Ergebnisse 85

+ AK IV extra- und intraliposomal

H'fe

intraliposomal

0 f f
ohne ATP ADP
extraliposomal

Fig. 32: Einflul? eines monoklonalen Antikdrpers gegen die Untereinheit IV der COX auf den
Effekt der extra- und intraliposomalen Nukleotide. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach
einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ATP (rote Séulen), 5 mM
ADP (blaue Saulen) oder ohne Nukleotid (grine Saulen), bei gleichzeitiger Zugabe des
monoklonalen Antikorpers, gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes,
100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pug/mL Valimomycin und 500 pM
ADP oder 500 uM ATP zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aaz suspendiert.
Nach Zugabe von 6,4 uM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRBenmedium bei
einer Temperatur von 25°C registriert.
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Fig. 33: Einflul? eines monoklonalen Antikdrpers gegen die Untereinheit IV der COX auf den
Effekt der extra- und intraliposomalen Nukleotide. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach
einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ATP (rote Saulen), 5 mM
ADP (blaue Saulen) oder ohne Nukleotid (griine Saulen), gefolgt von Dialyse. Die Zugabe des
Antikérpers von der extraliposomalen Seite erfolgte 6 Stunden vor der Messung.
Messbedingungen siehe Fig. 32.
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Aus diesen Ergebnissen (Fig. 29- 31) folgt zum einen, wie schon unter 3.7
dargelegt, die Bindung von ATP und ADP an der N-terminalen, matrix-
orientierten Domane der Untereinheit Vla-H, (Frank and Kadenbach, 1996),
und zum anderen eine weitere Bindungsstelle auf der cytosolischen Seite der
COX. Bei dieser Bindungsstelle kann es sich um die schon von Taanman et al.,
(1994) beschriebene Bindungsstelle an der C-terminalen, cytosolisch-
orientierten Domane der Untereinheit Vla, als auch um eine Bindungsstelle an
der C-terminalen Seite der Untereinheit Vic der COX handeln. Die Moéglichkeit
einer ATP/ADP-Bindungsstelle an der Untereinheit Vic ergibt sich aus der
Kreuzreaktivitdit des verwendeten Antikdrpers mit der Untereinheit Vic
(Schneyder et al., 1991; siehe 3.7).

Wie von Napiwotzki et al. (1997) gezeigt wurde, hebt ein monoklonaler
Antikoérper gegen die Untereinheit IV der COX die Hemmung der Aktivitat, von
mit Tween 20 solubilisierter Rinderherz COX, durch ATP auf. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden parallel zu den oben erlauterten Experimenten dieselben
Versuche mit einem Antikérper gegen die Untereinheit IV der COX
durchgefihrt. Einerseits wurde wéahrend der Rekonstitution der COX mit dem
Antikbrper gegen die Untereinheit IV inkubiert und andererseits wurde der
Antikdrper nach der Rekonstitution zugegeben. Die erhaltenen Ergebnisse sind
in den Fig. 32 und 33 dargestellt. Der Antikorper gegen die Untereinheit IV der
COX hebt weder die beobachteten Effekte der intra- noch der extraliposomalen
Nukleotide auf die Protonentranslokation auf. Die erhaltenen Ergebnisse sind
praktisch identisch mit denen ohne Vorinkubation eines Antikdrpers (Fig. 29).
Damit kann ausgeschlossen werden, dall gemessene Effekte der
extraliposomalen Nukleotide auf einer Bindung derselben an der Untereinheit
IV beruhen. Auch kénnen unspezifische Antikoérpereffekte ausgeschlossen
werden. Es handelt sich bei den durch extraliposomale Nukleotide
verursachten gemessenen Effekten also um eine Bindung auf der
cytosolischen Seite an der Untereinheit Vla oder Vic der COX.
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Fig. 30: Einflu eines monoklonalen Antikdrpers gegen die Untereinheiten Via-H + Vic der
COX auf den Effekt der extra- und intraliposomalen Nukleotide. Die Rekonstitution der COX
erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ATP (rote
Saulen), 5 mM ADP (blaue Saulen) oder ohne Nukleotid (grine S&ulen), und in Anwesenheit
des monoklonalen Antikdrpers, gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes,
100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pug/mL Valimomycin und 500 pM
ADP oder 500 uM ATP zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aaz suspendiert.
Nach Zugabe von 6,4 uM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRBenmedium bei
einer Temperatur von 25°C registriert.
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Fig. 31: Einflu eines monoklonalen Antikdrpers gegen die Untereinheiten Via-H + Vic der
COX auf den Effekt der extra- und intraliposomalen Nukleotide. Die Rekonstitution der COX
erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ATP (rote
Saulen), 5 mM ADP (blaue Saulen) oder ohne Nukleotid (griine Séulen), gefolgt von Dialyse.
Die Zugabe des Antikdrpers von der extraliposomalen Seite erfolgte 6 Stunden vor der
Messung. Messbedingungen siehe Fig. 30.
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Identische Messungen wurden nach Vorinkubation des Enzyms mit dem
Antikorper gegen die Untereinheiten Vla-H + Vic durchgefuhrt (Fig. 30). Die
Inkubation mit dem monoklonalen Antikérper erfolgte wahrend der
Rekonstitution des Enzyms. Der Antikdrper konnte auf diese Weise sowohl an
die extraliposomale als auch an die intraliposomale Seite des Enzyms binden.
Wie schon unter 3.7 gezeigt werden konnte, wurde auch hier die Aufhebung
der duch intraliposomales ATP erzeugten Hemmung der Protonentranslokation
duch den Antikdrper gegen die Untereinheit Vla-H der COX beobachtet.
Zusatzlich zu der Aufhebung des intraliposomalen ATP-Effektes, war auch eine
Aufhebung der durch extraliposomales ATP bzw. ADP erzeugten Effekte zu
beobachten. DaR die H'/e-Stéchiometrien in Anwesenheit von extra-
liposomalen Nukleotiden immer niedriger als die vergleichbaren Werte ohne
extraliposomale Nukleotide waren, ist auf die schwierigere Auswertung der
Messdaten Aufgrund der schon erwahnten Pufferkapazitat der Nukleotide
zurickzufihren  (kleinere  Signale). Die verstarkte Abnahme der
Protonentranslokation in Anwesenheit von extraliposomalem ADP ist aber, wie
aus Fig. 30 hervorgeht aufgehoben. Es ist aul3erdem deutlich zu erkennen,
daR im Falle von Vesikeln mit intraliposomalem ATP die H'/e-Stochiometrie
nun nicht mehr unabhangig davon ist, ob extraliposomal ATP oder ADP
vorhanden ist.

Die Inkubation der COX mit dem Antikdrper gegen die Untereinheiten
Vla-H + Vic nach der Rekonstitution, d.h. Bindung des Antikérpers war nur von
der extraliposomalen Seite mdglich, sollte eine genauere Lokalisierung der
Nukleotidbindungstelle(n) ermdoglichen. In Fig. 31 sind die erhaltenen
Ergebnisse zusammengestellt. Es ist deutlich zu sehen, dal3 die Effekte der
extraliposomalen Nukleotide wie erwartet, aufgehoben sind, aber im Gegensatz
dazu die Hemmung der Protonentranslokation durch intraliposomales ATP
weiterhin deutlich zu erkennen ist.
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In Fig. 29 ist zunachst die Abhéngigkeit der Protonentranslokation von intra-
und extraliposomalen Nukleotiden dargestellt. Wiederum war, bei Abwesenheit
von &uReren Nukleotiden, die Abnahme der H'/e-Stéchiometrie durch
intraliposomales ATP um 50% zu erkennen. In Anwesenheit von
extraliposomalem ATP war diese Abnahme reduziert. Die Anwesenheit von
extraliposomalem ADP fiihrte zu einer konstant niedrigen H'/e-Stéchiometrie,
unabhangig vom intraliposomalen Nukleotid. Weiterhin war eine deutliche
Abnahme der Protonentranslokation duch extraliposomales ATP und eine noch
starkere Abnahme duch extraliposomales ADP zu erkennen, wenn die Vesikel
intraliposomal ADP enthielten. Diese Abnahme der H'/e’-Stéchiometrie durch
extraliposomales ATP und ADP war ebenso zu beobachten, wenn die Vesikel
intraliposomal kein Nukleotid enthielten. Ein anderes Bild ergab sich, wenn die
Vesikel intraliposomal ATP enthielten. In diesem Fall betrug die H'/e-
Stochiometrie unabhangig von extraliposomalem Nukleotid konstant etwa 0,4.
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Fig. 29: EinfluR von extraliposomalen Nukleotiden auf die Protonentranslokation von
rekonstituierter Rinderherz COX. Messung ohne Vorinkubation eines monoklonalen
Antikérpers. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode,
in Anwesenheit von 5 mM ATP (rote S&ulen), 5 mM ADP (blaue S&aulen) oder ohne Nukleotid
(grine Saulen), gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM
Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pg/mL Valimomycin und 500 uM ADP oder
500 uM ATP zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas suspendiert. Nach Zugabe
von 6,4 UM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer
Temperatur von 25°C registriert.



Ergebnisse 80

/L

&4

2 1
5 5 .
=
=
5
9 0,34
@
o
= 02-

0,1-

0,0 T ) ' ) ' I ' I ' I ///'/ I ' I ' ) ' )

0O 2 4 6 8 10 92 94 96 98 100
% extraliposomales ADP

Fig. 28: Varation des extraliposomalen ATP/ADP-Verhaltnisses bei konstanten
intraliposomalen Nukleotidkonzentrationen. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer
hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ATP (offene Vierecke) oder
5mM ADP (geschlossene Vierecke), gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in
1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pg/mL
Valimomycin und des angegebenen prozentualen Anteils an ADP zu einer Endkonzentration
von 0,2 uM Cytochrom aa; suspendiert. Die Gesamtkonzentration an extraliposomalem
Nukleotid betrug konstant 500 uM. Nach Zugabe von 6,4 uM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-
Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von 25°C registriert.

3.14 EinfluR monoklonaler Antikorpern auf den Effekt extraliposomaler
Nukleotide auf die Protonentranslokation von rekonstituierter COX

Wie bereits gezeigt (3.7), basiert der molekulare Mechanismus der
teilweisen "Entkopplung" der Energietransduktion (Abnahme der H'/e™-
Stochiometrie) der COX auf einem Austausch von gebundenem ADP durch
ATP auf der N-terminalen, matrix-orientierten Doméane der Untereinheit Vla-H
(Frank and Kadenbach, 1996). In den folgenden Experimenten sollte
untersucht werden, ob die Regulation der Protonentranslokation durch
extraliposomales ATP bzw. ADP auch durch den Antikdrper gegen die
Untereinheiten Vla-H + Vic aufgehoben werden kann.
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Fig. 27: Einfluld extraliposomaler Nukleotide auf die Protonentranslokation von in Liposomen
rekonstituierter COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an ADP, gefolgt
von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM.
COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KClI,
pH 7,0, 2 pg/mL Valimomycin und 500 pM extraliposomaler Nukleotide zu einer
Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas; suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von
25°C registriert. Geschlossene Dreiecke: Kontrolle ohne extraliposomale Nukleotide; offene
Dreiecke: +500 pM extraliposomales ATP; geschlossene Kreise: +500 uM extraliposomales
ADP; offene Kreise: +500 UM extraliposomales AMP.

Fig. 28 zeigt die Abhangigkeit der Variation des extraliposomalen ATP/ADP-
Verhaltnisses, bei konstantem intraliposomalen ATP/ADP-Verhdltnis, auf die
Protonentranslokation. Vesikel, die intraliposomal 5 mM ATP enthielten
besaRen eine konstante H'/e-Stéchiometrie von etwa 0,45, unabhangig vom
extraliposomalen Nukleotidverhaltnis. Im Gegensatz dazu war, in Abhéngigkeit
des extraliposomalen ATP/ADP-Verhéltnisses, eine starke Abnahme der H'/e -
Stochiometrie bei Vesikeln die intraliposomal 5 mM ADP enthielten zu
beobachten. Die halbmaximale Abnahme der Protonentranslokation lag hier bei
ungefahr 99% extraliposomalem ATP (1% ADP).
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3.13 Wirkung von extraliposomalen  Nukleotiden auf die Protonen-
translokation von rekonstituierter COX

Die Messung der Protonentranslokation mit intraliposomalen Nukleotiden
entspricht nicht den physiologischen Bedingungen, da in der Zelle immer auch
extraliposomale (cytosolische) Nukleotide vorhanden sind. Aus diesem Grund
wurden die Messungen der Protonentranslokation auch in Anwesenheit von
extraliposomalen Nukleotiden durchgefihrt.

Der Einflu3 von extraliposomalen Nukleotiden auf die Protonentranslokation
von rekonstituierter COX in Abhéangigkeit der intraliposomalen ATP/ADP-
Konzentration ist in Fig. 27 dargestellt. Aufgrund der Pufferkapazitat der
Nukleotide erfolgten die Messungen bei einer geringeren Nukleotid-
konzentration von 500 uM, die aber ausreicht um vorhandene Effekte zu
messen. Die Zugabe der extraliposomalen Nukleotide erfolgte ca. 5 Minuten
vor jeder Messung. Eine lange Inkubationszeit der extraliposomalen Nukleotide
war in diesem Falle nicht noétig, da durch Rekonstitutionszeit von 22 Stunden
samtliche kryptischen Bindungsstellen, extra- sowie intraliposomal, von Cholat
Molekllen befreit wurden. Durch die nach der Rekonstitition immer erfolgte
Dialyse, wurden samtliche noch am Enzym haftenden extraliposomalen
Nukleotide entfernt, so da3 man von einer tatséchlichen extraliposomalen
Nukleotidkonzentration von 500 uM ausgehen konnte.

Die Zugabe von extraliposomalem AMP hatte, wie aus Fig. 27 (offene
Kreise) zu entnehmen ist, weder eine Auswirkung auf die Protonen-
translokation noch auf die Abnahme dieser durch hohe ATP/ADP-Verhéltnisse.
Die Zugabe von extraliposomalem ATP fihrte zu einer Verringerung der
Protonentranslokation. Die Abnahme der H'/e-Stéchiometrie wurde durch
extraliposomales ATP nur geringfugig beeinflul3t (offene Dreiecke). ADP
hingegen hatte einen deutlichen EinfluR auf die H'/e™-Stéchiometrie von
rekonstituierter COX und deren Abnahme duch intraliposomales ATP. Die
Protonentranslokation nahm nach Zugabe von extraliposomalem ADP, im
Vergleich zu der Kontrollmessung ohne extraliposomale Nukleotide
(geschlossene Dreiecke), stark ab. Die Abnahme der H'/e™-Stéchiometrie bei
hohen ATP/ADP-Verhaltnissen (geschlossene Kreise) war bei
extraliposomalem ADP nahezu aufgehoben.
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Fig. 25: EinfluR von intraliposomalem CaCl, auf die H'/e™-Stochoimetrie von in Liposomen
rekonstituierter Rinderherz COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ADP (blaue Saulen), 5 mM ATP (rote Saulen)
und den angegebenen Mengen CaCl,, gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in 1 mM
K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pg/mL Valimomycin und
den angegebenen Mengen CaCl, zu einer Endkonzentration von 0,2 puM Cytochrom aaj
suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 pM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im
AuRenmedium bei einer Temperatur von 25°C registriert.
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Fig. 26: EinfluR des "second messengers" cAMP auf die Protonentranslokation von in
Liposomen rekonstituierter COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ADP (blaue Saulen) und 5 mM ATP (rote
Saulen), gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid,
0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pg/mL Valimomycin und den angegebenen Mengen cAMP
zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von
25°C reqistriert.
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Dieses Ergebnis zeigte eindeutig, dal? es sich weder um einen Effekt der
lonenstarke handelt noch um einen Effekt von K. Verantwortlich fur die
Aufhebung der ATP-Hemmung von rekonstituierter COX war vielmehr die
Konzentration an intraliposomalem CI. Das es sich um einen Effekt des
intraliposomalen Chloridgehaltes handelte und nicht um einen Effekt des
extraliposomalen Chloridgehaltes, ergab sich aus der Tatsache, dafl im
Messpuffer eine Chloridkonzentration von 100 mM Cholinchlorid und 5 mM KCI
vorlag, und geringe Anderungen der CI” -Konzentration keinen weiteren EinfluR
haben sollten.

3.12 Messung der Protonentranslokation von in Liposomen re-
konstituierter COX in Abhangigkeit der "second Messenger" CaCl,
und cCAMP.

Der am besten bekannte "second messenger” ist 3', 5'-cyclo-AMP (CAMP).
Es entsteht durch die Wirkung der Adenylatzyklase, die durch die
a-Untereinheit des G-Proteins aktiviert wird. cCAMP wirkt dann in der Zelle auf
verschiedene Prozesse ein. Es kann z.B. Enzymsysteme aktivieren. Bei
manchen hormonalen Systemen tbernimmt Calcium die Rolle eines "second
messengers". Es wird z.B. durch die Wechselwirkung des Hormons mit dem
Rezeptor oder durch Interaktion mit der a-Untereinheit des G-Proteins ein
lonenkanal gedffnet. Calcium stromt aus dem extrazellularen Bereich in die
Zellen ein und erhoht die intrazellulare Ca**-Konzentration. Dadurch werden
eine Reihe von Sekundarprozesen ausgeldst. Es sollte nun untersucht werden,
ob diese "second messenger" auch einen Einflul3 auf die COX haben.

In Fig. 25 und 26 ist die Abhangigkeit der Protonentranslokation von der
intra- sowie extraliposomalen CaCl,- und der extraliposomalen cAMP-
Konzentration dargestellt. Im Gegensatz zu den Experimenten in 3.11, wurden
in diesen Versuchen nur Konzentrationen von CacCl, und cAMP im pM-Bereich
eingesetzt. Hohere Konzentrationen waren nicht mehr physiologisch. Wie aus
den beiden Figuren hervorgeht, war kein deutlicher Effekt der beiden "second
messenger" messbar. Man konnte lediglich eine geringe Abnahme der H'/e"-
Stéchiomtrie durch CaCl, feststellen. Die Abnahme der H'/e’-Stéchiometrie von
rekonstituierter COX bei hohen ATP/ADP-Verhaltnissen lag aber weiterhin bei
50%. Die "second messenger" CaCl, und cAMP haben demnach keinen Einfluf3
auf die Protonentranslokation.
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Fig. 23: EinfluR der lonenstarke auf die Protonentranslokation von in Liposomen
rekonstituierter Rinderherz COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ADP (blaue Saulen), 5 mM ATP (rote Saulen)
und den angegebenen Mengen KCI, gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in
1 mM KHepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 ug/mL Valimomycin
und den angegebenen Mengen KCI zu einer Endkonzentration von 0,2 pM Cytochrom aas
suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 pM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im
AuRenmedium bei einer Temperatur von 25°C registriert.
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Fig. 24: Messung der Protonentranslokation in Abhangigkeit von verschiedenen Salzen von in
Liposomen rekonstituierter Rinderherz COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer
hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ADP (blaue Saulen), 5 mM ATP
(rote Saulen) und den angegebenen Mengen KCI, NaCl und K,SO,, gefolgt von Dialyse. COX-
Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0,
2 pg/mL Valimomycin und den angegebenen Mengen KCI, NaCl und K,SO, zu einer
Endkonzentration von 0,2 puM Cytochrom aas; suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von
25°C reqistriert.
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Bei gleichzeitiger Variation des intra- sowie extraliposomalen pH-Wertes
(Fig. 22C) war in keinem Fall die vollstandige Hemmung der Protonen-
translokation durch ATP um 50% zu beobachten. Bei einem pH-Wert von 6,5
(extra- und intraliposomal) war die Hemmung der Protonentranslokation
vollstandig aufgehoben und bei einem pH-Wert von 8,0 war die H'/e-
Stochiometrie mit intraliposomalem ATP sogar geringfiigig grof3er als im Falle
von intraliposomalem ADP. Der Verlauf der Protonentranslokation bei extra-
und intraliposomaler Variation des pH-Wertes entsprach der Kombination der
Variation des extraliposomalen und der Variation des intraliposomalen pH-
Wertes. Die H'/e-Stochiometrie der Vesikel mit intraliposomalem ADP nahm
von 0,45 bei pH 6,5 auf 0,98 bei pH 7,4 zu, um dann bei pH 8,0 wieder auf 0,82
abzunehmen. Parallel dazu stieg die H'/e-Stochiometrie der ATP ent-
haltenden Vesikel von 0,40 (pH 6,5) auf 0,96 (pH 8,0) an.

3.11 EinfluR der lonenstarke auf die Abnahme der H  “/e’-Stdchiometrie von
rekonstituierter COX bei hohen ATP/ADP-Verhaltnissen

Um den EinfluR der lonenstarke auf die H'/e-Stochiometrie von
rekonstituierter COX bei hohen ATP/ADP-Verhéltnissen zu untersuchen,
wurden die Messungen in Gegenwart von steigenden Konzentrationen an intra-
sowie extraliposomalem KCI durchgefuhrt (Fig. 23). Die Erhdhung der KCI-
Konzentration fuhrte ab einer KCI-Konzentration von 6 mM zu einer teilweisen
Aufhebung der Hemmung der Protonentranslokation von rekonstituierter COX
durch ATP. Eine KCI-Konzentration von 7 mM fuhrte bereits zur vollstandigen
Aufhebung der ATP-Hemmung. Die Messung der Protonentranslokation in
Anwesenheit von NaCl und K,SO, (Fig. 24) gab Aufschlu3 dariber, ob dieser
Effekt auf der steigenden Konzentration von K* oder CI” beruht. Die Hemmung
der Protonentranslokation von rekonstituierter COX durch ATP wurde durch
10 mM KCI sowie durch 10 mM NaCl aufgehoben. Durch die Anwesenheit von
10 mM K,SO, hingegen wurde die H'/e’-Stochiometrie nicht beeinfluft.
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intraliposomalen pH-Wert von 8,0, war die ATP-Hemmung der
Protonentranslokation vollstandig aufgehoben. Im Gegensatz zu Fig. 22A, war
dies hier aber durch eine Abnahme der H'/e-Stéchiometrie der ADP
enthaltenden Vesikel und nicht durch einen Anstieg der H'/e™-Stéchiometrie der
ATP enthaltenden Vesikel zu erklaren.Bei saureren pH-Werten (7,0 und 6,5),
war die Hemmung durch ATP noch vorhanden, aber war deutlich geringer als
im Falle der Kontrollmessung (intraliposomal pH 7,4 und extraliposomal
pH 7,0).
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extraliposomaler pH intraliposomaler pH
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6,5 7 7,4 8
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Fig. 22: pH-Wert Abhangigkeit der Protonentranslokation von in Liposomen rekonstituierter
Rinderherz COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit von 5 mM ADP (blaue Saulen) und 5 mM ATP (rote
Saulen) und unter den angegebenen pH-Werten, gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in
1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0 und 2 pg/mL
Valimomycin zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas suspendiert. Nach Zugabe
von 6,4 uUM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuBenmedium unter den
angegebenen pH-Werten bei einer Temperatur von 25 °C registriert. A: pH-Wert intraliposomal
7,4 und extraliposomal wie angegeben; B: pH-Wert extraliposomal 7,0 und intraliposomal wie
angegeben; C: pH-Wert intraliposomal und extraliposomal wie angegeben.
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3.10 EinfluB des pH-Wertes auf die Protonentranslokation von
rekonstituierter COX

Die von Wilms et al. (1980) und von Papa et al. (1987) durchgefuhrten
Experimente, zeigten einen deutlichen Effekt des pH-Wertes auf die Aktivitat
und die Protonentranslokation von Rinderherz COX. Aufgrund der dort
gezeigten Effekte schien es interessant, den EinfluR des pH-Wertes in
Zusammenhang mit der in dieser Dissertation gezeigten Regulation der
Protonentranslokation, durch intraliposomale Nukleotide, zu untersuchen.

Die Variation des pH-Wertes, sowohl extra- als auch intraliposomal, hatte
einen grolRen EinfluR auf die Protonentranslokation von rekonstituierter COX
und gleichzeitig auf die Abnahme der H'/e-Stéchiometrie bei hohen ATP/ADP-
Verhéaltnissen (Fig. 22). Wurde der extraliposomale pH-Wert variiert und
gleichzeitig der intraliposomale pH-Wert konstant bei 7,4 gehalten (Fig. 22A),
war die Protonentranslokation bei einem extraliposomalen pH-Wert von 6,5
deutlich geringer als bei einem extraliposomalen pH-Wert von 8,0. Dies gilt
sowohl fur Vesikel die 100% ATP enthielten, als auch fir Vesikel mit 100%
intraliposomalem ADP. Parallel dazu war eine Aufhebung bzw. Verringerung
der Abnahme der H'/e-Stéchiometrie bei hohen ATP/ADP-Verhiltnissen zu
beobachten, wenn die extraliposomalen pH-Werte 8,0 bzw. 6,5 betrugen. Die
Aufhebung der ATP-Hemmung der Protonentranslokation bei einem
extraliposomalen pH-Wert von 8,0 war, wie in Fig. 22A zu sehen ist, durch
einen Anstieg der Protonentranslokation der ATP enthaltenden Vesikel und
nicht durch eine Abnahme der Protonentransliokation der ADP enthaltenden
Vesikel bedingt.

Variation des intraliposomalen pH-Wertes (von pH 6,5-8,0) bei einem
konstanten extraliposomalen pH-Wert von 7,0 fihrte zu einem ganz anderen
Bild (Fig.22B). Die Protonentransliokation war im Falle von Vesikel-
praparationen mit intraliposomalem ADP Uber den gesamten pH-Bereich von
6,5 bis 8,0 konstant, lag aber insgesamt nur bei einer H'/e-Stochiometrie
zwischen 0,5 und 0,6. Einzige Ausnahme bildete dabei die Vesikelpraparation
mit einem intraliposomalen pH-Wert von 7,4, dort war eine hohe
Protonentranslokation von 1,0 zu erkennen. Bei den Vesikelpraparationen mit
intraliposomalem ATP war hingegen ein Anstieg der Protonentranslokation von
0,35 auf ungefahr 0,5 zu beobachten. Die vollstandige Hemmung der
Protonentranslokation duch ATP um 50% war bei der Variation des
intraliposomalen pH-Wertes nur zu beobachten, wenn der intraliposomale pH-
Wert 7,4 und der extraliposomale pH-Wert 7,0 betrug. Bei einem
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In Fig. 21A st eine CCCP-Titration der Protonentranslokation in
Abhéangigkeit des intraliposomalen ATP/ADP-Verhéaltnisses gezeigt. Der Effekt
von hohen ATP/ADP-Verhdltnissen auf die H'/e-Stéchiometrie von
rekonstituierter COX war praktisch unabhangig von der zugegebenen Menge
CCCP. Unter 2% intraliposomalem ADP nahm die H'/e-Stéchiometrie ab, und
war bei 0% ADP (100% ATP) nur noch halb so grol3 wie der Wert Uber 2%
ADP. Die halbmaximale Abnahme der H*/e"-Stéchiometrie lag konstant bei 99%
ATP (1% ADP). Auffallig war die drastische Abnahme der H'/e-Stéchiometrie
bei niedrigen ATP/ADP-Verhéltnissen von 0,8 auf 0,2 (Fig. 21B).
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Fig. 21: EinfluB von kleinen Mengen CCCP auf die Abnahme der Protonentranslokation von
rekonstituierter Rinderherz COX bei hohen ATP/ADP-Verhéltnissen. Die Rekonstitution der
COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen
prozentualen Anteils an ADP, gefolgt von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an
intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes,
100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0, 2 pg/mL Valimomycin sowie den
angegebenen Konzentrationen CCCP zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas
suspendiert. Geschlossene Dreiecke: ohne CCCP; offene Dreiecke: + 10 nM CCCP;
geschlossene Kreise: + 20 nM CCCP; offene Kreise: +100 nM CCCP; geschlossene Vierecke:
+ 500 nM CCCP. Nach Zugabe von 6,4 uM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im
AuRenmedium bei einer Temperatur von 25 °C registriert (A). B: Geschlossene Karos: H'/e-
Stochiometrie bei 100% ADP; offene Vierecke: % Hemmung durch ATP.
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3.9 EinfluR von CCCP auf die Abnahme der H'/e- Stéchiometrie von
rekonstituierter COX bei hohen ATP/ADP-Verhaltnissen

Die Vorinkubation der rekonstituierten Rinderherz COX mit kleinen Mengen
CCCP (10 nM bis 500 nM) fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der H'/e-
Stéchiometrie, wobei jedoch die Unterschiede zwischen ATP und ADP erhalten
blieben. Bis zu einer Konzentration von 300 nM konnten noch auswertbare
H*/e-Stéchiometrien gemessen werden. War eine Konzentration von 500 nM
CCCP erreicht, wurde eine vollstandige Entkopplung der Protonentranslokation
durch CCCP erhalten (Fig. 20).

H*e™-Stochiometrie
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Fig. 20: CCCP-Titration der Protonentranslokation von in Liposomen rekonstituierter
Rinderherz COX. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an ADP, gefolgt
von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM.
COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KClI,
pH 7,0, 2 pg/mL Valimomycin sowie den angegebenen Konzentrationen CCCP zu einer
Endkonzentration von 0,2 puM Cytochrom aas; suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur
von 25 °C registriert. Geschlossene Dreiecke: intraliposomal 100% ADP; offene Dreiecke:
intraliposomal 100% ATP.
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3.8 EinfluB von Magnesiumionen und EDTA auf die Hemmung der
Protonentranslokation von rekonstituierter Rinderherz COX Dbei
hohen ATP/ADP-Verhaltnissen

Die Abnahme der H'/e"-Stéchiometrie bei hohen ATP/ADP-Verhaltnissen ist
unabhangig von Magnesiumionen oder EDTA (Fig. 19). Dieses Ergebnis
impliziert, dal3 ATP und ADP als freie Moleklile an das Enzym gebunden
werden und nicht als Magnesiumkomplex. Die Daten aus Fig. 19 schliessen
aul3erdem die grollere Komplexbildungskapazitdt von ATP, verglichen mit
ADP, als Ursache fur die Verringerung der H'/e-Stéchiometrie aus (Kadenbach
et al., 1997b).
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Fig. 19: Effekt von intraliposomalem Mg® und EDTA auf die Abnahme der H*/e’-Stéchiometrie
von rekonstituierter Rinderherz COX bei hohen ATP/ADP-Verhéltnissen. Die Rekonstitution der
COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen
prozentualen Anteils an ADP (Quadrate), in Anwesenheit von 2 mM MgCl, (geschlossene
Dreiecke) oder in Anwesenheit von 2 mM EDTA (offene Dreiecke), gefolgt von Dialyse. Die
Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM. COX-Vesikel
wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0 und
2 pg/mL Valimomycin zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas suspendiert. Nach
Zugabe von 6,4 uM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuBenmedium bei einer
Temperatur von 25 °C registriert.
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Fig. 18: Einflu eines monoklonalen Antikdrpers gegen die Untereinheiten Via-H + Vic der
COX auf die Hemmung der H'/e-Stochiometrie des rekonstituierten Enzyms bei hohen
ATP/ADP-Verhéltnissen. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptions-methode, in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an ADP, gefolgt
von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM.
COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KClI,
pH 7,0 und 2 pg/mL Valimomycin zu einer Endkonzentration von 0,2 pM Cytochrom aas
suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 pM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im
AuRRenmedium bei einer Temperatur von 25 °C registriert. Dreiecke: Proteoliposmen die in
Abwesenheit eines Antikdrpers rekonstituiert wurden; Kreise: Proteoliposmen die in
Anwesenheit eines monoklonalen Antikérpers gegen die Untereinheit Via-H rekonstituiert
wurden; offene Quadrate: Proteoliposomen die in Anwesenheit eines Kontroll Rinder 1gG
rekonstituiert wurden.
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3.7 EinfluB von monoklonalen Antikdrpern auf die Protonentranslokation
von rekonstituierter COX

Wie von Anthony et al. (1993) gezeigt wurde, hebt ein monoklonaler
Antikoérper gegen die Untereinheiten Vla-H + Vic der COX die Stimulierung der
Aktivitat von in Liposomen rekonstituierter Rinderherz COX durch
intraliposomales ADP auf. Die Kreuzreaktivitat des monoklonalen Antikdrpers
mit zwei Untereinheiten der COX wurde schon von Schneyder et al. (1991)
gezeigt. Der Grund fur diese Kreuzreaktivitat ist in der evolutionaren
Ahnlichkeit der Untereinheiten Vla und Vic zu finden. Der Antikérper reagiert
gewebsspezifisch mit der Herzisoform von Untereinheit Vla (Vla-H), aber nicht
mit der Untereinheit Vla des Rinderleberenzyms (Via-L).

In Fig. 18 ist die Wirkung der Inkubation von rekonstituierter Rinderherz
COX mit einem monoklonalen Antikorper gegen die Untereinheit Vla-H auf die
Protonentranslokation gezeigt. Die H'/e-Stdochiometrie von Proteoliposomen,
die das mit Antikorper Vla-H inkubierte Enzym enthielten, wurde bei hohen
ATP/ADP-Verhaltnissen nicht gehemmt. Inkubation der Rinderherz COX mit
einem unspezifischen Rinder IgG verhinderte die Halbierung der H'/e-
Stochiometrie bei hohen ATP/ADP-Verhéaltnissen nicht. Die Kontrollvesikel, die
in Abwesenheit eines Antikorpers rekonstituiert wurden, zeigten wie erwartet
die Abnahme der Protonentranslokation um 50%.

Der molekulare Mechanismus der teilweisen "Entkopplung” der
Energietransduktion (Abnahme der H'/e-Stdchiometrie) in Rinderherz COX
basiert auf einem Austausch von gebundenem ATP durch ADP auf der
N-terminalen Seite, matrix-orientierte Domé&ne der Untereinheit Vla-H. Dies
folgt aus der Tatsache, dafll ein monoklonaler Antikdrper gegen die
Untereinheit Vla-H, der nicht mit der Leberisoform der Untereinheit Via-L
reagiert (Anthony et al., 1993), die Abnahme der H'/e’-Stochiometrie bei hohen
ATP/ADP-Verhéltnissen verhindert (Frank and Kadenbach, 1996).
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Fig. 17: EinfluB des intraliposomalen ATP/ADP-Verhéltnisses auf die H'/e™-Stéchiometrie von
Rinderherz COX (Dreiecke), Rindernieren COX (Vierecke) und Rinderleber COX (Kreise). Die
Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit
des angegebenen prozentualen Anteils an ADP, gefolgt von Dialyse. Die Gesamtkonzentration
an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes,
100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0 und 2 pg/mL Valimomycin zu einer
Endkonzentration von 0,2 puM Cytochrom aas; suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von
25 °C registriert.
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3.6 EinfluB von intraliposomalen Nukleotiden auf die Protonen-
translokation von rekonstituierter Rinderleber und Rindernieren COX

In friheren Arbeiten von Kadenbach et al. (1991) konnte gezeigt werden,
dalR ADP gewebspezifisch mit COX aus Saugetieren reagiert. Im Gegensatz
zum Herzenzym, wurde mit rekonstituierter Rinderleber COX keine Stimulation
des Ky -Wertes fur Cytochrom c durch intraliposomales ADP erhalten. Aufgrund
dieser Ergebnisse lag es nahe die Regulierbarkeit der Protonentranslokation
von rekonstituierter Leber COX durch hohe ATP/ADP-Verhéltnisse zu
untersuchen. Dazu wurde Rinderleber und Rindernieren COX nach der
hydrophoben Adsorptionsmethode, gefolgt von Dialyse rekonstituiert. Die
intraliposmale [ATP + ADP] Konzentration betrug konstant 5 mM (Fig. 17).
Wahrend bei der in Liposmen rekonstituierten Rinderherz COX die Abnahme
der H*/e’-Stochiometrie um 50% deutlich zu erkennen war, war diese Abnahme
weder beim Leberenzym (Kadenbach et al., 1997a) noch beim Nierenenzym
messbar. Die Protonentranslokation betrug unabhangig vom intraliposomalen
ATP/ADP-Verhéltnis bei der Leber etwa 0,3 und bei der Niere etwa 0,4.

Der nicht messbare Effekt von hohen ATP/ADP-Verhaltnissen auf die H'/e -
Stdchiometrie war nicht durch die gesamt niedrigere H'/e-Stéchiometrie des
Leber- und Nierenenzyms bedingt. Wie in Fig. 16 bereits gezeigt werden
konnte, wurde eine Abnahme der Protonentranslokation um 50% auch bei
Rinderherzenzym-Praparationen  erhalten, die lediglich eine H'/e-
Stochiometrie von maximal 0,3 aufwiesen. Demnach ist weder die
Protonentranslokation des Leberenzyms noch die des Nierenenzyms durch das
ATP/ADP-Verhaltnisse regulierbar.
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Tab. 2: Vergleich der Protonentranslokation von rekonstituierter Cytochrom c¢ Oxidase aus
Rinderherz, Rinderleber und Rinderniere. Rinderherz COX wurde nach der "Triton-Methode"
und nach der "Yoshikawa-Methode" isoliert und nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode
gefolgt von Dialyse in Liposomen rekonstituiert. Rinderleber und Rindernieren COX wurde
nach der "Triton-Methode" isoliert und ebenfalls nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode
gefolgt von Dialyse in Liposomen rekonstituiert. Die H'/e™-Stéchiometrien wurden, wie im
Methodenteil beschrieben, in Anwesenheit von 5 mM ADP bestimmt.

Enzym (Isolationsmethode) H'/e’-Stéchiometrie
COX aus Rinderherz (Triton Methode) 0,656
COX aus Rinderherz (Triton Methode) 0,850
COX aus Rinderherz (Triton Methode) 0,751
COX aus Rinderherz (Triton Methode) 0,759
COX aus Rinderherz (Triton Methode) 0,716
Mittelwert der 5 Rinderherz COX-Praparationen 0,746
(Triton Methode)

COX aus Rinderherz (Yoshikawa Methode) 0,929

COX aus Rinderherz (Yoshikawa Methode) 0,984

COX aus Rinderherz (Yoshikawa Methode) 0,662

COX aus Rinderherz (Yoshikawa Methode) 0,853

COX aus Rinderherz (Yoshikawa Methode) 0,842

Mittelwert der 5 Rinderherz COX-Praparationen 0,854
(Yoshikawa Methode)

Mittelwert aller 10 Rinderherz COX-Praparationen 0,800
COX aus Rinderleber (Triton Methode) 0,337
COX aus Rinderleber (Triton Methode) 0,412
COX aus Rinderleber (Triton Methode) 0,372

Mittelwert aller 3 Rinderleber COX-Praparationen 0,373
COX aus Rinderniere (Triton Methode) 0,425
COX aus Rinderniere (Triton Methode) 0,361

Mittelwert der Rindernieren COX-Praparationen 0,393
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3.5 Vergleich der Protonentranslokation rekonstituierter ~ COX aus
Rinderherz, Rinderleber und Rinderniere

Die Isolation von Rinderherz und Rindernieren COX nach der Isolations-
methode von Yoshikawa erwies sich als &aul3erst schwierig. Unter den
angewandten Bedingungen (siehe Methodenteil) war es nicht maoglich, ein
reines Enzym zu erhalten. Das Enzym enthielt immer nicht zu
vernachlassigende Mengen bc;-Komplex und andere Verunreinigungen, die
nicht zu entfernen waren. Der Versuch, dal3 erhaltene Enzym mittels einer
DEAE-Sephacel-lonenaustauschchromatographie  vom  bc;-Komplex — zu
reinigen, ergab zu geringe Ausbeuten. Somit erwies sich diese Methode als
nicht geeignet. Mit COX, die nach der Triton-Methode isoliert wurde, wurden
wesentlich bessere Ergebnisse hinsichtlich Reinheit und Ausbeute erhalten.

Wie in Tab. 2 zu sehen ist, wurden mit allen Rinderherzenzym
Praparationen doppelt so hohe Werte fiir die H'/e™-Stéchiometrie wie mit dem
Rinderleberenzym erhalten. Aufgrund des nicht so guten Reinheitskoeffizienten
(E2s0/E420) fur die vermessene Rinderleber COX (zwischen 2,9-3,2) wurden die
Protonentranslokationsexperimente mit rekonstituierter Rindernieren COX
wiederholt. Damit sollte ausgeschlossen werden, daR die niedrige H'/e-
Stochiometrie durch verunreinigte COX zustande kam. Der Reinheitsquotient
der verschiedenen Rindernieren Praparationen lag zwischen 2,7 und 3,0 (H'/e -
Stochiometrien siehe Tab. 2). Der Reinheitsquotient der verwendeten
Rinderherz-Praparationen lag zwischen 2,5 und 2,8. Wie in Tab. 2 zu sehen
ist, konnte aber auch mit dem reineren Rindernierenenzym keine wesentlich
hohere H'/e-Stochiometrie erhalten werden. Es konnte demnach
ausgeschlossen werden, daR die niedrige H'/e-Stochiometrie des
Leberenzyms durch Verunreinigungen zustande kam. Samtliche Rinderleber-
und Rindernieren-Praparationen ergaben H'/e™-Stéchiometrien, die ungefahr
die Halfte der mit rekonstituierter Rinderherz COX erhaltenen Werte besal3en.
Mit keiner der unterschiedlichen Rinderleber- oder Rindernierenenzym
Praparationen konnte eine H'/e-Stéchiometrie von anndhernd 1,0, wie im Falle
des Herzenzyms, erhalten werden.
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Die Abnahme der H'/e™-Stochiometrie bei hohen ATP/ADP-Verhéltnissen
war unabhangig vom maximalen Wert der H'/e’-Stéchiometrie. Dies folgte aus
den Daten die mit 3 verschiedenen COX Praparationen erhalten wurden
(Fig. 16; Frank and Kadenbach, 1996). Obwohl die H*/e™-Stéchiometrien
zwischen 0,2 und 0,9 variieren, nahm die Protonentranslokation immer auf die
Halfte ab. Die maximal erreichbare H'/e’-Stochiometrie war abhéngig von der
Reinheit des Enzyms wund der damit verbundenen Qualitat der
Proteoliposomen.
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Fig. 16: Abnahme der Protonentranslokation von verschiedenen, in Liposomen
rekonstituierten, Rinderherz COX Préparationen bei hohen ATP/ADP-Verhdltnissen. Die
Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit
des angegebenen prozentualen Anteils an ADP, gefolgt von Dialyse. Die Gesamtkonzentration
an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes,
100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0 und 2 pg/mL Valimomycin zu einer
Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aas; suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von
25°C registriert. Die dargestellten Daten wurden mit drei unterschiedlichen Enzym-
Préaparationen erhalten.
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Der Einflul3 von Adeninnukleotiden auf die Protonentranslokation war nur in
Anwesenheit des Kaliumionophores Valinomycin messbar. Wurden die
Messungen in Abwesenheit von Valinomycin durchgefuhrt, bewirkte die
Zugabe von Ferrocytochrom ¢ eine Protonenaufnahme durch die
rekonstituierte COX (Krab and Wikstrom, 1978; Papa et al., 1983; O'Shea et al.
1984; Steverding and Kadenbach, 1989). Der Wert der H'/e’-Stéchiometrie
betrug unabhangig vom intraliposomalen ATP/ADP-Verhéltnis ungefahr -0,5
(Fig. 15). Dieser Befund ist dadurch zu erklaren, daf} durch das aufgebaute
Membranpotential die Protonenkonduktivitat der Membran erhdéht wurde und
dadurch die Vesikel Protonen aufnahmen.
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Fig. 15: Protonentranslokation von in Liposomen rekonstituierter Rinderherz COX in
Abhangigkeit des intraliposmalen ATP/ADP-Verhéltnisses in An- und Abwesenheit des
Kaliumionophores Valinomycin. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an ADP, gefolgt
von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM.
COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KClI,
pH 7,0 zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aaz suspendiert. Nach Zugabe von
6,4 UM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur
von 25 °C registriert: in Anwesenheit von 2ug/mL Valinomycin (geschlossene Dreiecke) und in
Abwesenheit von Valinomycin (offene Dreiecke).
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Fig. 14: Messung der Protonentranslokation in Abhangihkeit des intraliposomalen PNP-
AMP/ADP-Verhaltnisses. Ersatz des ATP in samtlichen Vesikelpraparationen duch das nicht
hydrolisierbare Derivat PNP-AMP. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer
hydrophoben Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an
ADP, gefolgt von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug
konstant 5 mM. COX-Vesikel wurden im Messpuffer (siehe Fig.5) und 2 pg/mL Valinomycin zu
einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aa; suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 uM
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur
von 25 °Cr egistriert.
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Proteoliposomen, die kein intraliposomales Nukleotid enthalten, besal3en
dieselbe H'/e-Stochiometrie wie Vesikel, die intraliposomal 5 mM ADP
enthielten (Tab. 1). Der EinfluB der Adeninnukleotide auf die
Protonentranslokation scheint in einer Bindung von ATP und ADP an dieselbe
Bindungsstelle zu liegen. Die Bindung von ATP oder ADP ist abhangig vom
ATP/ADP-Verhaltnis und nicht von der Konzentration an ATP. Dies geht aus
Messungen hervor, in denen 10 mM Gesamtnukleotid anstelle von 5 mM
Gesamtnukleotid eingesetzt wurde. Das erhaltene Ergebnis entsprach
vollstdndig dem in Fig. 12 dargestellten. Wie aus Fig. 13 zu entnehmen ist,
liegt die halbmaximale Abnahme der Protonentranslokation bei 99% ATP.
Aufgrund dieses Ergebnisses liegt die Vermutung nahe, dal3 die Bindungsstelle
fur Adeninnukleotide, die zu einer Abnahme der H'/e’-Stéchiometrie durch ATP
fuhrt, ADP mit einer etwa 100 mal héheren Affinitat als ATP bindet.

Die partielle "Entkopplung” der Protonentranslokation der COX bei hohen
ATP/ADP-Verhaltnissen ist spezifisch fur Adeninnukleotide. Hohe GTP/GDP-
Verhéltnisse bewirkten keine Halbierung der H'/e-Stochiometrie des
rekonstituierten Rinderherz Enzyms (Fig. 13; Kadenbach et al., 1997b).

Um die Moéglichkeit der partiellen Hydrolyse des GTP zu GDP und P; und
damit zu hohe H'/e-Stochiometrien auszuschlieRen, wurde 5 mM PNP-GMP
anstelle von GTP verwendet (Fig. 13, offenes Viereck). Auch mit dem nicht
hydrolysierbaren GTP-Derivat war keine Verminderung der H'/e’-Stéchiometrie
bei 100% GTP zu beobachten. Dieselbe Kontrolle wurde fur den Wert bei
100% ATP durchgefuhrt sowie fur eine komplette Messreihe (Fig. 14). Auch
hier war mit dem ATP-Derivat PNP-AMP keine weitere Verminderung der H'/e"-
Stochiometrie zu messen. Die Protonentranslokation wurde weiterhin um 50%
reduziert. Es konnte demnach ausgeschlossen werden, dal3 die
Nukleotidtriphosphate bei der Messung bereits hydrolysiert vorlagen, sondern
dal3 die Vesikel tatsédchlich 100% ATP bzw. GTP enthielten. Auch kann
ausgeschlossen werden, daR die H'/e-Stéchiometrie weiter gesenkt werden
kann als 50%.
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diese zum Teil widersprichlichen Ergebnisse waren ungiinstige Signal/Rausch
Verhéltnisse bei den Messungen von niedrigen Turnover-Zahlen.

Die Abnahme der H'/e™-Stochiometrie bei hohen ATP/ADP-Verhéltnissen
hingegen war relativ unabhangig von der Anzahl der Enzymturnover (Fig. 12B).
Es war eine leichte Aufhebung der Hemmung der Protonentranslokation bei
hohen ATP/ADP-Verhaltnissen festzustellen (von 54% Hemmung bei 4-6 TN
auf 40% Hemmungbei 12 TN). Aufgrund der bei acht Enzymturnovern
erhaltenen groRten Werte fur die H'/e-Stochiometrie wurden alle weiteren
Messungen bei acht Enzymturnovern durchgefthrt.

Aus den Fig. 12 und 13 ist weiterhin zu entnehmen, dal} bei 5 mM
intraliposomal ATP (0% ADP) die H'/e-Stéchiometrie etwa 50% niedriger war
als bei Konzentrationen unter 98% ATP (uber 2% ADP). Zwischen 2% und
100% ADP innerhalb der Vesikel bleibt die H'/e™-Stéchiometrie konstant.
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Fig. 13: Protonentranslokation in Abhangigkeit des intraliposomalen ATP/ADP- bzw.
GTP/GDP-Verhaltnisses. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an ADP bzw
GDP, gefolgt von Dialyse. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug
konstant 5 mM. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA,
5 mM KCI, pH 7,0 und 2 pg/mL Valinomycin zu einer Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom
aas suspendiert. Nach Zugabe von 6,4 UM Ferrocytochrom c (entspricht 8 Enzymturnovern)
wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von 25°C registriert.
Geschlossene Dreiecke: Intraliposomales ATP/ADP; offenes Dreieck: intraliposomales PNP-
AMP; geschlossene Quadrate: intraliposomales GTP/GDP; offenes Quadrat: intraliposomales
PNP-GMP.
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In Fig. 12A ist die H'/e-Stéchiometrie von rekonstituierter Rinderherz COX
in  Abhangigkeit des intraliposomalen  ATP/ADP-Verhaltnisses bei
verschiedener Anzahl von Turnovern aufgetragen. Es ist eine Zunahme der
Protonentranslokation von drei Enzymturnovern bis hin zu acht Enzym-
turnovern zu beobachten, die dann bei zw6lf Turnovern wieder abnimmt.
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Fig. 12: Turnover-Abhangigkeit der Abnahme der Protonentranslokation von rekonstituierter
Rinderherz COX bei hohen ATP/ADP-Verhaltnissen. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach
einer hydrophoben Adsorptionsmethode gefolgt von Dialyse, in Anwesenheit des angegebenen
prozentualen Anteils an ADP. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug
konstant 5 mM. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA,
5 mM KCI, pH 7,0 und 2 pg/mL Valimomycin zu einer Endkonzentration von 0,2 pM Cytochrom
aaz suspendiert. Nach Zugabe von 2,5-9,5 uM Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im
AuBRenmedium bei einer Temperatur von 25 °C registriert (A), (geschlossene Dreiecke, offene
Dreiecke, geschlossene Kreise, offene Kreise). B: Offene Vierecke: % Hemmung der H'/e-
Stéchiometrie durch ATP; geschlossene Vierecke: H'/e’-Stochiometrie bei 100% ADP.

Dieses Resultat entsprach nicht dem erwarteten Ergebnis, da bei erhdhter
Turnover-Zahl eine Abnahme der H'/e-Stochiometrie erwartet wird. Diese
Abnahme beruht auf der Tatsache, dal3 durch die erh6hte Turnover-Zahl des
Enzyms ein grofRerer transmembraner Protonengradient aufgebaut wird. Die
Konsequenz davon ist ein erhdhter Ruckflu3 von Protonen, welcher zu einer
Abnahme der H'/e-Stéchiometrie fiihrt (Casey et al., 1979). Die Ursache fir
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Fig. 11: Protonentranslokation von rekonstituierter Rinderherz COX. Die Rekonstitution der
COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode in Anwesenheit von 5 mM ADP (A)
oder 5 mM ATP (B), gefolgt von Dialyse. COX-Vesikel wurden in 1 mM K-Hepes, 100 mM
Cholinchlorid, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, pH 7,0 und 2 pg/mL Valimomycin zu einer
Endkonzentration von 0,2 uM Cytochrom aaz; suspendiert. Nach Zugabe von 7,68 nmol
Ferrocytochrom ¢ wurden die pH-Anderungen im AuRenmedium bei einer Temperatur von
25 °C registriert. Dort wo es angegeben ist, erfolgte eine Zugabe von 3uM CCCP. Enthommen
aus Frank and Kadenbach, (1996).
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3.4 Protonentranslokation rekonstituierter Rinderherz COX in Ab-
hangigkeit von intraliposomalen Nukleotiden

Im Gegensatz zum Ublicherweise gemessenen RCR-Wert ist der von Wilson
und Prochaska (1990) eingefiihrte Parameter RCRy, ein direktes Mal3 fur die
H'/e-Stochiometrie  rekonstituierter COX. Aufgrund der unter 3.1
beschriebenen Unterschiede zwischen ATP- und ADP-inkubierter COX lag es
nahe, die Protonentranslokation rekonstituierter COX direkt zu messen.

Rinderherz COX wurde unter Anwesenheit von verschiedenen ATP/ADP-
Verhaltnissen in Liposomen rekonstituiert. Der Gesamtnukleotidgehalt betrug
dabei konstant 5 mM. Nach Zugabe von kleinen Mengen Ferrocytochrom c zu
der vesikelhaltigen Reaktionslésung konnte, in Anwesenheit des
Kaliumionophores Valinomycin, eine Acidifizierung des Reaktionsmediums
registriert werden. Dieser Acidifizierung folgte eine Alkalinisierung (Fig. 11).

Valinomycin komplexiert spezifisch das Kaliumion und transloziert dieses
Kation elektrogen Uber die Lipid-Doppelschichtmembran (Moore and
Pressman, 1964). Durch diesen Vorgang wird das entstandene
Membranpotential neutralisiert (Sigel and Carafoli, 1980). In Anwesenheit des
Protonophores CCCP wird eine Protonenaufnahme, was eine Alkalinisierung
des Reaktionsmediums zur Folge hat, mit einer H'/e-Stdchiometrie von
anndhernd 1 durch die rekonstituierte COX registriert (Krab and Wikstrom,
1978; O'Shea et al., 1984; Steverding and Kadenbach, 1989) (Fig. 11). Der
Verbrauch vom einem Proton pro Elektron ist Aufgrund der Wasserbildung im
Inneren der Vesikel zu erwarten.

In Fig. 11A enthalten die Proteoliposomen 5 mM ADP, in Fig. 11B dagegen
5 mM ATP im Inneren der Vesikel. Mit Vesikeln, die intraliposomal 5 mM ATP
enthalten, erhalt man einen um 50% kleineren Peak fur die Acidifizierung als im
Falle der intraliposomal ADP enthaltenden Vesikel. Die daraus kalkulierten
H'/e’-Stochiometrien erreichten Werte von 0,98 in Anwesenheit von ADP und
0,51 in Anwesenheit von ATP. Nach Zugabe des Entkopplers CCCP waren die
Werte fiir die H'/e’-Stochiometrien annahernd gleich und betrugen -0,81 und
-0,83 fur die beiden Praparationen.
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Wie Fig. 10 zeigt, ist die Abnahme der RCR- und RCRy, -Werte um 50% bei
hohen ATP/ADP-Verhéltnissen spezifisch fur Adeninnukleotide. Hohe
GTP/GDP-Verhaltnise bewirken keine Halbierung der Atmungskontrolle.
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Fig. 10: Messung der Atmungskontrolle von rekonstituierter Rinderherz COX in Abhangigkeit
des intraliposomalen GTP/GDP-Verhaltnisses. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer
hydrophoben Adsorptionsmethode in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an
GDP (ADP). Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM.
COX-Vesikel wurden im Messpuffer (siehe Fig. 1) zu einer Endkonzentration von 20 nM
Cytochrom aaz suspendiert. Die RCRyy-Werte (GDP: offene Kreise, offenes Viereck ; ADP:
offenes Dreieck) wurden in Anwesenheit von 2 pg/mL Valinomycin und die RCR-Werte (GDP:
geschlossene Kreise, geschlossenes Viereck; ADP: geschlossenes Dreieck) in Anwesenheit
von zusétzlich 3 uM CCCP bei einer Temperatur von 25 °C gemessen. Geschlossenes und
offenes Viereck: intraliposomal: 5 mM PNP-GMP.



Ergebnisse 53

3.3 Messung der Atmungskontrolle in Abhangigkeit von intraliposomalen
Nukleotiden

In Fig. 9 ist die Abh&ngigkeit der Atmungskontrolle vom intraliposomalen
ATP/ADP-Verhaltnis aufgetragen. Zwischen 100 und 10% intraliposomalem
ADP (0 und 90% ATP) ist keine Anderung der RCR- (Valinomycin + CCCP-
Atmung/gekoppelte-Atmung) sowie der RCRy,-Werte (Valinomycin + CCCP-
Atmung/Valinomycin-Atmung) zu erkennen. Nach Erreichen der intra-
liposomalen ATP Konzentration von 90% (10% ADP) des Gesamt-
nukleotidgehaltes nimmt der RCR-Wert von 11,5 auf 5,5 ab. Dies entspricht
einer relativen Abnahme von etwa 50%.
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Fig. 9: Messung der Atmungskontrolle von rekonstituierter Rinderherz COX in Abhangigkeit
des intraliposomalen ATP/ADP-Verhaltnisses. Die Rekonstitution der COX erfolgte nach einer
hydrophoben Adsorptionsmethode in Anwesenheit des angegebenen prozentualen Anteils an
ADP. Die Gesamtkonzentration an intraliposomalem Nukleotid betrug konstant 5 mM. COX-
Vesikel wurden in 10 mM K-Hepes, pH 7,4, 40 mM KCI, 25 mM Tris-Ascorbat, 50 uM
Cytochrom c zu einer Endkonzentration von 20 nM Cytochrom aaz suspendiert. Die RCRy;, -
Werte (offene Dreiecke) wurden in Anwesenheit von 1pg/mL Valinomycin und die RCR-Werte
(geschlossene Dreiecke) in Anwesenheit von zusatzlich 3 uM CCCP bei einer Temperatur von
25 °C gemessen.

Die RCRya-Werte nehmen parallel dazu um ebenfalls 50% (von 10 auf 5) ab.
Die halbmaximale Abnahme der Atmungskontrolle (RCR und RCRy,) ist bei
97,5% ATP (2,5% ADP) erreicht. Diese Messungen bestatigten die schon von
Kadenbach et al. (1995) puplizierten Daten.
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zunehmender Cytochrom c¢ Konzentration zu erkennen. Im gekoppelten
Zustand tritt die Cytochrom c Sattigung, fur die Vesikel die intraliposomal 5 mM
ATP enthalten, bei ca. 10 uM Cytochrom c ein, wohingegen bei vollstandig
entkoppelten Vesikeln die Cytochrom ¢ Sattigung erst bei wesentlich héheren
Cytochrom c¢ Konzentrationen (50 pM Cytochrom c) erreicht ist. Es ist
aulRerdem unter entkoppelten Bedingungen eine um 30% niedrigere Atmung in
Gegenwart von intraliposomalem ATP zu erkennen, verglichen mit der Atmung
in Gegenwart von intraliposomalem ADP. Unter gekoppelten Bedingungen ist
der Unterschied zwischen der Atmung in Gegenwart von intraliposomalem ATP
und intraliposomalem ADP bei hohen Cytochrom ¢ Konzentrationen deutlich
geringer. Es fallt allerdings die geringere Affinitat fir Cytochrom c in Gegenwart
von ATP gegenuber ADP ins Auge (Fig. 8B).
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Fig. 8: (A) Cytochrom c Titration der entkoppelten und gekoppelten Atmung von in Liposomen
rekonstituierter Rinderherz COX. (B) Ausschnittsvergrof3erung der gekoppelten Atmung. Die
Rekonstitution der COX erfolgte nach einer hydrophoben Adsorptionsmethode in Anwesenheit
von 5 mM ADP (Vierecke) oder 5 mM ATP (Dreiecke). COX-Vesikel wurden in 10 mM
K-Hepes, pH 7,4, 40 mM KCI, 25 mM Tris-Ascorbat zu einer Endkonzentration von 20 nM
Cytochrom aaz suspendiert und mit steigenden Mengen Cytochrom c bei einer Temperatur von
25 °C titriert. Geschlossene Vierecke: Mit CCCP entkoppelte Atmung (intraliposomal 100%
ADP); geschlossene Dreiecke: Mit Valinomycin und CCCP entkoppelte Atmung (intraliposomal
100% ATP); offene Vierecke: Gekoppelte Atmung (intraliposomal 100% ADP);offene Dreiecke:
Gekoppelte Atmung (intraliposomal 100% ATP). Die Atmungsrate ist angegeben als "Turnover
Number" (TN = mol Cyt ¢ x mol Cyt aa; * x s™).
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hydrophoben Adsorberharzes XAD-2, welches in der Lage ist, neben dem fur
die Rekonstitution zugesetzten Natriumcholat das nichtionische Detergenz
Triton X-100 an seiner Oberflache zu binden. Es wird somit aus der Lipidphase
und vom Enzym entfernt und auf diese Weise werden protonendichtere Vesikel
erhalten.

Eine Erklarung fiir die gefundenen Unterschiede der H'/e-Stéchiometrien,
Atmungskontrollen und Orientierungen zwischen dem "Triton-Enzym™ und dem
"Yoshikawa-Enzym" kénnte der unterschiedliche Lipidgehalt sein. Es ist
bekannt, dal3 sich der Lipidgehalt von COX, die nach der Triton-Methode
isoliert wurde, erheblich von dem des nach der Cholat-Methode, die ahnlich der
Methode nach Yoshikawa ist (Wharton and Tzagoloff, 1967; Errede et al.,
1978; Hartzell et al., 1978), isolierten Enzyms unterscheidet. So enthalt das
"Cholat-Enzym" etwa 20 mal mehr Lipid (0,2-0,4 mg Lipid/mg Protein) (Wharton
and Tzagoloff, 1967; Errede et al., 1978) als das "Triton-Enzym" (0,01 mg
Lipid/mg Protein, Merle and Kadenbach, 1982). Die durch die Isolation
bedingte Entfernung von essentiellen Lipiden hat demnach einen negativen
Einflul? auf die Aktivitat des "Triton-Enzyms".

Fur die weiteren Messungen eignete sich das "Triton-Enzym" aber trotz
seiner niedrigeren Aktivitdit genausogut wie das "Yoshikawa-Enzym". Die
erhaltenen Ergebnisse waren unabhéngig von der Verwendung des "Triton-
Enzyms" oder des "Yoshikawa-Enzyms".

3.2 Messung der Atmungsrate in Abhangigkeit von intraliposomalen
Nukleotiden

Die Rekonstitution der COX und die damit verbundene Inkubation der
Nukleotide erfolgte Uber einen Zeitraum von etwa 22 Stunden. Diese lange
Inkubationszeit war nétig, um sogenannte kryptische Bindungsstellen, an
denen ein sehr langsamer Austausch stattfindet, zu besetzen. Diese
Zeitabhangigkeit der Nukleotidbindung kann durch am Enzym fest gebundene
Cholat Molekule erklart werden. Die Menge am kristallinen Rinderherzenzym
gebundenem Cholat wurde, durch Verwendung von [Carboxyl-*C]-Cholat
wahrend der Isolation, auf 10,0 + 0,8 mol Cholat/mol COX bestimmt
(Napiwotzki et al., 1997).

Fig. 8A zeigt eine Cytochrom c Titration der Atmung in Abh&ngigkeit von
intraliposomalem ATP oder ADP. Es ist ein deutlicher Anstieg der Atmung bei
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3 Ergebnisse

3.1 Rekonstitution von Rinderherz Cytochrom ¢ Oxidase

Um die Protonenpumpaktivitdit der COX unter verschiedenen Einflissen
mesen zu konnen, war es notwendig, die COX in ein, den Mitochondrien
ahnliches, artefizielles Membransystem einzubauen. Die Vorteile dieses
kinstlichen Systems liegen in der Einfachheit seiner Zusammensetzung
gegenuber dem intakten System (den Mitochondrien). Es war demnach in
dieser Arbeit von grofRer Bedeutung als erstes zu kontrollieren, ob dieser
Einbau in sogenannte Proteoliposomen (Vesikel) erfolgreich war.

Die Rekonstitution der Rinderherz COX erfolgte wie unter 2.8 beschrieben.
In Tab. 1 sind die H'/e-Stéchiometrien, Atmungskontrollen (RCR) und
Orientierungen mehrerer Vesikel-Praparationen aufgefuhrt. Es lieRen sich
deutliche Unterschiede zwischen den H'/e’-Stochiometrien, Atmungskontrollen
und den Orientierungen feststellen.

Tab. 1: H'/e’-Stéchiometrie, Atmungskontrolle (RCR) und Orientierung rekonstituierter "Triton-
COX" und rekonstituierter "Yoshikawa-COX". Rinderherz COX wurde nach der "Triton-
Methode" und nach der "Yoshikawa-Methode" isoliert und nach einer hydrophoben
Adsorptionsmethode, gefolgt von Dialyse, in Liposomen rekonstituiert. Die H'/e™-
Stochiometrien, Atmungskontrollen (RCR) und Orientierungen wurden, wie im Methodenteil
(2.8) beschrieben, bestimmt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte. Die Zahlen in Klammern
geben die Anzahl der Experimente an.

H'/e RCR Orientierung
rekonstituierte” Triton-COX" 0,746 (5) 8,7 (7) 77,9% (6)

rekonstituierte "Yoshikawa-COX" | 0,854 (5) 10,1 (5) 90,5% (4)

Die bei Steverding (1990) aufgefiihrten, sehr schlechten H'/e-Stéchiometrien
fur das "Triton-Enzym" lassen sich durch noch am Enzym haftende
Triton X-100 Molekule erklaren. Aufgrund des hydrophoben Charakters der
COX haftet das nichtionische Detergenz Triton X-100 sehr gut am Enzym und
hat einen storenden EinfluR auf die Rekonstitution, da es sich nicht durch
Dialyse entfernen laf3t. In dieser Arbeit erfolgte die Rekonstitution mittels des



