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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird beschrieben, wie Polyaminebgnden an geladene Stellen der
Proteingrenzflachen, als Modulatoren transientestein-Protein Interaktionen fungieren
konnen. Die Fahigkeit von Putrescin, Spermidin uBg@ermin, die Protein-Protein
Interaktionen zwischen Adrenodoxin Reduktase (Ad&®)renodoxin (Adx) und CYP11Al
zu beeinflussen, wurde unter anderem mittels Clgr@nplasmonresonanz und Stopped-
Flow analysiert. Die Ergebnisse zeigten modulieectdffekte der Polyamine auf einzelne
Interaktionen und auf das gesamte System.

Computersimulationen der Polyamine an die Kristiallguren von oxidiertem Adx, AdR und
dem oxidierten Adx — AdR Komplex, die von Frau M.S. Eyrisch, Universitat des
Saarlandes, durchgefuhrt wurden, deuten daraufdaiss eine Modulation durch veranderte
Protein-Protein Interaktionen moglich ist. Die DoakExperimente schlagen eine bevorzugte
Bindestelle an der Region Asp-15, Asp-39 und Aspd4 ungebundenen Adrenodoxins vor.
Vier Adx-Mutanten (AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und A®D39N) zeigten mit Ausnahme
einer erhdhten thermischen Stabilitat keine spektypischen Unterschiede zum Wildtyp. Die
Mutanten verhielten sich in ihren Elektronentrarsfgenschaften wie der Wildtyp in
Anwesenheit der Polyamine.

Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, daslyaRine mit unterschiedlichen
Komponenten transienter Proteinkomplexe interfeniemnd Proteinfunktionen kontrollieren

kdnnen.
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Summary

This work describes the role of polyamines thata@@ifficiently bind to charged spots
at protein interfaces as modulators of transieatgum-protein interactions. The capability of
putrescine, spermidine, and spermine to affect ghetein-protein interactions between
adrenodoxin reductase (AdR), adrenodoxin (Adx), @WdP11Al1 was analysed using
techniques like surface plasmon resonance or stodpmv. These studies revealed
modulating effects of polyamines on distinct intti@ns and on the entire system.

Computer simulations of the polyamines docked thi crystal structures of oxidized Adx,
AdR, and the oxidized Adx — AdR complex performeg M.Sc. S. Eyrisch (Saarland
University) suggested that modulation via changedtemn-protein interactions appear
plausible. On Adx, the docking experiments suggestage favourable high-affinity binding
site of polyamines, the region around Asp-15, ASpehd Asp-41 of free Adx.

Four Adx mutants (AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K, and Wd39N) showed, except a
higher thermo-stability, no differences regarditgit spectroscopic characteristics to the
adrenodoxin wildtype. In their electron transfeogerties the mutants were comparable to
AdXWT in presence of the polyamines.

These findings imply for the first time that smalhdogenous compounds are capable of
interfering with distinct components of transienbfein complexes and might control protein

functions.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Aspekte

Essentielle Zellprozesse wie Signalkaskaden un@bmésche Wege hangen von der
Bildung spezifischer Komplexe zwischen unterschobgin Proteinen ab. Durch Annaherung
ihrer aktiven Zentren sind Protein-Protein Kompléxeler Lage, prazise und sehr geregelt
geladene Partikel in Redoxprozessen bzw. Interrteedia komplexen biochemischen
Prozessen zu Ubertragérundlage vieler biochemischer Prozesse sind Eettansfer (ET)
Reaktionen zwischen Donor- und Akzeptorproteinert Redoxzentren, die relativ weit
voneinander entfernt sind. Diese Redoxprozessehtdurden im Allgemeinen eine Vielzahl
unterschiedlicher Reaktionen wie zum Beispiel giez#fische Bindung von Proteinen, die
Neuanordnung der Proteine und den Elektronentrarsdthst (Lehninger, 1994; Stryer,
1994). Betrachtet man nun die Krafte, die Protemeammenhalten, zeigen Strukturanalysen
und Mutationsstudien, dass elektrostatische Intenaén dabei eine bedeutende Rolle spielen
(Sheinerman et al, 2000). Die Schnittstellen der Proteine gleichen geladenen
Proteinoberflachen. Diese Grenzflachen sind selarpod ihre Féahigkeit zur Bildung von
intermolekularen Salzbriicken und Wasserstoffbrilcketungen bestimmt nach heutigen
Erkenntnissen die Genauigkeit der Assoziation. dethnittstellen kénnen somit als
wichtige neuartige Angriffsstellen flr Molekule edProtein-Protein Komplexe und die daraus
resultierenden Funktionen modulieren, angesehereme{Cochran, 2000; Zutshat al,
1998). Es wird angenommen, dass kleine interfersireMolekile ein enormes Potential
sowohl fur das Verstandnis von molekularen Erkegsprozessen als auch fur die Kontrolle
von Signal- oder metabolischen Kaskaden und alséwnzittel in der pharmazeutischen
Anwendung besitzen. Bis heute findet man in deerbiiur jedoch erst wenige Beispiele fur
kleine Antagonisten der Protein-Protein Interakt{@ochran, 2000, 2001; Toogood, 2002;
Berg, 2003), welche die folgenden Kriterien flureslontersuchung auf zellularer Ebene oder
im gesamten Organismus erfillen. Besonders im lktikblauf einen maoglichen
therapeutischen Einsatz sind hohe Wirksamkeit, kKBeitt und biologische Verfligbarkeit
verbunden mit geringer Toxizitat unentbehrlichedaigchaften. Erstaunlicherweise wurde das
Potential kleiner, endogener, organischer Molekivie,den Polyaminen, die elektrostatische

Anziehungskraft zwischen Proteinen zu modulieréshdr noch nicht erforscht.
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1.2 Elektronentransfertheorie

In biologischen Systemen erfolgen Redoxreaktionarid sukzessive Verschiebung
der Elektronen Uber mehrere Molekile. Verliefersdi®eaktionen nicht spezifisch, so wirde
ein direkter Elektronentibergang vom Donormolekld,stdrkstem Reduktionsmittel, auf das
am leichtesten zu reduzierende Akzeptormolekil Awgischenschritte und die daran
gekoppelten Vorgange kurzschlieBen. Die Elektrobertiagung erfolgt im Allgemeinen
Uber Protein-Protein Komplexe mit Elektronen-TrégeDiese Proteine missen in den
Komplexen zwei gegensétzliche VoraussetzungenlenfiZum einen missen sie spezifisch
und der Komplex ausreichend stabil sein, so dass Erkennung des richtigen Partners
maoglich ist. Zum anderen dirfen die Komplexe nichti stabil sein, um den
Gesamtelektronenfluss nicht zu hemmen. Wegen dektstellen Voraussetzungen eines
solchen Vorgangs missen biologische Elektronenidlgemgsreaktionen, die mit anderen
biologischen Vorgangen wie einem Protonentransgekoppelt sind, haufig tber relativ
groRe Abstande zwischen Donor und Akzeptor (> 10iAyveg erfolgen.
Wahrend eines Elektronentransfers bewegt sich &ktién von einem Donormolekul (D)

auf einen Akzeptor (A)Gleichung 1.J).
D+A— D+A Gk 1.1

Neben dem aktuellen Elektronentransferprozess@ehung 1.1 beinhaltet die Reaktion
auch noch Diffussionsprozesse, die beide Molekigammenbringt oder voneinander trennt
(Gleichung 1.2.

—

ke .
D+A T— DA —> D'/A

D"+ A Gl. 1.2

Die Theorien der Elektronenibertragung machen \&sagen Uber die Abhangigkeit der
Elektronentbertragungsrate von Unterschieden irStieiktur der oxidierten und reduzierten
Spezies, vom Abstand zwischen Donor und Akzeptawiesovon der Triebkraft einer
Elektronenubertragungsreaktion. Diese TheorienHmrauf einfachen quantenmechanischen
Ausdriicken fur die Wellenfunktionen, die an der Abg und Aufnahme des Elektrons
beteiligt sind. Das dazwischen liegende Medium lelippliese beiden Wellenfunktionen

schwach miteinander (Lippard & Berg, 1995). Die @wgindigkeit einer nicht-adiabatischen
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Elektronentransferreaktion wird durébleichung 1.3beschrieben (Marcus & Siders, 1982;
Marcus & Sutin, 1985).

k¢ = (4n2/h) Tpa~ (FC) GI(1.3

Dabei ist h die Planck-Konstante,pal das Tunnelmatrixelement, ein Mass fur die
elektronische Kopplung zwischen dem Reduktionsiit@onor D) und dem

Oxidationsmittel (Akzeptor A) und FC der sogenaniAtanck-Condon-Faktor, ein Mass fir
die Bewegung der Atomkerne, die mit dem Vorgang Elektronentbertragung verbunden
ist. Jeder dieser Faktoren lasst sich auf unterschiexll\@eise annéhern. Die einfachste
Darstellung von B$a2, die durch dieGleichung 1.4 beschrieben wird, zeigt einen
exponentiellen Abfall mit dem Abstand. Dabei beéaut’r, das Tunnelmatrixelement bei R
= Ry, R den Abstand zwischen den nachstliegenden AtamesnDonors und des Akzeptors
und R den van-der-Waals-Abstand (im Allgemeinen 3,6 f)ist ein Parameter, der den

Einfluss des Zwischenmediums wiedergibt.

Toa = T'oa” exp ((R-Ry)) Gl. 1.9

Tpa beschreibt die Wahrscheinlichkeit eines Elektraragrsfers und ist sowohl von der
Entfernung zwischen Donor und Akzeptor als auch denTertiar- und Quartarstruktur der
Proteine abhangig. Es wurden auch komplexere Fodie=ses Ausdrucks entwickelt, die die
Struktur des Zwischenmediums explizit bertcksictig

Die einfachste Form des FC-Terms bildet die Gruyellder Marcus-Theorie. Der klassische

Ausdruck ist inGleichung 1.5wiedergegeben.
FC = (4n L KT) *exp (- (AG® - 1)2/ 41 KT) Gl. 1.5

k ist die Boltzmann-Konstante, T die absolute Terapg und AG° die Freie
Standardreaktionsenthalpie, die experimentell auwshder Differenz der Redoxpotentiale fir
die Elektronentransfer (ET) Reaktion berechnet wmerdkann (Davidson, 2002). Die
Reorganisationsenergieist die Energie, die das gesamte System aufbringgss, um vom
Edukt- in den Produktzustand Giberzugehen. In polaésemitteln beschreiithauptsachlich
die Reorganization der Losemittelmolekile aufgrded Ladungsverteilung der Reaktanden

(Bergethon, 1998)Gleichung 1.5hat mehrere Konsequenzen. Ein interessanter Asgekt
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zunachst widerspruchlich erscheint, ist die Erkeisntdass die Elektronenibertragungsrate
bei einer bestimmten Triebkraft ein Maximum erreichund dann, wenn die Triebkraft
dartiber hinaus ansteigt, wieder abnehmen sollte.aWsGleichung 1.4und 1.5 zu erwarten
ist, beobachtet man einen nahezu linearen Abfallldgarithmus der Geschwindigkeit mit
dem Abstand, obwohl einige der gemessenen Ubertgsgaten um eine oder zwei
GrolRenordnungen von den berechneten Werten abweibDiee Exponeng, den man aus der
Steigung der Kurve erhalt, betragt 1,47“A dies entspricht einer Abnahme der
Geschwindigkeit auf ein Zehntel alle 1,7 A (Hopdiel 974). Allerdings beriicksichtigt dieses
eindimensionale Barriere-Modell nicht die Proteiaktur. Neuere Modelle wie zum Beispiel
das Pathway Modell beziehen die komplette Proteik&ir mit ein und unterscheiden dabei
zwischen Abnahme des Elektronentransfers durch Il&otea Bindungen, durch
Wasserstoffbriickenbindungen und durch das VakuuenaBnet al, 1992). Die Abnahme-
Faktoren in Verbindung mit diesen unterschiedlick&ktronentransferpfaden sing = 0,6
fur einen ET Uber eine kovalente Bindung, ® (0,6f €X'®2® fir einen ET (ber
Wasserstoffbriickenbindungen und=%: 0,6 & '®1% fur einen ET durch das Vakuum,
wobei R der Abstand zwischen den Oberflachenatateefeweiligen Proteine ist (Beratah
al.,, 1992; Beratan & Skourtis, 1998; Joretsal, 2002). Diese Werte wurden experimentell
bestimmt, um Parameter fir die verschiedenen Mokgiten des Elektrontunnels zu
erhalten.

Da Protein-Protein Interaktionen hydrophobe, eitisBhch der strukturellen Neugestaltung
ihrer Grenzflachen, und elektrostatische Krafteemander kombinieren, konnte mit Hilfe
des elektrostatischen Dockings gezeigt werden, @¢ash Anderungen von geladenen
Gruppen in der Nahe der Redox Cofaktoren die Edekintransferrate um Grol3enordnungen
verandern (Liang & Newton, 1992). Um den Mechanisymder der Interaktion zwischen
Proteinen zu Grunde liegt, zu verstehen, ist ehtigc die Prinzipien der Enzymkinetik,

welche im folgenden Abschnitt angesprochen werdewerstehen.

1.3 Enzymkinetik

Die Basis fur die Enzymkinetik schuf 1903 der fradsizsche Physiko-Chemiker Victor
Henri (1872/1882-1940). Darauf aufbauend entwiekeltder deutsche Mediziner und
Bakteriologe Leonard Michaelis (1875-1949) und Hanadische Medizinerin Maud Menten
(1879-1960) 1913 ein Modell, welches mit Hilfe dgeschreibung eines Flie3gleichgewichtes
oder eines quasi-stationdren Zustandes (stead)stazymatische Reaktionen charakterisiert
(Lehninger, 1994, Stryer, 1994)
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Das Flie3gleichgewicht beschreibt das Zeitintervall dem die Reaktionsrate anndhernd
konstant ist. Kurz nachdem das Enzym mit einem gmoSubstratiberschuld vermischt
worden ist, gibt es eine Anfangsperiode (pre-steddie), wahrend der sich die
Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes aufliigser Zeitraum ist normalerweise zu
kurz fur herkdbmmliche Mel3methoden. Die Reaktioreieht schnell ein Flie3gleichgewicht.
d.h. der Enzym-Substrat-Komplex bleibt tber diet Zeinstant.Allerdings andern sich die
Konzentrationen von Substrat und Produkt wahremdReéaktion wesentlich. Die Herleitung
der Michaelis-Menten-Gleichung beginnt mit zwei damentalen Reaktionen, der Bildung
und dem Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes. Diezyireaktion kann somit in
Gleichung 1.6zusammengefasst werden:

E) +(S) %_~ ES) X% produkt Gl. 1.6)

(E)= Enzymkonzentration, (S)= Substratkonzentrati@S)= Konzentration des Enzym-Substrat-
Komplexes, k; = Assoziationsrate des Komplexek,; = Dissoziationsrate des Komplexes,
k, = molekulare Aktivitat oder turnover number

Die Anwendung des Steady-state Kriteriums (die Kotmation von (ES) andert sich nicht
wahrend der Reaktion und die im Vergleich zur Enzgnge angestiegene
Substratkonzentration kann die Umsatzgeschwindigk®i nicht weiter steigern
(Substratsattigung)) fuhrt zu einer Vereinfachungr dlichaelis-Menten Gleichung auf

folgende FormGleichung 1.7.

o< Vol

—W Gl. 1.7

Vmax und Ky stellen gut etablierte Parameter dar, die die Realdines Enzyms mit seinem
Substrat  charakterisieren. Diese  Werte liefern rimfgionen  sowohl  zur

Gesamtgeschwindigkeit einer enzymatischen Reakats auch fir die Bindung des
Substrates. Die Michaeliskonstante, die Substratiaination, bei der Halbséattigung vorliegt

(bei der die Umsatzgeschwindigkeit alde Va2 betragt), ergibt sich allgemein zu
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K =—= 2 . 1.8

Kwv reflektiert alsam einfachsten Falllie Starke der Bindung des Substrates an das Enzym.
Im Gegensatz zur Kinetik chemischer Reaktionen gibin der Enzymkinetik das Phanomen
der Sattigung, d.h. trotz steigender Substratkamnagonen kann die Umsatzgeschwindigkeit
V nicht weiter erhdht werden, es wird also ¥jpy erreicht. Im Gegensatz dazu beschaftigt
sich die pre-steady state Kinetik mit der Analyss Brozesse, die stattfinden, bevor der
Enzym-Substrat-Komplex ein chemisches Gleichgewietreicht hat (Lehninger, 1994;
Fersht, 1998). Somit werden Informationen zur Affih der Reaktionspartner, z.B. die
Komplexbildung und die Anfangsgeschwindigkeit delb&ratumwandlung, zur Verfigung
gestellt. Eine allgemein verwendete Methode zur eténichung von pre-steady-state
Kinetiken ist die Stopped-Flow Technik. Diese Mataavird angewendet, um zeitabhéngige
Absorptionsanderungen sichtbar zu machen, die @a€dFolge einer chemischen Reaktion

zwischen zwei Proteinen die spektralen Eigenscha&itees der Reaktanden verandert.

1.4 Kinetik von Elektronentransferreaktionen

Nach dieser allgemeineren Betrachtungsweise istiesnteressant, die verschiedenen
Kinetiken von ET Reaktionen genauer zu untersucherdieser Form von Redoxreaktion
werden die Produkte erst dann gebildet, nachdemE&tronen vom Donor auf das
Akzeptorprotein Ubertragen wurden. Berlcksicht rdas im vorherigen Abschnitt gezeigte
Reaktionsschema kann die Umsatzrdtg, durch die Elektronentransferrati:r ersetzt
werden. Die Geschwindigkeit der Produktbildung kamter Steady-state Bedingungen mit
einer bimolekularen Reaktionsradg (Attkins, 1996) beschrieben werddal¢ichung 1.9.

- K K Gl(1.9
kbi kfl + kET

Nach der Art des geschwindigkeitsbestimmenden &shder Reaktion kann zwischen drei
unterschiedlichen Klassen von Elektronentransf&tim@en unterschieden werden: Ist der
langsamste Schritt einer Redoxreaktion der eigdmli Elektronentransfer, kank,, da

ket <<k ist, auch mit folgendeGleichung 1.10wiedergegeben werden,
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kni :klkkET:KA kET G( 11@

)
mit der Assoziationskonstant€, (Ka = ki/k;), die die Bindungsaffinitat zwischen den
interagierenden  Proteinen  beschreibt. In  diesem | Falird k, durch die
Gleichgewichtskonzentration des Elektronendonorzejitor Komplexes und die
Geschwindigkeit, die zur Uberquerung der Aktiviegsbarriere bendétigt wird, bestimmt
(Gabdoulline & Wade, 1998; Davidson, 2000). Digsdmsnn der Fall, wenn Reaktionen sehr
grof3e Aktivierungsenergie besitzen (> 20 kJ/maMasser; (Gabdoulline & Wade, 1998)).

Ist ket >> k; wird die Interaktion zwischen den Proteinen al$fudionskontrolliert
beschrieben. Das bedeutet, dass der geschwindig&sttmmende Schritt die Annaherung
der beiden Reaktanden ist und daker k; gilt. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn sicle di
Proteine in einem viskosen Losungsmittel befindaerodie Reaktion eine geringe
Aktivierungsenergie besitzt (Gabdoulline & Wade9&9Davidson, 2000).

Der dritte Fall tritt dann ein, wenn die Elektrotramsferreaktion durch einen langsameren
Prozess als den des Elektronentransfers oder ddiehAssoziation der Redoxpartner
eingeschrankt ist. Hier ist der geschwindigkeitioestende Schritt die konformelle
Reorientierung der Proteine innerhalb eines ET Klergs, welche zu einer Optimierung von
Position und Geometrie der Redoxzentren vor dektileentbertragung fuhrt (Davidson,
2002). Eine andere Form dieses ET sind Reaktiomsmen Rate durch chemische,
adiabatische Prozesse wie zum Beispiel der Aushgdund Spaltung von Bindungen vor
dem Elektronentransfer bestimmt wird.

Da Elektronentransferprozesse von fundamentaleel®edg z.B. fur die Atmungskette, fur
die Photosynthese und eine Vielzahl anderer uriteglicher metabolischer Wege sind, ist
es fur die Forschung immer interessant, die Prezed® wahrend solcher Reaktionen
stattfinden, zu verstehen. Mittels der Genomsedeanzy, die fast augenblicklich die
gesamte Bandbreite an Genprodukten zuganglich mkemhtentrieren sich heutzutage immer
mehr Wissenschaftler auf die umfassende Analyse %omplexen Protein-Protein
Wechselwirkungen und deren Funktionen, wie sie mBden von den Cytochromen P450

katalysierten Reaktionen stattfinden.
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1.5 Cytochrome P450

1.5.1 Allgemeine Aspekte

Mitte der 50er Jahre begann die Erforschung deo&®ybme P450, als Mason (Mason
et al, 1955) erstmals eine NADPH-abhangige Monooxygeaidsatat in Mikrosomen aus
Leberzelllysat nachweisen konnte. Spater wiesenfirat (Garfinkel, 1958) und
Klingenberg (Klingenberg, 1958) in Lebermikrosome&mn Kohlenmonoxid-bindendes
Pigment nach, welches im reduzierten CO-gebunde@&istand ein ausgepragtes
Absorptionsmaximum bei 450 nm besitzt. Da dieseshaleen einzigartig fur Ham-Proteine
des b-Typs (sie besitzen eine nicht kovalent gebnadHam Gruppe) ist, fihrte es schliel3lich
zu ihrer Namensgebung Cytochrom P450, wobei P ifimént steht (Omura & Sato, 1964 a,
b). Gewohnlicherweise zeigen Proteine, die ein@fedoporphyrin IX prosthetische Gruppe
besitzen, ein Absorbtionsmaximum bei 420 nm (Omé&raSato, 1964 a, b). Die
ungewohnlichen Spektraleigenschaften der P450s emerlif den flinften axialen Ham-
Liganden zurtickgefuhrt, der ein Cystein und nichie in anderen Protoporhyrin IX
beinhaltenden Proteinen, ein Histidin ist (Ouzougis Melvin, 1991). Nach Art der

katalysierten Reaktion werden die Enzyme in secugpiklassen eingeteilAbbildung 1.1).

Transferasen
Hydrolasen Oxidasen
y Externe
Oxidoreduktasen Oxygenasen Dioxygenasen Monooxygenasen
Enzyme > > > >
y Lyasen Dehydrogenasen Monooxygenasen Interne

Monooxygenasen

Isomerasen Reduktasen

Ligasen

Abb. 1.1: Einordnung der Cytochrome P450 in Enzymgruppen.
Die Cytochrome P450 sind den griin markierten Enzypmgen zuzuordnen.

Die Cytochrome P450 werden zu den Oxidoreduktasealgt. Der Name Oxidase ist
den Enzymen vorbehalten, die Elektronen auf mobgkual Sauerstoff Ubertragen. Die von
den Cytochromen P450 katalysierte Reaktion bevarmké Reduktion von Sauerstoff, wobel
eines der Sauerstoffatome in das Substrat eingetieditund das zweite als Wasser aus der
Reaktion austritt. Somit gehdren sie zu den Oxygemagenauer zu der Untergruppe der
Monooxygenasen, da sie im Gegensatz zu den Diosggen nur eines der beiden

Sauerstoffatome ins Substrat einfliihren. Da die @ytome P450 ihre Reduktionsaquivalente

8
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in der Regel von externen Elektronendonoren benmialned nicht vom Substrat selbst,
bezeichnet man sie als externe Monooxygenasen ($taygaNozaki, 1969).

Die Multienzymfamilie der Cytochrome P450 stelle dvohl vielféltigste und am weitesten
verbreitete Proteinfamilie dar (Nelset al, 1996; Nelson, 2006). Im Dezember 2008 waren
bereits Uber 7230 verschiedene Cytochrom-P450-8%2gqne(ausgenommen Varianten und
Pseudogene) aus 781 unterschiedlichen Familiennbekand es ist zu erwarten, dass diese
Anzahl im Rahmen der weltweiten Genomsequenziemngeiterhin stark anwachst
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.htmlshieét al, 2004).

Cytochrome P450 wurden in Bakterien, Pilzen, P#amaANirmern, Insekten, Fischen und
Saugetieren nachgewiesen. In Sadugetieren (Waterb¥3®2) findet man sie in nahezu allen
Organen, hauptsachlich aber in der Leber und inNgdrenniere. Wahrend sie in der Leber
eine wichtige Rolle im Metabolismus von Fremdstoffaie zum Beispiel von Arzneimitteln
und Umweltgiften, sowie vieler korpereigener Stafdelen (Paine, 1981; Porter & Coon,
1991), sind sie in der Nebenniere an der Biosymrthasler Hormone beteiligt (Bernhardt,
1996). Sie wurden aber auch im Herz (Rudatplal, 2000; Yoshimuraet al, 2002), in der
Lunge (Smithet al, 1982; Arinc, 1993; Pricet al, 2004; Gamieldien & Marit2004), in der
Haut (Mukhtar & Khan, 1989; Jugeet al, 1994), in der Plazenta (Pasanen & Pelkonen,
1989), in den Gonaden und im Gehirn (Warmral, 1991; Erdmannet al, 1996)
vorgefunden, wobei ihre Rolle in diesen Organen Zgih noch nicht vollstéandig geklart ist
(Seliskar & Rozman, 2007).

Da Cytochrome P450 in fast allen Lebewesen zu firaded, geht man heute davon aus, dass
sie sich evolutiondr gesehen aus einem einzigemeigsamen ,Vorlaufer-Molekul®, der
Lanosterol-1&-demethylase CYP51, entwickelt haben (Nelegral, 1989; Aoyameet al,
1996; Noshircet al, 1997; Yoshidaet al, 1997). Diese Annahme beruht auf der Tatsache,
dass die Lanosterol-tdDemethylase als einziges Cytochrom P450 in Tieffilanzen,
Pilzen und Bakterien, somit in allen lebenden Syste gefunden wurde (Nelsaat al,
1996). Die groRe strukturelle Ahnlichkeit innerhaler Enzymgruppe stiitzt weiterhin diese
Annahme.

Die grof3e Anzahl der Cytochrome P450 verlangte systematische Nomenklatur, die von
Nebert 1987 eingefuhrt und stetig weiterentwickalrde (Neberet al, 1987, 1989; Nebert

& Nelson, 1991; Nebert al, 1991; Nelsoret al, 1993, 1996, 2004; Nelson, 200B)jeser
Nomenklatur entsprechend steht CYP fur Cytochro®0Pdie erste arabische Ziffer definiert
die Genfamilie, der darauf folgende Buchstabe drgetdamilie und die letzte Zahl das
Enzym selbst Abbildung 1.2). Mitglieder einer P450-Familie haben mehr als%40
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Sequenzidentitat. Betragt die Sequenzidentitat medkr 55%, gehoéren sie zur selben
Unterfamilie. P450s von unterschiedlichen Familiezeigen normalerweise eine
Sequenzibereinstimmung von unter 30%, was sich Zeihin der gro3en Anzahl an

unterschiedlichen Substraten dieser Enzyme widegstti (Nelsoret al, 1993).

11

CYP Al 1
Cytochrom P450 Familie Ufamilie Isoenzym

Ubereinstimmung >40 % > 55%
Aminosauresequenz

Abb. 1.2: Nomenklatur der Cytochrom P450 Enzyme anBeispiel von CYP11A1.

Cytochrome P450 spielen eine wichtige Rolle in tatabolisierung von vielen
Pharmazeutika, Karzinogenen, Alkaloiden, Pestizided anderen wichtigen Fremdstoffen
(Porter & Coon, 1991). Zusatzlich sind diese Praa eine Vielzahl von unterschiedlichen
physiologisch relevanten Prozessen wie der Bioggglder Steroidhormone, des Vitamin D
und der Gallensaure involviert. So ist es nichtrigsehend, dass diese Enzyme mittlerweile
die Aufmerksamkeit so vieler unterschiedlicher Ebtsigsgebiete wie zum Beispiel der
Biochemie, der Pharmakologie, der Physiologie, da®ganischen Chemie und der
Biotechnologie erregt haben (Bernhardt, 1996).

Die allgemeine von Cytochromen P450 katalysiertdridyylierungsreaktion lautet

RH + O, + NAD(P)H + H* —» ROH + H,0 + NAD(P)"

Dabei ist RH ein organisches Substrat (z.B. Stetoiterpene, Fettsduren, Arzneimittel),
NAD(P)H, H" der externe Elektronendonor und ROH das hydrostglierodukt.

Neben Hydroxylierungen katalysieren sie auch N-, @nd S-Dealkylierungen,

Sulfoxidierungen, Epoxidierungen, Peroxidierungddesulfurierungen, Deaminierungen,
Dehalogenierungen und die Reduktion von N-OxidemciRaul, 1993; Ortiz de Montellano,
1995; Bernhardt, 1996).

Je nach Elektronentransportweg werden die CytocHPd®0 Systeme mittlerweile in zehn

Klassen unterteilt (Hannemamehal, 2007). Hier sollen aber nur die beiden bedeuéenshd
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verbreitetsten, das mikrosomale und das mitochaledbakterielle System, genauer
vorgestellt werdenAbbildung 1.3).

Im Falle der mikrosomalen P450Ahbildung 1.3 A) handelt es sich immer um
membrangebundene Enzyme, die ihre Elektronen vaar &AD(P)H-abhangigen, FAD- und
FMN-haltigen Cytochrom P450 Reduktase erhalten, ebenfalls membranassoziiert ist
(Bernhardt, 1996, 2006). Ein Sonderfall dieser Béasind die CYP102-Enzyme, deren
bekanntestes Beispiel CYP102A1 (P450BM-3) auBacillus megaterium ist
(Abbildung 1.3 D). Hierbei handelt es sich um ein fettsdurehydrexghdes Cytochrom
P450, bei dem die NADPH-abhangige FAD- und FMNibaltP450-Reduktase zusammen
mit dem Cytochrom P450 auf einer einzigen Peptidkdébkalisiert ist. Reduktase und
Cytochrom stellen somit ein natirliches Fusionsgrodar (Ruettingeet al, 1989).Die
zweite Klasse der Cytochrome P450 umfasst die imitodrialen Abbildung 1.3 B) und eine
Reihe bakterieller Abbildung 1.3 C) Cytochrome P450. Sie bendtigen ein zusatzliches
Elektronentransportprotein. In diesen Systemer3dire die Elektronen von NAD(P)H uber
eine FAD-haltige Reduktase zu einem l6slichen Eexa, einem Eisen-Schwefel-Protein,
das die Elektronen zum Cytochrom P450 Ubertragthrdfid die Proteinkomponenten der
bakteriellen Systeme durchweg l6slich sind, istden mitochondrialen Systemen die
Reduktase membranassoziiert und das Cytochrom R¥b0die Membran gebunden
(Bernhardt, 1996). Diese Klasse von Cytochromerasantwortlich fir die Biosynthese von

Steroiden, Vitamin D und Gallensauren (Ruckpau®Q)9

Eine weitaus seltenere Klasse der Cytochrome Pd5ielt ihre Elektronen aus dem Substrat
selbst, da sie Hydro- und Endoperoxide als Subsinagetzen. Somit sind sie nicht auf
externe Elektronendonatoren angewiesen und geldabar als Spezialfall auch nicht der
Gruppe der externen Monooxygenasen an. Die einZig&gannten Beispiele bisher sind die
Thromboxansynthase CYP5 (Yokoyarne& al, 1991) und die drei Enzyme der CYP74
Familie (Songet al, 1993). Es gibt des weiteren ein bekanntes CytmahP450, welches in
der Lage ist, Elektronen direkt von NADH aufzunehm®er einzige bekannte Vertreter
dieser Klasse ist CYP55A1 (P450nor) &wsarium oxysporuniNakahareet al, 1993;Park

et al, 1997; Daiberet al, 2005) und den Pilze@ylindrocarpon tonkinenséudo et al,
1996)und Trichosporum cutaneuiiZhanget al, 2001).

1
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A B
NADPH + H* *
NADPH + H
‘ D RH + 0, > ‘ RH + 0,
NADP* + < >
CPR ROH + Hz0 NADP FdR ROH + H,0
Cytoplasma Matrix
Membran des ER Innere Mitochondrienmembran
D
NAD(P)H + H* D NADPH + H*
‘ RH + O,
NAD(P)* NADP* <> ?
FR +——> CPR ROH + H;0

Abb. 1.3: Schematischer Aufbau verschiedener Cytocbm P450 Systeme.

(A) mikrosomales System: P450 /CPR an der cytoplasohan Seite des Endoplasmitischen
Retikulums (ER) membrangebundem) (mitochondriales System: FdR membran-assoziie4§0P
membrangebunden, Fdx loslich in der Matrigi) (bakterielles System: I6slich im CytosoD)(
CYP102 (P450BM-3): autarkes, fusioniertes baktleseSystem Bacillus megateriuiy l6slich im
Cytosol.

Informationen Uber die Struktur von Cytochromen ®4d nur in geringem Mal3e
vorhanden. Bis jetzt ist es Kristallographen geamgie Struktur von mehreren bakteriellen
und von léslichen mikrosomalen Cytochromen P450PZ84 (Scottet al, 2003), CYP2C5
(Westeret al, 2003), CYP2C8 (Schocét al, 2004), CYP2C9 (Williamst al., 2003) und
CYP3A4 (Williamset al, 2004) sowie von Komplexen aufzuklaren. Die Analydieser
Strukturen zeigte, dass auch wenn die Sequenziabgnemung zwischen den verschiedenen
Cytochromen P450 ziemlich gering ist, alle Cytocheoeine charakteristische Faltung und
Topologie besitzen. P450s zeigen in der Anordnueg N-terminalen und C-terminalen
Sequenzen um das Ham herum ein interessantes grattuster. Die C-terminale Halfte des
Molektls bildet den inneren Kern, speziell die leeidSchlisselhelices | und L, die jeweils
eine Seite des Ham einklammern (Ortiz de Montelld995). Allerdings befindet sich die C-
terminalep Struktur an der Oberflache des Molekiils. Die Nrieale Halfte des Proteins
besteht hauptsachlich aus Helices, die die C-tal@in Sequenzen umgeben. Die
Konservierung der Ham Bindeseite in den P450s stke@ie strukturelle Eigenschaft zu sein,
die fur die Funktion als Monooxygenasen notwendgj und in allen bekannten
Kristallstrukturen aufzufinden ist (Ortiz de Morglo, 1995; Graham & Peterson, 1999).
Trotzdem gibt es, basierend auf dem Vergleich soteedlicher Cytochrome P450,
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drastische Unterschiede in der Primarstruktur désivem Zentrums, obwohl die
Sekundarstruktur bei allen Cytochromen im GrofRem @anzen dieselbe ist. Dieser
Unterschied scheint die Selektivitat der Enzymeuiititerschiedliche Substrate zu bestimmen
(Williams et al, 2000). Da bis jetzt keine Kristallstrukturen vamitochondrialen
Cytochromen P450 vorhanden sind, leiten sich diememanen Erkenntnisse Uber ihre
Struktur neben den bereits veroffentlichen Stridtumikrosomaler und bakterieller P450
hauptséachlich von Mutagenesestudien und Homologietting ab. Eines der am intensivsten
untersuchten  Systeme ist die  Elektronentransferkettder =~ mitochondrialen
Steroidhydroxylierung. In diesem Redoxsystem werdienbendtigten Elektronen von einer
NADPH-abhangigen FAD-haltigeAdrenodoxinReduktase (AdR) ztAdrenodxin (Adx)
einem Ein-Elektronen-Carrier, Ubertragen, welchadiedlich eines der Cytochrome P450
aus der CYP11A oder CYP11B Familie reduziert (Gengbet al, 2000). Diese Enzyme

spielen eine essentielle Rolle in der SyntheseSteroidhormonen.

1.5.2 Die Bedeutung der steroidhydroxylierenden Cgichrome P450

Steroide sind in der Natur weit verbreitet. Einigeben Bedeutung als Hormone,
andere treten als Gallensauren oder als Bestamdtert Membranen auf. Daruber hinaus
dienen Steroide als Medikamente, zum Beispiel alab®lika, Diuretika und Kontrazeptiva
(Mutschleret al, 2001).
Die Steroidhormone (Glucocorticoide, Mineralocasitte und Sexualhormoneyerden in
mehreren Stufen gebildet, an denen bis zu seclessghtedliche Cytochrome P450s beteiligt
sind: CYP11A1 (cholesterglde chaincleavage Cytochrom P450, P450scc), CYP11BB{(11
Hydroxylase Cytochrom P450 oder P45@11CYP11B2 (Aldosteronsynthase Cytochrom
P450 oder P450aldo), CYP17 (kAydroxylase/17,20-lyase Cytochrom P450 oder P4B))cl
CYP21 (21-Hydroxylase Cytochrom P450 oder P450c2ind CYP19 (Aromatase
Cytochrom P450 oder P450arom) (Bernhardt, 19@dlcocorticoide, Mineralocorticoide
und Androgene werden priméar in den Nebennieren,S#igualhormone Testosteron und
Ostrogen in den Gonaden produzi&@er Syntheseweg aller Steroidhormone beginnt nrit de
Abspaltung der Seitenkette von Cholesterol durciPCN¥AL1 zur Bildung von Pregnenolon
(Abbildung 1.4). Bei dieser dreistufigen Reaktion werden insgésapcths Elektronen
verbraucht. Die Seitenkettenabspaltung ist gleitigzeder limitierende Schritt der
Steroidhormonbiosynthese (Lambeth, 1990).
Der adrenale Cortex ist der Ort der Bildung der dBtorticoide und Mineralocorticoide.

CYP11B1 katalysiert die BtHydroxylierung von 11-Desoxycortisol zu CortisalderZona
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fasciculata/ reticularis(White et al, 1992; Erdmanret al, 1995 a, b; Younget al, 2003;
Hakki et al, 2008). Cortisol ist an der Regulation vieler bgischer Prozesse beteiligt. So
fordert es zum Beispiel die Gluconeogenese undstiieogenbildung in der Leber, sorgt fur
einen gesteigerten Fett- und Proteinabbau undnshtbehrlich fir die Bewaltigung von
Stresssituationen. Cortisol ist auch ein Ausgangsprodukt fir die Halshg
entzindungshemmender Pharmaka (z.B. PrednisolddY.P11B2, das in seiner
Aminosauresequenz mit CYP11B1 zu 93 % identisciMsirnetet al, 1989), katalysiert in
der Zona glomerulosalie Aldosteronsynthese durch@Hydroxylierung und anschliel3ende
18-Hydroxylierung und 18-Oxidation von 11-Desoxyamwsteron (Yanagibashat al, 1986;
Younget al, 2003). Die Inaktivierung der Steroidhormone egfoh der Leber hauptséchlich
durch die CYP3A-Subfamilie Gberf3éHydroxylierung. Allerdings konnten auct32 153-
und 1@&x-Hydroxyderivate nachgewiesen werden (Waxregal, 1988).

Fehlfunktionen der gluco- und mineralocorticoid$yaitsierenden Cytochrome P450 sind mit
einer Vielzahl von Krankheiten verknipft. Die ftHydroxylasedefizienz ist nach der 21-
Hydroxylasedefizienz die zweithaufigste Ursache @engenitalenAdrenalenHyperplasie
(CAH), einer Erbkrankheit, bei der die Cortisolpuktion gestort ist. Dieses Leiden fuhrt zu
einer Anhaufung der Zwischenprodukte der Androgedpktion und zu Bluthochdruck.
CYP11B2 Gendefekte kbnnen zu Aldosteronsynthasezieezen des Typs 1 und 2 flhren
(Portrat-Doyeret al, 1998; Nguyeret al, 2008; Riedlet al, 2008). Diese Leiden fiihren zu
Hypoaldosteronismus, was mit einer vermindertenritdaresorption und einer erhéhten
Kaliumsekretion einhergeht. Erhéhte Konzentratiodes Steroidhormons Aldosteron fuhren
dagegen zu Bluthochdruck und Herzerkrankungen,  ngagen erhohe
Cortisolkonzentrationen beim metabolischen Syndfoma. gekennzeichnet durch zentrale
Fettleibigkeit) nachgewiesen wurden. Dur&rossing-Over der homologen Gene fir
CYP11B1 und CYP11B2 kann ein Aldosteron-synthatisides Enzym unter den
regulatorischen Elementen von CYP11B1 entstehessd3iLeiden wurde bekannt unter dem
Namen Supprimierbarer Hyperaldosteronismus (Lifednal, 1992; MacConnachiet al,
1998; Seemaret al, 1999). Es ist gepragt von einer Hypersekretion ¥dosteron. Die
Symptome dieser Krankheit kdnnen durch Dexamethasien andere Glucocorticoide, die
die ACTH-Produktion unterdrticken, gelindert werden.

Neben den Gluco- und Mineralocorticoiden kommenhadie Sexualhormone als wichtige
Arzneistoffe in Betracht. Das wichtige weiblichexBalhormon Progesteron ist zur Erhaltung
der Schwangerschaft unentbehrlich (Schindteal, 2003). Es wird inCorpus luteumin der

Plazenta, in der Nebennierenrinde, aber auch inHtaten synthetisiert. Progesteron spielt

14



Einleitung

eine Rolle als Zwischenprodukt bei der Synthese Mebennierenrinden-Hormone, der
Androgene und der Estrogen@bpildung 1.4). Steroidhormone sind somit nicht nur
wichtige Ausgangsprodukte fur Pharmaka, sondermoigsigroduzierende Enzyme und
Steroidhormon-Rezeptoren sind auch als Targets wooRer Bedeutung fur die
Arzneimittelforschung. Einen Uberblick (ber die sahtiedenen Reaktionen der
Steroidbiosynthese gildtbbildung 1.4.

Ho»d&‘é%:ﬂ\e_:;rol J/\:&Sﬁ
CYP11Al
\ o CYPl/l o .. 17-OH-Pregnenolor

CYP17
"o Preqnenolor \

Dehydro
\JE&B-O epiandrosteron
C@g- o Progesteron
CYPllEV Corticosteron v

CYP17

CYP11B2 CYP17
2 o 17- OH ndrostendlon
HO.
(0]

Ccyp21 °© Progesteron

18-OH-
Cortlcosteron \

CYP11B2 (:6:8-
11-Deoxy-
corticosteron

o0 - CYP11B1 5 11-Deoxycortisol

Aldosteron o Cortisol

Endoplasmatisches Retikulun

CYypP21

Mitochondrium

Cytosol

Abb. 1.4: Steroidbiosynthese in der Nebennierenrinel

Das Diagramm zeigt die verschiedenen Reaktionen 8eoidhydroxylierungssystems der
menschlichen Nebenniere, die ausgehend von Chalégte Cortisol (griine Pfeile), Aldosteron (rote
Pfeile) und Androstendion (blaue Pfeile) fuhren.effalls dargestellt sind die Namen der
entsprechenden Enzyme und der Organellen, in ddiesa Reaktionen stattfinden. Cytochrome P450
sind violett, die B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase}BiSD) ist orange markiert.

Der allgemein anerkannte Katalysemechanismus dec@yome P450 verlauft Gber
verschiedene ZwischenstufeAbpildung 1.5). Im ersten Schritt des katalytischen Zyklus
wird das Substrat (RH) im aktiven Zentrum aufgruwmoh hydrophoben Interaktionen
gebunden 1). Die Substratbindung geht im Allgemeinen mit difehen
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Konformationsdnderungen des Proteins und der Viegdirdg eines Wassermolekils von der
sechsten Koordinationsstelle des Ham-Eisens eiltherVerdrangung des Wasse8 f{uhrt

zu einer Spinumkehr des Ham-Eisens vom low-spirdein high-spin-Zustand und zu einer
Verminderung des Redoxpotenzials. Durch das pesdi\Redoxpotential kann das Eisen
leichter zur Ferri-Form reduziert werdeB).( Der Sauerstoff wird dann an die sechste
Koordinationsstelle des Eisens gebundé). ([Da dieser Sauerstoff-P450-Komplex das
instabilste Zwischenprodukt des Zyklus ist, fuheine Reduktion zuerst zu einer Peroxo-
Ferric-ZwischenstufeS) und dann zu der protonierten Hydroperoxo-Ferrakr@6). Durch
eine zweite Protonierung kommt es zur heterologeadt®ng von Sauerstoff, der Freisetzung
eines Molekuls Wasser und der Bildung eines Radikarmediates 7). Das zweite
Sauerstoffatom wird auf das Substrat tGbertragen dasd hydroxylierte Produkt dissoziiert
anschlieBend ab8). Von einigen stabilen Zwischenstufen, wie zum sp&l dem
substratgebundenen Fe(lll)-Komplex (Poules al, 1985), dem substratfreien Fe(lll)-
Komplex mit Wasser an der sechsten Koordinatiohes{fouloset al, 1986) und dem
Fe(lll)-Produktkomplex (Poulos & Raag, 1992), wadia Kristallstrukturen am Beispiel von
CYP101 (P450cam) auBseudomonas putidachon langer bekannt. In den letzten Jahren
konnten aber sogar die Kristallstrukturen von enigler unter Normalbedingungen nur sehr
kurzlebigen Intermediate, wie dem Fe(ll)-Substratptex, dem Fe(lll)-Substrat-Sauerstoff-
Ternarkomplex und dem aktivierten Sauerstoffkomphbestimmt werdeiSchlichtinget al,
2000; Deniso\et al, 2005).
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Abb. 1.5: Katalytischer Zyklus der Cytochrome P450.
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Dartber hinaus enthalt der P450 Reaktionszyklugiestens drei Stationen, an denen
eine Vielzahl von Nebenreaktionen moglich ist uniten physiologischen Bedingungen
haufig auftreten. (Bernhardt, 1996, 2006). Diesei dHauptreaktionen sind (i) die
Autoxidation des oxy-ferro Enzymd)(mit gleichzeitiger Bildung eines Superoxidaniamsl
der RuUckkehr des Enzyms in den Ruhezustd)d ({(i) die Peroxidreaktion, in der das
koordinierte Peroxid oder Hydroperoxid-Anion5, (6) vom Eisen dissoziiert und
Wasserstoffperoxid bildet, (iii) die Oxidase-Reaktin der die Ferryl-oxo Zwischenstufé) (
durch eine Vier-Elektronen Reduktion letztendlichzzvei Molekilen Wasser oxidiert wird.
Diese Prozesse werden oft zusammen eingestuft lsndnaoupling bezeichnet (Deniset
al., 2005). In der Abwesenheit geeigneter Substratelymieren einige reduzierte P450
Enzyme durch Autoxidatiomn vitro und in vivo so genannte Reaktive Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS), die in Saugermpoptose fuhren kdnnen (Nordblosh al,
1976; Nordblom & Coon, 1977; Hanukogttial, 1993; Derouet-Humbeet al, 2005).

1.5.3 CYP11A1

CYP11Al katalysiert den ersten und (nach Aufnahno@ Cholesterol in die
Mitochondrien)  geschwindigkeitsbestimmenden  Schriter  Biosynthese  aller
Steroidhormone, namlich die Umwandlung von Cholesteu Pregnenolon. Dieses Enzym,
auch P450sccside chain cleavage Enzym) genannt, ist ein membrangebunderasiri
welches in der inneren mitochondrialen Membran siesoidogenen Gewebes, wie zum
Beispiel der Nebenieren und den Gonaden zu finsten i
Frihere Studien zeigten, dass dwevivo Pregnenolon-Synthese durch dateroidogenic
Acute Regulatory Protein (StAR, (Clar&t al, 1994)) stimuliert wird. Dieses Protein ist in
den Cholesteroltransport von der auf3eren in diereMitochondrienmembran involviert.
Die Wirkungsweise von StAR ist noch nicht vollst@ndeklart und bleibt ein Gegenstand
kontroverser Diskussion (Miller, 2007 a, b).
Durch seine Aufnahme in das aktive Zentrum von CMFIL verdrangt Cholesterol den
sechsten Ham-Liganden (ein Wassermolekil) desdisgris (sieh&apitel 1.5.2). Dies fuhrt
zu einem Spin-shift des Ferrieisen von low spindem flinffach koordinierten high spin
Zustand. Dieser low nach high spin Shift wird dudieé Anwesenheit des Elektronendonors
Adx begunstigt (Lambeth & Pember, 1983). Die Rentwktdes high spin Eisens im
Cytochrom durch ein einzelnes Elektron ermdglicht € (oder CO) als einen sechsten
Liganden ans Ham zu koordinieren. Durch die Ubgting eines zweiten Elektrons wird

dann die Hydroxylierungsreaktion initiiert (Ortiz dMontellano, 1995). Die Pregnenolon-
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Bildung erfolgt in drei Schritten (Lambeth, 199Q@uerst wird Cholesterol an Position 22
hydroxyliert, was zur Bildung von 22R-Hydroxychdkl®l fuhrt. Durch eine zweite
Hydroxylierung an Position 20 entsteht 20,22R-Dilmyycholesterol. Eine Anhéufung dieser
Zwischenprodukte wurde bislang nicht beobachteg mader Schlussfolgerung fihrte, dass
sie im aktiven Zentrum des Cytochromes gebundeibdiieund unter normalen Umstanden
nicht vom Enzym dissoziieren. Der letzte Schrittder Pregnenolonsynthese ist die 20,22-
Lyase Reaktion, welche die Cholesterol-Seitenkedtespaltet. Fir eine komplette
Umwandlung von Cholesterol zu Pregnenolon muissem d&tochrom somit sechs
Elektronen zur Verfiigung gestellt werden. Die Alispay der Cholesterol-Seitenkette stellt
den ersten und entscheidenden Schritt in der Stdosynthese dar, da Pregnenolon die
Vorstufe zu allen Steroidhormonen ist. Neuere Studiaben gezeigt, dass CYP11A1 auch in
der Lage ist, Vitamin P zu metabolisieren, welches zur Bildung und Anreraing zweier
Hauptprodukte (20-Hydroxyvitamin Pund 20,22-Dihydroxyvitamin P (Guryev et al,
2003)) fuhrt. Die physiologische Rolle dieser Piktdu ist allerdings immer noch
weitestgehend unbekannt.

Fur alle diese Reaktionen werden Elektronen benttdge von dem [2Fe-2S] Cluster-

Ferredoxin der Nebennieren, dem Adrenodoxin, arC¥311A1 Ubertragen werden.

1.6 Ferredoxine

1.6.1 Allgemeine Aspekte der Eisen-Schwefel Protan

Eisen-Schwefel Proteine reprasentieren eine uldiqwerteilte Proteinklasse. Der
Name ,Ferredoxin“ wurde erstmals in den frihen ggsr Jahren bei der Isolierung eines
Proteins ausClostridium pasteurianunverwendet, welches an der Stickstoff-Fixierung
beteiligt ist (Mortenson, 1962). Mitglieder dieseroteinfamilie fungieren gewdhnlich als
Einzel-Elektronen-Ubertrager in komplexen Redoxtiemlen. Aufgrund des im Cluster
vorhandenen anorganischen Schwefels, missen gist Broteine in einer friihen Altersstufe
des Lebens entwickelt haben, was auch die bedeatdRolle dieser Proteinklasse
unterstreicht. Dieser Schwefel kann durch Ansaaeihdem Cluster freigesetzt werden, was
zu biologisch inaktiven und in der Regel auch seistabilen Apo-Proteinen fihrt. Dies
wiederum weist auf eine stabilisierenden Wirkung Géusters auf die Gesamtproteinstruktur
hin (Grinberget al, 2000).
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Eisen-Schwefel-Proteine werden gewdhnlich nach Atezahl der Eisenatome im Cluster,

nach den Aminosduren, die den Cluster koordinieréemn Redoxpotential und der

Anwesenheit von zuséatzlichen prosthetischen Gruppearschiedene Gruppen unterteilt.

Tabelle 1.1: Klassifizierung der Eisen-Schwefel Pteine nach der Clusterzusammensetzung

Typ Clusteraufbau Redoxpotential Vork(_)mmen, Referenz
Beispiele
] 1 Fe, koordiniert ) anaerobe Verhageret al,
Rubredoxin -37 mV bis =57 mV )
durch 4 Cys Bakterien 1993
Mitochondrien,
[2Fe-2S]; . .
) -233 mV bis Chloroplasten, Bezkorovainy,
2Fe und 2%, meist o
o -455 mV Blaualgen, einige 1980
koordiniert von 4 Cys )
andere Bakterien
[4Fe-4S]; ) )
) ) -250 mV bis ) Bruschi &
Ferredoxin 4Fe und 4% meist Bakterien _
-650 mV Guerlesquin, 1984

koordiniert von 4 Cys

[3Fe-4S];
3Fe und 4% meist

koordiniert von 4 Cys

ungefahr -130 mV

Bakterien und

Archeobakterium

Bruschi &
Guerlesquin, 1984

[2Fe-2S]; Bakterien,
Rieske-Protein 2Fe und 2%, -150 mV bis +350 mV | Atmungsketten- | Lovenberg, 1977
koordiniert von 4 Cys komplex Il
[4Fe-4S];
HiPIP 4Fe und 4%, +50 mV bis +470 mV Purpurbakterier Bartsch, 1991

koordiniert von 4 Cys

komplexe Eisen-

Schwefel-Proteing

[2Fe-2S), [4Fe-4S] ode
[3Fe-4S] und weitere
aktive Zentren,
z.B. Flavin, Ham und

andere Metalle

[3Fe-4S]
ca. +100 mV

Bakterien,
Atmungsketten-

Komplexe | und Il

Bezkorovainy,
1980
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Unter Berucksichtigung dieser Gesichtspunkte wurdémf Klassen gebildet: die
niedermolekularen Rubredoxine, die Ferredoxine, Rileske-Typ Proteine, HiPIP’s (high
potential iron proteins) sowie die komplexen EiSaiwefel Proteine (Kimura, 1968).
Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tber die unterschiedlicheragélen der Eisen-Schwefel
Proteine.

Die Gruppe der Ferredoxine unterteilt sich wiedernath der Konformation des Eisen-
Schwefel-Clusters in [2Fe-2S], [3Fe-4S] und [4Fé-@lister-Ferredoxine.

1.6.2 Unterteilung der [2Fe-2S] Ferredoxine

Die [2Fe-2S] Cluster Ferredoxine bilden eine Fam¥on niedrig-molekularen Eisen-
Schwefel Proteinen, welche sowohl in Bakterienaalsh in Tieren und Pflanzen vorkommen.
Wie schon erwahnt, agieren diese Proteine als iBiedh-Ubertrager. Wahrend des
Elektronentransfer-Prozesses wechselt eines den&mme des Clusters vom dreiwertigen
(+3, Ferriform) in den reduzierten zweiwertigen sl (+2, Ferroform) tber.
Anhand der Aminosauresequenz, der NMR- bzw. EPRd8pe und des Redoxpotentials
werden diese Proteine in zwei Untergruppen unterteuf der einen Seite die
Pflanzenferredoxine mit einem Redoxpotential vor05-3nV bis —455 mV und den
Ferredoxinen, die in Vertebraten und Bakterien worknen (Redoxpotential von —235 mV
bis —274 mV), auf der anderen Seite (Sligar & Glusal976; Cammaclet al, 1977,
Skjeldalet al, 1991 a, b).
Analysen der Kiristallstruktur beider Ferredoxinklas zeigten, dass die Gesamtfaltung der
[2Fe-2S] Ferredoxine grundlegend die gleiche ise £eigt die fur diese Proteinklasse
charakteristische kompakte+p) Faltung (Overingtoret al, 1992). In allen Ferredoxinen
lassen sich zwei bedeutende Hauptdoméanen, namlieh kdnservierte, hydrophobe
Kerndomane, die den Eisen-Schwefel-Cluster traud, die sehr flexible Interaktionsdomaéne,
die bedeutend fir die spezifische Bindung der Rpddxer ist (Holderet al, 1994), finden.
Berucksichtigt man, dass alle Ferredoxine Elekintra@msportproteine sind, so ist es nicht
Uberraschend, dass die den Eisen-Schwefel-Clustgyelbende Kerndomane &auf3erst gut
konserviert ist. Dennoch gibt es geringe Unterstdhi@ der Kernregion des Vertebraten- und
des Pflanzentyps. So ist zum Beispiel bei den P8asFerredoxinen die den Eisen-Schwefel-
Cluster umgebende Schleife mit vier Aminosduren aine Amonsaure kurzer als bei den
Vertebraten. Es fehlt ihnen ein konserviertes Seder Threonin, das in der Mitte der
Vertebraten-Schleife sitzt. Die Deletion dieser Aosdure in einem Vertebraten-Ferredoxin,

wie zum Beispiel dem Adrenodoxin, fihrte sowohl euner verringerten thermischen
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Stabilitat als auch zu einer verminderten Fahigkeit den Redoxpartnern zu interagieren
(Hannemanret al, 2001). Die relativ geringe Sequenzhomologie zkescPflanzen- und
Vertebratentyp (unter 23 %; (Bruschi & Guerlesquii988; Holdenet al, 1994)) kann
hauptséachlich auf die signifikanten Unterschiedal@m Interaktionsdoméanen zurickgefihrt
werden. Diese Region ist fiur die korrekte und dpsetie Bindung der entsprechenden
Redoxpartner verantwortlich. Dies ist jedoch nidberraschend, wenn man bertcksichtigt,
dass die Ferredoxine mit vielen verschiedenen Reattrxern zur Ausiibung ihrer vielfaltigen
zellularen Funktionen interagieren mussen.

In Vertebraten lassen sich die Ferredoxine der-RFeProteinfamilie in der Nebenniere, in
der Plazenta, in der Leber und im Gehirn nachwef#nkawaet al, 1987; Tuckeet al,
2001; Tuckey & Headlam, 2002; Tuckey, 2005) Sie kwmn fast ausschlie3lich in den
Mitochondrien dieser Organe vor und nehmen dortdan durch die Cytochrome P450
katalysierten Hydroxylierungsreaktionen zur Prodwktvon Steroidhormonen, Vitamin D
Metaboliten und Gallensaure teil (Omura & Sato, 426 b). Eines der am intensivsten

untersuchten Ferredoxine der Vertebraten ist doeiNgeren-Ferredoxin, Adrenodoxin.

1.6.3 Adrenodoxin (Adx)

Das bovine Ferredoxin Adrenodoxin (14,4 kDa) ist den Mitochondrien der
Nebennieren lokalisiert, wo es in den mitochondnal Cytochrom P450
Steroidhydroxylierungssystemen als Elektronentiégetr dient.

Das fur Adrenodoxin kodierende Gen befindet sichZetlkern. Die Adrenodoxin-mRNA
wird wird in Form eines hochmolekularen Praproteims einer N-terminalen Signalsequenz
im Cytoplasma synthetisiert. Diese Prasequenz liestess 58 Aminoséauren, die vor Eintritt in
die Mitochondrien durch endoproteolytische Spaltengfernt wird (Matocha & Waterman,
1984). Das von seiner Prasequenz abgespaltenae iMitbchondrien importierte, mature
Protein besteht aus 128 Aminosauren und besitzedsx-aktive prosthetische Gruppe einen
[2Fe-2S]-Cluster (Grinbergt al, 2000).

1998 gelang es, eine verkirzte Adx-Form (bovinesx A4+108) zu kristallisieren
(Abbildung 1.6) (Muller et al, 1998). Aufgrund des zu vermutenden proteolytiachbbaus
des Rinderadrenodoxins wurden die Aminosauren Ser3-und Asp109-Glu128 entfernt.
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Abb. 1.6: Molekulstruktur des bAdx4-108 (Muller et al., 1998).
Der Eisen-Cluster ist als ,balls and sticks“-Mod#girgestellta-Helices (rot) ung-Faltblatter (grin)
sind mit groRen Buchstaben gekennzeichnet.

Die Strukturanalyse bestatigte die fur Ferredoxiypische kompakte Faltung
bestehend zu etwa 22 % gus Faltblattern, zu 17 % aus- Helices und zu 6 % auge3
Helices (Mulleret al, 1998, Milleret al, 1999, Pikulevat al, 2000). Fun$-Faltblatter und
funf Helices (dreb. und zwei 3p) wurden identifiziert und benannt (Mullet al, 1998).

Die strukturelle Anordnung der in dem Adx4-108 dielten 20 Aminoséuren des C-
Terminus des Adrenodoxin Wildtyps (Adx WT) konnta Jahre 2000 geklart werden, als
Pikuleva und Mitarbeiter die Struktur des maturaotéins in ganzer Lange vorstellten
(Pikulevaet al, 2000). Es zeigte sich, dass die Aminosauren A§pHis Val-111 eine kurze
Schleife bilden, die ins Medium gerichtet ist, wet der restliche C-Terminus
(Aminosauren 112 bis 128) eine sehr flexible Reglarstellt, die im Medium frei beweglich
ist und im Kristall keine Elektronendichte aufwdiBikulevaet al, 2000).

Adrenodoxin enthalt zwei strukturelle Domanen, dssentiell fir seine Funktion sind. Die
Reste Asp-5 bis Cys-55 und Gly-91 bis Pro-108 gamézur grofRReren, hydrophoben
Kerndomane. Die Reste His-56 bis Leu-90 bilden kliginere, stark negativ geladene
Wechselwirkungsdomaéne.

In der Kerndoméane befindet sich der Eisen-Schwefester als redoxaktives Zentrum auf
der Molekuloberflache. Obwohl die Reste Leu-30,-BBdis Thr-54, Met-77 und Cys-92 bis
lle-94 den Cluster umgeben, ist er von vier Seltemungsmittelzugéanglich (Mulleet al,
1998). Im oxidierten Adrenodoxin ist dieser [2Fd-EZ3uster sowohl fur die charakteristische
rotbraunliche Farbung als auch fur die Absorptiomsima bei 325 nm, 414 nm und 455 nm
verantwortlich (Kimura, 1968). In der prosthetiseh@ruppe werden die beiden nicht HAm-
Eisenatome durch die Schwefelatome von vier Cystenhes Polypeptids (Cys-46, Cys-52,
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Cys-55 und Cys-92) und durch zwei zentral posigdei séurelabile Schwefelatome
tetraedrisch koordiniert. Die Verankerung am Progxfolgt dabei tGber die Fer8indungen
(Abbildung 1.7).

Abb. 1.7 : Region des Adx(4-108), die den Eisen-Sedfel Cluster umgibt.

Die Sy Atome der den [2Fe-2S] Cluster bindenden Cystéfes2, 55, und 92 bilden eine durch rote
Linien gekennzeichnete Ebene. Die Atome sind algek&tab-Modell und die Wasserstoffbriicken
als gepunktete Linen dargestellt (Grinbetgl, 2000).

Der anorganische Schwefel sowie die den Clustetdnden vier Schwefelatome der
Cysteine bilden ein asymmetrisches Wasserstoffleriidketzwerk, wodurch die
Stabilisierung des Clusters gewahrleistet wird. Bye Atome definieren eine Ebene in die
der Cluster vertikal eingebettet ist (Mullet al, 1998). Eine Seite des Clusters ist der
Interaktionsdoméane zugewandt und wird durch Wewhdaingen von Glu-74 und GIn-93
mit Leu-50, Met-77, Leu-78 und Leu-90 an den hytiagen Kernbereich des Proteins
gekoppelt (Milleret al, 1998). In Elektronentransferprozessen scheintElasnatom Fel
gegeniber dem zweiten Eisenatom (Fe2) bevorzugiveuden. Fel hat eine polarere
Umgebung und ist im Vergleich zu Fe2 néher an deerfliche des Molekiils lokalisiert.
Dadurch ist es wahrscheinlicher, dass dieses Ataneneengeren Kontakt mit den

Redoxpartnern eingeht (Dugad al, 1990). Im Gegensatz zu der in allen Ferredoxinen
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hohem Male konservierte Kernregion, konnte nachegam werden, dass die
Interaktionsdoméane eine sehr variable Region ist,ath der Bindung und Erkennung der
Redoxpartner beteiligt ist (Milleret al, 1999). Im Falle von Adx steuert die
Interaktionsdomane die Bindung des Ferredoxins @¢R,ACYP11A1 und CYP11B1 (Muller

et al, 1999).

Zahlreiche intramolekulare Wasserstoffbriickenbimggum wie auch Salzbricken sind
essentiell fir die konformative Stabilitat diesestBins (Grinberget al, 2000). Eine wichtige
Rolle fur die korrekte Faltung des Adx sowie find&nbau des [2Fe-2S]-Clusters spielt Pro-
108 (Uhlmannet al, 1994). Diese Aminosaure geht zum einen bevorhydtophobische
Wechselwirkungen mit His-56, Ile-58 und Tyr-82 eimym anderen bildet sie eine
Wasserstoffbriicke zu Arg-14 (Grinbeeg al, 2000). Die Substitution sowie Deletion von
Prolin 108 fuhrten zu einer signifikanten Destaidiung des Proteins (Uhlmaehal, 1994;
Grinberg et al, 2000). Die Aminosaure His-56 wird vor allem durcHie
Wasserstoffbriickenbindungen zu Tyr-82 und Ser-88ilsiert. Mutationen von His-56 zu
Arginin, Glutamin oder Threonin fuhrten zu einemrMst der thermischen Stabilitat des
Proteins (Burovat al, 1996).

Untersuchungen mittels ortsgerichteter Mutagenessemn auch auf andere Aminoséauren hin,
die fur die konformative und thermische Stabilitits Adx von Bedeutung sind, wie zum
Beispiel die Salzbriicke zwischen Glu-74 und Argf8%inberg & Bernhardt, 2001) und die
den Cluster stabilisierende Wasserstoffbriickenlsigduewischen Cys-52 und Thr-54
(Uhlmannet al, 1992).

Die Wechselwirkung mit den Redoxpartnern wird haéphlich durch elektrostatische
Prozesse hervorgerufen, wie Messungen der londfétdar zeigten (Vickery, 1997).

Als Mal fur die Affinitdt von Proteinen, Elektroném einer Reaktion aufzunehmen oder
abzugeben, dient das Redoxpotential. In einer Red&kon werden die Elektronen jeweils
von dem Protein mit dem negativeren Potential @uf @hderen Reaktionspartner Ubertragen.
Das Redoxpotential von Adx WT betragt ca. —273 ra¥linann & Bernhardt, 1995).

In den mitochondrialen Steroidhydroxylasesystemear dNebennierenrinde fungiert
Adrenodoxin als Einzel-Elektronen-Ubertrager. Elsa#irdie Elektronen von der NADPH-
abhangigen FAD-besitzenden Adrenodoxin-Reduktased uibertrdgt sie auf die
mitochondrialen Cytochrome P450 (Grinbetgal, 2000).
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1.7 Die Adrenodoxin-Reduktase (AdR)

Die bovine Adrenodoxin-Reduktase besteht aus 460indsduren mit einer
molekularen Masse von 50,3 kDa (Ziegitral, 1999). Auch in diesem Protein kénnen zwei
grofe Doménen unterschieden werden, die das FARh&léende Domane und die NADPH
Bindedoméane. Beide Teile bestehen aus im Zentregetiden parallelef-Faltblattern,
welche vonu-Helices umgeben sind. Zuséatzlich besteht die NA@Mtledomane aus einem
dreistrangigen antiparalleletFaltblatt (Ziegleret al, 1999). DasFAD ist in das Protein
durch die C-Termini der parallelgirFaltblatter in einer Rossmann Faltu(tchulz, 1992)
eingebaut. Die Ribose der FAD-Gruppe bindet festGan38 des Carboxylendes eings
Faltblattes, wie es bei Dinukleotiden Uublicherweime finden ist (Schulz, 1992). Der
Isoalloxazin-Teil des FAD zeigt zu der NADPH Bindedaine, wahrend der Adenin-Teil in
der FAD-Domane verdeckt ist. Dieses Arrangementogiitht den Elektronentransfer von
NADPH zu der FAD-Gruppe. Die NADPH- Bindedoméanetiewischen zweg-Faltblattern
der FAD-Bindedomane. Im Wesentlichen ist NADPH digf gleiche Art und Weise wie die
prosthetische Gruppe FAD am Carboxylende der inMide gelegenen parallelgiBlatter
der NADPH Bindedomane gebunden (Ziegler & Schut¥)®. Die Bindung zwischen AdR
und Adx ist hauptsachlich elektrostatischer Natubie &uf3erst asymmetrische
Ladungsverteilung der AdR fuhrt zu einer Spaltesoiven den FAD- und NADPH-Doménen,
welche fast komplett von basischen Aminosauren lagast (Ziegleret al, 1999). Diese
basische Spalte der AdR wird als die Hauptbindiestél das sehr negativ geladenen Adx
betrachtet (Mllleet al, 1998).

1.8 Die Interaktion zwischen Adx und seine Redoxpé#mern

Wie genau bovines Adx wahrend eines Elektronenteamsnit seinen Redoxpartnern
interagiert, wird trotz der Kenntnisse zu den Laghinteraktionen immer noch kontrovers
diskutiert. Unter Berlcksichtigung der TatsachessdA&dx nur als Einelektrontransporter
fungieren kann, wurden folgende Mechanismen pastuli Das Shuttle-Model
(Abbildung 1.8 A+B) von Lambeth geht davon aus, dass Adx als Mong@igrbzw. als
Dimer B) zuerst an die Adx-Reduktase bindet, reduziertl wind der Komplex anschlielRend
wieder dissoziiert. Danach lagert sich das redtei&dx an das Cytochrom an, wodurch
dieses reduziert wird. Nach dem Elektronentrarsférdas Cytochrom l6st sich der Komplex
auf und der Zyklus beginnt von vorne. In beidenldraldient Adx als mobiler Carrier
zwischen der AdR und dem Cytochrom P450 (Lamimtthl, 1979).Ein weiteres Modell
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schlagt die Bildung eines ternaren Komplexes zvaacAdR, Adx und dem Cytochrom vor
(Abbildung 1.8 C) (Kido & Kimura, 1979). Ein drittes Modell postulieeine Beteiligung
von zwei Adx-Molekilen (einmal oxidiert, einmal redert) am Elektronentransport und
somit die Bildung eines quarternédren Komplex&ish{ldung 1.8 D) (Hara & Kimura, 1989
a, b; Haraet al, 2000). Zusatzlich wurde 2002 ein modifizierteuSlemechanismus, unter
Teilnahme von Adx-Dimeren und -Monomeren als Elmkéntrager, vorgeschlagen
(Abbildung 1.8 E) (Beilke et al, 2002): Das oxidierte Adx, das als Dimer vorliegird
durch Adx-Reduktase reduziert. Die redox-abhanglgelerungen vor allem in der C-
terminalen Region des Adx fihrt zu einer Dissoaiatdes Dimers. Die so entstandenen
reduzierten Adx Monomere werden nun wiederum ddah Cytochrom P450 oxidieiies
bestétigt das von Lambeth postulierte Shuttle-Mo@lehmbeth et al, 1979), weist aber
ausdrucklich daraufhin, dass der Elektronentrarisgmwohl Gber das Monomer als auch tber
das Dimer erfolgen kann. Mittels analytischer Wamatrifugation durchgefihrte Experimte
zur Sedimentationsgeschwindigkeit zeigten, dassGegesatz zum gekirzten Adx(4-108)
oder dem reduzierten AdXWT das oxidierte ADXWT beugt in Dimeren vorliegt (Behlket
al., 2007), was die Theorie von Lambethal. und Beilkeet al. unterstiitzt (Lambetbt al,
1979; Beilkeet al, 2002). Signifikante Konformationsanderungen vibegna in der Region
des C-Terminus fuhren offenbar zu einer Dissozmatier Dimere bei der Reduktion des
Cytochroms. Die Steroidproduktion muss moglichstnetl und effizient verlaufen. In dem
mitochondrialen Steroidhydroxlasesystem dieDemere zur Optimierung der Reaktion. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wird durch die bei der Weédn an der AdR entstehenden
Monomere weiter erhoht.

Es wird sogar vermutet, dass in unterschiedlichegsteétnen unterschiedliche

Elektronentransportmechanismen existieren (Grinbegad, 2000).
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Abb. 1.8: Bisher
postulierte Mechanis-
men zum Elektronen-
transfer :

(A+B): Das Shuttle-Model
von Lambeth mit
Adrenodoxin (Adx), als
Monomer @A) bzw. als
Dimer @B). In beiden
Fallen dient Adx als
mobiler Carrier zwischen
der Adrenodoxin-
Reduktase (AdR) und dem
Cytochrom (Cyt) P450
(Lambethet al, 1979). Ein
anderes Modell schlagt die

Bildung eines ternaren
Komplexes zwischen
AdR, Adx und dem

Cytochrom vor C) (Kido
& Kimura, 1979). Ein
weiteres Modell postuliert
eine Beteiligung von zwei
Adrenodoxin-Molekiilen
(einmal oxidiert, einmal
reduziert) am Elektronen-
transport und somit die
Bildung eines quarternéaren
Komplexes D) (Hara &
Kimura, 1989 a, b; Harat
al., 2000). E) Modell von
Beilke (Beilke et al,
2002): Das oxidierte Adx,
das als Dimer vorliegt,
wird durch die Reduktase
reduziert. Die redoxab-
hangigen Anderungen vor
allem in der C-terminalen
Region des Adx fuhren zu
einer Dissoziation des
Dimers. Die SO
entstandenen reduzierten
Adx Monomere an werden
wiederum  durch  das
Cytochrom oxidiert.

Im Gegensatz zu der immer noch ungeklarten FrageMiechnismus wurde eine
Reihe der an den Interaktionen der Redoxpartner, AR und CYP11Al beteiligten
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Aminosauren durch chemische Modifikation und méttettsgerichteter Mutagenese eindeutig
identifiziert (Vickery, 1997). Coghlan konnte z.Beigen, dass die Bindungsdomanen am
Adrenodoxin fur das Cytochrom P450 sowie fur diereksbdoxin-Reduktase Uberlappen
(Coghlan & Vickery, 1991). Der Vergleich der atoerarStrukturereines 1:1 Komplexes
bestehend aus Adx und AdR (Mdllet al, 2001) mit biochemischen Untersuchungen und
Computermodellierung bezuglich der Interaktion ohen Adx und CYP11A1l (Usanast

al., 2002) weist darauf hinjass die Bindungstellen fir AdR und CYP11A1l auf Adx
Oberflache nicht identisch sind. Die primare Erkemgsregion fir Redoxpartner des Adx ist
die Interaktionsdoméne (His-56 bis Leu-90). Dartiberus wurden in letzter Zeit neue
Interaktionsregionen wie zum Beispiel der azideeBdr um Asp-39 oder die den Eisen-
Schwefel Cluster umgebende Schleife (Glu-47 und%Alpidentifiziert (Hannemanet al,
2001). Der Mechanismus der Erkennung von Redoxgartrhangt hauptsachlich von
elektrostatischen Interaktionen, begrindet im Dipbarakter des Adx, ab (Grinbeeg al,
2000).

Abb. 1.9: Molekulare Darstellung der Oberflache vonAdx(4-108) (Muller et al., 1998):

(A) Gefarbt wurde nach dem elektrostatischen Pole(igatives in rot, positives in blau). Die
geladenen Aminosaurereste sind benannt. Der Eickwedel-Cluster [2Fe-2S] liegt in einer
Vertiefung (oberer Teil der Figur)Bf Blick auf das Adx(4-108) nach einer Drehung v&0°lum die
vertikale Achse. Hellblau eingekreist ist die azifkegion um Asp-76, welche als priméare
Interaktionsdoméne gilt (Mulleet al, 2001). Grin eingekreist ist die sogenannte seiend
Interaktionsdoméne oder crosslinking Domane.

Die jeweils gleich geladenen Aminosauren des Adx slicht zusammengedrangt und
erzeugen ein auffallend asymmetrisches elektrisétotential des Proteinmolekuls, welches
eine Seite des Adx fast komplett sauer erscheigst Abbildung 1.9).
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Diese asymmetrische Ladungsverteilung resultieréimem grof3en Dipolmoment, das eine
biologisch relevante Rolle wahrend der Dockingpssee zwischen Adx und seinen
Elektronen-Donoren und Akzeptoren spielen kénntéli@id et al, 1998). Das negative Ende
dieses Dipol-Vektors des Adx durchdringt die moleke Oberflache in der Nahe der sauren
Aminosauren Asp-72, Glu-73, Asp-76 und Asp-79, mié den positiv geladenen, basischen
Aminosauren der AdR beziehungsweise des CYP11Atdagteren (Vickery, 1997; Mullet
al.,1998; Beckert & Bernhardt, 1997; Pikulesaal, 2000; Mulleret al, 2001). So stellt die
Region zwischen Asp-76 und Asp-79 des Adx die praménteraktionsseite mit AdR
(Aminosauren Arg-240 und Arg-244; (Millet al, 2001)) dar, die entscheidend fur die
Bildung eines funktionellen Komplexes ist. Zuséaflikonnte gezeigt werden, dass die
Region um die Aminosauren Asp-72 und Glu-73 (MUk¢ral, 2001) notwendig fur die
korrekte Bindung zwischen Adx und CYP11A1l (AminasiuLys-405 und Arg-426 nach der
Nummerierung von maturem CYP11A1) ist (Coghlan &Réry, 1991, 1992; Usanat al,
2002).

Neben den oben genannten Regionen wird die Interalkbn Adx mit seinen Redoxpartnern,
AdR und CYP11A1, auch durch das Redoxpotential Albs beeinflusst. So verandert sich
wéahrend des Elektronentransfers von AdR auf Adxdilashschnittliche Redoxpotential des
Ferredoxins von -274 mV auf annédhernd -360 mV. deif anderen Seite bleibt das Potential
der Reduktase unverandert (-295 mV). Diese Andeiomd@Redoxpotential beglinstigt die
Dissoziation von reduziertem Adx aus dem Adx/AdRniex. Eine Modulation des
Redoxpotentials kann auch wéhrend der Interaktwischen Adx und CYP11A1 beobachtet
werden. Gebundenes Adx verschiebt das RedoxpdteetilC YP11A1 Hamgruppe von -284
mV auf -314 mV. Dieser Effekt, welcher die Reduktides Cytochroms erschwert, wird
durch eine Anderung im Redoxpotential von Adx (v@74 mV auf —291 mV) kompensiert.
Im Allgemeinen wird die Bindung von Adx an CYP1llAiurch die Anwesenheit von
Cholesterol, dem natlrlichen Substrat von CYP1lédterstutzt (Lambetlet al, 1980;
Grinberget al, 2000).

Dennoch wird der korrekte Erkennungsprozess zwischex und seinen Redoxpartnern
hauptséachlich durch elektrostatische Kontakte umeraktionen gesteuert. Zieht man dies in
Betracht, so erscheint es als mehr als wahrschijniiass kleine organische Molekile wie
zum Beispiel Polyamine eine wichtige Rolle in dearitolle der enzymatischen Aktivitét in

Cytochrome P450 Systemen spielen kdnnen.
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1.9 Polyamine

1.9.1 Allgemeine Aspekte und Metabolismus

1678 isolierte und erwahnte Antoni van Leeuwenheeitmals einige ,dreiseitige”
Kristalle aus Sperma und anderen Korperflissighedes Menschen (van Leeuwenhoek,
1678). Das Vorkommen von Spermin in hohen Konzéntran in der Samenflissigkeit und
seine erste Isolierung aus dieser gaben ihm seNemen (Ladenburg & Abel, 1888).
Zwischen 1923 und 1927 wurde von Dudley, RosenhdRosenheim und Werde die
chemische Struktur von Spermin aufgeklart (Dudétyal, 1924; Dudleyet al, 1926).
Gleichzeitig wurde es mdglich, die Substanz zulsstidieren. Spermidin wurde erstmals aus
Ochsenpankreas isoliert und seine postulierte &truurch Vergleiche mit der bereits
vorhandenen synthetischen Substanz bestétigt (Pwedlel, 1927). Putrescin wurde zum
ersten Mal als Abbauprodukt von Bakterien, die nwansich zersetzenden organischen
Materialien fand, erwahnt. Die Struktur wurde wieda durch einen Vergleich mit den
synthetischen Diaminen verifiziert (Ladenburg, 188&lransky & Baumann, 1888). Trotz
der friihen Kenntnisse Uber die chemische Strul¢uiPdlyamine wurde die Biosynthese von
Spermidin erst 1958 von Tabor (Taledral, 1958) und die von Spermin 1968 von Pegg und
Williams-Ashman (Pegg & Williams-Ashman, 1968) Waseben. Das Verstandnis der
Bedeutung von Polyaminen in biologischen Prozessaohte erst in den 1970er Jahren
Fortschritte.
Die biogenen und bedeutenden Polyamine Putres¢fiBdtandiamin), SpermidinNg¢(3-
Aminopropyl)butan-1,4-diamin) und SpermirN,N'-Bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin)
(Abbildung 1.10) sind in allen Geweben von fast allen lebenderzigganit Ausnahme von
zwei Arten der Archaea, Methanobakterien und Hattdhéen zu finden (Bachrach, 1973;
Wallaceet al, 2003). Wahrend prokaryotische Zellen hauptséletfiatrescin und Spermidin
aufweisen, enthalten eukaryotische Zellen zusétatiech Spermin. Einige Pflanzen sowie
Algen und einige Bakterienarten besitzen auch Agamloon Putrescin, Spermidin oder
Spermin, ausgehend vorder Struktur des 1,3-Propandiamins oder des Caita\(&rs-
Pentandiamin) (Hamana & Matsuzaki, 1982, 1985; Fujihaet al, 1993. Unter
physiologischen Bedingungen liegen die Polyaminpalykationischer Form vor, verandern
ihre Konzentration wahrend des Zellzyklus, wobeai die millimolare Zellkonzentration
erzielen bzw. Uuberschreiten ((Morrison & Kish, 199Bettuzzi et al, 1999);
Abbildung 1.10).
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Abb. 1.10: Chemische Strukturen der bedeutenden nétlichen Polyamine.

Unter physiologischen Bedingungen existieren dilydtoine in einer polykationischen ForthpK
Werte stammen von Bencini (Bencatial, 1999).

Putrescin, Spermidin und Spermin sind Produkte @esithin-Metabolismus. Sie
werden direkt aus den beiden Vorlaufern L-Arginimdu L-Methionin synthetisiert
(Abbildung 1.11). Ornithin und S-Adenosylmethionin (SAM) werden sauliesen
Aminosauren mittels Arginase beziehungsweise Mathadenosyltransferase (MAT)
gebildet. Ausgehend von Arginin wird Ornithin durdre Ornithindecarboxylase (ODC),
einem Pyridoxal-5-phosphat verbrauchendem Enzymekdizu Putrescin decarboxyliert.
Pflanzen und einige Bakterien stellen aus ArginihHife der Arginindecarboxylase (ADC)
zuerst Agmatin her, das durch die Agmatiniminohygtase (AlH)/Agmatinase zu
Carbamilputrescin und dieses zu Putrescin umgeviawie. y-Aminobuttersdure (GABA),
ein wichtiger Neurotransmitter, entsteht durch Dlecaylierung von Glutamat durch die
Glutamatdecarboxylase (GDC) oder durch den katsdiwdn Abbau von Putrescin durch
Diaminoxidase und GABA-Dehydrogenase. Zur Gewinnwog Spermidin und Spermin
addiert die Spermidinsynthase zuerst eine Aminogfapktion an Putrescin zur Bildung das
Triamins Spermidin. An dieses addiert die Spermtisygse wiederum eine
Aminopropylfunktion zur Bildung von Spermin. Der zibertragende Aminopropylrest
stammt aus der decarboxylierten Form des S-Adematgionis, das durch das Enzyms S-
Adenosylmethionin-Decarboxylase (SAMDC) gebildetrdvi Abbildung 1.11 fasst die

verschiedenen Wege zusammen.
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Abb. 1.11: Wege des Polyaminstoffwechsels

Abkurzungen: Aldehyddehydrogenase (ADH)Aminobuttersdure (GABA), Arginindecarboxylase
(ADC), Methioninadenosyltransferase (MAT), 5'-Mdthjoadenosin (5'-MTA),
Ornithindecarboxylase (ODC), Polyaminoxidase (PAO$-Adenosylmethionin (SAM), S-
Adenosylmethionindecarboxylase (SAMDC), Spermidii®nin-N-acetyltransferase (SSAT). Fiir
eine detailierte Beschreibung siehe Text.

Die Polyamin-Biosynthese kann durch eine Abfolgetakalischer Serien von
Oxidationen wieder riickgangig gemacht werdébbjldung 1.11). Der erste Schritt der
gegenseitigen Rickwandlung der Polyamine wird kataft durch die Spermidin/Spermin-
N’-Acetyltransferase (SSAT). Dieses Enzym Ubertrént Acetylrest eines Acetylcoenzyms
A auf die N-Position eines Spermin- bzw. eines Spermidinmadtekbas so gebildeten’N

Acetylspermin bzw. RAcetylspermidin wird durch die Polyaminoxidase (®Awieder zu
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Spermidin und Putrescin degradiert. MethylthioadeamdMTA), ein Nebenprodukt der
Polyamin-Biosynthese, kann Uber einen Multi-EnzyragNdurch Umwandlung zu S-
Adenosylmethionin  wieder zuriickgewonnen werden. DRAO Reaktion fihrt
stoichiometrisch auch zu 3-Acetamidopropanal un@®JHwelche zu Toxizitat und Zelltod
fuhren konnen. Die acetylierten Zwischenprodukterdee kaum in gesunden Zellen
gefunden, da sie hauptsachlich aus den Zellen sggowerden. In Krebszellen sind sie
allerdings in hoher Konzentration nachweisbar. Aistloei Krebs die Ausscheidungsrate der
Polyamine deutlich erhohTé&belle 1.2,Pigulla & Rdder, 1978; Rothet al, 1991).

Tabelle 1.2: Polyamingehalte im Urin von Tumorpatiaten (modifiziert von Rothe et al., 1991
nach Pigulla & Roder, 1978)

Tumor Putrescin (ug/ml Urin}  Spermidin (ug/ml Urin)Spermin (ug/ml Urin)
karzinomfrei 0,11 0,12 1,54
Lungenkarzinom 2,90 1,92 2,71
hamatol. Karzinom 4,40 3,70 0,80
solides Karzinom 3,70 2,70 0,60

In Tierzellen kann Spermin mittels der SperminogeEldSMO), die die acetylierte
Form als Substrat vorzieht, direkt zu Spermidin amagndelt werden. Spermidin dient als
Precursor auch fur die Synthese von Hypusine, eurgrewthnlichen Aminosaure des
eukaryotischen Initialtionsfaktors 5A (elF5A), wedr essentiell fur die eukaryotische
Zellproliferation ist.
Hauptsachlich drei Enzyme bestimmen Uber das Ausw@af} Bildung und Abbau der
Polyamine. Dies sind die Enzyme ODC, SAMDC und SSédren Fluktuation in einem fur
Enzyme extrem kurzen Zeitfenster erfolgi,(& 5-35 min). Auch das Antizym (AZ) ist ein
zentrales Element zur Kontrolle der zellularen Bolinkonzentration. Es ist in der Lage,
eines der Schlusselenzyme der PolyaminbiosyntitiseQrnithindecarboxylase (ODC), zu
inhibieren bzw. zu zerstoren. Gleichzeitig beeisslusie die Polyamin-Exkretion und —
Aufnahme. Weiterhin vermag es, verschiedene zeH#uldAufnahmemechanismen flr
Polyamine zu verhindern. Mittlerweile kennt manidrerschiedene Isoformen des Antizyms.
Intrazellulare Polyaminlevel werden auch Uber akflvansportersysteme standig verandert.
Der Polyamintransport in Saugetierzellen ist speaif, energieabhéangig, Carrier-unterstitzt
und bendtigt in einigen Fallen die Synthese vortdinen und das Vorhandenseion RNA.
Eine erhthte Transportaktivitat kann durch wachsfidndernde Bedingungen erzielt werden.
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Viele Zellsysteme besitzen sowohl allgemeine Trarnspsysteme fiir Polyamine als auch
eigene Transporter fur Spermidin und Spermin. Wilieé zellulare Polyaminsynthese
inhibiert, ist das Zellwachstum stark eingeschraokier gestoppt. Die Aufnahme von
exogenen Polyaminen stellt das Zellwachstum wibéer Die meisten eukaryotischen Zellen
besitzen ein Polyamintransportsystem in ihrer Zeittbran, das den Import von exogenen
Polyaminen ermdéglicht. Dieses System ist hochstsaim in sich stark vermehrenden Zellen
und ist das Ziel einiger Chemotherapeutika, digeitientwickelt werden.

Ein UberschuR an Polyaminen ist in Zellsystemen A&irsléser von Apoptose,
wéahrend ein entsprechender Mangel apoptotischeeBsezverzogern kaniseiler & Rauf,
2005). Diese Aktivitditen sind essentiell fur die rmale embryonale Entwicklung,
Differenzierung, Zellstabilisierung und WundheilunBolyamine kdénnen aufgrund ihrer
proliferativen Eigenschaften auch metastasierefdlasi \WWachstum von Krebszellen wirken.
Im Hinblick auf Chemopréavention und chemotheraselie Interventionen bestehen
zahlreiche therapeutische Bemihungen darin, in Befyamin-Metabolismus selektiv

einzugreifen

1.9.2 Funktionen und Interaktionen der Polyamine

Polyamine stellen strukturell aliphatische Aminer,daobei bei physiologischen
Bedingungen (pH 7,4) sowohl die endstandigen Amirads auch die intramolekularen
Iminogruppen protoniert vorliegen (Tabor & Tabo®84; Seiler, 1987; Seiler & Heby, 1988;
Bencini et al, 1999). Sie besitzen &hnliche Eigenschaften wie deiwertigen,
anorganischen Kationen Kfgoder C&" (Tabor & Tabor, 1984). Allerdings besitzen sienkei
Punktladungen, sondern ihre Ladung ist Uber dagegdolekil verteilt (Schuber, 1989).
Diese Eigenschaft ermdglicht es den hochgeladdtetiblen Polykationen, elektrostatische
Interaktionen mit Nukleinsduren, MembranphosphdBguren und einer Vielzahl von
polyanionischen Makromolekilen, sowohl in der Zdls auch im extrazellularen Raum,
einzugehen (Tabor & Tabor, 1984; Cohen, 1998). Padyamine sind hauptsachlich im
Zellkern und in den Ribosomen konzentriert (Sart®arSeiler, 1989). Elektrostatische
Interaktionen der Polyamine mit der DNA und der RBIAd hinreichend bekannt und eine
Vielzahl von Untersuchungen beschreiben die reselide Stabilisierung dieser
doppelstrangigen Nukleinsduren, indem sie starkjeglen einzelnen der beiden Strange
binden und diese so zusammenhalten (Feuersteial, 1989; Ruiz-Chicaet al, 2001,
Ouameur & Tajmir-Riahi, 2004). Obwohl die Polyamimeden Zellen tGbesehr geregelte

Wege synthetisiert werden, ist ihre eigentliche K&@m noch nicht eindeutig geklart. Eine
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Reihe von bekannten Funktionen biogener PolyamieeSpermidin und Spermin beinhalten,
wie in Kapitel 1.9.1 kurz dargelegt, Zellwachstum, sowohl von eukasgiten als auch
prokaryotischen Zellen, Zellbindung, Zellmigratiamd Zellzyklusregulation und andere
wichtige biologische Prozesse (Pegg & McCann, 1989, 1988; Heby & Persson, 1990;
Cohen, 1998; Bachrach, 2004).

Beteiligung an der Synthese
spezifischer Proteine
(Childset al, 2003

Regulation von Proteinkinasen ungl
Phosphatasen
(Childset al, 2003

Stimulierung von G-Proteinen
(Childset al, 2003)

Interaktionen mit Proteinen

Stimulation von Aminoacyl-tRNA- /

Synthasen
(Childset al, 2003)

/

Stabilisierung bestimmter
Ribosomen-Untereinheiten
(Childset al, 2003)

Vermittler bei Membranfusion
(Schuber, 1989)

P

Beeinflussung der Liposomen- .
Aggregation (Schuber, 1989) Polyamin

L

Membranstabilisatoren
(Schuber, 1989)

Regulation intrazelluldrer Ga
Konzentrationen (Quinat al,
1997; Salvi & Toninello, 2004)

\

/

Interaktion mit bzw. Modulation von
verschiedener Rezeptoren und lonenkanéalgn
(Aranedeet al, 1999; Williams, 1997 a,

Umwandlung
B-DNA/ Z-DNA
(Richet al, 1984;
D’A gostinoet al, 2006)

DNA-Beugung, -Kondensation
und —Aggregation
(Feuersteiret al, 1986, 1989;

Saminatharet al, 2002

~

Interaktionen mit Nukleinsauren

Stabilisierung der DNA gegen
thermische und alkalische
Denaturierung
(Tabor & Tabor, 1976)

Beeinflussung der Codon-
Anticodon-Erkennung bzw.
Bindung an Ribosomen
(Ito & Igarashi, 1986)

Beteiligung an apoptotischen
Prozessen (Seiler & Rauf, 2005)

Abb. 1.12: Ubersicht tiber die Funktionen und Inter&tionen der Polyamine.
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Zusatzlich liegen Erkenntnisse zum EinfluR der Boljne bezogen auf die
Chromatinstruktur, Immunsystemfunktionen, lonenkand Membranstabilisierung,
Neurochemie, verschiedene Zellsignalisierung, NokBure- und Proteinbiosynthese
(Matthews, 1993) und Zellentwicklung vor.

Bindung, Transport und Metabolismus der Polyamim®lgt aufgrund elektrostatischer
Interaktionen mit spezifischen Proteinen. So ass@a Polyamine hauptsachlich durch
elektrostatische Krafte an Rezeptoren und lonen&ana@nd modulieren dererunktionen.
Beispiele hierfiir sind die N-Methyl-D-aspartat (NMPRezeptoren (Aranedat al, 1999),
der C&" spezifische Rezeptor (Quinet al, 1997), die AMPA ¢Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol-propionsdure) Rezeptoren und ineard-rectifier K*-Kanale (Williams,
1997 a, b). Dartber hinaus kdnnen sie einige Enzwreedie Serin/ Threonin Proteinkinase
CK2, aktivieren.

1.10 Aufgabenstellung

Das Gesamtziel dieser Arbeit war es, die vielfahighspekte und Mdglichkeiten der
Einflussnahme der natirlichen Polyamine Putresgjpgrmidin und Spermin auf die Protein-
Protein Interaktionen zwischen den einzelnen Kormepten des bovinen mitochondrialen
Steroidhydroxylierungssytenis vitro zu untersuchen.
Berucksichtigt man die elektrostatische Natur d¢erktion, die diesem Multikomponenten
Elektronentransfersystem zu Grunde liegt und dgane geladenen Aminosaurereste auf der
Adx-Oberflache, so konnen Kkleine, flexible, mehhfagositiv geladene, natirlich
vorkommende Molekille wie die Polyamine einen ericbkeh Einfluss auf die Funktionalitat
und das Verhalten dieser Proteine im einzelnen umdreinander, vor allem aber auf das
Adx, ausuben. In diesem Zusammenhang ist es vambtesm Interesse zu bestimmen, ob
kleine korpereigene Molekile wie die Polyamine ¢gsind, den Elektronentransfer zwischen
Adx und seinen Redoxpartnern direkt zu beeinflus&a jetzt sind die Effekte kleiner
Molekile auf das komplexe System der Elektronesfeaketten  des
Steroidhydroxylasesystems weitgehend unbekannt.
Zum einen konnen diese Untersuchungen neuartigehdhesmen zeigen, die die Protein-
Protein Interaktionen im allgemeinen und dieseochibndriale Elektrontransfersystems im
besonderen kontrollieren. Zum anderen kénnen diglifisse einen ersten Hinweis geben,
ob die Modulation der Cytochrome durch Stdérung Beotein-Protein Interaktionen eine
Alternative fur die auf das aktive Zentrum geri¢ate Inhibitoren, die erfolgreich in der

Krebstherapie appliziert werden, sein kbnnen.
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Obwohl das bovine Steroidhydroxylierungssystem schumter zahlreichen kinetischen
Gesichtspunkten untersucht wurde, wurde bis heetgekkomplette kinetische Analyse der
unterschiedlichen Redoxprozesse, die in diesen tialentransfersystem stattfinden, in
Anwesenheit von moéglichen Modulatoren der Proteitéin-Schnittstellen publiziert. Daher
mussten, um die mdglichen Effekte kleiner Molekéald Adx und auf die Interaktion mit
seinen Redoxpartnern funktionell charakterisierem konnen, die unterschiedlichen
Reaktionsschritte, die in der bovinen mitochonénalElektronentransferkette auftreten,
einzeln mit solchen hochmodernein vitro Techniken wie Stopped-Flow oder der
Oberflachenplasmonresonanz (Biacore) untersuchdemer

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht deam, welchen Einfluss die Polyamine auf
die sekundare Interaktionsdomane des Adx ausuberziHwurden vier Adx-Mutanten
(AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdxD39N) eingesetdlie entweder direkt in der von
Muller et al. mittels Cross-link postulierten sekundaren Inteoisdoméne (D39) oder in
unmittelbarer Umgebung (D15) liegen (Mulktral, 1998). Hierzu wurden erganzend zu den
bereits erwahnten Methoden noch Charakterisierungaiitel Circulardichroismus
durchgefuhrt.

Die experimentell erhaltenen Daten zur Interaktider Komponenten des CYP11Al-
Steroidhydoxylierungssystems mit den Polyaminen demr mit Modelling-Studien
verglichen. Diese Computersimulationen wurden voamuRV.Sc. Susanne Eyrisch als Teil
einer Kooperation zwischen unserer Gruppe und depgg von Herrn Prof. V. Helms,

Zentrum fur Bioinformatik, Universitat des SaarlasdSaarbricken, durchgefihrt.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Geréate
Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waritls nicht anders erwéahnt, von
hochster Reinheit und stammten von Ublichen Beawgjim. Eine Liste der verwendeten

Gerate befindet sich im Anhang.

2.1.2 Verwendete Plasmide uné&.coli Stamme

Das Expressionsplasmid pKKHC erhielten wir von Dt. Porter, University of
Kentucky, Lexington, KY (Porter & Larson, 1991)edhAdxWT cDNA von Dr. Waterman,
Vanderbilt University, Nashville, TN. pKKHC-AdXWT nd die Adx Mutanten pKKHC-
AdxD15K, pKKHC-AdxD15N, pKKHC-AdxD39K und pKKHC-Ad®39N wurden zuvor in
unserer Gruppe kloniert und . coli BL21(DE3) exprimiert. Das Plasmid, welches die
Codierungssequenz fir die bovine AdR (pBAR1607gttrivurde freundlicherweise von Dr.

Sagara (Sagaet al, 1987) zur Verfugung gestellt. AR wurdelincoli JM109 exprimiert.

2.1.3 Proteine

Die Reinigungen von bovinem AdxWT, AdxD15K, AdxD15MdxD39K und
AdxD39N wurden nach einem in der Arbeitsgruppe etablieRestokoll (Uhlmannet al,
1992) von Frau Katharina Bompais und Herrn Wolfg&wsinle durchgefihrt. Bovines AdR
wurde nach der publizierten Prozedur nach Sagaral. (Sagaraet al, 1993) von Frau
Katherina Bompais gereinigt. Isolierung und Reinguvon CYP11Al aus Rinder-
Nebennieren wurde von Herrn Wolfgang Reinle nacheitse publizierten Protokollen
(Akhremet al, 1979; Lepesheva & Usanov, 1998) durchgefihrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung und Transformation

Sofern nicht anders angegeben, wurdenHieoli Zellen in Nahrbouillion | (NB |
Medium, Sifin) bei 37°C und 180 Umdrehungen pro Mé(UpM) angezogen. Die Medien,
welche zur Kultivierung der transformiertdhr coli Zellen verwendet wurden, enthielten
immer  Ampicillin  mit der Endkonzentration von 100 pug/m{BL21(DE3)). Die
Transformation der DNA in die kompetentEn coli Zellen erfolgte mittels Hitzeschock (90
sec bei 42°C; Sambrookt al, 1989). Kompetent&. coli Zellen wurden nach einem

Protokoll von Sambrook (Sambroekal, 1989) hergestellt.

2.2.2 Heterologe Proteinexpression
Fur die heterologe Expression des AdxWT und dera¥itign AdxD15K, AdxD15N,

AdxD39K und AdxD39N wurde dekE.coli-Stamm BL21(DE3) verwendet. Die fur den
Wildtyp und der Mutanten codierende cDNA war in dEmpressionsvektor pKKHC
einkloniert. Frisch transformiert&. coli BL21(DE3) Zellen wurden zu einer Vorkultur
herangezogen. Die Bakterien wurden in Ampicillintheftenden NB | Medium (siehe
Abschnitt 2.2.7) tber Nacht bei 37°C kultiviert. Mit diesen Vorkuden wurden jeweils mit
Ampicillin (Endkonzentration 100 pg/ml) versetztex4 Liter Hauptkulturen inokuliert und
bei 37°C, 180 UpM fir 20 h inkubiert. Bei einer igphe Dichte (Olgyg) zwischen 0,7 und 1
wurde die heterologe Proteinbiosynthese durch Zeigaim IPTG (1 mM Endkonzentration)
gestartet. Die Kulturen wurden bei 37°C, 180 UpM fiindestens 16 h herangezogen. Die
Zellernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4090(4°C) fur 20 min in einer Beckmann
Coulter-Zentrifuge (Avanti J-20). Die erhaltendh. coli Pellets wurden bei -20°C

zwischengelagert.

2.2.3 Proteinreinigung

Alle weitern Reinigungsschritte wurden, wenn nicimders erwahnt, bei 4°C
durchgefuhrt. Die geernteten Bakterienpellets warate Lysepuffer (20 mM Tris/HCI, pH
8,3, 1 mM EDTA, 20 mM NaCl) unter Zugabe des Sé&hnteaseinhibitors PMSF
(100 pg/ml) resuspendiert und mittels Ultraschdlébedlung aufgeschlossen. Dazu wurde ein
Ultraschall-Desintegrator (USD 30) (2/8 Zoll Somate, Fa. Emich) mit folgendem

Programm verwendet.
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Sondentyp 1

Amplitude 50 hz

Gesamtdauer 20 min

Puls 30 sek

Ratio 1 (30 sek Beschallung gefolgt von eines8&k langen Pause)
Temperatur 4°C

Ruhrgeschwindigkeit 100 UpM

Vorruhrzeit 0 min

AnschlieRend wurde die Suspension bei 30000 UpMmBOzentrifugiert. Der so erhaltene
Uberstand wurde mittels weiterer saulenchromatdgsaper Reinigungsschritte aufgereinigt.
Unter konstantem Rihren wurde dem Lysat innerhalib 20 min langsam feinzermahlenes
Ammoniumsulfat bis zu einem Sattigungsgrad von 50(32,3 g (NH),SO/100 mi
Uberstand) zugegeben. Nach der Salzzugabe wurdevdiiere 15 min geriihrt, um eine
vollstandige Fallung von Proteinen bei diesem @atiysgrad an Ammoniumsulfat zu
gewahrleisten, anschlieRend wurde bei 19000 g, 20@pin (Beckmann, J2-21) zentrifugiert.
Der nach der Zentrifugation verbliebene Uberstancurde einer hydrophoben
Interaktionschromatographie (HIC) unterzogen

Die verwendete TP-Butyl-Sepharose-Séaule wurde offePA (50 mM Tris/HCI, pH 9, 2 M
Ammoniumsulfat) aquilibriert und mit dem aus der woniumsulfatfallung verbliebenen
adrenodoxinhaltigen Uberstand beladen. Die Elutofolgte mit einem Gradienten, der
Puffer A sukzessive durch Puffer B (50 mM Tris/H@IH 9, 1 M Ammoniumsulfat)

austauscht.

Elutionsprogramm fir die HIC-Saule:

1,5 ml/min
Oml- 10 ml 100 % Puffer A
10 ml- 50 ml linearer Gradient (0 @0 % Puffer B)
50 ml - 140 ml linearer Gradient (30 %00 % Puffer B)
140 ml - 240 ml 100 % Puffer B
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Von den gesammelten Fraktionen wurde im Spektradgpheter (Shimadzu UV-2101 PC) ein
Spektrum zwischen 700 nm und 200 nm aufgezeichmet die adrenodoxinhaltigen
Fraktionen gesammelt. Kriterium fur die Glte dealdtionen war der sogenannte Q-Wert, der
Quotient aus den Absorptionen bei 440 nm (Absongtisaximum von Adrenodoxin) und
276 nm (allgemeiner Proteinpeak). Fraktionen megmi Q-Wert ab 0,3 wurden gesammelt
und fur die weitere Aufreinigung verwendet.

Nachdem der Ammoniumsulfatgehalt der Losung wieddr2 M eingestellt wurde (Zugabe
von 0,194 g Ammoniumsulfat/l ml Losung), wurden desammelten Fraktionen auf eine
HIC-Konzentrierungssaule (TP-Butyl) gegeben, min®@ Tris/HCI pH 7,4 eluiert und unter
Verwendung eines starken Anionenaustauschers vaeitgereinigt.

Die verwendete DEAE-Fraktogel-Saule wurde mit Rufe (20 mM Tris/HCI, pH 7,4)
aquilibriert und die gesammelten Fraktionen austi@-Saule aufgetragen, nachdem sie 30-
fach mit Puffer C verdinnt wurden. Zur Elution weir20 mM Tris/HCI, pH 7,4, 0,4 M NaCl
(Puffer D) verwendet.

Elutionsprogramm von der DEAE-Séaule:

1,5 ml/min
0 ml-20ml 100 % Puffer C
20 ml - 30 ml linearer Gradient (0 %0-% Puffer D)
30 ml - 100 ml linearer Gradient (20 %9-% Puffer D)
100 ml - 150 ml linearer Gradient (50 % -9%B@Puffer D)
150 ml - 200 ml linearer Gradi€r0 % - 100 % Puffer D)
200 ml - 250 ml 100 % Puffer D

Die Q-Werte fur die gesammelten Fraktionen wurdestimmt und die Fraktionen mit einem
Q-Wert uber 0,5 fir die anschliel3ende Gelfiltratmottels CENTRICON 10 auf ein Volumen

zwischen 1,5 und 2 ml eingeengt.

Das Prinzip der Gelfiltration beruht auf der Trenguler Molekile nach GroRRe, wobei die
Gelmatrix als Molekularsieb wirkt. Als Saulenmatérivurde Superdex 75 (Amersham-
Pharmacia GmbH), das sich fur die Trennung gloleulBroteine von 3 bis 70 kDa eignet, in
einer Saule von 60 cm Lange und 1,6 cm Durchmessevendet. Die Séule wurde mit

20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 aquilibriert udge konzentrierten Fraktionen auf die
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Saule geladen. Bei einer Flussrate von 0,2 ml/mimdes mit dem gleichen Puffer eluiert,
wobei eine Umpufferung erfolgte. Wiederum wurden@rte der Fraktionen bestimmt und
Fraktionen mit einem Q-Wert > 0,9 gesammelt, nstt€dENTRICON 10 eingeengt,

aliquotiert und bei —20°C zwischengelagert.

2.2.4 UV/Vis Spektroskopie

UV/Vis Spektren der verschiedenen Adx Spezies wurdar Bestimmung der
Proteinkonzentration und der Reinheit der Adx Prdfiji@nen aufgenommen. Zusatzlich
dienten diese Spektren als eine erste Charakremge die auf mogliche strukturelle
Anderungen der mutierten Proteine im Vergleich zudx Wildtyp hinweisen kénnten. Die
Spektren der oxidierten Adx Spezies (M) wurden bei Raumtemperatur mit einem
Shimadzu Zweistrahlspektrophotometer (UV2100PC) Bereich von 350 bis 700 nm
aufgenommen.
Die Adx Konzentration wurde mittels des Lambert-Béesetzes mit einem molaren
Extinktionskoeffizienten voresis = 9,8 mM'cm™ (Huang & Kimura, 1973) bestimmt. Die
Reinheit der Adx Praparationen wurde Uber das \fgrisazwischen A5 (Maximum des
oxidierten Adx) und Azg(Absorption von aromatischen Aminosauren) bestinibet. molare
Extinktionskoeffizient zur Bestimmung der AdR-Komzetion waresso = 10,9 mM*cm™
(Chu & Kimura, 1973 a, b). Die CYP11A1 Konzentratiowurde mittels
Kohlenstoffmonooxid-Differenzspektren mitsso400 = 91 mM'cm™® (Omura & Sato,
1964 a, b) bestimmt.

2.2.5 Circulardichroismus (CD)

Eine der schnellsten Methoden zur Konformationsa®alvon Peptiden ist die
Circulardichroismusspektoskopie (CD-Spektroskopi@)ngoud, 1997; Lottspeich, 1998).
Circulardichroismus nutzt die Wechselwirkung optisktiver Substanzen mit polarisiertem
Licht und analysiert die unterschiedliche Absomtia Abhangigkeit von der Wellenlange.
Optische Aktivitdt entsteht durch Einfiihrung eirdsralen Zentrums in ein Molekdl. Im
Gegensatz zur normalen Absorptionsspektroskopiesnmusarisiertes Licht verwendet
werden. Bei einer naturlichen Lichtquelle sind Wiegktoren des elektromagnetischen Feldes
isotop im Raum verteilt. Durch ZwischenschaltungesiPolarisators wird linear polarisiertes
Licht erzeugt, das nur in einer Ebene senkrechtAusbreitungsrichtung schwingt. Eine
solche linear polarisierte Welle lasst sich zugétzh zwei circular polarisierte Komponenten

zerlegen, bei denen die Vektoren um die Ausbregrtolgtung rotieren (links und rechts
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polarisiert). In solchen optisch aktiven Strukturest die Lichtgeschwindigkeit fur
linksgerichtetes (polarisiert gegen den Uhrzeigersiund rechtsgerichtetes (polarisiert im
Uhrzeigersinn) circular polarisiertes Licht untdrigcllich grol3 (Holtzhauser, 1996).

Fallt daher circular polarisiertes Licht auf ein@lfe mit einer optisch aktiven Substanz (die
Probe wird bei jeder Wellenlange abwechselnd niiejeKomponente durchstrahlt), so tritt
nach dem Durchlaufen der Probe eine Polarisationpkoente gegeniuber der anderen
verzogert auf. Die optisch aktive Substanz hat samierschiedliche Brechungsindices fur
links- bzw. rechtspolarisiertes Licht. Der jewedigntensitatsverlust kann gemessen werden,
da die beiden links und rechts circular polarisiertLichtstrahlen unterschiedliche
Geschwindigkeiten haben und durch die Substanatarschiedlichen Winkeln absorbiert
werden, die Substanz also elliptisch polarisiei@r Elliptizitdt ergibt sich als Differenz,
wird vom Geratecomputer ermittelt und als Funktier Wellenlange bzw. der Temperatur
dargestellt. Alle CD-Experimente wurden in 5 mM HEFR (pH 7,4) mit 0,05% Tween20
durchgefuhrt. Die Proteinkonzentration betrug dgéeereils 20 uM. Um Hintergrundsignale
zu reduzieren, wurde die Probenkammer wahrend BlEgsungen mit Stickstoff (3 1/min)
gespult. Mogliche Anderungen in der unmittelbarendgbung des Eisen-Schwefel Clusters
der oxidierten Adx Mutanten wurden in einem Bereidn 250 nm bis 650 nm mit 1 cm
dicken Quarzkiivetten analysiert. Potentielle strcédte Anderungen in der Sekundarstruktur
der oxidierten Adx Mutanten wurden durch CD Mes&mgn Bereich von 195 zu 260 nm
untersucht. Diese Experimente wurden in 0,1 cmeaticd®Ruarzkivetten durchgefihrt.

Das thermische Verhalten der verschiedenen mutieReteine wurde mit temperatur-
abhangigen CD Messungen analysiert. Dabei wurd@liahme des maximalen CD-Signals
(439 nm) zwischen 20°C und 70°C bei einer Heizraten 60°C/h und einer
Temperaturzunahme von 0,1°C betrachtet. Die Auswgrterfolgte mit der Software
SigmaPlot2001. Die Entfaltungstemperatug-{Verte) wurden aus den CD Scans mit einem
nichtlinearen Regressionsprogramm (Privalov, 1®9&gchnet. Alle CD-Messungen wurden
mit einem Jasco 715 Spektropolarimeter durchgefuhrt

2.2.6 Redoxpotentialbestimmung

Zur Messung des Redoxpotentials wurde die von Sligl Gunsalus entwickelte
Technik verwendet (Sligar & Gunsalus, 1976). Diésethode basiert auf der durch Licht
induzierten Reduktion des Farbstoffs Safranin T,eile Redoxpotential von -289 mV besitzt.
Ist ein Protein mit einem positiveren Redoxpotdraravesend, so werden die Elektronen von
dem reduzierten Farbstoff zu dem Protein Ubertragpe ein chemisches Gleichgewicht
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erreicht ist. Da es wahrend der Reduktion des Falfbs als auch des Proteins zu
Farbveranderungen kommt, kann die Reaktion spéddpisch verfolgt werden. In diesem
Fall wurden die Absorptionsanderungen bei 520 ned(Rtion des Safranin T) und 415 nm
(Reduktion des Adx) gemessen. Die abschlieRendénBasng des Standardpotentials fur
Adx erfolgte durch Lineare Regression mittels Sigiog0.0.

2.2.71n vitro Rekonstitutionsassays

In vitro Rekonstitutionsassays wurden zur Analyse der Edfakie die Polyamine auf
die Produktbildung des CYP11A1-Steroidhydroxylieggssystems ausuben, durchgefthrt. Die
Seitenkettenabspaltung von Cholesterol durch CYR1A4uk Bildung von Pregnenolon wurde
in einemin vitro System nach der Vorschrift von Sugaeitoal. (Suganoet al, 1996) mit
geringfugigen Modifikationen durchgefihrt. Alle Aitge wurden bei 37°C und in 50 mM
HEPES Puffer (pH 7,4), versetzt mit 0,05% Tween20d uden Polyaminen in
unterschiedlichen Endkonzentrationen (0 - 6 mM)cdgefihrt. Die Proben setzten sich
zusammen aus 0,6M AdR, Adx in zwei Konzentrationen (0,6M und 5 uM), 0,5 uM
CYP11A1, 400uM Cholesterol und einem NADPH-Regenerierungssysbestehend aus
MgCl, (1 uM), Glucose-6-phosphat (M) und Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (1 U).
Die Substratumwandlung wurde durch Zugabe von NAGP®D uM) gestartet und nach 10
min durch Kochen der Proben bei 95°C gestoppt. Na&mim Abkuhlen auf 37°C wurde
Cholesteroloxidase hinzugefiigt, welches die Steroidhre respektive 3-on-4-en Form, das
heil3t zu Cholestenon und Progesteron, umwandeth Maiteren 10 min wurde die Reaktion
durch die Zugabe von Chloroform terminiert und &teroide in der organischen Phase
extrahiert. Nach Evaporation der Chloroformphasd Resuspension in 2Qd Acetonitril
wurden die Steroide durch Injizieren von @dGauf einem Jasco Reverse Phase HPLC System
der LC800 bzw. der LC2000 Serie mit einer 3,9 x Bt Waters Nova-Pak ;geSaule
getrennt. Die Saulentemperatur wurde mittels eiRelier-Elementes bei 40°C konstant
gehalten. Zur Steroidtrennung wurde als mobile @hasin Gemisch aus
Acetonitril:Isopropanol (30:1) gewahlt. Die jewgdi Produktquantifizierung erfolgte durch
Korrelierung der Peakflache des Produkts mit dexk®&che von 5 nmol Cortisol, welches

als interner Standard dem Gemisch vor der Chloneéatraktion hinzugeftigt wurde.

2.2.8Cytochrom c Test
Die Cytochromc Reduzierung wurde in 560hM Kaliumphosphat Puffer (pH 7,4),
versetzt mit 0,05 % Tween20 und den Polyaminennterschiedlichen Endkonzentrationen
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(0,1 und 1,0 mM) bei Raumtemperatur durchgeflihié BProben setzten sich aus 008l
Adrenodoxin-Reduktase, 200 pM Cytochroem und unterschiedlichen Konzentrationen
(Endkonzentration 0,05 — 3 pM) des betreffendeneAddoxins (WT, D15K, D15N, D39K
oder D39N) zusammen. Der pH-Wert des Puffers wunaleh Zugabe des Salzes und der
Polyamine uberpruft und stieg maximal um 0,25 pHHEiten an. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von 200 uM NADPH gestartet. Die Absormténderung wurde bei 550 nm

verfolgt und die Aktivitat mittels = 20 M*cmi* bestimmt.

2.2.9 Optische Biosensor Messungen (Biacore)

In einer lebenden Zelle folgen Wechselwirkungen seiven Molekilen nicht einem
transienten Bindungsmodell oder befinden sich mei stabilen Gleichgewicht, sondern sind
dynamisch. Daher sind Analysen notwendig, die @sehiedenen Stadien einer Interaktion
(Assoziation, steady-state, Dissoziation) in Edhbtabbilden konnen. Die Mdglichkeit,
markierungsfreie Untersuchungen zur Bindung zwischavei Biomolekilen mittels
Oberflachenplasmonresonan8u(face Plasmon Resonance; SPR) durchzufihren, wurde
erstmals 1991 angewandt (Jonssemnal, 1991). Diese Technologie beruht auf einem
guantenphysikalischen Phdnomen, das lber einescbpti Detektor sichtbar gemacht wird
(Abbildung 2.3). Biomolekile wie z.B. Proteine konnen auf der @Behe eines
Sensorchips als Liganden in nicht-denaturiertemkovalent gebunden werden. Mogliche
Interaktionspartner (Analyten) werden Uber die @&ehe dieses Sensorchips gespult und
Interaktionen mit den immobilisierten Molekilen wen (ber eine Anderung des
Brechungsindexes detektierbar Abpildung 2.1). Der Sensor detektiert
Massenveranderungen, die wahrend einer Interaklesnmobilen mit dem immobilisierten
Bindungspartner auf der Chipoberflache in einemmesaenten Feld auftretedeitabhangige
Anderungen des Brechungsindex werden registriedt dienen zur Ermittlung kinetischer
Parameter. So kdnnen Assoziatiorlg) (ind Dissoziationskonstanteky) getrennt bestimmt
und mit Hilfe der Konzentration des Analyten digpapenten Gleichgewichtskonstanté (
undK,) berechnet werde\pbildung 2.1).
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Abb. 2.1: Elemente der Optischen Biosensorik.

(A) Versuchsaufbau: Der Analyt, der sich in der Lasbefindet, bindet an einen Liganden, der auf
einer Chipoberflache immobilisiert isB) Biosensor Ausdruck: Das Resonanzsignal steigtevih
der Assoziationsphase an, da immer mehr Analyt deerimmobilisierten Ligand flie3t und an diesen
bindet. Das Plateau am Ende der Assoziationspleagean, dass das System ein Gleichgewicht, eine
Steadystatephase, erreicht hat. Wenn die Oberfladhd?uffer gespuilt wird, und der Analyt sich
wieder von der Oberflache I6st, nimmt das Signaider ab.

Durch diese direkte Methode zur Analyse des Binduethaltens der oxidierten
Proteine AdR und CYP11Al1 an immobilisiertes Adx [@p und Mutanten) in
Anwesenheit von Salz und Polyaminen konnten diej@yen Bindungskonstanten bestimmt
werden. Das Prinzip dieser Methode und der Obdridplasmonresonanz werden im
Folgenden erklart.

Das Messprinzip der Oberflachenplasmonresonanzmasif der optischen Detektion einer
elektromagnetischen Feldkomponente, der sogenareitaneszenten Welle, die auf einer
Sensoroberflache erzeugt wirdbpildung 2.2).

Diese entsteht, wenn Licht im Winkel der totaleteinen Reflexion auf die Grenzflache
zwischen zwei Medien mit unterschiedlichen Breclsimgjzes, hier eine Glasoberflache und
die Losung in der Messzelle, trifft. Eingestrahltesht wird an der Grenzflache eines
Materials mit einem hohen Brechungsindex (RiUcksa#gt® Sensorchips) zu einem Medium
mit einem niedrigen Brechungsindex teilweise raftgk und teilweise gebrochen. Uber einen
bestimmten kritischen Einfallswinkel hinaus wirdirkeLicht mehr an der Grenzflache
gebrochen und eine totale innere Reflexion wird baebtet. Wahrend das Licht
totalreflektiert wird, dringt die Komponente deldtomagnetische Feldes leicht (Zehntel

von Nanometer) in das Medium mit dem geringerercBuagsindex ein.
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Abb. 2.2: Prinzip der totalen inneren Refelxion (TR) und die Erzeugung eines evaneszenten
Feldes.

Ab einem bestimmten Einfallswinkel des Lichtes ttrifotalreflexion auf. Dabei dringt die
Komponente des elektromagnetische Feldes leichintgevon Nanometer) in das Medium mit dem
geringeren Brechungsindex ein und es wird eine sighonentiell abbauende evaneszente Welle
erzeugt.

Oberflachenplasmonresonanz entsteht nun in einer der Glasoberflache
angebrachtendiinnen Goldschicht. Bei der Einstrahlung von monatiatischem und
polarisiertem Licht beginnen die freien Elektrortis Metalls zu oszillieren und absorbieren
bei einem bestimmten Winkel des eingestrahlten tehEnergieDiese Energieaufnahme
fuhrt bei dem reflektierten Licht zu einem scharfetensitatsabfall (I) bei einem definierten
Winkel (0) bei dem SPR auftritt. Dieser Winkel ist lineahdhgig vom Brechungsindex und
damit von der Konzentration gebundener Proteineldn Flusszelle. Die Winkelanderung
bedingt durch den Intensitatsabfall des refleldiert Lichtes kann durch einen
Diodenarraydetektor gemessen werden und wird wdhden Messung als Resonanzsignal in

einer Messkurve dargestelkligbildung 2.3).
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Abb. 2.3: Messprinzip der Oberflachenplasmonresonan

Durch die Bindung von Analyten an den immobilisertiganden andert sich der Brechungsindex in
der Flusszelle. Der Intensitatsabfall am Goldchiges d Sensors verursacht durch die
Oberflachenplasmonresonanz verandert den Wirtketles total reflektierten Lichtes. Dieser
Intensitatsabfall wird durch den Detektor gemessemd als Messkurve dargestellt. Die
Wechselwirkung des evaneszenten Feldes mit dentr&tenkonstellationen des Metalls fuhrt zu
einer Verminderung der reflektierten Lichtintensitdargestellt als griner Schatten im reflektierten
Lichtstrahl und als abnehmende Intensitat als Fonkdes Winkels €). Eine Anderung der
dielektrischen Eigenschaften in der Umgebung detaMberflache fiihrt zu einer Anderung der
Resonanzbedingungen und somit zu einer Verschielamg (1 --> I1).

Die Anderung des SPR-Signals wird in Echtzeit atfadie Signalstarke ist proportional zur
gebundenen Masse an der Chipoberflache und wiRksonanz-Einheiten (RU) angegeben.
1RU ist eine von Biacofe eingefilhrte Messeinheit und entspricht in etwaerin
Oberflachenkonzentration von 1 pg Protein/ nfBiacore, 2004)

Die Anderung der Massenzunahme in der Nahe derfl@tiee des Chips fiihrt zu einer
Anderung der Brechungsindizes, und daher zu einastidg des Sensorgramms. Wird die
Reaktion lange genug laufen gelassen, erreichtisie Steadystatephase. Wird anschlieend
der Chip mit Puffer bespilt und der Analyt weggesammt, nimmt die Masse ab, der
Brechungsindex geht zurlick, die abfallende Phas&dasorgramms beginnt.

Die Bildung der Adx/AdR beziehungsweise der Adx/Q¥R1 Komplexe wurden in einem
Biacore 3000 System auf CM5 Chips mit einer carboethylierten Dextranoberflache
untersucht. Die Carboxylgruppen des Sensorchipsleyumit einem Gemisch aus 0,2 M N-
ethyl-N"-dimethylaminopropyl-carbodiimide (EDC) un@,05 M N-hydroxysuccinimide
(NHS) aktiviert. Die Lésung wurde mit einer Fludsraron 5ul/min auf den Sensorchip
geladen. AnschlieRend wurden Uber freie Aminograpges AdXWT, AdxD15K, AdxD15N,
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AdxD39K und AdxD39N etwa 300 Resonanzunits (RUgg@roteins kovalent an die Matrix
des Sensorchips gekoppelt (Zollrer al, 2002; Zdlineret al, 2004). Beendet wurde die
Kopplungsprozedur durch Injektion von pleiner 1 M Ethanolaminhydrochlorid Losung bei
einer Flussrate von 10I/min, um die verbliebenen freien Estergruppen kckieren. Die
Analyse der Bindung erfolgte durch Injektion von suagen verschiedener AdR
beziehungsweise CYP11AdKonzentrationen im Bereich zwischen 100 nM und BRDmit
einer FlieRgeschwindigkeit von 1@0/min und gleichzeitiger Aufnahme der Anderung des
Brechungsindex. Alle Protein-Losungen wurden incBra HBS-EP Puffer (0,01 M HEPES
Puffer (pH 7,4), 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA mit 0,005 %urfactant P20) angesetzt.
Zuséatzlich wurden die Proben mit den Salzen (KCH uMgClL) und den Polyaminen
Putrescin, Spermidin und Spermin jeweils in zweiglostarken (I= 0,4 mM und ] = 1 mM)
versetzt. An den Wildtyp oder die Mutanten geburdeAdR oder CYP11A1 wurde durch
Einspritzen von 1@l einer 2 mM NaOH Ldsung entfernt. Die Funktioraitler gekoppelten
Adx Spezies wurde durch bis zu 30 Zyklen aus Bigdund Abl6ésung von 500 nM AdR
beziehungsweise 500 nM CYP11Al nachgewiesen. Zwsualisierung unspezifischer
Hintergrundreaktionen zwischen der Dextranmatrig den Liganden (AdR oder CYP11A1)
oder den Polyaminen wurde zu jeder Messzelle eieierBnzzelle ohne gebundene Adx
Spezies angelegt. Spezifische Bindungskurven (8grssome) wurden durch Subtraktion
des Signals der Referenzzelle von dem Signal desskédle erhalten. Die Analyse der
Bindungskurven und die Bestimmung ddfo Werte erfolgte mit der Biacore
Auswertungssoftware 4.1 unter Verwendung eineBin@lungsmechanismubBa die Protein-
Protein-Wechselwirkung von Adx und AdR bzw. CYP1llAginem 1:1-Bindungsmodell
entspricht, konnten die Bindungskinetiken nachrelReaktion erster Ordnung berechnet werden.

Die Berechnung der Assosiationskonstante erfolgjt mi

R() = (k' [Al'Rma) / (Ka'[A] + Ka)) - (1-exp(-(l&[A] + ka)-1)),
wobei [A] die Konzentration des injizierten Analgitest, R(t) das Signal zu einer bestimmtem

Zeit t der Assoziation, und R« das maximale Signal ist, wenn alle Liganden eifralyten
gebunden haben. Die Dissoziationskonstante wirdleriFormel
R(t) = Ro-exp(-k- (t-to))

berechnet, wobei R(t) das Signal zu einer bestimmieit t der Dissoziation ist und
Ro das Signal bei einer willkirlich gewahlten Zeity tist. Die apparente

Gleichgewichtskonstantep ergibt sich au&p = Ky / Ks.
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2.2.10 Stopped-Flow Messungen

Die Stopped-Flow-Technik ist ein ausgezeichnete hididé¢ zur Analyse von Pre-
steady-state =~ Zustandsreaktionen  durch  Verfolgen = voAbsorptions-  oder
Fluoreszenzanderungen, die wahrend einer Reakattfirsden. Diese Methode des schnellen
Mischens wurde verwendet, um die Reduktionsratan dié Interaktion zwischen den
verschiedenen Komponenten des mitochondrialen i8temroxylierungssystems in
Anwesenheit von Salz (KCI) und den Polyaminen zstibenen. Das Prinzip dieser Methode
wird im Folgenden kurz erlautert.
Die beiden miteinander reagierenden Komponentemr{d B) befinden sich in getrennten
Vorratsspritzen. Von dort werden die Reaktionspartachnell in die Mischkammer und
anschlie3end in die Beobachtungskammer gepressBiliung des Komplexes aus A und B
setzt wahrend des Mischvorgangs ein und dauerrsge| bis das chemische Gleichgewicht
erreicht ist. Wéahrend die Beobachtungskammer mitend.6sung gefillt wird, wird zur
gleichen Zeit die noch in der Zelle vorhandene Ingsin die Stopp-Spritze gedriickt. Die
damit einhergehende Bewegung der Stoppspritze ¢t Fluss abrupt an. Da nun
Mischungs- und Strémungsvorgang abgeschlossen staitet die Aufzeichnung der
optischen Signalanderung in der Kivette durch dieard angeschlossenen Detektoren. Der
zeitliche Verlauf von Reaktionen, die innerhalb wen Millisekunden ablaufen, kann auf
diese Weise spektralphotometrisch (Absorption urdorészenz) beobachtet und mit
entsprechenden Modellen ausgewertet werden. Voegdlig sich wahrend des Mischens und
wéahrend des Transports der Losung in die Beobagbkammer ereignen, kénnen jedoch
nicht erfasst werden. Diesen nicht erfassbarenb@eatch nennt man Totzeit. Sie ist eine
Geratekonstante und liegt in den meisten FallenBieneich einiger Millisekunden. Des
Weiteren ist diese Technik anfallig gegenuber Ué#bhen. Sie flhren zu
Signalschwankungen und missen im gesamten optis&ystem vermieden werden.

Abbildung 2.4 zeigt den schematischen Aufbau einer Stopped-Rpparatur.

50



Materialien & Methoden

Mischkammer

Fluoreszenz
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7 =\
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Abb. 2.4: Schematischer Aufbau einer Stopped-Flow-#paratur.

Die Arbeitsspritzen sind mit A und B bezeichnete [Reaktanden werden in den Spritzen A und B
vorgelegt; nach der Initiation werden die Reaktandes den Spritzen in die Mischkammer und
anschlielend in eine Beobachtungskammer gedrickt.ddr Beobachtungskammer wird der
Reaktionsfortgang i.A. spektroskopisch beobaclat. Stoppspritze blockiert dabei den Nachlauf an
Reaktanden.

Alle Stopped-Flow Experimente wurden mit dem Stapp®w-Spektrometer SFM-
300 der Firma Jasco BioLogic bei 15°C durchgefiiDie Totzeit lag bei 2,4 Millisekunden.
Als Reaktionspuffer wurde 50 mM HEPES (pH 7,4) vemdet, der mit 0,05% Tween20 und
der entsprechenden Konzentration an KCI und degyaRohen Putrescin, Spermidin und
Spermin (0 mM bis 1,25 mM fur die Reduktion des Aglzw. 0 mM bis 1 mM fur die
Reduktion des Cytochroms). Der pH des Puffers wurdeh Zugabe des Salzes und der
Polyamine Uberprift und stieg maximal um 0,25 pHHEiten an.
Die Reduktion von Adx wurde bei 414 nm auf zwei arsthiedliche Arten wie folgt
untersucht.
Im ersten Ansatz wurde Adx mit reduziertem AdR geahi. Daflr enthielt Spritz& 20 uM
AdR und 200uM NADPH, SpritzeB 4 pM Adx. In einer zweiten Messreihe wurden die
beiden oxidierten Proteine AR und Adx mit NADPHrgscht. SpritzeA wurde mit 20QuM
NADPH, SpritzeB mit 20 uM AdR und 4 uM Adx beladen. Nach dem Mischen eittitre
die Proben jeweils 100M NADPH, 10 uM AdR und 2 uM Adx.
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Zur Bestimmung voiKp-Werten des AdR an Adx enthielt Spritae20 uM AdR und 200uM
NADPH und SpritzeB unterschiedliche Mengen an Adx (0 - 4M). In einer zweiten
Messreihe wurden die beiden oxidierten Proteine AdiRl Adx mit NADPH gemischt.
Spritze A enthielt 200 uM NADPH, wahrend SpritzeB mit 20 uM AdR und
unterschiedlichen Mengen an Adx (O - #ld) beladen wurde. Nach dem Mischen enthielten
die Proben jeweils 100M NADPH, 10 uM AdR und O uM — 20 uM Adx.

Die Reduktion des Cytochroms konnte Uber die Adxaalgige Bildung des CYP11A1-CO
Komplexes bei 450 nm beobachtet werden. Spitzenthielt CYP11A1l (4uM) wahrend
SpritzeB mit NADPH (400uM), AdR (4 uM) und Adx (8 uM) gefullt war. Die Mischung in
SpritzeB wurde fur ein paar Minuten Ruhen gelassen, um leneplette Reduktion von Adx
zu gewahrleisten. Die Lésungen wurden vor Uberfiigrin die beiden Spritzen mit CO
gesattigt. Die so hergestellten Proben enthielsshrdem Mischen 200M NADPH, 2 uM
AdR, 4 uM Adx und 1M CYP11A1l.

Zur Bestimmung vorKp-Werten des Adx an CYP11A1 enthielt SprixeCYP11A1 (4uM)
wahrend Spritz& mit NADPH (400uM), AdR (4 uM) und Adx (0 — 64 uM) geflllt war. Die
Mischung in SpritzeB wurde fir ein paar Minuten ruhen gelassen, um é&omplette
Reduktion von Adx zu gewabhrleisten. Die Lésungemdea vor Uberfiihrung in die Spritzen
mit CO gesattigt. Die so hergestellten Proben ettdn nach dem Mischenia CYP11A1,

1 uM AdR, O uM — 32 pM Adx und 200uM NADPH. Es wurden funf bis sieben
Reaktionskurven bereinandergelegt und mono-expiahegefittet. Der so entstandene
Mittelwert wurde zur Bestimmung der Geschwindiggeanstanten der Reduktion von Adx
durch AdR beziehungsweise von CYP11A1 durch Adxahgezogen. Alle Kurven wurden

mit SigmaPlot 9.0 analysiert.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war eine umfassende Analysekféekte, die durch die Polyamine
Putrescin, Spermidin und Spermin auf Protein-Pnoteieraktionen ausgelbt werden, zu
erarbeiten. Fir diese Untersuchungen wurde dasserar Gruppe gut untersuchte CYP11A1l
System ausgesucht. Es katalysiert den physiologusditigen ersten Schritt der Biosynthese
der Steroidhormone in den Sexualorganen, den Nédremn aber auch in anderen Geweben,
wie zum Beispiel dem Gehirn. Um die fur diesen Rieakablauf benétigten sechs
Elektronen zu transportieren, muss Adx mit seineiddn Redoxpartnern AdR und CYP11A1l
interagieren. In dieser Arbeit wurde der Hypothesehgegangen, ob kleine, flexible,
mehrfach positiv geladene Polyamine, welche ubdgunt allen Zellen und in allen Spezies
vorkommen, stark an Proteininterfaces binden, RrdReotein Interaktionen beeinflussen und
somit einen wichtigen regulatorischen Effekt aubtBinfunktionen unter physiologischen
Bedingungen ausiben koénnen. Die Polyamine wurdeginem Konzentrationsbereich von
1M zu mM unter Berticksichtigung physiologischer Kentrationen eingesetzt.
Um diese experimentellen Ergebnisse zu unterstitaeh um ein mdogliches Modell zu
entwerfen, wie die Polyamine mit den Proteinen @P11A1 Elektronentransferkette
interagieren koénnten, wurden dartber hinanssilico Experimente durchgefihrt. Alle
Dockingexperimente fir die Bindung der Polyamine adrenodoxin und die
Adrenodoxinreduktase wurden im Rahmen einer Kodjgeravon Frau M.Sc. Susanne
Eyrisch aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. ValkhHelms, Zentrum fir Bioinformatik,
Universitat des Saarlandes, Saarbriicken durchgefDig Polyamine wurden zum einen in
die bereits bekannten Kristallstrukturen von oxigign Adx, AR und dem oxidierten Adx —
AdR Komplex gedockt. In einem néachsten Schritt wearddie Polyamine in
Molekulardynamik (MD) Snapshots, die aus einer haieren Simulation des oxidierten
Adx ausgeschnitten wurden, gedockt. Da bis zu diedeitpunkt keine Kristallstrukturen fur
CYP11Al1l und dem Adx-CYP11Al1l Komplex existieren, earkeine Berechnungen und
Dockingergebnisse fur diese Systeme mdoglich. Diekibgs ergaben unter anderem, dass die
Polyamine bevorzugt an die Region Asp-15, Asp-3® Aisp-41 des Adrenodoxins andocken.
Diese Region wurde 1998 von Miillet al. als sekundare Interaktionsdoméane des Adx mit
der AdR postuliert (Mulleet al, 1998).
Daher wurden zum besseren Verstandnis des Bindatemnk der Polyamine im zweiten Tell
dieser Arbeit vier Adx-Spezies herangezogen, dieejls eine Mutation in der sekundaren

Bindedomane besitzen.
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3.1 Einfluss der Polyamine auf das komplette CYP11ASystem

3.1.1 Effekte auf die Spektraleigenschaften des CYRAL

Differenzspektren der mit Liganden gebundenen CQytmoe P450 werden oft dazu
verwendet, um die Natur der Interaktion zwischegabd und Cytochrom zu bestimmen.
Stickstoffhaltige Liganden erzeugen bei ihrer Wethskung mit dem Ham-Eisen der P450
ein sogenanntes Typ |l Differenzspektrumindx 424 — 435 nmAmin 392 — 410 nm)
(Schenkmanret al, 1972; Hoshincet al, 2005). Allerdings sind diese sogenannten Typ I
Liganden in der Regel Inhibitoren der P450, da das niedrige Reduktionspotential der
Cytochrome stabilizieren und mit dem Sauerstoff diem Bindung am Ham konkurrieren.
Auch die Polyamine besitzen Aminogruppen, die teesch Uber ein freies Elektronenpaar
am Stickstoff an das Ham-Eisens des P450 koordini&kdnnen. Allerdings liegen die
Polyamine bei neutralem pH protoniert vor (Benahal, 1999) Abbildung 1.1), was eine
Ligierung des Ham-Eisen ausschlief3t.
Dennoch wurde das Potential aller drei Polyaminee &yp Il Bindung zum CYP11Al
auszubilden mittels optischer Differenzspektros&opintersucht. Tatsachlich fuhrten
Spermidin und Spermin, nachdem sie einen Teil ipositiven Ladung verloren hatten, ab
einem pH-Wert: 8 zu Typ Il Spektren. Diese Typ Il Bindung warwetch und nur bei hohen
Konzentrationen detektierbar. Bei Konzentrationeon \« 1 mM, der gewo6hnlichen
Polyaminkonzentration in der Zelle, bewirkten allei Polyamine ein Revers Typ | (RI)
Spektrum (max420 nmAmin 386 nm;Abbildung 3.1).
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Abb. 3.1: Reprasentative Differenzspektren des CYRIAL mit Spermin.

CYP11A1 (1,5 uM) in HEPES/Tween Puffer wurde miteB8pin titriert. Bei pH 7,3 und 1 mM
Spermin zeigte das Cytochrom ein Revers Typ | $pek(schwarz), bei pH 9,3 und nach Zusatz von
6 mM Spermin ein deutliches Typ Il Spektrum (grin).

Diese Form der Interaktion unterscheidet sich sdwoh der Substratbindung, die ein
Typ | Spektrum Xmax 390 nm Amin 420 nm) erzeugt, als auch von der Typ Il Bindunglas
Ham Eisen (Vazet al, 1992). Welcher Art diese Interaktion ist, isteadlings noch nicht
bekannt.
Bei physiologischen Konzentrationen interagierere @olyamine mit CYP11Al1 somit
hauptséchlich als RI Ligand, bei einem pH-Wert ®r&l damit einhergehender teilweiser
Deprotonierung kdénnen sie auch als schwacher Typgldnd auftreten. Weder Typ Il noch
RI Bindungen konnten jedoch die Interaktion zwistheeduziertem CYP11A1 und

Kohlenstoffmonooxid blockiererApbildung 3.2).
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Abb. 3.2 Reprasentatives CO-Differenzspektrum des CYP11A1 mPutrescin.
CO-Differenzspektrum von CYP11A1 (1,5 uM in HEPESEEN Puffer, pH 7,3) (schwarz) und mit
Zugabe von 6 mM Putrescin (griin).

Das deutet darauf hin, dass falls die Polyamin&alsstrat an die Cytochrome binden,
sie dadurch kein oder nur ein sehr schwaches tohigches Potential auf die enzymatische

Funktion ausiben sollten.

3.1.2 Effekte auf die Substratumwandlung des CYP11ASystems

Um zu untersuchen, in wieweit die Polyamine einemfliss auf die enzymatische
Aktivitdt des CYP11A1l auslUben, wurde die Umwandludgs Substrats Cholesterol zu
Pregnenolon in Anwesenheit der drei Polyamine @gatn, Spermidin und Spermin), die in
einer grol3en Bandbreite an Konzentrationen eingesairden, bei unterschiedlichen pH-
Werten (pH 7,3 und pH 8,0) mittels HPLC quantifizieIn zwei unabhangigen
Versuchsdurchfiihrungen wurde die KonzentrationAtkeVT auf 0,5 uM beziehungsweise
50 puM gesetztwas einem molaren Verhdaltnis von 1:1:1 beziehungsvéd:10:1von
AdR:Adx:CYP11Al1 entspricht. In  Abwesenheit der Rolhyne war die
Pregnenolonproduktion bei pH 8,8kbildung 3.3), dem physiologischen pH-Wert in den
Mitochondrien (Abacet al, 2004), am starksten.
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Abb. 3.3: Abhéngigkeit der Pregnenolonbildung vom pi-Wert des Puffers.
Die Umwandlung des Cholesterol zu Pregnenolon wahwesenheit der Polyamine bei pH
8,0, dem physiologischen pH-Wert in den Mitochoedyi sowohl bei einem molaren

Verhéltnis von 1:1:1 (schwarz) als auch von 1:X@&i3) der AdR:Adx:CYP11A1 starker als
bei pH 7,3.

Betrachtet man die Pregnenolonbildung als eine tamkier Polyaminkonzentration,
ergab sich ein komplexes Bild. Getestet bei pHUR® 8,0 und in einer grof3en Bandbreite an
Konzentrationen (LM bis mM) beeinflu3te Putresaen@YP11A1 Aktivitat bei pH 7,3 kaum
(Abbildung 3.4 A). Bei pH 8,0 war eine Halbierung der Produktbilgunu beachten
(Abbildung 3.4 B).

Bei beiden pH Werten machte es keinen Unterscloledddx im gleichen stdchiometrischen
Verhaltnis zu seinen Redoxpartnern (1:1:1), odezétnfachen Uberschuss (1:10:1) vorlag.
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Abb. 3.4: CYP11Al-abhangige Cholesterolumwandlungw Pregnenolon in Anwesenheit von
Putrescin.

Die Inkubationen von 400 uM Cholesterol in zwei aestitutierten CYP11A1 Systemen (0,5 pM
CYP11A1, 0,5 uM Adx, 0,5 uM AdR, 100 uM NADPH; scimee Saulen und 0,5 uM CYP11A1, 5,0
UM Adx, 0,5 uM AdR, 100 uM NADPH; weil3e Saulen) aen bei 37°C in HEPES-Twe&uffer in
Anwesenheit Putrescin bei pH 7,3)( und pH 8,0 B) durchgefiihrt. Die Produktbildung
(Pregnenolon) wurde mittels RP-HPLC Analysen dé&ulxierten Extrakte quantitativ bestimmt. Die
abgebildeten Aktivitdtsdnderungen mit den Standawéachungen (n = 4) wurden relativ zur
Kontrolle (100%; ohne die Polyamine) gesetzt.

Im Gegensatz dazu inhibierten sowohl Spermidinaaish Spermin die CYP11Al-
katalysierte = Pregnenolonbildung bei beiden pH-Werte Dieser Effekt war
konzentrationsabhangig und bei pH 8,0 starker guiggeé als bei pH 7,3Abbildung 3.5).
Bei pH 7,3 und 4 mM des jeweiligen Polyamins saitkkMenge an gebildeten Pregnenolon
auf 60% (Spermidin) beziehungsweise 50% (Sperm3®l. pH 8,0 und 0,5 pM Adx
reduzierte 6,0 mM Spermidin die Produktbildung 2bi%, 6,0 mM Spermin auf 15 %.
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Abb. 3.5: CYP11Al-abhangige Cholesterolumwandlungw Pregnenolon in Anwesenheit von
Spermidin und Spermin.

Die Inkubationen von 400 uM Cholesterol in einerRorestitutierten CYP11A1 System (0,5 uM
CYP11A1, 0,5 uM Adx, 0,5 uM AdR, 100 uM NADPH) werdbei 37°C in HEPES-Tween Puffer in
Anwesenheit von Spermidin (schwarze Saulen) undandipg(weil3e Saulen) bei pH 7,2 und pH
8,0 B) durchgefuhrt. Die Produktbildung (Pregnenolon)raeu mittels RP-HPLC Analysen der
inkubierten Extrakte quantitativ bestimmt. Die abitgeten Aktivitatsdnderungen mit den
Standardabweichungen (n = 4) wurden relativ zurtkatle (100%; ohne die Polyamine) gesetzt.

In Anwesenheit von 5QuM Adx zeigten beide Polyamine eine geringere aber
sichtbare Inhibierung der CYP11A1 Aktivitéalgbildung 3.6). Wiederum war diese bei pH
8,0 und Spermin am deutlichsten. Bei 6 mM Spermiarde eine Reduzierung der
Pregenolonbildung auf 25% beobachtet.
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Abb. 3.6: CYP11Al-abhangige Cholesterolumwandlungw Pregnenolon in Anwesenheit von
Spermidin und Spermin.

Die Inkubationen von 400 pM Cholesterol in einerkRorestitutierten CYP11A1 System (0,5 uM
CYP11A1, 5,0 uM Adx, 0,5 uM AdR, 100 uM NADPH) werbei 37°C in HEPES-Tween Puffer in
Anwesenheit von Spermidin (schwarze Saulen) unandpeg(weile Saulen) bei pH 7,3) und pH
8,0 B) durchgefuhrt. Die Produktbildung (Pregnenolon)raeu mittels RP-HPLC Analysen der
inkubierten Extrakte quantitativ bestimmt. Die aliggeten Aktivitatsinderungen mit den
Standardabweichungen (n = 4) wurden relativ zurtkatle (100%; ohne die Polyamine) gesetzt.

Die Untersuchung der Wirkung von Spermidin und 8perwar experimentell
gesehen anspruchsvoller, da mit steigender Koretéorir diese Polyamine den Puffer pH
beeinflul3ten. Der Reaktionspuffer bestand aus 50 HEBPES mit einem anfanglichen pH-
Wert von 7,3 beziehungsweise pH 8,0 und 0,05% T@2@eDer pH jedes Puffers wurde nach
der jeweiligen Zugabe von Polyamin Uberpruft. Oblehbei der Zugabe von bis zu 10 mM
Putrescin zu keiner pH-Anderung im Puffer kam, galmit steigender Spermidin/ Spermin

Konzentration einen pH-Anstieg im Reaktionsgemi¢€abelle 3.). Diese Anderungen
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muldten bei der Untersuchung des Einflusses deraRuhe auf die CYP11A1 Aktivitat
bertcksichtigt werden.

Tabelle 3.1: Anderung der pH-Werte des Reaktionsptiérs nach Zugabe (Endkonzentration in
mM) der Polyamine

pH 7,30 pH 7,96

MM  Putrescin Spermidin Spermin mM  Putrescin Spermidin Spermin

000 | pH7,30 pH7,30 pH7,30 000 | pH796 PpH796 pH7,96
010 | pH731 pH7,31 pH7,34 0,10 | pH7,96 pH38,04 pHB8,02
050 | pH7,31 pH7,33 pH7,37 050 | pH797 pH8,08 pHBS811
1,00 | pH7,30 pH7,35 pH745 1,00 | pH7,96 pH8,16 pH824
200 [ pH730 pH743 pH753 200 | pH798 pH8,20 pH8,38
400 | pH7,30 pH754 pH7,75 400 | pH79 pH879 pHB8,85
6,00 | pH7,30 pH7,73 pH7,93 6,00 | pH7,97 pH8,83 pH9,32

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich wird, konnteahhialle in denAbbildungen 3.4 bis 3.6
aufgefuhrten Werte direkt aus diesen Versuchsams@ntnommen werden, wenn man eine
maximale Toleranz von 0,25 pH-Einheiten zuldsse Risatzlichen Daten ergaben sich aus
dem Puffer mit einem Anfangs-pH von 6,0, der dudih Zugabe der Polyamine anstieg
(Tabelle 3.2. Somit konnten die Ergebnisse mit 4 mM bzw. 6 rBidermidin/ Spermin

hinzugefligt werden.
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Tabelle 3.2: Anderung der pH- Werte des Reaktionspters (pH 6,0) nach Zugabe
(Endkonzentration in mM) der Polyamine

pH 6,00
mM Putrescin Spermidin Spermin
0,00 pH 6,00 pH 6,00 pH 6,00
0,10 pH 6,01 pH 6,34 pH 6,43
0,50 pH 6,02 pH 6,66 pH 6,85
1,00 pH 6,02 pH 6,98 pH 7,11
2,00 pH 6,03 pH 7,07 pH 7,16
4,00 pH 6,04 pH 7,48 pH 7,54
6,00 pH 6,03 pH 7,74 pH 7,97

3.1.3 Optische Biosensormessungen

Zur simultanen Analyse biomolekularer Interaktiomard das optische Phdnomen der
Oberflachenplasmonresonanz (SPR) genutzt. Dabeieneknderungen im Refraktionsindex
der Losung nahe der Sensoroberflaiche gemessene Di@slerungen werden durch
Konzentrationsdnderungen der sich in der Losunopdiethen Molekile bedingt. Entwickelt
zur Bestimmung von kinetischen und Gleichgewichtskanten der Proteinkomplexbildung,
wurde in dieser Arbeit das Biacore3000 (Uppsaldhw®den) zur Charakterisierung der
Interaktionen zwischen oxidiertem Adx und AgPbeziehungsweise CYP114lbenutzt.
Freie Aminogruppen des Ferredoxins, welche gleidighauf der Proteinoberflache verteilt
sind, wurden benutzt, um das Protein an die mit BBAS aktivierten Carboxylgruppen der
Dextranmatrix des Sensorchips zu binden. Da nadihebgen Erkenntnissen positiv
geladene, freie Aminogruppen des Adx nicht direkh &rkennen und Binden von
Redoxpartnern teilnehmen, beeinflusst diese Prozgdht die korrekte Interaktion zwischen
dem Adx und seinen Redoxpartnern. Dennoch kann aictgeschlossen werden, dass einige
Adx-Molekile so an den Chip gebunden haben, dassksine Interaktionen mit den
Redoxpartnern mehr eingehen kdénnen. Da diese vgalaeilten Adx-Molekile nicht zu
den beobachteten Interaktionskurven beitragen,nbessen sie die erhaltenen Konstanten

nicht. Abbildung 3.7 zeigt ein typisches Sensorgramm zur Kopplung vdr.A
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Abb. 3.7: Biacore Sensorgramm der Adx Kopplung.

Gezeigt werden die unterschiedlichen Schritte wéthrginer Bindungsprozedur von AdxWT an die
carboxymethylierte Dextranoberflache eines Biadok5 Sensorchips, durch Injektion von 1hD
einer 50uM AdXWT LOsung bei einer Flie3geschwindigkeit voplBnin. Wie aus dieser Abbildung
deutlich wird, wurden etwa 300 RU AdxWT auf den &mchip gebunden. Die Experimente wurden
mit einem Biacore3000 durchgefihrt.

Durch die Regeneration des Sensorchips sollen rattht kovalent gebundenen
Analyten von dem immobilisierten Liganden geldstraen, ohne dessen Bindungsfahigkeit
zu beeintrachtigen. Eine schlechte Regeneratiomitehdx beladenen Oberflache wiirde das
Signal der Basislinie erhtéhen und somit die Repzabarkeit der Versuche durch sinkende
Bindungssignale des Analyten beeintrachtigen. DOfeziEnz der Regeneratiowurde durch
die Analyse des Signals der Basislinie sowie desimalen Bindungssignals wéahrend 30
Bindungszyklen von 500 nM AdR beziehungsweise 580CYP11Al in Anwesenheit der
Polyamine bestimmtAbbildung 3.8). Beide Signale wurden separat betrachtet undereig
nach 30 Zyklen eine maximal Anderung von 10% iriHntensitat. Diese Abweichung liegt
weit unterhalb dessen, was in der Literatur fiiearfolgreiche Regeneration (20% Anderung
der Intensitat) angegeben wird (Maszral, 2003).
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Abb. 3.8: Bindungs- und Regenerationszyklus

Ein typischer Bindungszyklus beginnt im gezeigteall it dem Einspritzen einer Losung aus 500
nM CYP11A1 in Anwesendheit von | = 1,0 mM Spermiof &ine mit AAXWT gekoppelten
Dextranmatrix. Zur Regeneration wurden 10 einer 2 mM NaOH Ldsung bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 1@/ min injiziert.

Nachdem geeignete Bedingungen zur Regenerationmmestwurden, wurden im
Folgenden unterschiedliche Konzentrationen an AdiRl €YP11Al auf den mit Adx
gekoppelten Sensorchip injiziert und die dabei @ieladen Interaktionen aufgezeichnet. Die
Liganden wurden dabei nur in Puffer, oder in Pujéaveils einzeln versetzt mit den Salzen
KCl und MgCh beziehungsweise den Polyaminen in einer jeweilg@renstarke von
[=0,4mM und 1=1,0 mM Uber den Sensorchip gegebDies war notwendig, um
lonenstarkeeffekte der Polyamine und Salze untanelier, bedingt durch die unterschiedliche
Anzahl ihrer Ladungen, auszuschlie3en. Dabei estsen | = 0,4 mM und | = 1,0 mM einer
jeweiligen Konzentration von 0,400 mM bzw 1,000 k@I, ~0,133 mM bzw. ~0,333 mM
MgCl,, 0,200 mM bzw. 0,500 mM Putrescin, ~0,089 mM bz@,222 mM Spermidin und
~0,050 mM bzw. ~0,125 mM Spermin. Um mdgliche uzsfshe Interaktionen zwischen
AdR, CYP11A1l oder den Polyaminen mit der Dextrammahuszuschlielen, wurde ein
Signal in Referenzzellen aufgezeichnet, die keirx At Liganden gebunden hatten. Die
Dextranmatrix dieser Zellen wurden mit EDC/ NHSiaktt und anschliel3end direkt mit
Ethanolamin blockiert. Die Subtraktion des Sigrdieser Referenzzelle von dem Signal, das
von der mit Adx beladenen Zelle aufgenommen wurdéhrt zu spezifischen
Bindungskurven. Abbildungen 3.9 und 3.10 zeigen typische Sensorgramme fur die
Interaktion zwischen unterschiedlichen Konzentragio an Adx und AdR in Puffer und in
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Anwesenheit der Polyamine in einer lonenstarke voa 0,4 mM @bbildungen 3.9
beziehungsweise | = 1,0 mMI§bildung 3.10).
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Abb. 3.9: Biacore Analyse der Interaktion zwischen AdxW und unterschiedlichen
Konzentrationen an AdR (100 nM schwarz; 200 nM rot;400 nM griin; 500 nM blau; jeweils
unterbrochene Linie) in (A) Puffer, (B) + 1 = 0,4 mM Putrescin, (C) + | = 0,4 mM Spermidin und
(D) + 1 =0,4 mM Spermin Die abgebildeten Kurven zeigen die Interaktioomm&ubtraktion des
unspezifischen Hintergrundsignals, das separat iaer éAdx freien Referenzzelle aufgezeichnet
wurde.kon und Ky jederKurve wurden mit einem 1:1 Bindungsmechanismusjsseparat gefittet
(durchgezogene Linie). Dazu muss die Basislinie der Injektion auf 0 RU gesetzt werden. Die
Experimente wurden mit einem Biacore3000 durchgefiih

Wie aus diesen Abbildungen ersichtlich wird, kaeeldie Starke des Signals direkt
mit der Konzentration der injizierten Probe, unaigig davon, ob die Probe nur im Puffer
oder mit den Polyaminen vorlag. Die aufgenommengeraktionskurven (unterbrochene
Linie) wurden mit dem Biacore Programm 4.1 mittedgies 1:1 Bindemechanismus
ausgewertet, wobei,, und ko jeweils separat gefittet wurden (durchgezogemeeli Zur
Berechnung der kinetischen Daten muss die Basslior der Injektion auf 0 RU gesetzt

werden (Biacore, 2004).
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Abb. 3.10: Biacore Analyse der Interaktion zwischen AdXWT und unterschiedlichen
Konzentrationen an AdR (100 nM schwarz; 200 nM rot;400 nM griin; 500 nM blau; jeweils
unterbrochene Linie) in (A) Puffer, (B) + 1 = 1,0 nM Putrescin, (C) + | = 1,0 mM Spermidin und
(D) + 1 =1,0 mM Spermin Die abgebildeten Kurven zeigen die Interaktioomm&ubtraktion des
unspezifischen Hintergrundrauschens, das separaingn Adx freien Referenzzelle aufgezeichnet
wurde.kon und Ky jederKurve wurden mit einem 1:1 Bindungsmechanismusjsseparat gefittet
(durchgezogene Linie). Dazu muss die Basislinie der Injektion auf 0 RU gesetzt werden. Die
Experimente wurden mit einem Biacore3000 durchgefiih

Abbildungen 3.11 und 3.12 zeigen typische Sensorgramme fir die Interaktion
zwischen Adx und unterschiedlichen Konzentratioran CYP11A1l in Puffer und in
Anwesenheit der Polyamine in einer lonenstarke von 0,4 mM @Abbildungen 3.11)
beziehungsweise | = 1,0 mM§bildungen 3.12.
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Abb. 3.11: Biacore Analyse der Interaktion zwischen AdxWT und unterschiedlichen
Konzentrationen an CYP11A1 (100 nM schwarz; 200 nMrot; 400 nM griin; 500 nM blau;
jeweils unterbrochene Linie) in (A) Puffer, (B) + 1 = 0,4 mM Putrescin, (C) + | = 0,4 mM
Spermidin und (D) + | = 0,4 mM Spermin. Die abgebildeten Kurven zeigen die Interaktiontac
Subtraktion des unspezifischen Hintergrundrauscheéms separat an einer Adx freien Referenzzelle
aufgezeichnet wurde,, und ke jederKurve wurden mit einem 1:1 Bindungsmechanismusejisw
separat gefittet (durchgezogene Linie). Dazu musSBdsislinie vor der Injektion auf 0 RU gesetzt
werden. Die Experimente wurden mit einem Biacor@3@rchgefihrt.

Auch hier korreliert in allen Fallen die Starke @gnals direkt mit der Konzentration
der injizierten Probe. Die aufgenommenen Interaidkoirven wurden wiederum mit dem

Biacore Programm 4.1 mittels eines 1:1 Bindemedmans ausgewertet.
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Abb. 3.12: Biacore Analyse der Interaktion zwischen AdxXWT und unterschiedlichen
Konzentrationen an CYP11A1 (100 nM schwarz; 200 nMrot; 400 nM griin; 500 nM blau;
jeweils unterbrochene Linie) in (A) Puffer, (B) + 1 = 1,0 mM Putrescin, (C) + | = 1,0 mM
Spermidin und (D) + 1 = 1,0 mM Spermin. Die abgebildeten Kurven zeigen die Interaktionhtnac
Subtraktion des unspezifischen Hintergrundrauschems separat an einer Adx freien Referenzzelle
aufgezeichnet wurdd,, und ko jederKurve wurden mit einem 1:1 Bindungsmechanismusijisw
separat gefittet (durchgezogene Linie). Dazu mussBdsislinie vor der Injektion auf 0 RU gesetzt
werden. Die Experimente wurden mit einem Biacor@3@archgefiihrt.

Frihere Untersuchungen zeigten, dass monovalentgon€a die CYP11Al-
abhangige Pregnenolonbildung entscheidend beeseftudies wird mit der ionischen Natur
der Interaktion zwischen Adx und AdR beziehungsev€&l¥P11A1 erklart (Schiffleet al,
2004). Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde untétsuob die Polyamine in
ahnlicher Weise das CYP11A1 System stdren. Diepeiimente wurden in Anwesenheit der
Polyamine und im Vergleich dazu mit einem monovien(KCI) und einem divalenten
(MgCl,) Salz durchgefuhrt. Hierzu wurden die gleichen elwstarken (I = 0,4 mM
(Tabelle 3.3 und 1,0 mM Tabelle 3.4) eingesetzt. Die zusatzlichen Polyamin- und

Salzkonzentrationen waren im Vergleich zur Gesametigtarke des Puffers vernachlassigbar
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gering und fiihrten zu keiner Anderung des pH-Wertes

Die getesteten Polyamine modulierten die Interaletio zwischen den oxidierten Proteinen
(AdR und Adx beziehungsweise zwischen Adx und CY&1)ln einer komplexen Art und
Weise (Tabelle 3.3und Tabelle 3.4. Die in der Kontrolle erhaltenen Bindungskonstanftir
die Interaktion zwischen AdxWT und seinen Redoxpart Tabelle 3.3und Tabelle 3.9
entsprechen den Untersuchungen von Schiffler (8ehét al, 2004). Dabei zeigte sich, dass
die Komplexbildung zwischen AdxWT und AdR ein scltereProzess ist, der durch eikg
Geschwindigkeit von 3,81 2™ s* und einenKp im mikromolaren Bereich bestimmt wird
(Tabelle 3.3und Tabelle 3.4. Die Untersuchungen zur Interaktion zwischen AdxWwhd
CYP11A1 zeigten ein auffallig anderes Bindungsvigemaals AdxWT zur AdRTabelle 3.3
und Tabelle 3.4. Fir die CYP11A1 Bindung an das Adx wurde einen?8 schnellerdn-
Rate als fur die Bindung der AdR bestimmt. Auch idieWerte fur die beiden untersuchten
Komplexe weichen stark voneinander ab. So ist d&xVAT-CYP11A1 Komplex 20-fach
stabiler als der ADxXWT-AdR Komplex.

Tabelle 3.3: SPR-Analyse der Interaktion zwischen éx,x mit AdR, and CYP11lAlL in
Anwesenheit von Polyaminen und Salzen

Das Bindungsverhalten von AdR oder CYP11A1l (Konadiun beider Analyte zwischen 100 - 500
nM) an Adx, das zuvor auf einen CM5 Chip (~300 Rtdinobilisiert wurde, wurde in Biacore HBS-
EP Puffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M Nafit 0,005% Surfactant P20) bei 25°C
untersucht. Die Bindungskurven (Sensorgramme) dKioatrolle) und in Anwesenheit von Salzen
(KCI, MgCl,) oder der Polyamine (alle bei einer lonenstarka v& 0,4 mM) wurden mit dem
Biacore Evaluierungsprogramm 4.1 als ein 1:1 Biggumodell analysiert. Standardabweichungen (n
> 4) zu den gezeigten Werten waren innerhalb + 10 %.

Adx — AdR Adx — CYP11A1

kon koff KD (koff /kon) kon koff KD(koff/kon)

(M*s? (sh (M) (M*s? (sY (M)
Kontrolle 3,8110° 2,8610° 7,5010" 1,8310  6,7610° 3,6910°
KCI 5,7810" 3,8410° 6,6410° 7,3810° 3,1410° 4,2610°
MgCl, 2,7710° 2,5410° 9,1710" 3,5210 6,54-10° 1,8610"
Putrescin 6,4310" 2,1410° 3,3310°% 22110 2,0910° 9,4610%
Spermidin | 3 221¢° 6,6810° 2,0810° 28410 3,7610° 1,1410°
Spermin 3,4010° 2,0710° 6,0910° 3,29100  5,2110° 1,5810"
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Bei einer lonenstarke von | = 0,4 mNigbelle 3.3 steigerten alle Polyamine mit Ausnahme
von Spermidin die Assoziationsratk,f des AdR-Adx Verbandes bis um das neunfache
(Kontrolle 3,8110° M*s®; Putrescin 6,430" M?*s® Spermidin 3,2210°> M™'s™; Spermin
3,4010" M’s?), wahrend die Dissoziatiofd) mit Ausnahme von Spermidikof Kontrolle
2,8610° s; Spermidin 6,68.0° s*) kaum beeinflusst wurde. Dies fiihrte mit zunehneend
Ladung der Polyamine zu einer festeren Bindung,sdib in einem abnehmendé&p zeigt
(Kontrolle 7,5010° M; Putrescin 3,330° M; Spermin 6,09.0° M). Im Gegensatz zur
Festigung des AdR-Adx Komplexes schwéchten die dPoige die starkere Adx-CYP11A1l
Bindung wieder hauptsachlich uber die AssoziatiatesrDie relative Anderung in dég,-
Werten beider Komplexbildungen (Putrescin > Spemrmpl Spermin) korrespondierte mit
einer abnehmenden molekularen Konzentration deyaRohe (zweiwertig > dreiwertig >
vierwertig), die jeweils bei der gleichen lonenk&metrachtet wurderDie Effekte des
einwertigen Salzes KCI, welches in der hochstenz€atration vorlag, auf die Adx/ AdR
beziehungsweise Adx/ CYP11Al Bindung stimmen seht it den Ergebnissen der
Polyamine Putrescin und Spermin tberein.

Uberraschenderweise verhielt sich das zweiwertigz $1gCh wahrend der Adx/AdR
Interaktion wie die Kontrolle und beeinflusste ineutlich geringerem Malie die
Adx/CYP11A1 Bindung als die Polyamine oder KCI.

Starkeres aber tendenziell ahnliches Verhalten avl»e einer lonenstarke von | = 1,0 mM
beobachtetTabelle 3.4)
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Tabelle 3.4: SPR-Analyse der Interaktion von Ady mit AdR,, und CYP11Al, in Anwesenheit
von Polyaminen und Salzen

Das Bindungsverhalten von AdR oder CYP11A1 (Konazitn beider Analyte zwischen 100 - 500
nM) an Adx, das zuvor auf einen CM5 Chip (~300 Rtinobilisiert wurde, wurde in Biacore HBS-
EP Puffer bei 25°C untersucht. Die BindungskurvBensorgramme) der Interaktionspartner ohne
(Kontrolle) und in Anwesenheit von Salzen (KCI, MgCoder der Polyamine (alle bei einer
lonenstarke von = 1,0 mM) wurden mit dem Biacore Auswertungsprogradm als ein 1:1
Bindungsmodell analysiert. Die Standardabweichun@ere 4) zu den gezeigten Werten lagen
innerhalb £+ 10 %.

Adx — AdR Adx — CYP11A1
Kon Kot Ko (Kott Kon) Kon Kott Ko (Kofi'Kor)
(M™s") (s") (M) (M*.s%) (s (M)

Kontrolle 3,8110°  2,8610° 7,50107 1,8310°0 6,7610° 3,6910°
KCI 4,1310' 6,0610° 1,47107 1,9610°  4,7010° 2,40107
MgCl, 2,9910° 2,5010° 8,3610" 6,4910' 5,7810° 8,91:10°
Putrescin 3,120 5,0310° 1,61:10° 8,6410°  3,1110° 3,6010'
Spermidin 2,740°  4,7110° 1,71:107 1,8610°  3,5310° 1,9010"
Spermin 1,760  5,7710° 3,2810" 2,71100  2,7910° 1,0310°

Bei einer lonenstarke von | = 1,0 mNigbelle 3.9 steigerten alle drei Polyamine die
Assoziationsrate des AdR-Adx Verbandes bis um dhsfache (Kontrolle 3,810° M's®;
Putrescin 3,120 M's®; Spermidin 2,74.0" M's®; Spermin 1,76.0" M*s™), wahrend die
Dissoziation geringer beeinflusst wurde. Dies féhmit zunehmender Ladung der Polyamine
zu einer festeren Bindung, die sich in einem abrestttanKp zeigt (Kontrolle 7,500 M;
Putrescin 1,61.0° M; Spermidin 1,711.07 M; Spermin 3,28.0" M). Im Gegensatz zur
Festigung des AdR-Adx Komplexes schwéchten die &oiye die starkere Adx-CYP11A1
Bindung wieder hauptsachlich Gber die AssoziatiatesrDie relative Anderung in deg,-
Werten beider Komplexbildungen (Putrescin > Spemrmiel Spermin) korrespondierte mit
einer abnehmenden molekularen Konzentration deyaRohe (zweiwertig > dreiwertig >
vierwertig), die jeweils bei der gleichen lonenk&etrachtet wurderDie Effekte des
einwertigen Salzes KCI, welches in der héchstenz€atration vorlag, auf die Adx/AdR
beziehungsweise Adx/CYP11A1 Bindung stimmt wiedesghr gut mit den Ergebnissen der
Polyamine, vor allem von Putrescin und Spermidbgréin.

Das zweiwertige Salz Mgglverhielt sich wéahrend der Adx/AdR Interaktion wike
Kontrolle und beeinflusste in deutlich geringererald die Adx/CYP11A1 Bindung als die

Polyamine oder KCI.
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Die Experimente zeigen, dass sowohl die BindungQigechroms als auch die Bindung der
AdR an das Adx durch die Anwesenheit der Salze nmch starker durch die Polyamine
beeinflusst werden. Da hier mit gleichen lonengdrkgearbeitet wurde, lassen sich die
deutlichen Unterschiede nicht nur Uber die Anzahmllcadungen an den Polyaminen erklaren.
Unbestreitbar wird daher auch ein spezifischer kféer Polyamine vor allem im Vergleich

zu den Salzen deutlich.

72



Ergebnisse

3.1.4 Stopped-Flow Messungen

Untersuchungen mittels Stopped-Flow erlauben es, Riduktionskinetiken jeder
einzelnen Komponente des mitochondrialen Steroidhydierungssystems in Anwesenheit
der Polyamine direkt zu verfolgen und zu analysie®m Vergleich wurde das einwertige
Salz KCI verwendetObwohl das Redoxverhalten der einzelnen Proteifnimesenheit von
KCI bereits untersucht wurde (Schifflet al, 2004; Zdllneret al, 2004), sind die Kinetiken
dieses Systems bei Zugabe mehrfach geladener Sieite der Polyamine) in kleineren
Konzentrationen (bis zu 1,25 mM) noch nicht bestiramarden. Daher war es notwendig, die
beiden bedeutenderen Reduktionsschritte, die Rextukdn Adx durch AdR und die Bildung
des Adx-abhéngigen CYP11A1-CO Komplexes, einzelbettachten.
In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob dasitsebekannte Reduktionsmuster (Schiffler
et al, 2004) des Adx auch in Anwesenheit der Polyamieebbchtet werden kann. Dazu
wurde bei einer bestimmtem lonenstarke (I = 0,4 mli) lonenstarkeeffekte der Salze und
Polyamine untereinander zu vermeiden, die Konzgatrsabhangigkeit der AdxWT-
Reduktion durch prareduzierte AdRbbildung 3.13) untersucht. Die bereits in unserer
Gruppe publizierten Ergebnisse wurden bestéatigt waothnten auf die eingesetzten
Polyaminkonzentrationen Ubertragen werden. In afféhen héangt die Reduktionsrate des
Adx von der eingesetzten Adx-Konzentration ab. Bimeximale Geschwindigkeit wird bei
einem Adx:AdR Verhdltnis von 2:1 erreicht. Oberhalhes 2:1 Verhaltnisses kommt es zu
der bereits beschriebenen Eigenreduktion des Adkner et al, 2004). Auch die Polyamine,
eingesetzt in einer lonenstarke von 0,4 mM, um netikeeffekte der Polyamine und Salze,
bedingt durch die unterschiedliche Anzahl ihrer wagken, auszuschliel3en, verschieben
dieses Verhaltnis nichAbbildung 3.13 zeigt die Konzentrationsabhangigkeit der Reduktion
des AAXWT durch AdR in PufferA), KCI (I = 0,4 mM, B), Putrescin (I = 0,4 mM(C),
Spermidin (I = 0,4 mMD) und Spermin (I = 0,4 mMg).
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Abb. 3.13: (A-E) Stopped-Flow Analyse der Adx Reduktion durch NADPHreduzierte AdR in
Abhangigkeit von der Adx Konzentration. Die transienten Reaktionsverlaufe fur die Adx Retitun
durch 10uM AdR wurden bei 415 nm betrachtet. Alle Probenhetiten 200uM NADPH. Zum
besseren Vergleich wurden die Anfangspunkte allew&n auf O gesetztAj Puffer, 8) | = 0,4 mM
KCI, (C) I = 0,4 mM Putrescin¥) | = 0,4 mM Spermidin undg) |1 = 0,4 mM Spermin.K) Plot der
erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten fur die Adx Rduktion gegen die eingesetzten Adx
Konzentrationen. Die in (A bis E) gezeigten Daten wurden mittels eines monoexpalent Fits
ausgewertet. Die gezeigten Punkte (Puffer schvikaCtrot; Putrescin griin; Spermidin blau; Spermin
pink) reprasentieren aus 5 unabhangigen Messungeittedte Mittelwerte. Standardabweichungen
sind als Fehlerbalken dargestellt. Die Plots, deden Ursprung hinzugefiigt wurde, wurden

hyperbolisch gefittet.
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Da nur die maximale Geschwindigkeit von Interessg wurden die folgenden
Messungen mit dem Adx:AdR Verhaltnis 2:1 durchgetlim diesem Konzentrationsbereich,
in dem auch das stabile Gleichgewicht vorliegt, et mdglich, die beobachteten
Reduktionsraten mit der Elektronentransferrate) (direkt zu vergleichen. Zur Untersuchung
des Einflusses der Polyamine und des Salzes auReddsktionsverhalten des Adx wurden
Experimente mit unterschiedlichen KCI- und Polyantnzentrationen durchgefuhrt. Die
Ergebnisse dieser Experimente wurden mit der Kdatrgnur Puffer ohne Zusatze)
verglichen.

In einer ersten Reihe von Messungen, wurde dertevgahritt dieser Elektronentransferkette,
namlich die Reduktion des Adx durch reduziertes AdRersucht. Zwei unterschiedliche
Ansatze fur die Stopped-Flow Messungen wurden igtrgh. a) In eine Spritze wurde das
NADPH, in die zweite die AdR und das Adx jeweilsidigrt vorgelegt. b) In einem
vergleichenden Experiment wurden NADPH und AdR én dinen Spritze und Adx in der
anderen vorgelegiWWahrend vor Versuchsbeginn das Adrenodoxin weiteoxidiert vorlag,
wurde die AdR durch das NADPH bereits reduziere Buf diese Art erhaltenen maximale
Reduktionsratenkfps ma) Wurden aus den Kinetiken der Adx Reduktion bel Ain ermittelt
(Tabelle 3.5, Abbildung 3.14. Die bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fir die
Reduktion von AdXWT durch AdR waren in der gleich@ml3enordnung, wie die mittels
one-shot mixing Technik publizierten Werte (Scleifiét al, 2004).

Tabelle 3.5: Kinetische Parameter der Elektronentrasferpartner des bovinen CYP11Al
Systems (Teil 1, AdR-AdXx)

In einem Stopped-Flow Assay wurde die Reduktion Adg durch reduzierte AdR bei 414 nm
verfolgt und die kinetischen Graphen monoexponkeggéttet. Dem Reaktionspuffer 50 mM HEPES
Puffer (pH 7,3) mit 0,05% Tween20 wurden KCI, Pstia, Spermidin oder Spermin in einer
jeweiligen Endkonzentration von 0 — 1,25 mM zugaset

Versuchsansatz a) b)

kobs,max[S_l] kobs,max[S_l]

Adx Reduktion Adx Reduktion
durch AdR durch
prareduzierte
AdR

mit KCI 278 +0,33 286 +0,28
mit Putrescin | 358 +0.40 3,46 + 0,61
mit Spermidin | 507 + 0,90 4,93 + 0,68
mit Spermin | 590 + 0,78 5,87 + 0,63

75



Ergebnisse

A B
1,04 10
< 081 < 081
K] K]
= =
2 2
S 06+ S 06+
e} e}
< <
(] (]
2 041 2 041
< K]
[} [}
o o
0,2 02
0,0 00
C
1,04 104
< 081 < 081
K] | R
IS | a
= =
S 06 | S 06
Qo Qo
< <
[ [
2 04 2 04
g \ g
[ [
14 \ o4
0,2 \ 0,2
\,,\“_* -“.A....;ﬁ
00 A gl . o 00
0 1 2 3 4
Zeit [s]
8
E
1,0 4 ]
| 74
0,8 |
5 ‘ a°
2 0,
S 064 g 5
2 s
< g 4
2 o )
= =S 34
©
T B
X 02 14
1 27
D
00 _ b A_I‘M 14
W oo~ Ty
. . . . . 0 . . . . . . .
0 1 2 3 4 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Zeit [s] Konzentration der zugegebenen lonen [mM]

Abb 3.14: Kinetischer Verlauf fur die Reduktion desAdx in Anwesenheit der Polyamine.

Die Reduktion des Adx durch prareduzierte AdR iffétu/A) und in Anwesenheit von 0,5 mM KCI
(B) oder den Polyaminen Putrescin (0,5 n3); Spermidin (0,5 mMPD) Spermin (0,5 mME) wurde
bei 414 nm betrachtet. Die Proben bestanden aws! AdR und 2uM Adx. Der Anfangs- und
Endpunkt jeder Kurve wurde zum besseren Vergleidhlabeziehungsweise 0 gesetzt. Die Kurven
wurden monoexponential gefittet (grine Linie). Berrelationkoeffizient der Fits lag jeweils Giber R
= 0,99.(F) Stopped-Flow Messungen der Interaktion zwischen étk AR in Anwesenheit von KCl
(schwarz), Putrescin (rot), Spermidin (griin) unér&pn (blau). Die Reduktion des Adx (2 uM) durch
NADPH-reduziertes AdR (4 uM) wurde bei 414 nm vigfoDie Reduktionsraten der 1. Ordnurmt
den Standardabweichung ¥n5) wurden mit einer monoexponentiellen Kurve nstt8igmaPlot 9.0
gefittet
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Die sich bereits jeweils im Puffer befindlichen Ywhine und KCI| steigerten die
Reduktionsrate des Adx (1,04%)snach dem Mischen fast um das sechsfach in der
Reihenfolge: KCI (2,868 < Putrescin (3,46™ < Spermidin (4,93 < Spermin (5,879
(Tabelle 3.5 h. Damit war die mit Spermin erzielte Reduktionsrabgpklt so grol? als die
Reduktionsrate der Kontrolle KCI. Auch zeigten sjelveils bei einer Konzentration < 0,1
mM schon halbmaximale EffekteAljbildung 3.14 F). Vergleichbare Reduktionsraten
wurden auch durch das Mischen von NADPH mit demdreioxidierten Proteinen erhalten
(Tabelle 3.5 3.

Um die maximale Reduktionsgeschwindigkeit des CY®I1in Anwesenheit der
Polyamine zu bestimmen, wurde die Abhangigkeit @¥P11A1-Reduktion von der Adx
Konzentration wiederum bei einer bestimmtem lorémkst (I = 0,4 mM) bestimmt
(Abbildung 3.15). Auch hier wurde untersucht, ob sich in Anwesé@nter Polyamine das
bereits bekannte Reduktionsmuster des Cytochrootsf{gr et al, 2004) verandert. Um die
Reduktion von CYP11A1 durch Adx zu untersuchen,dearreduzierte AdR und reduziertes
Adx in der Anwesenheit von Kohlenstoffmonooxid raxidiertem CYP11A1 gemischiDie
CO-Komplexbildung des ferro-CYP11A1, die nur erfplgachdem das Cytochrom reduziert
wurde, wurde bei 450 nm aufgezeich(téannemanret al, 2001; Schiffleret al, 2004)

In diesen Experimenten wurde Adx zuerst durch Adig@ NADPH reduziert, so dass
die beobachteten Absorptionsdnderungen ausscbhebm Adx abhéngen. Die fiur die
Reduktion des CYP11A1 durch das Adx erhaltenen i@agkonnten am besten durch einen
mono-exponentiellen Fit beschrieben werdébl(ldung 3.15). Die bereits in unserer
Gruppe publizierten Ergebnisse wurden bestatigt koknten auch auf die eingesetzten
Polyaminkonzentration Ubertragen werden. In alléilleR hangt die Reduktionsrate des
CYP11A1 von der eingesetzten Adx-Konzentration Abch die Polyamine eingesetzt in
einer lonenstarke von 0,4 mM (um lonenstarkeeffekbeeh die unterschiedliche Anzahl der
Ladungen der Polyamine und Salze auszuschlieResghieben dieses Verhaltnis nicht. Die
bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fir die Rednkvon CYP11A1 durch Adx waren
wiederum in der gleichen Gréf3enordnung, wie dieteisit one-shot mixing Technik
publizierten Werte (Schiffleret al, 2004). Abbildung 3.15 =zeigt die gleiche
Konzentrationsabhéngigkeit der Reduktion des CYP1blrch Adx in Puffer ), KCI
(1=0,4 mM, B), Putrescin (I = 0,4 mMC), Spermidin (I = 0,4 mMD) und Spermin
(1=0,4 mM,E).
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Abb. 3.15: (A-E) Stopped-Flow Analyse der Reduktion von CYP11A1 dutke verschiedene Adxq
Konzentrationen. Die transienten Reaktionsverlaufe fir die Reduktiarden bei 450 nm betrachtet.
Alle Proben enthielten 200M NADPH. Zum besseren Vergleich wurden die Anfanguqe aller
Kurven auf 0 gesetztA) Puffer, 8) | = 0,4 mM KCI, C) | = 0,4 mM Putrescin,i¥) | = 0,4 mM
Spermidin undE) | = 0,4 mM Spermin.K) Plot der erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten fur
die Reduktion von CYP11A1 durch Adx.q gegen die eingesetzten Adx Konzentrationemie in

(A bis E) gezeigten Daten wurden mittels eines monoexpdeikamt Fits ausgewertet. Die gezeigten
Punkte (Puffer schwarz; KCI rot; Putrescin grinei®udin blau; Spermin pink) reprasentieren aus 5
unabhangigen Messungen ermittelte Mittelwerte. @&tesdabweichungen sind als Fehlerbalken
dargestellt. Die Plots, denen der Ursprung hinziggefvurde, wurden hyperbolisch gefittet.
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Zur Untersuchung des Einflusses der Polyamine ums &alzes auf das
Reduktionsverhalten des CYP11A1l wurden Experimentie unterschiedlichen KCI- und
Polyamin- Konzentrationen durchgefiihrt. Die Ergebaidieser Experimente wurden mit der
Kontrolle (nur Puffer ohne Zusétze) verglichen.

Die Reduktion des Cytochroms konnte Uber die Adxdagige Bildung des
CYP11A1-CO Komplexes bei 450 nm beobachtet werd@me Spritze enthielt CYP11A1l
wahrend die andere Spritze mit NADPH, AdR und Adfigt war. Die Mischung in der
zweiten Spritze wurde flir ein paar Minuten Ruhelaggen, um eine komplette Reduktion
des Adx zu gewahrleisten. Die Losungen wurden vogrtiihrung in die beiden Spritzen mit
CO gesattigt. Die auf diese Art erhaltenen maxinkeluktionsratenkfps ma) Wurden aus
den Kinetiken der Adx Reduktion bei 450 nm ermit(€babelle 3.6, Abbildung 3.186.

Tabelle 3.6: Kinetische Parameter der Elektronentrasferpartner des bovinen CYP11Al
Systems (Teil 2, Adx-CYP11A1)

In einem Stopped-Flow Assay wurde die Adx-abhandgsjdung des CYP11A1-CO Komplexes
wurde bei 450 nm gemessen. Dem Reaktionspuffer BD HiEPES Puffer (pH 7,3) mit 0,05%
Tween20 wurden KCI, Putrescin, Spermidin oder Spermeiner jeweiligen Endkonzentration von 0
- 1 mM fur die Reduktion des Cytochroms zuges@&m. hier gezeigten Werte,f maxStammen von
Experimenten, die sich im stabilen Gleichgewichahden, und entsprechegrk

Kobs, max[S ]
CYP11A1 Reduktion durch Adx
mit KCI 1,41 £0,01
mit Putrescin 1,21 + 0,01
mit Spermidin 1,18 + 0,09
mit Spermin 1,06 + 0,08

In Anwesenheit der Kationen nahm die erhaltene Besaligkeitsrate fir die
Reduktion des CYP11A1 in der Reihenfolge K (1,41 s Putrescin (1,219 = Spermidin
(1,18 &Y < Spermin (1,06 (Tabelle 3.6und Abbildung 3.16 F) ah Ahnlich wie bei dem
bereits beschriebenen AdR-Adx Elektrontransfer wdrereits sehr geringe Konzentrationen
an Polyaminen und KCI (< 0,2 mM) ausreichend, urfio5fes Gesamteffekts zu erhalten.

Dies war bei den Polyaminen starker ausgepradieal&Cl.
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Abb 3.16: Kinetischer Verlauf fur die Reduktion desCYP11A1 in Anwesenheit der Polyamine.
Die Reduktion des CYP11A1 durch préareduziertes tndRuffer @A) und in Anwesenheit von 0,5 mM
KCI (B) oder den Polyaminen Putrescin (0,5 mB); Spermidin (0,5 mMP) Spermin (0,5 mME)
wurde bei 450 nm betrachtet. Bei dieser Wellenlangel die CYP11A1-CO Komplexbildung
verfolgt. Die Proben bestanden in der jeweiligemkemzentration aus gM CYP11A1, 4uM AdR
und 8 uM Adx. Der Anfangs- und Endpunkt jeder Kurve wurdeém besseren Vergleich auf 0
beziehungsweise 1 gesetzt. Die Kurven wurden m@uentiellen gefittet (griine Linie). Der
Korrelationkoeffizient der Fits lag jeweils tUber R 0,99. (F) Stopped-Flow Messungen des
Interaktion zwischen Adx und CYP11Al in Anwesenheitn KCl (schwarz), Putrescin (rot),
Spermidin (griin) und Spermin (blau). Fir die Retukivon CYP11A1 (4 uM) durch prareduziertes
Adx (8 uM Adx, 4 uM AdR, 400 uM NADPH) wurde die ®11A1-CO Komplexbildung bei 450
nm betrachtet. Die Reduktionsraten der 1. Ordnuiigden Standardabweichung $rb) wurden mit
einer hyperbolischen Kurve mit dem SigmaPlot 9 @gPamm gefittet.

80



Ergebnisse

Dies weil3t darauf hin, dass die Polyamine nebeaneii&influss durch ihre Ladung
auch eine spezifische Behinderung auf die Proteitelh Interaktionen ausiben
(Abbildung 3.14 Fund 3.16 H. Im Moment ist noch nicht klar, warum die Redokskurven
mit KCl und Putrescin einen anderen Verlauf nehnaéndie mitSpermidin und Spermin.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss deaahg auf die Interaktion zwischen Adx
und CYP11Al zu einem geringen MalRe elektrostatrsdNatur ist. Mit steigender
Konzentration der lonen nimmt in allen Fallen diedRBktionsgeschwindigkeit ab. Diese
Beobachtung bestatigt die ionischen Struktur des@¥P11A1 Komplexes (Lambett al,
1984; Tulset al, 1987; Adamovichet al, 1989; Tulset al, 1989; Wada and Waterman,
1992). Daruber hinaus zeigen die Polyamine auch Wwieder eine fir jedes einzelne
Polyamin spezielle Wirkungsweise, die von der Amhaaid im Vergleich zu KCI von der
Anordnung der Ladung abhéngt.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Stoppedddessungen, dass durch die
Anwesenheit der Polyamine die Interaktionen mit Adi®l CYP11A1 gegensatzlich, aber auf

eine spezifische Art und Weise beeinflusst werden.
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3.2 Docking

Alle Dockingexperimente fur die Bindung der Polyamian Adrenodoxin und die
Adrenodoxinreduktase wurden von Frau M.Sc. Sus&ymsch aus der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Volkhard Helms, Zentrum fur Bioinforrnigt Universitat des Saarlandes,
Saarbriicken durchgefiihrt. Diese sollten die expartellen Ergebnisse unterstitzen und ein
maogliches Modell entwerfen, wie die Polyamine miéend Proteinen der CYP11Al
Elektronentransferkette interagieren konnten. Diy&mine wurden zum einen in die bereits
bekannten Kristallstrukturen von oxidiertem Adx, RAdund dem oxidierten Adx — AdR
Komplex gedockt. In einem nachsten Schritt wurdem Rblyamine in Molekulardynamik
(MD) Snapshots, die aus einer molekularen Simulaties oxidierten Adx ausgeschnitten
wurden, gedockt. Da bis zu diesem Zeitpunkt keinst&lIstrukturen fir CYP11A1 und den
Adx-CYP11A1l Komplex existieren, waren keine Beraamgen und Dockingergebnisse fir
diese Systeme mdglichiabelle 3.7fasst die besten Dockingresultate fir jedes Palyamd

jedes der beiden Proteine zusammen.

Tabelle 3.7: Beste Dockingergebnisse fur jedes Palynin und Rezeptor.

Polyamin Adx Adx AdR Adx — AdR
(MD (Rontgenstruktur) (Réntgenstruktur) (Réntgenstruktur)
Snapshots)
Score Score  Bindungs-| Score Bindungs- Score  Bindungs-
[kcal/mol] | [kcal/mol] stelle Nr. | [kcal/mol] stelle Nr. | [kcal/mol] stelle Nr.
Putrescin| -10,06 -7,64 1 -7,30 5 -8,29 3
Spermidin  -13,22 -10,06 1 -8,80 5 -9,83 2
Spermin -16,64 -13,14 1 -11,29 5 -11,22 4

Wie zu erwarten war, verbessern sich mit der AngdahlAminogruppen am Liganden
die Dockingresultate fur das gleiche Protein. Diesegt, dass alle Liganden in alle
einigermal3en gunstigen Bindungsstellen gedockt evekidbnnen. Nicht tberraschend fallen
die Dockingergebnisse fur die Adx Kristallstruktachlechter aus als die der Adx MD
Snapshots. Die besten Ergebnisse flur die MD Sn#épshoden aus den Dockingergebnissen
an 4000 unterschiedliche Adx Konformeren ausgewé&dhrend die besten Ergebnisse fur

die Kristallstrukturen nur aus dem Docking an uwsthredlichen Stellen der gleichen
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Konformere ausgewdahlt wurden. Betrachtet man nue d)ockingergebnisse der
Kristallstrukturen, so deutet das Resultat darauf dass die drei Polyamine sowohl an Adx,
als auch an AdR und den Adx — AdR Komplex bindennian. Berlicksichtigt man alle
Dockingergebnisse unterhalb einer vorgegebenen z@rerkbnnen funf bevorzugte
Bindungsstellen beschrieben werden, dielabelle 3.8aufgefiihrt und irAbbildung 3.17

gezeigt werden.

Tabelle 3.8: Uberblick (ber die bevorzugten Bindungstellen, die durch flexibles
Ligandendocking identifiziert wurden.

Bindungs Max. Score in Adx Max. Score in AdR Max. Score in Adx — Beschreibung
-stelle Nr. [kcal/mol] [kcal/mol] AdR
[kcal/mol]

Put | Spd Spn Put| Spd| Spn Putf Spd Spn

Interface des Adx:

- - - - - - - - X - 2
1 7,64 | -10,06 -13,14 657 -843 1025 15 b3 pa1

FAD Region der AdR;
2 - - - -6,58| -8,50| -10,0v-8,14| -9,83 | -11,19) FAD, Y102, D105,
D135

Komplexinterface:
All4, R115, S117
(Adx) und G371,
T373, T378 (AdR)

3 - - - -5,71, -752| -891 -829 -949 -11,10

E115, E116, L117,

4 - - - -6,27| -7,92| -10,0y-7,23| -9,57 | -11,22 V120 (AdR)

M222, D224, D227,
5 - - - | 730 -8,80| -11,29-7,17 -8,39 | -10,91 L274, F276, E318
(AdR)

Put Putrescin; Spd Spermidin; Spn Spermin

Tabelle 3.8zeigt, dass laut der Dockingergebnisse in dert&ltstruktur des freien Adx die
Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin nur benerzugte Bindungsstelle, die Region
um die Aminosauren Asp-15, Asp-39 und Asp-41, kesit Die Affinitat (fur Putrescin
—7,64 kcal/mol, fur Spermidin — 10,06 kcal/mol ufitid Spermidin —13,14 kcal/mol) dieser
Region lasst nach, wenn Adx an AdR bindet (Putres@,57 kcal/mol, Spermidin —8,43
kcal/mol und Spermidin —10,25 kcal/mol).
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Alle anderen putativen Bindungsstellen der Polyamliegen auf der AdR Oberflache
(Bindungsstellen 2 bis 5, Kristallstruktur der &eiAdR). Mit Ausnahme der Bindungsstelle
Nr. 5 steigern diese Stellen ihre Affinitaten fiie dolyamine im AdR-Adx Komplex. Da die
Bindungsstellen Nr. 2, 4 und 5 in einiger Entferguor Bindungsflache mit Adx liegen, war
es Uberraschend, dass diese Bindungsstellen vorPdgaminen mehr (Bindungsstellen 2
und 4) oder weniger (Bindungsstelle Nr. 5) beildemplexbildung bevorzugt wurden als die
Stelle am Adx (Bindungsstelle Nr. 1). Dennoch zeigee beiden Rontgenstrukturen von der
freien AdR und dem Adx-AdR Komplex, dass die fréi@R und die AdR im Komplex in
zwei unterschiedlichen konformellen Zustanden wegtli Vor allem die Dockingergebnisse
der Polyamine an die Bindungsstelle Nr. 3 nehmartlida ab, wenn die AdR als alleiniger
Interaktionspartner agiert (Putrescin —5,71 kcal/ffreie AdR) zu -8,29 kcal/mol (Komplex);
Spermidin —7,52 kcal/mol (freie AdR) zu -9,49 koatl (Komplex); Spermin —8,91 kcal/mol
(freie AdR) zu -11,10 kcal/mol (Komplex)). Auch wemur das oxidierte Adx betrachtet
wurde, konnte fir diese Bindungsstelle kein adéagiBiockingergebnis erzielt werden.

Abb. 3.17: Lage der identifizierten, bevorzugten Bidungsstellen (BS) am Adx — AdR Komplex.

Die beiden Proteine Adx (orange) und AdR (blau)deerals Band wiedergegeben. Ausgenommen
sind die Aminosauren, die die Bindestellen (AdRbiau, Adx in rot) charakterisieren. Die Co-
Faktoren (FAD und der Eisen-Schwefel Cluster) werdkls Kugel-Stab-Modell (nach den einzelnen
Elementen geféarbt) gezeigt.
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Da, wie im letzten Abschnitt beschrieben, die Rediestehend aus dem Aminosauren
Asp-15, Asp-39 und Asp-41 als einzige bevorzugtadBdoméane der Polyamine an das
Adrenodoxin hervortrat Tiabelle 3.8, wurde diese Region im letzten Teil dieser Arbeit

genauer untersucht.

3.3 Einfluss der Polyamine auf die sekundare Intetdionsdoméne

Um den Einfluss der Polyamine auf diese Region exyantell bestimmen und ihren
Einfluss auf das CYP11Al1l System genauer beschreibekdnnen, wurden vier Mutanten
AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdxD39N durch ortsgehtete Mutagenese hergestellt,
in E. coli exprimiert und gereinigtMaterialien & Methoden). Die Substitution der negativ
geladenen Asp Reste durch Lys beziehungsweise dAsohfihrt zu einer Neutralisierung
(Asn) oder Umkehrung (Lys) der Ladung an dieseliesteSomit simulieren die Mutationen
(AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdxD39N) die posiewn Ladungen der Polyamine,

wenn diese an dieser Region angreifen.

3.3.1 Spektroskopische Eigenschaften der verschieds Adx Mutanten

Im Allgemeinen kénnen Ferredoxine mit einem [2Fé-Z3Ruster entweder durch
Absorptionsspektroskopie, im oxidierten Zustandyemisie positive Maxima bei 320, 415
und 455 nm, oder durch Circulardichroismus (CD)deirtig charakterisiert werden
(Estabroolet al, 1973; Uhlmanret al, 1994).

3.3.1.1 UV/ Spektroskopie

Um mdogliche strukturelle Unterschiede zwischen AdxWind den Mutanten
AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdxD39N aufzuweisemurden UV/Vis Spektren
(Abbildung 3.18) aufgezeichnet.
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Abb. 3.18: UV/Vis Spektren der oxidierten Adx Speas.

Die UV/Vis Spektren der vier oxidierten Adrenodaxiatanten wurden in 1 cm Quarzkivetten im
Bereich von 300 bis 700 nm aufgenommen. Jede Raothéelt 20uM Adx in 5 mM HEPES Puffer,
pH 7,4, mit 0,05% Tween20. Zum besseren Vergleianden die Kurven der K-Mutanten mit dem
Faktor 0,8, die N-Mutanten mit dem Faktor 1,2 nplittiert. (A) AdxD15K rot, AdxD15N grin,
AdXWT schwarz; B) AdxD39K rot, AdxD39N griin, ADXWT schwarz.

Die UV/Vis Spektren sowohl der beiden AdxD{&bbildung 3.18 A) als auch der
beiden AdxD39 Abbildung 3.18 B) Mutanten zeigten in ihrer oxidierten Form keine
Anderungen zu den korrespondierenden Spektren didtydé. Die charakteristischen
Absorptionsmaxima bei 320, 415 und 455 nm wareallen Adx Spezies nachweisbar, was
darauf hinweist, das die durchgefihrten Mutatioden Spektraleigenschaften des Clusters

nicht beeinflussen.

3.3.1.2 CD-Spektroskopie

Fiur eine detailliertere Charakterisierung der Region den Eisen-Schwefel Cluster
jeder Adx Spezies wurden zusatzlich CD Messungenodalierten Formen im UV und
sichtbaren Bereich durchgefiihrt. Wie Abbildung 3.19 gezeigt wird, gaben alle Spektren
das charakteristische, maximale CD-Signal bei 489wnder, was daraufhin hindeutet, dass
die unmittelbare Umgebung des Eisen-Schwefel Qisisteeder durch die Mutationen an
AdxD15 (Abbildung 3.19 A) noch an AdxD39 Abbildung 3.19 B) beeintrachtigt wird.
Ebenso konnte eine konformelle Anderung der ar@oia¢in Chromophoren ausgeschlossen

werden, da die Signale in der Region von 300 bisr88 nicht gedndert waren.
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Abb. 3.19: CD Spektren der unterschiedlichen, oxidirten Adx Spezies im Bereich von 250 bis
650 nm.Die CD-Messungen im Vis-Bereich wurden mit 2@ Adx in 5 mM HEPES Puffer, pH 7,4
mit 0,05% Tween20 und einer 1 cm Kivette durchgefid) AdxD15K rot, AdxD15N grin,
AdXWT schwarz; B) AdxD39K rot, AdxD39N grin, AdXWT schwarz.

Dennoch ergaben die bisherigen Messungen keinentationen tber mogliche
Anderungen in der Sekundarstruktur.
Um zu testen, ob die eingefiihrten Mutationen eiBerfluss auf das Faltungsverhalten der
Proteine besitzen, wurden CD Messungen im Bereich2®5 bis 260 nm durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dass sadwiutationen an AdxD15 als auch an
AdxD39 im Vergleich zum Wildtyp die Sekundarstruktunicht bedeutend &andern
(Abbildung 3.20). Die CD Spektren dieser Region zeigen das chamgkische Minimum um

225 nm.
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Abb. 3.20: CD Spektren des AdXWT und der verschiedeen Mutanten im Bereich von 195 bis
260 nm. Alle Messungen wurden mit 20M Adx in 5 mM HEPES Puffer, pH 7,4, mit 0,05%
Tween20 und einer 0,1 cm Quarzkivet#®) AdxD15K rot, AdxD15N grin, ADXWT schwarzB)

AdxD39K rot, AdxD39N griin, AdXWT schwarz.

87



Ergebnisse

3.3.1.3 Thermische Denaturierung

Untersuchungen an unterschiedlichen Adx Mutantegte® dass obwohl einige
funktionell wichtige Aminosauren, wie z.B. His-5€ine wichtige Rolle in der Stabilisierung
des Adx spielen, es keinen eindeutigen Zusammenhaisghen konformeller Stabilitat und
funktionellen Eigenschaften gibt (Grinbeggal, 2000). Um den Einfluss der Mutationen an
AdxD15 bzw. AdxD39 auf die thermische Stabilitds dedx zu untersuchen, wurden Studien
zur thermischen Denaturierung durchgefiihrt. Die $dagen wurden in einem Puffersystem
(5 mM HEPES Puffer, pH 7,4 mit 0,05% Tween20) dgseftihrt, das dem der Ubrigen
Untersuchungen entspricht. Das CD-Signal der Sctkuelen wurde bei der Wellenlange
aufgezeichnet, die dem Maximum bei 439 nm in degk&pn von 250 bis 650 nm entspricht.
Alle aufgenommenen Kurven nahmen sigmoidalAdiib{ldung 3.21) und wurden mittels des

~Zwei Zustande“ Modells von Privalov (Privalov, 197gefittet.
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Abb. 3.21: Thermische Denaturierung der verschiedesn oxidierten Adx Proteinen.

Die thermischen Denaturierungen des oxidierten A@xidd der ADXADXD15 MutantenA) bzw.
ADXD39 Mutanten B) wurden bei 439 nm verfolgt. Um die verschiederteuarven besser
vergleichen zu kénnen, wurde jeweils der Start- dad Endpunkt der Kurven auf 1 bzw. 0 gesetzt.
Die Kurven wurden mit einem ,Zwei Zustande" Modallsgewertet. Die Temperatur ist in Kelvin [K]
angegebenA) AdxD15K rot, AdXxD15N grin, AdxWT schwarzB) AdxD39K rot, AdxD39N grin,
AdXWT schwarz.

Die erhaltenen Schmelztemperatureg) Werte fir die MutanteriT@belle 3.9 waren
im Vergleich zum AdXWT um bis zu 4°C (AdxD15K und d®D15N) erhoht.
Unerwarteterweise zeigen diese Daten, dass dumhSdbstitutionen des AdxD15 bzw.
AdxD39 durch Lys oder Asn, das Adx thermisch swbivird. Der Mittelwert fur die
Warmekapazitat der Entfaltung des AEXAC, = 6,4 = 2,2 kJ/mol/K) wurde der
Veroffentlichung von Burova (Burovet al, 1995) entnommen. Er dient zur Berechnung der
Gibbs Energie der Entfaltung. Die Unterschiede ar thermischen Stabilitat zwischen
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Mutanten und Wildtyp spiegelt sich auch in der Amug der Gibbs Energie wahrend der
Entfaltung bei 37°CAA4G(37°C)) wider Tabelle 3.9. Alle Mutanten zeigten eine geringere
Anderung im Vergleich zum Wildtyp.

Tabelle 3.9: Thermodynamische Parameter der oxidiéen Adrenodoxinmutanten.

Die thermodynamischen Daten des oxidierten AdxWdl der oxidierten Adx Mutanten wurden aus
den Kurven der CD Signalanderung bei 440 nm wahdardHitzedenaturierung ermittelt. Die Adx
Konzentration war jeweils 2@M in 5 mM HEPES Puffer, pH 7,4, mit 0,05% TweenZlie
Denaturierungen (n =3) wurden bei einer Heizrate 60°C/h zwischen 20°C und 65°C durchgefihrt.
zwischen AdXWT und den Adx Mutanten.

AdXWT AdxD15K AdxD15N AdxD39K AdxD39N

AHg4 (kJ/mol) | 311,09 + 0,65 277,63 + 1,86 300,38 + 3,57 284,79 + 0,56 306,54 + 3,88

T4 (°C) 41,61+1,07] 45,78+0,12 4580+0,19 450828 | 42,97 +1,60

A4G (kJ/mol) 4,33 6,84 7,47 6,50 5.41
AAGG
(kJ/mol) 0 -2,51 -3,14 2,17 -1,08

3.3.2 Redoxpotentiale der verschiedenen Adx Mutarte

Die Fahigkeit der Elektronentransferproteine, E@hkén auf- und abzugeben, spiegelt
sich in ihrem Redoxpotential wieder. AnderungenRedoxpotential des Adx, bedingt durch
die Substitution der AdxD15 zur AdxD15K und AdxD1%Mer AdxD39 zur AdxD39K und
AdxD39N kdnnte zu einer veranderten Funktionaligs Adrenodoxins fihren. Daher wurde
spektroskopisch mit der Photoreduzierung des Faffbsbafranin T das Redoxpotential des
Wildtyps und der Mutanten bestimmt (-269 + 4 mV RaxWT, -272 £ 3 mV fur AdxD15K,
-266 = 5 mV fur AdxD15N, -260 + 12 mV fur AdxD39Keziehungsweise -271 £ 5 mV flr
AdxD39N). Somit zeigen alle vier Mutanten im Rahmeéer Fehler keine verdnderten
Redoxpotentiale im Vergleich zum AdXWT. Das lasstadif schlieRen, dass sowohl AdxD15
als auch AdxD39 keine bedeutende Rolle zur Reguigerdes Redoxpotentials des Adx

spielen.

3.3.3 Optische Biosensormessungen

Spezifische Komplexbildungen zwischen den oxidreff®@rmen der Adx-Mutanten
AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdxD39N und der Adresioxin Reduktase wurden mit
Hilfe eines Biacore3000 System, wie ausfuhrlichKapitel 2.2.9 und 3.1.3 dargestellt,

untersucht.
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Dabei stellte sich heraus, dass die Einfuhrungreiaatralen oder positiven Ladung in
die sekundare Interaktionsdoméane zu einer StarKeimkender k; AdxWT 7,50-10 M,
AdxD15N 3,15 10 M, AdxD39K 1,50-10 M, AdxD15K 9,29- 18 M, AdxD39N
4,11-1¢ M) des Adx-AdR Komplexes fiihriTabelle 3.1Q. Damit imitieren die Mutationen
das Verhalten der Salze und Polyamine, das am r8ysxWT-AdR gemessen wurde
(Tabelle 3.3.
Auf gleiche Weise wurde in einem nachsten Schnttetsucht, auf welche Weise die
Polyamine die Interaktion zwischen den Adx-Mutantex der AdR beeinflussen. Analog zu
den Biacore Experimenten mit AdxWTKdpitel 3.1.3) wurden sie in Anwesenheit der
Polyamine und im Vergleich dazu mit einem monovien(KCIl) und einem divalenten
(MgCl,) Salz durchgefihrt. Hierzu wurden die gleichen elwstarken (I1=0,4 mM und
1,0 mM) wie bei den Untersuchungen mit AAxWT eiredes um lonenstarkeeffekte zu
vermeiden. Die zusatzlichen Polyamin- und Salzkotraionen waren im Vergleich zur
Gesamtionenstérke des Puffers vernachlassigbanggand fuhrten des weiteren zu keiner
Anderung des pH-Wertes. Wie bereitskiapitel 3.1.3 beschrieben, korreliert auch mit den
Mutanten in allen Fallen die Starke des Signalsktlimit der injizierten Konzentration an
AdR. Die aufgenommenen Interaktionskurven wurdemedanit dem Biacore Programm 4.1
mittels eines 1:1 Bindemechanismus ausgewertet
Die Untersuchungen zur Interaktion zwischen AdR dedh ADXWT zeigten zum Teil ein
auffallig anderes Bindungsverhalten als die Inteoakder Mutanten zur AdRT@belle 3.10
und Abbildung 3.23).
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Tabelle 3.10: SPR-Analyse der Interaktion zwischei\dx.x (WT und Mutanten) mit AdR o in
Anwesenheit von Polyaminen und Salzen

Das Bindungsverhalten von AdR (Konzentration zwéscii00 - 500 nM) an Adx WT oder den
Mutanten AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K oder AdxD39N, edizuvor auf einen CM5 Chip
(~300 RU) immobilisiert wurden, wurde in Biacore SHEP Puffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4,
0,15 M NaCl mit 0,005% Surfactant P20) bei 25°Cewsuicht. Die Bindungskurven (Sensorgramme)

der Interaktionspartner ohne (Puffer) und in Anwé®#t von Salzen (KCl, Mg@)l oder der

Polyamine (alle bei

einer

lonenstarke von =

0,4 mM) wurden mit dem Biacore

Evaluierungsprogramm 4.1 als ein 1:1 Bindungsmaaladilysiert. Standardabweichunger=(4) zu
den gezeigten Werten waren innerhalb + 10 %.

Adx Puffer +1=0,4 mM KCI
KD KD
kon koff (koff /kon) kon koff (koff /kon)
M*sh [ (M] M* s [s] (M]
AdXWT 38116 | 2.861C¢ | 7,5010 57810 | 38410 | 66410
AdxD15K 1,97 1¢ 1,83 10° 9,29 1¢° 3,23 16 8,69 10 2,69 10/
AdxD15N 1,10 14 3,46 10° 3,15 10/ 7,65 18 1,50 10° 1,96 10/
AdxD39K 2,64 14 3,95 10° 1,50 10/ 2,22 1¢ 1,20 1C° 3,75 1C°
AdxD39N 2,07 1d 8,50 10" 41110 2,89 1d 1,07 10° 3,70 10°
Adx +1=0,4 mM MgCl, +1=0,4 mM Putrescin
KD KD
kon koff (koff /kon) kon koff (koff /kon)
M™*sh [ (M] M*s7] [s] (M]
AdxWT 2,77 16 2,54 10° 9,17 10 6,43 1d 2,14 10 3,331¢
AdxD15K 2,38 14 2,43 10° 1,02 10 1,78 1d 2,63 10° 1,48 10
AdxD15N 1,22 14 2,47 10° 2,03 10 1,70 14 6,11 10* 3,59 10/
AdxD39K 5,23 1¢ 2,28 10° 4,36 10° 2,89 1d 1,59 106 5,50 1¢°
AdxD39N 1,21 14 2,00 10° 1,65 10 1,42 14 1,90 10° 3,711¢
Adx +1=0,4 mM Spermidin +1=0,4 mM Spermin
KD KD
kon koff (koff /kon) kon koff (koff /kon)
M™*sh [ (M] M* s [s] (M]
AdxWT 3,22 16 6,68 10° 2,07 10 3,40 1d 2,07 10° 6,09 16
AdxD15K 3,37 16 1,13 1¢° 3,35 10 3,58 16 8,71 10 2,43 10
AdxD15N 3,20 16 1,54 10° 4,81 10 3,34 168 9,88 10 2,96 10/
AdxD39K 1,32 14 7,82 10 592 1¢ 6,71 16 1,18 1¢° 1,76 10
AdxD39N 9,54 16 1,02 10° 1,07 10/ 2,65 16 1,10 10 4,15 10
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In Puffer Tabelle 3.10und Abbildung 3.22) waren die Assoziationsratek,{ des AdR-Adx
Komplexes bei allen Mutanten bis um das siebenfaph@xD39K) erhoht (AdxXWT
3,8110° M's%; AdxD15K 1,9710° M7s% AdxD15N 1,1010" M’s%; AdxD39K
2,6410" M*s?, AdxD39N 2,0710* M™s!), wahrend die Dissoziatiorkdy) mit Ausnahme
von AdxD39N kot AdXWT 2,8610° s'; AdxD39N 8,5010* s*) kaum beeinflusst wird.
Dies fuhrt bei allen Mutanten zu einer festerenddimgy (abnehmend&p) in der Reihenfolge
AdxWT (7,5010°M) > AdxD15N (3,1510'M) > AdxD39K (1,5010° M) >
AdxD15K (9,2910%M) > AdxD39N (4,1110%M).

Bei einer lonenstéarke von | = 0,4 mM KCI nehmen sbik,, als auchk.s aller Mutanten ab,
kon bei den AdxD15 Mutanten starker als bei den AdxDB&anten ko in der Reihenfolge
AdxD15N (1,5010° sY)>AdxD39K>AdxD39IN>AdxD15K (8,69.0* s?). Dies fiihrt im
Vergleich zu ADXWT bei den AdxD39 Mutanten zu eifesteren, bei den AdxD15 Mutanten
zu einer schlechteren Bindung an die AdR.

In der Lésung mit | = 0,4 mM Mgglstarken die Mutanten die Bindung uber die
Assoziationsrate und verandern die Dissoziatioaskaum. Dies ist sowohl an AdxD15 als
auch an AdxD39 durch eine Substitution mit Lysérlser als mit Asparagin.

Mit Putrescin nimmt dek,, der Mutanten in der Reihenfolge (AdxD39K (2B8% M™'s™)

< AdxD15K~AdxD15N < AdxD39N (1,440" M7's%) zum Wildtyp (6,4310° Ms?)
deutlich ab, wahrend ddgs mit Ausnahme von AdxD15N kaum beeinflusst wird.eDi
AdxD15 Mutanten verschlechtern die Bindung an deddktase um eine Gréf3enordnung,
AdxD39K verschlechtert sie etwas, AdxD39N andeztracht.

In Anwesenheit von Spermidin starkt eine stark begchte Dissoziationsrate die Bindung
der Mutanten an die AdR. Die AdxD15 Mutanten veginddie Assoziation nicht, die
AdxD39 Mutanten verdreifachen sie. In allen Faléiden die Mutanten stabilere Komplexe
mit der AdR als der Wildtyp.

In Spermin enthaltender Losung nehmen sowohl disoAsations- K,,) als auch die
Dissoziationsratek(s) des AdR-Adx Verbandes bei allen Mutanten ab. Digste in einer
Reihenfolge von AdxD39K Kp 1,76 10’ M) < AdxD15K < AdxD15N < AdxD39N
(Ko 4,15 10’ M) zu einer Schwachung der Bindung an die Reduktase
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Abb. 3.22: Relative Anderung der mittels Biacore dmaltenen kinetischen Parameter k,
(schwarz), ks (rot), K (griin) Die Anderungen durch die Mutanten wurden in Retatiu den auf 1
gesetzten Werten, die mit dem Wildtypen gemessedem) dargestellt. (A) Puffer, (B) + 1 = 1,0 mM
KCI, (C) +1=1,0 mM MgC, (D) + |1 =1,0 mM Putrescin, (E) + 1= 1,0 mM Spedin (F) +1=1,0
mM Spermin

Insgesamt zeigen die Mutanten in Anwesenheit va@tzlicher positiver Ladung ein eher
uneinheitliches Verhaltensmustdiapelle 3.10und Abbildung 3.22).

In einem zweiten Schritt wurde nun der Einfluss @&alze und Polyamine bei einer

lonenstarke von 0,4 mM (um lonenstarkeeffekte datzes und Polyamine durch die
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unterschiedliche Ladungsanzahl zu vermeiden) a@f Adx-AdR Bindung betrachtet
(Tabelle 3.11undAbbildung 3.23).

Bei einer lonenstarke von | = 0,4 mMabelle 3.11und Abbildung 3.23) steigeren alle
Polyamine mit Ausnahme von Spermidin die Assozmtiate K,,) des ADXWT an die AdR
bis um das neunfache (Puffer 3Bf M7s'; Putrescin 6,430 M?'s™ Spermin
3,4010" M's™), wahrend die Dissoziatiorks) mit Ausnahme von Spermidirkof ; Puffer
2,8610° s Spermidin 6,680° s’ kaum beeinflusst wird. Dies fiihrt mit einer
abnehmender Ladung der Polyamine zu einer fest®&mwung, die sich in einem
abnehmendeK; zeigt (Puffer 7,500 M; Putrescin 3,330° M; Spermin 6,09.0° M). Das
zweiwertige Salz MgGlverandert die Werte im Vergleich zu den Werten @ersKontrolle
(Puffer) nicht. Spermidin steigert als einziges Dissoziationsrate und damit d&gs.

KCI, Spermidin und Spermin reduzieren dep der AdxD15K um das sechsfache (Puffer
1,9710* M*s?, KCI 3,2310° M*'s?), verringern aber auch dégy, was insgesamt zu einer
Verdreifachung dekKp und somit zu einem instabiler AdR-Adx Komplex fiihm Gegensatz
dazu beeinflussen Mgglnd Putrescin die Bindung kaum.

Sowohl die Salze als auch die Polyamine verringkenDissoziation, KCIl, Spermidin und
Spermin auch die Assoziation des AdxD15N-AdR Komete In Anwesenheit der Salze
wird der Komplex etwas starker, Putrescin und Sp#inmschwéchen ihn etwas, Spermin
verandert ihn nicht.

Bei der Bildung des AdR-AdxD39K Komplexes verbessetdie Salze und die Polyamine die
Bindung hauptséachlich tber die Dissoziationskoristaie Ausnahme ist Spermin, die
sowohl die Assoziation- als auch die Dissoziationstark verlangsamt, das de€p leicht
ansteigt.

Dagegen erfolgt die Schwachung des AdxD39N-AdR Kleemgs durch die Polyamine
hauptsachlich tber die Assoziationsrate. Die nadatAnderung in derk,-Werten bei der
Komplexbildungen (Putrescin (1,49 M™'s?) > Spermidin > Spermin (2,680° M™'s%)
korrespondiert mit einer abnehmenden molekularemzintration der Polyamine (zweiwertig
> dreiwertig >vierwertig), die jeweils bei der gleichen lonenk&betrachtet wird. KCI

verhalt sich wie der Puffer, Mg&Wie Putrescin.
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Tabelle 3.11: SPR-Analyse der Interaktion zwischerAdx,, mit AdR, in Anwesenheit von
Polyaminen und Salzen.

Das Bindungsverhalten von AdR (Konzentration zwésciH00 - 500 nM) an Adx WT oder die
Mutanten AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdxD39N, dieivor auf einen CM5 Chip (~300 RU)
immobilisiert wurden, wurde in Biacore HBS-EP Puffe,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M NaCl
mit 0,005% Surfactant P20) bei 25°C untersucht. Biedungskurven (Sensorgramme) der
Interaktionspartner ohne (Puffer) und in Anwesenfien Salzen (KCI, MgG) oder Polyaminen (alle
bei einer lonenstéarke vdrr 0,4 mM) wurden mit dem Biacore Evaluierungsprograsinals ein 1:1
Bindungsmodell analysiert. Standardabweichungen 4) zu den gezeigten Werten waren innerhalb
+ 10 %.

AdXWT AdxD15K
KD KD
I(on koff (koff /kon) kon koff (koff /kon)
M*tsh [s™] (M] M*s] [s (M]
Puffer 38116 | 2,8610 | 7,50 10 1,971d | 18310 | 9,2910¢
+1=0,4 mM KCI 5,78 14 3,84 10° 6,64 10 3,23168 8,69 10 2,69 10/
+1=0,4 mM MgCl, 2,77 16 2,54 10° 9,17 10/ 2,38 10 2,43 10° 1,02 10’
+1=0,4 mM Putrescin 6,43 14 2,14 10° 3,33 10 1,78 16 2,63 10° 1,48 10
+1=0,4 mM Spermidin 3,22 18 6,6810° | 2,07 10 3,37 16 1,1310° | 3,3510
+1=0,4 mM Spermin 3,40 1d 2,0710° | 6,09 1C° 3,58 16 8,7110¢" | 2,4310
AdxD15N AdxD39K
KD KD
Kon Kot | ket Fon) Ken Kot | (e Then)
M*s? [s™] (M] M*s? [s7] [(M]
Puffer 1,10 1d 3,46 10° 3,15 10 2,64 10 3,95 10° 1,50 10’
+1=0,4 mM KCl 7,65 16 1,50 10° 1,96 10’ 2,22 10 1,20 10° 3,75 1¢°
+1=0,4 mM MgCl, 1,22 1¢ 2,47 10° 2,03 10 5,23 1¢ 2,2810° | 4,36 10
+1=0,4 mM Putrescin 1,70 1d 6,11 10 3,59 10/ 2,89 14 1,59 10° 5,50 10
+1=0,4 mM Spermidin 3,20 16 1,5410° | 4,8110 1,32 16 7,82 10 5,92 1¢°
+1=0,4 mM Spermin 3,34 18 9,8810" | 2,96 10 6,71 16 1,1810° | 1,76 10
AdxD39N
K
k k D
on off (koff /kon)
M s [s™] [M]
Puffer 2,07 1d 8,50 10" 41110
+1=0,4 mM KCI 2,89 1¢ 1,07 1¢° 3,70 10
+1=0,4 mM MgCl, 1,21 1d 2,00 10° 1,65 10’
+1=0,4 mM Putrescin 1,42 10 1,90 10° 1,34 10
+1=0,4 mM Spermidin 9,54 16 1,02 10° 1,07 10
+1=0,4 mM Spermin 2,65 10 1,10 10° 4,15 10
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Auch wenn die Salze und die Polyamine bei eineengtérke von 0,4 mM die Interaktion

zwischen den Mutanten und der AdR
Dissoziationsrate beeinflussen, so ist ihr
(Tabelle 3.11undAbbildung 3.23).

sowoh! Uber dsso&iations- als auch Uber die

Einflobessden Mutanten geringer als beim Wildtyp
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Abb. 3.23: Relative Anderung der aus den Biacore Experimentererhaltenen kinetischen

Parameter k,, (schwarz), kg (rot), Kp (griin)

Die Anderungen durch die Salze und Polyamine (I

0,4 mM) wurden in Relation zu den auf 1 gesetzteerté, die im Puffer gemessen wurden,
dargestellt. ) ADXWT, (B) AdxD15K, (C) AdxD15N, @) AdxD39K, (E) AdxD39N
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Die gleichen Untersuchungen wurden auch bei einbeten lonenstarke (1 = 1,0 mM) der
Salze und Polyamine durchgefiihrt, und ebenso digleAmg durch die Mutanten
(Tabelle 3.12 und Abbildung 3.24) und durch die Salze/ Polyamin&apelle 3.13 und
Abbildung 3.25) betrachtet.

In Puffer (Tabelle 3.12und Abbildung 3.24) steigen die Assoziationsratek, des AdR-
Adx Komplexes bei allen Mutanten bis um das siebemé (AdxD39K) (AdXWT 3,81.0° M°
'st AdxD15K 1,9710" M's’;, AdxD15N 1,1010" M's% AdxD39K 2,6410" M's?
AdxD39N 2,0710* Ms!), wahrend die Dissoziatiofg) mit Ausnahme von AdxD39Kk{s
AdxWT 2,8610° s; AdxD39K 8,5010“ s*) kaum beeinflusst wird. Dies filhrt bei allen
Mutanten zu einer festeren Bindung (abnehmenidgy in der Reihenfolge AdxWT
(7,5010°M) > AdxD15N (3,1510'M) > AdxD39K (1,5010° M) > AdxD15K
(9,2910°M) > AdxD39K (4,1110°M).

Bei einer lonenstéarke von | = 1,0 mM KCI nehmen sbik,, als auchk.s aller Mutanten ab,
Kon Starker bei den AdxD15 Mutanteky; starker als bei den AdxD39 Mutanten. Dies fuhrt
bei den AdxD39 Mutanten zu einer festeren, beiAdlgxD15 Mutanten zu einer im Vergleich
zum Wildtyp kaum veréanderten Bindung an die AdR.

In der Losung mit | = 1,0 mM Mgglstarken die Mutanten die Bindung hauptsachlichr Gibe
die Assoziationsrate (AdxD15 > AdxD39). Die AdxDWutanten bilden somit auch stabilere
Komplexe als die AdxD39 Mutanten mit der AdR.

Mit Putrescin nimmt sowohl dég,, als auch dek.s aller Mutanten ab. Die AdxD39 Mutanten
verbessern deutlich die Bindung an die Reduktase,AdxD15 andern die Bindung im
Vergleich zum AdXWT kaum.

In Anwesenheit von Spermidin verringern alle Mueansowohl die Assoziation als auch die
Dissoziation deutlich. Dies fuihrt bei AdxD39K zwein stabileren, bei AdxD15N zu einem

instabileren und bei den beiden anderen Mutantexsirem kaum verdnderten Komplex.

In Spermin enthaltender Losung nehmen sowohl disoAationsrate ki) (AdxD39N
AdxD39K> AdxD15K > AdxD15N) als auch die Dissoza@israte K.#) (AdxD15K
AdxD15N = AdxD39N > AdxD39K) des AdR-Adx Verbandémi allen Mutanten im
Vergleich zum Wildtypen ab. Dies fuhrt bei den Ad® Mutanten zu einer leicht

geschwachten, bei den AdxD39 Mutanten zu einekestén Bindung an die Reduktase.
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Tabelle 3.12: SPR-Analyse der Interaktion zwischerAdx,, mit AdR, in Anwesenheit von
Polyaminen und Salzen.

Das Bindungsverhalten von AdR (Konzentration zwéscii00 - 500 nM) an Adx WT oder den
Mutanten AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K oder AdxD39N,edrzuvor auf einen CM5 Chip (~300
RU) immobilisiert wurden, wurde in Biacore HBS-ERffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M
NaCl mit 0,005% Surfactant P20) bei 25°C untersu€li¢ Bindungskurven (Sensorgramme) der
Interaktionspartner ohne (Puffer) und in Anwesentien Salzen (KCI, MgG) oder der Polyamine
(alle bei einer lonenstarke vars 1,0 mM) wurden mit dem Biacore Evaluierungsprogragfnals
ein 1:1 Bindungsmodell analysiert. Standardabweigbn (n> 4) zu den gezeigten Werten waren
innerhalb £ 10 %.

Puffer +1=1,0 mM KCI

Ko Ko
on Kot 1 (ke ) or o] (ke )

M*s] [s7] [M] M™ s [s7] [M]
AdXWT 3,81 16 2,86 10° 7,50 10 4,13 16 6,06 10° 1,47 10
AdxD15K 1,97 14 1,83 10 9,29 1¢° 2,95 1¢ 3,99 10° 1,35 10
AdxD15N 1,10 1d 3,46 10° 3,15 10 8,76 16 1,51 10° 1,73 10
AdxD39K 2,64 1¢ 3,95 10° 1,50 10 3,51 1¢ 1,86 10° 5,30 1¢°
AdxD39N 2,07 14 8,50 1¢* 411107 3,53 14 1,34 10° 3,80 1C°

+1=1,0 mM MgCl, +1=1,0 mM Putrescin

KD KD
fon K] (rt oen) or K] (o)

M*s] [s7] [M] M™*s7] [s7] [M]
AdXWT 2,99 16 2,50 10° 8,36 10 3,12 14 5,03 10° 1,61 10
AdxD15K 2,03 1¢ 1,37 10° 6,75 1C° 1,36 14 1,49 10° 1,10 10
AdxD15N 5,87 14 3,10 10° 5,28 1¢° 1,05 14 1,40 10° 1,33 10
AdxD39K 1,60 1d 2,90 10° 1,81 10 2,97 16 1,38 10° 4,65 10°
AdxD39N 8,45 16 1,81 10° 2,14 10 1,64 1d 1,29 10° 7,87 1¢

+1=1,0 mM Spermidin +1=1,0 mM Spermin

KD KD
kOn koff (koff /kon) kon koff (koff /kon)

M*s'] [s7] [M] M™ s [s7] [M]
AdXWT 2,74 1¢ 4,71 10 1,71 10 1,76 16 5,77 10° 3,28 10
AdxD15K 4,60 16 8,53 1¢* 1,85 10 3,31 168 1,30 10° 3,93 10
AdxD15N 2,72 16 1,66 10° 6,10 10/ 2,73 168 1,27 10° 4,65 10
AdxD39K 1,09 14 8,77 1¢ 8,05 1C° 5,24 16 9,43 1¢* 1,80 10
AdxD39N 5,55 10 1,06 10° 1,91 10 5,26 16 1,22 10° 1,56 10
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Abb. 3.24: Relative Anderung der aus den Biacore Fperimenten erhaltenen kinetischen
Parameter ko, (schwarz), kg (rot), Ky (griin) Die Anderungen durch die Mutanten wurden in
Relation zu den auf 1 gesetzten Werten, die mit ddildtypen gemessen wurden, dargesteft) (
Puffer, 8) + I = 1,0 mM KCI, (C) + 1 = 1,0 mM MgC}, (D) + | = 1,0 mM PutrescinH) + 1 = 1,0
mM Spermidin(F) + 1 = 1,0 mM Spermin

In Puffer und in Anwesenheit von | = 1,0 mM MgCsteigern alle Mutanten die
Assoziationsrate, verandern kaum die Dissoziataiasund festigen so im Vergleich zum
Wildtyp die Bindung zur AdR (abnehmendép). In Spermidin erniedrigen alle Mutanten
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sowohl die Assoziations- als auch die Dissoziatiates DerKp bleibt bei AdxD15K und
AdxD39N unverandert, er nimmt bei AdxD39K ab unddreifacht sich bei AdxD15N. Im
Gegensatz dazu schwéchen alle Mutanten in M d@&itrescin und Spermin gleichzeitig die
Assoziations- als auch die Dissoziationsrate, wats dan AdxD39 Mutanten zu einem
instabileren AdR-Adx Komplex fuhrt. Bei den AdxDMjutanten fuhrt dies im Vergleich
zum Wildtyp zu einem unveranderten (K@bbildung 3.24 B), leicht gefallenen (Putrescin,
Abbildung 3.24 D), oder leicht gestiegenen (Spermmbildung 3.24 F) Kp.

Abschlieend wurde auch hier der Einfluss der Salzé Polyamine auf die Adx-AdR
Bindung betrachteflabelle 3.13und Abbildung 3.25).

Bei einer lonenstéarke von | = 1,0 mNigbelle 3.13und Abbildung 3.25) steigeren alle drei
Polyamine die Assoziationsrate des AdR-Adx Verbanbis um das achtfache (Kontrolle
3,8110° M?'s® Putrescin 3,120 M7's%; Spermidin 2,740 M's'; Spermin
1,7610" M*s?), wahrend die Dissoziation geringer beeinflusstdwDies fiihrt mit einer
abnehmender Ladung der Polyamine zu einer fest®&maung, die sich in einem
abnehmendeK; zeigt (Kontrolle 7,50L0° M; Putrescin 1,61.0° M; Spermidin 1,7110° M;
Spermin 3,28.0" M). Die Effekte des einwertigen Salzes KCI auf digx-AdR Bindung
stimmen sehr gut mit den Ergebnissen der Polyamuoe, allem von Putrescin und
Spermidin, tiberein. Uberraschenderweise verhit das zweiwertige Salz MgCWwahrend
der Adx-AdR Interaktion wie die Kontrolle (Puffer).

Die Polyamine reduzieren dég, der AdxD15K um das sechsfache (Puffer 1197 M™'s?,
Spermin 3,3110° M's?), erniedrigen aber auch d&g; was zu einer Erhéhung d&s und
somit zu einem instabiler AdR-Adx Komplex (Putresei Spermindin < Spermin) fuhrt. Im
Gegensatz dazu beeinflusst Mg@ie Bindung kaum. KCI erhoh,, und ko, was wie bei
den Polyaminen zu einem instabileren Komplex fihrt.

Sowohl die Salze als auch die Polyamine verlangsatieDissoziation, KCI, Spermidin und
Spermin erniedrigen auch die Assoziation des ANDASIR Komplexes. In Anwesenheit

der Salze und Putrescin wird der Komplex stab8@ermidin und Spermin schwéachen ihn.
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Tabelle 3.13: SPR-Analyse der Interaktion zwischerAdx,, mit AdR, in Anwesenheit von
Polyaminen und Salzen.

Das Bindungsverhalten von AdR (Konzentration zwésth00 - 500 nM) an Adx WT oder den Adx-
Mutanten AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K oder AdxD39N,edrzuvor auf einen CM5 Chip (~300
RU) immobilisiert wurden, wurde in Biacore HBS-ERffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M
NaCl mit 0,005% Surfactant P20) bei 25°C untersubh¢ Sensorgramme der Interaktionspartner
ohne (Puffer) und in Anwesenheit von Salzen (KClgQW¥) oder der Polyamine (alle bei einer
lonenstarke vonl =1,0 mM) wurden mit dem Biacore Evaluierungsprogrardrh als ein 1:1
Bindungsmodell analysiert. Standardabweichungen 4) zu den gezeigten Werten waren innerhalb
+ 10 %.

AdXWT AdxD15K
KD KD
Kan Kot | (et ) on Kot | (kg )
M™*s [s™] (M] M*s] [s] (M]
Puffer 3,81 16 2,86 10° 7,50 10/ 1,97 14 1,83 1C° 9,29 1¢
+1=1,0 mM KCl 4,13 1d 6,06 10° 1,47 10 2,95 1¢ 3,99 10° 1,35 10
+1=1,0 mM MgCl, 2,99 16 2,50 10° 8,36 10’ 2,03 14 1,37 10° 6,75 1¢°
+1=1,0 mM Putrescin 3,12 1¢ 5,03 10° 1,61 10 1,36 14 1,49 10° 1,10 10/
+1=1,0 mM Spermidin 2,74 14 4,71 10° 1,71 10 4,60 16 8,53 1¢* 1,85 10
+1=1,0 mM Spermin 1,76 14 5,77 10° 3,28 10/ 3,31 16 1,30 1C° 3,93 10
AdxD15N AdxD39K
Kb Ko
on Kot | (et ) Kon Kot | (kg o)
M™*s [s™] (M] M*s] [s] (M]
Puffer 1,10 14 3,46 10° 3,15 10 2,64 1¢ 3,95 10° 1,50 10
+1=1,0 mM KCl 8,76 16 1,51 10 1,73 10 3,51 1¢ 1,86 10° 5,30 16
+1=1,0 mM MgCl, 5,87 1d 3,10 10° 5,28 10° 1,60 16 2,90 10° 1,81 10
+1=1,0 mM Putrescin 1,05 14 1,40 10° 1,33 10 2,97 16 1,38 1C0° 4,65 10°
+1=1,0 mM Spermidin 2,72 16 1,66 10° 6,10 10/ 1,09 14 8,77 10 8,05 1¢
+1=1,0 mM Spermin 2,73 16 1,27106° | 4,65 10 5,24 16 9,43 10 1,80 10/
AdxD39N
Ko
k k
on off (koff / kon)
M*s? [s™] (M]
Puffer 2,07 1d 8,50 10* 4,11 10
+1=1,0 mM KCl 3,53 1¢ 1,34 1C¢° 3,80 10°
+1=1,0 mM MgCl, 8,45 16 1,81 1C° 2,14 10
+1=1,0 mM Putrescin 1,64 1d 1,29 1¢° 7,87 1¢
+1=1,0 mM Spermidin 5,55 16 1,06 10° 1,91 10
+1=1,0 mM Spermin 5,26 16 1,22 16° 1,56 10
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Zur Festigung des AdR-AdxD39K Komplexe3apelle 3.13 schwécht Spermidin die
Bindung hauptséchlich tber die DissoziationsratgCllund Spermin verlangsamen sowohl
die Assoziation- als auch die Dissoziation, so dis¥p leicht ansteigt. KCl und Putrescin
erhdherky,, erniedrigerkys und festigen die Bindung der Mutanten an die AdR.

Die Schwachung des AdxD39N-AdR Komplexes erfolgtcudie Polyamine hauptsachlich
uber die Assoziationsrate. Die relative Anderung den k,-Werten bei der
Komplexbildungen (Putrescin > Spermidin > Spernkiorrespondiert mit einer abnehmenden
molekularen Konzentration der Polyamine (zweiwettigdreiwertig >vierwertig). MgCh
verhalt sich wie die Polyamine. Das einwertige &L erhoht in gleichen Malde, undkqs ,

so dass sich deKp im Vergleich zum Puffer kaum &andertTgbelle 3.13 und
Abbildung 3.25).

In Puffer und in Anwesenheit von | = 1,0 mM MgCsteigern alle Mutanten die
Assoziationsrate, verandern kaum die Dissoziataiasund festigen so im Vergleich zum
Wildtyp die Bindung zur AdR (abnehmendép). In Spermidin erniedrigen alle Mutanten
sowohl die Assoziations- als auch die Dissoziataies DerKp bleibt bei AdxD15K und
AdxD39N unverandert, er nimmt bei AdxD39K ab unddreifacht sich bei AdxD15N. Im
Gegensatz dazu schwéchen alle Mutanten in Kd@litrescin und Spermin gleichzeitig die
Assoziations- als auch die Dissoziationsrate, wats den AdxD39 Mutanten zu einem
instabileren AdR-Adx Komplex fuhrt. Bei den AdxDMutanten fuhrt dies im Vergleich
zum Wildtyp zu einem unveranderten (K@bbildung 3.25 B), leicht gefallenen (Putrescin,
Abbildung 3.25 D), oder leicht gestiegenen (Spermimbildung 3.25 F) Kp. Auch bei einer
hoheren lonenstarke wird deutlich, dass der Eisflder Salze und Polyamine auf den
Wildtypen deutlicher, eindeutiger und starker saidg auf die MutantenT@belle 3.13und
Abbildung 3.25).
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Abb. 3.25: Relative Anderung der aus den Biacore Experimentererhaltenen kinetischen
Parameter k,, (schwarz), ky (rot), K (griin) Die Anderungen durch die Salze und Polyamine (I =
1,0 mM) wurden in Relation zu den auf 1 gesetzteart#¥i, die im Puffer gemessen wurden,
dargestellt. A) AdxWT, (B) AdxD15K, (C) AdxD15N, O) AdxD39K, (E) AdxD39N
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3.3.4Interaktion der Adx-Mutanten mit der AdR

Um zu bestimmen, in welchem Ausmal} die Polyamieelntieraktion der Mutanten
mit der AdR beeinflussen, wurde ein Assay mit Cltom c als einem artifiziellen
Elektronenakzeptor verwendet. Unter diesen Bedigguaniegt Cytochrone in einem grol3en
Uberschuss vor und die erhaltené@, Werte der Cytochromc Reduktion sind im
Wesentlichen aquivalent zu den DissoziationskomstarKp) des AdR-Adx Komplexes
(Lambeth & Kamin, 1977). Obwohl diese Reaktion gblpgisch nicht vorkommt, ist sie ein
haufig benutztes Modell (Lambett al, 1979 + 1982; Gereat al, 1984; Coghlaret al,
1988; Cupp & Vickery 1989; Coghlan & Vickery 199Whlmannet al, 1994) fur den
Elektrontransfer von der reduzierten Adrenodoxidiease zum Adrenodoxin.
Vergleicht man in einem ersten Schritt die Mutanteit dem Wildtypen, so zeigen sich
folgende Unterschiedd @belle 3.14)

A) Nur in Puffer ist die Affinitat der Mutanten AdxDBAund AdxD39N K;) zu AdR im
Vergleich zum Wildtyp leicht erniegrigt, wahrendn.x in etwa gleich bleibt.
AdxD15K und AdxD15N verdoppeln die maximale Reahksigeschwindigkeit bei
Substratsattigung V), Steigern gleichzeitig aber auch déf, um das 5,6-
(AdxD15K) beziehungsweise 3,5-fache (AdxD15N). dxD15 Mutanten zeigen
somit eine Abnahme in ihrer Affinitat zur Reduktaggeichzeitig aber auch einen
verbesserten Elektronentransfer im Vergleich zurtdif.

B) In Anwesenheit von 0,1 mM des Salzes KCI zeigeivVangleich zum Wildtyp Kn, =
1,27 uM) alle Mutanten erhohté-Werte, bei den AdxD39-Mutanten etwas starker
als bei den AdxD15-Mutanten. Audh,ax Wurde durch alle Mutanten verdoppelt. Das
bedeutet, dass alle Mutanten eine geringere ReskH&Hinitat als der Wildtyp
besitzen, der Elektronentransfer aber durch alléakten beschleunigt wird.

C) In Anwesenheit von 0,1 mM Putrescin nimmt #gr aller Mutanten (AdxD15N auf
65%, AdxD15K und AdxD39K auf 46%, AdxD39N auf 39%). Wahrend AdxD15N
und AdxD39K Vnax steigeren, zeigen AdxD15K und AdxD39N einen Rickpauf
60% (AdxD15K) bzw. 78% (AdxD39N). Alle Mutanten lien besser an die AdR,
aber nur AdxD15N und AdxD39K verbessern auch dektEdnentransfer.

D) Bei 0,1 mM Spermidin zeigen sich fi{, und Vnhax &hnliche Muster. In der
Reihenfolge AdxD15N (0,52 puM) < AdxD39N < AdxD15KL,07 pM) wird Ky,
verdreifacht, gleichzeitig steigfmax AdXD39K verursacht eine Reduzierung dés
auf 28% und einen Rickgang dég.x auf 65%. AdxD39K besitzt also eine hthere
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Affinitat zur AdR, verringert aber auch den Elektemtransfer. Bei allen anderen
Mutanten verringert sich die Affinitat zur AdR, abder Elektronentransfer wird
schneller.

E) Der K, Wert steigt bei allen Mutanten in 0,1 mM Spermiarfloppelt bei AdxD39K,
verdreifacht bei AdxD15N), AdxD15K verursacht atlargs eine 20-fache Steigerung.
Der Vmax fallt bei beiden K-Mutanten um 34% (AdxD15K) bzd6% (AdxD39K),
bleibt bei AdxD15N gleich und steigt bei AdxD39N ur%.

Tabelle 3.14: Kinetische Konstanten der Adx Mutanta im Cytochrom c Assay
Die Interaktion der Adrenodoxin Mutanten mit derr@dodoxin Reduktase wurde Uber die Reduktion

des Cytochrom c¢ bei 550 nm in Puffer oder mit eingséatzlichen lonenkonzentration der Salze und
Polyamine von 0,1 mM betrachtet.

AdXWT AdxD15K AdxD15N AdxD39K AdxD39N
Km Vmax Km Vmax Km Vmax Km Vmax Km Vmax
Nanomol Nanomol Nanomol Nanomol Nanomol
M red. M red. M red. M red. M red.
H Cytochrom H Cytochrom H Cytochrom H Cytochrom H Cytochrom
c/min c/min c/min c/min c/min

0,30 359 1,68 658 1,06 665 0,45 350 0,52 339
+003| *14 |+0,20] *44 |+£032] 94 | +005] *14 [+£0,05 =11
+0.1mM KCI 1,27 157 2,86 292 2,39 324 3,15 370 3,03 294
' +035| *20 |+105| *#62 |+£081| 59 | +106| *74 [+163| *98
+0.1mM Put 0,79 244 0,36 147 0,51 451 0,36 396 0,31 190
' +031| *36 |+0,15| *£23 |+0,16| *51 |+0,13] *£37 [£0,13| *19
+0,1 mM Spd 0,39 289 1,07 416 0,52 308 0,11 188 0,68 324

' +0,04 9 +0,11] *20 |+0,03] =7 +0,03] *19 |+0,10] *22

0,21 298 4,09 221 0,58 296 0,40 256 0,52 336

+0,02 9 +192| +65 |+0,15] *29 |+0,05] +£10 |+0,06| *14

Puffer

+ 0,1 mM Spn

Betrachtet man nui, und Vnyax bei jeweils einer Konzentration von 1,0 mM an
Salzen und Polyaminen ergibt sich folgendes Bilabglle 3.15
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Tabelle 3.15: Kinetische Konstanten der Adx Mutanta im Cytochrom c Assay

Die Interaktion der Adrenodoxin Mutanten mit derr@dodoxin Reduktase wurde tber die Reduktion
des Cytochront bei 550 nm in Puffer oder mit einer zusatzlicheneinkonzentration der Salze und
Polyamine von 1,0 mM betrachtet.

AdXWT AdxD15K AdxD15N AdxD39K AdxD39N
Km Vmax Km Vmax Km Vmax Km Vmax Km Vmax
Nanomol Nanomol Nanomol Nanomol Nanomol
M red. M red. M red. M red. M red.
H Cytochrom H Cytochrom H Cytochrom H Cytochrom H Cytochrom
c/min c/min c/min c/min c/min

0,30 359 1,68 658 1,06 665 0,45 350 0,52 339

Puffer | 1 003| +14 |+020| +44 |+032| +94 |+005| +14 |+005| +11
lommkall 140 | 224 [ 248 | 239 | 412 | 263 | 122 | 179 | 123 | 115
' +034| +26 |+1,10| +57 |+1,79| +76 |+043| +26 |+045| =20
t Lommpul 023 | 256 | 268 | 421 | 065 | 296 | 018 | 189 | 0,79 | 331
' +0,03| +10 |+076| +67 |+011| +18 |+005| +12 |+028| +38
+LomMspd 032 | 291 | 145 399 [ 038 [ 287 | 033 | 299 | 034 | 283
' +0,04| +11 |+032| +51 |+007| +18 |+007| +20 |+0,07| +23
096 | 150 | 1,80 | 156 | 0,60 | 195 | 0,71 | 150 | 1,21 | 257

+ 1,0 mM Spn

+044 | 39 |+x0,14| 7 +0,17] *£22 |+0,22] +15 |+£0,26] *29

F) Bei 1,0 mM KCI fallt derK, der AdxD39-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp um
13%. Dagegen wird deKn, bei AdxD15K fast verdoppelt, durch AdxD15N sogar
verdreifacht. Wahrend/n« bei AdxD39K auf 80% und bei AdxD39N auf 51%
zuruckgeht, steigert AdxD15K ihn um 7% und AdxD15bh 17%. Die AdxD15
Mutanten binden schlechter an die Reduktase, veebesiber den Elektronentransfer.
Die AdxD39 Mutanten binden besser an die AdR, wgtamen aber auch den
Elektronentransfer.

G) In Anwesenheit von 1,0 mM Putrescin nimmt #grdes AdxD39K um 22% ab. Die
Ubrigen Mutanten steigern alle dép in der Reihenfolge AdxD15N (um das 3-fache)
< AdxD39N < AdxD15K (um das 11-fache). Mit de¥fhax Wert verhalt es sich
ahnlich. AdxD39K zeigt im Vergleich zum Wildtyp @n Rickgang um 30%,
wéhrend ihn AdxD15N (um 16%) < AdxD39N (um 29%) <®15K (um 65%)
steigern. AdxD39K erhtht die Affinitat zur AdR, rvimgert aber auch den
Elektronentransfer. Bei den dbrigen Mutanten zegth eine Verringerung der
Affinitat zur AdR und eine Steigerung des Elektnotnansfers.

H) 1,0 mM Spermidin: DeK,, Wert der Mutanten AdxD15N (0,38 uM) AdxD39K (0,33
UM) und AdxD39N (0,34 uM) zeigt eine ahnlichen Weré der Wildtyp (0,32 uM).
AdxD15K verursacht allerdings eine Steigerung idgsum das 4,5-fache, bindet also

schlechter an die Reduktase. BeWhay verhalt es sich ahnlich. Die Werte fir
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AdxD15N, und die AdxD39 Mutanten liegen in der ghen Grélienordnung wie der
Wildtyp, AdxD15K verbessert ihn um 37%.

Betrachtet man die Veranderung bei 1,0 mM Spernunsteigt derK, durch
AdxD39N um 26% und durch AdxD15K sogar um 88%. &it foei AdxD15N auf
63% und auf 74% bei AdxD39R/max andert sich durch die K-Mutanten kaum, die N-
Mutanten steigern ihn (AdxD15N um 30%; AdxD39N ufi®4).

Vergleicht man nun den Einfluss der verschiedenesnzintrationen an Salzen und

Polyaminen auf derK,, und Vyax Wert des Wildtypen und der Mutanten, ergibt siah e
komplexes und uneinheitliches Bil@igbelle 3.14und 3.15.

1)

L)

I.)

AdXWT: FirVmax gilt, dass er sowohl bei einer zugegeben Konzeotraon 0,1 mM
als von 1,0 mM an Salz oder Polyaminen erniedrigdwBei 0,1 mM in der
Reihenfolge KClI < Put < Spd < Spn, bei 1,0 mM inr dReihenfolge
Spn << KCI < Put < Spd. Sowohl 0,1 mM als auchrif KCI erhéhen dei, Wert
um das vier- (0,1 mM) bzw. 4,5-fache (1,0 mM). Eeigt sowohl bei 0,1 mM
Putrescin, 0,1 mM Spermidin als auch bei 1,0 mMr@pg wird durch 1,0 mM
Putrescin und 0,1 mM Spermin erniedrigt und bleidgi 1,0 mM Spermidin
unverandert. Berlcksichtigt man die Konkurrenz zivesn Adx und den Polyaminen
um die Interaktion mit der AdR, so agieren KCI, (M Putrescin, 0,1 mM
Spermidin als auch 1,0 mM Spermin wie ein Mischtly, mM Putrescin und 0,1 mM
Spermin wie ein unkompetitiver und 1,0 mM Spermidiie ein nicht-kompetitiver
Inhibitor.

AdxD15K: DerVmax Wert wird im Vergleich zur Kontrolle (Reaktion nim Puffer) in
allen Féallen erniedrigt. Bei 0,1 mM in der ReihdgéoPut < Spn ~ KCI < Spd und bei
1,0 mM in der Reihenfolge Spn < KCI < Spd < Put.IKGO mM Putrescin erhéhen
denKy, um das doppelte, 0,1 mM Spermin sogar um dasadteifd,1 mM Putrescin,
und Spermidin erniedrigen ihn, er bleibt gleich bg mM Spermin. Somit sind alle
getestete Bedingungen potentielle Konkurrenten ignlmteraktion mit AdR. KCI,
Putrescin in einer Konzentration von 1,0 mM und @ Spermin agieren wie ein
Mischtyp, 1,0 mM Spermin wie ein nichtkompetitvenduSpermidin und 0,1 mM
Putrescin wie ein unkompetitiver Inhibitor.

AdXxD15N: DerVmax Wert wird im Vergleich zur Kontrolle (Reaktion nim Puffer) in
allen Fallen erniedrigt. Bei 0,1 mM in der ReihdgéoSpn < Spd ~ KCI < Put und bei
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IV.)

V.)

1,0 mM in der Reihenfolge Spn < KCI < Spd < Put#g KCI steigert derK, alle
Polyamine senken ihn um 40% - 50%. KClI ist ein Mtgp, die Polyamine verhalten
sich wie unkompetitive Inhibitoren.

AdxD39K: Der Vimax Wert wird bei 0,1 mM KCI und 0,1 mM Putrescin enhder
nimmt bei 0,1 mM Spermidin und Spermin ab. Bei I nimmt er in der
Reihenfolge Spn < KCI ~ Put << Spd ab. Hier steige€l und 1,0 mM Spermin den
Km, alle anderen Bedingungen reduzieren ihn. KCI 1yf@dmM Spermin agieren wie
ein Mischtyp, Putrescin, Spermidin und 0,1 mM Sparmwie ein unkompetitiver
Inhibitor.

AdxD39N: DerVnyax Wert wird im Vergleich zur Kontrolle (Reaktion nim Puffer) in
allen Fallen erniedrigt. Bei 0,1 mM in der Reihdg®Put << KC| < Spd ~ Spn und
bei 1,0 mM in der Reihenfolge KCI < Spn ~ Spd <.Rdr K, Wert wird durch KCI
1,0 mM Putrescin, 0,1 mM Spermidin und 1,0 mM Spergesteigert, verandert sich
bei 0,1 mM Spermin nicht, nimmt bei 0,1 mM Putrasend 1,0 mM Spermidin ab.
Demnach wirken KCI, 1,0 mM Putrescin, 0,1 mM Spelimiund 1,0 mM Spermin
wie ein Mischtyp, wahrend 0,1 mM Spermin wie eiohtikompetitiver und 0,1 mM

Putrescin und 1,0 mM Spermidin wie ein unkompetitiinhibitor agieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in jedeeKation KCI bei allen Adx Spezies als

Mischtyp fungiert. Die Funktion der Polyamine war dieser Testreihe abhangig von der

eingesetzten Konzentration und der Mutante, mit sler interagierten. Putrescin agierte

hauptséachlich wie ein Mischtyp oder ein unkompaetitiinhibitor, Spermidin agiert bei den

Mutanten mit einer Ausnahme (0,1 mM bei AdxD39N Mischtyp) wie ein unkompetitiver

Inhibitor, beim Wildtyp wie ein nicht-kompetitivdnhibitor. 1,0 mM Spermin verhielt sich
wie ein Mischtyp beim Wildtyp und den AdxD39-Mutant unkompetitiv bei AdxD15K und

nicht-kompetitiver bei AdxD15N. 0,1mM Spermin veetiisich sowohl wie ein Mischtyp
(AdxD15K) auch als wie ein nicht-kompetitiver (Ad2BN) oder ein unkompetiver (AdXWT,
AdxD15N, AdxD39K) Inhibitor.
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Diskussion und Ausblick

Protein-Protein Interaktionen sind von zentraled®dung fur die meisten biologischen
Prozesse — von der interzellularen Kommunikatios um programmierten Zelltod — und
reprasentieren daher wichtige Angriffspunkte fumsahliche Therapeutika. Die Mdglichkeit, in
spezifische Protein-Protein Interaktionen einzugrei birgt ein betrachtliches Potential, die
Funktion ausgewahlter Proteine innerhalb der Zellebeeinflussen. Zellpermeable, kleine,
organische Modulatoren oder sogar Inhibitoren vantdi-Protein Interaktionen sind daher sehr
wichtige Werkzeuge sowohl fir die Untersuchung yrysiologisch bedeutsamen, zelluléaren
Prozessen als auch fir die Behandlung einer Viklzahwerwiegender Erkrankungen des
Menschen. Das gegenwartig hohe Interesse der Awnmtelforschung an therapeutischen
Antikorpern spiegelt den Wert solcher Targets widBtockwin & Holmes, 2003). Damit
einhergehend wéchst die Zahl der Veroffentlichungka Uber kleine Molekule als erfolgreich
eingesetzte Inhibitoren von Protein-Protein Intéoaden berichten. Die Entwicklung solcher
Inhibitoren stellt sich allerdings als schwierigdugs (Berg, 2003; Arkin & Wells, 2004). Bisher
wurden zum Finden von Modulatoren entweder neueekidé anhand der Proteinstruktur
entworfen oder kombinatorische Bibliotheken nachléWdlen durchsucht, deren Struktur
bekannten Inhibitoren ahnelt (Zutskit al, 1998; Cochran, 2001; Berg, 2003). Einen
interessanten Ansatz entwickelte 2000 die GruppePurSchultz(Guo et al, 2000), die einen
Hohlraum am Protein-Protein Interface erzeugtem,zdeeiner 18fachen Reduzierung in der
Bindung fihrte, und anschlieRend nach Verbindurgeshten, die die Assoziation (teilweise)
wieder herstellten. Jedoch konnten bis jetzt nuniges Beispiele von kleinen Antagonisten der
Proteinkomplexe beschrieben werden (Cochran, 2Qmm1), die die Kriterien fur die
Applikation auf zellulareEbeneerfillen und fir Studien am gesamten Organismuse&zbar
sind. Besondersm Hinblick auf eine therapeutische Entwicklung dsihohe Wirksamkeit,
Selektivitat und biologische Verfigbark&bmbiniert mit einer geringen Toxizitat unerlaskséc
Eigenschaften (Wells & McClendon, 2007).

Einen weiteren moglichen Ansatz bei der Suche rModulatoren besteht nun darin, kleine
korpereigene Molekile, wie zum Beispiel die Polyaeni dazu zu verwenden, die

elektrostatische Anziehung zwischen assoziiererfleteinen zu Uberlagern, und somit neue
Einblicke zu moglichen Konsequenzen fir die Prefiotein Wechselwirkungen und z.B. den
intermolekularen Elektronentransport zu gewinneroly&mine konnen aufgrund ihrer

mehrfachen Ladung, ihrer Flexibilitéat, ihres hoh&workommens und der Anwesenheit
effizienter Transportsysteme die Struktur und diek&ion negativ geladener Biopolymere in der

Zelle und im extrazellularen Raum beeinflussélektrostatische Interaktionen der Polyamine
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mit DNA und RNA @bbildungen 4.1 bis 4.3 stabilisieren die Nukleinsaurestrukturen und
beeinflussen unterschiedliche Schritte der Protegymthese unter physiologischen
Bedingungen (Matthews, 1993).

Abb. 4.1: Vorschlag fir die bevorzugte Bindung delPutrescin-DNA Komplexe.
(A) Entlang der grof3en Furch&)(Entlang der kleinen Furch&bbildung aus Ouameur & Tajmir-Riahi,
2004; nach Ruiz-Chicet al, 2001. Das Polyamin ist jeweils schwarz dargestell

Abb. 4.2 Vorschlag fir die bevorzugte Bindung der Bermin-DNA Komplexe.
Entlang der grof3en Furch&bbildung aus Ouameur & Tajmir-Riahi, 2004 nachRGhicaet al, 2001.
Das Polyamin ist jeweils schwarz dargestellt.
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Abb. 4.3: Vorschlag fir die bevorzugte Bindung deiSpermidin-DNA Komplexe.

(A) Entlang der grof3en Furchd)(Durch die grof3e FurcheC) Durch die kleinen Furche. Abbildung
aus Ouameur & Tajmir-Riahi, 2004 nach Ruiz-Chétaal, 2001. Das Polyamin ist jeweils schwarz
dargestellt.

Um nachweisen zu kénnen, dass Molekiile als Modwatagieren kénnen, ist die Wahl
eines bekannten und regulierbaren Protein-Protgsteis von grol3er Bedeutung. Von Vortell
ist die Kenntnis der genauen Bindestelle der Mddum, die durch NMR und
Rontgenkristallstrukturen der Proteine identifizerden kann. Die bisherigen Erfahrungen bei
der Inhibition mit kleinen Molekilen zeigen, dass wn Vorteil ist, wenn die Zielproteine

Regionen mit hoher Bindungsaffinitat, so genannt¢ Spots, besitzen, die auch von kleinen
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Teilchen oder Peptiden bedeckt werden kdnnen. DiegeSpots mussen nicht in der Nahe der
Protein-Protein Bindestelle sitzen, sondern werdash an anderen, allosterischen, Stellen
gefunden. Gezieltes Besetzen dieser Seiten minddeiMolekilen kann die Interaktionen
zwischen den Proteinen und dadurch die enzymatisehktion modulieren.

Das mitochondriale Elektronentransfersystem bestebteinem Ferredoxin mit einem [2Fe-2S]
Cluster (Adrenodoxin, Adx), einer FAD beinhaltend€erredoxinreduktase (Adrenodoxin-
Reduktase, AdR) und einem Cytochrom P450. NADPFetieElektronen zur AdR und diese
werden zum Adx und von dort zu den membrangebumdéhgochromen P450 (CYP11A1,
CYP11B1) Ubertragen, welche diese Elektronen zur scldreRenden
Substrathydroxylierungsreaktion nutzen. Es gibtleutige Beweise, dass die Komponenten der
Cytochrom P450-abhangigen Elektronentransfersysteremer koordinierten, sehr spezifischen
Art und Weise miteinander interagieren (Bernhat@96; Grinberget al, 2000; Usanoet al,
2002). Der Mechanismus wurde in vielen Untersuckangnittels NMR Spektroskopie,
ortsgerichteter Mutagenese und der RoOntgenstruidlyse untersucht. Mittlerweile sind auch
Strukturen fur die meisten Redoxpartner der Cytocta (bakterielles PTR und PTX,
microsomales CPR, cytb5 und b5R, mitochondriales éad der AdR-Adx Komplex (Wanet

al., 1997, Mulleret al, 1998, 2001; Lewis & Hlavica, 2000)) bekannt. ABaudien zeigten, dass
die Hauptkrafte zwischen den einzelnen Komponedé&rElektrontransferkette der Cytochrome
elektrostatischer Natur sind. Hinzu kommt, das&tebdstatische Kréafte zwischen nur einigen
wenigen Aminosauren — hot spots — an den groRRertaKtstellen eine entscheidende Rolle
spielen (Bernhardt, 1996; Grinbezgal, 2000; Usanoet al, 2002).

Das CYP11A1-System war Ausgangspunkt vieler Stydiandie bendtigten Proteine in grof3er
Menge sehr effizient ife. coli exprimiert und auch aus Saugetiergeweben sehgepeinigt
werden konnen. So wurden in unserer Arbeitsgrup@® schon die Auswirkung der
Phophorylierung des Adx auf den Elektronentranspodiiner et al, 2004, 2007) sowie die
lonenstarkeabhangigkeit dieses Systems (Schétlat, 2004) untersucht.

Aus friheren CYP-Untersuchungen ist durch mehremgp@en bekannt, dass die Polyamine
Einfluss auf die Funktionen der Cytochrome nehnadleydings ohne den zu Grunde liegenden
Mechanismus zu untersuchen: In mikrosomalen uneimem rekonstituierten CYP-System
stimulierten Polyamine die Oxidation verschiedeMiedikamente (Daleet al, 1983; Kulkarni

& Gonzales, 1985, Osimitz & Kulkarni, 1985).

Jedoch wurde der Einfluss von Polyaminen auf diels&tronentransportsysteme bisher nicht
charakterisiert. Daher steht im Fokus der vorliglgen Arbeit die umfassende Analyse der

Einflussmdglichkeiten von Polyaminen auf  das mitoddriale CYP11A1-

112



Diskussion & Ausblick

Steroidhydroxylierungssystem der bovinen Nebenniergttels Oberflachenplasmonresonanz,
Stopped-Flow Messungen, Substratumwandlungsadd&ysjs und CD-Spektroskopie.

Es wird zum ersten Mal berichtet, dass kleine eedegPolyamine die Fahigkeit besitzen, mit
Protein-Protein Interaktionen zu interferieren wswit eine wichtige regulatorische Rolle im

physiologischen Proteinnetzwerk spielen konnen.

4.1 Die vielfaltigen Effekte der Polyamine auf da€YP11A1l System

4.1.1 Effekte der Polyamine auf die Spektraleigenkaften von CYP11A1

Polyamine besitzen Aminogruppen, die Uber das feaitronenpaar des Stickstoffs an
das Ham-Eisen der Cytochrome P450 binden und samt so genanntes Typ |l
Differenzspektrum ausbilden kénnen (MVeizal,1992; Locusoret al, 2007). Typ Il Liganden
werden als Inhibitoren der P450 Funktionen betetcltta sie das niedrige Redoxpotential der
Cytochrome stabilisieren und mit dem Sauerstoff die Bindung an das Ham Eisen
konkurrieren. Dennoch sind einige Typ Il Ligander® wum Beispiel Anilin (Yamazalet al,
1996) oder Substanzen, die Imidazol- und Triaztérdgsitzen, auch als Substrate fir P450
bekannt (Pearsoat al, 2006; Kunzeet al, 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden daher
durch spektroskopische Titration die Bindungssmgktder Polyamine an das CYP11Al
untersucht. Bei diesen Experimenten musste berdltikgi werden, dass die Polyamine bei
neutralem pH zwar positiv geladen sind (Beneinal, 1999), die Aminogruppen mit steigenden
pH Werten aber zunehmend deprotoniert werden, imdPdlyamine sich damit an das Ham-
Eisen anlagern konnemibildung 1.1). In der Tat zeigen die Polyamine Spermidin und
Spermin bei pH-Werten > 8,3 eine Typ Il Bindug,{x 424 — 435 nMAmin 392 — 410 nm), da
sie unter diesen Bedingungen teilweise deprotoniedriagen Abbildung 3.1).
Uberraschenderweise wurde bei niedrigen Polyamindwatnationen £ 1 mM), bei denen sie
normalerweise auch in den Zellen vorliegen, eineese Typ | (RI) BindungNmax420 nmAnin
um 386 nm)sichtbar Abbildung 3.1). In diesem Fall interagieren die Polyamine mitnde
Cytochrom an einer anderen als der Typ | Stelle eindeutig an einer anderen Stelle als dem
Ham-Eisen (Typ Il Bindestelle) (Schenkmaenal, 1972). Dartber hinaus beeintrachtigt die
durch die Polyamine verursachte Rl Bindung niclet lditeraktion von reduziertem CYP11Al
mit Kohlenstoffmonooxid Abbildung 3.2). Dies bedeutet, dass die physiologischen
Eigenschaften des Cytochroms nicht beeintrachtigt, salso ein Elektronentransfer vom
Cytochrom zum Substrat Cholesterol weiterhin gevedstet ist. Ahnliche Beobachtungen

zeigten sich bei friheren Untersuchungen von andété50 Liganden. Sie zeigten eine
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zusatzliche Interaktion mit Positionen, die von ¢km- bzw. Substrattasche weiter entfernt
liegen, die zu konformellen Anderungen und zu eimeranderten Ham Absorption filhren
kénnen (Schusteat al, 1975; Churet al, 2001; Isin & Guengerich, 2006).

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauftss,di@ Art und Weise, wie die Polyamine
an das Cytochrom binden, abhéngig vom Puffer-pHestscheint jedoch unwahrscheinlich, dass
bei einer kleinen (,physiologischen®) Polyaminkongzation um 1,0 mM die schwache Typ I
Interaktion mit CYP11A1 einen Einfluss auf die Emmktivitat haben kénnte.

4.1.2 Polyamine uben spezifische Einflisse auf diProtein-Protein Interaktion im
CYP11A1 System aus.

Um die oben aufgestellte Hypothese, wonach klemdngene Polyamine die Fahigkeit
besitzen, das Bindungsverhalten von Adx zu seinezdoRpartnern zu beeinflussen,
experimentell zu beweisen, wurde die optische Bissgk angewendet. Mit Hilfe dieser
Technik ist es moglich, die Bindung zwischen Adxduseinen Redoxpartnern direkt zu
verfolgen. In dieser Arbeit wurde das Biacore30Q0 Z€harakterisierung der Interaktionen
zwischen oxidiertem Adx und AdR beziehungsweise CYP114l eingesetzt. Freie
Aminogruppen des Ferredoxins, welche gleichmaligomu Proteinoberflache verteilt sind,
wurden benutzt, um das Protein an die mit EDC/NH@viarten Carboxylgruppen der
Dextranmatrix des Sensorchips zu bind&hbbildung 3.7 zeigt ein typisches Sensorgramm zur
Kopplung von Adx. Verglichen mit anderen publizegrtimmobilisierungsmethoden (lvanev
al., 1999) bendotigt die hier verwendete Prozedur leamlisches Puffersystem. Da der Eisen-
Schwefel Cluster des Adx sensitiv auf eine azidsddmgebung reagiert, wirde eine
Immobilisierungsmethode bei oder unter pH 6, diédiig und Bindung von inaktivem
Apoprotein an den Sensorchip erhéhen. Die in ungergeitsgruppe entwickelte und in dieser
Arbeit verwendete Methode wurde dagegen unter aleutrBedingungen durchgefuhrt, und
stabilisiert somit die Bindung des Holoproteinsh{iter et al, 2004; Zolineret al, 2007). Wie
in Tabelle 3.3und 3.4 gezeigt wird, weist die Komplexbildung zwischenxXdT und AdR
beziehungsweise CYP11A1l deutliche Unterschiede dd&bei zeigte sich, dass die
Komplexbildung zwischen AdxWT und AdR ein schnellerozess ist, der durch eirg,
Geschwindigkeit von 3,81 favi™* s und einenkp im mikromolaren Bereich bestimmt wird
(Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4. Die Untersuchungen zur Interaktion zwischen AdxWnd
CYP11A1l zeigten ein auffallig anderes Bindungsvienmaals AdXWT zur AdR Tabelle 3.3
und Tabelle 3.4. Fiur die CYP11A1l Bindung an das Adx wurde einen¥8 schnellerd,-Rate
als fur die Bindung der AdR bestimmt, wahrend dfitRaten in der gleichen Groél3enordnung
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waren. Auch diKp Werte fur die beiden untersuchten Komplexe weidtark voneinander ab.
So ist der AdxWT-CYP11A1 Komplex 20-fach stabilés der AdxXWT-AdR Komplex. Diese
Ergebnisse stimmen mit friheren Untersuchungen lvanov, Schiffler und Zdllner Gberein
(lvanov et al, 1999; Schiffleret al, 2004; Zo6llneret al, 2004, 2007). Dartber hinaus sind die
von Brandt und Vickery verdffentlichtenpkWerte fur den Komplex zwischen humaner AdR
und humanen Adx (zwischen 20 nM und 100 nM) in gleichen Grdl3enordnung wie die in
dieser Arbeit fir die beiden bovinen Proteine pméiseien Daten (Brandt & Vickery, 1993).
1999 zeigte Ivanov (lvanoet al, 1999), dass der Adx-AdR Komplex weniger stabd dér
Adx-CYP11A1l Komplex ist, was ebenfalls mit den Hrgissen der Biacore Experimente
Ubereinstimmt. Wurden die einzelnen Komplexbildungewischen Adx und AdR
beziehungsweise CYP11A1 in Anwesenheit der Polyamimtersucht, traten jedoch relevante
Anderungen auf. Alle Experimente wurden in einemhmals 100-fachen Uberschuss an NaCl
(150 mM) durchgefuhrt, so dass unspezifische, algjee lonenstarkeeffekte anderer Kationen
(KCI, MgCl,, Putrescin, Spermidin und Spermin) auf die Kombpikeling der Proteine
Uberlagert und damit ausgeschlossen werden kéimiernohe Konzentration an NaCl dient zur
Pufferung der als Laufpuffer fiir die meisten Biacoknwendungen empfohlenen HEPES-
LOsung.

Die Effekte des einwertigen Salzes KJlapelle 3.3und 3.4 waren vergleichbar mit
denen der Polyamine. Daher sind auch spezifischéeBiellen fiir K lonen wahrscheinlich, wie
sie auch zuvor beim bakteriellen CYP101 beobachteten. Im bakteriellen Protein konnte
eine spezifische KBindestelle in der B-B’ Schleife und der B’-Helpefunden werden, die mit
der Putidaredoxin Bindestelle tiberlappen. Die Biglheider Effektoren, Kund Putidaredoxin,
fuhrt zu induzierten Stérungen an dieser Stelle bawlirkt gegensatzliche spektrale Anderungen
(OuYang et al, 2006). Gegensatzliche spektralen Anderungen wumlech bei CYP11A1
beobachtet, nadmlich ein Typ | Spektrum nach Adwxmdrter Cholesterolbindung (Kido &
Kimura, 1979) und RI Spektren nach Polyaminbind(#igbildung 3.1). Ob die beobachteten
Anderungen bei CYP101 und CYP11A1 in einem strtlen Zusammenhang stehen, kann
allerdings erst nach der Lésung der 3D-Struktur@éB11A1 geklart werden.

Im Gegensatz dazu storte das zweiwertige lorf"Mipn Adx-AdR Komplex nicht
wesentlich und zeigte relativ schwache Effekte @em Adx-CYP11A1 Komplex. Sie waren
somit eher mit den Ergebnissen der Kontrolle (BiaddBS-EP Puffer ohne weitere Zugabe von
Salz oder Polyamine) vergleichbar. Wie bereits rwravahnt, sollten unspezifische Salzeffekte

durch den Uberschuss an'N¢ationen uiberlagert werden.
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Dagegen zeigen die Daten, aufgefuhriTebelle 3.3und 3.4, spezifische Effekte der
Polyamine. Dabei sind die beobachteten Effekte dplgdvon der chemischen Struktur, der
Anzahl und der Verteilung der Ladungen der Polyamind bei einer lonenstarke von 1,0 mM

starker als bei | = 0,4 mM.

So starken die Polyamine die AdR-Adx Interaktiozhwgéchen aber den Adx-CYP11Al
Komplex und modulieren bevorzugt den Zugang zu Bliexestellen, was in einer Steigerung
der Assoziationsraten beider Komplexe sichtbar vBeeteits 1996 zeigten Schreiber und Fersht,
dass sich die Assoziationsrate zweier Proteinederittadung (und der Salzkonzentration) nach
der Debye-Htickel Theorie verandert (Schreiber &skgrl996). In einer Weiterentwicklung
konnte gezeigt werden, dass die Assoziationsragktdvon der Anderung der elektrostatischen
Energie der Interaktion zwischen zwei Proteinenaalgh (Selzer & Schreiber, 1999). Weitere
Bemihungen der Gruppe um G. Schreiber, die Assoagtte zu steigern, die
Dissoziationsrate aber nicht zu andern, und sotalilere Komplexe zwischen der TEM1-[3-
lactamase und ihres Inhibitors BLIP zu erhalten,rdga 2000 publiziert. Theoretische
Berechnungen sagten eine groRRe Bandbreite von vzartenden Anderungen dés, durch
Mutationen am BLIP Protein voraus. Eine Uber 20#a&Steigerung wurde fur die D163K
Mutante vorhergesagt. Diese Daten wurden expergfentit Biacore und Stopped-Flow
Messungen bestétigt. Wahrend die Assoziation dulieh Mutation stark anstieg, blieb die
Dissoziationsrate weitestgehend unverandert undteilzu einem 250-fachen stabileren
Komplex (Selzeet al, 2000). Ahnliche Effekte durch die Adx Mutantenx®&dl5K, AdxD15N,
AdxD39K und AdxD39N in der Assoziation zwischen Adrd AdR werden inKapitel 4.2
noch einmal aufgegriffen. Es kann davon ausgegamngemlen, dass die Anwesenheit der
Polyamine, die ihre positive Ladung Uber ihr gesmrolekll verteilen, einen Einfluss auf
diese Bindungen hat, indem sie eine Mutation miteeipositiv geladenen Aminoséuren
imitieren.

Allerdings liefert die Biosensorik keine Informatien dartber, ob die Polyamine den
Elektronentransfer beeinflussen oder nicht. Um ali€&sage zu beantworten, wurde eine

detaillierte kinetische Untersuchung durchgefuhrt.

4.1.3 Polyamine beeinflussen den Elektronentransfemd die katalytische Aktivitat
Das mitochondriale Steroidhydroxylierungssystem w&egenstand zahlreicher
unterschiedlicher kinetischer Studien. Interessamise wurde eine komplette kinetische

Analyse aller in der CYP11A1 Elektronentransferketbrkommenden Schritte erst vor wenigen

116



Diskussion & Ausblick

Jahren publiziert (Schifflegt al, 2004). Bis heute wurden jedoch keine Daten venilficht, die
das kinetische Verhalten der Komponenten in Anwlesiérvon kleinen Molekilen, wie den
Polyaminen, und deren Einfluss auf die Elektronemniibgungsrate beschreiben. Die CYP11A1l
katalysierte Reaktion fuhrt zur Bildung von Pregmien, dem Vorlaufermolekul aller Steroide.
Da diese Reaktion als der geschwindigkeitsbestindmeB8chritt in der Biosynthese der
Steroidhormone angesehen wird, ist es von groRetarebse, die beiden bedeutenden
Reduktionsprozesse, die in diesem System stattfind@mlich die Reduktion des Adx durch
AdR¢ und daran anschlieRend die Reduktion des CYP1lAfchd Adxeq einzeln in
Anwesenheit von Modulatoren zu untersuchen. MitfeHdler Stopped-Flow Technik wurde
zuerst oxidiertes Adx mit reduzierter AR und ogities CYP11A1l mit prareduziertem Adx
gemischt. Die hier erhaltenen Ergebnisse mit deldtyyi Proteinen ohne Polyaminzusatz liegen
im gleichen Rahmen wie die bereits publiziertenh{fler et al, 2004, Zdllneret al, 2004,
2007). Vergleicht man nun in einem néchsten Schag Verhalten zwischen den oxidierten
Proteinen (mittels Oberflachenplasmonresonaigbélle 3.3 und 3.4 mit der Bildung der
funktionalen ox-red Komplexe, die einen Elektrongf@r zwischen ihnen ermdglichen
(Abbildung 3.14 Fund 3.16 F Tabelle 3.5 und 3.6), so sind die Effekte der Polyamine in
beiden Versuchsreihen sehr &hnlich. Da der Adx-AdRplex bedingt durch die Polyamine
reaktiver wird, werden die Elektronen schneller viemduzierten AdR zum Adx Ubertragen. Im
Gegensatz dazu geht eine Schwachung der Interaktisthen Adx und CYP11A1 mit einem
abnehmenden Elektronentransfer von Adx zu CYP1liAhee. In beiden Komplexen erfolgte
die Modulation des Elektronentransfers in der Reiblge Putrescin < Spermidin < Spermin.
Wie im folgenden Abschnitt erlautert wird, nimmtcaudie Substratumwandlung mit steigender
Konzentration der Polyamine ab. Mittels der Stoppkxv Daten wird deutlich, dass die
Produktbildung trotz eines schnelleren Elektroraamgfers zwischen der AR und dem Adx, nur
von dem (abnehmenden) Elektronentransfer zwischen Adx und dem Cytochrom P450
abhéangig ist. Diese Ergebnisse unterstitzen frigardien, zum Beispiel mit zahlreichen Adx
Mutanten (Grinberget al, 2000; Bureiket al, 2005), die zeigen, dass die Interaktion und der
Elektrontransfer zwischen AdR und Adx nicht derawgndigkeitsbestimmende Schritt ist. Die
Interaktion und der Elektrontransfer zwischen AdxduCYP11A1l sind fur die allgemeine
katalytische Aktivitat verantwortlich; der geschdigkeitsbestimmende Schritt liegt aber nach
dem ersten, messbaren Elektronentransfer (von skeh$tigten) zum Cytochrom P450
(Schiffler et al, 2004).

Neben den von unserer Gruppe zur Kinetik publierertDaten (Schiffleret al, 2004,

Zollneret al, 2004, 2007), ist die hier vorliegende Arbeit dignzige, die sich mit einer
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detaillierten Studie der Kinetiken der mitochontima CYP11A1 Elektronentransferkette unter

Einfluss physiologisch wichtiger Konzentrationemudrpereigenen Polyaminen beschattigt.

4.1.4 Effekte der Polyamine auf die Fahigkeit des YP11Al1l-Systems zur
Substratumwandlung

Die Untersuchung der Wirkung von Spermidin und Bperwar experimentell gesehen
anspruchsvoll, da diese Polyamine mit steigenderziptration den Puffer pH beeinflussten.
Der Reaktionspuffer bestand aus 50 mM HEPES migmeiranfanglichen pH-Wert von 7,3
beziehungsweise pH 8,0 und 0,05% Tween20, und ddfpH jedes Puffers wurde nach der
jeweiligen Zugabe des Polyamins Uberpriuft. Obwahlbei der Zugabe von bis zu 10 mM
Putrescin zu keiner pH-Anderung im Puffer kam, gasbmit steigender Spermidin/Spermin
Konzentration einen pH-Anstieg in dem Reaktionsgemmi Diese Anderungen mussten bei der
Untersuchung der Wirkung der Polyamine auf die C¥RILAktivitat berticksichtigt werden. Im
Gegensatz zu Putrescin inhibierten beide, Spermidich Spermin, die CYP11Al-abhangige
Pregnenolonbildung bei pH 7,3 und pH 8,0 und eiA€x Konzentration von 0,5 uM
(Abbildung 3.5). Im Vergleich zur Aktivitat ohne Zusatz von Patyia ging die Aktivitat auf
etwa 25% (Spermidin) beziehungsweise auf 15% (SperpH 8,0) zuriick. Bei einer Adx
Konzentration von 5,QuM konnte eine weniger ausgepragte Abnahme beoliacldslen
(Abbildung 3.6). Mit steigender Anzahl der Adx-Molekile, die nuken Protein-Protein
Interfaces interagieren, sinkt der inhibitorischéelg, was auf eine vermehrte Konkurrenz mit
den Polyaminen um die Bindungsstellen hinweistdén Rekonstitutionsassays zeigte sich mit
Spermidin und Spermin sowohl bei pH 7,3 als auch i¢ 8,0 eine Inhibierung der
Cholesterolumwandlung zu Pregnenolon. Mit Putresaiurde bei pH 7,3 Kkeine
(Abbildung 3.4 A) und bei dem physiologischen pH 8,0 ein Rickganfy 0% sichtbar
(Abbildung 3.4 B). Dabei gab es keinen Unterschied zwischen dgraRohkonzentration, oder
der Anzahl der Adx-Molekile. Dies deutet darauf, ldass unter physiologischen Bedingungen
auch das kleinste der hier untersuchten PolyamimeneEffekt auf die Substratumwandlung

ausubt.

4.1.5 Putative Bindungsstellen der Polyamine an defProteinen
Wie bereits erwahnt, wurden alle Docking-Experireembn Frau Susanne Eyrisch aus
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. V. Helms, Univiéits des Saarlandes, Saarbiicken

durchgefuhrt. Ein Re-docking der Polyamine, duréhigg an funf ausgewahlten Co-
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Kristallstrukturen von polyaminbindenden Proteir{fBermanet al, 2000), fuhrte zu folgenden
Daten(Tabelle 4.1)

Tabelle 4.1: Die ausgewéhlten Co-Kristallstrukturenund ihre Re-docking Ergebnisse.
Die letzte Spalte beinhaltet die ,Root mean squdifeerence” (RMSD) zwischen dem Liganden
koordiniert in ihrer re-dockten Orientierung undeihAusrichtung in der Kristallstruktur

PDB Beschreibung Re-docking RMSD [A]
Eintrag Score
[kcal\mol]
1a99 Putrescin bindet an dascoli Putrescin Bindeprotein. -7,66 0,30
2006 Putrescin bindet an die Humane Spermidinsgetha -9,16 1,20
1lpot Spermidin bindet an d&s coli Spermidin Bindeprotein. -13,96 0,30
2007 Spermidin bindet an die Humane Spermidinsgatha -13,96 0,90
2cl2 Spermin bindet als schwacher, kompetitiveibitdr an die -9,43 1,60
Nitroalkan Oxidase.

Vergleicht man die Ergebnisse der Bindung der HRoiga an bekannte und
physiologisch relevante Bindungspartner, so liegjenErgebnisse des fir diese Untersuchungen
durchgefihrten Dockings der unterschiedlichen Roiga an das Adx, die AdR und den Adx-
AdR Komplex {[Tabelle 3.7 und 3.8) in der gleichen GréRenordnung und kénnen sonsit al
realistische Werte betrachtet werden. Tatsachiwinten Stellen mit hoher Bindungsaffinitat fir
die Polyamine vorgeschlagen werden, die aufgrumdrihage sehr dazu geeignet sind, die
experimentell erhaltenen Adx-AdR Bindungsdaten dlaeen. Bindungen an das CYP11Al
konnten nicht durchgefiihrt und bertcksichtigt werd#a die Kristallstrukturen dieses Proteins
und seines Komplexes mit Adx bis jetzt noch niaiegen.

In seinen natiurlichen Bindungstaschen bildet Paines drei bis  vier
Wasserstoffbrickenbindungen, zwei von denen zu tiveggeladenen Aminosauren, aus
(Abbildung 4.4).
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Abb. 4.4: Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindungen durdltreBcin in seinen nattrlichen
Bindungstaschen; Dockingbild erstellt von S. Eywmis&entrum fir Bioinformatik, Universitat des
Saarlandes A) Putrescin bindet an das E. coli Putrescin Bindigin (PDB Eintrag 1a99)Bj Putrescin
bindet an die Humane Putrescin Spermidin SyntHaB& (Eintrag 2006).

In diesem Zusammenhang ist die fiur Putrescin vaidagene Bindung zu negativ
geladenen Aminosauren sowohl an Adx als auch an AéR schlissig. Es scheint, dass
Putrescin bevorzugt an das Komplexinterface bindetsomit als ein Aktivator der Adx — AdR
Interaktion agieren konnte. Ahnlich wie Putresciildét Spermidin in seiner natirlichen
Bindungstasche sechs Wasserstoffbriickenbindungenzu negativ geladenen Aminosauren,
aus Abbildung 4.5). Dabei nehmen alle Aminogruppen an der Binduilg te
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Abb. 4.5: Ausbildung der Wasserstoffbrickenbindungen durgrer@idin in seinen nattrlichen
Bindungstaschen; Dockingbild erstellt von S. Eywmis&entrum fir Bioinformatik, Universitat des
Saarlandes.A) Spermidin bindet an das E. coli Spermidin Bindégin (PDB Eintrag 1pot).B)
Spermidin bindet an die Spermidine Synthase (PDBr&g 2007).

Die in den Dockingexperimente vorgeschlagene Bigddar Polyamine an Adx und
AdR kann in gleicher Koordination an den re-dock@mKristallstrukturen beobachtet werden.
Spermidin und Spermin scheinen bevorzugt an das Ad&face von ungebundenem Adx

(Aspl5, Asp39, Asp4l) zu binden und somit die KaRplldung zu férdern. Strukturanalysen
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zeigten, dass diese Region als sekundare Bindeétieldie AdR fungiert (Milleet al, 2001).
Somit fuhren Spermidin und Spermin noch mehr alseBain zu einer schnelleren Reduzierung
des Adx (Hara & Kimura 1989 b; Hara & Miyata, 1994iiller et al,, 2001).

Wahrend Putrescin an das Adx/AdR Komplexinterfaémdestelle Nr.3,Tabelle 3.9 bindet
und dadurch die Interaktion zwischen den beidenteifven fordert, docken Spermidin und
Spermin bevorzugt an die Region Asp-15, Asp-39,-Akmles ungebundenen Adx (Bindestelle
Nr.1, Tabelle 3.§. Im Durchschnitt liegen die Ergebnisse fir Sperfum —11 kcal/mol) etwa

2 kcal/mol unter denen von Spermidin (um -9 kcaljm{@abelle 3.9. Daher scheint das
Resultat fir SperminT@belle 3.9 zum Vergleichen ungeeignet, da die ErgebnisseRkes
dockings Tabelle 4. fur Spermidin (-13,96 kcal/mol) bedeutend bessed als fir Spermin
(-9,43 kcal/mol). Vergleicht man die Re-dockingdngisse Tabelle 4.) mit denen, die in
Tabelle 3.7 gezeigt werden, so wird deutlich, dass die Scdiiesdas Docking in die MD
Snapshots und in die Co-Kristallstrukturen von ieaohpbarer Grof3e sind. Besonders fur das
Docking von Spermidin in die Kristallstrukturen véwlx, AR und Adx-AdR sind die Scores
mit Werten von -10,06 kcal/mol, -8,80 kcal/mol kringsweise -9,83 kcal/mol allerdings
weniger gunstig als die aus dem Re-docking (-18@8/mol). Dies deutet darauf hin, dass die
induced-fit Effekte eine zusatzliche Stabilisierwran 2-3 kcal/Mol erzielen, aber auch dass die
konformative Flexibilitat, die in molekulardynamismn (MD) Simulationen bei Raumtemperatur
erhalten wurde, ausreicht, um Bindungstaschen zwuzeugen, die vergleichbare
Bindungsaffinitaten wie diejenigen Proteine besitason denen bekannt ist, dass sie Polyamine
binden (Eyrisch & Helms, 2007). Dass die Dockingdgsse an Adx und AdRReniger gunstig
als die Re-dockingergebnisse sind, weist wiederufrdee Bedeutung von induced-fit Effekten
fur die Spermidinbindung hin. Spermin bindet an MiroalkanoxidaseAbbildung 4.6) indem
sich nur eine einzige Wasserstoffbriicke zwischetelit und Ligand ausbildet.

Dies erlaubt jedoch keine Schlussfolgerungen aaf mtirlicheBindungsart des Spermins.
Dennoch beweist dies, dass die Polyamine an das BiAflen und somit die Funktion der
Oxidoreduktase inhibieren konnen. Dies unterstidizt Zuordnung der vermeintlichen
Bindungsseite 2, bei der Putrescin an das FAD binBlemit zeigen die Dockingergebnisse
deutlich, dass es fur die Polyamine mdglich isg sich abstoRenden Ladungen zwischen Adx

und AdR zu Uberwinden.
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Abb. 4.6: Spermin bindet als ein schwacher, kompetitiveridinbr an die Nitroalkanoxidase (PDB
Eintrag 2c1®, Dockingbild erstellt von S. Eyrisch, Zentrum fiBioinformatik, Universitat des
Saarlandes

4.2 Einfluss der Polyamine auf die sekundére Intelktionsdoméane des Adx

Wie im letzten Abschnitt bereits erwéhnt, zeigtén@dockingergebnisse, dass die Region
um die Aminosauren Asp-15, Asp-39 und Asp-41 am /Aihxe bevorzugte Bindestelle der
Polyamine ist. Die bisherige Analyse der Kristallktur postulierte diese Stelle als die
sekundéare Interaktionsdomane des Adx zur AdR (Miteal, 2001) Abbildung 4.7). Daher
wurde im zweiten Teil dieser Arbeit eine detailieebiochemische Untersuchung der Interaktion

zwischen Adx und AdR an dieser Stelle durchgefihrt.
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Abb. 4.7:

(A) Molekulare Darstellung der Oberflache von Adx(4108) (Muller et al., 1998): Gefarbt wurde nach
dem elektrostatischen Potential (negatives ingosjtives in blau). Die geladenen Aminosaurereisté s
benannt. Der Eisen-Schwefel-Cluster [2Fe-2S] lirgtiner Vertiefung (oberer Teil der Figur). Hedbl
eingekreist ist die azide Region um Asp-76, welaleprimare Interaktionsdoméane gilt (Mullet al,
2001). Grun eingekreist ist die sogenannte sekendéeraktionsdomane oder crosslinking Doméne.

(B) Kristallstruktur des Adx-AdR Komplexes: Gezeigt werden die Kontaktstellen zwischen Adx und
AdR sowie die primare und die sekundare Interaktioméne Die daran beteiligten Aminosauren sind
als Stabmodell dargestellt. Abbildung aus Mideal, 2001.

Dazu wurden vier Adrenodoxin Mutanten (AdxD15K, x&5N, AdxD39K und
AdxD39N) hergestellt, die die frUhere negative Lagludes Asp (D) entweder durch eine
neutrale Asn (N), oder eine positive Lys (K) ergatz Durch diese Mutanten in der sekundaren
Interaktionsdomane des Adx wurde somit nicht nerghysiologische Bedeutung dieser Region
zum ersten Mal, sondern auch der Einfluss der PRalya auf eine bestimmte Stelle des Adx
untersucht. Obwohl beide untersuchten Aminosaunedea Oberflache liegen, musste zunachst
geklart werden, ob die eingefuhrten Substitutioderswirkungen auf die Struktur oder das
Redoxpotential des Adrenodoxin hatten. Weder dig\MiB/(Abbildung 3.18) noch die CD-
Spektren Abbildung 3.19 und 3.20 zeigten eine Veranderung der Sekundéarstruktur. loaw
Region um den Eisen-Schwefel Cluster. Auch die Rpdtentiale der Mutanten lagen im
Bereich des Wildtypes (Adx WT 269 + 4 mV, AdxD15K72 + 3 mV, AdxD15N -266 + 5 mV,
AdxD39K -260 + 12 mV, AdxD39N -271 + 5 mV). Einzane erhohte thermische Stabilitat der
Mutanten wurde sichtbail ébelle 3.9. Dieses Ergebnis war tberraschend, da Asp-15Aspd
39 an der Oberflache liegen und nicht zu erwartem, wlass sie in der Stabilisierung der
Proteinstruktur eine Rolle spielen. Betrachtet rdenLadungsverteilung des Adx(4-108) in der
sekundéaren Interaktionsdoméane (griin eingekralsbjldung 4.7 A), so wird deutlich, dass die
eingefuhrten Mutanten in einer stark negativ gatedeRegion liegen, so dass es wahrscheinlich
ist, dass die AbstofRung der negativ geladenenrikeitten durch einzelne Ladungsveranderung
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abgepuffert wird. Die erhdhte thermische Stabik@tnte zumindest bei den AdxD15 Mutanten

mit der Ausbildung neuer Wasserstoffbriicken innérhades Adx erklart werden
(Abbildung 4.8).

Abb. 4.8: Wasserstoffbriicken, die von Asp-15 des Adausgebildet werden.

Die Wasserstoffbricken die von Asp-15 des AdXWT urath der Mutation zu AdxD15K bzw.
AdxD15N ausgebildet werden, wurden mit der Wase#lsiicken Subroutine des Programms
MSViewerLite 4.2 der Firma Accelrys erstelltA) Asp-15 (rotes Stab-Modell) bildet eine
Wasserstoffbriicke (griin gestrichelt) zu Glu-17 hgdiStab-Modell) des Adx (orange gefarbt) und keine
zu AdR (blau gefarbt)B) AdxD15K (rotes Stab-Modell) bildet Wasserstoffbrénk(griin gestrichelt) zu
Asn-13 (grines Stab-Modell) und Glu-17 (grines Stallell) des Adx (orange geféarbt) und keine zu
AdR (blau gefarbt) au€C) AdxD15N (rotes Stab-Modell) bildet Wasserstoffbréisk(griin gestrichelt) zu
Asn-13 (griines Stab-Modell) und Glu-17 (grines Stalell) des Adx (orange gefarbt) und keine zu
AdR (blau geféarbt) aus.
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Die AdxD15 bildet genau eine Wasserstoffbriicke Amninoséure Glu-17 des Adx aus,
wahrend sowohl die AdxD15K als auch die AdxD15N &hien laut Modell eine weitere
Wasserstoffbriicken zur Adx Aminosaure an der Rwositil3 (Asn-13) ausbilden
(Abbildung 4.8).

So lasst sich die erhdhte thermische Stabilitat ArD39 nicht erklaren. Wie in der
Abbildung 4.9 gezeigt wird, bilden beiden Mutanten AdxD39K unddx®39N die
Wasserstoffbriicke zwischen Asp-39 (OH) und Lys-RH), die im AdR-AdXWT Komplex
vorhanden ist, nicht mehr aus. Jedoch kdnnen digerten Aminosauren Verschiebungen in
ihrer Umgebung zur Folge haben. Diese leichterkstrallen Veranderungen im Vergleich zum
Wildtyp koénnten zur Ausbildung einer neuen Salzkedjcoder zur Neuanordnung von
Wasserstoffbriicken fihren. Dies kdnnte auch eingliofe Erklarung fur die beobachteten
Unterschiede zwischen den Mutanten sein. Jedochdist beobachtete Steigerung der
thermischen Stabilitat bis jetzt noch nicht eindgwdrklarbar. Bestatigt wurde diese erhdhte
Stabilitat mit der thermischen Denaturierung vorx¥A' unter den gleichen Bedingungen nur
in zusatzlicher Anwesenheit von | = 1,0 mM KCI uRdlyaminen. Auch in dieser Messreihe
fuhrte der Zusatz von positiver Ladung zu einerhimzu 4°C héheren Schmelztemperatur im
Vergleich zum Protein in Puffer. Erst eine Kris&#rung dieser Mutanten konnte helfen, darauf

eine eindeutige Antwort zu finden.
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Abb. 4.9: Wasserstoffbriicken, die von Asp-39 des Adausgebildet werden.

Die Wasserstoffbriicken an denen Asp-39 des AdxWW die entsprechenden Reste nach den
Mutationen AdxD39K bzw. AdxD39N beteiligt sind, vdan mit der Wasserstoffbriicken Subroutine des
Programms MSViewerLite 4.2 der Firma Accelrys ditsté) Asp-39 (rotes Stab-Modell) bildet eine
Wasserstoffbriicke (griin gestrichelt) zu Asn-13 jgdiStab-Modell) des Adx (orange gefarbt) und eine
zu Lys-27 (dunkelblaues Stab-Modell) der AdR (btgiéarbt).B) AdxD39K (rotes Stab-Modell) bildet
eine Wasserstoffbriicke (gruin gestrichelt) zu Asr{gi8nes Stab-Modell) des Adx (orange gefarbt). Die
Wasserstoffbricke zu Lys-27 (dunkelblaues Stab-Mpder AdR (blau gefarbt) fehltC) AdxD39N
(rotes Stab-Modell) bildet eine Wasserstoffbruaei gestrichelt) zu Asn-13 (griines Stab-Modell de
Adx (orange gefarbt). Die Wasserstoffbriicke zu Rys{dunkelblaues Stab-Modell) der AdR (blau
gefarbt) fehlt.
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Chemische Modifikation und Dockingstudien zeigteguttich, dass die Aminosauren
Asp-72, Glu-73, Asp-76 und Asp-79 (Mullet al, 1999) eine wichtige Rolle in der Interaktion
zur AdR spielten. Zusatzlich wurde an Hand einess€limks in der Kristallstruktur des Adx-
AdR Komplexes postuliert, dass auch die Aminosausp-39 und Asp-41 fur die Interaktion
zwischen Adx und AdR von Bedeutung sind (MU#¢mal, 2001). Die von Frau Susanne Eyrisch
durchgefihrten Docking Untersuchungen beschreilesedRegion (Asp-15, Asp-39 und Asp-
41) als einzige bevorzugte Binderegion fur die Roline am ungebundenen Adrenodoxin.
Durch Einfihren von neutralen bzw. positiven Lademgsollte Uberprift werden, ob die
zusétzlichen positiven Ladungen der Salze und Roh@ zu auffalligen Anderungen in den
Dockingkinetiken des Adx zu seinem Redoxpartneritro fihren.

Um diese Vermutung experimentell zu belegen, wusike zuvor bei der Untersuchung der
Wechselwirkung von AdxWT mit beiden Redoxpartner @harakterisierung der Interaktionen
zwischen den oxidierten Adx-Mutanten und AdRlie Oberflachenplasmonresonanz mit einem
Biacore3000 angewendet.

Betrachtet man die AdR-Adx Bindung , so ergibt gitlich die Mutationen ein &hnliches Bild
wie flr den Wildtypen in Anwesenheit der Polyamim. Vergleich zum Wildtyp stabilisieren
die Mutanten den Adx-AdR Komplex (AdxD15N, 2,4-fadkdxD39K, 5-fach; AdxD15K, 8,3-
fach; AdxD39N 18-fach). Auch hier zeigten die Polyae eine Stabilisierungrébelle 3.3und
3.49).

Da es sich bei dieser Region um die sekundéreaktiensdoméne des Adx an die AdR handelt,
wurde zur Kontrolle der erhaltenen BindungsdatetiR /an den Chip gekoppelt und Lésungen
der funf verschiedenen Adx Spezies als Ligandemrr dba Reduktase-Chip geleitet. Auch in
diesem Experiment bilden die Mutanten bis zu 6-fatebilere Komplexe (AdxD15N) mit der
Reduktase als der WTé#belle 4.2.
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Tabelle 4.2: Vergleich der SPR-Analysen der Interakon zwischen Adxy (WT oder Mutanten) mit
AdR, und AdR,, mit Adx,, (WT oder Mutanten)

Das Bindungsverhalten von AdR (Konzentration dealjen zwischen 100 - 500 nM) an AdXWT und
den Adx-Mutanten AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdSBN, die zuvor auf einen CM5 Chip
(~300 RU) immobilisiert wurden, wurde in Biacore S#P Puffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15
M NaCl mit 0,005% Surfactant P20) bei 25°C untensuZum Vergleich dazu wurde AdRmittels der
gleichen Prozedur auf den Chip gekoppelt und dieraohiedlichen Adx-Spezies (400 und 500 nM) als
Analyten gebunden. Die Bindungskurven der Inteomén wurden mit dem Biacore
Evaluierungsprogramm 4.1 als ein 1:1 Bindungsmaaldilysiert. Standardabweichungere(4) zu den
gezeigten Werten waren innerhalb + 10 %.

Adx — AdR AdR-Adx
kon kot [ Ko (kot/kon) Kon kot | Ko (kot/kon)
[M7s] [s7] M] [M7s] [s7] M]

AdxWT 3,8110° | 2,8610° | 7,5010" 53716 | 3,7110' | 6,911C
AdxD15K 1,9716 | 1,8310 | 9,291C 1,371d | 1,8910" | 1,381C
AdxD15N 1,1016 | 34610 | 3,1510 1,501d | 1,6910" | 1,131C
AdxD39K 26416 | 39510 | 1,50 10 72416 | 1,8810" | 2,601C
AdxD39N 2,0716 | 85010" | 4,111C 8,9316 | 2,9310° | 3,28 10

Unterschiedliche Kopplungsorientierung, also AdRAalx bzw. Adx an AdR, liefert in beiden
Fallen tendenziell &hnliche Ergebnisse. Zwar ist Kig (AdR-Adx) sowohl beim Wildtyp als
auch bei den Mutanten eine Grdél3enordnung kleireedat jeweiligeKp (Adx-AdR), dennoch
sind sowohl die Mutanten-AdR Komplexe als auch A@R-Mutanten Komplexe deutlich
stabiler als der ADXWT-AdR bzw. AdR-AdxWT Komplex.

Ein ganz anderes Bild fur die Komplexbildung zesith, wenn folgender experimenteller
Ansatz gewahlt wurde. Betrachtet man die Stabilisig des Adx-AdR Komplexes durch die
Mutanten und zusatzliche positive Ladungen, imnezolgen auf den AdxWT-AdR Komplex in
Puffer Kp 1,00), so zeigt sich, dass im Falle der Adx MwanAdxD15K und AdxD39N

zusatzliche positive Ladung die Bindung zur AdRsecatechtern Tabelle 4.3. Dies wird

besonders deutlich, wenn man bertcksichtigt, dasd/ermeidung von lonenstarkeeffekte der
Salze und Polyamine, diese Untersuchungen nichtubtgrschiedlichen Konzentrationen an

Salzen und Polyaminen, sondern bei zwei festemktéeken (1) durchgefihrt wurden.
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Tabelle 4.3: Relative Dissoziationskonstante fir seAdx-AdR Komplex gemessen fur Adx Wildtyp
und Mutanten in Ab- und Anwesenheit von Salzen undPolyaminen.

Ko

AdXWT 1,00

AdXWT, 1 = 0,4 mM KCI 0,09
AdXWT, 1 = 1,0 mM KCI 0,20
AdXWT, | = 0,4 mM Put 0,04
AdXWT, 1 = 1,0 mM Put 0,22
AdxWT, | =0,4 mM Spd 2,77
AdXWT, 1 =1,0 mM Spd 0,23
AdXWT, | = 0,4 mM Spn 0,08
AdXWT, 1 =1,0 mM Spn 0,44

e

AdxD15K 0,12
AdxD15K, | = 0,4 mM KCI 0,36
AdxD15K, | = 1,0 mM KCI 0,18
AdxD15K, | = 0,4 mM Put 0,20
AdxD15K, | = 1,0 mM Put 0,15
AdxD15K, 1 = 0,4 mM Spd 0,45
AdxD15K, 1=1,0 mM Spd 0,25
AdxD15K, I = 0,4 mM Spn 0,32
AdxD15K,l =1,0 mM Spn 0,52

AdxD15N 0,42
AdxD15N, | = 0,4 mM KCI 0,26
AdxD15N, | = 1,0 mM KCI 0,23
AdxD15N, I = 0,4 mM Put 0,48
AdxD15N, I = 1,0 mM Put 0,18
AdxD15N, | = 0,4 mM Spd 0,64
AdxD15N, I =1,0 mM Spd 0,81
AdxD15N, | = 0,4 mM Spn 0,40
AdxD15N, I =1,0 mM Spn 0,62

.

AdxD39K 0,20
AdxD39K, | = 0,4 mM KCI 0,05
AdxD39K, | = 1,0 mM KCI 0,07
AdxD39K, | = 0,4 mM Put 0,07
AdxD39K, | = 1,0 mM Put 0,06
AdxD39K, 1 = 0,4 mM Spd 0,08
AdxD39K, 1 =1,0 mM Spd 0,10
AdxD39K, | = 0,4 mM Spn 0,24
AdxD39K, I =1,0 mM Spn 0,24

...

AdxD39N 0,06
AdxD39N, | = 0,4 mM KCI 0,05
AdxD39N, | = 1,0 mM KCI 0,05
AdxD39N, | = 0,4 mM Put 0,18
AdxD39N, | =1,0 mM Put 0,10
AdxD39N, | = 0,4 mM Spd 0,14
AdxD39N, | = 1,0 mM Spd 0,26
AdxD39N, | = 0,4 mM Spn 0,55
AdxD39N, I =1,0m M Spn 0,21
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Trotzdem sind alle Komplexe in Anwesenheit von Sald Polyaminen stabiler als mit
AdXWT. Interessanterweise festigen sowohl bei ddx[XL5N als auch bei der AdxD39K die
niedrig geladenen lonen (KCI und Putrescin bei AtixN, KCI bis Spermidin bei AdxD39K)
den Komplex um das vierfache, und fihren im Vedjieium AdXWT-AdR Komplex zu einer
Stabilisierung um das 20-fache. Allerdings ist dieEffekt der lonen fir die Mutanten nicht
einheitlich, so dass eine eindeutige Aussage deffuBses zu diesem Zeitpunkt nicht mdglich
ist. Die bevorzugte Bindetasche fur KCl und diey@oline an das Adx steht nach der Mutation
nicht mehr zur Verfigung. Die Bindung der Polyamantlgt daher nicht mehr bevorzugt oder
gar nicht mehr an dieser Region. Die Effekte von Kitd Polyaminen auf die Mutanten sind
damit deutlich geringer und auf andere Bindephanomnéckzufihren.

Betrachtet man die Lage und die Ladung der Mutatioso wird deutlich, dass der Einfluss der
Polyamine in den meisten Féllen an der Positiorsta®ker ist, als an der Position 15. Dies
konnte darauf zurickzufihren sein, dass die Adxaséure Asp-39 direkt der Aminosaure
Lys-27 der AdR gegentberliegt.

Durch die Einfuhrung der Mutationen an dieser Stellissten sich die positiven Ladungen
deutlich mehr abstof3en als die positive mit detnadéen Ladung. Dies ist nicht der Fall. In allen
Fallen ist AdxD39N instabiler als AdxD39K.

Betrachtet man sich die Cross-Link Region nachjeleeiligen Mutation Abbildung 4.10), so
zeigt sich, dass auch nach Lésung des Cross-Links 27 der AdR mit Asp-39 des Adx), die
Abstande zwischen dem Lys-27 (NH) und den jewedladenen Aminosauren sich immer, in
einem Bereich zwischen 4 (Position 39 des Adx)8ofs (Position 15 des Adx) bewegt. Dies ist
unabhangig von der eingeflihrten Mutation. Somitnkameder Uber die Position der neu
eingefuhrten positiven Ladung, noch Uber die Grdlée Aminosaure dieses unerwartete

Verhalten erklart werden.
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Abb. 4.10: Cross-Link Region zwischen den
Aminosauren Asp-15, Asp-39 und Asp-41 des Adx
und der Aminosaure Lys-27 der AdR

Die Abstande (in A) zwischen der Lys-27 (NH)
(dunkelblaues Stabmodell) der AdR (blau gefarbty un
den jeweiligen drei Aminosauren (rote Stabmodelts)
Adx (orange gefarbt) wurden mit der Abstands-
Subroutine des Programms MSViewerLite 4.2 der
Firma Accelrys berechnet Die Wasserstoffbriicken
wurden mit der Wasserstoffbriicken Subroutine des
Programms MSViewerLite 4.2 der Firma Accelrys
erstellt. A) Cross-Link zwischen Asp-39 des AdXWT
und Lys-27 der AdR;B) Cross-Link Region nach
Mutation der Asp-15 des AdxWT zu Lys-15
(AdxD15K); C) Cross-Link Region nach Mutation der
Asp-15 des AdAXWT zu Asn-15 (AdxD15Np) Cross-

Link Reglon nach Mutatlonder Asp 39 des AAxWT zs139 (AdXxD39K);E) Cross-Link Region nach
Mutation der Asp-39 des AdXWT zu Asn-39 (AdxD15N);
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Werden noch zusatzliche positive Ladungen eingéfiglar wird der AAxD39N-AdR Komplex
deutlich instabiler. Dies ist aber erst mit einavefachen (MgGl und Spermidin) oder
dreifachen Ladung (Spermin) zu beobachten. Hingegied der AdxD39K-AdR Komplex
stabiler, oder verandert sich kaum zur Kontrolldinliches gilt fir die Mutationen an der
Aminosaure Asp-15. Fur sich allein genommen veemasich die Mutanten, vor allem die
positiven K-Mutanten, wie der Adrenodoxin Wildtyp Anwesenheit der positiven Ladungen
der Polyamine. Zusatzliche positive Ladungen fuhrenunspezifischen Effekten, die keine
eindeutige, klare Linie im Verhalten der Polyamural Salze an diesen Stellen erkennen lassen
oder ihr Verhalten genau erklaren konnte. Um weiteformationen tber den Einfluss der durch
die Mutation veranderten Ladungen auf den Elekimtaesfer, und in wiefern dies noch durch
die Salze oder die Polyamine verstarkt wird, zuakem, konnten z.B. noch Stopped-Flow

Messungen durchgefuhrt werden.

Die Untersuchungen mittels CytochramAssay waren so uneinheitlich, dass sie keine
schlissige Interpretation zulassen. Obwohl nichit gpbysiologischer Relevanz, Ubertragen die
Mitglieder der mitochondrialen Elektronentransfétée AR und Adx das Elektron auf
Cytochrom ¢, wobei in diesem Fall der Elektronentransfer ziwst AR und Adx der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist (LambethK&min, 1977). Wie bereits erwahnt,
befinden sich die untersuchten Mutanten alle in sekundaren Interaktionsdoméne zwischen
Adx und AdR. Daher wurde diesgr vitro Test ausgesucht, um zu untersuchen, in wiefern die
neu eingefiihrten Ladungen an der Stelle 15 bzweiB8&n Effekt auf den Elektronentransfer
haben Tabelle 3.14und3.15. Wie inTabelle 4.4gezeigt wird, sind die kinetischen Konstanten
zwischen AdXWT und den Mutanten AdxD39K und AdxD38BNder Bindung der Reduktase
und in der Cytochrons Reduktion &hnlich. Das ist erstaunlich, da der Aaxinosdure D39 die
positiv geladene Seitenkette Lys-27 der Reduktagemjiberliegt. Frihere Studien zeigten, dass
die Bindungsaffinitdt hundertfach zurtick geht, wenan Asp-76 oder Asp-79 mit Asn ersetzt
(Coghlan & Vickery, 1991). Da auch den Aminosaufap-76 und Asp-79 des Adx die AdR-
Aminosauren Arg-240 und Arg-244 gegeniberliegetteh@an ein ahnliches Ergebnis erwartet.
Dagegen zeigen die Mutanten AdxD15K und AdxD15Neribis zu 5,6-fachen gesteigerten K
und einen um 85% gesteigerten,¥ Beide zeigen somit eine geringere Affinitdt zum
Elektronendonor, aber einen effizienteren Elektntramsfer. Dies deutet darauf hin, dass die

Einflhrung einer neutralen oder positiven Ladungli@ser Stelle zwar zur Abstol3ung zwischen
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den Redoxpartner fiihrt, den Elektronenfluss abartrbehindert. Dies widerspricht den Biacore
Daten, die einen stabileren AdxD15K/AdxD15N-AdR Kaex zeigen.

Sowohl die Anwesenheit von Salz als auch von Polyamfihrt zu einer Verschlechterung des
Elektronenflusses. Dies kodnnte sich, wie schon den Biacore Ergebnissen, Uber eine
Anwesenheit von ,zu vielen® positiven Ladungen érkh, die die komplexen, elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Adx und AdR stdren. Dagegpricht allerdings, dass mit
Ausnahme von 0,1 mM Putrescin und 1,0 mM SpernmmirAnwesenheit von positiver Ladung
die Affinitat zwischen AdR und Adx gleich bleibt @dsogar verbessert wird.

Die Anwesenheit des einwertigen Salzes KCl zeig€ambination sowohl mit dem Wildtyp als
auch mit allen Mutanten einen gestiegekgnund in den meisten Féllen einen Rickgang des
Vmax Das deutet eher daraufhin, dass die Anderungendib positive Ladungen des Salzes als
durch die Mutanten hervorgerufen werden. Auch diydmine zeigen ein dhnliches Verhalten

mit den Mutanten wie mit dem Wildtypemhdbelle 4.9.
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Tabelle 4.4: Relative kinetische Konstante fir diénteraktion von AdxWT oder Mutanten mit der

Adrenodoxin Reduktase

Km Vmax
AdXWT 1,00 1,00
AdxWT, 0,1 mM KCI 4,23 0,42
AdxWT, 1,0 mM KCI 4,67 0,62
AdxWT, 0,1 mM Put 2,63 0,68
AdxWT, 1,0 mM Put 0,77 0,71
AdxWT, 0,1 mM Spd 1,30 0,81
AdXWT, 1,0 mM Spd 1,07 0,81
AdxWT, 0,1 mM Spn 0,70 0,83
AdxWT, 1,0 mM Spn 3,20 0,42
s T Dy~ itiRA PI-P
AdxD15K 5,60 1,83
AdxD15K, 0,1 mM KClI 9,563 0,67
AdxD15K, 1,0 mM KClI 8,27 1,83
AdxD15K, 0,1 mM Put 1,20 0,41
AdxD15K, 1,0 mM Put 8,93 1,17
AdxD15K, 0,1 mM Spd 3,67 1,16
AdxD15K, 1,0 mM Spd 4,83 1,11
AdxD15K, 0,1 mM Spn 13,63 0,62
AdxD15K, 1,0mM Spn 6,00 0,44
A
AdxD15N 3,53 1,85
AdxD15N, 0,1 mM KCI 7,97 0,90
AdxD15N, 1,0 mM KCI 13,73 0,73
AdxD15N, 0,1 mM Put 1,70 1,26
AdxD15N, 1,0 mM Put 2,17 0,83
AdxD15N, 0,1 mM Spd 1,73 0,86
AdxD15N, 1,0 mM Spd 1,27 0,80
AdxD15N, 0,1 mM Spn 1,97 0,83
AdxD15N, 1,0mM Spn 2,00 0,54
1188 ;s __."y .-y At L.
AdxD39K 1,50 0,98
AdxD39K, 0,1 mM KClI 10,50 1,03
AdxD39K, 1,0 mM KClI 4,07 0,50
AdxD39K, 0,1 mM Put 1,20 1,10
AdxD39K, 1,0 mM Put 0,60 0,53
AdxD39K, 0,1 mM Spd 0,33 0,52
AdxD39K, 1,0 mM Spd 1,10 0,83
AdxD39K, 0,1 mM Spn 1,33 0,71
AdxD39K, 1,0mM Spn 2,37 0,42
A T
AdxD39N 1,73 0,94
AdxD39N, 0,1 mM KCI 10,16 0,82
AdxD39N, 1,0 mM KCI 4,10 0,32
AdxD39N, 0,1 mM Put 1,03 0,53
AdxD39N, 1,0 mM Put 2,63 0,92
AdxD39N, 0,1 mM Spd 2,27 0,90
AdxD39N, 1,0 mM Spd 1,13 0,79
AdxD39N, 0,1 mM Spn 1,73 0,94
AdxD39N, 1,0mM Spn 4,03 0,72
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Verglichen mit friheren Analysen der Crosslinkingn@ine und ihrer Bedeutung auf den
Elektronentransport des Steroidhydroxylierungssystedeuten die in dieser Arbeit gezeigten
Daten trotz aller Unterschiede auf eine andere Bedg dieser Region des Adx im CYP11A1-
Hydroxylierungssystem, als bei Millet al. angenommen (Mdulleet al, 2001), hin. Der von
Muller et al. 2001 publizierte Crosslink und die Identifizierudgr sogenannten sekundéren
Interaktionsdoméane um die Aminosaure Asp-39 des Ralhnten dahingehend experimentell
belegt werden, dass Uber diese Region tatsachiehinderaktion zwischen Adx und AdR
gesteuert werden kann. Die Einfuhrung der Mutatioime die sekundére Interaktionsdomane
zeigten aber genau gegensatzliche Ergebnisseealdidiman durch &hnliche Mutationen an der
primaren Interaktionsdoméne (Asp-72, Asp-76, Asp-atdalt (Coghlan & Vickery, 1991) und
somit erwartet hatte. Die in dieser Arbeit besdigieen Ergebnisse sind die erste ausfihrliche
biochemische Analyse dieser Region. Sie zeigers das bisherige Rolle dieser postulierten,
mittels eines Crosslinks theoretisch bestimmterraktionsdoméne zumindest angezweifelt
werden muss. Zwar hat diese Region um die AminesaAsp-15 und Asp-39 eine Bedeutung
fur die Bindung und den Elektronentransfer zur AdRerdings erst mit einer Neutralisierung

oder Umkehrung der Ladung an diesen Stellen wied dichtbar und ist anders als erwartet.

Da die Reduktion des Adx durch die AdR bedeuteritheiéer als der Elektronentransfer vom
Adx zum CYP11A1 ist (Schiffleret al, 2004), sollte dieSubstratumwandlungaktivitéat des
Cytochrom P450 durch eine geédnderte Affinitat deixAMutanten zur AdR nicht beeinflusst
werden. In der Tat konnten mittels HPLC keine beégiede Anderung der
Pregnenolonproduktion durch die Mutationen an deelleSs AdxD15 und AdxD39 der

Crosslinking-Domane nachgewiesen werdgblldung 4.11).
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Abb. 4.11: Vergleich zwischen der CYP11Al1-Produktbilung mit den unterschiedlichen Adx-
Mutanten. Der Substratumsatz erfolgte mittels des beschrabe@YP11Al1-Assays &B). Die
Produktbildung des AdxWT wurde auf 100% gesetzt.

Hierbei handelt es sich um einen gegenteiligen KEffder Mutanten im Vergleich zu den
Polyaminen. In Anwesenheit der Polyamine ging dieodBktbildung deutlich zurick
(Abbildung 3.4 bis 3.6). Das bedeutet aber auch, dass diese Bindesellealyamine am Adx-
AdR Komplex bzw. diese Region nicht flr die Eigdraften Adx-CYP11Al1 Komplexes
relevant sein kann.

Somit ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritr dSteroidhydroxylierungsreaktion
(Ubertragung des Elektrons vom Adx zum CytochromsP4&Schiffler et al, 2004)) von den
Mutationen nicht beeinflusst. In diesem Zusammeghaarde untersucht, ob die eingeflhrten
Mutationen eine Veranderung in der Interaktion ohim Cytochrom P450 aufweisen. Zum
besseren Verstandnis muss man die Lage der mutidme@nosauren im Vergleich zu den
Aminosauren, die eine wichtige Rolle in der Bindudgs Cytochroms spielen, betrachten. Da
die Region um Asp-72 und Glu-73, die essentiell diite funktionale Komplexbildung mit
CYP11Al ist, (Coghlan & Vickery, 1991, 1992; Usaraival, 2002) im Modell von Milleet

al. auf der von der Sekundaren InteraktionsdomanédesAdR Komplexes abgewandten Seite
liegt (Muller et al, 2001), sollten Mutationen und verénderte Ladurageder Stelle Asp-15 und
der Stelle Asp-39 kaum einen Effekt auf die Intéicakmit dem Cytochrom ausiben. Allerdings
zeigten Untersuchungen der Interaktion zwischen\@xund den Mutanten mittels Biacore
auch einen Einfluss der Mutationen am Adx auf dieraktion zum Cytochrom P450. Auch in
dieser KomplexbildungTiabelle 4.5 verhalten sich die Mutanten wie der Wildtyp mend
Polyaminen Tabelle 3.3und3.4).
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Tabelle 4.5: Vergleich der SPR-Analysen der Interakon zwischen Adx, (WT oder Mutanten) mit
CYP11A1

Das Bindungsverhalten von CYP11A1 (Konzentratiogs Aealyten zwischen 100 - 500 nM) an AdXWT
und den Mutanten AdxD15K, AdxD15N, AdxD39K und AdREN, die zuvor auf einen CM5 Chip (~300
RU) immobilisiert wurden, wurde in Biacore HBS-ERffer (0,01 M HEPES Puffer, pH 7,4, 0,15 M
NaCl mit 0,005% Surfactant P20) bei 25°C untersudhg Bindungskurven der Interaktionen wurden mit
dem Biacore Evaluierungsprogramm 4.1 als ein 1rid&ngsmodell analysiert. Standardabweichungen
(n=4) zu den gezeigten Werten waren innerhalb + 10 %.

Adx — CYP11A1
Kon Kot Ko (Kot'Kon)
[M™s] [s7] M]
AdxWT 1,8310 | 6,7610° | 3,6910°
AdxD15K 37616 | 4,1410° | 1,0110
AdxD15N 20810 | 44110 | 2,121C
AdxD39K 498106 | 22610 | 4,54 10
AdxD39N 37010 | 3,8410 | 1,04 10

Dennoch ist die offensichtliche Fahigkeit der Palyi@e, das AdR-Adx System zu aktivieren und
das Adx-CYP11A1 System zu deaktivieren von groRetarésse. Beriicksichtigt man, dass die
Kombination aus AdR-Adx fur eine Vielzahl von Cytwomen P450 als Elektronendonor dient,
wie im abschlieRenden Kapitel dieser Arbeit namkugert wird, so kénnte die Aktivitat anderer

Cytochrome P450 auch tber die Verfugbarkeit dektiElrentbertragers Adx gesteuert werden.

4.3 Konkurrenz der verschiedenen Cytochrome um degleichen Vorrat an Adx und AdR
und madglicher Einfluss auf die biologische Funktiorund Einsatz der Polyamine in anderen
Elektronentransfersystemen

Zum Abschluss moéchte ich im letzten Teil aufzeigemelche weiterreichenden
Schlussfolgerungen Uber die EinsatzmdglichkeitanRidyamine aus den Erkenntnissen dieser
Arbeit abgeleitet werden kdnnen.
Wie Dbereits erwahnt, finden in der inneren Mitoathe@nmembran nicht nur
Elektronentransferprozesse zur Bildung von Stergigendern auch zur Bildung von Vitamin
D; statt. Darlber hinaus ist weder die Steroidbidsys® auf die klassischen Organe der
Nebennierenrinde und der Gonaden beschrankt, nmtimien die Komponenten der Vitamin D
Kaskade nur an den klassischen Orten wie der Lebwt der Niere vor. In vielen

Saugetierzellen, enthalten die Mitochondrien eir3g Zahl von Cytochromen P450, die um
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Elektronen aus dem gleichen AdR-Adx Vorrat konlemren. Ein besonderes Beispiel sind
Keratinozyten, welche sowohl Cytochrome P450 derdidbiosynthese (Slominskt al, 1996,
2000) als auch Cytochrome P450 enthalten, die anVitamin D Kaskade beteiligt sind
(Lehmanret al, 2001).

In der inneren Mitochondrienmembran findet nicht wiie Biosynthese der Steroidhormone
sondern auch der VitamingDMetabolismus statt (Bernhardt, 1996; Pikuleva &t&viaan, 1999;
Omdahl et al, 2001). Bis jetzt wurden sechs unterschiedlichéo€yome P450 in beiden
Kaskaden identifiziert, die Mitglieder dreier Gemiitien (CYP11, CYP27, CYP24) sind. In der
Steroidhormonkaskade sind dies CYP11A1l (katalysieet Abspaltung der Seitenkette des
Cholesterols zur Bildung von Pregnenolon), CYP11ElYP11B2 (die 1f- und 18-
Hydroxylierungen filhren zu Glucocorticoiden und Bhalcorticoiden) und CYP27A (oxidiert
Cholesterol am C-27 zu Vorlaufern der Gallensauim).Vitamin D System hydroxyliert in
einem ersten Schritt CYP27A (neben Cholesterolaiinh D; am C-25. Anschlie3end erfolgt
durch das verwandte CYP27B (25-Hydroxyvitamirfla-hydroxylase) eine d-Oxidation, die
zur Bildung von #,25(0OH)D3 fuhrt. 10,25(OH)}D3; induziert die Expression von CYP24
(1a,25-Dihydroxyvitamin @-24-hydroxylase), das die C-20 — C-27 Seitenketggeift (Reddy

& Tserng 1989; Jonest al, 1998; Omdahét al, 2001; Schustest al, 2001 a,b).

Dartber hinaus konnen Cytochrome P450, die durobméstoffe induziert werden und
normalerweise in den Microsomen lokalisiert simdginer geklrzten aber immer noch aktiven
Form auch in den Mitochondrien gefunden werden.(€BP1A1, CYP2B1, CYP2E1 (Addyat

al., 1997, Neve & Ingelman-Sundberg, 2001)). Auch@i€stochrome erhalten ihre Elektronen
Uber das AdR/Adx System, da sie Uber die putatividelix mit beiden, dem mitochondrialen
Adx und dem microsomalen CPR, interagieren konRabipet al, 2001).

Um Konsequenzen fir die unterschiedlichen Cytocler&®#50, die um einen begrenzten Pool an
AdR und Adx konkurrieren, ableiten zu kdnnen, haberschiedene Gruppen die Effekte von
CYP11A1 und CYP11B auf die Aktivitaten und die smigebenden Profile der Metabolite, in
einer Vielzahl von Testsystemen untersucht (Ikwaséiral, 1992; Yamazaket al, 1993; Cao &
Bernhardt, 1999). Abhangig von der Anwesenheit ¥aix &ndern sich die Aktivitaten und
Hormonprofile erheblich, was auf eine bevorzugtersktion des Adx mit CYP11A1 hinweist.
Mit einem limitierten Pool an AdR und Adx konntere gsich sehr schnell andernden CYP24
Expressionslevel zu einem cross-talk zwischen derohormonen und dem Vitamin D

System und zu einer dazugehotrigen Anderung in demmbinprofilen und Pathways
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(Abbildung 4.12) fihren. Der spezifische Effekt der Polyamine dig Adx Komplexbildung
mit unterschiedlichen Cytochromen kodnnte diesesthypay-switching“ verstarken oder
aufheben.

Die in dieser Arbeit am Beispiel des CYP11Al Systeorchgefuhrten Untersuchungen
bezuglich der Produktbildung, der Affinitat und d@netik der Assoziation und Dissoziation des
Cytochroms kénnten auch an zahlreichen anderencByimen durchgefuhrt werden. Dies
wirde eine bis jetzt noch nicht absehbare Fiulle I@fiormationen nicht nur Uber die
Verhaltensweisen und Funktion der Cytochrome P4&@rh, sondern auch das Potential und

den Einflussbereich der Polyamine als pharmazdwdistodulatoren enorm erweitern.
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Abb. 4.12: AdR und Adx liefern Elektronen (Pfeile) zu den usthiedlichen mitochondrialen
Cytochromen, die sowohl in der Steroidhormonsyrgheals auch in der Vitamin D Kaskade
Schlusselfunktionen einnehmen.

Daruber hinaus waren auch Untersuchungen zur kiterain dem komplett I6slichen
bakteriellen CYP101 System und in dem mikrosom&aP3A4-CPR System denkbar. Dies
konnte einen Hinweis darauf geben, ob die untetsncRolyamine, die cytochromkatalysierten
Reaktionen jeweils speziell oder auf eine allgemerArt und Weise an einem einzigen oder an

mehreren Redoxpartner regulieren.

Dass die Polyamine auch andere Cytochrom-Elekttoaesfersysteme beeinflussen, zeigen
erste Untersuchungen zur Substratumwandlung deslC&P Ahnlich durchgefiihrt wie die
CYP11Al-abhangige Substratumsetzung, wurde mit lmaeader Polyaminkonzentration die
Umwandlung des Substrates 11-Deoxycortisol (RSS) Hwdrocortisol (F) inhibiert
(Abbildung 4.13)
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Abb. 4.13:HPLC-Chromatogramm einesin-vitro-Rekonstitutionsassays von CYP11B1.
11-Deoxycortisol (RSS) als Substrat, das zu Hydtsm (F) umgewandelt wird, und 11-
Deoxycorticosteron (DOC) als internem Standard mwvAsenheit der Polyamind\) Spermidin B)
Spermin. Die Kontrolle (schwarze Linie) enthieltirkd®olyamin. Die rote Linie zeigt den Umsatz in
Anwesenheit von 1 mM, die griine Linie mit 6 mM ¢mseiligen Polyamins.

Ein weiterer Schritt ware auch eine UntersuchungenPolyaminean vivo in intakten
Mitochondrien oder Zellkulturen (COS-1 Zellen, Nebeerenzellen, Keratinocyten). Ein
Transportsystem fir Polyamine in die Mitochondrigurch ein spezifisches Uptake-System
konnte bereits nachgewiesen werden (Toninetoal, 1992). Dennoch miusste an allen
Testsystemen in einem ersten Schritt die Mengeadgenommenen Polyamine nachgewiesen
werden. Dies ware zum Beispiel unter Verwendungoeddiv markierter Polyamine maoglich.
Damit einhergehend misste zu Beginn die Vertrakditider Zellen auf die Polyaminmenge mit
denen sie inkubiert werden, Uberpruft werden. CQ&llen kénnten dann z.B. mit CYP11A1l
oder CYP11B1 alleine oder mit AR und Adx co-trazisft werden (Cao & Bernhardt, 1999).
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Die Substratumwandlung von Cholesterol (fir CYP1lAtler von Deoxycholesterol (fur
CYP11B1) in An- und Abwesenheit der Polyamine kénntlann mittels HPLC bzw. HPTLC
analysiert werden. Zusatzliche Testbedingungen digeoptimale Substratkonzentration, oder

die Dauer der Inkubierung mussen bestimmt und ééestig werden.

Somit kdnnten sich fir die Polyamine weitere nemev@ndungen fir noch nicht bericksichtigte

oder bisher noch unbekannte Krankheitstargets ergeb
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Anhang

7. Anhang

7.1 Verwendete Gerate

Autoklav
AKTA-Prime
CD-Spektrometer
HPLC

Inkubator

Sonikator

SpeedVac

SPR-Gerat

Stopped flow
Thermomixer

UV/Vis Spektrophotometer

Zentrifugen

Zirbus IMM 20
Pharmacia
Jasco 715 Spektrojpoéer
Jasco LC800 Serie
Jasco LC2000 Serie
NewBrunswick Scientific
Emich USD 30
UniEquip Univapo
Biacore 3000
Applied Photophysics SX-17M&vite
Eppendorf Thermomixer
Shimadzu UNG2PC
Beckmann Coulter AvantiQ{Rotor JLA 8.1000)
Sigma 3K30 (Rotoren 19776, 12153)
Sigma 2K15 (Rotor 12148)
Hitachi Himac CP7503 (Rotoren P45, P30)
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