Kordel und Schneider, 1977a) oder durch die Besetzung multipler,
unspezifischer Zinkbindungstellen (Wu und Tsou, 1993).

Palm fand im trypsinresistenten Fragment der pkAcyl (s. 1.2.3) bis zu 2.3 Zinkionen.
Wahrend sich das spezifisch gebundene Zink nur im Sauren aus dem intakten Enzym
l6sen lasst, zum Beispiel durch Dialyse gegen 1 mM EDTA bei pH 5.8, liel3 sich ein
Zinkion aus dem trypsinresistenten Fragment durch Dialyse gegen 30 uM EDTA bei
pH 8.0 entfernen (Palm, 1994).

1.2.2 Chemische Modifizierung reaktiver Reste

Im Arbeitskreis von F. Schneider wurden umfangreiche Untersuchungen zur
Identifizierung reaktiver Aminosaurereste der pkAcyl durchgefiihrt. Sie hatten das
Verstandnis vom Aufbau des katalytischen Zentrums zum Ziel. Im Folgenden sind die
wichtigsten Ergebnisse und Folgerungen dieser Untersuchungen zusammengestellt.

Dabei beziehen sich alle Angaben auf das Monomer.
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1.2.2.1 pkAcyl

Lysin

Zur Bindung des Substrates durch die pkAcyl ist eine freie Substratcarboxylatgruppe
essenziell. Schneider und Mitarbeiter schlossen nach Modifizierungsexperimenten mit
substratanalogen Halomethylketonen auf die Existenz eines Lysinrestes, elessen
Aminogruppe an einer ionischen Wechselwirkung mit der Carboxylatgruppe beteiligt ist
(Freyet al, 1977). Pittelkow tauschte in der coliN-Acetylornithinase den Lysinrest

an Position 114 durch ortsspezifische Mutagenese gegen einen Isoleucinrest aus. Die
Mutante wies fur NAM eine signifikant héhere Michaeliskonstante als der Wildtyp auf.
Die Autorin vermutete, dass es sich bei K114 um den mit der freien Carboxylatgruppe

des Substrates wechselwirkenden Rest handelt (Pittelkow, 1996).

Cystein
Die pkAcyl ist durch SH-blockierende Reagenzien inaktivierbar. Der Einfluss von

Inhibitoren auf Modifizierungsraten lie3 darauf schlie3en, dass sich eine der reaktiven
SH-Gruppen sehr dicht an der Substratbindungsstelle befindet (Kérdel und Schneider,
1976a), ohne selbst direkt an der Substratbindung oder der Katalyse beteiligt zu sein
(Szajaniet al, 1979; Wanget al, 1995). Der pkWert dieser SH-Gruppe wurde mit
8.0-8.5 bestimmt (Kordel und Schneider, 1976a; Henseling und ROhm, 1988).
Henseling und R6hm vermuteten, dass die Deprotonierung dieses Cysteinrestes den
beobachteten Anstieg der Michaeliskonstante beim Umsatz Nrdwetylglutamat
verursachte (Henseling und R6hm, 1988).

Bemerkenswert ist, dass im Apoenzym zwar die SH-Gruppen-Reaktivitdt gegenuber
dem Ellman’s Reagenz (Koérdel und Schneider, 1977a) anstieg, sich in Gegenwart des
kompetitiven Inhibitors Norleucin aber wie im intakten Enzym verhielt. Die Autoren
vermuteten, dass das intakte Metallzentrum zur Inhibitorbindung nicht notwendig ist
(Kordel und Schneider, 1977a).

Heese und R6hm fanden eine gegeniber 4-Hydroxymercuribenzoat besonders reaktive
SH-Gruppe im Apoenzym, aber nicht gegeniber dem Ellman's Reagenz. Im
modifizierten Zustand war diese SH-Gruppe die einzige, deren Blockierung die Enzym-
aktivitat beeintrachtigte. Die Reaktionsraten einer SH-Gruppenalkylierung dNirch
Ethylmaleinimid (NEM) ergaben ferner pH-Profile, die mit der pH-Abhéangigkeit der

Km-Werte von aromatischen und sauren Acylaminosaure-Substraten Ubereinstimmten.
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Diese Versuche wiesen ebenfalls auf eine der Substratbindungsstelle nahen SH-Gruppe
hin (Heese und R6hm, 1989).

Des Weiteren erhdhte der Acyl-HemmsthifHydroxy-2-aminobutyrat im Gegensatz

zu Norleucin (Kordel und Schneider, 1977a) sowohl im Apo- als auch im Zinkenzym
die Reaktivitdt einer SH-Gruppe gegeniber dem Ellman’s Reagenz. Das inaktive
Apoenzym war nach einer Alkylierung mit NEM nach wie vor in der Lage, Zink zu
binden. Wie zuvor Kordel und Schneider (Kérdel und Schneider, 1977a) vermuteten die
Autoren, dass das Metall zur Inhibitor- und wahrscheinlich auch der Substratbindung
nicht essenziell ist (Heese und R6hm, 1989).

Reduktionsmittel mit freien SH-Gruppen, vor allem Dithiothreitol (DTT), inaktivierten
die pkAcyl (Kérdel und Schneider, 1976a) und die vermutliche Acy 1 der Rinderleber
(Gade und Brown, 1981), wahrscheinlich durch Reduktion einer Disulfidbricke.

Nach weiteren umfangreichen Modifizierungsversuchen der pkAcyl und ihres
trypsinresistenten Fragments (s. 1.2.3), und inzwischen in Kenntnis der Primarsequenz
(s. Abb. 4-25), skizzierte Palm folgendes Bild von Zustand und Lage der flnf Cysteine
in der pkAcyl: C48 und C341 haben strukturelle Bedeutung. Bei C115 handelt es sich
vermutlich um den dem aktiven Zentrum nahen Cysteinrest. C270 und C292 bilden eine
Disulfidbricke innerhalb der trypsinempfindlichen Doméne aus. Bei der humanen Acyl
(hkAcyl) befinden sich statt Cysteinresten an Position 270 ein Serinrest und an Position
341 ein Methioninrest. Hingegen befindet sich an Position 328 statt eines Phenylalanins

ein Cystein.

Tryptophan
Die Modifizierung der pkAcyl mit den tryptophanspezifischen Reagenzidn 1

Diazotetrazol undN-Bromsuccinimid (NBS) wies auf zwei besonders reaktive Reste
hin. Kérdel und Schneider vermuteten, dass diese Reste hydrophobe Wechselwirkungen
mit dem Substrat (s. 1.1.1.7) eingehen (Kordel und Schneider, 1976b).

Vom Bruch und RoOohm wiesen durch Untersuchung der pH-Abhéangigkeit der
Fluoreszenz die Existenz einer Funktion mit einem, p&n 7.1 im Enzym nach.
Offenbar ist einem der Tryptophanreste ein Histidinrest mit einemn yak 7.1
benachbart. Die Fluoreszenz dieses Tryptophans sollte entweder direkt durch die
lonisierung des Histidins oder indirekt durch eine dadurch verursachte, lokale Kon-

formationsdnderung gequencht werden (vom Bruch und R6hm, 1988).

16



Einleitung

Chenet al. modifizierten vier Tryptophanreste pro Monomer, von denen sie ebenfalls
einen im aktiven Zentrum vermuteten (Cletral, 1997).

Histidin

Kordel und Schneider wiesen in Gegenwart von Methylenblau die Photooxidation von
vier Histidinresten nach. Das Enzym wurde dabei komplett inaktiviert. Sowohl die
initiale Oxidationsrate als auch die Inaktivierung waren im Apoenzym verstarkt.

Entsprechend war die Histidinalkylierung durch Diethylpyrocarbonat im Zinkenzym

geringer als im Apoenzym. Die Autoren gingen von der Photooxidation eventuell
zinkbindender Histidinreste aus (Kérdel und Schneider, 1977b).

Saure Reste

Loffler und Schneider wiesen mittels Modifizierung mit 2-Ethoxy-1-(ethoxycarbonyl)-
1,2-dihydrochinolin einen essenziellen Carboxylatrest mit einem relativ hohevopK

6.6 nach (Loffler und Schneider, 1987). Kompetitive Inhibitoren schitzten das Enzym.
Die Autoren vermuteten, dass der saure Rest nahe am oder im aktiven Zentrum als Base

fungiert.

1.2.2.2 Pseudomona-CPG2

Die CPG2 ist durch verschiedene Dichlortriazinyl-Farbstoffe hemmbar. Als Metho-
trexatanaloga binden diese Farbstoffe an die Substratbindungsstelle. Hugaks
erreichten mit dem Farbstoff Procion Red MX-8B eine stbchiometrische Affinitats-
markierung der CPG2. Substrat (s. Abb. 1-3) sowie kompetitive Inhibitoren schitzten
das Enzym vor dieser Markierung. Nach Proteolyse wurde das durch die Markierung
modifizierte Fragment mittels RP-HPLC identifiziert und sequenziert. Das Threonin an
Position 279 wurde als der modifizierte Aminosaurerest identifiziert. Neben Zink
erhohten auch Mangan, Cobalt, Nickel und Kuper die Affinitat der Triazinyl-Farbstoffe
zum Enzym. Daher und aufgrund spektroskopischer Untersuchungen von Enzym-
Farbstoffkomplexen schlossen die Autoren auf die Bildung eines ternaren Komplexes
zwischen Enzym, Metall und dem Farbstoff an der vermeintlichen Substrat-
bindungsstelle. Sie vermuteten den modifizierten Rest in der Nahe des aktiven Zentrums
(Hugheset al, 1984).

Bei Betrachtung der CPG2-Sequenz (Abb. 4-25, Mirbal, 1984) fallt jedoch auf,

dass die Autoren bei ihrer Z&hlung die v&nh coli benutzte Singalsequenz der
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Pseudomona€PG2 von 22 Aminoséauren berucksichtigt haben. Mit der in der Arbeit
von Hugheset al. angegebenen Sequenz des markierten Peptids lasst sich die Modifi-
kation dem Threonin an Position 301 zuordnen. Dieser Rest befindet sich allerdings in

der Dimerisierungsdoméane (s. Abb. 1-2).

1.2.3 PWW-Motive und Domanenstruktur der Acylase 1

In der hkAcyl und der pkAcyl finden sich je zwei fur die Sadugerenzyme charak-
teristische Sequenzabschnitte mit je einem PWW-Motiv:

hkAcyl 178SNPTDAFTVFYSERSPWWVRVTSTG ROR

pkAcyl 178SPTDAFTVFYSERSPWWLRVTSTGR®

hkAcyl 307 KWMHPQVTPTDDSNPWWAAFSRVG&D

pkAcyl 306KWMETQVTSTDDSDPWWAAFSGYV RKID
PWW-ahnliche Motive der allgemeinen Form (P,G)(F,W)(F,W) finden sich in fast allen
bisher kristallisierten, integralen Membranproteinen, zum Beispiel dem Photosynthese-
reaktionszentrum aukhodopseudomonas virid{Peisenhofer und Michel, 1991) und
der Cytochrom c-Oxidase aBsracoccus denitrificanfwataet al, 1995). Die Motive
liegen am Ende von Transmembranhelices und tauchen dabei mit den Ringebenen der
Aromaten senkrecht in den unpolaren Kohlenwasserstoffketten-Anteil der Membran ein.
Studien zur Orientierung von Tryptophananaloga an Modellmembranen machten
deutlich, dass sich, wie in Membranproteinen, der Indolring spontan 14-15 A vom
Zentrum des Bilayers entfernt in die Membran einlagert, und dabei eine Wasser-
stoffbriickenbindung mit einer polaren Kopfgruppe eingeht (Kaehtehll, 1995).
Weitere PWW-ahnliche Motive finden sich an den Enden von Transmembranhelices
zum Beispiel des Gramicidins, des Porins, der Prostaglandin H-Synthetase sowie in den
vermutlichen Transmembransegmenten einer Reihe von lonenkanalen (Palm und R6hm,
1995; Marsh, 1996). Der Sinn dieser Motive wird in einer transversalen Verankerung
der integralen Membranproteine in der Membran gesehen (Cowan und Rosenbusch,
1994; Kachekt al, 1995).
Rohm und Mitarbeiter stellten die Hypothese auf, dass auch eine periphere Membran-
verankerung durch PWW-Motive zu Stande kommen kann (Jakob, 1992; Palm und
R6hm, 1995). Obwohl die Acyl als zytosolisches Enzym betrachtet wird, zeigten die

Schweineenzyme aus der Niere (Heeseal, 1988; Greenhough und Turner, 1991)
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sowie der Darmmukosa (Giardiread al, 1997) wahrend der Differentialzentrifugation
eine ausgepragte Tendenz zur Assoziation mit Membranvesikeln. Greenhough und
Turner schrieben dies einem Praparationsartefakt zu (Greenhough und Turner, 1991).
Trotzdem konnte ein spezifischer, peripherer Kontakt des Enzyms zur zytosolischen
Seite von Membranen bisher nicht ausgeschlossen werden.

Palm identifizierte nach partieller Hydrolyse der pkAcyl eine trypsinresistente Domane,
die sich aus einenN-terminalen (E6-R196) und eine@-terminalen (W307-S406)
Anteil des Enzyms zusammensetzte. Die PWW-Motive waren damit im trypsin-
resistenten Fragment nahe den beiden Schnittstellen am jeweiligen Ubergang zur
Zwischendomane lokalisiert (s. Abb. 4-25, Palm, 1994). Unter der Annahme, dass die
Motive sich in Oberflachenloops befinden, sollten sie der Hypothese nach einen
peripheren Membrankontakt vermitteln konnen. Angesichts der Rolle, die PWW-
ahnliche Motive in Membranproteinen spielen, ist eine solche Interaktion gut vorstellbar
und wird auch fur andere Proteine mit peripherem Membrankontakt postuliert (Michel,
1998). Die von Palm aufgeklarte Domanenstruktur der pkAcyl (Palm, 1994) wurde
durch die Kristallstruktur der CPG2 im Prinzip bestatigt (s. Abb. 1-2).

1.2.4 Die Katalyse

1.2.4.1 Nachweis von Acylasel-Aktivitat

Zum Nachweis von Acylaseaktivitat wurden eine Reihe von direkten und gekoppelten
Tests beschrieben. Der Nachweis des ,Histozyms* erfolgte durch Kristallisation und
Wagen der bei der Spaltung von Hippursdure freiwerdenden Benzoesaure
(Schmiedeberg, 1881; Smorodinzew, 1922). Die Spaltung der Acylamidbindung kann
direkt UV-spektrometrisch verfolgt werden (Mitz und Schlueter, 1958). Loéfeal.
fuhrten Furyl-acryloyl-, Thienyl-acryloyl- und Zimtsaurederivate von Aminoséauren als
Substrate zur spektrometrischen Detektion der Hydrolyse ein (Léftflal, 1988). In
gekoppelten Tests wurde die freie Aminosdure entweder mittels Oxidation durch eine
Aminosauredehydrogenase (R6hm und van Etten, 1986;eChb, 1987) oder durch

den Nachweis ihres freiehN-Terminus bestimmt. Fir Letzteres eignete sich zum
Beispiel die Ninhydrin-C@Methode (Greenstein und Winitz, 1961), die Derivati-
sierung mit 2,4,6-Trinitro-benzolsulfonsédure (TNBS) in Mikrotiterplatten (s. 3.1.4.2,
Weil3, 1994) odeio-Phtalaldehyd und3-Mercaptoethanol in einer ‘Flow Injection’-
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Analyse (FIA, Keller, 1984; Henseling und R6hm, 1988). Loresital. nutzten die
Bildung eines roten Charge-Transfer-Komplexes des freien Methionins pmit
Benzochinon zum Aktivitdtsnachweis (Loremizal, 1975). Der direkte Nachweis der
freien Aminosaure mittels Aminosdureanalyse ist die aufwendigste Art, die
Acylaseaktivitdt zu bestimmen (Bruns und Schulze, 1962; Greenhough und Turner
1991).

1.2.4.2 Hemmstoffe der pkAcyl

Die Inhibitorkonstanten (K von kompetitiv wirkenderN-substituierten Aminoséuren

fur die pkAcyl liegen, &hnlich wie die,KWerte der strukturverwandten Substrate, im
millimolaren Bereich (Birnbaumet al, 1952; Fones und Lee, 1953; Loffler und
Schneider, 1987). Auch hydrophobe Aminosauren hemmen im deprotonierten Zustand
das Enzym (Kordel und Schneider, 1978)}Hydroxy-a-aminosauren (Loffler und
Schneider, 1987) und Boc-substituierte Aminosauren (Hexdseal, 1990) sind
kompetitive Inhibitoren mit kKWerten im submilimoloren Bereich. R6hm zeigte, dass
Butylmalonat als ‘Slow-binding Inhibitor mit einem XVert von etwa 100 pM
funktioniert. Nach einer ‘in silico’-Energieminimierung nahm der Inhibitor eine
Konformation ein, welche dem spaten Ubergangszustand Necetylnorleucin

wahrend eines nukleophilen Angriffs durch ein Wassermolekil ahnelt (R6hm, 1989).

Von physiologischer Bedeutung ist méglicherweise die kompetitive Inhibition der Acyl
durch N-acetylierte Peptide sowie die der Acylpeptid-Hydrolase duxeAcetyl-
aminosauren (s. 1.3). Die Substrate des jeweils anderen Enzyms werden fest gebunden,

ohne hydrolysiert zu werden (Joretsal, 1991).

1.2.4.3 Der Katalysemechanismus

Unter Berlcksichtigung der in 1.2.2. geschilderten Erkenntnisse Uber essenzielle Reste
haben schon mehrere Autoren Uber die Konfiguration des aktiven Zentrums der pkAcyl
hypothetische Modelle aufgestellt (Kordet al, 1983; Rohm und van Etten, 1986;
Henseling und Réhm, 1988; Palm, 1994). Galaev und Svedas schlossen auf der
Grundlage von kinetischen, R6hm und van Etten auf der Grundlage von NMR-
Untersuchungen die Bildung eines Acylenzyms bei der Hydrolyse aus (Galaev und
Svedas, 1982; Rohm und van Etten, 1986). Henseling und Réhm beobachteten bei der
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Hydrolyse einen inversen Isotopeneffekt (Henseling und R6hm, 1987), der von Palm als
durch eine Carboxylat-Dyade verursacht interpretiert wurde (Palm, 1994). Loffler und
Schneider hatten bereits die Hypothese eines Aspartat-Peptidase-Mechanismus
aufgestellt (Loffler und Schneider, 1987).

Auch fur die Hydrolyse von L,L-Succinyldiaminopimelat durch dHe influenzae
Desuccinylase wurde ein inverser Isotopeneffekt gemessen. Dieser wurde, wie auch die
pH-Abhangikeit der kinetischen Parameter des Cobalt- und des Zinkenzyms, einer
Beteiligung eines durch das Zinkion koordinierten Wassermolekiils an der Katalyse
zugeschrieben. Die Autoren vermuteten, dass im nativen Enzym wie in der CPG2 ein
dinukleédres Zinkzentrum vorliegt, und dass das beobachtete mononukleare Zentrum ein
Praparationsartefakt war (Boehal, 1998).

Fur die CPG2 vermuteten Rowsell al. entsprechend eine katalytische Funktion des
Metalls. Aus ihren Kristallstrukturdaten leiteten die Autoren Strukturhomologien zu
anderen Exopeptidasen ab, fur die ebenfalls eine katalytische Funktion ihres jeweiligen
Metallzentrums angenommen wird. Vor allem die katalytische Domangedlemonas
proteolyticaLeucinaminopeptidase (AMP) wies eine hohe Strukturhomologie zur
katalytischen Doméane der CPG2 auf: 56% aléfohlenstoffatome dieser Doménen in

den Kristallstrukturen beider Enzyme lie3en sich gut Ubereinanderlegen. Auch die
Zinkbindungsmotive beider Enzyme unterschieden sich lediglich durch den Austausch
von E200 (s. Abb. 4-25) gegen ein Aspartat. Glul75 der CPG2 wurde als der einzige
weitere in der Acylasefamilie konservierte und gleichzeitig in der AMP-Struktur
konservierte Rest (Glul51) identifiziert. Diesem Glutamatrest ordneten die Autoren die

Rolle einer generellen Base bei der Katalyse zu (Rowsall, 1997; Borret al, 1998).

1.2.4.4 Das Reaktionsgleichgewicht

Die Methoden der organischen Synthese von Aminosduren liefern optisch inaktive
Gemische von L- und D-Isomeren. Die Acyl wurde erfolgreich zur enantioselektiven
Spaltung solcher racemischen Gemische eingesetzt (Chkibaltal976). Jedoch liegen

im Gleichgewicht der Amidbildung/-hydrolyse nicht unwesentliche Mengen des Amids
vor, zum Beispiel 0.019%-Acetylalanin oder 5% Benzoyltyrosylglycin (R6hm, 1999).

Die Gleichgewichtskonstanten der Hydrolyse/Synthese solcher Komponenten liegen
zwischen 5 und 10 (R6hm und van Etten, 1986; Galaev und Svedas, 1982). Folglich

lasst sich die pkAcyl auch zur Synthese Wcylaminosauren eingesetzen. Die
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Bildung einer Reihe vorN-Acetylaminosduren wurde mit der Acylkomponente im
Uberschuss erreicht. Dabei betrug die Ausbeute fiir NAM bis zu 48% (Spigtiay

1958; Orekhovichet al, 1959). Galaev und Svedas wiesen nach, dass sich das
Reaktionsgleichgewicht bei physiologischem pH zur Synthese verlagerte. Die Autoren
vermuteten, dass in verdinnter, wassriger Losung hauptséchlich wegen der lonisierung
sowohl der Edukte als auch des Reaktionsprodukts keine Acylamidbindung zwischen
einer Aminoséaure und einem Acetatrest hergestellt wird (Galaev und Svedas, 1982).
Verschiedene Gleichgewichtskonstanten der Reaktion mit 1 mg/ml pkAcyl wurden
sowohl auf dem Weg der Hydrolyse als auch der Synthese in Gegenwart hoher Acetat-
und Aminoséurekonzentrationen bestimmt (Sveelasl, 1980; Galaev und Svedas,
1982). Yokoigawaet al. entwickelten eine Methode zur Synthese \Acetyl-L-
Methionin mit Hilfe der pkAcyl in einem organischen Ldsungsmittel. Die Autoren

erreichten eine Ausbeute von etwa 90% (Y okoigata., 1994).

1.3 Spezies-, Gewebe- und Genlokalisation der Acylase 1

1.3.1 Speziesunterschiede und Gewebeverteilung

Miko untersuchte den Acyl-Gehalt in Nieren und Lebern elf verschiedener
Saugerspezies (s. 1.1.1.1). In Rohhomogenaten der Gewebe von Herbivoren wie Schaf
und Rind sowie den Omnivoren Mensch und Schwein bestimmte er die hdchsten
spezifischen Enzymaktivitdten. Dabei waren die Leberaktivitditen wesentlich geringer
als die Nierenaktivitdten. In Nagern und der carnivoren Katze waren die Aktivitdten am
niedrigsten. In den Lebern von Hunden finf verschiedener Rassen liel3 sich keine
Aktivitat nachweisen, wahrend die Aktivitat in der Hundeniere fast so hoch war wie bei
den Omnivoren (Miko, 1993).

Schneider berichtete von einer immunologischen Quantifizierung der Acyl in Organen
des Schweins. Die grof3te Enzymmenge wurde mit 1.5 mg pro g Frischgewebe in der
Nierenrinde bestimmt, gefolgt von der Leber mit 1 mg/g. Geringe Mengen liel3en sich
auch in der Skelett- und Herzmuskulatur sowie der Lunge nachweisen (Schneider,
1984). Cooket al. fanden fur den Menschen das gleiche Verteilungsmuster auf der
MRNA-Ebene (Cooket al, 1993). Markset al. wiesen Acylaseaktivitaten in 7

verschiedenen Hirnregionen der Ratte nach. Die Hirnaktivitdten waren alle um etwa den
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Faktor 20 niedriger als die Nierenaktivitat (Magtsal, 1983), welche auch in der Ratte
die mit Abstand hdchste Gewebeaktivitat der Acylase war (s. Tab. 5-2, Endo, 1980).

1.3.2 Zellulare Lokalisation

Immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation der pkAcyl lieferten
widerspruchliche Ergebnisse. Eine Studie von Lofiéral, die an Kryoschnitten
durchgefuhrt wurde, wies das Enzym dem distalen Tubulus zu (Léfflat, 1982).
Potthoff hingegen fand die Acyl in Schnitten von paraffineingebettetem Gewebe
hauptséchlich im proximalen Tubulus (Potthoff, 1996). Zeitgleich zur vorliegenden
Arbeit untersuchte Hopfner die Lokalisation der mRNA der pkAcyl miitelsitu-
Hybridisierung. Das Transkript der pkAcyl wurde dabei in allen Segmenten des
tubularen Systems nachgewiesen, das heil3t sowohl im proximalen und distalen Tubulus
als auch in der Henle-Schleife sowie dem Sammelrohr. Auch im Glomerulus fand sich
eine geringe Reaktion, wahrend die interstitielle und die Blutgefal3komponente des
Gewebes von Farbung frei war (s. Abb. 1-4, Hopfner, 1999; Linelnal, 1999). Die
Kenntnisse von der subzellularen Lokalisation der Acyl wurden bereits in Abschnitt
1.2.3 im Zusammenhang mit den PWW-Motiven und der Domanenstruktur der pkAcyl

vorgestellt.
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Abb. 1-4 In situ-Hybridisierung der Acyl-mRNA in Paraffinschnitten der Schweineniere mit
Digoxigenin-markierten RNA-Sonden, Hopfner (1999)Abbildung A, B, und D, zeigen Rinden-
C und E Markbereiche, die entweder mit Formaldehyd (A, C, D) oder Paraformaldehyd (B, E)
fixiert wurden. Die Schnitte in A-C wurden mit der Antisense-, die Kontrollen in C und E mit der
Sense-Sonde hybridisiert. In der Rinde (A, B) wurde im proximalen (P) und distalen (D) Tubulus
Expression nachgewiesen. Etwas Farbung wurde auch in den Glomeruli detektiert (Pfeilkdpfe). Im
Mark wurde Acyl-Expression in der Henle-Schleife (H, Pfeilkdpfe) und dem Sammelrohr (CD)
gefunden. Die vaskulare Komponente war in allen Fallen frei von Farbung. Alle Schnitte wurden
mit Hamatoxylin gegengefarbt.

1.3.3 Genlokalisation

Naylor et al. ordneten das Acyl-Gen dem kurzen Arm von Chromosom 3, genauer
3p21.3, zu (Nayloet al, 1982). Diese Region ist bei einer Reihe von Neoplasmen vom

Verlust der Heterogenizitat betroffen (Nayktral, 1987; Milleret al, 1989a). In fast
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allen Fallen von kleinzelligem Bronchialkarzinom (SCLC, Johrsioal, 1988; Miller

et al, 1989b, Scalonet al, 1992) und haufig auch beim Nierenzellkarzinom (Z&tar

al., 1989) wurde hier eine Deletion des Genlokus D3F15S2 gefunden, der vor allem in
der Niere stark exprimiert wird (Erlandset al, 1991). In diesem Genlokus ist das
Acylpeptid-Hydrolase-Gen dem Acyl-Gen benachbart (Jenhes, 1991) und von der
Deletion ebenfalls betroffen (Scaloret al, 1992). Zwei Moglichkeiten eines
Zusammenhangs zwischen einer unkontrollierten Zellproliferation und der Acyl sowie
der Acylpeptid-Hydrolase werden seither diskutiert: Entweder befinden sich die Gene
der beiden Enzyme in unmittelbarer Nachbarschaft eines oder mehrerer, bisher nicht
identifizierter Tumorsupressorgene (TSG), oder sie haben selber TSG-Eigenschaften, da
die Enzyme am Abbau von biologisch aktiven Peptiden beteiligt sind (Tsunasawa, 1992;
Cooket al, 1998).

1.4 Funktionen der Acylase 1

1.4.1 Die allgemeine Funktion

Allgemein wird der Acyl die Funktion zugeschrieben, die beim Al¥acetylierter
Proteine und Peptide anfallend&hkAcetylaminosduren zu hydrolysieren (s. 1.1 und
Abb. 1-1 ¢, Endo,1980; Gade und Brown, 1981). Betrachtet man die Spezifitdt der
Acetyltransferasen (Bradshavet al, 1998) und der N-Acylpeptid-Hydrolasen
(Kobayashi und Smith, 1987; Raplatlal, 1993), so scheint die Acyl eine hierfir gut
geeignete Substratspezifitat zu haben (Dries$al, 1985; Tsunasawa und Sakiyama,
1993). 35-50% aller eukaryotischaxterminal acetylierten Proteine enthalten &dlteren
Daten zufolge 35-50%I°-Acetylserin, 27-33% -alanin, 5-8% -glycin, 5-6% methionin,
5-6% -threonin, 1-3% -aspartat und 2-3% -valin (Aitken, 1990). An diesen Zahlen hat
sich bis dato im Wesentlichen nichts geandert. In der Hefe gehdren die haufig
acetylierten Reste gemald dé-end rule’, die Teil des Ubiquitinsystems zum Abbau
cytosolischer Protein ist, zu den proteinstabilisierenden Resten (s. 5.3, Varshavsky,
1997). Die Funktion deN-terminalen Proteinacetylierung wird vornehmlich in einem
Schutz vor frihzeitigem Proteinabbau gesehen (Brown, 1978; Bachtmaliy 1986;
Bradshaw, 1989). In Abbildung 1-5 werden die Einfliidserminaler Aminoséuren auf

die Proteinstabilitat irE. coli, S. cerevisiaaind Kaninchen-Retikulocyten verglichen.

Durch die Expression und Analyse von Mutanten verschiedener Proteine wurde gezeigt,
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dass die sieben Aminosauren mit den kleinsten Gyrationsradien, Prolin, Valin, Cystein,
Glycin, Alanin, Serin und Threonin an Position 2, in der Hefe fur die cotranslationale
Abspaltung des Initiatormethionins sorgeterminale Glycin-, Alanin-, Serin- und
Threoninreste sind anschlieend Substrate eiNekcetyltransferase. Ein nicht
abgespaltenes Initiatormethionin wird jedoch nur mit Glutamat, Aspartat und Asparagin
als vorletztem Rest acetyliert (Huaegal, 1987; Moerschekt al, 1990). Genau diese
Aminosauren konnen in der Hefe al-terminale Reste durch eine weiteh
Acetyltransferase selber acetyliert werden (Bradskeaval, 1998). Die Methionin-
Aminopeptidasen unél-Acetyltransferasen hdherer Pflanzen und Saugerzellen unter-
scheiden sich in ihren Spezifitdten nicht wesentlich von denen der Hefe (Baissel
1988). Jedoch ist die Aussagekraft der Art NéBerminus offenbar differenzierter. Die

am haufigsten acetylierten Serin- und Alaninreste gelten in der Saugerzelle als
destabilisierend (s. Abb. 1-5). Die Beurteilung dieser Daten wird dadurch erschwert,
dass bei der wachsenden Zahl der Proteinsequenzen die Amt eo-Prozessierung
desN-Terminus meist unklar bleibt. Das Signal, welches die Modifizierung veranlasst,

ist noch immer unbekannt.

Aminosaure FLWYRKHINQDECASTGVPM

Bakterium 0000 AADO00O0O0O0O0OOCOO?0
(E. coli)

Hefe 0000000+ +AA00C0O0O0O0O0Q
(S. cerevisiae)

Saugetier 00000000+ +4A40000000
Kaninchen-

Retikulocyten

Abb. 1-5 Vergleich der eu- und prokaryotischen N-end rule’. Offene Kreise bezeichnen stabili-
sierende, volle Kreise, Dreiecke und Kreuze primar, sekundér beziehungsweise tertiar
destabilisierende Reste, nach Varshavsky (1992).

Die Proteinstabilisierung ist allerdings nicht die einzige FunktionNd@cetylierung.
Es gibt auch Proteine, bei denen sich die Eliminierung Nlgrminalen positiven
Ladung direkt funktionell auswirkt, zum Beispiel auf den kooperativen Effekt bei der

Katalyse durch die Glycid-Methyltransferase der Ratte (Ogaetaal, 1997) oder bei
der Sauerstoffbindung durch Hamoglobin (Olebal, 1997) sowie auf die biologische
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Aktivitat von Peptidhormonen wie demMelanocytenstimulierenden Hormon und dem
B-Endorphin (Evan®t al, 1994). Bei den zwei letztgenannten Beispielen wird sogar
eine reguliertdN-Acetylierung vermutet.

Dennoch erscheint die hohe Effektivitat der Hydrolyse Meficetylmethionin (NAM)

aber auchN-Acetylleucin (NAL) durch die Acyl paradox. Wahrend Methionin
verglichen mit Serin und Alanin nur einen geringen Teil de¢erminal blockierenden
Aminosauren ausmacht, ist NAM das weitaus beste Acyl-Substrat. Leucin wurde
uberhaupt noch nicht albl-blockierende Aminosaure beschrieben (Meyer, 1998).
Allerdings fanden Yamada und Bradshaw in der Rattenleber eine polystifhale
Acetyltransferase, die in kinstlichen Peptiden né¥béerminalem Serin und Methionin
bevorzugt auch Leucin acetylierte (Yamada und Bradshaw, 1991).

Einige Autoren vermuteten, die Acyl sei ebenso fur den AbN&ormylierter
Aminosauren aus den Mitochondrien zustandig (Grisatlial, 1977; Quavi und Kit,
1980). In der Regel wird dadN-formylierte Initiatormethionin mitochondrial
translatierter Proteine nicht abgespalten (Holt und Jacobs, 1994). Jedoch ist Uber den
Abbau der mitochondrialen Proteine oder gar das Schicksal Milesminus wenig
bekannt (Loffler, 1999).

1.4.2 Die nierenspezifische Giftung vors-substituierten N-Acetyl-L-

cysteinkonjugaten (Mercaptursauren)

Polyhalogenierte Alkene und Alkine werden durch renale Ausscheidursgfdityl- N-
acetyl-L-cysteinkonjugate (Mecaptursauren) entgiftet. Die Acylasen (s. Tab. 5-2) spielen
bei der Bioaktivierung dieser Sauren zu nephrotoxischen Intermediaten eine wichtige
Rolle (Anders und Dekant, 1994).

Zundchst werden die Fremdstoffe in der Leber zu GlutatBikorjugaten
biotransformiert. Der Abbau zu den entsprechen8&ysteinkonjugatenSAlkyl-L-
cysteinen) geschieht im Gallengang, im Darm oder, nach der Reabsorption durch das
Darmepithel, in der Niere mittels endothelialer Peptidasen. Ein Teil der Cystein-
konjugate erreicht die Leber und wird hMyacetyliert. Als Mercaptursduren gelangen

die Konjugate daraufhin zur Niere und werden, wie die noch nicht acetylierten
Konjugate, Uber die basolaterale Membran der proximalen Tubuluszellen aufgenommen

(Lash und Anders, 1989). Hier werden auch die restlichen Konjugate, bevor sie
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ausgeschieden werden konnen, duidtAcetylierung zu Mercaptursauren. In der
Schweineniere ist die spezifische Aktivitdt der mikrosomaedysteinkonjugatN-
Acetyltransferase, deren physiologisches Substrat wahrscheinlich Leukojriest, E
30mal hoher als in der Leber (Aigregral, 1996).

Trotzdem haben polyhalogenierte Alkene eine spezifisch nephrotoxische Wirkung, von
der in erster Linie die proximalen Tubuluszellen betroffen sind.Sugsteinkonjugat-
N-Acetyltransferase hat in diesen Zellen einen Gegenspieler: die Acyl. Das Enzym
stand schon lange im Verdacht, Mercaptursauren wieder zu deacetylieren. Auf die
Deacetylierung folgt eine Freisetzung von reaktiven Alkylantien aus 8en
Cysteinkonjugaten durch di@-Lyase (s. Abb. 1-6, Anders und Dekant, 1994).
Uttamsinghet al. konnten vor kurzem fiur die Ratte nachweisen, dass die Acyl nicht nur
N-Acetylcystein spaltet (Lindner, 1996; Pittelk@tval, 1998), sondern in der Tat auch

fur die Bioaktivierung von Mercaptursduren verantwortlich ist (Uttamsiaghal,

1998).

O
Gl Cf! HN Aminoacylase Cl Cl NH,
s OH S _OH
Cl 1 Cl :
Cl Cl O Cl cl 5
TR G o
Cl Cl O

- Toxizitat
Abb. 1-6 Acyl- und B-Lyase-abhangige Bioaktivierung von S-Alkyl- N-acetyl-L-cysteinen

(Mercaptursduren) mit N-Acetyl-S-(pentachlorobutdienyl)-L-cystein als Beispiel, nach
Anders und Dekant (1994).

1.4.3 Auf der Suche nach der nierenspezifische Funktion der Acylase

Eine wie unter 1.4.1 beschriebene, ,konventionelle® Funktion der Acyl beim
Proteinabbau scheint als alleiniger Grund fir die groBe Menge des Enzyms in der

Nierenrinde (s. 1.3.1) schwer vorstellbar. Allgemein wird von der Existenz einer
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nierenspezifischen Funktion ausgegangen. Da keiner der nachfolgenden Vorschlage

bisher tberprift wurde, sind beide als spekulativ zu bezeichnen.

1.4.3.1 Aminosaure-'Salvage’

AngenommenN-Acetylaminosauren sind in der Tat die physiologischen Substrate der
Acyl in der Nierenrinde, so stellt sich die Frage, ob die Substrate in den Zellen selbst
anfallen oder aufgenommen werden. Pittelk@tv al. vermuteten, dass deN-
Acetylaminosdureabbau in der Perepherie unvollstandig ist, und dass die redllichen
terminal blockierten Aminosauren in der Niere ‘gepoolt’ werden. Die Acyl kdnnte an
ihrem ‘Salvage’ nach der Resorption aus dem Ultrafiltrat beteiligt sein (Pittelkaly

1998). Die Tubuluszellen missten dann in der Lage Neitgetylaminosauren aktiv zu
resorbieren, doch ein solcher Transportmechanismus ist noch nicht beschrieben worden.
Die unspezifische Lokalisation der Acyl im Nierenepithel (s. 1.3.2) passt weniger gut
zu dieser Hypothese. Von einem Enzym, welches eine spezifische Funktion bei der
Modifikation des Ultrafiltrates hat, wiirde man eine Beschrankung auf einen bestimmten

Tubulusabschnitt erwarten (Lindnetral, 1999).

1.4.3.2 Hippursauresynthese

Auf den katalytischen Eigenschaften der Acyl und thermodynamischen Uberlegungen
(s. 1.2.4.4) basierend, schlugen Lofflerr al. vor, dass die Acylin vivo statt der
Hydrolyse die Synthese von Hippurséaure aus Benzoat und Glycin veranlassen kdnnte
(Loffler et al, 1982). Benzoat entsteht als Detoxifikationsprodukt von Pflanzen-
phenolen und aromatischen Aminosauren durch die Darmflora. Miko griff diese Idee
wieder auf und zeigte, dass mit Herbi- und Omnivoren die Acyl gerade in den Nieren
der Spezies hdchste Aktivitdten erreicht, die einer hohen Benzoesaurebelastung

ausgesetzt sind (Miko, 1993).
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1.5 Zielsetzung

Die Klarung der Frage nach der nierenspezifischen Funktion der Acylase 1 war das

Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit.

® Zunachst sollte eine geeignete Methode zur quantitativen Analyse der allgemeinen
Substrate des Enzyms, déMtAcetylaminosauren, gefunden werden. Mit dieser
Methode war zu prifen, olN-Acetylaminosauren als potentielle Substrate der
Nierenacylase in humanem Blut vorkommen. Dies wirde auf eine ‘Salvage’-

Funktion des Enzyms im Nierenepithel hinweisen.

® Im Folgenden sollte getestet werden, ob im Nierenepithel ein Transportmechanismus
zur Resorption vorN-Acetylaminosauren vorhanden ist. Zu diesem Zweck war es
erforderlich, eine Saugerzelllinie zu finden, die als Modell fir das Nierenepithel dient

und Acylase 1 exprimiert.

® Weiterhin sollte im Zellkultursystem die spezifische Aktivitdit des Enzyms unter
variierenden Kulturbedingungen bestimmt werden. Eine mogliche Regulation der

Aktivitat sollte Rickschlisse auf ihre Funktion erlauben.

® Obwohl die Acylase 1 ein zytosolisches Enzym ist, zeigt sie wahrend der
Zellfraktionierung eine starke Tendenz zur Membranassoziation. Eine mdogliche
Funktion der fur die Acylase 1 der Sauger charakteristischen PWW-Motive besteht
darin, diese Assoziation zu vermitteln. Mit dem Baculovirus-Expressions-Vektor-
System (BEVS) sollten PAA-Mutanten der PWW-Motive exprimiert werden.
Anhand einer proteinchemischen Charakterisierung der Mutanten sollten die
Eigenschaften dieser Motive untersucht werden. Gleichzeitig sollte die Spezifitat der
Membranbindung durch Zellfraktionierungs-Experimente Uberprift werden. Die
rekombinanten Wildtypenzyme von Mensch und Schwein sollten zu Vergleichs-

zwecken ebenfalls mittels des BEVS exprimiert und gereinigt werden.

® \Wahrend dieser Arbeit wurden zahlreiche Sequenzen von Mitgliedern der Acylase-
familie veroffentlicht. Hinzu kam die Aufklarung der Kristallstruktur der homologen
CPG2 und damit die Kenntnis von der ldentitat metallbindender Reste. Beides
eroffnete die Moglichkeit, durch Sequenzvergleiche konservierte Reste zu identi-

fizieren.

30



Material

2 Material

2.1 Geréate und Software

Neben der Ublichen Laborausstattung wurden folgende Geréte benutzt:

Acht-Kanal-Pipette, Response 4850 Eppendorf, Hamburg
Airfuge Beckman, Minchen
Begasungsbrutschrank BB6060 Heraeus, Osterode
Dialign 2.0 (Mdtiple Sequence Alignment Software) Bielefeld University Bioinformatics
Server
Distriman Gilson, Villiers-le-Bel
DNA Thermal Cycler Perkin-Elmer, Langen
Fleischwolf, 5145 Braun AG, Frankfurt/M.
HPLC E605 mit Steuerungssoftware BASELINE Waters, Eschborn
HPLC-UV-Detektor Knauer, Berlin
Inkubationsschuttler G25 New Brunswick, USA
Invertoskop, Diavert Leitz, Wetzlar
Kudhlbrutschrank, Kelvitron K Heraeus, Osterode
Mikrotiterplatten-Heizblock Biorad, Minchen

Mikrotiterplatten-Lesegerat Reader 3550 UV mit Biorad, Minchen
Steuerungssoftware Kinetic Collector

Multalin version 5.3.3 (Multiple Sequence O I.N.R.A. Francé
Alignment Software)

Peak Fit™, Peak-Analyse / -Integration SPSS science, Chicago
Peristaltische Pumpe Pharmacia, Freiburg
Saulenchromatographiestand, LKB GP-10 Pharmacia, Freiburg
Schiittler, 4010 Kottermann, Hanigsen
Sigma Plot 2.01, Grafik / Tabellenkalkulation Jandel, San Rafael
Spektrofluorometrischer Detektor, RF-551 Shimadzu, Kyoto
Speed Vac Concentrator, Savant Bachofer, Reutlingen
Spektrophotometer U200 Hitachi, Tokio

¥ URL: http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
* URL: http://W3.toulouse.inra.fr/multalin/html
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Sterilwerkbank, Gelaere HF 72 Flow Laboratories, Meckenheim
Suprafuge 22 Heraeus, Osterode
Ultraschall-Desintegrator, Sonoplus GM70 Bandelin, Berlin

Ultrazentrifuge Sorvall, Bad Homburg

2.2 Verbrauchsmaterialien

LiChrospheré60 RP-Select B, 5 um, 0.45 - 25 cm Merck, Darmstadt

Microlance 3, 0.9 mm - 40 mm sterile Kanilen Becton Dickinson, Heidelberg
Mikrotiterplatten, 82 - 127 mm F-Form Greiner, NUrtingen
PD-10"-Saulen Pharmacia, Freiburg
S-Monovette 9NC Blutentnahme-System Sarstedt, Nimbrecht

Sterile KulturgefalRe, Zentrifugenrohrchen und Zellschaber fir die Gewebekultur
wurden von der Firma Greiner (NUrtingen) bezogen.
Glaspipetten fur die Gewebekultur wurden 3 h bei 180 °C sterilisiert. Das Ubrige Glas-

material wurde Hitzedampf-sterilisiert.

2.3 Chemikalien

Alle gangigen Chemikalien wurden mpa-Qualitat von den Firmen Fluka (Neu-UIm),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Munchen) und Serva (Heidelberg)
bezogen.

Fur wassrige Losungen wurde bidestilliertes Wasser eingesetzt. Prozentangaben in den
Rezepturen bezeichnen bei Feststoffen Gewicht pro Volumen (w/v) und bei
Flussigkeiten Volumen pro Volumen (v/v). Folgende Spezialchemikalien wurden

verwandt;

Séulenchromatographie:

Phenylsepharose CL-4B Pharmacia, Freiburg

Q-Sepharose Fast Flow Pharmacia, Freiburg

Enzymtests:

2,4,6-Trinitro-benzolsulfonsdure (TNBS) aus Laborbestanden
p-Nitrophenyla-D-glucopyranosid Sigma, Miinchen
p-Nitrophenylphosphat Sigma, Minchen
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Zellkultur:
Thiazolylblau Tetrazoliumbromid (MTT) Sigma, Minchen

Albumin, bovine, Fraction V Powder, Fatty acid Sigma, Miinchen
free, low endotoxin

a-Ketoisocaproat, Natriumsalz Sigma, Minchen
BaculoGold™DNA Pharmingen, San Diego
Baculovirus-Agarose Invitrogen, San Diego
Cycloheximid Sigma, Minchen
Fetales Kélberserum (FCS) c.c.pro, Neustadt/W.
Gentamycin (10mg/ml) Gibco BRL, Karlsruhe
Insulin, bovine, Zinksalz c.c.pro, Neustadt/W.
Lipofectin Gibco BRL, Karlsruhe

Penicillin-Streptomycin ‘Mixture’ (5000 Units/ml Serva, Heidelberg
Penicillin und 5000 pg/ml Streptomycin)

Pluronic F68 Sigma, Minchen
Trypsin (2.5% in Hank’s BSS ohne Cand Md") Serva, Heidelberg

Trypsin-Versene ‘Mixture’ (0.05% Trypsinund  Serva, Heidelberg
0.02% EDTA in Hank’s BSS ohne €aind Md")

Tunicamycin Fluka, Neu-Ulm

Bis auf N-Acetylmethionin (NAM) undN-Acetylleucin (NAL, Bachem, Heidelberg)
waren alle in der Zellkultur eingesetzten Chemikalien vom Hersteller als ‘cell culture

tested’ ausgewiesen.

HPLC-Analytik:

9-Anthryldiazomethan, research grade Serva, Heidelberg
Aminosaurestandard Sigma, Minchen
N-Acetyl-Aminosauren Bachem, Heidelberg
Phenylisothiocyanat (PITC) Sigma, Minchen

Losungsmittel ‘fur die Flussigkeitschromatograpie’ wurden von der Firma Merck

(Darmstadt) bezogen.
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2.4 Kits

Qiagen Plasmid-Midi Kit Qiagen, Hilden
QIAprep-spin Plasmid Kit Qiagen, Hilden
QuikChangé&" Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Heidelberg

2.5 Viren, Plasmide und Oligonukleotide

Rekombinante Baculovirus-Stocks zur Expression der hkAcyl (Lindner, 1996) und der

pkAcyl (Pittelkow, 1996) mit dem BEVS standen im Labor zur Verfliigung.

Das dem Ersten zugrundeliegende Baculotransfervektor-Konstrukt pVL1393-hkAcyl (s.

Abb. 2-1) wurde zur ortsspezifischen Mutagenese und der anschlielBenden Erzeugung
rekombinanter Baculoviren eingesetzt (s. 3.1).

Hindlll (1)
Scd (10164) :

/ AmpR

pVL1393-hkAc |

11071 bp

X} " Startcodon (4035)

¢ EccRI (4149)

' (417
EcaRI (5581)g4 (5555) Scd’ (4175)

Abb. 2-1 Plasmidkarte des Baculotransfervektor-Konstrukts pVL1393-hkAcyl.Die cDNA der
hkAcyl wurde in dieEcoRI site (4149) der MCS kloniert. Afip B-Laktamasegen; ori: origin of
replication; polh: Polyhedrinpromotor (Lindner, 1996)

Folgende Oligonukleotide fur die Mutagenese wurden von Herrn Dr. M. Krause (Oligo-

nukleotid-Syntheselabor, Institut fir Molekularbiologie und Tumorforschung)

synthetisiert:
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Bezeichnung Sequenz 5’ 3’
PWWisens GAGCGGAGTCCCGCGGCGGTGCGGGTTACCAGC

Pwwilanti GCTGGTAACCCGCACCGCCGCGGGACTCCGCTC
PWW2sens CCTACTGATGACTCAAACCCTGCGGCGGCAGCTTTTAGCCGGG
PWw2anti CCCGGCTAAAAGCTGCCGCCGCAGGGTTTGAGTCATCAGTAGG

Der folgende Sequenzierprimer wurde durch die Firma TOPLAB (Minchen) synthe-
tisiert:
hkAcy-seq  TAGCCAATCCCACTGATGCC

2.6 Zellen und Gewebe

Bakterienstamme:

E. coli XL1-Blue Stratagene, Heidelberg
Epicurian Coli’ XL1-Blue supercompetent cells ~ Stratagene, Heidelberg

Insektenzelllinie:

SF21 (OvarSpodoptera frugiperda Deutsche Sammlung fiir Mikrobiologie,
GBF, Braunschweig

Saugerzelllinien: zur Verfugung gestellt durch:

NRK-49F (Fibroblasten, Rattenniere), MDCK |  Prof. Dr. G. Herler, Marburg
und MDCK Il (Sammelrohr, Hundeniere)

LLC-PK; (proximaler Tubulus, Schweineniere) Prof. Dr. F. Fahrenholz, Frankfurt/M.

Die Schweinenieren wurden direkt nach der Schlachtung am Schlachthof Marburg/

Wehrda enthommen.

2.7 Puffer

EBSS, glukosefrei: 1.8 mM Cagb.4 mM KCI, 0.8 mM MgSQ@ 116 mM Nacl,
26 mM NaHCQ, 1 mM NaHPQ,, pH 7.4, sterilfiltriert

PBS™: 150 mM NaCl, 10 mM NakPQ,, 1 mM MgCh, 1.2 mM CaGl,
pH 7.4, sterilfiltriert

PBS: wie PBS', ohne MgC} und CaCl, autoklaviert

TAE: 40 mM Tris, 40 mM Essigsaure, 1 mM EDTA

TE: 10 mMTris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0, autoklaviert

Isolationsmedium: 250 mM Saccharose und 0.1 mM EDTA iggKR
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2.8 Nahrmedien

Alle Losungen wurden, wenn nicht schon steril geliefert oder anders angegeben,

sterilfiltriert.

Bakterienkultur:

LB-Medium: 25 g/l Luria-Broth Base (Gibco BRL, Karlsruhe), pH 7.2, autoklaviert
LBA-Medium: LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin

LBA-Platten:  LB-Medium mit 15 g/l Agar Agar, autoklaviert, Zusatz von 100 pg/ml
Ampicillin

2xXYT-Medium: 16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7.0, autoklaviert

Insektenzellkultur:

SF 900-Medium Pulver (Gibco BRL, Karlsruhe) wurde geméal} den Angaben des
Herstellers gelést. FCS wurde 30 min bei 57 °C inaktiviert. Vor Gebrauch wurde das
Medium zu 10% mit FCS, mit 1/100 Volumen 10% Pluronic F68 und 1/10 000

Volumen Gentamycin versetzt.

Saugerzellkultur:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit Gibco BRL, Karlsruhe
GlutaMAX™ | (Glycyl-glutamin) und
0.1% D-Glukose

DMEM mit GlutaMAX™ | und 0.45% D-Glukose  Gibco BRL, Karlsruhe
DMEM mit L-Glutamin und ohne Glukose Gibco BRL, Karlsruhe

DMEM Basalmedium ohne L-Arginin, L-Cystin, Gibco BRL, Karlsruhe
Glukose, i-Inositol, L-Leucin, L-Methionin und
Natriumphosphat

100X Supplemente fur DMEM Gibco BRL, Karlsruhe

Minimum Essential Medium (MEM) mit Earle’s Gibco BRL, Karlsruhe
Salzen, 25 mM HEPES und GlutaMAX|

Alle DMEM-Medien enthielten 15 mg/l und alle MEM-Medien 10 mg/l Phenolrot.
Gegebenenfalls wurden vor Gebrauch FCS und Antibiotika zugesetzt. L-Lysin, L-
Isoleucin, N-Acetylmethionin (NAM) und N-Acetylleucin (NAL) wurde als 100X
Supplement (pH 7.4) in PBS angesetzt. Albumin und Insulin wurden als Stammlésung
(0.1 g/l und 1mg/ml) in DMEMmit GlutaMAX™ | und 0.1% D-Glukose (pH 7.4)

angesetzt.
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3 Methoden

Alle Arbeitsschritte ohne Temperaturangaben wurden bei Umgebungstemperatur
durchgefuhrt. Die Geschwindigkeitsangabe rpm bezieht sich auf das Zentrifugieren von
Eppendorf-Reaktionsgefal3en in Tischzentrifugen dieses Typs.

Alle Arbeiten mit gentechnisch veradnderten Organismen wurden geméafR dem Gen-
technikgesetz (GenTG) vom 20.05.1990 durchgefuhrt und fielen unter die
Sicherheitsstufe S1. Dabei anfallende, kontaminierte Materialien wurden getrennt

gesammelt und hitzesterilisiert.

3.1 Expression der Acylase 1 mit dem Baculovirus-
Expressions-Vektor-System (BEVS, Gruenwaldt al,
1993)

Die Expression der Schweineacylase 1 (pkAcylEincoli hatte sich als ungeeignet

erwiesen (Pittelkow, 1996). Daher wurde die WT-Acylase 1 von Mensch und Schwein
sowie Mutanten des humanen Enzyms in Insektenzellen mit Hilfe des Baculovirus-
Expressions-Vektor-Systems (BEVS) exprimiert. Im Labor stand zur Expression der

pkAcyl ein Virusstock zur Verfugung (s. 2.5, Pittelkow, 1996).

3.1.1 Das Baculovirus-Expressions-Vektor-System (BEVS) im
Uberblick (O"Reilly et al, 1992; King und Possee, 1992;
Richardson, 1995)

3.1.1.1 Der Lebenszyklus des Baculovirus

Die ‘Nuclear polyhedrosis viruses’ (NPV) bilden einen Stamm innerhalb der Familie der
arthropodenspezifischen Baculoviren. Mit bestimmten Pocken- und Reoviren gehoren
sie zu einer Gruppe von Insektenpathogenen, welche unabh&ngig voneinander die
Bildung von Einschlusspartikeln (‘Occluded patrticles’) als umweltresistente Dauerform
entwickelt haben (Bissaret al. 1990). Schmetterlingslarven (Lepidoptera) nehmen die
viralen Occlusionen von kontaminierten Blattern auf (s. Abb. 3-1). Im alkalischen

Milieu ihres Mitteldarms losen sich diese Partikel auf und verursachen die

37



Methoden

Primarinfektion. In der friihen Virusreplikationsphase (6 h.p.i.) kommt es zur Produk-
tion von extrazellularen Viren (‘Budded virus particles’) durch Knospung von der
basolateralen Membran der Darmepithelzellen. Diese sorgen dann flr eine systemische
Infektion. In der spaten Phase (20 h.p.i.) der Virusreplikation wird unter der Kontrolle
eines sehr potenten Transkriptionspromotors das 29 kDa grofRe Protein Polyhedrin
synthetisiert, welches durch Bildung einer homogenen Matrix im Zellkern Virionen in
gro3er Zahl einschliel3t. Die dabei entstehenden Einschlusspartikel werden erst nach

dem Tod des Tieres frei und sorgen fir die horizontale Transmission.

! h"' ﬁ,
Replikation iy "-F ",
p :l— ¥ :-.;I'
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Aufnahme mit der Nahrung

"
['5’ Infektion des Wirtsinsekts

Abb. 3-1 Der Lebenszyklus des BaculovirusDie Viren existieren in zwei Formen: einer einfachen
‘budded’ Form im Wirtsinsekt und einer ‘occluded’, proteinumschlossenen und damit
umweltresistenten Dauerform, weitere Erlauterungen siehe Text; nach Aesab§l997).

In Zellkultur sind die Einschlusspartikel im Gegensatz zur extrazellularen Form des
Virus nicht infektids. Das Polyhedrin ist zur Bildung der infektibsen ‘Budded virus

particles’ nicht essenziell. Stattdessen werden unter Kontrolle seines Promotors auch

Fremdproteine sehr effizient produziert.

3.1.1.2 Das Expressions-System

Das Baculovirus-Expressions-Vektor-System (BEVS) wurde in den Laboratorien von
Summers und Miller entwickelt (Summers und Smith, 1987; Setitd, 1983; Miller,

1981). Die wirtseigene Proteinproduktion wird zugunsten der viralen gestoppt, so dass
das Produkt 50% der Proteinmasse ausmachen kann. Daruberhinaus sind die

Eigenschaften der heterolog exprimierten Proteine meist mit denen der Originale
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identische (Sridhaet al, 1994). Die Insektenzellen sind in der Lage, die Proteine
korrekt zu prozessieren (proteolytische Spaltung), zu modifizieren (Phosphorylierung,
Acylierung), zu assemblieren (Oligomerisierung) und zu lokalisieren (Miagetab,

1985; O'Reilly und Miller, 1988; Klenk, 1996). Die Glycosylierung weicht jedoch von
der in Vertebratenzellen ab. Zwar wurdénund O-Glykosylierung nachgewiesen, doch
werden kaum komplexeN-Glykane gebildet (Klenk, 1996), sondern vorwiegend
Zuckerstrukturen vom high-Mannose-Typ (Kuradaal, 1990).

Das oder die zu exprimierenden Gene kénnen nicht direkt vor einen Viruspromotor
(z.B. den Polyhedrin- oder p10-Promotor) kloniert werden, sondern gelangenimurch
vitro-Rekombination bei der Virusreplikation an diese Stelle. Hierzu werden die Zellen
mit Virus-DNA und einem Baculotransfervektor mit den klonierten Genen co-
transfiziert. Flankierende Sequenzen markieren die Orte der doppelt homologen
Rekombination fir die zu exprimierenden Sequenzen z.B. im Polyhedrin- oder pl0-
Locus. Die Rekombinationsrate betragt jedoch nur 0.1-1%. Zur Selektionierung der
rekombinanten Viren wird daher statt der Wildtypvirus-DNA meist ein modifiziertes
Virusgenom zur Co-Transfektion eingesetzt. Dieses enthlt eine letale Deletion, die bei
der Rekombination mit dem Transfervektor komplementiert wird (Kttal, 1993).

Der Anteil der rekombinanten Viren nach der Co-Transfektion steigt so auf Uber 95%,
denn nur diese sind lebensfahig. Eine entsprechend manipulierte Form des Genoms von
‘Autographa californicanuclear polyhedrosis virus’ (AcNPV) wird standardmalig
eingesetzt. Diese DNA ist heute mit einer Vielzahl von Transfervektoren fur multiple
Expression, spezielles ‘Protein targeting’ und andere Anwendungen kommerziell
erhaltlich.

Das rekombinante Virus aus dem Mediumuberstand co-transfizierter Zellen wird durch
mehrfache Infektionszyklen amplifiziert. Zur Isolierung eines monoklonalen Inokulums
oder zur Titerbestimmung einer Virusstock-Losung werden Plaquetests (Hink und Vail,
1973) vorgenommen. Die Baculoviren sind extrem lichtempfindlich und missen daher
dunkel gelagert werden (Jarvis und Garcia, 1994).

Neben der Anwendung in der Proteinexpression besteht ein grof3es Interesse an
Baculoviren bei der Entwicklung von biologischen Pestiziden (Yearian und Young,
1982; Bishop, 1989).
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3.1.2 Molekularbiologie

Mit den Kits gelieferte Losungen waren in den beiliegenden Protokollen mit den
Rezepten aufgefuhrt. Wo nicht anders vermerkt, wurde auf die Protokolle von
Sambrooket al. (1982) zurickgegriffen.

Zur Erzeugung von Mutanten der humanen Acylase 1 (hkAcyl) wurde die QuikChange
Site-Directed Mutagenesis Methode (Stratagene) direkt auf Miniprep-DNA des
Baculotransfervektor-Konstrukts pVL1393-hkAcyl angewandt. Dieses Plasmid enthielt

alle fur die Vermehrung in eineBcoli-Wirtsstamm nétigen Merkmale (s. Abb. 2-1).

3.1.2.1 Kultivierung von E. coli-Stammen

Zur langfristigen Lagerung wurden 600 pl einer Bakterien-Kultur in der stationaren
Wachstumsphase mit 400 ul 87%igem Glycerin gemischt und bei -80 °C aufbewahrt.
Zum Anziehen vonE. coli-Stammen wurden 3 ml LB-Medium mit 50 ul einer
stationdren Kultur oder eines Glycerinstocks angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C im
Schuttelinkubator inkubiert. Mit Plasmid transformierte Zellen wurden zur Selektion in
LBA-Medium kultiviert. Mit einer Ubernachtkultur konnte eine Flissigkeitskultur von
100-200 ml angeimpft oder eine Plasmid-Minipraparation vorgenommen werden (s.
3.1.2.3).

3.1.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen (Hanahan, 1985)

Transformationspuffer 1 (TFB 1): 100 mM RbCI, 50 mM My@0 mM KAc,
10 mM CaC}, 5% Glycerin, pH 5.8
(Essigsaure)

Transformationspuffer 2 (TFB 2): 10 mM MOPS, 10 mM RDbCI, 75 mM gaCl
15% Glycerin, pH 7.0, beide sterilfiltriert und
eisgekunhlt

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer Bakterien-Ubernachtkulfr doli XL1-

Blue) angeimpft. Bei einer QJgh von 0.5 wurden die Zellen bei 4 °C / 3000 x g 10 min
pelletiert, in 15 ml TFB1 resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Darauf wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert, in 2 ml TFB2 aufgenommen und sofort zur Trans-
formation eingesetzt oder bei -80 °C gelagert und vor Gebrauch auf Eis aufgetaut.

Das Plasmid pVL1393-hkAcyl lag in TE mit einer Konzentration von 100 ng DNA pro

ul vor. Die Losung wurde zu einem auf Eis aufgetauten 150 pl-Aliquot kompetenter
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Zellen gegeben. Nach 30 min auf Eis erfolgte fuir 90 s ein Hitzeschock bei 42 °C. Darauf
wurde der Ansatz mit 800 pl LB-Medium versetzt und 30 min bei 37 °C im Schdttler
vorinkubiert. Dann wurde das Volumen komplett mit einem Drigalskispatel auf einer
LBA-Platte ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit sterilen Zahnstochern
wurden Einzellklone von der Platte gepickt. Mit diesen wurden zur Plasmid-DNA-

Praparation 3 ml Ubernachtkulturen angeimpft.

3.1.2.3 Plasmid-DNA-Praparation und dsDNA-Bestimmung

Die Minipraparation von Plasmid-DNA (1-5 pg) aus 3 ml Ubernachtkulturen wurde
gemald den Angaben des Herstellers mit dem QIAprep-spin Plasmid Kit durchgefirt. Fur
die Praparation von Plasmid-DNA (bis zu 100 pg) aus einer 100 ml Ubernachtkultur fur
die Co-Transfektion (s. 3.1.3.2) wurde das Qiagen Plasmid-Midi Kit eingesetzt.

Zur dsDNA-Bestimmung nach der Praparation wurde die Extinktion der verdinnten
DNA-LOsung bei 260 nm gegen den gleichen Puffer gemessen. Eine OD von 1
entsprach einer DNA-Konzentration von 50 pug/ml. Ferner wurde zur Kontrolle der

Praparation eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt.

3.1.2.4 Agarose-Horizontal-Gelelektrophorese

Gellésung: 1% Agarose in TAE, 0.01% Ethidiumbromid
6x Auftragepuffer: 0.25% Bromphenolblau, 0.25% Xylencyanol, 30%
Glycerin

Elekrophoresepuffer: TAE

Die Gellésung wurde gekocht, bis die Agarose vollstandig geldst war. Erst nach
Abkihlung auf etwa 50 °C wurde die entsprechende Menge Ethidiumbromid
(10 mg/ml) zugegeben. Nach dem Erstarren des Gels in der Elektrophoresekammer
wurde es mit TAE udberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen
Auftragepuffer versetzt und bei einer Spannung von 8 V/cm etwa 1 h lang aufgetrennt.
Anhand eines mitgefuhrten GréRenmarkexsDNA EcadRI/Hindlll, Sigma) konnten

GrolRe und Menge der DNA-Banden bei Betrachtung auf einem UV-Transluminator

(254 nm) abgeschéatzt werden.

41



Methoden

3.1.2.5 Aufbereitung von Oligonukleotiden

Die Mutagenese-Oligonukleotide PWW1sens, PWW1anti, PWW2sens und PWW?2anti
(s. 2.5) lagen nach der Synthese in ammoniakalischer Losung vor. Sie wurden in der
Speed Vac zur Trockne eingeengt, in 200 pl a. bidest. aufgenommen und mit Ethanol
gefallt (s. 3.1.2.6). Das DNA-Pellet wurde in 40 pl a. bidest. aufgenommen und die

DNA-Konzentration nach folgender Formel bestimmt:

g DNA = Bgo - 33 - Gesamtvolumen (ml) - Verdiinnungsfaktor

3.1.2.6 DNA-Fallung

Die DNA-L6sung wurde mit dem zweieinhalbfachen Volumen an 0.6 M LiCl in Ethanol
versetzt, 30 min bei -20 °C inkubiert und 30 min bei 4 °C / 13 000 x g abzentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 100 pl 80% Ethanol gewaschen, 15 min wie oben zentrifugiert und
bei 37 °C luftgetrocknet.

3.1.2.7 Ortsspezifische Mutagenese

Die Mutagenese wurde mit dem QuikChaltheSite-Directed Mutagenesis Kit

(Stratagene) gemal dem beiliegenden Protokoll durchgefuhrt.

Das Plasmid mit dem Wildtyp-Gen (pVL1393-hkAcyl) wurde mit einem untereinander
und zur Zielsequenz komplementaren Primerpaar, welches die Mutation trug, in einer
PCR eingesetzt. Auf die im Protokoll empfohlene Reinigung der Oligonukleotide wurde

verzichtet.

Folgende Mutanten der hkAcyl sollten erzeugt werden:

WW193,194AA, im Folgenden PWW1 abgekiirzt, und
WW332,333AA, kurz PWW?2 und eine Kombination beider,
PWW1/2.

Fur eine Mutagenese wurden unterschiedliche Mengen (5-50 ng) des Baculotransfer-
vektors pVL1393-hkAcyl mit je 125 ng der einzelnen Mutagenese-Oligonukleotide des
Paares PWW1sens und PWW1lanti sowie des Paares PWW2sens und PWW2anti (s. 2.5)
eingesetzt. Die Amplifizierung erfolgte im Reaktionspuffer mit dNTPs RiteDNA-

Polymerase nach folgenden Zyklus-Bedingungen:
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Denaturierung: 95°C, 30s
Hybridisierung: 55°C, 1 min
Elongation: 68 °C, 22 min
Zyklenzahl: 18

Aufgrund ihrerdamMethylierung konnte anschlie3end parentalstranghaltige DNA mit
der EndonukleasBpn | (Zielsequenz: 5 -B°ATC-3" sowohl in methylierter als auch in
hemimethylierter DNA) abgebaut werden. Mit dem Ubrigen, ‘Nicks’-enthaltenden, aber
mutierten Plasmid wurden ‘Epicurian Coli XL1-Blue supercompetent cells’
transformiert. Diese Zellen konnten die ‘Nicks’ reparieren. Nach der Transformation
wurde der Ansatz mit 500 pl auf 42 °C temperiertem 2xYT-Medium (vergl. 3.1.2.2)
versetzt und 1h bei 37 °C geschuttelt. Darauf wurde der gesamte Ansatz auf LBA-
Platten ausplattiert. Pro Mutagenese wurden vier Klone gepickt, 3 ml Ubernachtkulturen
angeimpft und Plasmid-Minipraparationen (s. 3.1.2.3) durchgefthrt.

Mit der Sequenzierung der Plasmide zur Erfolgskontrolle der Mutagenese wurde die
Firma TOPLAB (Minchen) beauftragt. Die PWW1/2 Mutante wurde durch die
Mutagenese des Klons mit der PWW1-Mutation und dem Primerpaar PWW2sens und
PWW?2anti wie beschrieben hergestellt.

Mit je einem positiven Klon wurde letztendlich eine 100 ml Ubernachtkultur (s. 3.1.2.1)
angeimpft, und mit dem Qiagen Plasmid-Midi Kit der Baculotransfervektor fiir eine Co-

Transfektion prapariert (s. 3.1.2.3).

3.1.3 Insektenzellkultur

3.1.3.1 Kultivierung von SF21-Zellen

Die Zellen wurden bei 27 °C in SF 900-Medium mit FCS und Gentamycin inkubiert.
Fur alle Kultivierungsarbeiten wurde sterile Einmalware verwendet. Alle Zentri-
fugationen mit den Zellen erfolgten bei 1000 x g fur 10 min.

Konfluente Monolayer-Kulturen in 25 &5 cn#-Kulturflaschen mit einem Medium-
Volumen von 4 mi/10 ml Kultur wurden alle 3d 1:10 subkultiviert: Der Zellrasen wurde
mit einem ‘Cell Scraper’ geldst, die Zellen im gleichen Medium resuspendiert, und 1/8
Volumen wurde in einer frischen Flasche ausgesét. Die Zellen waren innerhalb 1 h nach

Aussaat adharent.
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Zur Vermehrung in Ruhrerkulturen (50-200 ml Kulturvolumen in Erlenmeyerkolben mit
Rihrfisch) mit 50-75 Upm wurden die Zellen bei einer Dichte von 0.8 zéllen/ml
ausgesat und zweimal wochentlich passagiert.

Zur Kryo-Konservierung wurden SF21 Zellen zu einer Dichte von 1/mlGn 90%

FCS und 10% DMSO resuspendiert. 1 ml Aliquots wurden in Kryo-Réhrchen 1 h bei
-20 °C und uber Nacht bei -80 °C eingefroren, bevor sie in Flussigstickstoff tberfihrt
wurden.

Zur erneuten Kultivierung wurde ein Aliquot rasch bei 27 °C aufgetaut und mit 10 ml
SF 900 Medium mit FCS abzentrifugiert. Die Zellen wurden wie oben beschrieben auf
eine 75 cri-Kulturflaschen gegeben. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Die

Zellzahl wurde mit der Thoma-Zahlkammer bestimmit.

3.1.3.2 Co-Transfektion

In einer 8.7 criPetrischale wurden 1.4 - 8lBellen in serumhaltigen Medium ausgesat
und 1 h inkubiert. 0.5 pg BaculoGold DNA plus 3.5 pg Plasmid-DNA des Transfer-
vektors und 30 pL Lipofectin wurden in einem 15 ml Rohrchen (kein Eppendorf
ReaktionsgefalR) mit serumfreien Medium auf 100 pl aufgefullt und 15 min inkubiert.
Das Medium wurde von den Zellen entfernt und durch 2.5 ml serumfreies Medium
ersetzt. Die Liposomen-L6sung mit der BaculoGold DNA und der Transfervektor-DNA
wurde zugetraufelt. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und 2.5 ml
serumhaltiges Medium zugegeben. Nach weiteren 5 d wurde durch Zentrifugation der
Transfektionsuiberstand gewonnen.

Alle nachfolgenden Infektionstiberstande wurden beginnend mit 1 durchnummeriert und
wie der Transfektionsuberstand bei 4 °C gelagert. 1 ml-Aliquots der Uberstande wurden

bei -80 °C gelagert.

3.1.3.3 Plaquetest (Lee und Miller, 1978)

Alle Plaquetests wurden als Doppelbestimmung angesetzt.

Stechen eines Plagues

Um den Erfolg der Co-Transfektion zu tUberprifen und einen einzelnen, rekombinanten
Virusklon zu erhalten, wurde mit dem Transfektionstberstand ein Plaquetest angesetzt.

Dabei wurde davon ausgegangen, dass die Rekombinationsrate nahezu 100% betrug
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(Angabe von Pharmingen) und somit auf einen Selektionsmarker verzichtet werden
konnte.

Top-Agar: Frisch autoklavierte 3% Baculovirus Agarose sowie ein
Volumen serumhaltiges Medium wurden im Wasserbad bei
50 °C bereitgehalten und zum Uberschichten miteinander
gemischt.

Farbelosung:  0.04% Neutralrot

Je 1 - 10 Zellen in serumhaltigem Medium wurden in 8.72dPetrischalen ausgesat.
Nach 1 h wurden 100 pl pro Schale des in serumfreien Mediuril@%ach ver-
dunnten Transfektionsiberstandes zugetraufelt. Serumfreies Medium diente als
Negativkontrolle. Nach einstindiger Inokulation im Inkubator wurde der Uberstand
verworfen, und die Zellen wurden mit 1 ml Top-Agar pro Schale tberschichtet.

Nach Erstarren der Agarose wurde jede Schale mit 1 ml serumhaltigem Medium
uberschichtet und 5 d inkubiert. Zum Sichtbarmachen der Plaques wurde das Medium
abgenommen und fur 1 h mit Farbelésung Uberschichtet. Nach Inkubation Uber Nacht
wurden mit sterilen Pasteurpipetten pro Co-Transfektion vier Plaques (Virusklone)
gestochen, und die Gelstiicke in je 1 ml serumfreies Medium gebracht. Bei 4 °C Uber
Nacht diffundierten die Viren aus dem Gel. Die L6ésung wurde zur Virusvermehrung (s.
3.1.3.4) eingesetzt.

Titerbestimmung

Nach der Virusvermehrung (s. 3.1.3.4) wurde zur Titerbestimmung ein Plaquetest
durchgefuhrt, der weitgehend wie oben beschrieben aufgebaut war. In 21 cm
Petrischalen wurden je 4 - ¢8dellen in serumhaltigem Medium ausgesat. Nach 1 h
wurde das Medium bis auf 2 ml abgenommen und mit je 1 ml Virus-Verdinnung eine
weitere Stunde inokuliert. Das Inokulum wurde verworfen, die Zellen mit 4 ml Top-
Agar und 2 ml serumhaltigem Medium Uberschichtet, 5 d wie oben inkubiert und an-
schliel3end gefarbt.
Durch Auszahlen der Plaques wurde der Virustiter in Plaque forming units (PFU) pro
ml bestimmt.

Titer (PFU/mI) = Plaquezahl - VerdiinnahgVolumen des Inokulurifs
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3.1.3.4  Virusvermehrung

Zur Amplifizierung eines Virusklons aus einem Plaque wurden ¥ Zé&llen in einer

8.7 cm?-Petrischale mit dem 1 ml der Losung des gestochenen Plaques (s. 3.1.3.3)
infiziert. 1 h spater wurde der Uberstand gegen 2 ml serumfreies Medium ausgetauscht
und 7 d inkubiert. Der erste Infektiontiberstand wurde erneut komplett zur Infektion von
je 8 - 1@ Zellen in 25 cri-Flaschen verwandt. Wie oben wurde das Medium ersetzt und
der Gesamtansatz nach 7 d durch Zentrifugation in Zellen und zweiten Infektions-
uberstand getrennt.

Von nun an war in Ganzzellextrakten der geernteten Zellen Enzymaktivitat
nachweisbar, und das Uberexprimierte Protein auch im SDS-PAGE sichtbar. Pro
Mutante wurden drei von vier Uberstanden eingefroren und nur einer weiteramplifiziert.
Der nachste Vermehrungsschritt erfolgte in einer Ruhrerkultur. Mit 1.3 ml des zweiten
Infektionsiiberstandes wurden 200 ¢ Z@8llen in 100 ml serumfreiem Medium infiziert.

Am neunten Tag wurde der dritte Uberstand zur Titerbestimmung (s. 3.1.3.3) eingesetzt.
Der Titer betrug je etwa 12 - l@FU/ml. Dieser Uberstand wurde zu allen weiteren

Infektionen verwandt.

3.1.3.5 Expressionskultur

Um den optimalen Zeitpunkt zur Zellernte fur die Enzymreinigung zu ermitteln, wurde
die spezifische Enzymaktivitat in Ganzzellextrakten nach der Infektion 6 d lang

verfolgt.
Waschpuffer: PBS, eisgekihlt

200 - 16 Zellen in 90 ml serumfreiem Medium wurde mit einer ‘Multiplicity of
Infection’ (MOI) von 0.6 infiziert. Die MOI gibt die PFU pro Zelle in der Kultur an.

Alle 24 h wurden 4 ml entnommen und abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml PBS
gewaschen, wieder abzentrifugiert und bis zum zum Aufschluss (s. 3.1.4.3) bei -80 °C
gelagert.

Die Expressionskultur wurde entsprechend angesetzt. Nach der Ernte wurden die Zellen
mit 10 ml PBS gewaschen und sofort aufgeschlossen (s. 3.1.4.3).

Die pkAcyl wurde entsprechend exprimiert.
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3.1.4 Proteinchemie

3.1.4.1 Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

Der Test wurde als Vierfachbestimmung auf der 96-Well-Mikrotiterplatte durchgefthrt.
Als Proteinstandard diente BSA.

Bradford A: 100 mg Coomassie Blue G-250, 50 ml Ethanol, 100 m| 852@H

Bradford B: 3 ml Bradford A ad 20 ml
Bradford A wurde bei 4°C gelagert und Bradford B frisch angesetzt. 10 ul Probe
(maximal 150 pg/ml) wurden mit 200 ul Bradford B versetzt. Nach 25 min bei RT

wurde die g5 bestimmt.

3.1.4.2 Bestimmung der Acylase 1-Aktivitat mit dem TNBS-Test (Weil3, 1994)
Der diskontinuierliche Test wurde mit der Acht-Kanal-Pipette als Vierfachbestimmung
auf Mikrotiterplatten durchgefuhrt.
Substratpuffer: 30 mM Natriumacetat, 30 mNB@,, 30 mM NaHPO,, pH 7.0
Stopplosung: 0.2 M Trichloressigsaure

100 pl SubstratlésungNfAcylaminosaure in Substratpuffer, pH 7.0) wurden zum
Reaktionsstart auf die vorgelegte Probe (10-20 pl) gegeben. Eine 20!-Adétyl-
Methionin (NAM)-L6sung diente als Standardsubstrat. Nach wenigen Sekunden bis zu

einer Stunde wurde der Reaktionsansatz mit 50 pl Stopplésung versetzt.

Nachweis freier Aminogruppen (Okuyama und Satake 1960; Seitake 960)

Nach der eigentlichen Enzymreaktion wurden in der zweiten Reaktion di€&hNkbpen

der freien Aminoséuren nachgewiesen.
Boratlésung: 2.5 g di-Natiumtetraborat-Decahydrat ad 65 ml, pH 9.7 (NaOH)
TNBS-LOsung: 0.2%
Durch Zugabe von 100 pl Boratlosung wurde der Ansatz alkalisiert, und mit 20 pl
TNBS-L6sung entwickelt. Das Entstehen der Trinitrophenyl-Aminogruppen wurde bei
405 nm im Mikrotiterplatten-Lesegerat mit Hilfe der Steuerungssoftware des Herstellers
tber 30 min aufgezeichnet. Die Daten wurden unter dem Dateiféroofit  gesichert

und mit Hilfe des Programms Sigma Plot 2.01 ausgewertet.
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Quantifizierbarer Aktivitatstest

Spezifische Aktivitdten in Units wurden bei einer Substratendkonzentration von 20 mM
NAM im Ansatz bestimmt. Als ein Unit (U) war die Enzymmenge definiert, welche
1 pmol NAM pro Minute hydrolysiert. Zur Erstellung von Eichkurven wurden an Stelle

des Substrats Aminosaurestandards (0.25-4 mM) eingesetzt.

3.1.4.3 Enzymreinigung von hkAcyl und pkAcyl aus SF21-Zellen (Pittelkovet
al., 1998)

Alle Schritte erfolgten bei 4 °C.

Die Zellen aus einer 100 ml Expressionskultur (s. 3.1.3.5) wurden in 15 ggl .BP
resuspendiert, mit dem Ultraschall-Desintegrator aufgeschlossen und bei 20 000 x g
45 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt iber Phenylsepharose CL-4B

chromatographiert.

Saulenkérpermalie: 3:-30cm

Puffer A: KP5,7.0

Puffer B: 70% Ethylenglycol in KR,7.0
Gradient: 100 min 100% Puffer A mit 1 ml/min

Flussgeschwindigkeit, 800 min linearer Gradient auf
100% Puffer B mit 0.3 ml/min

Fraktionsgrofe: 10 min
Die aktivsten Fraktionen wurden gepoolt (ca. 50 ml) und tiber Q-Sepharose Fast Flow
chromatographiert. Die Acylase 1 passierte die mit,KB aqulibrierte Q-Sepharose
Fast Flow, welche anschliel3end mit einer 500 mM KCI-Losung ig KPP regeneriert

wurde. Das gereinigte Enzym wurde bei -80 °C gelagert.

3.1.4.4 SDS-PAGE-Vertikal-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)
Probenpuffer: 0.1 M Tris/HCI, 2% SDS, 34Mercaptoethanol, 10%
Glycerin, 0.01% Bromphenolblau
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris/HCI, 190 mM Glycin, 3.5 mM SDS

Trenngel: 1 ml 87% Glycerin, 1 ml 1% SDS, 1.45 ml a. bidest, 2.5 ml 1.5 M
Tris/HCI, pH 8.0, 4 ml 30% Acrylamid / 0.8% Bisacrylamid, 50 pul
10% APS, Polymerisationsstart durch 25 uL TEMED
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Sammelgel: 0.5 ml 1% SDS, 2.6 ml a. bidest., 1.25 ml 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8,
0.65 ml 30% Acrylamid / 0.8% Bisacrylamid, 25 pl 10 % APS
Polymerisationsstart durch 10 ul TEMED

Gelmale: 1-145-85mm
Elektrophorese- 20-200 V
spannung

7-8 ml Trenngel wurden mit 3.5-4.5 ml Sammelgel Uberschichtet. Beide Gele waren
nach 40 min auspolymerisiert. In das untere Pufferreservoir wurde vor und in das obere
nach dem Zusammenbau der Elektrophorese-Apparatur Elektrophoresepuffer gefillt.
Die Probe wurde in 1/6 Volumen Probenpuffer aufgenommen, 3 min gekocht und
aufgetragen. Der Lauf war beendet, sobald die Bromphenolblaufront das Gelende
erreicht hatte. Als Molekulargewichts-Marker wurde Dalton Mark VII-L (Sigma)

eingesetzt.

Coomassie-Farbung

Farbelbsung: 40% Methanol, 10% Essigsaure, 0.1% Coomassie Blue R-250

Entfarbelésung : 5% Ethanol, 7% Essigsaure

Das Gel wurde 15 min bei 50 °C gefarbt und mit etwas Schaumstoff in der Entfarbe-
l6sung entfarbt. Beide LOosungen wurden recycelt, wozu Zweitere Uber Aktivkohle

filtriert wurde.

Silberfarbung
Fixierldsung (frisch): 30% Ethanol, 10% Essigsaure

Thiosulfatpuffer: 0.1 M NaAcetat, 30% Ethanol, pH 6.0, vor Gebrauch Zusatz
von 1 mg/ml N&S,0,

Sibernitratldsung:  0.1% AgNQ10 min vor Gebrauch Zusatz von 25 pl
Formaldehydl6sung

Entwickler: 2.5% NgCQ,, 10 min vor Gebrauch Zusatz von 25 pl
Formaldehydl6sung

Das Gel wurde zweimal 15 min fixiert und anschlieend 30 min in Thiosulfatpuffer
inkubiert. Dann wurde dreimal 10 min mit a. bidest. und einmal 25 min mit Silbernitrat-
l6sung gespult. Vor dem Entwickeln wurde das Gel kurz in a. bidest. gespult und dann

unter Sichtkontrolle entwickelt. Die Reaktion wurde mit 1 ml Eisessig gestoppt.
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3.2 Zellfraktionierung

Zur Untersuchung einer mdoglichen Membranassoziation und der subzellularen
Verteilung der Nierenacylase 1 wurden subzellulare Fraktionen der Nierenrinde des

Schweins hergestellt.

3.2.1 Mikrosomenpraparation aus Schweinenieren-Rinde

Alle Schritte erfolgten bei 4 °C. Aliquots von jeder Fraktionierungsstufe wurden bei
-80 °C gelagert.

60 g Cortex wurden zweimal durch den Fleischwolf gedreht, mit 60 ml Isolations-
medium versetzt, Uber ein Sieb (Maschenweite 1.5 mm) gegeben und mit einem Potter
(200 ml, Teflonstempel) homogenisiert. Das Homogenat wurde einer Differential-
zentrifugation unterworfen: 10 min bei 1000 x g, 20 min 10 000 x g und 45 min
105 000 x g. Jedes Pellet wurde einmal mit Isolationsmedium gewaschen und die
Uberstande zur nachsten Zentrifugation vereinigt. Das letzte Pellet wurde in 35 ml
Isolationsmedium aufgenommen und in 1 ml Aliquots 30 min bei 10 000 x g zentri-
fugiert, um dunkelerscheinendes Material zu entfernen. Der pinkfarbene Uberstand mit
einer Proteinkonzentration von etwa 3 mg/ml wurde als die mikrosomale Fraktion

betrachtet und in flissigem Stickstoff gelagert.

3.2.2 Enzymsolubilisierung

Peripher und unspezifisch an den mikrosomalen Membranvesikeln haftende Proteine
sollten durch Behandlung mit nichtionischen Detergenzien solubilisiert werden. 300 pl
der mikrosomalen Fraktion wurden mit bis zu 2.3 mM Natrium-Deoxycholat, 0.5%
Triton X-100 und 20 mM CHAPS versetzt und 5 min heftig geschuttelt. 130 ul Aliquots
wurden in Microfuge-Tubes Uberfuhrt. Die Membranen wurden 10 min bei 100 000 x g
in der Airfuge sedimentiert. Die Pellets wurden nach Resuspendieren in
Isolationsmedium wie die Uberstande auf Laktat-Dehydrogenase (LDH)- (s. 3.2.4.1)

und Acylase 1-Aktivitat (s. 3.1.4.2) getestet.
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3.2.3 Dichtegradienten-Zentrifugation

Mit den Mikrosomen und dem Uberstand der 10 000 x g-Zentrifugation (postmito-
chondrialer Uberstand) wurde eine Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
durchgefuhrt. Im fraktionierten Gradienten sollte eine mdgliche Co-Lokalisation der
Acylase 1 mit Plasma- oder lysosomalen Membranvesikeln anhand von Markerenzymen
untersucht werden. Alle Schritte erfolgten bei 4 °C.

In einem UZ-Roéhrchen fir den SW-41 Ausschwingrotor (13 ml Volumen, Beckman)
wurde durch Ubereinanderschichten von 47-15% Saccharose in 50 mM Tris/HCI, 5 mM
MgCl,, 25 mM KCI, pH 7.5 in 0.5%-Schritten zunachst ein Stufengradient erzeugt.
Uber Nacht bildete sich ein linearer Gradient aus, der mit 100 pl Probe beladen wurde.
Nach Zentrifugation fir 1 h bei 288 000 x g wurde der Gradient mit einer vond¥letz

al. (1977) beschriebenen Aparatur fraktioniert. Uber ein diinnes Réhrchen (0.2 mm
Innendurchmesser), welches bis auf den Boden des UZ-Roéhrchens reichte, wurde der
Gradient mit einer peristaltischen Pumpe bei einer Flussgeschwindigkeit von 0.4 ml/min
ausgepumpt und mit einem Fraktionssammler fraktioniert. Die Fraktionen wurden auf

Acylase 1- (s. 3.1.4.2) und Markerenzym-Aktivitaten (s. 3.2.4) getestet.

3.2.4 Bestimmung von Markerenzymaktivitdten (Bergmeyer, 1974)

In colorimetrischen Tests wurden von den Markerenzymen Laktat-Dehydrogenase
(Zytosol), alkalische Phosphatase (Plasmamemboa@glactosidase (Lysosomen) und
Fumarase (mitochondrial) die relativen Aktivitaten vierfach bestimmt. Dabei entsprach
die Extinktionsanderung pro Zeit bei der entsprechenden Messwellenlange immer der
Enzymaktivitat. Die Tests fur die ersten drei der vier Enzyme wurden auf

Mikrotiterplatten durchgefuhrt.

3.2.4.1 Laktat-Dehydrogenase (LDH)

10 pl Probe wurden mit 20 pl 10 mM Pyruvatlésung und 240 pkd¥aPvorgelegt,
und die Reaktion mit 30 ul frischem 1 mM NADH gestartet. Die Abnahme yan E
wurde Uber 5 min kontinuierlich registriert. Die Daten wurden, wie unter 3.1.4.2 fur die

Acylase 1 beschrieben, ausgewertet.
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3.2.4.2 Alkalische Phosphatase

10 pl Probe wurden mit 180 pl 0.1 M Glycin/KOH, pH 10 (Reaktionspuffer) vorgelegt,
und die Reaktion mit 20 ul 12 mptNitrophenylphosphat in Reaktionspuffer gestartet.
Die Zunahme von ks wurde tber 5 min kontinuierlich registriert und wie oben aus-

gewertet.

3.2.4.3 a-Galactosidase

Der Test wurde bei 37 °C als Endpunktbestimmung durchgefiihrt. 20 ul Probe wurden
mit 200 pl 200 mM Natriumcitrat, 0.2% BSA, 0.2% Triton X-100, 0.04% HaMN 8.0
(Reaktionspuffer) vorgelegt, und die Reaktion mit frischen 20 ul 4pxitrophenyl-
o-D-glucopyranosid in Reaktionspuffer gestartet. Die Platte wurde mit selbstklebender

Folie abgedichtet. Nach 3 h wurdgg&bestimmt.

3.24.4 Fumarase

10 pl Probe wurden mit 590 pul 50 mM L-Malat in #4§7.4 versetzt und J&o Uber

5 min kontinuierlich aufgezeichnet.

3.3 Saugerzellkultur

3.3.1 Die allgemeinen Eigenschaften der LLC-Pk-Zellen

Die LLC-PK;-Zellen leiten sich vom proximalen Tubulus der Schweineniere ab. lhre
Morphologie und ihr Stoffwechsel zeigen viele fir dieses Epithel charakteristischen
Merkmale. Die Zellen haben eine Birstensaum-Membran, produzieren eine Basallamia-
ahnliche extrazellulare Matrix und sind histochemisch positiv fur eine Reihe von fir den
proximalen Tubulus typischen Enzymen, wie zum Beispiel gi&lutamyl-
Transpeptidase. Zudem bilden sie ‘Tight junctions’ (Perantoni und Berman, 1979;
Rabito, 1986). Als Zeichen aktiver Transportmechanismen, die bei konfluenten
Kulturen ein Potential aufbauen, welches zu einem transepithelialen Wasserstrom fihrt,
kann man die Bildung von Hemizysten oder ‘Domes’ beobachten (Perantoni und
Berman, 1979). Uber die Transportleistungen der LLG-P#len existiert umfang-

reiche Literatur. Als Beispiele sei hier nur der Aminosauretransport genannt (Rabito und
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Karish, 1982; Sepulveda und Pearson; Rabito und Karish, 1983; Mettahs1990;
Kimmich et al, 1994). Die LLC-PK-Zellen fanden weiterhin Anwendung in der
Erforschung des Nierenstoffwechsels. Zum Beispiel setzt der an ein Wachstum ohne
Glukose adaptierte Stamm® Rls Antwort auf eine metabolische Azidose apikal
vermehrt Ammoniumionen aus der Glutamatdehydrogenase-Reaktion frei (Mu und
Welbourne, 1996). Auch fur die Untersuchung des Wirkungsmechanismus nephro-
toxischer S-Cysteinkonjugate (s. 1.4.2 und 5.6, Stevehsal, 1986; Mertenset al,

1990; Cheret al., 1992; Vamvakaet al, 1996) und der Signaltransduktion (Wolf und
Stahl, 1996) haben sich die LLC-RKellen als geeignet erwiesen. LLC-PK1-Zellen
sind mit zwischen 36 und 40 Chromosomen aneuploid.

Ein allgemeiner Nachteil von Zellkultursystemen als Modell ist die starke Abhangigkeit

des Kulturzustandes von den Inkubationsbedingungen.

3.3.2 Kulturbedingungen

Alle hier kultivierten Zellen wuchsen adharent. Sie wurden in einer feuchten
Atmosphéare mit 5% CPOund 95% Umgebungsluft bei 37 °C inkubiert. Fur alle
Kultivierungsarbeiten wurde sterile Einmalware verwendet. Alle Zentrifugationen mit
trypsinierten Zellen erfolgten bei 400 x g fir 10 min. Die routineméaRige Passage und
Kultivierung der Zellen erfolgte in 4 ml Medium in 21 &®chalen. In 75 cfFlaschen

wurden die Zellen mit 10 ml Medium inkubiert.

Kulturmedium fir LLC-PK-Zellen:

DMEM mit GlutaMAX™ | und 0.1% D-Glukose, 10% FCS und 1/100
Volumen Penicillin-Streptomycin ‘Mixture’

Kulturmedium fir MDCK | und lI-Zellen:
MEM mit Earle’s Salzen, 25 mM HEPES, GlutaMA¥XI und 10% FCS

Kulturmedium fiir NRK-49F-Zellen:

DMEM mit GlutaMAX™ | und 0.45% D-Glukose 0.45% D-Glukose, 10% FCS
und 1/10 000 Volumen Gentamycin

3.3.2.1 Passagieren

Alle 3 d wurde der konfluente Monolayer zweimal mit 2 ml PBS gewaschen und mit
0.5 ml Trypsin-Versene ‘Mixture’ inkubiert (LLC-PK10 min, MDCK | sowie Il
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25 min und NRK-49F 5 min). Die abgeldsten Zellen wurden in 5 ml Kulturmedium
resuspendiert und verdinnt passagiert (LLG-PXO, MDCK | sowie Il 1:5 und NRK-
49F 1:10).

3.3.2.2 Kryo-Konservierung

Der konfluente Monolayer einer 75 Ghlasche wurde zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen, mit 1 ml Trypsin-Versene ‘Mixture’ abgel6st, in 10 ml Kulturmedium
resuspendiert und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Kulturmedium mit 10%
Kryo-Protektivum (DMSO flr LLC- und Glycerin fir MDCK- sowie NRK-49F-Zellen)
aufgenommen. Vor der Uberfiihrung in Flissigstickstoff wurden die Zellen 24 h bei
-20 °C und 24 h bei -80 °C gelagert.

3.3.2.3 Auftauen von kryo-konservierten Zellen

Ein 1 ml Aliquot wurde bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, zu 10 ml Kulturmedium
gegeben und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in einer 7eFtamche ausgeséat und

nach 24 h weiter passagiert.

3.3.3 Zell-Viabilitat

3.3.3.1 MTT-Test, modifiziert nach Mertens et al. (1995)

Dieser Test basiert auf der Reduktion des wasserldslichen Tetrazolium-Salzes Thiazolyl
Tetrazoliumbromid zu einem unldslichen Formazan-Prazipitat durch mitochondriale
Dehydrogenasen lebender Zellen. Der violette Farbstoff wird in einem organischen
Loésumgsmittel solubilisiert und spektrophotometrisch bestimmit.

Der MTT-Test wird als Multiwell-Assay vom Studium von Zellproliferation und
Zellchemosensitivitat (Twentyman und Luscombe, 1987) bis zum ‘Drug-Screening’ mit
Tumor-Zelllinien (Alley et al, 1988) alternativ zuntH-Thymidin-Aufnahme- und

anderen Wachstums-Assays eingesetzt.
MTT-Lésung: 0.5 mg/ml MTT in PBS
Waschpuffer: PBY

Der Test wurde als Sechsfachbestimmung auf 96-Well-Mikrotiterplatten (032 cm

Wachstumsflache pro well) durchgefuhrt. Die Aussaat der Zellen und die Zugabe von
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Losungen erfolgte mit dem Distriman. Von den Zellen wurden Lésungen mit einer

Kanule (Microlance 3) uber eine Membranpumpe abgesaugt.

Die Zellen wurden 1:10 oder 1:20 in 100 pl Kulturmedium ausgesat und zum

Anwachsen mindestens 24 h inkubiert. Die randstandigen Wells wurden mit 100 pl
Waschpuffer gefullt. Vor Zugabe der mit unterschiedlichen Supplementen versetzten
Versuchsmedien wurde zweimal mit 125 pl Puffer gewaschen. Zum Test wurden 100 pl
MTT-L6sung auf die Zellen gegeben. Nach 1 h im Inkubator wurde die L&sung

abgesaugt, der Formazan-Niederschlag mit 100 ul DMSO solubilisiert und die
Platte 10 s heftig geschiittelt, bevagdgemessen wurde.

3.3.3.2 Zelluldre Proteinmasse

Ebenso wie die im MTT-Test gemessene Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenase
korrelierte auch die zellulare Proteinmasse gut mit der Zellviabilitdt. Die Bestimmung
erfolgte auf 96-Well-Mikrotitterplatten in wassrigen Lysaten. Der Zellrasen wurde mit
50 pl a. bidest. versetzt und 30 min heftig geschuttelt. Mit dem Lysat wurde der
Bradford-Test durchgefihrt (s. 3.1.4.1).

3.3.4 Zytoplasma-Extrakte fur die Enzymbestimmung

Zur Bestimmung der Acyl- und LDH- Aktivitaten wurden die Zellen vierfach auf
21 cnf-Schalen kultiviert. Sie wurden durch Inkubation mit 0.5 ml 2.5% Trypsin (ohne
EDTA) abgel6st, jeweils doppelt solange wie mit Trypsin-Versene (s. 3.3.2.1). Die
nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C oder unter Eis-Kuhlung. Die Zellen wurden zu
1 ml PBS gegeben, 5 min bei 13 000 rpm pelletiert, einmal gewaschen und bis zum
Aufschluss bei -80 °C gelagert.

Die Zellen wurden per Hand mit einem 5 ml-Glaspotter aufgeschlossen. Das Pellet
wurde hierzu in 100 pul Kg7.0 aufgenommen, durch 20 StéRe homogenisiert und
zusammen mit weiteren 50 pl k2.0 Spullosung aus dem Potter 30 min bei
13 000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur Enzymbestimmung (s. 3.1.4.2
und 3.2.4.1) bei -80 °C gelagert.
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3.3.5 N-Acetylaminosaure-Transport-Studien

LLC-PK;-Zellen bilden einen Monolayer, dessen transepithelialer Widerstand und
Permeabilitat fur anorganische lonen denen des proximalen Tubulusepithels entspricht
(Rabito, 1986). Bei der Inkubation eines Monolayers in einem einfachen Kulturgefaf ist
nur die apikale Plasmamembran organischen lonen wie zum Beispiel Aminoséuren oder
Mercaptursauren (s. 1.4.2) im Medium zugéanglich (Mertral, 1990). Im Falle der

hier mit konfluenten Kulturen von LLC-RKZellen durchgefiihrten Transportstudien

mit N-Acetylaminoséauren ist ebenso davon auszugehen, dass nur ein Fluss Uber die

apikale Plasmamembran stattfinden konnte.

3.3.5.1 Inkubation mit dem Substrat
SubstratldsungN-Acetylaminoséaure in EBSS, pH 7.4 (NaOH)
Die Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Substrataufnahme sowie Hemmversuche

wurden mit konfluent gewachsenen Zellen auf 148-Kmiturschalen durchgefiihrt, auf

denen die Zellen mit 20 ml Kulturmedium angezogen wurden.
Die Zellen wurden dreimal mit 10 ml PBSgewaschen und 1 min mit 10 ml EBSS,

pH 7.4 (NaOH) equilibriert. Nach Zugabe der Substratldsung wurde die Schale unter
leichtem Schwenken auf dem Schduttler inkubiert. Unter Standardbedingungen wurden
die Zellen 2 min mit Substrat inkubiert. Danach wurde die Lésung rasch abgenommen

und der Zellrasen viermal mit 10 ml eisgekuhltem, 350 uM Dithithreitol-enthaltendem

PBS™ gewaschen (weiter s. 3.3.5.2).

3.3.5.2 Extrakte fur die PITC- und ADAM-HPLC-Analyse

Die Zellen von einer 149 caKulturschale wurde mit 3 ml 350 uM Dithiothreitol
versetzt und dreimal bei -80 °C eingefroren. Die Kulturschale mit dem so erhaltenen
Lysat wurde 30 min bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert und dann das Lysat 30 min bei
13 000 rpm zentrifugiert (weiter s. 3.4.1 und 3.4.2).

3.3.5.3 Bestimmung des zellularen Gesamtproteins

Zur Bestimmung des zellularen Gesamtproteins als Bezugsgrof3e fur die Transportraten

wurde eine Parallelkultur auf einer 149 %Kulturschale dreimal mit 10 ml PBS
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gewaschen, mit 6 ml 1 N NaOH versetzt und Gber Nacht auf einer Wippe inkubiert. Mit
Aliquots des alkalischen Lysats wurde nach einer Zentrifugation bei 13 000 rpm flr
30 min der Bradford-Test (s. 3.1.4.1) durchgefuhrt.

3.3.5.4 Hemmung des Transports

Um zu Uberprifen, ob der Transport hemmbar ist, wurden die Zellen vor Durchfuhrung

des Transportversuchs folgendermalRen behandelt:

Abh&nqgigkeit des Transports von der Proteinbiosynthese (Burston und McGivan, 1997)

1000x Cycloheximid: 10 mg/ml in serumfreien Kulturmedium

1000x Tunicamycin: 0.1 mg/ml in serumfreien Kulturmedium

Die Zellen wurden 1:10 passagiert, nach 2 d zweimal mit 10 mﬁ’@vaschen und

20 h mit Proteinbiosynthese-Hemmstoffen (0.1 pg/ml Tunicamycin oder 10 pg/ml

Cycloheximid in serumfreien Kulturmedium) inkubiert.

Energieabhangigkeit des Transports

Am dritten Tag nach der Aussaat (1:10) wurden die Zellen dreimal mit 10 ml PBS
gewaschen und 30 min mit einem ‘Energy Depleting Medium’ (serumfreies DMEM
ohne Glukose, mit L-Glutamin, 10 mM NaNuind 20 mM 2-Deoxy-D-Glukose;

Braakmaret al, 1992a) inkubiert.

3.4 HPLC-Analytik

Alle Analysen wurden am HPLC E605-Saulenstand mit einer 50 oder 100 pl-
Probenschleife, der Steuerungssoftware BASELINE und der RP-HPLC-Kartusche
LiChrospheré60 RP-Select B durchgefiihrt. Die Chromatogramme wurden mit der
BASELINE-Software aufgezeichnet und daraufhin mit dem Programm P&AkFit

ausgewertet. Soweit nicht anders erwéhnt, wurden alle Messungen vierfach ausgefuhrt.

57



Methoden

3.4.1 Aminosaureanalyse mit der PITC-HPLC-Methode
(Mora et al, 1988)

Kopplungspuffer: 35% a. bidest, 30% Acetonitril, 25% Pyridin, 10%

Triethylamin
Puffer A: 50 mM Natriumacetat, 0.275% Triethylamin, pH 6.4R&,)
Puffer B: 50% Puffer A, 40% Acetonitril, 10% Methanol

Probenvorbereitung

Die zu analysierenden Losungen oder Zellextrakte (s. 3.3.5.2) wurden mit 1/10
Volumen Trifluoressigsaure entproteinisiert und 30 min bei 13 000 rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in der Speed Vac getrocknet.

Derivatisierung

Die trockene Probe wurde in 100 pl Kopplungspuffer aufgenommen, erneut getrocknet,
wieder in 100 ul Kopplungspuffer aufgenommen und mit 5 pl PITC versetzt. Nach
30 min wurde die Probe getrocknet und dann in 20 pl Acetonitril und 180 ul Puffer A
aufgenommen. Unl6sliche Rickstdnde wurden bei 13 000 rpm abzentrifugiert. 100 pl

Aminosaurestandard mit 250 nmol pro Aminosaure wurden gleichbehandelt.

Chromatographie

Bei einer Saulentemperatur von 50 °C wurde mit folgendem Gradienten eines Puffer A

Puffer B-Gemisches eluiert:

Zeit (min) 0 1 19 21 34 41 42-50
Flussgeschw. 0 1 1 1 1 1 1
(ml/min)

% Puffer B 8 8 17 40 45 65 100

Zur Analyse und Integration des Chromatogramms wugeleaifgezeichnet.
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3.4.2 N-Acetylaminosaureanalyse mit der 9-Anthryldiazomethan
(ADAM)-HPLC-Methode (Kawakami et al, 1992; Kawakami
und Ohmori, 1994)

Derivatisierung von Carbonsauren

Die Methode der spezifischen Vorsaulenderivatisierung von Carbonsaurefunktionen mit
dem ‘Fluorescence labeling Agent’ 9-Anthryldiazomethan (ADAM) wurde urspringlich
fur die quantitative Reversed Phase (RP)-HPLC-Analyse von Fettsauren aus komplexen
Gemischen entwickelt (Nimura und Kinoshita, 1980; Bakeal, 1980). Inzwischen ist

die ADAM-HPLC-Methode in Europa und Japan beim Monitoring der saisonalen
Anreicherung von Phycotoxinen, vor allem dem Dinoflagellatentoxin Okadainséaure, in
Muschelpopulationen weit verbreitet (Ededioal, 1988; Suzuket al, 1996; Jamest

al.,, 1999). In der Grundlagenforschung findet die Methode breite Anwendung bei der
Bestimmung von Arachidonsaure-Metaboliten (Fugitaal, 1994; Sakumat al, 1994;
Deminet. al, 1995). Dartberhinaus wurde die Methode zur Analyse einer ganzen Reihe
von Biomolekilen, Xenobiotika und Pharmaka in biologischen Proben erfolgreich
eingesetzt. Auch zum Screening von Herbiziden im Grundwasser wurde die ADAM-
HPLC-Methode schon herangezogen (Suzuki und Watanabe, 1991).

Nach einer meist einfachen Extraktion der Analyten aus der Probe mit einem geeigneten
organischen Losungsmittel erfolgt die Derivatisierung mit ADAM unter milden
Bedingungen bei Raumtemperatur (s. Abb. 3-2). Die derivatisierte Probe ist bei -80 °C
etwa eine Woche haltbar. Zur Auftrennung der 9-Anthrylester, den Reaktionsprodukten
der Derivatisierung, werden meist RP-Materialien auf der Basis von Kieselgelmatrizes
eingesetzt. Ein Nachteil der Methode ist ein hoher Hintergrund durch interferierende
Peaks bei der Chromatographie, verursacht durch ADAM-Zerfalls- und -Neben-
produkte. Oft empfielt sich daher vor der HPLC eine Vorreinigung mittels Festphasen-

extraktion (Zamiret al, 1991; Lawrencet al, 1996).

Bestimmung vorN-Acetylaminoséauren
1992 wurde von Kawakanat al. erstmals die Anwendung der ADAM-HPLC-Methode

bei der quantitativen Analyse vitAcetylaminosauren beschrieben (Kawakanal,

1992). Abbildung 3-2 zeigt die Derivatisierung. Den Autoren gelang die Analysé der
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Acetylderivate von Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin, Glycin, Alanin, Tyrosin,
Prolin, Methionin, Valin, Leucin und Isoleucin (s. Abb. 5.-3). Die Substanzen wurden
einem Rattenleberhomogenat zugesetzt. Nach Entproteinisierung des 700 x g@-
Uberstandes mit Methanol konnten tieAcetylaminosauren im Schnitt zu 72% fiir die
HPLC-Analyse wiedergewonnen werden. Die Chromatographie erfolgte mit einer
HiberLiChroCART Supersphere 60 RP-8-Saule (Kanto Chemical, Tokyo) bei 60 °C und
mit 10 mM Natriumacetat (pH 6.0)-Acetonitril (16:9, v/v) als mobiler Phase.

AcetylaminosiLre ADAM(0.1% MeOH) @
O

R
T
IN=—=N=—CH
T W
H I
O @
15nin, 30°C

0 R
IC!, l O—CH
L)
H3C/ \N/H\C/
i @
9-Anthnylester

Abb. 3-2 Derivatisierung von N-Acetylaminoséuren mit 9-Anthryldiazomethan (ADAM). Bei der
Reaktion mit 0.1% ADAM in methanolischer Ldsung werden spezifisch Carboxylatgruppen
derivatisiert.

Bei der Analyse des unbehandelten Homogenats fanden KawakamiPeaks, die mit
Glycin und Leucin interferierten. Im 10 000 x g-Uberstand eines Backerhefe-
Aufschlusses wurden in der gleichen ArldiAcetylalanin und -tyrosin gefunden. Die
Detektionsgrenzen der Methode lagen zwischen 0.1 pmél-Rretylglutamin und 5.5

pmol fur N-Acetylisoleucin und -leucin. Die Tatsache, dass in dieser Arbeit Leucin und
Isoleucin getrennt wurden, steht im Widerspruch zur darauffolgenden Veréffentlichung
der gleichen Autoren, nach der dies nicht mehr der Fall war. Kawakami und Ohmori
berichteten zudem von der Mikroidentifizierung vbdhblockierten Aminosauren in
Proteinen nach Proteaseverdau (Kawakami und Ohmori, 1994). Durch Ansauern des

Ansatzes mit Ameisensaure nach der Derivatisierung konnte der Hintergrund deutlich
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reduziert werden, vermutlich durch Zerstérung von restlichem ADAM und

Nebenprodukten der Derivatisierung.

Bisher sind keine quantitativen Daten Uber den GehalN-#ctetylaminosduren in
Korperfliussigkeiten oder Geweben des Menschen publiziert. Die ansonsten zur
Identifizierung gebrauchliche Gaschromatographie, gekoppelt mit Massenspektrometrie
(GC-MS), ermdoglichte lediglich eine grobe Mengenabschatzung Nracetylierten
Aminosauren im Urin (Liebich und Forst, 1985; Jelletral,, 1986).

Probenvorbereitung

Das wassrige Zellextrakt aus 3.3.5.2 wurde in 2 Portionen in der Speed Vak auf je
100 pul eingeengt. Dann wurde die Probe bei 4 °C mit dem vierfachen Volumen
Methanol entproteinisiert, indem sie 10 min heftig geschittelt und 5 min bei 13 000 rpm
abzentrifugiert wurde. Die Pellets wurden nochmals mit je 100 pl Methanol 5 min im
Ultraschallbad extrahiert. Die vier Uberstande wurden vereinigt und auf 10-20 pl
eingeengt (Speed Vac).

Je 7 ml humanes Blutplasma (Citratblut) wurden direkt entproteinisiert und ansonsten
gleichbehandelt. Vendses Blut von vier gesunden, erwachsenen Mannern wurde 2 h

postprandial entnommen. Das Plasma wurde maximal 2 Wochen bei -20 °C gelagert.

Derivatisierung

Die Probe wurde in 200 pl Methanol aufgenommen, 1 min gevortext und 5 min im
Ultraschallbad inkubiert. Parallel wurde eine Losung von 0.1% ADAM in Methanol

angesetzt und 3 min im Ultraschallbad inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe mit
250 uI ADAM-Reagenz versetzt, kurz gevortext und im Dunkeln unter leichtem

Schitteln bei 30 °C im Wasserbad inkubiert. Nach 15 min wurden 50 pul 2 mM
Ameisensaure in Methanol zugesetzt und weitere 45 min unter den gleichen
Bedingungen inkubiert. Die derivatisierte Probe wurde bei -80 °C gelagert und

innerhalb von 7 d chromatographiert.

Chromatographie

Puffer A: 64% 5 mM Natriumacetat, pH 6.0, 36% Acetonitril
Puffer B: 50% Acetonitril, 50 % Methanol
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Die Chromatographie wurde bei einer Saulentemperatur von 60 °C und einer Fluss-
geschwindigkeit von 1 ml/min durchgefthrt. Die Elution erfolgte entweder isokratisch
mit 90% Puffer A und 10% Puffer B, oder mit einem Stufengradienten. Dazu wurde
nach 12 min auf 80 % Puffer A und 20% Puffer B umgestellt. Zum Equilibrieren wurde
die Saule 5 min mit Puffer B und dann 5 min mit 90% Puffer A und 10% Puffer B
gespuilt.

Zur Aufnahme des Chromatogramms wurde die Fluoreszenz bei 365 nm angeregt und

bei 412 nm registriert.

3.5 Multiple Sequenz-Alignments

Die Acylase-Familie umfasst derzeit 36 Sequenzen. Mit Aufklarung der Kristallstruktur
der Carboxypeptidase G2 wurden alle metallbindenden Reste des Enzyms identifiziert
(CPG2, Rowsellet al, 1997). Bei Erstellung der Alignments wurde von einer
Konservierung dieser Reste bei allen Mitgliedern der Acylase-Familie ausgegangen. Mit
den Programmen Dialign 2.0 (Morgenstezh al, 1996; Morgenstern, 1999) und
Multalin 5.3.3 (Corpet, 1988) wurden mit unterschiedlichen Kombinationen der
Proteinsequenzen (maximal 17 gleichzeitig) diverse Alignments erstellt. Allerdings
konnte die Konservierung der metallbindenden Reste (s. 1.2.1) als absolute Bedingung
beim Erstellen der rechnergenerierten Alignments nicht bertcksichtigt werden. Daher
wurden nach Vorlage dieser Alignments die endgultigen Ergebnisse manuell

zusammengesetzt.
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4  Ergebnisse

4.1 Expression von Wildtyp-hkAcyl und zwei Mutanten
mit dem BEVS

Zur Klarung der Rolle der PWW-Motive der Acyl (s. 1.2.3) wurden beide in der
hkAcyl durch Mutagenese manipuliert. Die genauere proteinchemische
Charakterisierung der Mutanten wurde von W. Berens im Rahmen seiner Diplomarbeit
in diesem Labor vorgenommen (Berens, 1999). Ferner wurde ausreichend Enzym fir

eine Reihe vergleichender Enzymtests exprimiert und gereinigt.

4.1.1 Ortsspezifische Mutagenese der PWW-Motive

Von dem Baculotransfervektor pVL1393-hkAcyl wurden zwei Doppelmutanten
(PWW1 und PWW?2) sowie eine Kombination beider (PWW1/2) hergestellt (s. 3.1.2.7).
Die Sequenzierung mit dem Sequenzierprimer hkAcy-seq durch die Firma TOPLAB
(Muinchen) ergab, dass das hkAcyl-Gen in je zwei von vier Klonen pro Mutagenese die

gewilnschten Mutationen trug:

Wildtypsequenz 651 < CCCTGGTGG 1038 « CCTTGGTGG
PWW1 * CCCGCGGCG

PWW2 * CCTGCGGCG
PWW1/2 * CCCGCGGCG * CCTGCGGCG

Die mutierten Sequenzen kodierten fur Pro-Ala-Ala statt Pro-Trp-Trp und damit fir die
Mutationen WW193,194AA (PWW1) und WW332,333AA (PWW?2), sowie fur beide
gleichzeitig (PWW1/2).

4.1.2 Enzymexpression

Nach der Co-Transfektion (s. 3.1.3.2) und der Einzelklon-Isolierung (s. 3.1.3.3) wurden
Aufschlisse von Zellproben vom vierten Tag des zweiten Virusvermehrungsschritts (s.
3.1.3.4) auf Acylaseaktivitat getestet. Beim Wildtyp, der PWW1- und der PWW2-
Mutante war Acylaseaktivitit nachweisbar und die Uberexpression im SDS-PAGE
sichtbar. Mit der PWW1/2-Mutante wurde nach Co-Transfektion mit beiden
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sequenzierten Klonen, die die Mutationen trugen, zwar ein Virus erhalten, aber
rekombinantes Enzym konnte nicht nachgewiesen werden.
Nach der Expressionskinetik (s. 3.1.3.5) wurden Wildtyp und PWW21-Mutante am

vierten und die PWW2-Mutante am flinften Tag nach der Infektion geerntet.

4.1.3 Enzymreinigung

Das in 3.1.4.3 beschriebene Protokoll ermdglichte eine einfache Isolierung homogener
pkAcyl und hkAcyl aus SF21-Zellen in zwei saulenchromatographischen Reinigungs-
schritten. Die Methode war ohne Modifikationen auch auf beide Mutanten der hkAcyl
anwendbar. Abbildung 4-1 zeigt das Elutionsprofil der hkAcyl nach Hydrophober
Interaktionschromatographie (HIC) tiber Phenylsepharose CL-4B
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Abb. 4-1 Elutionsdiagramm der hkAcyl nach Hydrophober Interaktionschromatographie.Die
hkAcy1 eluierte bei 60% Ethylenglycol, zur Methodik siehe 3.1.4

Tabelle 4-1 fasst den entsprechenden Reinigungsverlauf zusammen.

Reinigungsschritt Gesamtvol. Protein Aktivitat spez. Akt. Anrei-  Ausbeute
[ml] [mg] [U] [U/mg] cherung [%Akt.]

Ganzzellextrakt 15 52 3432 66 1.0 100
Phenylsepharose 57 13 1560 120 1.8 44
Q-Sepharose 120 3 828 276 4.2 24

Tab. 4-1 Reinigungstabelle der hkAcyl bezogen auf 100 ml Expressionskultur, zur Methodik siehe
3.1.4.3.
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Nach vollstdndiger Reinigung der Enzyme aus SF21-Zellen wurden unter

Standardbedingungen (s. 3.1.4.2) folgende spezifische Aktivitaten gemessen:

pkAcyl 210 U/mg
hkAcyl (WT) 277 U/mg
PWW1 16 U/mg
PWW2 244 U/mg

Die Mutanten der hkAcyl verhielten sich wahrend der Reinigung wie der Wildtyp.
Abbildung 4-2 zeigt ein silbergefarbtes SDS-PAGE der hkAcyl aus SF21-Zellen.

M Q WCE
Abb. 4-2. Silbergeféarbtes SDS-PAGE der hkAcyl aus

SF21-Zellen. M = Molmassenmarker, WCE = Ganzzellex-

-

e | | trakt, Q = nach Q-Sepharose,
= !

43—y ~ T hkAcyl

36— e d
=

29— 1

24— -
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4.2 Charakterisierung der rekombinanten Enzyme

4.2.1 Kinetische Eigenschaften

Die Aktivitaten der gereinigten Enzyme wurde mit dem in Abschnitt 3.1.4.2
beschriebenen TNBS-Test bestimmt. Die Daten wurden mit dem Tabellenkalkulations-
Programm Sigma Plot 2.01 ausgewertet. Die Hydrolysen folgten entweder einer
Michaelis-Menten- oder einer Hill-Kinetik.
Michaelis-Menten-Gleichung: F(S) =V - [S]/ ([S] K
Hill-Gleichung: F(S)=V - [S)/ ([S]" + [Slo.s"
V: Maximalgeschwindigkeit der katalysierten Reaktion unter

Versuchsbedingungen
[S]: Substratkonzentration

[Sloss Substratkonzentration bei halomaximaler Geschwindigkeit
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Km: Substratkonzentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit (Michaelis-Menten-
Konstante)

n: Hill-Koeffizient

4.2.1.1 Kinetiken der hkAcy1 und pkAcyl mit N-Formylmethionin (NFM) und
N-Acetylmethionin (NAM)

Von den physiologischen Acylasesubstraten widAcetylmethionin (NAM) am
effektivsten umgesetzt (s. 1.1.1.1¥-Formylmethionin (NFM) ist madglicherweise
ebenfallsin vivo ein Substrat der Acyl, ist als solches aber bisher kaum charakterisiert
worden.

Wahrend der Umsatz von NFM durch die pkAcyl einer Michaelis-Menten-Kinetik
folgte (s. Abb. 4-3 b), wurden alle tbrigen Kinetiken nach der Hill-Gleichung gefittet.
Die Kinetiken der Hydrolyse von NFM sowie NAM durch die hkAcyl und die pkAcyl

sind in Abbildung 4-2 mit Angabe der kinetischen Parameter graphisch dargestellt.
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Abb. 4-3. Reaktionskinetiken der hkAcyl (a) und pkAcyl (b) mitN-Formylmethionin (NFM) und
N-Acetylmethionin (NAM). Die spezifischen Aktivitaten der aus SF21 gereinigten Wildtyp-
Enzyme sind in Abhangigkeit von der Substratkonzentration dargestellt. Die unterbrochene Linie
entspricht dem Fit fir NAM«) und die durchgezogene dem fir NF).(

Besonders die hohe Aktivitat der hkAcyl mit NFM fallt auf: bei 20 mM NFM erreichte

das humane Enzym mit fast 600 U/mg bereits mehr als die doppelte Aktivitat als mit

NAM (280 U/mg). Umgekehrt erreichte das Schweineenzym bei 20 mM NFM gerade

122 U/mg, und damit nur wenig mehr als die Halfte der Aktivitat mit NAM (200 U/mg).
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In beiden Fallen wurde mit NFM nicht annd&hernd eine Sattigung errreicht.
Ubereinstimmend ergaben fiir beide Enzyme die Halbsattigungskonzentrationen fur
NFM ungefahr zehnfach héhere Werte als fir NAM: etwa 12 mM gegeniber 1 mM fur
die hkAcyl und 21 gegenuber 3 mM fir die pkAcyl. Lediglich der Umsatz von NFM
durch die pkAcyl zeigte keinen kooperativen Effekt. Offenbar beeinflusst der

Acylrestes die Monomer-Monomer-Wechselwirkung.

4.2.1.2 Kinetik der PWW2-Mutante mit N-Acetylmethionin (NAM)

Fur beide Mutanten der hkAcyl sollten die Kinetiken mit NAM bestimmt werden. Die

Aktivitatsbestimmung der PWW1-Mutante bei Substratkonzentrationen unter 15 mM
war jedoch mit dem TNBS-Test, wie er hier durchgefuihrt wurde, nicht mdglich.

Aufgrund der relativ geringen Aktivitat der Mutante mussten zur Steigerung der
Testempfindlichkeit die Bedingungen modifiziert werden. Diese Arbeit sowie die

weitere proteinchemische Charakterisierung der Mutanten wurde von W. Berens
durchgefuhrt (Berens, 1999). Die Kinetik der PWW2-Mutante ist als Beispiel in

Abbildung 4-4 dargestellt.
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Abb. 4-4 Kinetik der PWW2-Mutante mit N-Acetylmethionin (NAM). Die spezifische Aktivitat der
PWW2-Mutante ist in Abhangigkeit von der NAM-Konzentration dargestellt. Die Hydrolyse folgte
einer Hill-Kinetik.

Im Vergleich zum Wildtyp war keiner der kinetischen Parameter der PWW2-Mutante

signifikant verandert. Allerdings zeigte die PWW2-Mutante noch 88%, die PWW1-
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Mutante dagegen nur 6% der Wildtyp-Aktivitat (s. 4.1.3). Dies lasst darauf schlie3en,

dass die beiden PWW-Motive unterschiedliche Funktionen haben.

4.2.2 Acyl-Hydrolyse von NAM in Gegenwart von Dithiothreitol
(DTT)

Schon lange ist bekannt, dass sich die pkAcyl durch Thiole inhibieren lasst (Kordel und
Schneider, 1976a), wahrscheinlich durch Reduktion der Disulfidbricke zwischen C270
und C292 (s. 1.2.2.1). Da sich in der hkAcyl an Position 270 statt eines Cysteinrestes
ein Serinrest befindet, ist hier keine Disulfidbricke und demnach auch keine
Hemmbarkeit durch Dithiothreitol zu erwarten. Abbildung 4-5 vergleicht den Einfluss

von DTT auf die Hydrolyse von NAM durch die hkAcyl und die pkAcyl.

100
80
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Abb. 4-5 DTT-Einfluss auf die Hydrolyse vonN-Acetylmethionin durch die hkAcyl und pkAcyl.
Die relativen Enzymaktivitdten sind als Prozent von der Kontrolle in Abhangigkeit von der DTT-
Konzentration im Reaktionsansatz dargestellt. Die Enzymkonzentration im Test betrug fur beide

Acylasen 7.3 pg/ml.
Wahrend die Aktivitat der pkAcyl bei 90 uM DTT nur noch 10% betrug, war die
hkAcyl zu maximal 20% inhibiert, was auf das Fehlen der Disulfidbricke in der
hkAcyl hindeutet. In Abschnitt 4.5.3 wird demonstriert, dass DTT auch in kultivierten

Schweinezellen die Acyl hemmit.
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4.3 Subzellulare Verteilung der Acyl in der Schweine-

nierenrinde

Frihere Arbeiten deuteten darauf hin, dass die Acyl zumindest zu einem geringen Teil
spezifisch an Membranen gebunden ist (s. 1.2.3). Zur Klarung dieser Frage wurde eine
Zellfraktionierung von Schweinenierenrinde durch differenzielle Zentrifugation
vorgenommen (s. 3.2.1). Die Aktivitat der Acyl wurde nach Solubilisierungsversuchen
und Dichtgradienten-Sedimentation von subzellularen Fraktionen mit den Aktivitaten

von definierten, subzellularen Markerenzymen (s. 3.2.4) verglichen.

4.3.1 Mikrosomenpraparation

Zur Erfolgskontrolle der Mikrosomenpraparation (s. 3.2.1) wurden Markerenzym-
aktivitaten bestimmt (s. Abb. 4-6). Als Membranmarker wurden 10% der urspring-
lichen a-Galactosidase- (Lysosomen) und 13% der alkalischen Phosphataseaktivitat
(Plasmamembran) in den Vesikeln wiedergefunden. Die Praparation war mit 1.5% der
mitochondrialen Fumarase und 0.4% der zytosolischen Laktat-Dehydrogenase (LDH)

verunreinigt. Die Acyl verhielt sich mit 0.5% &hnlich wie der zytosolische Marker.

Alkalische Phosphatase

a-Galactosidase

] Acylase 1

] Laktat-Dehydrogenase

Fumarase

0 2 4 6 8 10 12 14

Enzymaktivitat (% der Gesamtaktivitat)

Abb. 4-6 Markerenzymverteilung in der Mikrosomenpraparation. Die in den Membran-Vesikeln
bestimmten Enzymaktivitdten sind als Prozentsatz der jeweiligen Gesamtaktivitdt im
Rohhomogenat angegeben, zur Methodik siehe 3.2.1.
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4.3.2 Solubilisierung von Laktat-Dehydrogenase (LDH)- und Acy1-
Aktivitat aus der mikrosomalen Fraktion mit nichtionischen

Detergenzien

Nach Behandlung mit nichtionischen Detergenzien und Hochgeschwindigkeits-
Sedimentation der Mikrosomen wurden Pellets und Uberstande auf Enzymaktivitat
getestet (s. 3.2.2 und 3.2.3). In Abbildung 4-7 erkennt man, dass bereits nach dem
Auftauen der in flissigem Stickstoff gelagerten Mikrosomen 40% der Laktat-
Dehydrogenase (LDH)-Aktivitat nicht mehr vesikelgebunden vorlag. Die LDH-Aktivitat
konnte mit 10 mM CHAPS nahezu vollstandig solubilisiert werden, wéahrend 50% der
Acyl-Aktivitat in der unloslichen Fraktion blieben. Auf die gleiche Weise wurde die
LDH-Aktivitat mit niedrigen Konzentrationen von Deoxycholat (2.3 mM) und Triton X-
100 (0.5%) zu 100% solubilisiert, wahrend die Acyl in beiden Fallen zu 10%

membrangebunden blieb.
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Abb. 4-7 Solubilisierung von Acyl und Lakat-Dehydrogenase (LDH) aus MikrosomenDer
prozentuale Anteil der Acyl- und der LDH-Aktivitat im Uberstand ist in Abhangigkeit von der
Detergenskonzentration dargestellt, zur Methodik siehe 3.2.2.

Die leichte Solubilisierbarkeit der LDH im Gegensatz zur Acyl deutet auf eine deutlich

starkere Membranassoziation hin.
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4.3.3 Saccharose-Dichtgradienten-Zentrifugation

Falls die Acyl nicht wie die zytosolische LDH unspezifisch mit der mikrosomalen
Fraktion angereichert wurde, so ist zu erwarten, dass sie wahrend einer
Dichtegradienten-Zentrifugation mit einer bestimmten Membranfraktion sedimentiert.
Neben den Mikrosomen wurde der postmitochondriale Uberstand mittels Saccharose-
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation analysiert (3.2.3).

In Abbildung 4-8, 4-9 und 4-10 sind die Enzymaktivitdten gegen die Fraktionsnummer
aufgetragen. Wahrend die-Galactosidase mit den Lysosomen und die alkalische
Phosphatase mit den Plasmamembran-Vesikeln sedimentierte, blieben die LDH und die
Acyl zu je 99.5% oben auf dem Gradienten der Fraktionen 27-32 (s. Abb. 4-8). Beim
logarithmischen Auftrag der relativen Aktivitat (s. Abb. 4-9) wird deutlich, dass sich die
kleinen Anteile der LDH und der Acyl, die in den Gradienten einwanderten, hier sehr
ahnlich verteilten. Beide zeigten Peaks oder Schultern an nahezu den gleichen
Positionen. Folglich sedimentierte weder die LDH noch die Acyl bei dieser hohen

Osmolaritat (1.38 M Saccharose) mit einer der Membranfraktionen.

50

40 — —=— Acyl
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Abb. 4-8 Verteilung der Acyl- und der Markerenzymaktivitdten im Saccharosedichtegradienten
nach Hochgeschwindigkeits-Zentrifugation des postmitochondrialen UberstandeBer Zahlen-
wert der relativen Aktivitat gibt gleichzeitig den Prozentsatz der Aktivitat in der jeweiligen Fraktion
an, zur Methodik siehe 3.2.3.
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Abb. 4-9 Halblogarithmische Darstellung der Verteilung von Laktat-Dehydrogenase- und der
Acyl-Aktivitdt nach Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation des postmitochon-
drialen Uberstandes, gleiches Experiment wie in Abb. 4-8.

Bei einer entsprechenden Analyse der mikrosomalen Fraktion waren keine Vesikel-
fraktionen mehr trennbar (s. Abb 4-10).
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Abb. 4-10 Verteilung der Acyl- und der Markerenzymaktivitdten im Saccharosedichtegradienten
nach Hochgeschwindigkeits-Zentrifugation der Mikrosomen.Alle Aktivitdten verteilten sich
ahnlich wie die alkalische Phosphatase, die schon bei hoher Dichte ab Fraktion fiinf zu finden war.

Wahrend 60% der Acyl und 44% der LDH-Aktivitat in den Fraktionen 31-35
verblieben, wanderte der Rest in den Gradienten ein. Hier sammelten sich praktisch
ohne Trennung alle Aktivitdten zwischen den Fraktionen 5 und 20. Selbst die zyto-
solische LDH, aber auch die Acyl, haften der einzigen erkennbaren, sich tber den
halben Gradienten verteilenden Vesikelfraktion an.

Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die Anreicherung der Acyl mit der mikrosomalen

Fraktion ebenso unspezifisch ist wie die der LDH, und dass die Assoziation mit der
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mikrosomalen Fraktion erst wahrend der Ultrazentrifugation bei der Praparation

entsteht.

4.4 Acylase 1-Aktivitat in LLC-PK i-Zellen

Zur Untersuchung der Acyl in einem Zellkultursystem sollte eine geeignete Zelllinie
gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt war nicht bekannt, welcher Zelltyp des
Nierengewebes in erster Linie Acyl exprimiert. Aus den Nieren verschiedener Sauger
sind eine Reihe gut charakterisierter, permanenter Zelllinien verfigbar. Obwohl die
Isolierung von priméren Kulturen aus der Schweineniere verhaltnismanig leicht moglich
ist (Hull et al, 1976), wurde in dieser Arbeit Zelllinien der Vorzug gegeben.

Verglichen mit Sammelrohrzellen der Hundeniere (MDCKI und 1l) sowie Fibroblasten
der Rattenniere (NRK-Zellen), fand sich in Extrakten von LLG-EHllen eine sehr
hohe Acylaseaktivitat (s. Abb. 4-11). Diese Zellen leiten sich vom proximalen Tubulus
der Schweineniere ab (Hubt al, 1976). Hopfner wies kirzlich mittelsr situ-
Hybridisierung groRe Mengen von mRNA der Acyl im gesamten Tubulussystem der

Schweineniere nach (Ho6pfner, 1999).

] MDCK I

MDCK |

NRK

LLC-PK;

Schweineniere?

1 10 100 1000
Spezifische Acylaseaktivitat (U/g)

Abb. 4-11 Spezifische Acylaseaktivitaten verschiedener Nierenzelllinien und der Schweineniere mit
20 mM N-Acetylmethionin. Die Aktivitaten der Zelllinien wurden in Extrakten von Kulturen, die
in Kulturmedien mit fetalem Kalberserum konfluent gewachsen waren (s. 3.3), die der
Schweineniere im Rohhomogenat bestimmt. Sie sind logarithmisch aufgetsageath Lindner
(1996).
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Die in einem Schweinenieren-Rohhomogenat bestimmte, spezifische Acylaseaktivitat
war etwa zehnmal hoher als die in den LLC2¢€llen bestimmte Aktivitat.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Aktivitat in den LLG-2Ellen mit der Acyl

des Schweins (pkAcyl) identisch war und sich diese Zelllinie als Modell zur

Funktionsanalyse der Acyl eignete.

4.4.1 Enzymanreicherung aus Kulturzellen und ldentitat mit der

pkAcyl
LLC-PK;-Zellen von 40 149 c?ngroBen, in Kulturmedium mit fetalem Kéalberserum
(FCS) konfluent gewachsenen Kulturschalen wurden den Angaben in 3.3.4

entsprechend geerntet. Das Extrakt von 6 ml wurde iiber Phenylsepharose’ CL-4B

chromatographiert (vergl. 3.1.4.3). Abbildung 4-12 zeigt das Elutionsdiagramm.
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Abb. 4-12 Elutionsdiagramm der Acylaseaktivitdt aus LLC-PK;-Zellen nach Hydrophober
Interaktionschromatographie. Die Saule hatte einen Durchmesser von 1 cm und war 2 cm hoch
gepackt. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 0.3 ml/min wurde mit einem Gradienten von 0-70%
Ethylenglycol eluiert. Es wurden 1 min-Fraktionen gesammelt. Etwa 90% der Acylaseaktivitat
eluierten bei 50% Ethylenglycol.

Die Acyl konnte durch die Hydrophobe Interaktionschromatographie etwa dreifach
angereichert werden. Ausgehend von 5.7 U im Ausgangsextrakt, bei einer spezifischen
Aktivitat von 130 U/g (s. Abb. 4-11), wurden insgesamt 5.1 U in 4.7 ml

wiedergewonnen. Damit wurde nur etwa 10% der Aktivitat verloren. Der spezifische
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Wert der angereicherten Aktivitat betrug jedoch nur 400 U/g, was den geringen
Reinigungseffekt (dreifache Anreicherung) wiederspiegelt.

Die angereicherte Acylaseaktivitat wurde mit verschiedenen Substraten bestimmt und
mit der rekombinanten pkAcyl verglichen (s. 3.1.4.2). Beide ,Substrat-Fingerabdriicke*
sind identisch (s. Abb. 4-13). In Gegenwart von 10 pM Dithiothreitol, einem
Hemmstoff der pkAcyl (s. 4.2.2), war mit den beiden Enzympraparationen keine

Aktivitat mehr nachweisbar.
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1 rekombinant
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Abb. 4-13 Acylaseaktivitat aus LLC-PKi-Zellen und rekombianter pkAcyl gegeniber ver-
schiedenenN-Acetylaminoséuren. Die mit N-Acetylmethionin gemessenen Werte wurden 100
gesetzt. Die Aktivitdten sind logarithmisch dargestellt. Zur Methodik siehe 3.1.4.2.

4.5 Viabilitat von LLC-PK ;-Zellen in serumfreien,

modifizierten Medien

Nach dem Nachweis von Acyl in LLC-REellen sollte Uberpruft werden, ob das
Enzym in den Zellen die Verwertung vdhAcetylaminosauren als Quelle essenzieller
Aminosauren vermitteln kann. Die Problematik, dass mdglicherweise schon an der
Zelloberflache eine Exopeptidase mit Acylaseaktivitat vorhanden ist, wird in Abschnitt
4.7.2.1 behandelt. Zunachst stellte sich allerdings die Frage, ob fetales Kalberserum
(FCS), welches fur die LLC-PKZellen ein zum Wachstum essenzielles
Mediumsupplement darstellt, selbst Acylaseaktivitat enthalt. Eine Adaptation der Zellen
an ein chemisch definiertes Medium wie von Hailal. und Chumaret al. beschrieben,
gelang in dieser Arbeit nicht (Hwk al, 1976; Chumaset al, 1982).
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4.5.1 Acylaseaktivitat in fetalem Kalberserum (FCS)

FCS wurde unter sterilen Bedingungen mit 20 mM NAM auf Acylaseaktivitat getestet.
Dazu wurden 0.25% FCS in EBSS angesetzt und im TNBS-Test (s. 3.1.4.2) 1 d, 2 d und
3 d lang bei RT inkubiert. Es wurden drei Kontrollen mitgefiihrt: Zum einen wurde, wie
bei den dblichen Kontrollen, die Reaktion zum Zeitpunkt null gestoppt, und zum
anderen wurde einmal auf Substrat und einmal auf fetales Kalberserum (FCS)
verzichtet, und dafur jeweils Substratpuffer und EBSS eingesetzt. Wahrend der langen
Inkubationsphase wurde unter diesen Bedingungen kein Zerfall von FCS oder Substrat
in den Kontrollen beobachtet, wahrend in den Messansatzen eine lineare Zunahme freier
Aminogruppen nachgewiesen wurde. Fur drei verschiedene FCS-Chargen wurden auf
diese Weise Acylase-Volumenaktivitditen von 0.38, 0.22 und 0.20 U/ml ermittelt.
Aufgrund dieser FCS-Acylaseaktivitat wurden die nachfolgenden Versuche unter FCS-

freien Bedingungen durchgefihrt.

4.5.2 Verwertung von N-Acetylmethionin (NAM) und
N-Acetylleucin (NAL)

In mit FCS-supplementiertem Kulturmedium waren die LLCZKllen nach einer
1:20-Passage innerhalb von vier Tagen konfluent gewachsen, nach einer 1:10 Passage
innerhalb von drei Tagen. Es wurde darauf geachtet, dass zum Zeitpunkt null die
Viabilitat der Kulturen in allen Versuchen gleich war (s. Abb. 4-14 und 4-15). Die
Kulturen in Abbildung 4-14 a und b unterschieden sich jedoch in ihrer Vorbehandlung.
In Abbildung 4-14 a wurden die Zellen 1:20 passagiert. 72 h spater wurde das
Kulturmedium gegen entsprechend modifiziertes Medium ausgewechselt. Fur alle
anderen dargestellten Versuche (s. Abb. 4-14 b, 4-15) wurden die Zellen 1:10 passagiert,
und der Mediumwechsel erfolgte nach 24 h. Die Modifikation des Mediums bestand
neben dem Enzug von FCS darin, dass Methionin im Medium aquimolar Nurch
Acetylmethionin (NAM, 0.2 mM) oder Leucin aquimolar dumdkAcetylleucin (NAL,

0.8 mM) ersetzt wurde. Danach wurde das Uberleben der LL£ZB#en mit dem
MTT-Test registriert (s. 3.3.3.1). Bei Inkubation mit serumfreien Medien wird im

Folgenden wahlweise vom Uberleben oder dem Wachstum der Zellen gesprochen.
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In Abbildung 4-15 ist der zu 4-14 b analoge Versuch mit dem Austausch von Leucin

gegen NAL dargestellt.
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Abb. 4-14 Einfluss von N-Acetylmethionin (NAM) auf das Uberleben von LLC-PK-Zellen in
serumfreien Medien. a)Der Versuch wurde 72 h nach der 1:20 Passage gestartet, 24 h bevor die
Zellen das konfluente Stadium erreichtepDer Versuch wurde 24 h nach einer 1:10 Passage, das
heif3t friih in der logarithmischen Wachstumsphase, gestarta).und b) ist die Zellviabilitat in
Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt. Die Kulturen zeigten zu Versuchsbeginn die gleiche
Viabilitat, ©) mit NAM, (e) mit Methionin, ©) ohne Methionin.
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Abb. 4-15 Einfluss vonN-Acetylleucin auf das Uberleben von LLC-PK-Zellen in serumfreien
Medien. Der Versuch entsprach dem in Abb. 4-14 @, () mit NAM), Mit Leucin, @) ohne
Leucin.

Prinzipiell konnten die Zellen sowohl NAM als auch NAL als Aminosaurequellen

nutzen. NAM wurde &quivalent verwertet (s. Abb. 4-14 b), wahrend NAL offenbar nur
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zur Halfte verfugbar gemacht werden konnte (s. Abb. 4-15). Wurde der Versuch in der
Kulturphase zu einem spéaten Zeitpunkt gestartet (s. Abb. 4-14 a), hatte NAM zusatzlich
einen positiven Effekt auf das Uberleben der Zellen. Wahrend die Viabilitat in der
Methionin-Kontrolle nach drei Tagen beinahe auf das Minimum gefallen war, erreichte
die der NAM-behandelten Zellen dieses Niveau erst 65 h spater, am Ende der Kultur.
Wurde der Versuch wie in Abbildung 4-14 b frih in der Kultur gestartet, nahm die
Zellzahl fur weitere 96 h zu.

NAL im Austausch gegen Leucin konnte die Viabilitdt der Zellen ebenfalls 96 h
aufrechterhalten. Die Zellzahl stieg aber nur um knapp die Hélfte. In allen Fallen flhrte

der Entzug von Methionin oder Leucin zu einem sofortigen Wachstumsstopp.

4.5.3 Verwertung von N-Acetylmethionin (NAM) in Gegenwart von
Dithiothreitol (DTT)

Das Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT) ist derzeit der einzige wirksame Inhibitor
der pkAycl, von dem sicher ist, dass er leicht durch Membranen diffundiert (Leidish
al., 1992).

Nachdem eine geeignete Standard-Konzentration fir DTT ausgetestet worden war (s.
Abb. 4-16 a und b), liel3 sich die Verwertung von NAM durch LLG-2Kllen in FCS-
freiem Medium durch das Reduktionsmittel wirkungsvoll hemmen (Abb. 4-17). Fur alle
Versuche wurden die Zellen 1:10 subkultiviert und nach 24 h mit den FCS-freien,
modifizierten Medien versetzt.

Da der MTT-Test (s. 3.3.3.1) auf der Messung des intrazellularen Reduktionspotentials
beruht, war zu erwarten, dass sich der Hintergrundwert in Gegenwart von DTT erhoéht.
Jedoch wurden mittels Bestimmung der zellularen Proteinmasse (s. 3.3.3.2) fur die
Zellviabilitat die gleichen Ergebnisse erhalten wie mit dem MTT-Test (s. Abb. 4-16 a
und b). Unter den gegebenen Bedingungen schien DTT bis 200 uM die Viabilitat leicht
zu stimulieren. Uber 400 pM aber nahm sie sowohl mit NAM als auch mit Methionin
wieder deutlich ab. Daher wurden 350 uM DDT als Standard-Konzentration des
Reduktionsmittels fur die nachfolgenden Versuche, insbesondere fir die unter 3.3.5

beschriebenen Transportstudien gewabhilt.
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Abb. 4-16 Abhangigkeit der Viabilitat von LLC-PK ;-Zellen von der Dithiothreitol (DTT)-Konzen-
tration. 6 h Nach Zugabe der modifizierten Medien wurde mit einer 10 mM DTT-Stammlésung in
PBS die DTT-Konzentration im Medium eingestellt. Nach weiteren 16,5 h wurden die Tests
durchgefiihrt. Sowohl nach dem MTT-Tes) (@ls auch nach der Proteinbestimmuiy wird
deutlich, dass die zellulare Viabilitdt bei allen DTT-Konzentrationen mit NAM statt Methionin
verringert war. Geringe Mengen DTT wirkten stimulierersg, rgit Methionin, ©) ohne Methionin.

Abbildung 4-17 zeigt, dass die NAM-Verwertung durch LLC:FA€llen in Gegenwart
von 350 uM DTT fur mindestens 8 h gehemmt wurde. NAM und Methionin ohne DTT
hingegen konnten unter ansonsten gleichen Versuchsbedingungen das Zellwachstum

gleichermal3en aufrecht erhalten (s. 4-14 b).
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Abb. 4-17 N-Acetylmethionin (NAM)-Verwertung durch LLC-PK ;-Zellen in Gegenwart von
Dithiothreitol (DTT). Die Viabilitdst der Kulturen ist in Abhangigkeit von der Kulturdauer
dargestellt. Die Zellen wurden nach einer 1:10 Passage 24 h vorinkubiert. Zu Versuchsbeginn
wurden die Kulturen in Gegenwart von 350 uM DTT nei} 6der ohne ¢) Methionin, oder ganz
ohne Methioninquellen) inkubiert. Zur Verdeutlichung des Messwerthintergrundes wurden die
Zellen mit Methionin und ohne DTT) inkubiert.
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4.6 Acylaseaktivitat in Extrakten von LLC-PK ;-Zellen

4.6.1 Einfluss essenzieller Mediumkomponenten auf die spezifische

Aktivitat unter serumfreien Bedingungen

Die unter 3.3.4 beschriebene Art der Herstellung von Zytoplasmaextrakten fur die
Enzymbestimmung war mit einem niedrigen Aktivitatsverlust verbunden. Im Gegensatz
dazu gingen beim Aufschluss durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen in
verschiedenen hypoosmolaren Puffern bis zu 70% der Aktivitat verloren. Der Einsatz
von Utraschall fihrte durch die gleichzeitige Freisetzung von DNA aus dem Zellkern zu
einem schlecht zu handhabenden Lysat.

Der Einfluss einer Reihe von Medienkomponenten auf die Acylaseaktivitat der LLC-
PKj-Zellen unter FCS-freien Bedingungen wurde getestet. Dazu gehorten der Verzicht
auf oder das Verdoppeln der Konzentrationen von L-Arginin, L-Cystin, Glukose, i-
Inositol, L-Leucin, L-Methionin, Glycylglutamin oder Natriumphosphat im
Standardmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, s. 3.3.2). Zuséatzlich wurden die
Konzentrationen von L-Lysin, L-Isoleucin oder Glycin verdoppelt, oder Methionin gegen
NAM, oder Leucin gegen NAL oderKetoisocaproat ausgetauscht.

Die Zellen wurden 1:10 subkultiviert, nach 24 h mit dem FCS-freien, modifizierten
Medium versetzt und nach weiteren 24 h fur Aktivitatstests aufgearbeitet (s. 3.3.4).
Unter keiner der oben genannten Bedingungen war die spezifische Acylaseaktivitat
verglichen mit dem Standard und der Lésungsmittelkontrolle signifikant beeinflusst.
Lediglich beim Fehlen von Methionin war die Aktivitat um 15% verringert.

In Abbildung 4-18 ist dargestellt, wie sich die spezifischen Aktivitaten der LDH und der
Acyl in Kulturen mit und ohne Methionin Uber 4 d verhielten. Die Acylaseaktivitat
folgte dem Wachstumstrend (vergl. Abb. 4-14 b), wahrend die LDH-Aktivitat lediglich

am zweiten Tag um 25% anstieg.
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Abb. 4-18 Die spezifischen Aktivitdten der Acyl und der Laktat-Dehydrogenase (LDH) in LLC-
PK;-Zellen mit und ohne Methionin im Kulturmedium. Die spezifische Aktivitat ist in
Abhangigkeit von der Kulturdauer dargestell®) (Acyl-Aktivitdt mit Methionin, ©) Acyl-
Aktivitat ohne Methionin, &) LDH-Aktivitat mit Methionin, @) LDH-Aktivitdt ohne Methionin,
zur Methodik siehe 3.3.4.

4.6.2 Einfluss von fetalem Kélberserum (FCS), Insulin und Albumin

auf die spezifische Acyl-Aktivitat

LLC-PK;-Zellen wurden wie in 4.6.1 ausgesat und nach 24 h mit FCS-freiem,
modifiziertem Medium versetzt. Die Versuchsmedien enthielten 10% FCS, 10 pg/ml
Insulin oder 2.3 g/l Albumin. Zusatzlich zur spezifischen Acylaseaktivitdt wurde mit
dem MTT-Test (3.3.3.1) die Viabilitat tber 6 d verfolgt. Die folgenden Abbildungen
zeigen den Einfluss von FCS (4-19) sowie Insulin und Albumin (4-20) auf die

spezifische Acylaseaktivitat (a) und die Viabilitat (b) der Zellen.
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Abb. 4-19 Einfluss von 10 % fetalem Kélberserum (FCS) im Kulturmedium auf die spezifische
Acyl-Aktivitat und Viabilitdét von LLC-PK ;-Zellen. Die spezifische Acyl-Aktivitat, die zum
Zeitpunkt null 1 gesetzt wurd@) und die zelluldre Viabilita{b) sind in Abhangigkeit von der
Kulturdauer dargestellt®) mit FCS, ¢) ohne FCS.

Wahrend die Zellen mit FCS deutlich besser proliferierten, stieg die spezifische

Acylaseaktivitat unter diesen Bedingungen nach ca. 65 h bis auf das Vierfache an, um

dann wieder leicht abzunehmen. Hingegen nahm die Aktivitat in der Kultur ohne FCS

bis zum Ende zu und erreicht das Sechsfache des Ausgangswertes. Nach 130 h war in

dieser Kultur keine Viabilitdt mehr nachweisbar.
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Abb. 4-20 Einfluss von 10 pg/ml Insulin und 2.3 g/l Albumin im Kulturmedium auf die spezifische
Acyl-Aktivitat und Viabilitdét von LLC-PK ;-Zellen. Die spezifische Acyl-Aktivitat, die zum
Zeitpunkt null 1 gesetzt wurd@) und die zellulare Viabilitafb) sind in Abhéngigkeit von der
Kulturdauer dargestellit®] mit Albumin, (©) ohne FCS,§ ) mit Insulin.
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Nach Zusatz von Albumin verhielten sich Aktivitat und Wachstum im Wesentlichen
wie ohne FCS. Jedoch starben die Zellen vom vierten zum flinften Tag nicht plétzlich
ab. Die spezifische Acylaseaktivitdt war nur wenig niedriger als ohne FCS. Insulin war
deutlich wachstumsstimulierend. Die Acylaseaktivitat hingegen blieb mit diesem
Hormon am geringsten. Nachdem sie, dhnlich wie unter allen anderen Bedingungen,

nach ca. 40 Stunden auf etwa 250% gestiegen war, fiel sie wieder auf 150% ab.

4.7 Analyse vonN-Acetylaminosauren mit der 9-Anthryl-
diazomethan-HPLC-Methode

4.7.1 N-Acetylaminosauren im Blutplasma

Humane Blutplasmaproben wurden wie in 3.4.2 beschrieben vorbereitet, derivatisiert,
mit einer 100 pl-Probenschleife aufgetragen und chromatographiert. Eine HPLC-
Kartusche konnte fir 100 Laufe verwendet werden.

Die Chromatogramme in Abbildung 4-21 zeigen die isokratische Elution der 9-
Anthryldiazomethan (ADAM)-Kontrolle (a) und der Plasmaprobe (b).

a) b)

nBr ADAM nBr Blutplasma

50 50

25 25

0-, ‘ s ‘ ; 0-,

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
t/ min t/ min

Fluoreszenzintensitat
Fluoreszenzintensitat

44.9

Abb. 4-21. Chromatogramme der 9-Anthryldiazomethan (ADAM)-Kontrolle (a) und der
Plasmaprobe (b) nach ADAM-HPLC mit isokratischer Elution, a) ADAM wurde ohne Probe
den Derivatisierungsbedingungen unterworfen und aufgetrdgen. ml Blutplasma wurden zur
Chromatographie aufgearbeitet. Die Flache des Peaks bei 44.2ajimeitnug 2.7% der Flache des
Peaks bei 44.9 min in).

In der Plasmaprobe wurde ein einziger Peak gefunden, der sich Hiner
Acetylaminosaure zuordnen lie3. Durch Zusatz WeAcetylleucin (NAL) oderN-

Acetylisoleucin (NAI) zu Plasmaproben (s. Abb. 4-22 a) wurde ermittelt, dass das
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Laufverhalten des Peaks bei 44.9 min dem von NAL und NAI entsprach. Letztere waren
mit der ADAM-HPLC-Methode nicht zu trennen und gaben bei gleichen
Konzentrationen gleich starke Signale. Der Peak bei 44.2 min in der ADAM-Kontrolle
(s. Abb. 4-21 a) interferierte zwar mit dem NAL/NAI Peak, war aber so niedrig, dass er
vernachlassigt wurde.

Um die Identitdt des Peaks in der Probe mit NAL/NAI zu bestatigen, wurden von den
Peaks UV- und Fluoreszenspektren aufgenommen. Hierdurch waren die Peaks von
ADAM-HPLC-Chromatogrammen jedoch generell nicht eindeutig zu unterscheiden.
Eine Analyse der gesammelten Peaks mittels Massenspektrometrie scheiterte am hohen
Salzgehalt der Proben. Ein Abbau von exogenem und méglichem endogenem NAL in
Plasmaproben mittels Acyl-Verdau blieb ebenfalls ohne Erfolg. Weder im Plasma
selbst, noch in entproteinisierten und anschlieend in Substratpuffer (s. 3.1.4.2) geldsten
Proben liel3 sich der NAL-Peak durch einen Acyl-Verdau reduzieren.

Die Variation der Laufmittel-Zusammensetzung wahrend der Elution war schliel3lich die
einzige verbleibende Mdglichkeit, die Identitdat des Plasma-Peaks zu Uberprifen.
Abbildung 4-22 zeigt Ausschnitte der Chromatogramme der Probe mit und ohne Zusatz

von NAL nach isokratischer Elution (a) und mit Stufengradient (b, s. 3.4.2).
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il ——— NAL-Standard

200 /
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Abb. 4-22. Chromatogramme der Plasmaprobe mit und ohné&-Acetylleucin (NAL)-Zusatz nach
isokratischer Elution (a) und mit Stufengradient (b).Die Chromatogramme der Plasmaprobe mit
und ohne NAL sind jeweils Ubereinandergelegta)nwurde die Probe vor der Aufarbeitung zu
100 uM mit NAL versetzt. Die Detektionsschwelle wurde soweit heraufgesetzt, dass der auf NAL

bei 44.9 min folgende Peak nicht mehr erfasst wurdé) hurde die Probe zu 30 uM mit NAL
versetzt, welches bei 29.8 min eluierte.

Unter den verschiedenen Bedingungen co-eluierte der Plasmapeak jeweils mit NAL,
wobei sich die Retentionszeit mit Gradient um ca. 15 min veringerte. Damit ist dieser

Peak hochstwahrscheinlich mit NAL oder NAI identisch. Zwischen den beiden
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charakteristischen ADAM-Peaks und NAL wurde mit dem Stufengradienten (s. Abb. 4-
22 b) ein zusatzlicher Peak registriert.

Zur Quantifizierung von NAL/NAI wurden Plasmaproben ohne und mit Zusatz von

NAL-Standards bei Endkonzentrationen von 100, 200 und 300 uM bestimmt. Nach

dieser Eichung wurde eine NAL/NAI-Plasmakonzentration vott 241M ermittelt.

4.7.2 N-Acetylaminosaure-Transport-Studien an LLC-PK;-Zellen

4.7.2.1 Aminosaure-Analyse von Zellextrakten und Inkubationslésungen

Zunachst war nicht klar, ob schon wahrend der Inkubation durch eine zellulare
Exopeptidase mit moglicher Acylaseaktivitdt aus dem Substrat, MNer
Acetylaminoséure, die Aminosaure freigesetzt und dann als solche in die Zelle
transportiert werden kann. Auch wenn eine derartige Aktivitat nicht bekannt ist, wurden
Zellen und Substratlosungen vor und nach Inkubation von bis zu 5 min auf
Aminosauren untersucht. Zur Analyse der Zellen wurden wassrige Lysate hergestellt
(3.3.5.2). Von den Substratlosungen wurden 1 ml-Aliquots analysiert (s. 3.4.1). Die
Konzentrationen der intrazellularen Aminoséauren blieben wahrend der Inkubation
unverandert. Allerdings wurde in den Substratldsungen registriert, dass ein geringer
Anteil (<1%) des eingesetztéxAcetylleucin (NAL) undN-Acetylmethionin (NAM)

von Anfang an hydrolysiert vorlagen. Die Konzentrationen der freien Aminosauren in

den Substratlésungen erhéhte sich wahrend der Inkubation jedoch nicht.

4.7.2.2 Optimierung der Versuchsbedingungen fur die ADAM-HPLC-Analytik

Die Transportstudien mit NAL und NAM wurden gemaf Abschnitt 3.3.5 durchgefihrt.
Zum Probenauftrag wurde eine 50 pl-Schleife verwendet. Die Elution erfolgte mit dem
Stufengradienten (s. 3.4.2). In Vorversuchen wurde ermittelt, dass nach Inkubation von
bis zu 5 min mit dem Substrat NAL oder NAM (je 20 mM) mindestens drei
Waschschritte notwendig waren, um Substratreste vollstandig vom Zellrasen zu
entfernen. Im vierten, komplett aufgearbeiteten Waschpuffer war kein Substrat mehr
nachweisbar. Nach Inkubation mit 20 mM NAM oder 20 mM NAL wurde jeweils eine
tuber 2 min lineare Aufnahmerate beobachtet. Die gleiche Aufnahmerate wurde
beobachtet, wenn der pH der Substraldsung von 7.4 statt mit NaOH mit LiOH

eingestellt worden war. Daher wurden die Zellen im Folgenden standardmafig fir 2 min
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mit Substrat inkubiert. Abbildung 4-23 zeigt die Trennung von NAM und NAL aus

einer Kultur im gleichen Lauf.
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Abb. 4-23 Nachweis vorN-Acetylmethionin (NAM) und N-Acetylleucin (NAL) in einem Extrakt
von LLC-PK j-Zellen. Eine Kultur war mit beiden Substraten (je 20 mM) 2 min inkubiert
worden. Wahrend der Chromatographie wurde NAM nach 20.5 min und NAL nach 28.6 min
registriert.

4.7.2.3 Transport-Kinetik

Die Aufnahme von NAL durch LLC-PKZellen zeigte Sattigungsverhalten (s. Abb. 4-
24). Aus drei unabhdngigen Einzelexperimenten ergaben sich eine spezifische
Aufnahmerate V von 0.43 £ 0.05 nmol / (min - mg Zellprotein) und eine Michaelis-
Konstante k, von 9.2 £ 2.1 mM. Das gleiche Ergebnis wurde erhalten, wenn der pH der

Substratldsung zuvor mit LIOH statt NaOH eingestellt worden war.
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Abb. 4-24 Konzentrationsabhéangigkeit der N-Acetylleucin (NAL)-Aufnahme durch LLC-PK ;-
Zellen. Die Abbildung zeigt eines von drei Einzelexperimenten, in denen die Aufnahmerate bei
verschiedenen NAL-Konzentrationen jeweils einfach bestimmt wurde.

Mit NAM konnten keine reproduzierbaren Kinetiken erhalten werden.

86



Ergebnisse

4.7.2.4 Hemmung des Transports

Bei allen Hemmversuchen (s. 3.3.5.4) wurden die Werte vierfach bestimmt, und das
Ergebnis in drei unabhéangigen Experimenten bestatigt. In den Tabellen sind die
Resultate jeweils eines Experiments gezeigt. Die spezifischen Transportraten sind in

Prozent der Kontrolle angegeben.

Dithiothreitol (DTT)

In Anwesenheit von DTT war die spezifische Aufnahmerate von NAL unbeeinflusst,

wahrend etwa 18% mehr NAM gefunden wurden (s. Tab. 4-2).

_DTT +DTT Tab. 4-2 Einfluss von 350 puM Dithiothreitol
(DTT) auf die spezifischen Aufnahmeraten von
NAM -Aufnahme | 100 £5 118+3 N-Acetylleucin (NAL) und N-Acetylmethionin
NAL -Aufnahme | 100+7 100+ 6 (NAM) durch LLC-PK ;-Zellen. Die Zellen
wurden in Gegenwart von DTT &quilibriert und mit
den Substaten inkubiert.

Proteinbiosynthese-Hemmstoffe

Durch Vorbehandlung mit Cycloheximid wurde die spezifische Aunfnahmerate von
NAL nicht verandert. Mit Tunicamycin dagegen verringerte sich die Aufnahme um etwa
28% (s. Tab. 4-3).

NAL-Aufnahme Tab. 4-3 Em_ﬂuss Yon 10 .ug/ml .C_:yclohexmd und
0.1 pg/ml Tunicamycin auf die spezifischen Aufnahme-
Kontrolle 100 £5 raten von N-Acetylleucin (NAL) durch LLC-PK ;-Zellen.
Cycloheximid 97 +7 Die Kultur wurde je 20 h mit dem Inhibitor vorinkubiert.
Tunicamycin 72 +10
Energieabhéngigkeit

Die Vorinkubation mit einem ‘Energy Depleting Medium’ fihrte zu einer um etwa 31%
reduzierten spezifischen NAL-Aufnahmerate, wahrend die NAM Aufnahme praktisch
unverandert blieb (s. Tab. 4-4).

Kontrolle -ATP Tab. 4-4 Einfluss von 10 mM NaN und 20 mM
2-Deoxy-D-Gulcose auf die spezifischen Auf-
NAM -Aufnahme | 100 +7 96 +11 nahmeraten von N-Acetylleucin (NAL) und N-
NAL -Aufnahme | 100+6 69+8 Acetylmethionin (NAM) durch LLC-PK ;-Zellen.
Durch eine 30minitige Vorinkubation wurde der
ATP-Spiegel der Zellen gesenkt.

87



Ergebnisse

4.8 Multiple Sequenz-Alignments

Zuletzt hatte Palm ein Alignment mehrere Acylasen erstellt. Dazu gehdrten neben der
hkAcyl und der pkAcyl die Carboxypeptidase G2 (CPG2) Resudomonasdie
Carboyxypeptidase S auS. cerevisiae die N-Acetylornithinase (NAO) und die
Succinyl-Diaminopimelat-Desuccinylase (Desuccinylase)auli (Palm, 1994).

Derzeit umfasst die Acylasefamilie 36 Sequenzen. Zur Erstellung eines Alignments als
Grundlage zukunftiger Strukturuntersuchungen wurden zwei (ber das Internet
verfiugbare Programme verwendet: Multalin version 5.3.3 und Dialign 2.0. Zuné&chst
wurde fur 13 Mitglieder der Acylasefamilie ein komplettes Alignment erstellt (s. Abb.
4-25). Daraufhin wurden die Sequenzen von weiteren 14 Acylasen in sechs
hochkonservierten Bereichen erganzt (s. Abb. 4-26). In Tabelle 4-5 sind die in den
Abbildungen 4-25 und 4-26 benutzten Abkirzungen der Organismen und Enzyme
zusammengestellt.

Die ersten 127 Reste der NAO aAsabidopsis thaliana(GeneBank Accession #
CAB10562, nicht dargestellt) sind in diesem Bereich hoch homolog zur NAO aus
Dictyostelium discoideunDie C-terminalen Sequenzen der Desuccinylasefapsgfex
aeolicus und dem ‘Dipeptidase Homolog’ audycobacterium hominissind nicht
verfugbar.

Neben den metallbindenden Resten His112, Glul76, Glu200, His385 und dem
verbrickenden Aspl4l sind nach CPG2-Zahlung folgende Aminosédurereste in allen
Acylasen konserviert: Aspll4, Glyl136, Glul75, His229, Asn139 und Glu390.
Abgesehen von einer Reihe unpolarar Reste sind folgende Reste hochkonserviert:
Glul30, Lys143 und Thr362. Die beiden PWW-Motive sind fir die Saugerenzyme
hkAcyl und pkAcyl einzigartig.
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Abb. 4-25 Multiples Alignment der vollstandigen Proteinsequenzen von 13 Mitgliedern der
Acylasefamilie. Reste, welche in mindestens finf Enzymen konserviert sind, sind nach Gruppen
getrennt, invers und farbig dargestellt: hydrophobe Reste (V, I, L, F, M, Y und W) sind griin, kleine
Reste (G, A, S, T, und C) gelb, Serin und Threonin schwarz, Prolin zyanblau, aromatische Reste
(W, F, H,Y) purpur, saure Reste (D und E) rot und basische Reste (R, K und H) blau. Reste aus der
gleichen Gruppe sind an diesen Positionen ebenfalls entsprechend farbig hervorgehoben. Reste, die
diese in kontextabhangiger Weise ersetzen kdnnen, sind farbig aber nicht invers gezeigt. Glutamin
und Asparagin sind rot und nie invers gedruckt. An Positionen mit konserviertem Prolin ist Glycin
ebenfalls zyanblau gefarbt. Ob Tyrosin und Tryptophan als hydrophobe oder aromatische Reste
gezeigt sind, und ob Serin und Threonin den kleinen Resten zugerechnet werden oder nicht, wird
durch die an der jeweiligen Position dominierende Eigenschaft bestimmt. Die PWW-Motive sind
magenta hinterlegt. Die flr die Enzyme und Organismen verwendeten Abkirzungen finden sich in
Tabelle 4-5.3<: tryptische Spaltstelle in der pkAcyl nach Palm (199H);Liganden fiir die
Zinkionen dePseudomona€PG2 nach Rowsedit al. (1997)

Enzyme Organismen
CPG2 : Carboxypeptidase G2 PSES6Pseudomonasp. strain RS-16U
PEPT : Peptidase T BACSU Bacillus subtilis
ACY1 : Acylase 1 ECOLI : Escherichia coli
ARGE :N-Acetylornithinase HAEIN : Haemophilus influenzae
DAPE : Desuccinylase LACLC :Lactococcus lactis
CPS1 : Carboxypeptidase S SALTY Salmonella typhimurium
PEPV : Peptidase V HUMAN:Homo sapiens
YGEY : ‘Putative Deacetylase’ PIG Sus scrofa
ORF6 : ‘Dipeptidase Homolog’ DICDI :Dictyostelium discoideum

CORGL : Corynebacterium glutamicum
HELPY : Helicobacter pylori

RICPR : Rickettsia prowazekii
MYCTU: Mycobacterium tuberculosis
ARCFU : Archaeoglobus fulgidus
AQUAE: Aquifex aeolicus

LISMO : Listeria monocytogenes
METJA : Methanococcus janaschii
THEMA : Thermogota maritima
PYRHO : Pyrococcus horikoshii
YEAST : Saccharomyces cerevisiae
LACDL : Lactobacillus delbrueckii
MYCHO: Mycobacterium hominis

Tab. 4-5 Abkirzungen der Enzyme und Organismen in den Alignments (Abb. 4-25 und 4-26).
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Abb. 4-26 Multiples Alignment sechs hochkonservierter Bereiche von 27
Mitgliedern der Acylasefamilie. Alle Reste sind den Vorgaben in Abbildung
4-25 entsprechend farbig dargestellt. Am Ende sind die Datenbanken (SwissProt
(SP), GeneBank (GB), PIR und PRF) mit den ‘Accession Numbers’' der
Sequenzen angegeben. Die Abkirzungen der Enzyme und Organismen finden
sich in Tabelle 4-5.
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5 Diskussion

5.1 Rekombinante Expression der Saugeracylasen mit dem
BEVS

5.1.1 Enzymreinigung

Die rekombinante Expression der Acylase 1 von Schwein und Mensch in SF21-Zellen
liefert in beiden Fallen ein Enzym, das weder chemisch noch funktionell von dem aus
der Nierenrinde gereinigten zu unterscheiden ist (Pittetdoat, 1998).

In dieser Arbeit wurden zwei Mutanten der hkAcyl zwecks Untersuchung der PWW-
Motive (s. 5.1.2) sowie die Wildtyp-Enzyme von Schwein und Mensch zu
Vergleichszwecken und zur Charakterisierung MoRormylmethionin als mdglichem
Acylasesubstrat (s. 5.4) exprimiert und gereinigt. Dabei zeigten die beiden Mutanten der
hkAcyl das gleiche Reinigungsverhalten wie der Wildtyp (s. 4.1.3). Bei der Chromato-
graphie Uber Phenylsepharose CL4Bwurde die pkAcyl mit einem
Ethylenglycolgradienten typischerweise bei 50% eluiert, wahrend die hkAcyl wie auch
deren PWW1- und die PWW2-Mutante erst bei 60% eluiert wurde. Abbildung 4-2 zeigt
am Beispiel der hkAcyl, dass bereits nach zwei saulenchromatographischen
Reingungsschritten ein Enzym erhalten wurde, welches nach Silberfarbung im SDS-
PAGE homogen erschien. Die Ausbeute von 2 bis 4 mg pro 100 ml Expressionskultur
entsprach etwa der Enzymmenge, die sich aus zwei bis drei Saugernieren gewinnen lasst
(Lindner, 1996).

5.1.2 Haben die PWW-Motive der Saugeracylasen strukturgebende

Funktion?

Die Hypothese, die beiden PWW-Motive der Saugeracylase kdonnten eine spezifische
Assoziation des Enzyms mit der zytosolischen Seite von Membranen vermitteln (s.

1.2.3), ist mit den Ergebnissen der unter 5.2 diskutierten Zellfraktionieringsversuche

nicht vereinbar.

Dennoch wurde vermutet, dass die beiden fir die Sdugerenzyme charakteristischen

Sequenzabschnitten eine spezifische, strukturgebende Funktion haben. Mit dem Ziel,
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durch eine proteinchemische Charakterisierung von geeigneten Mutanten diese Funktion
aufzuklaren, wurden die zwei Tryptophane beider PWW-Motive jeweils gegen
Alaninreste ausgetauscht. Die beiden Mutanten PWW1 und PWW2 wurden wie das
Wildtyp-Enzym exprimiert und gereinigt (s. 3.1 und 4.1). Die Expression einer Mutante,
in der beide Motive gleichzeitig entsprechend manipuliert waren, gelang nicht. Es ist
anzunehmen, dass das gleichzeitige Fehlen beider PWW-Motive die korrekte Faltung
des Proteins verhinderte. Das instabile Translations-Produkt unterlag moglicherweise
einem raschen Abbau oder war zytotoxisch.

Aus ihrem dem Wildtyp entsprechenden Reinigungsverhalten und der vorhandenen
Aktivitat geht hervor, dass die PWW1- und die PWW2-Mutante allgemein korrekt
gefaltet vorlagen. Dies wurde von Berens durch CD-Spektroskopie bestétigt (Berens,
1999). Die Kinetiken des Wildtyps und der PWW2-Mutante mit NAM als Substrat
unterschieden sich praktisch nicht (vergl. Abb. 4-3 a und 4-4). Berens bestimmte auch
die Kinetik der PWW1-Mutante. Ihre Halbsattigungskonzentration war im Vergleich
zum Wildtyp ebenfalls unbeeintrachtigt. Jedoch war die spezifische Aktivitat der
PWW1-Mutante im Vergleich zur Wildtypaktivitatt um den Faktor 18 verringert (s.
4.1.3). Projiziert man auf der Grundlage des Alignments in Abbildung 4-25 die Position
des PWW1-Motivs in die Struktur der Carboxypeptidase G2 (CPGBHsaiglomonas

so fallt auf, dass die Sequenz am Beginn der Dimerisierungsdomane in [@inem
Faltblatt-Abschnitt zu liegen kommt, welches einer Offnung des katalytische Zentrums
an der Oberflache der katalytischen Doméne direkt benachbart ist (s. Abb. 5-1). Damit
wére eine Beteiligung dieser Reste an der Bildung des funktionsfahigen katalytischen
Zentrums nicht auszuschlie3en, ohne dass allerdings der Substratbindungsschritt durch
die Mutation betroffen wére. Die Beobachtung, dass die Hydrolyserate der PWW2-
Mutante kaum beeintrachtigt war, korreliert gut mit der entsprechenden Projektion
dieser Reste in die Helix E am Beginn degerminalen Anteils der katalytischen
Domane (s. Abb. 5-1). Hier ware das Motiv dem Lésungsmittel zugewandt und kénnte
fur die beschriebenen hydrophoben Oberflachen des Enzyms (vom Bruch und Rohm,
1988) mitverantwortlich sein. Auch die Neigung des Enzyms zur Bildung hoéherer

Oligomere (Heese, 1989) liel3e sich durch hydrophobe Wechselwirkungen erkléren.
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Abb. 5-1 Ubertragung der Position der PWW-Motive auf die Struktur Pseudomonas
Carboxypeptidase G2.a-Helices sind rot un-Faltblatter griin gezeichnet. Die Metallionen im
dinuklaren Zinkzentrum sind hellblau dargestellt. Die dem PWW1-Motiv entsprechenden Reste
1le217, Ala218 und Tyr219 sowie die dem PWW?2-Motiv entsprechenden Reste Lys334, Lys335
und Leu336 sind Vviolett hervorgehoben. Ersteres liegt in einfrfraltblatt der
Dimerisierungsdomane, einer Offnung des Metallzentrums zur Oberflache gegeniiber. Dagegen liegt
die Position des PWW2-Motivs in einerHelix der katalytischen Doméne (Helix E), die dem
Lésungsmittel zugewandt ist.

Die proteinchemische Charakterisierung der Mutanten durch Berens fiuhrte zu den

folgenden Resultaten und Folgerungen (Berens, 1999).

1. Eine atomabsorptionsspektroskopische Metallbestimmung ergab, dass beide Mutan-
ten wie der Wildtyp ein Zinkion pro Monomer enthielten. Der groR3e Aktivitatsverlust

der PWW1-Mutante war also nicht auf einen Metallverlust zurtickzufUhren.

2. Nach der Reinigung befand sich die Acyl immer noch in ca. 5% Ethylenglycol und
konnte bei -80 °C fur mindestens 6 Monate ohne Aktivitatsverlust gelagert werden.
Berens untersuchte die Stabilitat des dimeren Zustandes des Enzyms mittels
Gelfiltration nach einer Dialyse gegen wassrigen Puffer und Lagerung bei 4 °C.
Wahrend der Wildtyp fir mindestens 2 d stabil war, zerfiel die PWW1 Mutante zu etwa
10% in das inaktive Monomer. Offenbar vermittelt das Motiv durch seine Lage nahe am
Ubergang beider Proteindomanen eine Stabilisierung des Dimers. Unter den gleichen
Bedingungen war von der PWW2-Mutante nur noch ein Abbauprodukt von etwa

26 kDa nachweisbar. Die Mutation hatte das Enzym offenbar flr verunreinigende
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Proteasen angreifbar gemacht. Folglich empfiehlt es sich, kiinftig die Reinigung von
Mutanten in Gegenwart von Proteaseinhibitoren durchzufihren.

Ferner fiel bei der Molmasssenabschatzung durch die Gelfiltration die PWW1-Mutante
(88 kDa) durch eine um etwa 7 kDa verringerte molare Masse gegenuber dem Wildtyp
(95 kDa) auf. Dies weist auf einen veranderten Stokeschen Radius hin und kénnte durch
eine weniger stark gestreckte Lage der beiden Domanen zueinander verursacht sein. In
der Kristallstruktur der CPG2 nehmen die Dimerisierungs- und die katalytische Doméne
zueinander eine gestreckte Position ein. Die oben diskutierte vermutliche Position des
PWW1-Motivs (s. Abb. 5-1) lasst einen Einfluss auf die relative Lage beider Doméanen

zueinander gut vorstellbar erscheinen.

3. Die Bestimmung der thermischen Stabilitat aller drei Enzyme und der chemischen
Stabilitdt des Wildtyps sowie der PWW2-Mutante gegenidber Guanidin-hydrochlorid
weisen auf eine abnehmende Enzymstabilitdt in der Reihenfolge Wildtyp > PWW1-
Mutante > PWW2-Mutante hin. Dabei war die Stabilisierungsenthalpie der PWW2-
Mutante um den Faktor vier reduziert, was unter anderem ihren raschen Abbau in

wassrigem Puffer erklart.

4. Schon seit langem ist bekannt, dass in der pkAcyl durch Behandlung mit dem
tryptophanspezifischen Modifizierungsreagenkl-Bromsuccinimid (NBS) zwei
Tryptophanreste pro Monomer unter vollstdandigem Aktivitatsverlust oxidiert werden
(Kordel und Schneider, 1976b). Letztlich wurde gezeigt, dass pro Monomer vier der
insgesamt acht Tryptophane einer solchen Modifikation zuganglich sind eTradn

1997). Berens konnte durch Fluoreszenz-Quenchversuche mit Kaliumjodid zeigen, dass
von den neun Tryptophanen der hkAcyl nur die vier Tryptophane der beiden PWW-
Motive wesentlich von einem direkten Quenching mit Kaliumiodid betroffen sind, und
damit die einzigen oberflachlich gelegenen Tryptophane im Protein darstellen. Dabei
befinden sich die in der PWW1-Mutante ausgetauschten Tryptophane in einer deutlich
unpolareren Umgebung als die in der PWW2-Mutante. Ihre Mutation verringerte die
Fluoreszenzausbeute um 35%.

Die Annahme liegt nahe, dass die exponierten Tryptophanreste der PWW-Motive auch
in der pkAcyl die vier Reste sind, die am schnellsten mit NBS reagieren. Bei den vier
von Chenet al. modifizierten Tryptophanen (Chegt al, 1997) handelt es sich also
vermutlich um die Reste der beiden PWW-Motive. Der mit der NBS-Modifizierung
einhergehende Aktivitatsverlust lasst sich moglicherweise auf einen der Reste des
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PWW1-Motivs zurtckfuhren (s. 1.2.2.1, Koérdel und Schneider, 1976b; €hanh,

1997). Auch konnte das nach einem Modell von vom Bruch und ROhm durch die
lonisierung eines Histidinrestes im aktiven Zentrum verstarkte Quenching der
Fluoreszenz eines Tryptophans einen Rest des PWW1-Motivs betreffen (s. 1.2.2.1, vom
Bruch und R6hm, 1988).

Die proteinchemischen Eigenschaften der Mutanten sprechen schliel3lich dafir, dass die
beiden PWW-Motive eine voneinander unabhdngige Rolle fir die Struktur der
Saugeracylase spielen. Die aus den Ergebnissen von Berens (Berens, 1999) abgeleiteten
Annahmen stitzen sich auf das Alignment der Sequenzen (s. Abb. 4-25) und setzen eine
gewisse Strukturhomologie zwischen der CPG2 und der Acyl voraus. Da in den
fraglichen Sequenzabschnitten jedoch keine Sequenzhomologie vorhanden ist, sind die
Projektionen der Motive in die Struktur der CPG2 als kritisch anzusehen. Im Bereich
sowohl des PWW1- als auch des PWW2-Motivs muss bei der Acyl mit einer von der

CPG2 deutlich verschiedenen Struktur gerechnet werden.

5.1.3 Die PWW - PWR-Mutation im PWW1-Motiv der Acylase 1 in

einer Tumorzelllinie

Miller und Mitarbeiter beschriebenen neben anderen das Fehlen von Acylaseaktivitat
und zum Teil auch von Acylaseantigen bei einer Reihe von Zelllinien des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (SCLC, s. 1.3.3, Millet al, 1989). In einer dieser Zelllinien, der
NCI-H711, wurde kirzlich eine Punktmutation in der isolierten Acyl-mRNA gefunden.
Das Codon 195 lautet GGCstatt GGT Es steht damit fir Arginin anstelle von
Tryptophan und codiert im PWW1-Motiv fur FRV Gleichzeitig konnten keine
Wildtyp-Transkripte nachgewiesen werden. Die Autoren schreiben dieser Mutation eine
Inaktivierung des Enzyms zu, wiesen das mutierte Enzym in den Zellen selbst aber nicht
nach (Cooket al, 1998). Auch zuvor war in dieser Zelllinie der Nachweis von
Acylaseantigen mittels ELISA gescheitert (Millerral, 1989). Es liegt also der Schluss
nahe, dass das der mutierten Acyl-mRNA entsprechende Polypeptid in den Zellen nicht

gebildet oder sofort wieder abgebaut wird.

5 Die Autoren zdhlen das Initiatormethionin mit.
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5.2 Bindet die Acyl spezifisch an Membranen?

Die Priméarstruktur der Acyl enthalt kein bekanntes Motiv, welches theoretisch eine
Membranlokalisation oder eine kovalente Modifizierung des Enzyms zwecks einer
Membranassoziation veranlassen konnte. Auch mit Hilfe der neuen Version des
Programms PSORT, PSORT, leiner Software zur Detektion von ‘Sorting Signals’ und

der Vorhersage der subzellularen Lokalisation eines Proteins aufgrund seiner
Aminosauresequenz (Nakai und Horton, 1999), wurde die Acyl als ldsliches,
cytosolisches Protein eingestuft. Dennoch wurde in der Literatur lange Zeit ein
moglicher Membrankontakt der pkAcyl diskutiert (Heesal, 1988; Palm und R6hm,
1996; Giardinaet al, 1997).

Der Nachweis einer potentiellen Membranstandigkeit durch Immunfarbung und
anschlieRende Mikroskopie von Acyl-bildenden Zellen ist wenig aussichtsreich, da nur
etwa 0.5% der gesamten Enzymmenge nach der Differentialzentrifugation diese
Verteilung aufweisen (s. Abb. 4-8, Greenhough und Turner, 1991).

Greenhough und Turner fuhrten Solubilisierungsversuche durch, indem sie eine
Membranvesikel-Praparation der Schweineniere mit einer Reihe nichtionischer
Detergenzien behandelten, und dann die Acyl-Aktivitdt und die Aktivitdten
verschiedener Enzyme der Burstensaum-Membran im I6slichen und im partikularen
Anteil bestimmten (Greenhough und Turner, 1991). Im Gegensatz zur alkalischen
Phosphatase und zur renalen Dipeptidase, welche beide Uber einen GPI-Anker
membrangebunden sind, war die Acyl mit jedem Detergenz zu mindestens 90%
solubilisierbar. Allerdings war ihr Solubilisierungsmuster dabei kaum von dem der
Endopeptidase-24,11 zu unterscheiden. Die Endopeptidase-24,11 ist Uber eine
hydrophobe Aminosauredoméne peripher an die Membran gebunden. In einem
Phasenseparations-Experiment mit Triton X-114 hingegen verhielt sich die pkAcyl
deutlich anders als die Endopeptidase-24,11. Wahrend die mikrosomale Acyl in der
detergenzarmen Phase verblieb, reicherte sich die Endopeptidase-24,11 vornehmlich in
der detergenzreichen Phase an. Die Autoren beurteilten die membrangebundenen
Anteile der Acyl daraufhin als Praparationsartefakt (Greenhough und Turner, 1991).
Greenhough und Turner zeigten durch ihre Experimente, dass die pkAcyl keinen

amphipatischen Charakter hat, wie er fir periphere Membranproteine typisch ist. Jedoch

® URL: http://psort.nibb.ac.jp
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wurde in den Versuchen keine Negativkontrolle, ein zytosolisches Markerenzym,
getestet. Es wurde demnach nicht klar, ob es sich bei der Membranbindung der Acyl um
eine artifizielle Assoziation des Enzyms mit den Vesikeln handelte, wie sie auch fir
andere zytosolische Proteine nach einer Membranpraparation zu erwarten ist, oder ob

die Bindung spezifisch fur die Acyl ist.

In dieser Arbeit wurden erneut Membranvesikel aus der Schweineniere fur
Solubilisierungs- und Dichtgradienten-Zentrifugations-Experimente prapariert (s. 3.2).
Neben der Acyl-Aktivitat wurde die der Laktat-Dehydrogenase (LDH) als zytosolischer
Marker bestimmt. Die alkalische Phosphatase wurde als Plasmamembranmarker und die
o-Galactosidase als lysosomaler Marker gewahlt. Sollte die Nierenacylase in der Tat,
wie in 1.4.3.1 vorgeschlagen, beim Aminosaure-'Salvage’ eine Rolle spielen, so kdnnte
eine Bindung an die Innenseite der Plamsmamembran das Enzym in die unmittelbare
Nahe von moglicheiN-Acetylaminosaure-Transportern und damit von ihren Substraten
bringen. Die Wahl eines lysosomalen Markers hatte insofern Sinn, als diese Vesikel
Kompartimente des Proteinabbaus sind (s. 5.3, Berg., 1995) und die Acyl hier,
ahnlich wie an der Plasmamembran, in der N&ahe ihrer Substrate lokalisiert wére.

Die uber 20fach hohere Anreicherung der Membranmarker gegentber der Acyl und der
LDH spricht fur eine Anreicherung der entsprechenden Membranen in den Mikrosomen
(s. Abb. 4-6). Die Beobachtung, dass nach dem Auftauen der Vesikel nur noch 60% der
LDH gegenuber noch fast 100% der pkAcyl membrangebunden vorlagen, spricht
allerdings fur einen deutlichen Unterschied in der Qualitdt der Bindung. Mit den
nichtionischen Detergenzien Deoxycholat und Triton X-100 war die pkAcyl wie bei
Greenhough und Turner (Greenhough und Turner, 1991) zu 90% solubilisierbar,
wahrend keine partikulare LDH mehr nachgwiesen werden konnte. Die Darstellung der
Solubilisierung mit CHAPS in Abbildung 4-7 macht die starkere Membranbindung der
pkAcyl gegenuber der LDH besonders deutlich.

Die Spezifitdt einer moglichen Bindung von Acyl an Membranen sollte mittels einer
Dichtgradienten-Zentrifugation Uberpruft werden. Die Verteilung der Enzymaktivitaten
des postmitochondrialen Uberstandes im Saccharose-Dichtegradien macht die Trennung
von Plasmamembran- und lysosomalen Vesikeln erkennbar, an die offenbar keine
bedeutende Menge Acyl gebunden war (s. Abb. 4-8). Um den geringen Anteil der

sedimentierenden Acyl und LDH uberhaupt erkennbar zu machen, wurden diese
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Aktivitaten halblogarithmisch aufgetragen (s. Abb. 4-9). Beide Enzyme zeigten im
Gradienten Peaks oder Schultern an nahezu den gleichen Positionen, statt mit einer
bestimmten Vesikelfraktion zu sedimentieren. Dies weist deutlich darauf hin, dass die
Acyl im postmitochondrialen Uberstand zu einem geringen Anteil unspezifisch
Bindungen mit Membranen eingeht, die von denen der LDH nicht zu unterscheiden
sind. Bei Betrachtung der Auftrennung der mikrosomalen Fraktion im Dichtgradienten
wurde offenbar, dass die unterschiedlichen Qualitaten der Membranfraktionen nach der
Hochgeschwindigkeits-Zentrifugation verloren gegangen sind. Wahrscheinlich ist bei
diesem Praparationsschritt auch die starke Bindung der Acyl an die Membranen erst

entstanden.

Letztendlich lasst sich auf der Basis von Differential-Zentrifugations-Experimenten
keine spezifische Membranassoziation der Acyl postulieren. Auch besteht bisher, zum
Beispiel aufgrund funktioneller Studien, kein Anlass dazu, eine solche Lokalisation zu
vermuten. Die Acyl muss demnach als ein rein zytosolisches Enzym betrachtet werden.
Allerdings fallt sie durch die Bildung einer relativ starken Membranassoziation nach der
Hochgeschwindigkeit-Zentrifugation auf. Ob schon wahrend eines frihen Schrittes in
der Vesikelpraparation eine spezifische Membranbindung der Acyl gelost wurde, ist
wahrscheinlich nur durch die Wahl einer anderen Vesikelseparationstechnik, zum

Beispiel der ‘free-flow’-Elektrophorese, weiter zu untersuchen.

5.3 Sind N-Acetylaminosauren aus dem intrazellularen
Proteinabbau die bevorzugten Substrate der Nieren-

acylase?

In Abschnitt 1.4.3 wurde Uber mogliche Funktionen der Nierenacylase nachgedacht. Im
Folgenden wird vor dem Hintergrund der zellularen Acyl-Lokalisation diskutiert, ob die
allgemeine Aufgabe des Enzymhl-Acetylaminosduren aus dem Proteinabbau zu
hydrolysieren, auch eine der Hauptaufgaben der Nierenacylase sein kann. Die
Maoglichkeit, dass das Ultrafiltrat eine wichtige Quelle fwAcetylaminosauren ist,

wird in Abschnitt 5.9 besprochen.

Die Untersuchung der zellularen Lokalisation der pkAcy mititelsitu-Hybridisierung

zeigte, dass das Enzym im gesamten Nierenepithel gebildet wird (Hopfner, 1999;

101



Diskussion

Lindneret al, 1999). Diese Beobachtung sowie die rein zytosolische Lokalisation des
Enzyms (s. 5.2) weisen nicht auf eine Rolle der Nierenacylase bei der Modifizierung des
Primarharns hin (s. 1.3.2). Vielmehr scheint das Enzym im gesamten Nierenepithel
essenzielle Aufgaben zu haben. Das Nierenepithel, insbesondere der proximale Tubulus,
spielt beim Metabolismus von niedermolekularen Plasmaproteinen, Peptiden und
Aminosauren, die im Ultrafiltrat enthalten sind, eine wichtige Rolle (s. 5.9). Dabei wird
die Funktion des Tubulusepithels primar im Katabolismus von ultrafiltrierten Proteinen
und Peptiden sowie dem Recycling der Aminosauren gesehen. Um jedoch die Rolle der
Niere im Proteinturnover des gesamten Organismus beurteilen zu kénnen, muss man
zusatzlich die Proteinsynthese und -abbauraten betrachten. Untersuchungen zum
Leucinmetabolismus der Niere weisen darauf hin, dass hier nicht nur ein Recycling von
Aminosauren aus dem Ultrafiltrat stattfindet. Ein bedeutender Anteil der Aminosauren
wird vor der Freisetzung ins Blut in intrarenale Proteine eingebaut. 40% der
Proteinmasse der humanen Niere unterliegen einem taglichen Turnover, gegentber nur
2% in der Skelettmuskulatur (Garibottbal, 1997a; Garibottet al, 1997b).

Nach einer Hungerperiode atrophiert nicht nur die Muskulatur, auch in der Leber und
der Niere wird der lysosomale Proteinabbau stimuliert (Voet und Voet, 1995). Dabei
werden die sogenannten KFERQ-Proteine selektiv mit Hilfe des sogenannten Peptid-
Erkennungsproteins in die Lysosomen transportiert (Dice, 1990). Aber auch der fur die
Lysosomen typische langsame, generelle Proteinabbau durch Autophagie gewinnt unter
Hungerbedingungen an Bedeutung (Thumm und Wolf, 1998). In welchem Malflie aus
dieser Art des Proteinabbaus letztendh&hcetylierte Peptide anfallen ist bislang nicht
untersucht.

Im Gegensatz zu den Lysosomen spielen die Proteasomen im Kern und im Zytoplasma
ein zentrale Rolle bei der Regulation des Proteinlevels, der in diesen Kompartimenten
fur viele zellulare Funktionen wie der Zellzykluskontrolle, der Zelldifferenzierung und
der metabolischen Adaptation kritisch ist. Neben vornehmlich kurzlebigen und
ubiquitinierten Proteinen unterliegen auch fehlerhaft gefaltete und ER-Proteine einem
Abbau durch das zytosolische Proteasom zu Peptiden mit einer Lange zwischen 3 und
25 (durchschnittlichen 7 bis 8) Aminosauren (Plempert und Wolf, 1999). Es wird
allgemein davon ausgegangen, dass die Proteasomen Naachbtylierte Peptide

freisetzen (Nussbaum, 1999).
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Wenn im Nierenepithel in der TatN-acetylierte Aminosauren aus dem
Proteinkatabolismus in bedeutenden Mengen frei werden, dann stellt sich die Frage, ob
der hohen Nierenacylaseaktivitdt in diesen Zellen auch eine entsprechend hohe
Acylpeptid-Hydrolaseaktivitdt gegenubersteht (s. Abb. 1-1). Im Gegensatz zur Acyl gibt
es nur wenige vergleichende Studien tUber das Vorkommen oder die Gewebelokalistion
der Acylpeptid-Hydrolase. Raphet al. fanden in der Ratte die héchsten spezifischen
Acylpeptid-Hydrolaseaktivitdten im Dunndarm, gefolgt von der Leber. In der Niere
wurde eine nur halb so hohe Aktivitdt dieses Enzyms wie in der Leber nachgewiesen
(Raphelet al, 1993). Auch Markst al. fanden bei der Ratte eine geringfiigig héhere
Aktivitat in der Leber als in der Niere (Marlkg al, 1983). Miko bestimmte fur die

Acyl hingegen in der Rattenniere eine doppelt so hohe spezifische Aktivitat wie in der
Leber (Miko, 1993). All diese Unterschiede bei der Ratte sind jedoch nicht signifikant,
im Gegensatz zu den hoheren spezifischen Acyl-Aktivitaten in der Niere von
Herbivoren und Omnivoren im Vergleich zur Leber. Beim Pferd wurde in der Niere im
Vergleich zur Leber eine 13fach und beim Menschen eine 5.6fach hdhere Acyl-
Aktivitat gefunden (Miko, 1993). Gade und Brown schlossen nach einem Vergeich der
Acylpeptid-Hydrolase und der Acyl aus der Rinderleber, dass beide Enzyme in diesem
Gewebe in angemessenen Mengen vorhanden sind, um im Proteinabbau
zusammenzuarbeiten (Gade und Brown, 1981). Es sind jedoch noch weitere
vergleichende Untersuchungen zu den Nierenaktivitaten der beiden Enzyme notwendig.
Offenbar erreichen die Acyl und die Acylpeptid-Hydrolase mit der Niere, der Leber und
der Darmmukosa ihre hochsten spezifischen Aktivitaten in Geweben mit einem sehr
hohen regenerativen Potential. Die Vermutung liegt nahe, dass die hohe Nierenaktivitat
der Acyl sich teilweise durch die hohe Proteinturnover-Rate in diesem Organ erklaren
lasst (s. 5.7.2, Garibottt al, 1996; Garibotte@t al, 1997).

5.4 N-Formylmethionin (NFM) als Acylasesubstrat

Die meisten der in Mitochondrien translatierten Proteine behalteiN-formyliertes
Initiatormethionin (Holt und Jacobs, 1994). Auch in Chloroplasten beginnt die
Proteinsynthese mit einem-Formylmethionin (NFM, Bianchettet al, 1971). Der
Abbau eines mitochondrialen Proteins kann prinzipiell auf einem von drei

verschiedenen Wegen geschehen. Das Mitochondrium selbst verfugt Utber zwei
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proteolytische Systeme, eines in der Matrix und eines in der inneren Membran. Die
dritte Moglichkeit ist der Abbau in einem Autophagolysosom.

Das erste System wird von der ATP-abhangigen Matrixprotease Pim1/Lon gebildet, die
fur den selektiven Proteinturnover und den Abbau inkorrekt gefalteter Proteine im
Matrixraum zustandig ist. Das zweite System in der inneren Mitochondrienmembran
wird von Mitlgliedern der AAA-Familie der Metalloproteasen gebildet. Diese Proteasen
liegen als Komplexe vor. In der Membran findet sich je ein Komplex zum Matrix- und
einer zum Intermembranraum hin orientiert. Sie sind fur den Abbau der hydrophilen
Segmente von Proteinen in der Membran verantwortlich (Thumm und Wolf, 1998).

Der komplette Mitochondriengehalt einer Zelle wird durch Autophagie reguliert.
Durchschnittlich alle zehn Minuten wird in einer Séaugerzelle ein Mitochondrium von
Membranen des ERs umschlossen, welche dann durch Fusion mit Lysosomen eine
autophagische Vakuole bilden. Unter Mangelbedingungen stellt die Zelle so verstarkt
ihren Nahrstoffbedarf sicher (Karp, 1999).

Es ist anzunehmen, dass beim Abbau mitochondrialer Prdtefoamylierte Peptide
freigesetzt werden. Schon vor langerer Zeit wurd@&iFormylmethionin-
Peptidhydrolase-Aktivitditen  in  Retikulocytenlysaten  verschiedener  S&uger
nachgewiesen (Witheiler und Wilson, 1972; Yoshida und Lin, 1972). Die schon im
Zusammenhang mit dem AbbaN-acetylierter Proteine besprochene Acylpeptid-
Hydrolase (s. 5.3) zeigt, der Acyl entsprechend, eine breite Spezifitat gegentber dem
Acylrest (Acetyl > Formyl > Propionyl > Butyl) und déi-terminalen Aminosaure
(Alanin, Glycin, Serin, MethioninN-acylierter Peptide (Sherri#ft al, 1992; Scalonét

al., 1992). Es wurde eine weitef-Acylpeptid-Hydrolase beschrieben, die dagegen
ausschlief3liciN-Acetylmethionin (NAM) und NFM von Di- und Tripeptiden abspaltet.
Die Funktion dieser zweiten, spezifischeren Acylpeptid-Hydrolase in der Darmmukosa
wurde im Abbau bakterieller, chemotaktisch wirkendéf~ormylpeptide gesehen
(Sherriff et al, 1992). Nach Auffasung von Chadwick und Mitarbeitern soll dieses
Enzym zusammen mit einer Formylmethionin-Deformylase in der Mukosa eine Barriere
gegen bioaktive, inflammatorischeN-Formylpeptide darstellen, die durch
Darmbakterien gebildet werden (Bro@hal, 1989; Sherrifiet al, 1992). Die genauere
Charakterisierung der molaren Masse, der Hemmbarkeit durch Dithiothreitol und der
Substratspezifitat einéd-Formylmethionin-Deformylase aus dem Dunndarm der Ratte

durch die gleichen Autoren weist interessanterweise darauf hin, dass hier Acyl gereinigt
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und beschrieben wurde (Brooet al, 1989). Das Nierenenzym der Ratte wurde auch
von Uttamsinghet al. gereinigt, jedoch kaum charakterisiert (Uttamsiegfal, 1998).
N-Formylmethionin-Deformylase-Aktivitaten wurden in zahlreichen Saugetiergeweben
nachgewiesen, wurden dabei jedoch nie eindeutig von der Acyl unterschieden.
Ackerman und Douglas fanden eine Steigerung der Aktivitat aus humanen Leukocyten
durch C8* (Ackerman und Douglas, 1979). Grisoba al. fanden bei der Ratte die
hdchste Aktivitat in der Niere, gefolgt von der Leber (Grisetial, 1977).
Zusammenfassend ist also davon auszugehen, dass iNBNo durch die Acyl
gespalten wird. Bislang ist NFM als Acyl-Substrat jedoch kaum charakterisiert. Die
einzigen Daten existieren zum Enzym der Ratte. In Tabelle 5-1 sind Michaelis-

konstanten (k-Werte) von N-Formylmethionin-Deformylaseaktivitdten der Ratte

zusammengefasst.
Quelle Km/ mM Referenz
NFM  NAM

Gewebehomogenate:
Niere 6.5 n.d. Grisolet al, 1977
Leber 125 n.d. "
Gehirn 5.0 n.d. "
Milz 3.3 n.d. ”
Skelettmuskulatur 5.0 n.d. ”
Herzmuskulatur 5.0 n.d. ”

teilweise gereinigtes Enzym:
Dunndarm 7.1 0.22 Broahal, 1989
Niere 20.0 0.80 Endo, 1978b

Tab. 5-1 Michaeliskonstanten (K,-Werte) von Acylaseaktivitaten fur N-Formylmethionin (NFM)
und N-Acetylmethionin (NAM) in verschiedenen Geweben der Ratter.d.: nicht bestimmt

Sowohl Broomet al. als auch Endo bestimmten mit dem Enzym aus dem Dinndarm
beziehungsweise der Niere der Ratte fiur NFM um eine Grdl3enordnung hghere K
Werte als fiur NAM (Endo, 1978b; Brooet al, 1989). Auch die in dieser Arbeit fur

NFM bestimmten Halbsattigungskonzentrationen mit der rekombinanten Acyl von

Mensch und Schwein, hkAcyl und pkAcyl, sind mit 11.5 mM und 20.5 mM um etwa
die gleiche GrolRenordnung héher als fir NAM mit 0.95 mM und 2.72 mM (s. Abb. 4-
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3). Offenbar sorgt der langere Acetylrest bei allen untersuchten Enzymen fir eine
starkeren Bindung des Substrates als der Formylresivo arbeiten die Enzyme von

Ratte (s.0.), Schwein und Mensch mit NFM wahrscheinlich weit unterhalb ihres
Sattigungsbereichs. Allerdings ist anzunehmen, dass das gleiche auch fur die Hydrolyse
von NAM gilt. Dabei stellt sich die Frage, ob die unterschiedlichgpWerte bei
Substratkonzentrationen im submillimolaren Bereich, wie isievivo vermutlich
vorliegen, Uberhaupt eine Rolle spielen.

Wahrend die hkAcyl unter Sattigungsbedingungen NFM mit einer mehr als dreifach so
hohen Maximalgeschwindigkeit wie NAM spaltete, verglichen mit einer vierfach
hoéheren Geschwindigkeit beim Rattenenzym (Endo, 1978b), war die Geschwindigkeit
durch die pkAcyl um den Faktor 1.2 geringer. Die NFM-Hydrolyse war damit durch die
pkAcyl etwa siebenmal weniger effektiv als durch die hkAcyl. Ferner wurde im
Gegensatz zu allen anderen Kinetiken beim Umsatz von NFM mit der pkAcyl kein
kooperativer Effekt beobachtet. Es kann jedoch nur spekuliert werden, ob NFM in der
humanen Niere eine gréRere Rolle spielt als in der Schweineniere, weil dieses Substrat
durch die pkAcyl weniger effektiv als durch die hkAcyl hydrolysiert wird.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass NFM wie NAM nicht nur gute Substrate der
Nierenacylase der Ratte (Endo, 1978b) sondern auch der hkAcyl und der pkAcyl sind.
Die Enzyme haben fir die Rolle einer Deformylase, die am Abbau mitochondrialer

Proteine beteiligt ist, geeignete katalytischen Eigenschaften.

5.5 Spielt die Nierenacylase eine Rolle bei der Hippursaure-

synthese?

Die Lokalisation der pkAcyl im gesamten Nierenepithel (Hopfner, 1999; Liretredr

1999) und der l6sliche Charakter des Enzyms (s. 5.2) sind mit einer Funktion der Acyl
im Metabolismus von Benzoesaure (s. 1.4.3.2, Lo#lexrl, 1982) gut vereinbar.

In S&ugetieren wird Benzoat hauptsachlich renal als Hippurs&laBer(zoylglycin)
ausgeschieden. Die Konjugation von Benzoat mit Glycin geschieht durch das ATP-
abhéngige Benzoyl-CoA-Synthetase / Benzoyl-CoA : Gly¢iAcyltransferase-System

in den Mitochondrien der Leber und des proximalen Tubulus. Die gebildete Hippursaure
wird im proximalen Tubulus ausgeschieden (Moller und Sheikh, 1983). Bei der Ratte

konnte der Transporter flr organische Anionen, der fir die basolaterale Aufnahme der
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Hippurséure in die Tubuluszelle verantwortlich ist, kloniert und im proximalen Tubulus
lokalisiert werden (Sekinest al, 1997). Der nachfolgende Transport in den Urin wird
durch einen elektrochemischen Gradienten getrieben (Pritchard und Miller, 1993).
Trotzdem ist nicht eindeutig klar, ab vivo das gesamte Hippurat fur die Exkretion
ausschlief3lich durch das ATP-abhangige, mitochondriale Glycin-Konjugations-System
gebildet wird. Beim Pferd kdnnen dies bis zu 160 g Hippursaure pro Tag sein (Kolb,
1989).

Die zellulare Lokalisation der pkAcyl und eine Reihe publizierter Beobachtungen
sprechen daflr, dass die Acyl ebenfalls an der Konjugation von Benzoesaure mit Glycin
beteiligt ist. Nieren und Lebern von Herbi- und Omnivoren enthalten die hdchsten
Acyl-Aktivitaten, wahrend bei Nagern und Carnivoren die niedrigsten nachgewiesen
wurden, mit der Hundeniere als Ausnahme (Miko, 1993). Es ist bekannt, dass
Herbivoren zur Benzoesauredetoxifikation die Konjugation mit Glycin bevorzugen.
Carnivoren bilden eher Glucuronide, und Omnivoren machen von beiden Mdglichkeiten
Gebrauch, bilden jedoch schwerpunktmafRig das Glycinkonjugat (Timbrell, 1991).
Herbivoren, die sich von einer faserreichen Kost erndhren, sind einer besonders hohen
Benzoesaurebelastung ausgesetzt (Kolb, 1989) und bilden aus Benzoat entweder
ausschliel3lich oder vornehmlich Hippursaure. Dartber hinaus ist schon seit langem
bekannt, dass beim Hund die Fahigkeit zur Bildung von Glycinkonjugaten generell auf
die Niere beschrankt ist (Williams, 1971; Kao, 1978). Dies korreliert gut mit dem
Mangel an Acyl-Aktivitat in der Hundeleber (s. 1.1.1.1, Smorodinzew, 1922; Miko,
1993).

Alternative Wege der Benzoesauredetoxifikation in der Niere kénnten als Reserve-
Mechanismen der mitochondrialen Konjugationsreaktion nutzlich sein. Der lipophile
Charakter der Benzoesaure (Weast, 1969) erlaubt es ihr, einfach durch Membranen zu
diffundieren. Es ist folglich anzunehmen, dass sie der mitochondrialen Glycin-
konjugation teilweise entgeht und zwischen Zellen, Blut, Interstitium und Ultrafiltrat
zirkuliert. Die Acyl konnte nun solch einen Reserve-Mechanismus zur
Hippursauresynthese darstellen. Aums vitro-Studien ist bekannt, dass die Acyl-
vermittelte Synthese von Acylaminosauren einfach moglich ist (s. 1.2.4.4). Bei
physiologischem pH liegen die Gleichgewichtskonstanten der Hydrolyse/Synthese
solcher Komponenten zwischen 5 und 10 (R6hm und van Etten, 1986; Galaev und

Svedas, 1982). Bei hohen Eduktkonzentrationen kann die Acylaminosauresynthese also
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effizient ablaufen. Im Falle von NAM betrug die Ausbeute vivo bis zu 48%
(Orekhovichet al, 1959).

Im Nierentubulus findet man neben Taurin auch osmotisch wirksame Konzentrationen
von Glycin, zum Beispiel 7 mM in der Aul3enzone des Marks der Rattenniere
(Silbernagel, 1996). Das Reaktionsgleichgewicht kénnte zusatzlich in Richtung der
Synthese verschoben werden, indem das gebildete Hippurat kontinuierlich in das
Tubuluslumen exportiert wird (s. Abb. 5-2). Wie erwahnt, findet die
Hippursdureexkretion zwar im proximalen Tubulus statt, aber die Literaturdaten

schlie3en eine aktive Beteiligung distaler Tubulussegmente nicht aus.

Tubulusepithel] Lumen
>Glycin Benzoat
\/ | —
|
kAcy1 Transporter
Hippurat Hippurat

>

Abb. 5-2 Modell einer ATP-unabhéngigen Hippursauresynthese durch die NierenacylasBenzoat
diffundiert durch die Zellmembran und wird durch die Acyl im Tubulusepithel mit Glycin
konjugiert. Die entstehende Hippursédure wird, einem elektrochemischen Gradienten folgend, ins
Tubuluslumen transportiert. lhre Entfernung mit dem Urin verschiebt das Gleichgewicht der
Reaktion hin zur HippuratbildunggAcy® kidney Acyl

Die Ursache daflr, dass ein solcher ATP-unabhangiger Weg zur Hippurséurebildung
bislang noch nicht nachgewiesen wurde, kdnnte darin liegen, dass der Exportschritt die
Integritat der Gewebestruktur voraussetzt. Interessanterweise zeigten Phillips und Anker
bei Arbeiten mit der Rattenniere, dass das zerkleinerte Gewebe die Acetylierung von

Cyclohexylalanin 100mal effizienter katalysierte als das entsprechende zellfreie

Homogenat. Die Autoren interpretierten diese Beobachtung als Konsequenz einer Acyl-
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vermittelten Synthese, die durch den zellularen Export des Produkts getrieben wird.
Nach einer teilweisen Reinigung zeigte sich, dass die Aktivitat, die fur die Acetylierung

verantwortlich war, in der Tat mit der Acyl identisch war (Pillips und Anker, 1957).

5.6 Die Acylase 1 ist nicht die einzige Nierenacylase

Neben der Acyl kommen noch weitere Acylasen in der Niere vor, die allerdings nicht
zur gleichen Enzymfamilie gehéren. In Tabelle 5-2 sind vier weitere Acylasen mit ihrer
Gewebeverteilung in der Ratte zusammengestellt. Dabei wird deutlich, dass auch diese
Enzyme ihre hochsten spezifischen Aktivitaten in der Niere erreichen.

Die Aminoacylase I, auch Aspartoacylase genannt, spddfetetylaspartat (NAA). Im

ZNS von Warmbliatern wird ein hoher NAA-Gradient vom Gewebe zur extrazellularen
Flissigkeit aufrechterhalten. In der GroRBhirnrinde ist die NAA-Konzentration mit 6-7
umol/g Gewebe besonders hoch. Das Fehlen der Aminoacylase Il beim Canavan
Syndrom fuhrt zur Akkumulation von NAA im ZNS und verursacht eine spongiforme
Degeneratinon des Nervengewebes (Kaulal, 1991; Kaulet al, 1993). FurN-
Acetylhistidin (NAH) findet man eine ahnliche Gewebeverteilung nicht nur bei Warm-
sondern auch bei Kaltblitern. Der Aminoacylase Il der Sauger und-Aeetylhistidin-
Amidohydrolase (EC 3.4.13.5) der Fische wird eine Funktion bei der Osmoregulation
im ZNS zugeschrieben. Erstaunlicherweise ist aber auch beim Fisch die Niere die
reichste Quelle fur di®&l-Acetylhistidin-Amidohydrolase, obwohl in diesem Organ die
Menge von NAH nur &ul3erst gering ist (Baslow, 1997).

Die Aminoacylase Il spaltet bevorzugt diN-Acetylderivate der aromatischen
Aminosauren Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin und Histidin (Endo, 1978a). Wie fir
die e-Lysinacylase (Paikt al, 1957) und didN-Acetyl-3-alanindeacetylase (Fujimo&t

al., 1968), deren Namen fir ihre Substratspezifitaten stehen, ist fir die Aminoacylase Il
kein physiologisches Substrat bekannt.

Die Niere scheint also Uber ein ganzes Acylasesystem breiter Spezifitdt und héherer
Kapazitat als andere Organe zu verfigen. Neben der Konjugation mit Glucuronsaure,
Sulfat oder Glutathion in der Phase zwei der Biotransformation von Arzneimitteln und

Fremdstoffen hat auch die Acetylierung eine wichtige Entgiftungsfunktion, zum Bei-
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spiel bei Sulfonamiden. Aber auch auszuscheidende endogene Substanzen, wie
Leukotrien B, werden acetyliert (Orningt al, 1986). Aigneret al. fanden fiir die

hierfir zustandigeN-Acetyltransferase in der Niere eine 30fach héhere Aktivitat als in
der Leber (Aigneret al, 1996). Diese Transferase ist ferner in der LSgekyl-L-
cysteinkonjugate zu Mercaptursauren zu acetylieren. Diese zusétzliche Acetylierung
schitzt die Konjugate vor der Giftung durch fieyase (s. Abb. 1-6). Die Acyl wirkt
diesem Schutz durch Deacetylierung der Mercaptursduren entgegen, wirkt also nicht,
wie moglicherweise auf die Benzoesaure (s. 5.5) entgiftend sondern indirekt giftend.
Die mangelnde Spezifitdt des Acylasesystems der Niere wirft die Frage auf, ob die

Acylasen generell eine Rolle bei der Biotransformation spielen.

5.7 LLC-PK ;-Zellen als Modell fiir das

Nierentubulusepithel

Die mogliche Regulation der Acyl-Aktivitat in der Saugerniere sowie der zellulare
Transport ihrer vermutlichen Substrate, d&pAcylaminosauren, sollten in einem
Modellsystem flr die Niere untersucht werden. Hierfiir bot sich ein Zellkultursystem an.
Jedoch war zu diesem Zeitpunkt die Frage nach dem Acylase 1-exprimierenden Zelltyp
in der Niere noch nicht eindeutig geklart (s. 1.3.1.1).

Die in den nachfolgenden Versuchen verwendete, stabile Schweinezelllinie LLIStPK
eine gut charakterisierte, polarisierte Epithelzelllinie (Hallal, 1976). Sie dient als
Modell fir das proximale Tubulusepithel. Sowohl ihre Morphologie als auch ihre
Transport- und Stoffwechselleistungen sowie deren Regulation entsprechen in hohem
MaRe denen dieses Epithels (Han@teal, 1980; Rabito, 1986; Ostlund, 1993).

5.7.1 Exprimieren LLC-PK ;-Zellen funktionelle Acylase 17?

In dieser Arbeit wurde mit den LLC-RKZellen eine Zelllinie gefunden, die verglichen

mit anderen Nierenzelllinien, eine bemerkenswert hohe Acyl-Aktivitat enthielt (s. Abb.
4-11). Diese Aktivitat war mit 130 U/g zwar zehnmal geringer als sie typischerweise in
einem Schweinenieren-Homogenat nachgewiesen werden kann, jedoch wurden keine

Versuche unternommen, die Acylaseaktivitdten der verschiedenen Kulturen noch zu
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steigern. In Abschnitt 5.7.2 wird unter anderem die Abhangigkeit der spezifischen
Aktivitat der LLC-PK;-Zellen von den Kulturbedingungen erlautert.

Zuerst war zu klaren, ob die in den LLC-PK1-Zellen beobachtete Acylaseaktivitat in der
Tat auf Acyl zuruckzufihren war. Mittels Westernblot mit einem affinitatsgereinigten
Antikérper konnte kein spezifischer Nachweis der pkAcyl aus kultivierten Zellen
erbracht werden. Der immunologische Nachweis der rekombinanten pkAcyl aus SF21-
Zellen war bereits friher problematisch. Pittelkow detektierte im Westenblot von
20 000 x g-Uberstanden  von  Extrakten  pkAcyl-produzierender SF21-Zellen
Nebenbanden bei etwa 29 und 22 kDa (Pittelkow, 1996). Diese kodnnen als
Proteolyseprodukte des Enzyms interpretiert werden. In Westernblots mit Extrakten von
LLC-PK;-Zellen (nicht gezeigt) waren jedoch sowohl bei molaren Massen Uber und
unter 45 kDa Nebenbanden sichtbar. Im Folgenden wurde das Enzym stattdessen zur
Identifizierung als pkAcyl aus LLC-RKZellen angereichert und nachfolgend seine
Substratspezifitat charakterisiert (s. 4.4.1).

Die Acylase aus einem Extrakt von LLC-RKellen, welches eine spezifische
Acylaseaktivitdat von 130 U/g aufwies, wurde zunachst durch Hydrophobe
Interaktionschromatographie (HIC) iber Phenylsepharose CLa&Rjereichert. Die
Aktivitat wurde, wie fur die pkAcyl charakteristisch, bei 50% Ethylenglycol eluiert (s.
Abb. 4.12). Dabei wurde das Enzym mit einem Verlust von 10% dreifach angereichert.
Aus einem Schweinenierenhomogenat mit einer etwa 10fach hoheren spezifischen
Ausgangsaktivitat lasst sich das Enzym dagegen durch Ammoniumsulfatfallung,
Gelfiltration und HIC 60fach anreichern. Der mangelhafte Reinigungseffekt bei der HIC
des LLC-Zellextrakts ist zum einen auf die relativ geringe Ausgangsaktivitat
zuruckzufihren. Zum anderen wird moglicherweise, im Vergleich zu Praparationen aus
der Schweineniere, ein gréRerer Anteil der gesamten Proteinmasse der Kulturzellen bei
Ethylenglycolkonzentrationen um 50% eluiert.

Die Saugeracylasen haben ein Uberaus breites Substratspektrum (s. 1.1.1.1). Dennoch
sind die kinetischen Parameter fir die Reaktionen mit verschiedésen
Acylaminosauren fur die Enzyme charakteristisch. Zum Beispiel erreichte die hkAcyl
mit N-Formylmethionin (NFM) eine mehr als dreifach hohere Maximalgeschwindigkeit
als mit N-Acetylmethionin (NAM), wahrend die pkAcyl bei maximaler
Umsatzgeschwindigkeit NAM etwa 1.2mal schneller hydrolysierte als NFM (s. Abb. 4-

3). Die Aktivitaten der aus den LLC-R¥ellen angereicherten Acylase wurde
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gegenuber deN-Acetylderivaten von Methionin, Leucin, Glutamat, Alanin und Glycin
im Vergleich zur rekombinanten pkAcyl unter Standardbedingungen bestimmt (s. Abb.
4-13). Die identischen Profile beweisen, dass die LLG-P&len Acyl bilden. Die
Acylaseaktivitdt der Kulturzellen war wie zu erwarten mit Dithiothreitol (DTT)
hemmbar (vergl. Abb. 4-5).

Um einen Funktionsnachweis der Acyl in den LLCH2¢llen zu erbringen, wurde
gepruft, ob die Zellen Acyl-abhangig die essenziellen Aminosauren Methionin und
Leucin aus ihrerN-Acetylderivaten freisetzen kdénnen, nachdem sie diese importiert
haben. Hierzu wurden diedéterminal blockierten Aminosauren dem Medium jeweils
statt der freien Aminosaure in aquimolaren Mengen zugesetzt. In Abbildung 4-14 b ist
deutlich zu erkennen, dass die Viabilitdt der Zellen nach Serumentzug fur eine Dauer
von 4 d mit NAM im gleichen Mal3e wie mit Methionin aufrecht erhalten wurde. Aus
Abbildung 4-15 ist ersichtlich, dass NAL dagegen nur etwa halb so effizient verwertet
wurde. In beiden Fallen stagnierte das Wachstum nach Entzug der essenziellen
Aminosaure. Diese Versuche wurden mit Zellen durchgeftihrt, die 1:10 passagiert und
24 h in serumhaltigen Medium vorinkubiert worden waren. Méglicherweise spiegelt der
Unterschied in der Verwertung von NAM und NAL die Effektivitat der Hydrolyse von
NAM im Gegensatz zu NAL wiedem vitro spaltet die pkAcyl NAM 13mal effektiver

als NAL (Gilleset al, 1984).

In dem in Abbildung 4-14 a dargestellten Versuch waren die Zellen 1:20 passagiert und
72 h in serumhaltigen Medium vorinkubiert worden. Zum Zeitpunkt des Serumentzuges
hatten die Kulturen die gleiche Viabilitdit wie in den beiden oben beschriebenen
Versuchen. Allerdings war nur noch fur weitere 24 h, mit Methionin und NAM im
gleichen Mal3e, eine Viabilitdtszunahme zu beobachten. Danach nahm die Anzahl
lebender Zellen in der Kultur mit freiem Methionin innerhalb von 48 h gleichmaf3ig um
75% ab. NAM sorgte fir eine deutlich verzogerte Abnahme der Anzahl lebender Zellen.
Die Viabilitdt der Kultur sank ebenfalls gleichmaliig, aber erst nach 96 h auf 25%,
wahrend sie ganz ohne Methioninquelle zu diesem Zeitpunkt sogar noch geringflgig
héher war.

Auf diese bemerkenswerte Tatsache wird am Ende von Abschnitt 5.7.2, im
Zusammenhang mit dem Verhalten der spezifischen Acylaseaktivitat in serumfreien,

unterschiedlich modifizierten Medien, ndher eingegangen.
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Um die Verwertung derN-terminal blockierten Aminosduren sicher der Acyl
zuschreiben zu kénnen, wurde das zellulare Enzym gehemmt. Mit Hemmstoff sollte das
Uberleben der Kultur mit NAM nach Serumentzug deutlich verringert sein. Allerdings
kann man bei keinem der bisher charakterisierten Acyl-Inhibitoren von einer guten
Zellgangigkeit ausgehen (s. 1.2.4.2, Anders und Dekant, 1994). Dithiothreitol (DTT) ist
ein effektiver pkAcyl-Hemmstoff (s. 4.2.2). Es reduziert wahrscheinlich eine
essenzielle Disulfidbriicke zwischen C270 und C292 in der trypsinempfindlichen
Dimerisierungsdoméne (s. 1.2.2.1, Palm, 1994). In der hkAcyl befindet sich an Position
C270 ein Serinrest. Eine aquivalente Disulfidbricke kann hier folglich nicht ausgebildet
werden. In der Tat ist die hkAcyl gegentber DTT nahezu unempfindlich (s. Abb. 4.5).
DTT diffundiert leicht durch Membranen und wurde daher trotz seiner unspezifischen
Wirkung in zahlreichen Versuchen mit Kulturzellen eingesetzt. Insbesondere der
Prozess der Disulfidbrickenbildung bei nascierenden Polypetidketten im ER liel3 sich
mit DTT effektiv hemmen (Lodislet al, 1992; Braakmaret al, 1992b; Tatuet al,

1993). Allerdings waren in allen Fallen Konzentrationen von 1 mM DTT und héher
notwendig, um signifikante Effekte zu erzielen. In CHO15B-Zellen beobachteten
Helenius und Mitarbeiter bei Puls-Chase-Experimenten mit 5 mM DTT wéhrend des
Puls und einem Chase bis zu 60 min keinen Effekt des Reduktionsmittels auf die
Translation, die Translokation, diB-Glycosylierung und den sekretorischen Weg
(Braakmanet al, 1992; Tatuet al, 1993). Stevens und Mitarbeiter beschrieben die
Aktivierung von Gentranskription durch DTT in LLC-PEellen (Chenet al, 1992,
Halleck et al, 1997) sowie den Schutz vor der cytotoxischen Wirkung @on
Cysteinkonjugaten (s. 1.4.2, Chen al, 1990). Dabei waren im ersten Fall DTT-
Konzentrationen von mindestens 1 mM und im zweiten von 10 mM notwendig. DTT in
einer relativ niedrigen Konzentration von 100 uM war jedoch in der Lage, digNa
ATPase-hemmende Wirkung von Patulin aufzuheben (Hietal, 1989; Rileyet al,

1990). Insgesamt ist festzustellen, dass DTT meist in verhaltnismalig hohen
Konzentrationen eingesetzt werden muss, um einen signifikanten, intrazellularen Effekt
hervorzurufen.

Der Einsatz von DTT als Hemmstoff der Acyl in LLC-PK1-Zellen birgt die Gefahr,
dass auch mogliche Transportsysteme fir NAM beeinflusst werden. DTT erhéht ferner
per sedas Redoxpotential der Zellen, welches aber im MTT-Test zur Bestimmung der

Zellviabilitat gemessen wird. Daher wurde zunachst zusatzlich eine Proteinbestimmung
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zur Ermittlung der Zellviabilitat herangezogen. Abbildung 4-16 zeigt, dass mit beiden
Methoden das qualitativ gleiche Ergebnis erhalten wurde. Nach einer Inkubation von
16.5 h mit unterschiedlichen DDT-Konzentrationen ergab sich eine deutlich verringerte
Verwertung von NAM im Vergleich zum freien Methionin. Geringe DTT-
Konzentrationen stimulierten das Wachstum. Zwischen 200 und 400 uM DTT stieg die
Viabilitat mit Methionin noch leicht an, nahm aber mit NAM schon wieder leicht ab.
Daher wurde fur die Aufnahme der Zeitabhangigkeit der Methionin/NAM-Verwertung
eine DTT-Konzentration von 350 uM gewahlt. Abbildung 4-17 zeigt, dass in Gegenwart
von DTT die NAM-Verwertung gegentber freiem Methionin fir mindestens 8 h
blockiert war. Der erhdhte Messwerthintergrund durch das Reduktionsmittel wird
deutlich, wenn man das Wachstum der Kontrolle mit Methionin und ohne DTT mit dem
Wachstum mit Methionin und in Gegenwart von DTT vergleicht. Aus diesem Grund ist
die Differenz, welche in Gegenwart von DTT zwischen dem Wachstum mit Methionin
und mit NAM zu beobachten war, nur von qualitativer Aussagekraft.

Die Ergebnisse zeigen, dass DTT wirksam die NAM-Verwertung durch LLE-PK
Zellen blockiert. Dies ist vornehmlich auf die Hemmung der zellularen Acyl zurlck-
zufihren. Diese Interpretation setzt aulerdem voraus, dass die Zellen Uber ein

Transportsystem fiX-Acetylaminosauren, zumindest NAM, verfugen (s. 5.9).

5.7.2 Ist die pkAcyl-Aktivitat in LLC-PK ;-Zellen reguliert?

Um diese Frage zu klaren, sollte die spezifische Acyl-Aktivitat in Extrakten von LLC-
PKi-Zellen bestimmt werden, die unterschiedlichen Kulturbedingungen ausgesetzt
waren. Eine mogliche Enzymregulation sollte Rickschliisse auf die Funktion der Acyl
erlauben.
Alle Versuche wurden mit Zellen durchgefiihrt, die 1:10 passagiert und 24 h in
serumhaltigem Kulturmedium vorinkubiert worden waren. Die nachfolgenden
Inkubationen wurden immer mit serumfreiem Medium durchgefiihrt. Das Fehlen oder
die Verdopplung der Konzentrationen der essenziellen Kulturmediumkomponenten L-
Arginin, L-Cystin, Glukose, i-Inositol, L-Leucin, Glycylglutamin oder Natriumphosphat
hatte nach 24 h keinen Einflu3 auf die spezifische Aktivitat der Acyl. Die Verdopplung
der L-Lysin-, L-Isoleucin- oder Glycin-Konzentrationen oder der Austausch von Methionin
gegen NAM, sowie Leucin gegen NAL odeKetoisocaproat hatten ebenfalls keinen Effekt.
Wurden die Zellen vier Tage mit oder ohne Methionin inkubiert, folgte die spezifische Acyl-
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Aktivitdt im Wesentlichen der Zellviabilitdit. Ohne Methionin stagnierte sie, wie auch die
Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Aktivitat, und mit Methionin stieg sie kontinuierlich an, und
zwar doppelt so stark wie die LDH-Aktivitat (s. Abb. 4-18). Die Acyl-Aktivitat scheint also
kurzfristig durch die hier getesteten Substanzen nicht beeinflusst zu werden, sondern allein
vom Zellwachstum abzuhangen. Daher wurde im Folgenden der Einfluss von fetalem
Kélberserum (FCS) getestet, welches ein kontinuierliches Wachstum der LEZ2IRA bei

einer Konzentration von 10% im Kulturmedium erst ermdglicht.

Alle Versuche in dieser Arbeit wurden mit einer einzigen FCS-Charge durchgefiihrt. Da im
FCS selbst jedoch eine, wenn auch geringe, Acylaseaktivitdt nachgewiesen wurde (s. 4.5.1),
und um definierte Bedingungen herzustellen, wurden alle Inkubationen ohne FCS
durchgefuhrt. Unter Standardbedingungen war nach FCS-Entzug fiir weitere vier Tage eine
Zunahme der Zellviabilitat zu beobachten (s. Abb. 4-14 b). Es ist bekannt, dass nach FCS-
Entzug noch nach vier Tagen bis zu 66% der LLC-PK1-Zellen aktiv DNA synthetisieren
kdnnen. Einer Steigerung der DNA-Synthese durch erneute Zugabe von FCS geht eine rapide
Transkriptionsteigerung des Proto-Oncogejusiinnerhalb von 60 min voraus (Ostlund et al.,
1993). Die essenziellen, mitogenen Stimuli durch FCS sind in unterschiedlichem Mal3e auf
Wachstumsfaktoren, Hormone, Anheftungsfaktoren, Bindungsproteine, Lipide und Mineralien
zurtickzufihren (Maurer, 1992). Durch den Entzug von FCS hingegen kdnnen sogenannte
ruhende Kulturen erzeugt werden (Ostlund et al., 1993).

Abbildung 4-19 b zeigt deutlich den mitogenen Effekt von FCS gegentiber einer serumfreien
Kultur. Doch in beiden Fallen nahm die Viabilitéat nicht langer als 96 h lang zu und fiel am
Ende der Kultur wieder ab. Grundséatzlich verschieden verhielten sich dagegen die spezifischen
Acyl-Aktivitaten in den Parallelkulturen. Statt kontinuierlich dem Wachstumstrend zu folgen,
ubertraf die Aktivitdt der serumhaltigen Kultur zwischen der 48. und 72. Stunde nach einer
vierfachen Aktivitatssteigerung nur knapp die Aktivitat der serumfreien Kultur, um dann bis
zum Ende der Kultur auf das Dreifache des Ausgangswertes abzufallen. Ohne FCS dagegen
stieg die spezifische Aktivitat in den LLC-REellen relativ gleichméfig an, sogar noch als die
Viabilitat nach 96 h wieder abnahm, und erreichte schliel3lich das Sechsfache ihres
Ausgangswertes. Der Mechanismus, durch den diese Steigerung zu Stande kam, wurde hier
nicht weiter untersucht. Dennoch liegt der Schluss nahe, dass die Acyl in den Kulturen mit
FCS vornehmlich bis zur Bildung eines konfluenten Monolayers, was nach 72 h der Fall war

(s. 3.3.2.1), eine Funktion hatte. Dagegen hatte sie in der serumfreien Kultur vermutlich eine
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grundsétzlich andere Bedeutung, da die Aktivitdt zunahm, solange noch eine Restviabilitat
nachweisbar war.

Um zu prifen, ob diese Beobachtung tatsachlich auf einen mitogenen Stimulus durch das FCS
zurtickzufiihren war, wurden Versuche mit Insulin durchgeftihrt. Insulin ist ein fir die meisten
Kulturen essenzielles Hormon (Maurer, 1992). Chuetaal. beschrieben ein serumfreies,
Hormon-supplementiertes Medium zur Kultur von LLC:€llen, welches unter anderem

10 pg/ml Insulin enthielt (Chumasat al, 19982). Bemerkenswert ist, dass diese Konzentration
um den Faktor 25 - iéher liegt als die mittlere Insulinkonzentration in 10%igem FCS,
dennoch wurde sie hier verwendet.

Daneben wurde in einer Parallelkultur Albumin mit einer Konzentration 2:8mg/mi
eingesetzt, welches der mittleren Konzentration in 10%igem FCS entspricht. Albumin
vermittelt als Bindungsprotein durch rezeptorvermittelte Endocytose (€eélge 1997)

die Aufnahme von Lipiden und Vitaminen und puffert den pH des Mediums (Maurer,
1992).

Abbildung 4-20 b zeigt, dass Insulin auf die Viabilitat der Kultur fast den gleichen
Effekt hatte wie FCS. Albumin dagegen hatte keinen zusatzlichen mitogenen Effekt.
Die spezifische Acyl-Aktivitat blieb mit Insulin auf einem noch geringeren Niveau als
mit FCS. Sie erreichte bereits nach etwa 44 h ihr Maximum bei einer zweieinhalbfachen
Steigerung. Der Albuminzusatz hatte im Vergleich zur FCS-freien Kultur wiederum
keinen Effekt. Eine hohe Wachstumsrate korreliert also nicht unbedingt mit einem
raschen Anstieg der Acyl-Aktivitat in der frihen Kulturphase, wie der Vergleich der
FCS- und der Insulin-supplementierten Kultur zeigt. Vielmehr scheint in der Letzteren
ein Stimulus zu fehlen oder eine Repression der Aycl-Aktivitat wirksam zu sein.

Vor dem Hintergrund einer Rolle der Acyl beim intrazellularen Proteinabbau, wie sie in
Abschnitt 5.3. geschildert wurde, passt die niedrige spezifische Aktivitat in der
serumbhaltigen Kultur zu der Tatsache, dass FCS ein starker Inhibitior der zellularen
Proteolyse ist (Hershko und Tomkins, 1971). Auch Insulin allein ist in der Lage, den
lysosomalen Proteinabbau (Neetyal, 1974; Neelyet al, 1977) und die Autophagie
(Neelyet al, 1977; Mortimore und Schworer, 1977) zu hemmen. Es ist anzunehmen,
dass die Acyl in Gegenwart von FCS und von Insulin weitgehend im Sinne der
allgemeinen proteolytischen Aktivitat der Zelle reguliert wird. Dennoch ergibt sich die
Frage, ob allein ein durch Serumentzug verstarkter, intrazellularer Proteinabbau die

beobachtete, hohe Aktivitatssteigerung erklaren kann. Alternativ kdnnte die Acyl aktiv an
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einem typischerweise in serumfreien Kulturen ablaufenden, zellularen Prozess beteiligt sein.
Die oben geschilderte Beobachtung der Wirkung von NAM auf die Viabilitdt von LLE-PK
Zellen nach Serumentzug wird in diesem Zusammenhang wieder interessant (s. Abb. 4-14). Im
Gegensatz zu Zellen, die erst 24 h in Kultur waren (s. Abb. 4-14 b), bewirkte der Serumentzug
bei einer Kultur, die zwar doppelt so stark verdinnt ausgesat, aber schon 72 h mit FCS
vorinkubiert worden war, ein deutlich langeres Uberleben (s. Abb. 4-14 a). In den meisten
eukaryotischen Zellkulturen wird das Uberleben der Zellen unter anderem exogenen Stimuli
zugeschrieben, die einen aktiven Zelluntergang durch programmierten Zelltod (Apoptose)
verhindern. Meist wird durch Serumentzug eine Abnahme der Anzahl lebender Zellen
beobachtet, die einer Kinetik erster Ordnung folgt und durch Zugabe von bestimmten
Wachstumsfaktoren verhindert werden kann. Mit dem evolutiondr konservierten Prozess der
Apoptose gehen morphologische Verdnderungen wie Kernkondensation, Chromatinspaltung,
Auflésung der Kernlamina sowie die Beseitigung der schlielich verbleibenden Zellreste durch
Nachbarzellen einher (Simst al, 1997). Ein zugrundeliegender biochemischer Prozess mit
Schlisselfunktion ist dabei die Aktivierung einer Kaskade von Cysteinaspartylproteasen, den
Caspasen, die zum Teil direkte Effektoren der Apoptose darstelleng\élla1997; Cohen,

1997; Earnshaw, 1999). Ausgeldst werden kann der Priozes® wie in vitro durch eine

Reihe von exogenen chemischen sowie physikalischen Noxen, aber auch als physiologischer
Vorgang bei der Entwicklung oder Selbsteliminierung von Zellen, deren Proliferationskontrolle
gestort ist (Wertz und Hanley, 1996). Es ist anzunehmen, dass auch bei |-FEHB der

Entzug von FCS nicht nur zur Bildung ruhender Kulturen fiihrt, sondern dariber hinaus
Apoptose induziert. Moglicherweise spiegelt das verlangerte Uberleben der Zellen in
Abbildung 4-14 a eine Verzogerung der Apoptose wieder. Die Acyl, deren spezifische
Aktivitat nach Serumentzug anstieg, konnte dabei eine Rolle spielen. Eine kompetitive
Hemmung durch exogenes NAM kodnnte endogene Substrate vom Enzym verdrangen. Zwar
wlrde dann Methionin freigesetzt werden, ein fir den aktiven Zelluntergang essenzieller
Prozess in den Zellen kénnte dabei jedoch gehemmt sein.

In LLC-PK;-Zellen wurde Apoptose durch verschiedene Agenzien, wie Cyclosporin A (Healy
et al, 1998), Cadmium (Ishidet al, 1998), Antimycin A (Kaushadt al, 1997) aber auch
Hypoxie (Uedaet al, 1998) ausgeldst und charakterisiert. Siretral. zeigten mit einer
Fibroblastenzelllinie, dass Serumentzug nicht unbedingt zu allen Charakteristika der Apoptose
in Kulturzellen fihren muss. Sie beschrieben den Zelltod als einen Prozess mit Charakteristika
von Apoptose und Nekrose (Sinatal, 1997).
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Interessant werden die hier geschilderten Beobachtungen und Folgerungen vor dem
Hintergrund, dass Mayer und Noble von einem Apoptoseschutz kchtylcystein (NAC),
ebenfalls einem Acyl-Substrat, berichteten (Mayer und Noble, 1994). Bei Konzentrationen
von 0.5 bis 1 mM verhinderte NAC den Glutamat-induzierten Zelltod von Oligodendrocyten
und den Tumor-Nekrose-Faktan-induzierten Zelltod dieser Zellen sowie den von
Fibroblasten. Nach Entzug von Wachstumsfaktoren schitzte NAC die Oligodendrocyten
effektiver als Vitamin C. Die Autoren erklarten ihre Ergebnisse mit der Wirksamkeit dieser
Substanzen als Antioxidantien, die den Anteil des zellularen, reduzierten Glutathions zu heben,
und so die antioxidative Kapazitat der Zelle zu steigern vermogen. Reaktive Sauerstoffspezies
sind integraler Bestandteil verschiedener Signaltransduktionskaskaden, die unter anderem
Apoptose vermitteln (Larsson und Cerutti, 1989; Méieal, 1994).

Allerdings stiitzen sich die Folgerungen von Mayer und Noble auf Viabilitatsmessungen, die
mittels des MTT-Tests durchgefuhrt wurden. Wie in Abschnitt 5.7.1 diskutiert, werden die
absoluten Messwerte bei dieser Methode durch das Reduktionpemittglerhoht. Es ist zu

vermuten, dass die Autoren diesen Effekt auch mit NAC hervorgerufen haben.

5.8 Die 9-Anthryldiazomethan (ADAM)-HPLC-Methode

zur Analyse vonN-Acetylaminoséuren

Das von Ohmori und Mitarbeitern entwickelte Protokoll zur Anwendung der ADAM-
HPLC-Methode flur die Analyse voN-Acetylaminoséauren (Kawakandt al, 1992;
Kawakamin und Ohmori, 1994) war in dieser Arbeit die Methode der Wahl: Sie ist nicht
nur das einzige quantitative und gleichzeitig ausreichend empfindliche Verfahren,
sondern erfasst ferner genau dNeAcetylaminosauren, welche gute Acyl-Substrate
darstellen und damit hier von besonderem Interesse waren, n&michtylmethionin
(NAM), N-Acetylleucin (NAL) und N-Acetylisoleucin (NAI) sowie die N-
Acetylderivate von Valin, Alanin, Serin, Threonin und Glycin (s. 1.5.3). Bis auf NAL
und NAI fallen all diese blockierten Aminosauren beim Proteinabbau an (Aitken, 1990)
und kénnen daher theoretisch eine Rolle als physiologische Acyl-Substrate spielen.
Ein hoher Hintergrund durch interferierende Peaks ist ein grol3er Nachteil dieser
Methode. In den Chromatogrammen aus einer Arbeit von Kawakami und Ohmori in
Abbildung 5-3 ist die Auftrennung deX-Acylaminosauren (a) im Vergleich zum
ADAM-Leerwert (b) gezeigt (Kawakamin und Ohmori, 1994). Die durch Zerfalls- und
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Nebenprodukte des ADAMs entstehenden Peaks interferieren allerdings kaum mit den
Peaks deiN-Acylaminosauren, aul3er im Falle vdhAcetylglycin, PyroglutamatN-
Acetylprolin, N-Formylmethionin und NAL sowie NAI. In dieser Arbeit wurde ebenfalls

ein mit NAL und NAI interferierender Peak beobachtet (s. Abb. 4-21), der jedoch

vernachlassigbar war.
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Mit dem von Ohmori und Mitarbeitern beschriebenem Natriumacetat-Acetonitril-
Laufmittelgemisch (s. 1.5.3) konnte auf einer entsprechenden Saule, der
LiChrospherd60 RP-Select B (Merck), keine Elution errreicht werden. Von einigen
Autoren wurde die Elution der Anthrylester von Fettsauren mit Methanol (Zdrait,

1991), wassriger Methanolldsung (Shimomura et al., 1986) oder einem Methanol-
Acetonitril-Gemisch (Karga®t al, 1990) beschrieben. Auch hier wurden erst nach
Einfihrung von Methanol in das Laufmittelgemisch Chromatogramme erhalten, die
denen von Ohmori und Mitarbeitern in etwa entsprachen (s. 4-21 a und 5-6). Je héher
der Methanolanteil im Laufmittelgemisch war, desto starker verkirzte sich die
Laufdauer. Wahrend ein Lauf ohne Methanol urspringlich fast 2 h dauerte (s. Abb. 5-3),
so dauerte er mit dem modifizierten Protokoll bei isokratischer Elution (s. 3.4.2) ca. 50
min (s. Abb. 4-21) und mit dem Stufengradienten ca. 35 min (s. Abb. 4-22 b und 4-23).

120



Diskussion

Erst diese Verkiurzung der Laufdauer auf fast ein Viertel der Zeit machte die

Bestimmung von bis zu 20 Proben in einer einzigen Messreihe maoglich.

5.8.1 Lassen sich mit der ADAM-HPLC-Methode N-Acetylamino-

sauren in humanem Blutplasma nachweisen?

Die Interpretation der Chromatogramme humaner Plasmaproben im Vergleich zur
ADAM-Kontrolle ist schwierig (s. Abb. 4-21 a und b). Offenbar veradnderte sich die
Qualitat der Hintergrund-Peaks durch die Probe. Ausser NAL und NAI, welche beide
nicht zu trennen waren (s.0.), konnte kein Peak éWAcetylaminoséure zugeordnet
werden. Zur sicheren Identifizierung dieses Peaks in der Plasmaprobe als NAL/NAI
wurde eine Acyl-Behandlung der Probe vor und nach der Extraktion sowie eine
massenspektrometrische Analyse des gesammelten Peaks vorgenommen. Beide
Versuche schlugen fehl (s. 4.7.1). Wenn sich trotzdem hinter dem vermeintlichen NAL-
Peak eine andere Substanz verbirgt, die unter den gegebenen Bedingungen zum gleichen
Zeitpunkt eluiert, so sollte sich diese jedoch unter anderen Laufmittelbedingungen von
NAL trennen lassen. Die Abbildungen 4-22 a und b zeigen, dass die Elutionszeiten des
Plasmapeaks unter verschiedenen Laufmittelbedingungen jeweils mit dem NAL-
Standard Ubereinstimmten. Vor dem Hintergrund der obigen Annahme bestétigt dies
seine Identitat mit NAL/NAL.

Jedoch ist NAM und nicht NAL das mit Abstand beste Acyl-Substrat. NAM wird noch
22mal effektiver hydrolysiert als NAL (Gillest al, 1984). Falls NAM als physio-
logisches Acyl-Substrat eine Rolle spielt, so findet es sich jedenfalls nicht in bedeu-
tenden Mengen im humanen Blutplasma.

Angenommen, der als NAL/NAI identifizierte Peak resultiert allein aus NAL, dann liegt
bei dem hier bestimmten Plasmaspiegel von ca. 17 uM etwa ein Siebtel des Plasma-
leucinsN-acetyliert vor. Bei NAI waren es uber ein Funftel (vergl. Silbernagel, 1988).
Hiermit wird klar, dass deiN-blockierte Anteil dieser Aminoséuren in der Niere
reabsorbiert werden muss, um nach der Primarfiltration nicht mit dem Urin ausge-
schieden zu werden.

Bevor die Transportversuche mit NAM und NAL diskutiert werden (s. 5.9), soll noch
auf Moglichkeiten eingegangen werden, die ADAM-HPLC-Methode zur Analyse von

N-Acetylaminosauren aus groben biologischen Proben wie Blutplasma zu verbessern. In
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dieser Arbeit wurde zugunsten der Verlustminimierung auf eine weitere Reinigung der
Analyten vor oder nach der Derivatisierung verzichtet, und weitgehend das von Ohmori
und Mitarbeitern beschriebene Protokoll angewandt (Kawakaaili, 1992; Kawakami

und Ohmori, 1994). Im Folgenden werden drei Modifikationen vorgeschlagen, die

jedoch mdglicherweise einer Erh6hung der Probenmenge notwendig machen:

1. Die Extraktion der Probe mit Methanol birgt den Nachteil, dass weitere kurzkettige
Fettsduren ebenfalls extrahiert werden. HoOchstwahrscheinlich verursachen ihre
Anthrylester interferierende Peaks bei der HPLC. Als Acyl-Inhibitoren kdnnten sie
ferner der Grund dafir sein, dass ein Acyl-Verdau selbst exogBher
Acetylaminosauren in der Probe (s.0.) nicht gelang. Solch ein Acyl-Verdau aber wurde
zur Analyse von exogenem NAM in Schweineblut von einigen Autoren erfolgreich
durchgefuhrt. Dabei wurden Plasmaaminosauren differentiell, d.h. vor und nach Acyl-
Behandlung der entproteinisierten Probe, bestimmt (Stegiak 1980; Daabeest al,

1984). Wie in der Aminosaureanalytik von Blutplasma Ublich, wurden die Proben mit
Sulfosalicylsaure entproteinisiert. Mdoglicherweise ist auf diese Weise der Anteil
kurzkettiger Fettsduren im Extrakt, der bei einer nachfolgenden Acyl-Behandlung stort,
geringer als mit der Methanol-Methode. Die Entproteinisierung mit Sulfosalicylsaure
hat vermutlich jedoch einen entscheidenden Nachteil: Die Carbonsaurefunktion der im
Uberschuss eingesetzten Saure reagiert aller Voraussicht nach selbst mit ADAM zum

Anthrylester.

2. Die Standardmethode zur Vorreinigung MgrAcylaminosauren ist die Flissig-
phasenextraktion mit Essigsaureethylester. NBdicetylaminoséuren erwies sich diese
Methode jedoch als ineffektiv. Die Ausbeuten nach zweifacher Extraktion aus wassriger
L6ésung mit dem doppelten Volumen Essigsaureethylester betrugen fiur NAM 63%, und
fur die N-acetyliertes Glycin und Serin 6% und 2% (Green und Elce, 1974).
Maglicherweise stellt eine Anionenaustausch-Chromatographie eine bessere Alternative
fur eine grobe Vorfraktionierung der Probe dar (Green und Elce, 1974; Yip und Liew,
1973).

3. In vielen Féllen wurde bei der ADAM-HPLC-Methode nach der Derivatisierung
noch eine Reinigung der Anthrylester mittels Kieselgel-Festphasenextraktion

durchgefuhrt. In Tabelle 5-3 sind einige Anwendungsbeispiele daflir aufgezahlt.
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Moglicherweise hat solch eine Extraktion auch nach der Derivatisierung von

Plasmaproben fir did-Acetylaminosaure Erfolg.

Analyt und Quelle Referenz
langkettige Fettsduren aus Blutplasma Zamiret al, 1991
Peptidoleukotrien-Rezeptorantagonist Miller-Steinet al, 1993
SK&F 106203 aus Blutplasma
Imidapril aus Blutplasma Tagaweet al, 1993
Eicosanoide aus Leukocyten und Makrophagg€amaki und Ohishi, 1992
Phycotoxine aus Muscheln Qilliam, 1995; Lawrencet al, 1996

Tab. 5-3 Beispiele fur Anwendungen der ADAM-HPLC-Methode mit einer Kieselgelfestphasen-
extraktion vor der Saulenchromatographie
Diese Methode bietet sich auch fur die Entsalzung von gesammelten Peaks nach der

HPLC fur eine nachfolgende massenspektrometrische Untersuchung an.

5.8.2 Eignet sich die ADAM-HPLC-Methode zur Analyse eines

Transports von N-Acetylaminosauren in LLC-PK-Zellen?

Bevor mit der Analyse vom-Acetylaminoséuren in Zellextrakten begonnen wurde,
wurden Extrakte und Substratlosungen vor und nach der Inkubation einer
Aminosaureanalyse unterzogen (s. 3.4.1). Angesichts der hohen Acylaseaktivitat von
130 U/g Protein (s. Abb. 4-11) ist damit zu rechnen, dass NAM und NAL nach ihrer
moglichen Aufnahme sofort zu Acetat und der freien Aminosaure hydrolysiert werden
(s. 5.3). Eine signifikante Hydrolyse der Substrate sowohl auR3erhalb als auch innerhalb
der Zellen konnte nach der Aminosaureanalyse jedoch ausgeschlossen werden (s.
4.7.2.1). Allerdings ist der Nachweis nur geringer intrazellularer Mengenzunahmen der
freien Aminosauren unter diesen Bedingungen problematisch, da Methionin rasch durch
die Methionin-Adenosyltransferase in das Methylierungsagg@Aslenosylmethionin
umgebaut wird, und Leucin durch die Verzweigtketten-Aminosaure-Transaminese zu
Ketoisovaleriat desaminiert wird. Q¥-Acetylaminosauren letztendlich von den Zellen
aufgenommen wurden, ohne in nachweisbaren Mengen hydrolysiert zu werden, war des

Weiteren nur durch ihren direkten Nachweis in Zellextrakten sicher zu klaren.
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Die ADAM-HPLC-Methode ist zur Analyse von NAM und NAL in wassrigen
Extrakten von LLC-PK-Zellen gut geeignet (s. Abb. 4-23). Aufgrund mangelnder
Empfindlichkeit wurden zur Bestimmung allerdings relativ grof3e Zellmengen bendtigt,
was wiederum einen hohen Medien- und Pufferverbrauch bedeutete (300 ml EBSS und
700 ml PBS" pro Kinetik).

Mit der ADAM-HPLC-Methode wurden die Substrate NAM und NAL direkt in den
Zellen nachgewiesen (s. Abb. 4-23). Fur weitere Aufnahmemessungen mit NAL unter
den gleichen Bedingungen (s. 4.7.2.2) wirde es sich anbieten, nur die Radioaktivitat
markierten Substrates nach der Inkubation in den Zellen zu bestimmen. Man kann
davon ausgehen, dass dabei das hier beschriebene, niedrigaffine NAL-Transportsystem
hoher Kapazitat (s. 5.9) erfasst wird.

Falls zusatzlich ein hochaffines Transportsystem mit niedriger Kapazitat fir NAL
existiert, kann dies nur bei submillimolaren Substratkonzentrationen registriert werden.
Der Einsatz radioaktiver Substrate sollte solche Messungen ohne Weiteres erlauben.
Jedoch ist unter diesen Umstanden nicht auszuschlie3en, dass dabei die Acyl-Aktivitat
der Zellen ins Gewicht fallt. Es musste wiederum durch eine analytische Auftrennung
der N-Acetylaminosaure nach der Aufnahme, zum Beispiel durch Radio-RP-HPLC,
nachgewiesen werden, dass nicht schon ein grofRer Anteil eines Hydrolyseprodukts in

den Zellen bestimmt wird.

5.9 N-Acetylaminosaure-Transport in LLC-PK -Zellen

N-Acetylaminosauren in Geweben und Kdorperflissigkeiten wurden mit Ausnahme von
Urin bisher kaum analysiert. In Tabelle 5-4 sind die Aminosduren zusammengefasst, die
unter normalen und pathologischen BedingungeN‘iacetylierter Form in humanem

Urin gefunden wurden. Allerdings liegen keine quantitativen Daten vor.
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N-acetylierte Aminosaure Referenz

normaler Urin

Tryptophan Armstrong, 1958
Lysin Armstrong, 1967
Histidin Wadman, 1971

Alanin, Valin, Leucin, Aspartat, Glutamat, TyrosirLiebich und Férst, 1984

Urin unter pathologischen Bedingungen
Phenylalanin, Alanin (bei Phenylketonurie) Goldstein, 1963
Tyrosin, Alanin (bei Tyrosinamie) Dubovsky und Dubavska, 1965
Leucin, Isoleucin, Valin (bei AhornsirupkrankheitPJellumet al, 1986

Tab. 5-4 N%acetylierte Aminosauren, die unter normalen und pathologischen Bedingungen in
humanem Urin nachgewiesen wurden.

Es wird allgemein angenommen, dass AminosaiNtacetyliert werden, wenn ihre
Plasmakonzentrationen steigen, wie zum Beispiel durch Abbaustérungen bei den in
Tabelle 5-4 aufgefiuihrten Krankheiten. Es ist nicht bekannt, durch welchen Mecha-
nismus die Modifizierung zu Stande kommt. Bestimmte Aminosauren kommen schon
unter normalen Bedingung@&hacetyliert im Urin vor (s. Tab. 5-4). Sie treten, aul3er den
basischen und aromatischen Aminosauren und Leuchiaicetylierter Form auch beim
Abbau N-acetylierter Proteine auf (s. 1.4.1). Ferner sind sie, einschlief3lich Leucin,
Substrate der Acyl. EinBl-Acetyltransferase, die spezifisch freie Aminosaulgn
acetyliert, ist nicht bekannt. Di8-CysteinkonjugatN-Acetyltransferase acetyliert mit
geringer Effizienz als einzige Aminosaure Tryptophan (Duffel und Jakoby, 1982). Dass
solche unspezifischen Transferasen jedoch bedeutende Mengen von Aminosauren
acetylieren, ist unwahrscheinlich.

In dieser Arbeit wurdeiN-Acetylleucin/-isoleucin (NAL/NAI) in humanem Blutplasma

mit einer Konzentration von 17 uM (s. 4.7.1) nachgewiesen. Dies widerspricht der
Hypothese, dass die Acyl in der Niere eine bedeutende Rolle beim ‘Salvage’ von
Aminosauren spielt, die aus dem Proteinabbau stammen und in der Niere resorbiert
werden. Weder Leucin noch Isoleucin wurden bisNeacetyliert in einem Gewebe
nachgewiesen. Da beide Derivate jedoch gute Acyl-Substrate sind, konnte ihr ‘Salvage’
eine Aufgabe des Enzyms sein. Die zellulare Lokalisation der pkAcyl im gesamten
Tubulusepithel sowie dem Sammelrohr (Hopfner, 1999) hatten eine spezifische

Funktion bei der Harnbereitung zunachst unwahrscheinlich gemacht.
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Bekanntlich sind die Aminosauren des Plasmas grof3tenteils Bestandteile von Di- und
Tripeptiden. Die niedermolekularen Peptide und Proteine des Ultrafiltrates sind
zahlreichen Peptidhydrolasen der Bulrstensaum-Membran ausgesetzt, die sie
hauptséchlich zu Di- und Tripeptiden abbauen (Daniel und Herget, 1997). Wie die
freien Aminoséuren (Moller und Sheikh, 1983) akkumulieren diese Abbauprodukte fast
ausschlieB3lich im proximalen Tubulus (Maack, 1979). Es ware also anzunehmen, dass
filtrierte oder wéahrend des Peptidabbaus an der Birstensaum-Membran entsi¢hende
acetylierte Aminoséauren auch hier resorbiert werden.

Dagegen korreliert die beobachtete Verteilung der Verzweigtketten-Aminosaure-
Transaminase, dem ersten Enzym des Leucin-, Isoleucin- und Valinabbaus, entlang des
Nephrons der Ratte, mit der Verteilung der pkAcyl. Die Verzweigtketten-Aminosaure-
Transaminase erreicht im Nierenepithel ihre hochste spezifische Aktivitat und ist vom
Glomerulus bis zur Nierenpapille in groRen Mengen vorhanden, mit der héchsten
Aktivitat im distalen Tubulus (Burclet al, 1985). Dies stimmt mit der Beobachtung
Uberein, dass Leucin in diesem Tubulusabschnitt bevorzugt oxidiert wird (Tring-Trang-
Tan, 1988). Da ein aktiver Transport die Voraussetzung fir ein ‘Salvage’ von NAL ist,
wurde, in dieser Arbeit mittels der 9-Anthryldiazomethan (ADAM)-Methode (s. 5.8.2)
geprift, ob LLC-PK-Zellen NAL carriervermittelt und energieabhangig aufnehmen.
Die gleichen Versuche wurden weitgehend auch mit NAM durchgefihrt, welches zwar
nicht im Plasma nachgewiesen wurde, jedoch das weitaus beste der bekannten,
moglichen Acyl-Substrate ist. Von NAM ist bekannt, dass es nach intraperitonealer
(Rotruck und Boggs, 1975) oder oraler Gabe (Rotruck und Boggs, 1975; Stegink

1980; Steginket al, 1982; Daabeest al, 1984) die freie Aminosaure im allgemeinen
Proteinanabolismus ersetzen kann. Es wird allgemein angenommen, dass das
Darmepithel NAM resorbieren kann, welches durch die Acyl der Mukosa hydrolysiert
wird (Brachetet al, 1991; Ferjancic-Biaginet al, 1998). Direkte Hinweise auf die

Existenz eines NAM-Transportsystem gibt es allerdings in keinem Gewebe.

Die Inkubation der LLC-PK1-Zellen mit dem Substrat wurde in EBSS durchgefuhrt (s.

3.3.5.1), welches sich bei Aminosaure-Transportstudien mit den gleichen Zellen bereits
als geeignet erwiesen hatte (Rabito und Karish, 1982; Rabito und Karish, 1983).
Nachteilig war, dass in den Substratldésungen der pH von 7.4 mit Lauge eingestellt

werden musste. Da jedoch mit NaOH und LiOH die gleichen Versuchsergebnisse erzielt
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wurden, hatten die Schwankungen in der *-Kanzentration offenbar einen
vernachlassigbaren Effekt. Bei diesen Experimenten konnte davon ausgegengen werden,
dass nur ein apikaler Transport beobachtet wurde, weil das basolaterale Kompartiment
dem Substrat nicht zuganglich war (Rabito, 1986; Mertens, 1990).

Ein wichtiges Kriterium fiir das Vorliegen eines carriervermittelten Transports ist, dass
die Aufnahme ein zeit- und konzentrationsabhangiges Séattigungsverhalten zeigt. Mit
NAL konnte im Gegensatz zu NAM in der Tat solch ein Verhalten nachgewiesen
werden (s. 4.7.2.2 und 4.7.2.3). Fur die NAM-Aufnahme konnten keine eindeutig
interpretierbaren Daten erhalten werden.

Weiterhin stellte sich heraus, dass die Durchfihrung der Inkubation mit oder ohne
Dithiothreitol (DTT) die spezifische Aufnahmerate von NAL nicht beeinflusste (s. Tab.
4-2). Dagegen wurden in Anwesenheit des Reduktionsmittels 18% mehr NAM in den
Zellen nachgewiesen. Vorausgesetzt, der Aufnahmeprozess selber war durch DTT nicht
betroffen, so kbnnte die effektivere, durch die zellulare Acyl vermittelte Hydrolyse von
NAM im Vergleich zu NAL die Erklarung hierfur sein. Wie unter 5.7.1 erlautert, war
das Enzym nur zu einer eingeschrankten Freisetzung von Leucin aus NAL in der Lage
(s. Abb. 4-15), wahrend NAM die Zellviabilitdt wie freies Methionin aufrecht erhielt.
Wahrscheinlich machte die Hemmung der zellularen Acyl sich nur in einer hoheren
Ausbeute des besseren Substrates, dem NAM, bemerkbar. In allen weiteren Versuchen
wurde auf DTT wahrend der Inkubation verzichtet.

Einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung eines Transportsystems lieferten Versuche
mit Proteinbiosynthese-Hemmestoffen. Tunicamycin ist ein UNDReetylglucosamin-
Analogon und hemmt die Bildung von Dolichol-RPAcetylglucosamin und folglich

die N-Glycosylierung. Diese Modifikation ist oft essenziell fur die Synthese von
Membranproteinen. Es war also die Wahrscheinlichkeit gegeben, dass eine Komponente
des vermutlichen Transportsystems als Membranprotein durch diese Hemmung
betroffen und damit die spezifsche Aufnahmerate deutlich gehemmt sein wirde
(Burston und McGivan, 1997). Als Kontrolle wurde eine Hemmung mit Cycloheximid
durchgefuhrt. Cycloheximid hemmt die Peptidyl-Transferase der grol3en Ribosomen-
untereinheit und damit die gesamte Proteinbiosynthese. Die beobachtete Hemmung der
spezifischen Transportrate von etwa 28% durch Tunicamycin spricht deutlich fur die
Beteiligung einem-glycosylierten Komponente und damit fir einen ‘Carrier’ bei der
Aufnahme von NAL (s. Tab. 4-3).
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Nach Braakmaret al. kann man eine Absenkung des zellularen ATP-Spiegels durch
eine Vorinkubation der Zellen mit serum- und und glucosefreiem Medium mit 2-Deoxy-
D-Glukose und Azid erreichen (Braakmeinal, 1992). Die nachfolgende, etwa 30%ige
Hemmung der spezifischen NAL-Aufnahmerate spricht daftr, dass hier ein
energieabhangiger Transport beobachtet wurde (s. Tab. 4-4). Der Influx von NAM war
dagegen unbeeinflusst.

Da fiur NAM ferner kein Sattigungsverhalten der konzentrationsabhangigen
Aufnahmerate nachgewiesen wurde (s.0.), kann Uber den Mechanismus der Aufnahme
keine Aussage gemacht werden. NAL hingegen wird offenbar durch ein sattigbares,
energieabhangiges Transportsystem in LLG-EBllen aufgenommen. Mit einer
Michaeliskonstante (K) von 9.2 mM wirde dieses System vivo jedoch weit
unterhalb seiner Sattigung arbeiten. Im Vergleich hierzu gibt es fir die meisten
Aminosaure-Transportsysteme des Nierenepithels bekanntlich zwei ‘Carrier’. Wahrend
im Konvolut des proximalen Tubulus hochaffine Transporter mj\Werten im
mikromolaren Bereich zu finden sind, gibt es, insbesondere fir die neutralen
Aminosauren, in mehr distalen Segmentabschnitten Transporter, die theoretisch erst bei
Aminosaure-Plasmakonzentrationen zwischen 50 und 100 mM gesattigt sind. Diesen
Transportern wird eine Funktion bei hohen Aminosaurebelastungen zugeschrieben,
wahrend unter normalen Bedingungen uUber 95% aller Aminosauren bereits im
proximalen Konvolut resorbiert werden (Silbernagel, 1988). Die Existenz eines solchen
Systems hoher Kapazitat und niedriger Affinitat fir NAL ist also nicht ungewdhnlich.

Allerdings bleibt zu vermuten, dass auch ein hochaffines System existiert.

5.10 Multiple Alignments der Acylasefamilie

An weiteren Untersuchungen zur Struktur und Funktion der Carboxpeptidase G2
(CPG2) aus’seudomonadglie in der Tumortherapie Anwendung findet (s. 1.1.1.4), und
der Succinyl-Diaminopimelat-Desuccinylase (Desuccinylase), die ein potentielles Ziel
von Bakteriostatika ist (s. 1.1.1.7), besteht grol3es Interesse. Die Desuccinylase ist mit
ihrem Vorkommen in 12 verschiedenen Organismen das am weitesten verbreitete
Enzym der Acylase-Familie. Die in Abbildung 4-25 und 4-26 gezeigten Alignments

bilden eine Grundlage fur zukinftige Untersuchungen an Acylasen.
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Um vorhandene Daten vor dem Hintergrund der hier gefundenen, konservierten Reste
interpretieren zu kdénnen, muld zusatzlich die Kristallstruktur der CPG2 herangezogen
werden. Innerhalb der hochkonservierten Bereiche (s. Abb. 4-26) sollte die Zuordnung
einer Position eines konservierten Restes in der Struktur moglich sein, obwohl die
Sequenzhomologie innerhalb der Acylase-Familie meist nur zwischen 20 und 50%
betragt. Zum Beispiel kbnnte die Position von Lys114Hlecol-N-Acetylornithinase
(NAO), welches dem Lys143 in der CPG2 entspricht und hoch konserviert ist,
Aufschluss Uber die Lage des Substrates geben. Pittelkow hatte beim Austausch dieses
Restes gegen Isoleucin einen signifikanten Anstieg der Michaeliskonstants- mit
Acetylmethionin als Substrat beobachtet und vermutet, dass es sich um den Lysinrest
handelt, desses-Aminogruppe nach Fregt al. in der pkAcyl an einer ionischen
Wechselwirkung mit der freien Carboxylatgruppe des Substrates beteiligt ist (s. 1.2.2.1,
Pittelkow, 1996; Freyet al, 1977). Palm vermutete, dass der Cysteinrest an Position
115 in der pkAcyl nahe am aktiven Zentrum liegt (Palm, 1994). Schneider sowie ROhm
und Mitarbeiter hatten die Existenz eines solchen Cysteinrestes demonstriert, der nach
chemischen Modifikationen den Substratbindungsschritt stort. Das Alignment macht
deutlich, dass ein Cystein zwar in keiner der bakteriellen Acylasen an dieser Stelle
konserviert ist, jedoch wird an der entsprechenden Position (144 in der CPG2) mit zwei
Ausnahmen nur ein kleiner Rest (Serin oder Glycin) toleriert. Schneider und Kordel
vermuteten in einem essenziellen Histidinrest der pkAcyl, den sie durch Photooxidation
und Alkylierung nachgewiesen hatten, einen Zinkliganden (Schneider und Kordel,
1977b). Moglicherweise hat aber auch die Modifizierung des zu 100% konservierten
His207 (His 229 in der CPG2) zur Enzyminaktivierung gefuhrt. Fir die Bildung einer
maoglichen Carboxylat-Dyade, wie von Palm diskutiert (Palm 1994), sind nach CPG2-
Zahlung die vollstandig konservierten Reste Aspl114, Glul75 und Glu390 Kandidaten.
Pittelkow fand beim Austausch des dem Glu 175 entsprechenden Glutamatcdier

NAO gegen Alanin noch eine geringe Restaktivitat. Die Autorin schloss daraus, dass
dieser Rest nicht katalytisch wirksam ist, sondern dass allein durch seine Nachbarschaft
zum zinkbindenden Glu 176 die Aktivitat der Mutante beeinflusst war (Pittelkow,
1996). Auch die hochkonservierten Reste Glul30, Lys143 und Thr362 konnten fur die

Katalyse essenziell sein.
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Zusammen mit der CPG2-Struktur bilden die hier erstellten Alignments eine Grundlage
zur Uberprifung der Funktionen der konservierten Reste durch weitere Mutagenese-

Experimente, die zur Zeit geplant werden.

5.11 Perspektiven

Das Bacoluvirus-Expressions-Vektor-System ist flr die Expression von Mutanten der
hkAcyl ein geeignetes System, wie die Isolierung von homogenem Wildtyp Enzym als
auch der beiden PWW-Mutanten in nur zwei Reinigungsschritten gezeigt hat. Durch die
Mutagenese konservierter Reste auf der Basis des Alignments und der Sderktur
Pseudomona€arboxypeptidase G2 (CPG2) sollte sich ein Modell fir den Katalyse-
mechanismus der Acylasen erarbeiten lassen. Besonders interessant ist dabei der
Gedanke, durch Manipulation von Resten, die an der Substratbindung beteiligt sind, die
Enzymspezifitat steuern zu kénnen. Auf diese Weise kénnten neue Kombinationen von
Enzym und Prodrug fir den Einsatz in der ‘Antibody-directed enzyme prodrug therapy’
(ADEPT, s. 1.1.1.4, Melton und Sherwood, 1996) entwickelt werden. Allerdings muss
die Lage der Substratbindungsstelle weiterhin als nicht aufgeklart gelten, auch wenn
verschiedene Autoren einen der Carboxypeptidase A analogen Katalysemechanismus
postulieren (Rowsell et al. 1997; Boghal, 1998). Ein grof3er Nachteil der bakteriellen
CPG2 beim Einsatz in der ADEPT ist ihre immunogene Wirkung. Die in dieser
Therapie verwendeten Benzoesaure-Senfgas-Derivate (s. Abb. 5-4) werden
moglicherweise auch von der hkAcyl gespalten, die neben Hippursaure (Bruns und
Schulze, 1962) auch parasubstituierte Benzoylaminosauren als Substrate akzeptiert
(Otvos et al, 1971). Fur den Einsatz in der ADEPT oder auch der ‘Gene-directed
enzyme prodrug therapy’ (GDEPT, s. 1.1.1.4) wirde die humane Acyl viele wichtige

Anforderungen erfillen.
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CICH.C HF'., COOH Carboxypetidase G2 =MHHzCl -
NAD—C'D”NH CH H1IRLR R RRLRIE ) M- {0
cicHcHf =/ CICHCHY  \—

CHs
CH;
4-[bis(2-chloroethyl)amino] COOH 4-[bis(2-chloroethyl)amino]
benzoyl-L-glutamat benzoeséaure

Abb. 5-4 Spaltung einer Benzoesaure-Senfgas-Prodrug durch di®seudomonas Carboxy-
peptidase G2 (CPG2) Die CPG2 spaltet den Glutamatrest autNMN{Bis(2-chloroethyl)amino]-
benzoyl-L-glutamat ab und setzt so die toxischdlA{Bis(2-chloroethyl)amino]benzoesaure frei.

In Abschnitt 5.7.2 wurde diskutiert, ob die Acyl in der epithelialen Nierenzelllinie LLC-
PK; Uber eine eine Rolle beim allgemeinen Proteinabbau hinaus eine essenzielle
Funktion in ruhenden und apoptotischen Kulturen hat. Mit Antimycin A lasst sich in
LLC-PK;-Zellen gezielt Apoptose induzieren. Innerhalb von finf Minuten nach Zugabe
konnten Kaushaét al. in den Zellen Caspaseaktivitat nachweisen, den ‘Trigger’ des
nachfolgenden aktiven Zelltods (Kaushet al, 1997). Auf der Grundlage dieser
Beobachtung werden Experimente angeregt, mit denen sich der Einfluss von Acyl-
Substraten gezielt auf frihe oder spate Ereignisse wéhrend des Zelltods untersuchen

lasst.

Der Nachweis vomN-Acetylleucin (NAL) in humanem Blutplasma wirft die Frage nach
der Herkunft dieses Aminosaurederivates auf (s. 5-8). Die 9-Anthryldiazomethan-
HPLC-Methode muss fur weitere Analysen biologischer Proben jedoch noch weiter
optimiert werden, zum Beispiel durch eine Festphasenextraktion der Anthrylester, den
derivatisierten Analyten, vor der Chromatographie (s. Tab. 5-3). Zur weiteren
Charakterisierung des apikalen, niedrigaffinen NAL-Transportsystems der LLC-PK

Zellen ist ein radioaktiver Substratnachweis vermutlich besser geeignet (s. 5.9).

Zur Uberprifung der Hypothese, dass die Acyl in der Saugerniere in der Lage ist,
energieunabhangig Hippursaure zu synthetisieren (s. 5.5), sind nur Systeme geeignet,
die derin vivo-Situation sehr nahe kommen. Die Entfernung des Produkts mit dem
Primarharn ist namlich die entscheidende Voraussetzung fir diesen Synthese-
mechanismus. Zum Nachweis einer Acylase-abhéngigen Hippursauresynthese waren die
Mikropunktion von cortikalen Tubuli oder die Nierenperfusion mit gleichzeitiger
Analyse des arteriellen und vendsen Blutes sowie des Ultrafiltrates geeignete

Techniken.
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Zusammenfassung

6  Zusammenfassung

Seit Schmiedeberg 1881 die Acylase 1 erstmals als zytosolisches ,Ferment* aus der
Schweineniere anreicherte, erscheint das ungewdéhnlich reichliche Vorkommen dieses
Metalloenzyms in der Saugerniere als ratselhaft. Die Versuche dieser Arbeit hatten zum
Ziel, am Beispiel der humanen und der Schweineacylase zum Verstandnis vornehmlich

der Funktion aber auch der Struktur der Nierenacylase beizutragen.

® Die 9-Anthryldiazomethan-HPLC-Methode erweis sich als geeignete, quantitative
Methode zum Nachweis von aliphatischeN®-acteylierten Aminosauren, den
bevorzugten Substraten der Acylase 1. Mit ihrer Hilfe wurde das Vorkommen von
N-Acetylleucin/-isoleucin in humanem Blutplasma mit einer Konzentration von etwa

17 uM nachgewiesen.

® In der apikalen Membran der proximalen Tubuluszelllinie LLC-FRlés Schweins
wurde mittels der 9-Anthryldiazomethan-HPLC-Methode ein niedrigaffines,
energieabhangiges TransportsystemsNikcetylleucin nachgewiesen. Damit eine
ausreichend effiziente Resorption von filtriertéAcetylleucin stattfinden kann, ist

davon auszugehen, dass ein weiteres, hochaffines Transportsystem existiert.

® In LLC-PK1-Zellen wurde, verglichen mit anderen Nierenzelllinien, eine hohe
spezifische Acylaseaktivitat nachgewiesen. Diese wurde eindeutig als Acylasel-
Aktivitat identifiziert. lhre Regulation wurde unter verschiedenen wachstums-
fordernden sowie Proteolyse-inhibierenden Bedingungen und in ruhenden Kulturen
untersucht. Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass die zellulare Aktivitat der

Acylase 1 als kataboles Enzym gemald dem Proteolysestatus der Zelle reguliert wird.

® Bei durch Serumentzug ruhenden Kulturen von LLG-2Kllen, die statt mit freiem
Methionin mit dem bevorzugten Acylase 1-SubstkaAcetylmethionin inkubiert
wurden, wurde ein deutlich verlangertes Uberleben beobachtet. Zusammen mit dem
starken Anstieg der Acylase 1-Aktivitdt bei Serumentzug spricht dies fir eine

Funktion der Acylase 1 in apoptotischen Zellen.

® Der rein losliche Charakter der Acylase 1 wurde mittels Zellfraktionierungs-

Versuchen bestatigt.
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Zusammenfassung

® Die Nierenacylase von Schwein und Mensch sowie zwei Mutanten des humanen
Enzyms wurden mit dem Baculovirus-Expressions-Vektor-System exprimiert. Die
Wildtypenzyme dienten dabei zu Vergleichszwecken. In den Mutanten waren die
zwei fur die Saugerenzyme charakteristischen PWW-Motive manipuliert. Es stellte
sich heraus, dass eins der beiden PWW-Motive dem aktiven Zentrum nahe kommt
und fir dessen Funktionalitat essenziell ist. Das zweite Motiv ist an der
Enzymoberflache exponiert und fir die Gesamtstabilitat des Proteins wichtig, ohne

die Katalyse zu beeinflussen.

® Die kinetische Charakterisierung der Hydrolyse Wwormylmethionin durch die
rekombinanten Saugerenzyme spricht fur eine Funktion der Acylase 1 beim Abbau

dieser Acylaminosaure, die im mitochondrialen Proteinabbau anfallt.

® Durch Sequenzvergleiche von 27 pro- und eukaryotischen Mitgliedern der Acylase-
Familie wurden neben den metallbindenden Resten sechs zu 100% konservierte und
drei hochkonservierte Reste identifiziert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit am

Aufbau des katalytischen Zentrums beteiligt sind.

Die Funktion der Acylase 1 in der Niere lasst sich vornehmlich durch ihre Rolle bei der
intrazellularen Proteolyse erklaren. Zusatzlich wird in dieser Arbeit aber auch die
Hypothese diskutiert, dass das Enzym, insbesondere bei Herbivoren, an der
Benzoesaureentgiftung beteiligt ist. Mit den Sequenzalignments und der Kristallstruktur
der homologen Carboxypeptidase G2 ist eine Grundlage fur Untersuchungen der
katalytischen Eigenschaften der Acylasen geschaffen. Dies ist fur eine Anwendung von
Acylasen in der ‘Direct enzyme prodrug therapy’ (DEPT) zur Tumortherapie von

Bedeutung.
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Abkirzungen

8 Abklrzungen

Uber die gebrauchlichen SI-Einheiten und die gangigen Abkiirzungen der deutschen
Sprache hinaus wurden folgende Abkirzungen benutzt:

a. bidest. zweifach destilliertes Wasser

AcCNPV Autographa californica?olyhedrosis virus

Acyl Aminoacylase | (Acylase 1)

ADAM 9-Anthryldiatomethan

ADEPT Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy

AMP Leucinaminopeptidase

AmpR Ampicillinresistenz

BEVS Baculovirus Expressions Vector System

BOC- t-Butoxycarbonyl-

cDNA komplementare DNA

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propan-
sulfonat

CIP Calf Intestine Phosphatase (alkalische Phosphatase)

CMDA 4-[2-Chloroethyl)(2-mesyloxyethyl)amino]benzoyl-L-
glutamat

CPG2 Carboxypeptidase G2

CPS1 Carboxypeptidase S

DAP Diaminopimelat

DEPT Direct enzyme prodrug therapy

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EBSS Earle’s buffered salt solution

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FCS Fetal calf serum

FIA Flow injection analysis

FPLC Fast polynucleotide liquid chromatography

GDEPT Gene-directed Enzyme Prodrug Therapy

GPI- Glycosylphosphatidylinositol-

h.p.i. hours postinfektion

HIC Hydrophobe Interaktionschromatographie

hkAcyl Human kidney Acyl

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

K Michaelis-Menten-Konstante

KP,Y x mM Kaliumphosphat, pH Y
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Abkirzungen

LB
LDH
MCS
MOI
MOPS
MTT
MTX
NAC
NAI
NAL
NAM
NAO
NFM
oD

ori
PAGE
PBS
PFU
PITC
pkAcyl
RP
rpm
RT
SCLC
SDAP
SDS
Sf
TAE
TC
TE
TEMED
TNBS
Tris
TSG

Upm
URL
uz
viv

Luria-Bertani
Laktat-Dehydrogenase

Multiple Cloning Site

Multiplicity of Infection
3-Morpholino-propansulfonsaure
Thiazolylblau Tetrazoliumbromid
Methotrexat

N-Acetylcystein

N-Acetylisoleucin

N-Acetylleucin
N-Acetylmethionin
N-Acetylornithinase
N-Formylmethionin

optische Dichte

origin of replication
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphate buffered saline
Plaque Forming Units
Phenylisothiocyanat

Porcine kidney Acyl

Reversed Phase

revolutions per minute
Raumtemperatur

Small Cell Lung Cancer
L,L-N-Succinyl-2,6-diaminopimelat
Natriumdodecylsulfat
Spodoptera Frugiperda
Tris-Acetat-EDTA

Tissue Culture

Tris-EDTA
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
2,4,6-Trinitro-benzolsulfonsaure
Tri-(hydroxymethyl)-aminoethan
Tumorsupressorgen
Internationale Unit§umol/min|
Umdrehungen pro Minute
Uniform Resource Locator
Ultrazentrifuge

Gewicht pro Volumerg/ml]
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Abkirzungen

wiv Volumen pro Volumefpmi/ml]
WCE Whole Cell Extract

Desweiteren wurden die ublichen Ein- und Dreibuchstabencodes der Aminosauren
sowie der Einbuchstabencode fur Nukleotide verwendet.
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