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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Mitochondrien

Die eukaryontische Zelle ist in diverse Kompartimente unterteilt, in denen
Stoffwechselprozesse differenziert ablaufen.

Mitochondrien sind Zellorganellen mit eigener DNA und einer zweifachen
Membran, der fir viele Stoffe leicht durchlassigen auf3eren und der stark
gefalteten, fur die meisten lonen undurchlassigen inneren Membran. Diese
umgeben den Intermembranraum und die Matrix. Mitochondrien erzeugen in
der eukaryontischen Zelle den grof3ten Teil der zum Leben bendtigten Energie.
Dies geschieht priméar durch die oxidative Phosphorylierung, einem Prozel3 in
dem Wasserstoff bzw. Elektronen (ber eine Serie von Redox-Molekilen und
Enzymen, genannt die Elektronentransportkette, beférdert werden. Die
Reduktionsaquivalente werden von den reduzierenden Substraten NADH und
FADH,, welche durch Oxidation von Kohlehydraten wie Glukose entstehen,

geliefert und letztendlich auf molekularen Sauerstoff Ubertragen.

1.1.1 Konservierung d er Energie im Mitochond rium

Die Elektronentransportkette besteht aus den folgenden vier Enzymkomplexen:
der NADH Dehydrogenase (Komplex 1), der Succinat Dehydrogenase (Komplex
II), dem Cytochrom bcl Komplex (Komplex 1ll) und der Cytochrom ¢ Oxidase
(Komplex 1V), die alle in der inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert
sind.

Das Cytochrom c ist dabei ein an der inneren Membran im Intermembranraum
der Mitochondrien assoziierter Elektronenibertdger, der zwischen den

Enzymkomplexen Il und IV Elektronen tbertragt.
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Wahrend die Elektronen von Komplex | der Elektronentransportkette tber die
Komplexe IlI, Il und IV bis zu O, transferiert werden, sinkt das
Reduktionspotential auf jeder Stufe ab. Der Verlust der chemischen Energie
wird teilweise in elektrochemische Energie umgewandelt, indem ein
Protonengradient Uber die innere Membran der Mitochondrien durch die
Protonenpumpaktivitat der Komplexe I, 11l und IV der Atmungskette aufgebaut
wird. Die Translokation von Protonen und Elektronen ist dabei ein miteinander
gekoppelter Prozel3; Komplex | pumpt vier Protonen, Komplex Il zwei und
Komplex IV ein bis zwei Protonen, sowie zwei Ladungsaquivalente pro zwei
Ubertragenen Elektronen (Frank & Kadenbach, 1996).

Diese protonenmotorische Kraft Ap treibt die ATP-Synthase, den Komplex V
der Atmungskette an (von Jagow & Engel, 1980). Dies ermdglicht die
Umwandlung der Energie in die Produktion von ATP-Molekilen aus ADP und
Phosphat. Dieser Prozel} ist neben der Photosynthese die effektivste Form der
Energiegewinnung in der Natur. Er erreicht einen Wirkungsgrad von 74%
(Erecsinska & Wilson, 1992).
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1.1.2 Die chemiosmotische Hypothese

Das Prinzip der Energiekonservierung mittels eines lonengradienten Utber einer
Membran wurde von Mitchell 1961 erstmals erkannt und ist heute als die
~.chemiosmotische Hypothese* allgemein akzeptiert. Experimente, die hierzu an
Bakterien (Ramos & Kaback, 1977) durchgefihrt wurden, unterstiitzen diese
Hypothese.

Mitchell definierte die protonenmotorische Kraft Ap als die Summe aus dem
Membranpotential AW, das von dem Ladungsunterschied zwischen der
Matrixseite und dem Intermembranraum der Membran herriihrt, und einer
elektroosmotischen Komponente (2,3*R*T-ApH), die durch das
elektrochemische Potential der Protonen (Apy+) Gber der Membran verursacht
wird. In der folgenden Gleichung ist dieser Zusammenhang zwischen der
protonenmotorischen Kraft, dem Membranpotential und dem elektrochemischen

Potential dargestellt:

Ap = Appy+ IF = AW — (2,3*ReT/F)*ApH

Dieser durch Translokation der Protonen erzeugte thermodynamische
Ungleichgewichtszustand kann von den Komplexen der
Elektronentransportkette nur bis zu einem bestimmten Wert der
protonenmotorischen Kraft Ap erzeugt werden. Mit dem Anstieg des
Konzentrationsgefalles der Protonen (ApH) Uber die Membran und dem
elektrischen Membranpotential (AW) wird die Translokation der Protonen

thermodynamisch erschwert.
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1.1.3 Die Kontrolle der Atmung von Mitochondrien

Bei jeder biochemischen Reaktion kontrolliert zunachst die Verfugbarkeit der
Substrate die Umsetzungsrate der Enzyme, bis die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Hier sind es die Konzentrationen von
NADH, Sauerstoff und FADH,, welche die Aktivitdit der Komplexe der
Elektronentransportkette kontrollieren. Sind die Substrate in ausreichender
Konzentration vorhanden, so greifen weitere Regulationsmechanismen, die im

Anschlul3 vorgestellt werden.

1.1.3.1 Kontrolle durch das Membranpotential

Da die Atmung der Mitochondrien mit einer Protonentranslokationsaktivitat eng
gekoppelt ist, ist nach der Mitchell-Hypothese (chemiosmotische Hypothese)
die mitochondriale Atmung ebenfalls von der protonenmotorischen Kraft
kontrolliert.

In isolierten, atmenden Mitochondrien betrdgt das Membranpotential AW bei
25° C zwischen 170 und 200 mV (Nicholls & Ferguson, 1992), wahrendin vivo
das mitochondriale Membranpotential allerdings mit etwa 110-130 mV

wesentlich niedriger als in isolierten Mitochondrien liegt (Wan et al., 1993).

Die Stimulation des Sauerstoffverbrauchs isolierter Mitochondrien durch ADP
(aktivierte Atmung, state 3), wird in Ubereinstimmung mit der chemiosmotischen
Hypothese durch die Aufnahme von ADP in die Mitochondrien und Stimulierung
der ATP-Synthase erklart. Die Aktivierung der ATP-Synthase ist begleitet von
einer Abnahme der protonenmotorischen Kraft Ap, welche die Aktivitat der drei
Protonenpumpen der Atmungskette erhoht, und damit die mitochondriale
Atmung stimuliert (Nicholls & Ferguson, 1992). Diesem Prozel3 folgt eine
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs (kontrolliert, state 4), nachdem ADP in ATP
umgewandelt ist.

Das Verhéltnis des Verbrauchs des Sauerstoffs im state 3 (aktivierte Atmung)
und state 4 (kontrollierte Atmung) wird als die ,Atmungskontrolle® oder
Akzeptorkontrollrate bezeichnet. Sie ist von der engen Kopplung zwischen

Elektronentransfer und Energiekonservierung abhangig (Boveris et al., 1999).
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In der Vergangenheit konnten verschiedene Ergebnisse, besonders an
Mitochondrien, nicht mit der Mitchell-Hypothese erklart werden (Slater, 1987).
So wurde die Atmung in Rattenlebermitochondrien bei gleichbleibendem Apy+
in state 3 und state 4 um das 3,5-fache erhéht (Padan & Rottenberg, 1973). Die
Autoren interpretierten ihre Beobachtungen als nicht vereinbar mit der Mitchell-

Hypothese.

1.1.3.2. Kontrolle der Atmung du rch das ATP/ADP-Verhéltnis

Vor kurzem wurde ein zweiter Mechanismus der Atmungskontrolle entdeckt,
welcher unabhangig von Ap ist und auf dem intramitochondrialen ATP/ADP-
Verhéltnis basiert (Arnold & Kadenbach, 1997). Die Nukleotide binden dabei an
die Cytochrom c Oxidase. Ein hohes ATP/ADP-Verhaltnis induziert eine
Hemmung der Cytochrom ¢ Oxidase Aktivitat in solubilisierten Mitochondrien,
Dabei wurde eine sigmoide Substrat/Aktivitats-Kinetik der Cytochrom ¢ Oxidase
Aktivitat erhalten. Es wurde eine vollstandige Inhibition der Aktivitat durch ATP
bei 1-6 uM Cytochrom c beobachtet. Der Grund fur die variable Cytochrom c
Konzentration, bei welcher die vollstandige Inhibition beobachtet werden

konnte, war nicht klar.
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1.1. Cytochrom c Oxidase

Die Cytochrom c¢ Oxidase (COX) ist ein Enzym der Superfamilie der Ham-
Kupfer-Oxidasen (Saraste, 1990). Bei Prokaryonten setzt sich die Cytochrom c
Oxidase aus maximal vier Untereinheiten zusammen, wahrend das Enzym in
Eukaryonten zwischen sieben (Dictyostelium discoideum) (Bisson & Schiavo,
1986) und dreizehn Untereinheiten (Saugetiere) besitzt (Kadenbach et al.,
1983). Die Untereinheiten | und Il, welche die katalytischen Zentren Cup ,Cusg,
Hama und H&am az beinhalten, sowie Untereinheitlll, deren Funktion
unbekannt ist, werden vom Genom der Mitochondrien kodiert. Die restlichen

zehn Kkleineren regulatorischen Untereinheiten sind kernkodiert.

1.2.1 Der Reaktionszyklus der Cytochrom c Oxidase

Die COX ubertragt als terminaler Enzymkomplex der Elektronentransportkette
Elektronen von Cytochrom c auf molekularen Sauerstoff, verbunden mit dem
Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten. Der gesamte Prozel3 a3t
sich durch folgende Gleichung beschreiben :

4 Cyt.c®* + Oy + (4+n) H'yarix — 4 Cyt.c*" + 2 HyO + nH* 100l

Der reduzierte Sauerstoff bildet mit vier vektoriellen Protonen von der

Matrixseite des Enzyms Wasser.
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Ein vollstandiger Reaktionszyklus umfafdt zwei Phasen; in der oxidativen Phase
werden vier Elektronen von dem katalytischen Zentrum Cug-Ham az auf das
Sauerstoffmolekul Ubertragen, das Enzym wird vollstandig oxidiert. In der
reduktiven Phase wird das Enzym durch Aufnahme von vier Elektronen aus
Ferro-Cytochrom ¢ am Cua-Zentrum reduziert. Bisher wurde angenommen, dafl3
die Translokation der Protonen utber die Membran mit der oxidativen Phase
gekoppelt ist (Wikstém, 1989). Michel (1998) stellte ein Modell vor, in dem er
vorschlug, dal3 bereits in der reduktiven Phase, vor Reaktion des Enzyms mit
dem Sauerstoff, ein Proton transloziert wird. Ein Jahr spater wurde durch
Experimente an rekonstituierter Cytochrom ¢ Oxidase bestétigt, daR am Ende
der oxidativen Phase die Translokation der Ladung unvollstandig ist
(Verkhovsky et al., 1999). Die verbleibende Ladung wird jedoch nur vollstandig

Ubertragen, wenn auf der oxidativen sofort die reduktive Phase folgt.
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1.2.2 Die Struktur der Cytochrom ¢ Oxidase

Die Kristallstrukturen der oxidierten Cytochrom c¢ Oxidase aus Paracoccus
denitrificans (Ilwato et al., 1995) und aus Rinderherz (Tsukihara, 1996) sind
aufgeklart.

Das Enzym von Paracoccus denitrificans besteht aus vier Untereinheiten (UE).
Zwei Protonenkanéle, bei dem der erste fir die Wasserbildungsreaktion und der
zweite fur die Protonenpumpaktivitat zustandig ist, konnten in der Untereinheit |
lokalisiert werden.

Die Zusammensetzung der Rinderherz Cytochrom ¢ Oxidase aus dreizehn
Untereinheiten wurde durch die Kristallstruktur bestétigt. Es wurden zuséatzlich
die Zink- und Magnesiumbindungsstellen lokalisiert. Das Enzym liegt im Kristall
als Dimeres vor, und zehn der dreizehn Untereinheiten haben transmembrane
Domaénen. Nur die beiden Untereinheiten Va und Vb, welche beide an der
Matrixseite lokalisiert sind, und die Untereinheit VIb, lokalisiert an der
Cytosolseite, bilden eine Ausnahme. Die Struktur des Drei-Untereinheiten-Core-
Enzyms (Untereinheit I-1ll) mit der Cytochrom ¢ Bindungsstelle (Untereinheit 1),
den Redoxzentren Cua, Ham a und dem Sauerstoff bindenden Ham az-Cug
Zentrum (Untereinheit 1), sind in den Strukturen des Rinderherzenzyms und des
Enzyms aus Paracoccus denitrificans sehr @hnlich. Allerdings sind bei héherer
Auflosung der Kristallstrukturen im Aufbau der Protonenkanale der beiden
Enzyme einige Unterschiede gefunden worden (Yoshikawa et al., 1998).

In der Kristallstruktur des Rinderherzenzyms wurden zwei spezifisch
gebundene Cholatmolekile gefunden. Davon bildet eines eine Salzbriicke
zwischen seiner Carboxylgruppe und Arg 14 der Untereinheit Vla. Da die Gr6i3e
und Form von Cholat und ADP ahnlich sind, wird vermutet, dal3 die Cholat
bindenden Aminoséaurereste, die physiologische Funktion haben ADP bzw. ATP
zu binden (Rieger et al., 1995 ; Napiwotzki et al, 1998).
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1.2.3 Die Isoformen der kernkodierten Untereinheiten der Cytochrom ¢

Oxidase

Die Untereinheiten IV-VIII des Rinderenzyms sind im Genom des Zellkerns
kodiert.

Von den Untereinheiten Vla, Vlla, und VIII sind zwei gewebsspezifische
Isoformen in verschiedenen Saugetieren identifiziert worden: (Capaldi, 1990;
Kadenbach et al., 1987). So wird im Rind eine Isoform der Untereinheit Vla im
Herzen sowie Skelettmuskel (VlaH) und die andere in Leber und allen anderen
Geweben exprimiert (VlaL). Die Untereinheit Vla von Rind ist an der Regulation
der Stochiometrie der Protonentranslokation beteiligt (Frank & Kadenbach,
1996). Wahrend die H'/e-Stochiometrie bei der Rinderherz-Isoform abhangig
vom ATP/ADP-Verhéltnis zwischen 1 und 0,5 liegt, zeigt die Leber-Isoform
immer eine H*/e"-Stéchiometrie von 0,5 (Hittemann et al., 1999).

Die Annahme von Kadenbach (1983), daf3 an die kernkodierten Untereinheiten
der Cytochrom c Oxidase gebundene allosterische Effektoren die Aktivitat des
Enzyms beeinflussen, wurde durch die Arbeit von Anthony et al. (1993)
bestétigt. Hier wurde gezeigt, dafld nach Vorinkubation mit einem monoklonalen
Antikdrper, der spezifisch mit dem N-Terminus der Untereinheit ViaH
(Herzisoform) reagiert, die Aktivitatssteigerung der Cytochrom ¢ Oxidase durch
ADP nicht mehr beobachtet werden konnte. Daraus wurde geschlossen, dafl3
die Regulation durch Wechselwirkung von ADP mit dem N-terminalen
(matrixorientierten) Bereich der Herzisoform von Untereinheit Via vermittelt

wird.

Die Herzisoform der Untereinheit Vlla (VllaH) wird im Herz- und Skelettmuskel
exprimiert, alle anderen Gewebe besitzen die Leberisoform VllaL. Die Isozyme
der Cytochrom c Oxidase unterscheiden sich in ihrer Aktivitat, worin eine
regulatorische Wirkung der kerncodierten Untereinheiten begriindet sein kann
(Kadenbach,1992).
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1.2.4 Regulation der Cytochrom c Oxidase

Die Wirkung von Nukleotiden auf Cytochrom ¢ Oxidase ist in den letzten Jahren
intensiv untersucht worden. Erste Hinweise auf eine Regulation der Saugetier
Cytochrom c¢ Oxidase durch ATP lieferten kinetische Studien von Ferguson-
Miller et al.(1976).

Antonini et al. (1988), Konstantinov et al. (1989) und Reimann et al. (1988)
zeigten spektroskopisch, dal ATP und ADP zu konformativen Anderungen des
Enzyms fuahren. In einer Arbeit von Rohdich et al. (1993) konnte gezeigt
werden, dai es schon bei mikromolaren intraliposomalen
Nukleotidkonzentrationen zu einer Aktivierung der Atmung von rekonstituierter
Cytochrom ¢ Oxidase aus Rinderherz kommt. Dabei war die Aktivierung bereits
bei 100 uM Nukleotidkonzentration maximal. Des weiteren konnte gezeigt
werden, dall auch das ATP/ADP-Verhdltnis einen EinfluR auf die

Atmungsaktivitat ausibt.

Zwei Bindungsstellen fur TNP-ATP an Cytochrom c Oxidase aus Rinderherz
wurden von Reimann & Kadenbach gefunden (1992). Schlie3lich konnten von
Rieger et al. (1995) sieben ATP-Bindungsstellen an Rinderherz Cytochrom c
Oxidase durch Gleichgewichtsdialyse mit [**S]JATPaS nachgewiesen werden. In
Cytochrom c Oxidase aus Rinderleber wurden dagegen sechs hochaffine ATP-
Bindungsstellen nachgewiesen. In dem Zwei-Untereinheiten Enzym aus
Paracoccus denitrificans wurde nur eine ATP-Bindungsstelle gefunden (Rieger
et al., 1995). In den Kristallen von Cytochrom ¢ Oxidase aus Rinderherz wurden
insgesamt zehn fest gebundende Cholatmolekile radiochemisch nachgewiesen
(Napiwotzki et al., 1997), die offenbar wahrend der Isolierung des Enzyms mit
Cholat zehn ADP-Bindungsstellen besetzen, da die Raumstruktur von ADP und
Cholat sehr ahnlich ist. Sieben der zehn ADP-Bindungsstellen kénnen auch von
ATP besetzt werden. Die Cholatmolekile kdnnen langsam durch einen
Uberschul? von ATP oder ADP wieder aus den Bindungsstellen verdrangt
werden (Napiwotzki et al., 1997).

10
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1.2.4.1 An der Regulation beteiligte Untereinheiten der Cytochrom ¢
Oxidase

Markierungsexperimente mit 8-Azido-ATP hatte man zunéachst als unspezifisch
interpretiert (Reimann et al., 1988), da bei diesen Versuchen die meisten
Untereinheiten markiert wurden. Statt dessen beschrieben Montecucco et al.
(1986) unter den gleichen Bedingungen die Markierung der Untereinheiten 1V
und VII (Gemisch aus Vllab,c). Bisson et al. (1987) =zeigten in
Photomarkierungsexperimenten, dal3 ATP spezifisch an die Untereinheiten 1V
und VII (Gemisch aus Vlla,b,c) bindet. Es konnte gezeigt werden, dald ATP eine
konformative Anderung innerhalb der Cytochrom ¢ Oxidase induziert und so als

allosterischer Effektor wirkt.

Die Untereinheit IV besitzt auf beiden Seiten der Membran eine hoch-affine
Bindungsstelle fur ATP oder ADP. Die ATP/ADP-Bindungsstelle auf der
cytosolischen Seite beeinflut den Ky fur Cytochromc (Napiwotzki &
Kadenbach, 1998).Das ATP/ADP-Verhéltnis hat einen entscheidenden Einflul3
auf die Kontrolle der Atmung (vergl. Kap. 1.1.3.2). Dabei binden die Nukleotide
an die Matrixdoméane von Untereinheit IV der eukaryontischen Cytochrom c
Oxidase (Napiwotzki et al., 1997) und &ndern bei hohem ATP/ADP-Verhaltnis
die hyperbolische Kinetik in eine sigmoidale, mit halbmaximaler Hemmung der
Aktivitat bei einem ATP/ADP-Verhaltnis von 28 (Arnold & Kadenbach, 1999).
Diese allosterische Hemmung der Cytochrom c¢ Oxidase Aktivitdt bei hohen
ATP/ADP- Verhaltnissen wird auch in Hefe gefunden, aber nicht in Bakterien
(Follmann et al., 1998), denen die entsprechenden Untereinheit IV fehlt.

Die Beteiligung der Untereinheit Vla an der Regulation der H'/e-Stochiometrie
durch das ATP/ADP-Verhaltnis und an der Aktivitdtssteigerung durch ADP
wurde bereits in Kapitel 1.2.3 beschrieben.

Bisher konnte fur die Untereinheit VIb keine regulatorische Funktion
nachgewiesen werden. Die Kiristallstruktur des Rinderherzenzyms weist
allerdings deutlich darauf hin, dal3 die Untereinheit VIb neben den
Untereinheiten Ill, Vb und Via eine Kontaktstelle zwischen den beiden
Monomeren herstellt. Daher wird vermutet, da? diese Untereinheit an der
Kooperativitdit des Enzyms bei hohen ATP/ADP-Verhéltnissen beteiligt ist
(Arnold & Kadenbach, 1997).
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Der ,zweite Mechanismus der Atmungskontrolle® durch die Cytochrom c
Oxidase wird in Gegenwart von verschiedenen Substanzen wie Laurylmaltosid
oder TMPD aufgehoben. Geringe Konzentrationen von 3,5-Diiod-L-Thyronin
(3,5-T2) heben die allosterische ATP-Inhibierung durch Bindung an die
Untereinheit Va der Cytochrom ¢ Oxidase auf (Arnold et al., 1998).
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1.3. Die Reversible Proteinphosphorylierung

Eine Saugetierzelle enthalt Tausende von Proteinen (Enzymen). Die Zelle kann
nur durch die komplexe Regulation der Enzyme wachsen, Uberleben und
differenzierte Aufgaben im Gesamtorganismus erfullen. Dazu gehéren sowohl
die Kontraktion von Muskelzellen, die Mobilisation von Glukose aus Glykogen in
Leber- oder Muskelzellen, der Signaltransfer von Hormonen sowie die
Regulation der DNA-Synthese und der Zellteilung (Krebs, 1993).

Einer der Mechanismen zur Regulation der Enzymakitivitat ist die reversible
Proteinphosphorylierung. Zunachst wird durch die Proteinkinase eine
Phosphatgruppe des energiereichen ATP auf das zu regulierende Enzym
Ubertragen. Durch Phosphorylierung von Serin-, Threonin- oder Tyrosin-Resten
der Zielenzyme wird deren Konformation und demzufolge die biologischen
Eigenschaften veréndert, so dal} diese aktiviert oder auch inhibiert werden
(Krebs, & Beavo, 1979). Die Aktivitat eines Enzyms kann dabei um den Faktor
1000 erhoht werden.

Um aber ein Enzym durch Phosphorylierung zu regulieren, muf3 gewahrleistet
sein, dalR die kovalent gebundene Phosphatgruppe des Phosphoproteins
wieder abgespalten werden kann. Dies wird durch ein weiteres Enzym, eine
Proteinphosphatase, die der Aktivitat der Proteinkinase entgegenwirkt, erreicht.
Ob ein Protein im phosphorylierten oder dephosphorylierten Zustand vorliegt,
hangt vom Gleichgewicht zwischen Proteinkinase und Proteinphosphatase ab
(Cohen, 1989). Dieses Gleichgewicht bedarf selbst einer Kontrolle. Da sowohl
Proteinkinasen als auch Proteinphosphatasen selbst durch reversible
Phosphorylierung reguliert werden konnen, kann sich eine Kaskade von
reversiblen Proteinphosphorylierungen ausbilden, die zum Beispiel die
Signalwirkung eines Hormons um den Faktor eine Million oder mehr

amplifizieren kann.

Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Serin-/Threoninresten wird von

einer jeweils anderen Gruppe von Proteinkinasen/Proteinphosphatasen
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ubernommen als die von Tyrosinresten (Brautigan & Shriner,1988). Uber 99%
der Phosphorylierungsreaktionen finden an Serin oder Threonin statt. Etwa ein
Prozent aller in der Eukaryontenzelle vorhandenen Proteine sind
Proteinkinasen und diesen stehen etwa die halbe Menge an
Proteinphosphatasen gegenuber (Hunter, 1990).

Fischer und Krebs charakterisierten 1956 erstmals ein Protein, das der
Regulation durch reversible Phosphorylierung unterliegt (Fischer & Krebs,
1956). Die Charakterisierung der Phosphorylase, der Phosphorylasekinase und
der Proteinkinase, die dessen Phosphorylierung vermittelt, stellte einen
entscheidenden Durchbruch der Entdeckung der reversiblen Protein-
phosphorylierung als einen biologischen Regulationsmechanismus dar. Fir ihre
Arbeit auf diesem Gebiet erhielten Fischer und Krebs 1993 den Nobelpreis fur
Medizin (Krebs, 1993).

1.3.1 Proteinkinasen

Sequenzvergleiche der bekannten Proteinkinasen haben gezeigt, dal3 alle
Proteinkinasen ahnliche Strukturen haben. Es wurden konservierte Motive in
insgesamt zwolf Unterdoméanen aller Proteinkinasen gefunden. Diese Regionen
beinhalten Aminoséaurereste, die essentiell fur die Struktur und Funktion der
Enzyme sind (Johnson et al., 1996).

Die Mechanismen, welche die Aktivitdt der Proteinkinasen kontrollieren, kbénnen
sehr unterschiedlich sein. Bekannt ist die Kontrolle durch regulatorische
Untereinheiten, die durch second messenger wie cAMP oder Ca®*/Calmodulin
gesteuert werden. Mdglich ist auch die Kontrolle durch Untereinheiten, deren
Expression durch den funktionellen Status des Zellzyklus gesteuert werden.
Durch Anlagerung spezifischer Doménen regulatorischer Untereinheiten an
Zellmembranen wird die katalytische Untereinheit in verschiedenen
subzellularen Kompartimenten lokalisiert. Desweiteren sind autoregulatorische
Prozesse wie Autophosphorylierung bekannt. Das activation segment spielt
hierbei eine wichtige Rolle (Steinberg et al., 1993). Hierbei handelt es sich um

eine Region konservierter Aminosauresequenzen in der N&he des katalytischen

14



Einleitung

Zentrums vieler Proteinkinasen, welches Aminosauren beinhaltet, die der
Autophosphorylierung unterliegen. Die Phosphorylierung einer Aminosaure im
activation segment verandert die rdumliche Anordnung des Kkatalytischen
Zentrum so, daR die Ubertragung der y-Phosphatgruppe von ATP auf das
Substrat erleichtert wird (Johnson et al., 1996).

1.3.1.1 cAMP-abhéangige Proteinkinasen

Die cAMP-abhangigen Proteinkinasen (CAPK) spielen eine Schlisselrolle in
vielen Signallbertragungsprozessen. Diese Multisubstrat-Enzyme regulieren
durch Phosphorylierung von Serin- oder Threoninresten die Aktivitdt von
Proteinen, die an ganz verschiedenen Prozessen in der Zelle, wie z.B.
Signalubertragung, Energiemetabolismus, Zellproliferation oder Differenzierung,
beteiligt sind (Taylor et al., 1990).

Die Aktivierung eines Hormonrezeptors fuhrt zur Aktivierung der
Adenylatcyclase und somit zu einer Erhéhung der Konzentration des second
messenger cAMP. Die Bindung von cAMP an inaktive cAPK Holoenzyme
aktiviert diese, indem eine Dissoziation der katalytischen und der
regulatorischen Untereinheiten induziert wird. Die freien Kkatalytischen
Untereinheiten sind nun in der Lage, Enzyme zu phosphorylieren.

In cAMP-abhangigen Proteinkinasen sind diverse Isoformen fir die katalytische
(Ca, Cp, C,) sowie fur die regulatorische (Rl4, Rlg, Rllg, RIllg) Untereinheit
gefunden worden (Faux & Scott, 1996a). Dies laldt eine spezifische Funktion
der Isoformen erwarten. (Doskeland et al., 1993).

Cq ist generell die dominante Isoform, die Cg und C, Untereinheit ist bisher nur
in wenigen Geweben gefunden worden. (Beebe et al., 1993)

Die regulatorische Untereinheit RI wird hauptsachlich im Cytoplasma gefunden,
RIl hingegen kann hochaffin an ein Proteinkinase A-anchoring Protein binden
und wird in Assoziation mit Membranorganellen oder dem Cytoskelett gefunden
(Faux & Scott, 1996b). Die RIl Untereinheit besitzt ein Serin in der
autoinhibitorischen Region; die Phosphorylierung dieses Restes erniedrigt die
Reassoziationsrate der phosphorylierten RII Untereinheit mit der freien
katalytischen Untereinheit um das funffache (Rangel-Alado & Rosen, 1976).
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Diese erniedrigte Affinitdt begunstigt die Aktivierung der katalytischen
Untereinheit bis zur Dephosphorylierung der RIl (Taylor et al., 1990).

Die cAMP-abhangige Modifikation von mitochondrialen Proteinen scheint nur
sehr kurzlebig zu sein (Muller & Bandlow, 1987b).

In Hefemitochondrien wurden vier verschiedene Proteinkinasen identifiziert.
Davon ist eine cAMP- abhangig und im Intermembranraum lokalisiert (Muller &
Bandlow, 1987a). cAMP-abhéngige Proteinkinasen wurden sowohl in Rinder-
herzmitochondrien (Burgess & Yamada, 1987) und Mitochondrien aus
Schweineovarien (Dimino et al., 1981) nachgewiesen. Weiterhin wurden sie
auch in verschiedenen Rattengeweben (Schwoch et al.,, 1990) sowie in
crustacean Artemia franciscana (Vallejo et al., 1997) gefunden. Eine cAMP-
abhangige Phosphorylierung von an der oxidativen Phosphorylierung beteiligten
mitochondrialen Proteinen wurde bereits an der 18 kDa Untereinheit der NADH-

Dehydrogenase in Rinderherzmitochondrien identifiziert (Papa et al., 1996).
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1.3.2 Proteinpho sphatasen

Alle bisher bekannten Proteinphosphatasen kénnen in drei Klassen unterteilt
werden (Barford, 1996; Faumann & Saper, 1996). Neben der Gruppe der
Protein-Tyrosin-Phosphatasen werden die Protein-Serin/Threonin-
Phosphatasen in zwei Klassen unterteilt. Protein-Serin/Threonin-Phosphatasen
von Typ-1 (PP1) werden durch hitzebestandige Proteine, genannt Inhibitorl und
Inhibitor 2, inhibiert, wahrend Proteinphosphatasen von Typ-2 unempfindlich
gegen diese Inhibitoren sind (Ingebritsen & Cohen, 1983).

Typ-2 Phosphatasen kénnen weiter in die Gruppen der spontan aktiven (PP2A),
Ca’*-abhangigen (PP2B) und Mg®*-abhangigen (PP2C) Phosphatasen unterteilt
werden (Cohen, 1994). Einige der Mg?*"abhéngigen Phosphatasen haben sich
inzwischen in Gegenwart von Fettsauren als Ca?*-abhéngig erwiesen (Klumpp
et al.,1998). Alle Protein-Serin/Threonin-Phosphatasen werden von EDTA und
Fluorid inhibiert (Brautigan & Shriner, 1989).

Mitochondriale Proteinphosphatasen, die in ihren Sequenzen mit der PP2C-
Gruppe Ubereinstimmungen aufweisen, sind bereits beschrieben worden (Wera
& Hemmings, 1995).

Die katalytische Untereinheit der PP1 besitzt zwei Metallionen, entweder Fe?*
und Mn?* oder Fe** und Zn?', in der aktiven Region. Fir PP1 wurden 15
regulatorische Untereinheiten im Saugetier identifiziert (Egloff et al., 1997).
Jede regulatorische Untereinheit scheint in einer spezifischen Region der Zelle
zu binden und somit die katalytische Untereinheit dort zu lokalisieren. Weiter
werden durch die regulatorischen Untereinheiten sowohl die Regulation der
Substratspezifitat als auch die Regulation durch extrazellulare Signale
ermdglicht (Hubbard & Cohen, 1993).

Die katalytische Untereinheit der PP2 besitzt eine Domé&ne mit einer langen
carboxyterminalen Verlangerung, die inhibierend auf das Holoenzym wirkt.
Interaktion dieser carboxyterminalen Verlangerung mit einer Calcium bindenden

regulatorischen Untereinheit hebt die Inhibierung auf (Cohen, 1997)
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2. Zielsetzung

Verschiedene Befunde der Phosphorylierung mitochondrialer Proteine,
einschlief3lich der Untereinheit IV der Cytochrom ¢ Oxidase (Steenaart & Shore,
1997), lieRen die Frage nach der physiologischen Funktion unbeantwortet
(Sardinelli et al., 1996).

Ziel dieser Arbeit war es, den Einflul3 der Phosphorylierung der Cytochrom c
Oxidase auf die Ascorbatatmung zu untersuchen.

Dabei sollte insbesondere die Wirkung der cAMP-abhangigen Phosphorylierung
auf die allosterische ATP-Inhibierung des Enzyms untersucht werden. Es sollte
sowohl der Einfluld von cAMP auf intakte Mitochondrien, als auch auf das
isolierte Enym in Gegenwart von Proteinkinase untersucht werden.

Am isolierten Enzym sollten die cAMP-abhangig phosphorylierten
Untereinheiten identifiziert werden.

Abschliel3end sollte die Reversibilitdt der Phosphorylierung untersucht werden.
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3. Material

Gerate:

Olpumpe

Gelelektrophorese-Apparatur
Zweistrahlspektrophotometer, Uvikon 940
Quarzkivetten, einfach

HPLC-Aparatur

Polarographische MelRapparatur

Zentrifugen und Zubehor:

Tischzentrifuge
Heraeus-Minifuge RF
Kuhlzentrifuge RC2-B
GSA-Rotor

SS34-Rotor
Zentrifugenbecher JA-10
Zentrifugenbecher JA-20

Chemikalien

Acrylamid
cAMP

ATP, Na-Salz
ADP, Na-Salz
EDTA, Na-Salz
Glycerin (87 %)
Glycin

Harnstoff

Leybold-Heraeus
Institutswerkstatt, Marburg
Kontron, Offenbach
Hellma, Mihlheim
Beckman

Institutswerkstatt, Marburg

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Osterode
Sorvall, Stuttgart
Sorvall, Stuttgart
Sorvall, Stuttgart
Nalge, Rochester
Nalge, Rochester

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Riedel-de Haen, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Dodecylmaltosid

Proteinkinase A, cAMP-abhangig
Phosphatase-1, C4 Untereinheit
Phosphoenolpyruvat
Pyruvatkinase

[y*2P]-ATP (800 Ci/mmol)
N,N"-Methylenbisacrylamid
TEMED

SDS

Tris-HCI

Tween 20

Cholat, Na-Salz

Coomassie brilliant blue R250
Coomassie brilliant blue G250

Bromphenolblau

Sonstiges:

Rinderherz, Rinderleber

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
ICN

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Schlachthof, Marburg

Alle weiteren nicht aufgefiihrten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad p.a. und

wurden Uber das Institut von den Firmen Merck, Darmstadt und Riedel-de

Haen, Seelze bezogen.
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4. Methoden

4.1 Isolierung der Cytochrom c Oxidase

4.1.1 Praparation von Cytochrom c¢ Oxidase aus Rinderherz nach
Yoshikawa
(Yoshikawa et al., 1977; 1988)

800 g frischer Rinderherzmuskel wurde mit einem Fleischwolf zerkleinert und in
sechs Portionen aufgeteilt je 10 min im ,Waring Blendor* mit 750 mL Eiswasser
(mit moglichst viel Eis, um die Erwarmung des Homogenats zu vermeiden) und
100 mL 0,2 M Natriumphosphat, pH 7,4 homogenisiert. Das Homogenat wurde
10 min bei 4500rpm (Zentrifugenbecher JA-20; SS34 Rotor) zentrifugiert. Das
Pellet wurde nochmals 10 min mit 1500 mL 20 mM Natriumphosphat, pH 7,4
homogenisiert und erneut zentrifugiert.

Die vereinten Uberstande wurden mit 30 %iger Essigsaure auf pH 5,20-5,15
eingestellt und 25 min bei 4500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 L bidest.
Wasser aufgenommen und 20 min bei 5500 rpm zentrifugiert.

Das Pellet wurde bis zu einer Konzentration von 30 mg/ml Protein in 0,1 M
Natriumphosphat, pH 7,4 aufgenommen. Es ergibt sich bei 800 g Fleisch in der

Regel ein Volumen von etwa 575 mL.

Zu 575 mL der Mitochondrienpartikelsuspension wurden 50 mL 40 %iges
Natriumcholat (in 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,4) gegeben und moglichst
schnell festes Ammoniumsulfat bis zu einer Konzentration von 33 % Sattigung
zugegeben. Dabei wurde der pH-Wert mit einer pH-Elektrode standig
kontrolliert und durch Zugabe von Natronlauge zwischen pH 7,2 und 7,4
gehalten.

Die Suspension wurde 30 min gerthrt und 25 min bei 11000 rpm zentrifugiert.
Zum Uberstand wurden bis zu einer Sattigung von 50 % festes
Ammoniumsulfat zugegeben. Die Suspension wurde 25 min bei 11000 rpm

zentrifugiert.
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Das Pellet wurde in 2% Natriumcholat; 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,4
aufgenommen (Gesamtvolumen: 200 mL) und bis zu einer Séttigung von 25 %
festes Ammoniumsulfat zugegeben. Die Suspension wurde 30 min gerihrt und
10 min bei 19000 rpm zentrifugiert.

Zum Uberstand wurden bis zu einer Sattigung von 35% festes
Ammoniumsulfat zugegeben. Die Suspension wurde 10 min bei 19000 rpm

zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 0,5 % Natriumcholat, 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,4
aufgenommen (Gesamtvolumen: 200 mL) und bis zu einer Sattigung von 25 %
festes Ammoniumsulfat zugegeben.

Die Suspension wurde 30 min gerthrt und 10 min bei 19000 rpm zentrifugiert.
Zum Uberstand wurden bis zu einer Konzentration von 35 % festes
Ammoniumsulfat zugegeben. Die Suspension wurde 10 min bei 19000 rpm

zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 0.5% Natriumcholat, 0,1 M Natriumphosphat
aufgenommen (Gesamtvolumen: 135 mL) und anschlielend erneut eine
25 %ige und 35 %ige Ammoniumsulfatfallung durchgefihrt. Das Pellet der
zweiten Fallung wurde in 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,4, 0,34 % Brij 35
aufgenommen (Gesamtvolumen: 200 mL) und anschlieBend erneut eine
25 %ige und 35%ige Ammoniumsulfatfallung durchgefihrt. Das Pellet der
vierten Fallung wurde in 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,4, 0,21 % Brij 35
aufgenommen (Gesamtvolumen: 200 mL) und anschlieBend nochmals eine
25 %ige und 35%ige Ammoniumsulfatfallung durchgefiihrt. Das Pellet der
sechsten Fallung wurde in 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,4, 0,21 % Brij 35
aufgenommen (Gesamtvolumen: 135 mL) und anschlieBend eine 25 %ige und
35%ige Ammoniumsulfatfallung erneut durchgefihrt. Das Pellet der achten
Fallung wurde in einem minimalen Volumen von 10 mM Natriumphosphat, pH
7,4 (ohne Detergenz) aufgenommen und Uber Nacht gegen den gleichen Puffer
dialysiert. Die L6sung wurde ein letztes Mal 20 min bei 19000 rpm zentrifugiert.

Das so gereinigte Enzym wurde aliquotiert und bei -80° C gelagert.
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4.1.2. Bestimmung d er Cytochrom ¢ Oxidase-Konzentration

Die Konzentration der COX wurde photometrisch am
Zweistrahlspektrophotometer bestimmit.

Fir die Konzentrationsbestimmung von verunreinigten Losungen wurde ein
Differenzspektrum von 500 bis 650 nm zwischen luftoxidierter und
dithionitreduzierter Probe aufgenommen. Ein Aliquot der Probe wurde mit
200 mM Kaliumphosphat, pH 7,2; 5 % Triton X-100 verdunnt. Die verdinnte
Probe wurden vor der Messung in der Tischzentrifuge 5s bei 14000 rpm
zentrifugiert, um Schwebeteilchen zu entfernen. Die Extinktion bei 605 nm und
630 nm wurde aus dem Spektrum entnommen und die Konzentration nach der

Formel(1) bestimmit.

Formel(1): [c] = Eeos - Ee30 * M * V / €605.630

[c] = COX-Konzentration (Gramm Ham aas)
M, = Molekulargewicht der COX
V = Verdinnung der Probe

€605-630 = Extinktionskoeffizient

Der verwendete Extinktionskoeffizient fir das Differenzspektrum (Redox) von
Cytochrom aajz betragt:

€605-630 = 24 mM “*em™ (von Jagow und Klingenberg, 1972).

Die Reinheit des gereinigten Enzyms wurde durch ein Absolutspektrum in
Cholatpuffer (2% Natriumcholat, 0,5% Natriumdesoxycholat, 200 mM
Kaliumphosphat, pH 7,2) ermittelt. Die Probe wurde luftoxidiert gegen Puffer
vermessen. Die Extinktionswerte bei 280 nm (Gesamtprotein) und 420 nm
(COX) wurde aus dem Spektrum entnommen und das Verhaltnis Ezgo/Eazo
bestimmt. Es sollte nicht hoher als 2,6-2,8 sein.
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Anschlie3end wurde die Probe dithionitreduziert gegen Puffer vermessen. Die
Extinktionswerte bei 443, 490, 605 und 650 nm wurden aus dem Spektrum
entnommen und die Konzentration analog nach der Formel (1) bestimmt.

Es wurden die folgenden Extinktionskoeffizienten fur das Absolutspektrum des

reduzierten Enzyms verwendet:

€605-630 — 40 mM'lcm'l,

€443.490 = 204 mM™cm™?

4.1.3 Proteinbestimmung mit Biuret

Die Proteinkonzentrationen wurden bei der COX-Praparation gemal einer
modifizierten Biuret-Methode bestimmt (Kadenbach, 1966).
Das Biuret-Reagenz wurde lichtgeschutzt aufbewahrt.

Biuret-Reagenz : 15 ¢ Kupfersulfat
45 ¢ Kaliumnatriumtartrat
40 ¢ Natriumhydroxid
25 ¢ Kaliumiodid

Mit bidest. Wasser auf 500 mL auffillen

100 pL Mitochondriensuspension wurden mit 200 yL 3 M Trichloressigsaure
und 1900 pL Wasser vermischt. Das Gemisch wurde 30 min stehengelassen
und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen; zum Pellet wurden 2 mL
Biuret-Reagenz gegeben, 15 min stehengelassen und mit 2 mL bidest. Wasser
verdunnt. Die Mischung wurde bei 546 nm gegen Luft vermessen (Schichtdicke
der Kuvette: 2 cm, Eppendorf-Photometer). Anschliel3end wurden ca. 50 mg
festes Kaliumcyanid zugegeben und nach 5 min nochmals bei 546 nm gegen
Luft gemessen, um nach Zersetzung des Farbkomplexes die unspezifische
Tribung zu bestimmen. Der Proteingehalt wurde nach folgender Formel

berechnet:

[(E ohne ken - E mitken) - 0,075] « 7 = mg Protein/Probe
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4.1.4 Nachweis der kernkodierten Untereinheiten der COX mit HPLC

Der chromatographische Nachweis der zehn kernkodierten Untereinheiten der
Rinderherz COX wurde nach einer modifizierten Methode von Liu et al. (1995)
durchgefuhrt.

Es wurden fir die Probenvorbereitung und die Laufmittel hochreine
Chemikalien verwendet.

Das isolierte Enzym (1 mg) wurde in 1000 pL 10 mM Tris-Cl, pH 7,4, 0,5 %
Tween 20, 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) aufgenommen und mit 250 pL
Acetonitril versetzt. Die Losung wurde Uber einen 4 um Membranfilter (Cellulose
Acetat) gegeben und 100 pL analysiert.

Es wurde ein HPLC- Apparatur von Beckman verwendet, als stationdre Phase
wurde eine C18-reverse phase column von Vydac (KorngréRe 5 um,

PorengroRe 300 A) eingesetzt.

Das Laufmittelsystem bestand aus:
A: 0,05 % TFA, 0,05 % Triethylamin, in Wasser.
B: 0,05 % TFA, 0,05 % Triethylamin, in Acetonitril

Die Losungen wurden vor der Benutzung entgast.

Die Auftrennung des Enzyms erfolgte mit einer Serie von linearen Gradienten.
Gradientensytem:

0-5 min: Gradient 0-40% B

5-15min:  Gradient40-45% B

15-35 min: Gradient45-55% B

35-50 min: Gradient55-0% B

Die Durchflurate betrug 1 mL/min bei einer Detektionswellenlange von
220 nm.

25



Methoden

4.2 Isolierung von Rinderlebermitochondrien

30 g Rinderleber wurden in 270 mL 250 M Sucrose, 20 M Tris-Cl, pH7,6, 2 mM
EDTA mit einer Schere klein geschnitten, ztigig in 30 mL Portionen bei 300 rpm
homogenisiert und die Zelltrimmer bei 2500 rpm in einem SS-34 Rotor
abgetrennt. Der Uberstand wurde abdekantiert und bei 8000 rpm erneut
zentrifugiert. Die sedimentierten Mitochondrien wurden in Isolationsmedium
aufgenommen, homogenisiert und bei 6000 rpm zentrifugiert. Das
Mitochondrienpellet wurde in mdglichst wenig Isolationsmedium aufgenommen
und vorsichtig homogenisiert. Die Mitochondrien wurden auf Eis gelagert und

innerhalb von 4 h verbraucht.
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4.3 Polyacrylamidgelelektrophorese

4.3.1 Probenvorbereitung fur die SDS-PAGE

Um die COX in ihre Untereinheiten zu dissoziieren, wurde sie mit 0,3 M
Trichloressigséure gefallt und in Probenpuffer fur mindestens 90 min bei

Raumtemperatur geschittelt.

Probenpuffer: 62,5 mM Tris-Cl, pH 6,8
20 % Glycerin
2 bis 8 % SDS
0.01 % Bromphenolblau
5 % Mercaptoethanol

4.3.2 SDS-PAGE nach Kadenbach

Das von Kadenbach et al. (1983) entwickelte System bedient sich eines hohen
Harnstoffanteils, sowie eines besonders langen Trenngels, wodurch das Gel
Uber Nacht laufen kann. Das fuhrt zur besseren Trennung der Untereinheiten
und zur Erh6hung der Trennschérfe.

Losungen :
Sammelgel-Puffer: 0,125 M Tris-Cl, pH 6,8
0,125 % SDS
Trenngel-Puffer: 0,75 % Tris-Cl, pH 8,46
72 M Harnstoff
0,2 % SDS
Acrylamid-Ldsung: 50 % Acrylamid

1,56 % N,N"-Methylenbisacrylamid
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Elektrodenpuffer: 25 mM  Tris-Cl, pH 8,45
192 mM Glycin
01 % SDS

Ammoniumperoxodisulfat-Lsg. (APS):
10 % Ammoniumperoxodisulfat

in bidest. Wasser

Gele:

Trenngel: 29 ¢ Harnstoff
113 ¢ Trenngel-Puffer
78 ¢ Acrylamid-L6sung
10 ML TEMED
50 puL  APS.

Sammelgel: 4 mi Sammelgel-Puffer

mL  Acrylamid-Ldsung
5 pL  TEMED
25 pL  APS

Die Bestandteile der Gele wurden unmittelbar vor dem Giel3en
zusammengegeben, gut vermischt und die Polymerisation durch Zugabe von
TEMED und Ammoniumperoxodisulfat gestartet. Das noch fliissige Trenngel
wurde in der Gelkammer direkt mit dem Sammelgel Uberschichtet und der
Kamm eingesteckt. Nach 2 Stunden wurde der Abstandhalter am Boden der
Kammer entfernt und die Kammer in die Apparatur eingespannt. Der
Elektrodenpuffer wurde in die Apparatur gefillt, der Kamm entfernt und die
Probentaschen grindlich mit Elektrodenpuffer gesplilt.

Die Proben wurden aufgetragen und die Elektrophorese 1 h bei 100 Volt
gestartet. Die Trennung erfolgte Uber Nacht bei 235 Volt.
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4.3.3 SDS-PAGE nach Schagger und von Jagow (1987)

Dieses Gelsystem enthalt keinen Harnstoff und statt Glycin wurde Tricin

verwendet. Bei diesem System wurde zwischen Trenngel und Sammelgel ein

~Spacergel* polymerisiert.

LOosungen:

Acrylamid-L6sung A: 48
15

Acrylamid-L6sung B: 46,5
3

Ammoniumperoxodisulfat-Lsg. (APS):

10
Gelpuffer: ,

0,3
Anodenpuffer 0,2
Kathodenpuffer: 0,1

0,1

0,1

%
%

%

%

%

%

%

Acrylamid
N,N"-Methylenbisacrylamid

Acrylamid

N,N"-Methylenbisacrylamid

Ammoniumperoxodisulfat

in bidest. Wasser

Tris-Cl, pH 8,45
SDS

Tris-Cl, pH 8,9
Tris

Tricin
SDS
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Gele:

Trenngel: 6

2.4
60

3,6

Spacergel: 0,61

1,39

10

Sammelgel: 0,4
1,34
2,78
40

mil

mL

ML
mL

mL
mL
mL
ML
ML

mL
mL
mL
ML
ML

Acrylamid-L6ésung B
Gelpuffer

Glycerin (87%)
APS

TEMED

bidest. Wasser

Acrylamid-Ldsung A
Gelpuffer

bidest. Wasser

APS

TEMED

Acrylamid-Losung A
Gelpuffer

bidest. Wasser
APS.

TEMED

Das Gel wurde mit folgenden Abweichungen, wie unter 4.3.2 beschrieben,

gegossen. Trenngel und Spacergel wurden direkt Gbereinander geschichtet und

polymerisiert. Das Spacergel wurde in dieser Zeit mit Butanol Uberschichtet, um

ein Austrocknen zu verhindern. Nach dem Auspolymerisieren wurde es mit

Sammelgel uberschichtet. Das Einlaufen der Proben erfolgte 1 h bei 40 Volt
und die Trennung Uber Nacht bei 200 Volt.
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4.3.4 2D-Blue Native-SDS-Polyacrylamidgelektropho rese
(Schéagger & von Jagow, 1991; Schagger et al., 1994)

Die Methode der nativen Elektrophorese wurde von Schagger & von Jagow zur
Isolierung von Membranproteinkomplexen aus biologischen Membranen
entwickelt. In Kombination mit einer SDS-PAGE erhalt man eine analytische
Methode zum Nachweis u.a. der Verhaltnisse der Membranproteinkomlexe und

der Untereinheiten untereinander.

Probenvorbereitung:

nativer Probenpuffer:
750 mM 6-Aminocapronsaure
50 mM Bistris-Cl, pH 7,0

Isolierte, sedimentierte Rinderlebermitochondrien (400 ug Gesamtprotein)
wurden in 40 pL nativen Probenpuffer und 4-8 pL 10%igem Laurylmaltosid
geldst und 45 min bei 15000 rpm zentrifugiert um mitochondriale DNA und
ungeldste Proteine abzutrennen. Kurz vor Auftragung auf ein natives Gel

wurden 2-4 uL einer 5 %igen Serva Blue G 250 Lésung zur Probe zugegeben.
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Erste Dimension: Blue Native Elektrophorese:

In der ersten Dimension werden die Komplexe der Atmungskette als Monomere

Uber ein Acrylamidgradientengel getrennt.

Kathodenpuffer A:
50
15
0,02

Kathodenpuffer B:
50
15
0,002
Anodenpuffer: 50
Gelpuffer(3x): 1,5
150
Acrylamidlésung: 48
1,5

Zusammensetzung der Gell6sungen:

mM
mM

mM
mM
%

mM

mM

%
%

Sammelgel:

0,6
0,6
2,5

60

4,3

mL
mL
mL
ML
ML
mL

Tricin
Bistris-Cl, pH 7.0
Serva Blue G

Tricin
Bistris-ClI, pH 7.0
Serva Blue G

Bistris-Cl, pH 7,0

6-Aminocaprionsaure
Bistris-ClI, pH 7.0

Acrylamid
N,N"-Methylenbisacrylamid

Acrylamidlésung
Acrylamidlsg.
Gelpuffer

APS (10 %)
TEMED

Wasser (bidest.)
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5 %-Trenngel: 25 mL Acrylamidlsg.
7 mL Gelpuffer
90 pL APS (10 %)
9 pL TEMED
11,4 mL Wasser (bidest.)
13 %-Trenngel 4,7 mL Acrylamidlsg.
6 mL Gelpuffer
3 g Glycerin
60 pL APS (10 %)
6 pL TEMED
3,6 mL Wasser (bidest.)

Die beiden Trenngelgemische wurden in einem Gradientenmischer gegeben mit
den angegebenen Mengen APS und TEMED versetzt und der Gradient mit
abnehmender Acrylamidkonzentration bei 4°C in eine Gelkammer gegossen.
Die Polymerisation erfolgte bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das
Sammelgel bei Raumtemperatur Uber das Trenngel gegossen und
auspolymerisiert. Das Gel wurde bis zum Einsatz bei 4° C gelagert.

Es wurden 200-400pug Protein pro Spur auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei 100V gestartet und nach 30 bis 60 min bei konstant
15 mA sowie hochstens 500V 3-4 h elektrophoretisiert. Nach etwa einer
Stunde bei 15mA  Stromstarke wurde Kathodenpuffer A gegen

Kathodenpuffer B ausgetauscht.
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Zweite denaturierende Dimension:

Die anschlieende denaturierende Analyse der Komplexe der Atmungskette

wurde mit einem dem SDS-PAGE in Abschnitt 4.3.2. verwandten Gelsystem

durchgefuhrt. Die hier verwendeten LoOsungen sind im Abschnitt 4.3.2

aufgefuhrt.

Zusammensetzung der Gelldsungen:

Gel 2: 3
1,5
150

75
7,5

Trenngel 1: 6,1
10

150
15
11

Trenngel 2: 10
10

10,8

150

15

mL

pL
mL
ML
pL
mL

mL

mL

ML
ML
mL

mL

mL

ML
ML
mL

Acrylamidlsg. A
Glycerin

20 % SDS (w/v)
Gelpuffer3x, nativ
APS(10 %)
TEMED

Wasser (bidest.)

Acrylamidlsg. A
Gelpuffer
Glycerin

APS (10 %)
TEMED

Wasser (bidest.)

Acrylamidlsg. B
Gelpuffer
Harnstoff

APS (10 %)
TEMED

Wasser (bidest.)
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Die gewilnschten Gelspuren des nativen Gels wurden ausgeschnitten und 2 h
in 1 % Mercaptoethanol, 5 % SDS eingeweicht.

Die vorbehandelten Gelstreifen wurden auf eine Glasplatte an die Stelle des
Sammelgels gelegt, die Gelkammer zusammengebaut und das denaturierende
16 % Acrylamid enthaltende Trenngel 1 bis 2 cm unter den Gelstreifen
gegossen. AnschlieBend wurde 1,5 cm hoch ein 10%iges Acrylamid Trenngel

(Trenngel 2) Uberschichtet. Der Gelstreifen wurde mit Gel 2 umgeben.

4.3.5 Coomassie-Blue Farbung

Die Anfarbung wurde, wie von Hunkapillar et al. (1983) beschrieben,

durchgefihrt. Es wurden folgende Losungen bendtigt:

Farbeldsung: 10 % Eisessig

30 % iso-Propanol

05 % Coomassie brillant Blue R 250
Entfarber 5 % Ethanol

75 % Essigsaure (98%)

Die Gele wurden unmittelbar nach Beenden des Trennlaufs in die Farbeldésung
gelegt. Nach 60 bis 90 min wurden die Gele mit bidest. Wasser grindlich
abgespilt und in Entfarber gelegt. Nach mehrmaligen Auswechseln des

Entfarbers sind die Proteinbanden gut zu erkennen.

4.3.6 Autoradiographie

Die Gele wurden auf eine doppelte Lage Whatman Papier gelegt und je nach
Grolle 2-5 h bei 56-75 °C in einer Vakuum-Apparatur getrocknet. Auf die
getrockneten Gele wurde Roéntgenfilm gelegt und dieser 2-5 Tage bei —80°C

belichtet. AnschlieRend wurden die Filme entwickelt.
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4.4 Rekonstitution der Cytochrom ¢ Oxidase aus Rinderherz in

Proteoliposomen

Beschallpuffer: 10 mM K-Hepes, pH 7,4
40 mM KCI
1,5 % Na-Cholat (w/v)

Dialysepuffer: 10 mM K-Hepes, pH7,4
40 mM KCI

Herstellung von Proteoliposomen

Die Rekonstitution der COX aus Rinderherz in Proteoliposomen erfolgte nach
der hydrophoben Adsorptiosmethode. Zunachst wurden 0,6 mg Cardiolipin
(0,5 % der Lipidgesamtkonzentration) im Stickstoffstrom von Ldsungsmittel
befreit. Dazu wurden 120 mg Asolektin gegeben und das Lipidgemisch in 3 mL
Beschallpuffer durch dreimaliges Beschallen bei 20 %iger Leistung (Branson
Sonifier) fur jeweils 2 min suspendiert.

Nach Zugabe der COX in einer Konzentration von 3 uM und 5 mM Nukleotid
wurde das Gemisch tber 50 mg/mL XAD-2 bei 4° C 24 h geschiittelt, um das
Cholat zu entfernen (Shechter & Bloch, 1971). Anschliel3end wurde 4 h und

20 h jeweils gegen das 200-fache Volumen Dialysepuffer dialysiert.

Reinigung von Asolektin

Zur  Entfernung von  Oxidationsprodukten  wurde das  Asolektin
(L-Phosphatidylcholin, Typ II, Sigma) nach der Vorschrift von Kagawa und
Racker (1971) gereinigt. Dazu wurden 5 g Asolektin in 100 mL Aceton (reinst.)
bei 4°C 48h geruhrt und anschlieBend Uber eine Glasfritte filtriert. Der
unlosliche Ruckstand wurde mit Aceton gewaschen, in 20 mL Diethlyether
aufgenommen, nicht geldster Feststoff abgetrennt und das klare Filtrat am
Rotorvapor bis zur Trockene von Lésungsmittel befreit. Das gereinigte Asolektin

wurde bei -20° C in Argonatmosphare gelagert.
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Reinigung von XAD-2 (Miller et al., 1986)
5g XAD-2 (Amberlite® XAD-2, Serva, Heidelberg) wurden 15 min in 10 mM
NaCl, 100 mM Na,COsz langsam gertuhrt. AnschlieBend wurde das Harz

abfiltriert, mit 500 mL bidest. Wasser gewaschen und das Harz nochmals
10 min in Methanol gerihrt. Um das Methanol vollstandig zu entfernen, wurde
mit einer Fritte abfiltriert und mit 1,5 L Wasser (bidest.) gewaschen. Das so

gereinigte Adsorberharz wurde unter Wasser bei 4° C gelagert.
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4.5 Vorbehandlung zur Untersuchung des Effekts von cAMP und
Proteinkinase A auf die Cytochrom ¢ Oxidase

4.5.1 Vorbehandlung isolierter Cytochrom ¢ Oxidase

Cytochrom c Oxidase (COX) aus Rinderherz wurde durch fraktionierte
Ammoniumsulfatfallung aus mitochondrialen Partikeln in Anwesenheit von
Natriumcholat als Detergenz isoliert. Um wéhrend der Isolierung gebundenes
Cholat aus den Nukleotidbindungsstellen mit ATP zu verdrangen, wurde das
Enzym immer zunéchst 24 h in 50 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 % Tween 20,
5 mM ATP inkubiert.

Um den Einflu3 von Cardiolipin zu prufen, wurden zuséatzlich 0 bis 200 uM
Cardiolipin dem Puffer zugegeben.

Fir die Untersuchung des Effekts der cAMP-abhangigen Phosphorylierung der
COX aus Rinderherz auf die Aktivitat des Enzyms wurde die geloste COX (5 uM
Endkonzentration) mit 5 mM ATP und 200 uM Cardiolipin wie oben beschrieben
24 h vorinkubiert. Zur Phosphorylierung wurde das Enzym anschliel3end mit
200 U/ml Proteinkinase A (PKA) und 5 pM bis 1 mM cAMP unter Zusatz des
ATP-regenerierenden Systems (10 mM Phosphoenolpyruvat (PEP), 2 U/mL
Pyruvatkinase (PK), 5 mM MgSO,) 20 min bei 30° C inkubiert.

Zur Dephosphorylierung der cAMP-abhéngig phosphorylierten COX wurde wie
vorhergehend beschrieben geléste COX (5 uM) in Gegenwart von 50 uM cAMP
inkubiert. Anschliel3end wurde die Probe (COX Endkonzentration: 2,5 uM) unter
Zusatz von 500 U/mL katalytischer Untereinheit C, der Proteinphosphatase-1
(rabbit, recombinant expressed in E. coli) und 100 uM Mangandichlorid 10-40
min bei 30° C inkubiert.

Zur Untersuchung des Effekts von Ca?* auf phosphorylierte COX wurde nach

der Phosphorylierung mit Proteinkinase A und cAMP die Probe (COX
Endkonzentration: 5 uM) 20 min bei 30° C mit 100 uM Calciumchlorid inkubiert.
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4.5.2 Vorbehandlung rekonstituierter Cytochrom c Oxidase

Zur Untersuchung der cAMP-abhangigen Phosphorylierung der COX wurde in
Gegenwart von ATP rekonstituierte COX (3 pM) extraliposomal mit 5 mM ATP,
10 mM Phosphoenolpyruvat (PEP), 2 U/mL Pyruvatkinase (PK), 5 mM MgSOQOsy,
200 U/ml Proteinkinase A (PKA) und 50 uM cAMP 20 min bei 30° C inkubiert.
Zum Vergleich wurde das Enzym (3 uM) vor der Rekonstitution 20 min bei 30° C
in Rekonstitutionspuffer mit 40 mg/mL Asolektin und 0,5 % Cardiolipin in
Gegenwart von 5mM ATP, ATP regenerierendem System (10 mM PEP,
2 U/mL PK, 5 mM MgSO,4) , 200 U/mL Proteinkinase A oder 50 uM cAMP

inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben tUber XAD-2 rekonstituiert.

4.5.3 cAMP-abhangige Markierung von Cytochrom c¢ Oxidase aus
Rinderherz mit Proteinkinase A und [y-32-P]-ATP

Geldste COX aus Rinderherz

Zum Nachweis der durch cAMP-abhangige Phosphorylierung markierten
Untereinheiten solubilisierter COX wurde das Enzym (150 uM) in 50 pL Puffer
(50 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 1 % Tween 20) 20 min bei 30°C mit [y->2P]-
ATP (1 pCi, 800 Ci/mmol) und weiterem Zusatz von 5 mM MgSO,, 200 U/mL
Proteinkinase A und 5 uM bis 50 uM cAMP inkubiert. Die Proben wurden
anschlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel gefarbt und

autoradiographiert.

Extraliposomale Markierung der COX

Das Enzym (3 uM) wurde ohne Nukleotide rekonstituiert und anschlie3end mit
200 U/mL Proteinkinase A, [y->?P]-ATP (1 pCi, 800 Ci/mmol) und 0 bis 60 uM
CAMP 20 min bei 30° C inkubiert. Die Proben wurden mit Natriumcholat versetzt
und sofort mit dem gleichen Volumen kaltgesattigter Ammoniumsulfatiosung
geféllt. Nach 1 h wurde das Enzym durch Zentrifugation abgetrennt, zweimal
mit Kaliumphosphat, pH 4,5 gewaschen und in Probenpuffer gelést. Das
denaturierte Protein wurde mit einem SDS-PAGE nach Kadenbach analysiert.
Das Gel wurde mit Coomassie Blue angefarbt und autoradiographiert.
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4.6 Vorbehandlung der intakten Mitochondrien zur Untersuchung
des Effekts von cAMP auf die COX-Aktivitat

Fur die Untersuchung der COX-Aktivitat solubilisierter Mitochondrien wurden
die frisch isolierten Mitochondrien (0,5 mM Ham aas) unter standigem Schitteln
im offenen 10 mL Erlenmeyerkolben in Isolationsmedium mit den unten naher
angegebenen Zusatzen von Nukleotiden und Salzen inkubiert. Anschliel3end
wurden die Mitochondriensuspensionen bei -70° C schockgefroren und bei
-20° C gelagert. Der Zeitraum zwischen Abschluf der Isolierung und Einfrieren
der Mitochondrien war immer kleiner als 4 h.

Das Isolationsmedium hatte einen pH-Wert von 7,4-7,6. Die
Inkubationstemperatur betrug in der Regel 4° C, es wurden aber anfanglich auch
Versuche bei 25° C durchgefiihrt. Die Dauer der Inkubation betrug zwischen
1 min und 60 min.

ATP wurde wahrend der Inkubation immer 5mM und mit dem ATP-
regenerierenden System, 10 mM Phosphoenolpyruvat, 20 U/mL Pyruvatkinase,
5 mM MgSO, eingesetzt. Kaliumfluorid wurde wéhrend der Inkubation in der
Konzentration von 20 mM zugesetzt, CAMP wurde in den Konzentrationen von
5 UM bis 1 mM zugegeben.

Zur Untersuchung des Einflusses von Ca?* auf die COX-Aktivitat der mit CAMP
vorinkubierten Mitochondrien wurde die Mitochondriensuspension nach
Vorinkubation mit cAMP nochmals mit 200 uM CaCl, 20 min bei 4° C inkubiert.

4.6.1 cAMP-abhéngige Markierung von Cytochrom ¢ Oxidase in
Rinderleber Mitochondrien mit [y->*P]-ATP

Zum Nachweis der durch cAMP-abhangige Phosphorylierung modifizierten
Untereinheiten der COX wurden die Mitochondrien (500 uM) in Isolationspuffer
10 min bei 4°C mit [y->2P]-ATP (40 uCi, 4000 Ci/mmol) und weiterem Zusatz
von 20 mM KF, 5 mM MgSO, 5 uM bis 50 uM cAMP inkubiert. Die Proben
wurden anschlieRend mit der 2D-Blue Native SDS-PAGE (Schagger et al.,
1994) analysiert, das Gel gefarbt und autoradiographiert.
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4.6.2 Solubilisierung d er Mitochond rien

Die vorinkubierten und anschlieRend schockgefrorenen Mitochondrien wurden
bei 0°C vorsichtig aufgetaut und in Solubilisierungspuffer (50mM
Kaliumphosphat, pH 7,4, 5mM MgSO4, 1% Tween 20 (w/v)) zu der
Konzentration von 50 nM Ham aasz verdinnt und im Eisbad 5-15 min in
Gegenwart von 5mM ATP, 10mM Phosphoenolpyruvat, 20 U/mL
Pyruvatkinase oder 5 mM ADP inkubiert.
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4.7. Polarographischer Enzymtest

Die Enzymaktivitat der geldsten oder rekonstituierten COX sowie der
solubilisierten Mitochondrien wurde polarographisch ermittelt. Diese Methode
ermoglicht es die Aktivitat der COX im Flie3gleichgewicht (steady state), d.h.
bei konstanter Ferrocytochrom ¢ Konzentration zu detektieren (Kielly, 1963;
Ferguson-Miller et al., 1976, 1978).

Als Mel3groRe diente dabei der Verbrauch des Sauerstoffs im Mef3medium. In
einer weitestgehend gegen Luft abgeschlossenen thermostatisierten Mel3zelle
wird mit einer Clark-Sauerstoffelektrode potentiometrisch die
Sauerstoffkonzentration im MeRBmedium ermittelt. Durch Anlegen einer
Spannung von 780 mV an die Elektrode wurde eine Reduktion des molekularen
Sauerstoffs erzwungen. Die Rate der reduzierten Sauerstoffmolekile ist von der
Sauerstoffkonzentration in der MelRzelle abhangig und kann Uber den
flieRenden Diffusionsgrenzstrom amperometrisch gemessen werden.

Zur Eichung der Elektrode wurde die Mel3zelle mit bidestillierten, luftgesattigten
auf 25°C thermostiertem Wasser gefillt. Die Berechnung des
Sauerstoffgehaltes in Wasser erfolgte nach Gmelin (1958); die des Mel3puffers
wurde durch Korrelation der Stromstarken in Wasser und MeRpuffer ermittelt.
Fur den Enzymtest wurde die Anderung der Stromstarke in Abhangigkeit der
Zeit gemessen. Die Wechselzahl (turnover number, TN) wurde berechnet als:

TN = verbrauchter Sauerstoff (*/; O,) [uM] / (Konzentration COX [uM] » Zeit [s )

Die Menge des verbrauchten Sauerstoff (/4 O,), entspricht den vom Enzym

umgesetzten Elektronen bzw. dem umgesetzten Cytochrom c.

Die Aktivitat der COX wurde als TN in der MaRReinheit [mol Cytochrom ¢ « mol
Ham aas * » s ™ ] angegeben. Nach Berechnung der Wechselzahl wurden die

Daten graphisch gegen die Cytochrom ¢ Konzentration aufgetragen.
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4.7.1 Bestimmung d er COX-Aktivitat in solubilisierten Mitochond rien

Die COX-Aktivitat der zuvor in Gegenwart von 5 mM ADP oder 5 mM ATP und
ATP-regenerierendem  System  solubilisierten Mitochondrien  wurde
polarographisch bei einer Ham aaz Konzentration von 50 nM bei 25°C in
Gegenwart von 185mM Ascorbat und steigenden Cytochrom c

Konzentrationen (0,22-25 uM) in Solubilisierungspuffer gemessen.

4.7.2 Bestimmung d er Aktivitat der rekonstituierten Cytochrom c Oxidase

Fur die Messung der Aktivitdt der rekonstituierten COX wurde die auf 25°C
thermostatierte Mel3zelle mit dem Mel3puffer (10 mM K-Hepes, pH 7,4, 40 mM
KCI) geflllt und Proteoliposomen in einer Endkonzentration von 20 nM COX
zugegeben. Die Enzymaktivitat wurde in Gegenwart von 18,5 mM Ascorbat mit

steigender Cytochrom ¢ Konzentration (0.2-25 pM) gemessen.

4.7.3 Bestimmung d er Aktivitat der gelésten Cytochrom ¢ Oxidase

Fur die Messung der Aktivitdt der solubilisierten COX wurde die auf 25°C
thermostatierte Mel3zelle mit dem Mel3puffer (50 mM KPi, pH 7,4, 1 mM EDTA,
1% Tween 20) geflllt und das Enzym in einer Endkonzentation von 40 nM
COX zugegeben. Die Enzymaktivitst wurde in Gegenwart von 18,5 mM

Ascorbat mit steigender Cytochrom ¢ Konzentration (0-25 uM) gemessen.

4.7.4 Messung der Atmungskontrolle

Verwendet wurden die unter 3.7.1 verwendeten Mel3bedingungen. Die
Enzymaktivitat wurde in Gegenwart von 60 uM Cytochrom ¢ vor und nach
Zugabe des K*-lonophors Valinomycin und des Protonophors Carbonylcyanid-
m-chlorophenylhydrazon (CCCP) bestimmt. Der RCR (respiratory control ratio)
ist definiert als Quotient aus der Valomycin/CCCP-entkoppelten Atmung und
der gekoppelten Atmung .
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5. Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der isolierten Rinderherz Cytochrom c
Oxidase

Nach Isolierung der Cytochrom ¢ Oxidase aus Rinderherz wurde zur Uberpriifung
der Reinheit des Enzyms neben der Ublichen spektroskopischen Bestimmung
des Reinheitsquotienten eine Analyse der Untereinheiten mit einer SDS-PAGE
nach Kadenbach et al. (1983) durchgefuhrt. Dabei wurde das Enzym in seine 13
Untereinheiten aufgetrennt (Bender, 1996). Die Anfarbung der Proteinbanden mit
Coomassie Blue weist Proteinmengen von mindestens 0,2 ug nach. Die Reinheit
der Cytochrom ¢ Oxidase wurde zuséatzlich mittels HPLC mit einer Methode nach
Liu et al. (1995) chromatographisch nachgewiesen. Mit einer C18 reverse phase
Saule und einem Wasser/Acetonitril Laufmittelsystem war es mdglich, das Enzym
in seine zehn kerncodierten Untereinheiten aufzutrennen (Abb. 1). Die drei
grofdten, mitochondrial kodierten Untereinheiten wurden vor der Chromatographie
durch Féallung in 30 % Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsaure abgetrennt, da diese
wahrend der Analyse zu Aggregation auf der Saule neigen. Im Chromatogramm
ist deutlich zu erkennen, dal3 neben den Untereinheiten 1V bis VIII keine weiteren
Verunreinigungen mit diesem System zu detektieren sind. Die Peaks wurden

nach Liu et. al. (1995) den Untereinheiten zugeordnet.
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Abb.1: Auftrennung der zehn kerncodierten Cytochrom c Oxidase Untereinheiten
mit C18 reverse phase HPLC. Das Enzym (0,1 mg) wurde vor dem Auftragen auf
die Saule mit 0,1 % Trifluoressigssaure und 30 % Acetonitril versetzt und uber
einem 4 uM Filter von den prazipitierten Untereinheiten I-1ll abgetrennt. Das
verwendete HPLC-System ist im Methodenteil beschrieben.
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5.2 EinflulR der Inkubation von isolierten Mitochondrien mit cAMP
auf die Aktivitat der Cytochrom ¢ Oxidase

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie die Zugabe von cAMP zu intakten
Rinderlebermitochondrien auf die Aktivitat der Cytochrom c¢ Oxidase (COX) in
anschlieend solubilisierten Mitochondrien wirkt. Der second messenger cCAMP
aktiviert in den intakten Mitochondrien die cAMP-abhangigen endogenen
Proteinkinasen. Es sollte untersucht werden, welchen Einflu3 die cAMP-
abhangige Phosphorylierung der Cytochrom ¢ Oxidase in den Mitochondrien
auf die Kinetik des Enzyms hat. Dabei sollte die Aktivitdt der Cytochrom c
Oxidase in Gegenwart von ADP als auch auf die allosterische Hemmung des

Enzyms bei hohem ATP/ADP-Verhaltnis untersucht werden.

Zunachst wurde geprift, ob die Aktivitat der Cytochrom c¢ Oxidase (COX-
Aktivitat) von solubilisierten Mitochondrien durch eine Inkubation der intakten
Mitochondrien mit Nukleotiden bei 25°C beeinfluRt wird. Die jeweiligen
Vorinkubationen wurden 20 min bei 25°C unter S<hitteln der Proben
vorgenommen. Variiert wurde der Zusatz von Nukleotiden.

In Abb 2 ist die COX-Aktivitat von unterschiedlich behandelten Mitochondrien
gegen die Cytochrom c Konzentration aufgetragen. Nicht vorbehandelte,
solubilisierte Mitochondrien in Gegenwart von ADP (Dreiecke) oder ATP
(Rhomben), zeigen einen hyperbolischen Kurvenverlauf der Kinetik. Dies
stimmt mit vorherigen Ergebnissen uberein, die ebenfalls Kinetiken nach
Michaelis-Menten ergaben. Allerdings zeigen die solubilisierten Mitochondrien
in Gegenwart von ATP und dem ATP-regenerierenden System aus PEP, PK
und Mg®* ebenfalls eine hyperbolische Kinetik (Kreise). Die vormals von Arnold
et al. (1997) beobachtete allosterische ATP-Inhibierung konnte an der hier
verwendeten Mitochondrienpréparation nicht gezeigt werden.

Auch die mit ATP und ATP-regenerierenden System vorinkubierten und
solubilisierten Mitochondrien (Quadrate) zeigen ebenfalls eine hyperbolische
Abhéangigkeit der COX-Aktivitat von der Substratkonzentration. Die Aktivitat ist
relativ zu den nicht vorinkubierten Mitochondrien erniedrigt. Das kann durch die
mit der Inkubationszeit geschaffene Mdoglichkeit der ATP Regeneration erklart

werden.
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Abb.2: COX-Aktivitat solubilisierter Mitochondrien. Intakte Mitochondrien
wurden in Gegenwart von 5 mM ADP (Dreiecke), 5 mM ATP (Rhomben), oder
5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK (Kreise) in 50 mM KP;, 1 % Tween, 5 mM
MgSO, solubilisiert. Weitere intakte Mitochondrien wurden vor der
Solubilisierung (in Gegenwart von ATP, 10 mM PEP, 20 U/ml PK) 20 min bei
25°C mit 5mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/ml PK, 5 mM MgSO, (Quadrate), und
zusatzlich 500 pM  cAMP  (Kreuze) vorinkubiert. Die Atmung wurde
polarographisch bei 25°C mit 0-70 uM Cytochromc und 18 mM Ascorbat
gemessen. Die Aktivitat ist als turnover number (mol Cytochrom c¢ ¢ [mol
Ham aas'] + s') aufgetragen. Vor dem Semikolon sind die
Inkubationsbedingungen, danach die MelRbedingungen angegeben.

Die Vorinkubation mit cCAMP, ATP und ATP-regenerierendem System (Kreuze),
fuhrt zu einer deutlichen Inhibierung der COX-Aktivitat in Gegenwart vom ATP-
regenerierenden System. Die maximale Aktivitat betragt 24 % der Aktivitat von
nicht vorbehandelten Mitochondrien (Kreise). Die COX-Aktivitat der cAMP
inkubierten Mitochondrien zeigt nun einen sigmoiden Verlauf der Kinetik ([S]/v-
Kurve) mit einer vollstandigen ATP-Inhibierung der Atmung bis 1,5 puM
Cytochrom c.

Das Auftreten der allosterischen ATP-Inhibierung nach Behandlung der
Mitochondrien mit cAMP weist auf eine biochemische Modifikation der COX,

z.B. Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrestes, hin.
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Dieser Effekt sollte in den folgenden Versuchen systematisch untersucht

werden.

5.2.1 Abhéangigkeit der COX-Aktivitat von der Dauer der Regenerierung
des ATP bei 0° C nach der Inkubation der Mitochond rien
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Abb. 3: Die Dauer der Solubilisierung hat einen Einfluf3 auf die COX-Aktivitat
der Mitochondrien in Gegenwart von ATP. Mitochondrien wurden bei 25° C mit
5mM ATP, 10mM PEP, 20U/ml PK in Gegenwart (Quadrate) und
Abwesenheit (Kreise) von 500 uM cAMP vorinkubiert. Anschliel3end wurde die
gleich Probe 5 min (offene Symbole) bzw. 15 min (geschlossene Symbole) bei
0° C in Gegenwart von ATP und ATP-regenerierendem System in 1% Tween
20, 50 mM KP;, pH 7,4 solubilisiert. Die COX-Aktivitat wurde polarographisch
bei 25°C mit 0-113uM Cytochrom ¢ und 18 mM Ascorbat gemessen. Die
Aktivitat ist als turnover number (mol Cytochrom ¢ ¢ [mol Ham aasz] « s )
dargestellit.

Wie im vorstehenden Versuch gezeigt wurde, bewirkt die Inkubation von
intakten Mitochondrien mit cAMP eine dramatische Erniedrigung der COX-
Aktivitat in Gegenwart von ATP und die sonst auftretende hyperbolische
Sattigungskinetik wird sigmoid.
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In Abb. 3 ist gezeigt, wie die Dauer der Solubilisierung bei 0° C die absoluten
Werte der COX-Aktivitat beeinfluRt. Die in gleicher Weise inkubierten Proben
wurden 5 min oder 15 min bei 0°C mit ATP, ATP-regenerierendem System in

1 % Tween 20 solubilisiert und anschliel3end die COX-Aktivitat gemessen.

Beide mit cAMP vorinkubierte Proben (Quadrate) zeigen eine sigmoide Kinetik
mit einer vollstandigen Hemmung der Aktivitat bis 1,5 uM Cytochrom c.
Allerdings ist die COX-Aktivitat der Probe nach 5 min Solubilisierung (Dreiecke)
bei 113 uM Cytochrom ¢ doppelt so hoch wie nach 15 min Solubilisierung
(geschlossene Quadrate). Zum Vergleich sind auch die Kinetiken einer ohne
cAMP vorinkubierten und 5 min bzw. 15 min solubilisierten Probe dargestellt
(Kreise). Auch hier ist eine Erniedrigung der Aktivitat nach 15 min
Solubilisierung zu erkennen.

Bei der Solubilisierung wird die Konzentration der ATPase 20-fach verdinnt, die
der Pyruvatkinase aber konstant gehalten. Dadurch konnte das ATP/ADP-
Verhaltnis durch langere Inkubation nach der Solubilisierung erhéht werden. Die
allosterische ATP-Inhibierung ist halbomaximal bei ATP/ADP= 28. ( Kadenbach
& Arnold, 1999)
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5.2.2 Variation der Konzentration des cAMP bei der Inkubation der
Mitochond rien bei 25°C
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Abb. 4: Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung von cAMP auf die COX-
Aktivitat von Mitochondrien. Die Mitochondrien wurden 30 min bei 25°C mit
5mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK und 8 pM (Kreise), 80 uM (Quadrate),
200 uM (Dreiecke) oder 400 uM (Rhomben) cAMP inkubiert. Die Solubilisierung
erfolgte bei 0°C 15min in Gegenwart von ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK in
50 mM KP;, 1 % Tween 20, 5 mM MgSO,. Die Atmung wurde polarographisch
bei 25°C mit 0-21puM Cytochrom ¢ und 18 mM Ascorbat gemessen. Die
Aktivitat ist als turnover number (TN ) dargestellt.

Wie in vorhergehenden Experiment gezeigt wurde, sind zur Regeneration des
ATP’s mit dem ATP-regenerierenden System 15 min wahrend der
Solubilisierung bei 0°C erforderlich. Nachdem dieser Parameter fir die
Solubilisierung festgesetzt war, wurde untersucht, wie die Variation der
zugesetzten cAMP Konzentration das Auftreten einer vollstandigen Hemmung
der COX-Aktivitat in Gegenwart von ATP beeinfluf3t.

Dabei ist die Aktivitat im Bereich niedriger Cytochrom ¢ Konzentrationen von
besonderem Interesse. Daher wurden die Titrationen in kleinen Schritten von

0,21-21 uM Cytochrom ¢ vorgenommen.

50



Ergebnisse

Eine potentielle Phosphorylierung der COX bendtigt ATP. Deshalb wurde in
Gegenwart von 5 mM ATP mit einem ATP-regenerierenden System (10 mM
PEP, 20 U/mL PK) gearbeitet. Jede Probe wurde 30 min bei 25° C vorinkubiert.
Die Variation der Konzentration von 8 bis 400 uM cAMP zeigte, dald den
Mitochondrien mindestens 200 uM cAMP zugesetzt werden mul3, um eine

vollstdandige Hemmung bis 2 uM Cytochrom c beobachten zu kénnen (Abb. 4).

5.2.3 Untersuchung en zum Einflu3 der Temperatur bei der Inkubation der

Mitochond rien

Im vorhergehenden Experiment hat sich bereits angedeutet, dal3 Inkubation bei
25°C das ATP/ADP-Verhaltnis soweit senkt, dafl? die allosterische ATP-
Inhibierung der Cytochrom c Oxidase nicht mehr beobachtet werden kann
(vergl. Abb. 3).

Daher wurde untersucht, ob die Inkubation bei 4° C den Effekt der durch cAMP
induzierten ATP-Inhibierung der COX-Aktivitat begunstigt (Abb. 5). Bei Zugabe
von ATP wahrend der Inkubation und Solubilisierung wurde auch immer das
ATP-regenerierende System zugesetzt, um die ATP Konzentration mdglichst

hoch zu halten.

In Abb.5 sind die COX-Kinetiken von Mitochondrien, die mit ATP und cAMP bei
unterschiedlichen Temperaturen fur 30 min inkubiert und anschliel3end
solubilisiert wurden, gezeigt. Die Solubilisierung erfolgte immer in Gegenwart
von ATP und dem ATP-regenerierenden System. Die Proben der nicht
vorinkubierten Mitochondrien (Kreuze) und der bei 4°C mit ATP/ATP-
regenerierendem System inkubierten Mitochondrien (offene Quadrate) zeigen in
Gegenwart von ATP die gleiche Kinetik. Dies zeigt, dafd Inkubation bei 4° C mit
ATP keinen Einflul3 auf die COX-Aktivitat der Mitochondrien hat.

Die Inkubation ohne cAMP bei 25 ° C erhoht die COX-Aktivitat in Gegenwart von
ATP (geschlossene Quadrate). Dies konnte auf einer Verschiebung des

Phosphorylierungsstatus der COX zugunsten der Dephosphorylierung beruhen.

Die COX-Aktivitat der bei 4° C mit cAMP inkubierten Mitochondrien ist bei 21 uM
Cytochrom c auf 55% erniedrigt. Die vollstandige Hemmung der COX-Aktivitat
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der mit cAMP inkubierten Mitochondrien ist bei beiden Inkubationstemperaturen
gleich stark (bis 1,7 uM Cytochrom c) ausgepragt. Die Konzentration von
Cytochrom ¢ bis zu der eine vollstindige Hemmung der COX-Aktivitat in
Gegenwart von ATP gemessen wird, wird im folgendem als ,Lagphase*
bezeichnet.

Die Inkubation bei 4° C ohne Zusatz von Nukleotiden hat keinen Einflu3 auf die

Aktivitat der solubilisierten Mitochondrien (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5: Vergleich der ATP-gehemmten COX-Aktivitat der bei 25°C und 4°C
inkubierten  Mitochondrien. Die intakten  Mitochondrien wurden in
Isolationsmedium mit 5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK (Quadrate) und
zusatzlich 500 uM cAMP (Kreise) 30 min bei 25°C (geschlossene Symbole)
oder 4° C (offene Symbole) inkubiert. Anschliel3end wurde bei 0° C in Gegenwart
von 5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK solubilisiert und die COX-Aktivitat bei
25° C gemessen. (Kreuze): nicht vorinkubierte Mitochondrien
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5.2.4 Der EinfluB von Kaliumfluorid wahrend der Vorinkubation von
Mitochond rien mit cAMP auf die COX-Aktivitat

Kaliumfluorid ist als unspezifischer Inhibitor von  Serin/Threonin-
Proteinphosphatasen, die Gegenspieler der Proteinkinasen, bekannt
(Brautigan & Shriner, 1988).

Wie in Abb. 6 zu sehen ist, hat die Zugabe von Fluorid wéhrend der
Vorinkubation der Mitochondrien keinen Einflu@ auf die COX-Aktivitat in
Gegenwart von ADP (geschlossene Kreise). Die Substrat/Aktivitat-Kurven,
gemessen in Gegenwart von ADP verlaufen oberhalb von 2 uM Cytochrom c in
einer Gerade. In Gegenwart von ATP (offene Dreiecke) ist ein geringer Einfluf3
von Kaliumfluorid zu beobachten (offene Kreise). Die Inkubation mit 1 mM
CAMP und ATP (Quadrate) fuhrt zu einer leicht erniedrigten Aktivitat, die
,Lagphase” wird bis 1,5 uM Cytochrom c beobachtet.

Die vollstandige Inhibierung der COX-Aktivitat bis 7 uM Cytochrom c
(,Lagphase®) wird bei der Vorinkubation der Mitochondrien mit ATP, ATP-
regenerierenden System, Kaliumfluorid und 1 mM cAMP beobachtet (offene
Rhomben), die Aktivitdt bei der hochsten Cytochrom ¢ Konzentration betragt
7 % der COX-Aktivitat in Gegenwart von ADP. Das Ergebnis deutet auf ein
Gleichgewicht zwischen phosphorylierter und dephosphorylierter Cytochrom c
Oxidase in den Mitochondrien hin, das durch Hemmung der
Proteinphosphatase durch Kaliumfluorid zugunsten des phosphorylierten
Enzyms verschoben wird.

Da die Zugabe von Kaliumfluorid wahrend der Inkubation die ,Lagphase” der
ATP-Inhibierung verlangert, wurde in den folgenden Experimenten immer
20 mM KF zu den Mitochondrien zugegeben. Die Zugabe von KF zum
Isolationsmedium beim letzten Waschschritt der Mitochondrien hatte keinen

weiteren signifikanten Einflu® auf die allosterische ATP-Hemmung.
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Abb.6: Einflull der Inkubation intakter Rinderlebermitochondrien mit
Kaliumfluorid auf die COX-Aktivitdt nach Solubilisierung. Rinderleber-
mitochondrien wurden fir 30 min bei 4°C mit Zusatz von 5mM ATP, 10 mM
PEP, 20 U/mL PK, 5 mM MgSO, (offene Dreiecke) in Gegenwart von 1 mM
cAMP (Quadrate) oder 1 mM cAMP plus 20 mM KF (Rhomben) oder 20 mM
KF (Kreise) oder nur mit 5 mM ADP (geschlossene Dreiecke) und 20 mM KF
(geschlossene Kreise) vorinkubiert. Die Mitochondrien wurden 15 min bei 0° C in
1 % Tween 20, 50 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 5 mM MgSO4 mit 5 mM ATP,
10 mM PEP, 20 U/mL PK (offene Symbole) oder mit 5 mM ADP (geschlossene
Symbole) solubilisiert. Die Atmung wurde polarographisch bei 25° C mit 0-25 pM
Cytochrom c und 18 mM Ascorbat gemessen.
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5.2.5 Variation der Konzentration von cAMP bei der Inkubation von
Mitochond rien bei 4° C

Die Konzentration von cAMP in der Zelle in vivo liegt zwischen 10 und 10 M.
Um zu untersuchen in wieweit die COX-Aktivitat der Mitochondrien durch die
Konzentration des cAMP’s wahrend der Inkubation in Gegenwart von ATP
beeinfluRt wird, wurden intakte Mitochondrien mit cAMP-Konzentrationen von
1 pM bis 1 mM, ATP und ATP-regenerierendem System vorinkubiert und die
COX-Aktivitat der Mitochondrien nach der Solubilisierung untersucht.

In Abb.7 ist die ATP-gehemmte COX-Aktivitat der vorinkubierten und
solubilisierten Mitochondrien gezeigt. Zum Vergleich ist auch die ATP-
gehemmte COX-Aktivitat nicht vorbehandelter Mitochondrien (geschlossene
Spitzdreiecke) und die Aktivitat in Gegenwart von ADP inkubierter
Mitochondrien (geschlossene Quadrate) gezeigt. Mit steigender cAMP
Konzentration wird die allosterische Hemmung der COX-Aktivitdt in
Gegenwart von ATP verstarkt. Die cAMP Konzentration von 50 pM bewirkt
eine vollstandige Hemmung (,Lagphase®) bis 6 uM Cytochrom c; dies wird
durch Erhéhung auf 1000 uM cAMP nicht weiter verstarkt. Vorinkubation mit
500 uM cAMP vermindert die COX-Aktivitat in Gegenwart von ATP bei 26 uM
Cytochrom c auf 13 %.
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Abb. 7. COX-Aktivitat solubilisierter, mit zunehmender cAMP Konzentration
bei 4°C vorinkubierter Mitochondrien. Geschlossene Dreiecke: nicht
vorinkubierte Mitochondrien. Die Vorinkubation der Mitochondrien erfolgte in
Gegenwart von 5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK, 5 mM MgSQO4, 20 mM
KF und OpuM (Kreise), 5 uM (Basisdreiecke), 50 uM (Rhomben), 100 uM
(Quadrate), 500 uM (Spitzdreiecke), 1000 uM (Kreuze) cAMP oder nur mit
5 mM ADP (geschlossene Quadrate) bei 4° C fur 20 min. Die Mitochondrien
wurden 15 min bei 0°C in 1% Tween 20, 50 mM KP;, pH 7,4, 5 mM MgSOgy4

mit 5mM ADP (geschlossene Quadrate) oder 5 mM ATP, 10 mM PEP,
20 U/mL PK solubilisiert. Die Atmung wurde polarographisch bei 25° C mit 0-25
UM Cytochrom ¢ gemessen dargestellt.
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In Abb. 8 ist die COX-Aktivitdt der mit ATP und cAMP vorinkubierten
Mitochondrien, die nach Solubilisierung in Gegenwart von ADP gemessen
wurde, gezeigt. Mit erhohter cAMP Konzentration wird die Aktivitat in
Gegenwart von ADP bis auf 70 % (100 uM cAMP) erniedrigt (Quadrate). Eine
Konzentrationsabhangigkeit ist jedoch nicht zu erkennen.
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Abb. 8: COX-Aktivitat in Gegenwart von ADP der solubilisierten Mitochondrien
nach Vorinkubation mit cAMP. Die Vorinkubation der Rinderlebermitochondrien
erfolgte bei 4° C fur 20min mit Zusatz von 5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL
PK, 5 mM MgSO,, 20 mM KF und 0 uM (offene Kreise), 5 uM (Basisdreiecke),
50 uM (Rhomben), 100 uM (Quadrate), 500 uM (Spitzdreiecke) cCAMP oder nur
mit 5 mM ATP (geschlossene Kreise). Die Mitochondrien wurden 15 min bei
0° C in Solubilisierungspuffer mit 5mM ADP solubilisiert. Die Atmung wurde
polarographisch bei 25°C mit 0-26puM Cytochrom ¢ und 18 mM Ascorbat
gemessen. Die Aktivitat ist als turnover number (TN) dargestellit.

Werden intakte Mitochondrien in Gegenwart von ADP, statt ATP, mit cCAMP

inkubiert, so wird kein EinfluR auf die ATP-gehemmte COX-Aktivitat oder ADP
aktivierte COX-Aktivitat festgestellt (Daten nicht gezeigt).
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5.2.6 Zeitabhangige Inkubation der Mitochond rien mit cAMP
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Abb. 9: Zeitabhangigkeit der Verstarkung der ATP-Inhibierung der COX-
Aktivitat durch cAMP in Rinderlebermitochondrien. Mitochondrien wurden bei
4°C mit Zusatz von 5mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK, 5 mM MgSOQOs,,
20 mM KF und 0 pM (Quadrate), 5 uM (Kreise) oder 50 uM (Dreiecke) cAMP fir
die angegebene Zeit vorinkubiert. Die Mitochondrien wurden (50 nM Ham aaz)
in Solubilisierungspuffer 15 min bei 0°C mit 5 mM ATP, 10mM PEP, 20 U/mL
PK solubilisiert. Die Atmung wurde polarographisch bei 25°C mit 21uM
Cytochrom c und 18 mM Ascorbat gemessen.
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Nachdem die Abhangigkeit der Starke der ATP-Inhibierung der COX-Aktivitat von
der cAMP Konzentration wahrend der Inkubation festgestellt wurde, sollte der
EinfluR der Inkubationszeit auf die COX-Aktivitat der Mitochondrien untersucht
werden.

Intakte  Mitochondrien wurden in Isolationsmedium mit ATP, ATP-
regenerierenden System, Kaliumfluorid und O bis 50 uyM cAMP zwischen 1-
60 min bei 4° C inkubiert.

In Abb.9 ist die ATP-gehemmte COX-Aktivitat solubilisierter Mitochondrien
zeitabhéangig bei 21 uM Cytochrom c gezeigt. Ohne cAMP ist keine Veranderung
der Aktivitdt zu beobachten. In Anwesenheit von 50 uM cAMP wahrend der
Inkubation wird bereits nach 10 min die maximale ATP-Inhibierung der COX-
Aktivitat beobachtet. Mit 5 uM cAMP wird die mit 50 uM cAMP bereits nach
10 min beobachtete ATP-Inhibierung der Aktivitat erst nach 60 min erreicht.

59



Ergebnisse

5.2.7 Effekt der Vorinkubation der Mitochond rien mit cGMP auf die COX-

Aktivitat
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Abb. 10: Effekt der Vorinkubation intakter Mitochondrien mit cGMP auf die
COX-Aktivitat. Intakte Rinderlebermitochondrien wurden in Isolationsmedium
mit 5mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK , 5 mM MgSO, (Quadrate) und
zusatzlich 500 uM cGMP (Dreiecke) 60 min bei 4°C inkubiert. Die
Mitochondrien wurden in Solubilisierungspuffer 15 min bei 0° C mit 5mM ATP,
10 mM PEP, 20 U/mL PK solubilisiert. Die Aktivitdt wurde polarographisch bei
25° C mit 0- 25 pM Cytochromc und 18 mM Ascorbat gemessen.

Um zu Uberprifen, wie spezifisch der Effekt von cAMP auf die COX-Aktivitat der
Mitochondrien ist, wurden Mitochondrien mit cGMP, ebenfalls ein second
messenger und cAMP strukturell &hnlich, unter analogen Bedingungen
inkubiert und solubilisiert.

Die intakten Mitochondrien wurden in Gegenwart von 500 pM cGMP, ATP-
regenerierendem System 60 min bei 4°C vorinkubiert und anschliel3end
solubilisiert (Abb.10). Zwischen den COX-Aktivitaten der mit oder ohne cGMP
inkubierten Mitochondrien ist weder in Gegenwart von ADP, noch von
ATP/ATP-regenerierendem System ein Unterschied zu erkennen. cGMP wirkt

auf die COX-Aktivitat unter den gegebenen Bedingungen nicht spezifisch ein.
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5.2.8 Einflul der Vorinkubation von Mitochondrien mit Calcium auf die

allosterische ATP-Inhibierung d er Cytochrom ¢ Oxidase
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Abb. 11: Wirkung von Calciumionen auf die allosterische ATP-Inhibierung der
Cytochrom c¢ Oxidase solubilisierter Mitochondrien. Intakte Mitochondrien
wurden mit 5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK, 5 mM MgSO4 und 0 puM
(Kreise) oder 50 uM (Rhomben) cAMP bei 4° C fir 20 min vorinkubiert. Ein Teil
der Proben wurde anschlieBend mit 1 mM CaCl, 20 min inkubiert
(geschlossene Symbole). Die Mitochondrien wurden 15 min bei 0°C in
Solubilisierungspuffer mit 5 mM ATP, 10 mM PEP, 20 U/mL PK solubilisiert. Die
COX-Aktivitat wurde polarographisch bei 25° C gemessen.

61



Ergebnisse

Viele Proteinphosphatasen, die cAMP-abhangig phosphorylierte
Aminosaurereste wieder dephosphorylieren, sind Calcium abh&ngig. Daher
wurde untersucht, ob die durch cAMP erzeugte ATP-Inhibierung der Cytochrom
c Oxidase solubilisierter Mitochondrien durch Behandlung mit Calcium wieder
aufgehoben werden kann. Dazu wurden Mitochondrien zunachst 20 min mit
50 uM  cAMP, ATP und ATP-regenerierendem System vorinkubiert.
Anschlie3end wurde zu einem Teil der Probe 1 mM Calciumchlorid gegeben
und weitere 20 min inkubiert. Die COX-Aktivitdten der solubilisierten
Mitochondrien in Gegenwart von ATP sind in Abb. 11 gegen die Cytochrom ¢
Konzentration aufgetragen. Die alleinige Zugabe von Calcium (geschlossene
Kreise) beeinfludt die ATP-gehemmt COX-Aktivitat nicht. Nach 20 min
Vorinkubation mit cAMP (offene Rhomben) bewirkt die weitere Inkubation mit
Calcium (geschlossene Rhomben) eine Aufhebung der zuvor beobachteten
allosterischen ATP-Inhibierung der COX-Aktivitdtt von den solubilisierten
Mitochondrien.
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5.2.9 cAMP-abhingige Markierung intakter Rinderlebermitochondrien
mit [y-**P]-ATP

Die isolierten Rinderlebermitochondrien wurden mit 50 uM cAMP, Kaliumfluorid
und [y-**P]-ATP (4000 Ci/mmol) 10 min bei 4°C analog zur Vorinkubation fur die
polarographische Messungen der COX-Aktivitat behandelt. Anschlief3end
wurden die Proben mit einer 2D-Blue Native-SDS-PAGE analysiert. Das Gel
wurde mit Coomassie blue angefarbt, getrocknet und autoradiographiert
(Abb. 12). Bei der analysierten Probe, die mit cAMP behandelt wurde, sind
radioaktive Markierungen im hochmolekularen Bereich aller Enzymkomplexe zu
sehen. Der Komplex IV (COX) weist drei weitere Markierungen auf, die keiner
Untereinheit mit Sicherheit zugeordnet werden kénnen. Im Migrationsbereich
des Komplexes Il ist ebenfalls eine Markierung zu erkennen. Das Gel der ohne
cAMP vorinkubierten Mitochondrien weist nur sehr schwache radioaktive

Markierungen am oberen Gelrand auf (Abb. 13).
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Coomassie Blue Anfarbung Autoradiographie
| \Y, 1l AV I V l v

Abb. 12: cAMP-abhangige radioaktive Markierung der Atmungsketten-
komplexe IV von Rinderlebermitochondrien. Frisch isolierte Mitochondrien
wurden mit [y-2P]-ATP und cAMP inkubiert und anschliefend einer 2D-
Blue Native-SDS-PAGE unterworfen.

Coomassie Blue Anféarbung Autoradiographie
IV Il v I | Vv 1 Y il

Abb.13: Radioaktive Markierung der Atmungskettenkomplexe -V von Rinderieber-
mitochondrien. Frisch isolierte Mitochondrien wurden mit Iy-P]-ATP inkubiert und
anschliefend einer 2D-Blue Native-SDS-PAGE unterworfen.
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5.3 Untersuchungen an isolierter Rinderherz Cytochrom c Oxidase

Intakte Mitochondrien enthalten neben der Cytochrom ¢ Oxidase (COX), deren
Aktivitéat in den vorangegangenen Experimenten untersucht worden ist, viele
andere Enzyme und Substanzen. Es ist somit nicht auszuschliel3en, daf3 der
gezeigte Effekt des second messenger cAMP nicht durch Phosphorylierung einer
Untereinheit der COX verursacht wird.

Daher wurde ein einfacheres System zur Untersuchung des an Mitochondrien
beobachteten Effekts von cAMP auf die Aktivitat der COX gesucht. Es wurde ein
System aus geldster Rinderherz COX, ATP, cAMP und einer cAMP-abhangigen
Proteinkinase A gewahlt.

Losliche COX, die in Gegenwart von Cholat als Detergenz isoliert wurde, hat
Cholat an verschiedenen ATP-Bindungsstellen gebunden. Dies kann langsam
durch ATP oder ADP ausgetauscht werden, und dauert bei 4°C etwa 20-24
Stunden (Napiwotzki et al., 1997). Die in den folgenden Experimenten
verwendete COX wurde immer mit ATP vorinkubiert. Der Austausch von ATP
gegen ADP und umgekehrt verlauft innerhalb kirzester Zeit (Napiwotzki &
Kadenbach, 1998).

5.3.1 EinfluB der Vorinkubation von geldster Cytochrom c Oxidase mit
cAMP-abhangiger Proteinkinase A, ATP und cAMP auf die Aktivitat

Um den Einflud einer cAMP-abhangigen Phosphorylierung der COX auf die
Aktivitat des Enzyms zu untersuchen, wurde isolierte COX (5 uM) in Gegenwart
von 1 % Tween 20, 50 mM KP;, pH 7,4 zunachst mit Cardiolipin und 5 mM ATP
24 h vorinkubiert. Anschlieend wurde das Enzym mit cAMP und cAMP-
abhangiger Proteinkinase A (PKA) in Gegenwart des ATP-regenerierenden
Systems bei 30°C 20min inkubiert und die Aktivitat in Gegenwart von ATP
(offene Symbole) bzw. ADP (geschlossene Symbole) gemessen (Abb. 14).
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Abb.14: Einflu3 der Inkubation mit ATP, Proteinkinase A und cAMP auf die
Aktivitat von isolierter COX aus Rinderherz. COX (5uM) wurde 24 h in
Gegenwart von 5 mM ATP und 200 pM Cardiolipin vorinkubiert. Die Inkubation
mit ATP, ATP-regenerierendem System (Kreise) und 50 uM cAMP (Quadrate)
und zuséatzlich 200 U/mL Proteinkinase A (Dreiecke) erfolgte 20 min bei 30° C.
Die Atmung wurde polarographisch bei 25°C mit 5mM ATP (offene Symbole)
oder 5mM ADP (geschlossene Symbole), 18 mM Ascorbat und steigender
Konzentration Cytochrom c (0-21 uM) gemessen.

In Gegenwart von ADP wird unter den gegebenen Inkubationsbedingungen
immer ein hyperbolischer Verlauf der Substrat/Aktivitat-Kurve beobachtet. Nach
Inkubation mit ATP, ATP-regenerierendem System, cAMP und Proteinkinase A
(geschlossene Dreiecke) ist die hyperbolische Substrat/Aktivitat-Kurve etwas
héher, als nach Inkubation mit ATP und ATP-regenerierendem System allein
(geschlossene Kreise). Dies schliel3t einen inhibierenden Effekt von cAMP auf
das Enzym aus. In Gegenwart von ATP ist fur die gleiche Probe (offene
Dreiecke) eine sigmoide Kinetik mit ,Lagphase“ bis 5 uM Cytochrom c zu
beobachten. Die COX-Aktivitat sinkt bei 21 uM Cytochrom c auf 34 % ab. Ohne
Zusatz von cAMP und Proteinkinase A betragt die Aktivitdt in Gegenwart von
ATP 87 % (offene Kreise). Oxidase, inkubiert mit ATP und ATP-
regenerierendem System zeigt in der Gegenwart von ATP nur eine vollstandige
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Hemmung bis 1 pM Cytochrom c. Dies kann mit einer bereits teilweisen
Phosphorylierung des isolierten Enzyms erklart werden. Mit ATP, ATP-
regenerierendem System und cAMP allein ist kein sigmoider Verlauf der Kurve
zu erkennen (offene Quadrate). Die Kinetik unterscheidet sich auch nicht
wesentlich von der nur mit ATP und ATP-regenerierendem System inkubierter
und in ATP gemessener COX. Dies zeigt, dal3 die ATP-Inhibierung von COX

abhangig von einer cAMP-abhangigen Phosphorylierung des Enzyms ist.
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5.3.2 EinfluR von Cardiolipin auf die ATP-Inhibierung der Atmung der

geldsten Cytochrom ¢ Oxidase

Wie zuvor gezeigt wurde, ist die Zugabe von Cardiolipin zu Proteoliposomen
mit rekonstituierter COX fur die allosterische ATP-Inhibierung essentiell (Arnold
& Kadenbach, 1997). Daher wurde die solubilisierte Oxidase mit Enzym-
Cardiolipin-Verhaltnissen von 1:0 bis 1: 40 und 5 mM ATP vorinkubiert, um
neben dem Cholat/ATP-Austausch auch eine Sattigung des Enzyms mit dem
Phospholipid zu erméglichen.
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Abb.15: Aktivitat geloster Rinderherz COX nach Vorinkubation mit
zunehmender Cardiolipin Konzentration. 5 pM COX wurde 24 h in Gegenwart
von 5mM ATP und 0 uM (Rhomben), 5 uM (Kreise), 25 uM (Spitzdreiecke),
50 uM (Quadrate) oder 200 uM (Basisdreiecke) Cardiolipin (CL) vorinkubiert.
Die Inkubation mit 200 U/mL Proteinkinase A, 50 uM cAMP und ATP-
regenerierendem System erfolgte 20 min bei 30° C. Die COX-Aktivitat wurde
polarographisch bei 25°C mit 5mM ATP, 18 mM Ascorbat und steigender
Konzentration Cytochrom c (0-21 uM) gemessen.
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Die COX-Aktivitat von so vorbehandeltem Enzym nach Inkubation mit ATP-
regenerierendem System, CAMP und Proteinkinase A in Gegenwart von ATP ist
in Abb. 15 gezeigt. Erst bei einem zehnfachen Uberschuf von Cardiolipin zeigt
sich eine schwache ATP-Inhibierung, die sich mit einem 40-fachen Cardiolipin
UberschuB zu einer vollstandigen Inhibierung der Aktivitat bis zu 5,3 uM
Cytochrom c steigern laft. Die gleiche Kinetik wurde mit einem 80-fachen
UberschuR gemessen (Daten nicht gezeigt). Wird die COX nach der
Vorinkubation mit Cardiolipin nur mit ATP oder ADP behandelt, so ist nur eine
geringe Steigerung der Aktivitdt durch Cardiolipin-Zugaben zu beobachten

(nicht gezeigt).

5.3.3 Abhéangigkeit der ATP-Inhibierung der Cytochrom c Oxidase vom
Ausmald der cAMP-abhangigen Phosphorylierung

Die Spezifitdt der Proteinkinasen ist in vivo auf die Vielzahl der vorhandenen
regulatorischen Untereinheiten zurtckzufihren. Diese sind unter anderem fur
die Substratspezifitat verantwortlich. Durch Zugabe von cAMP zur cAMP-
abhangigen Proteinkinase A werden die katalytischen Untereinheiten von den
regulatorischen Untereinheiten abgeltst. Die Dissoziation von katalytischer und
regulatorischer Untereinheit der cAMP-abhangigen Proteinkinase fuhrt zur
vollen Phosphorylierungsaktivitat der Proteinkinase A. Dieser Prozel3 ist von der

cAMP Konzentration abhangig.

In Abb.16 ist gezeigt, wie sich die Variation der cAMP Konzentration wahrend
der Inkubation mit Proteinkinase A und ATP (plus ATP-regenerierendes
System) auf die COX-Aktivitat auswirkt. Es sind die gleichen
Inkubationsbedingungen wie in Abschnitt 5.3.1 gewéhlt worden. Ohne Zugabe
von cAMP ist eine Substrat/Aktivitat-Kurve mit geringem sigmoiden Verlauf zu
beobachten (Quadrate). Inkubation mit 5 uM cAMP induziert eine sigmoide
Kinetik mit vollstandiger ATP-Inhibierung bis etwa 1 puM Cytochrom c
(Dreiecke). Die vollstandige Inhibierung wird durch Erh6éhung der cAMP-
Konzentration auf 50 pM bis zu 5 uM Cytochrom c verstarkt. Bei Zugabe von
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1 mM cAMP wird keine weitere Verstarkung, sondern eine minimal hdhere

Atmung beobachtet.
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Abb. 16: Die ATP-Inhibierung der COX-Aktivitat ist von der CcAMP-
Konzentration abhéngig. Die COX (5 uM) wurde 24 h in Gegenwart von 5 mM
ATP und 200 pM Cardiolipin vorinkubiert. Die Inkubation mit 5 mM ATP, ATP-
regenerierendem System, 200 U/mL Proteinkinase A (Quadrate) sowie
zusatzlich 5 uM (Dreiecke), 50 uM (Kreise) oder 1000 uM cAMP (Rhomben)
erfolgte 20 min bei 30° C. Die Aktivitat wurde polarographisch bei 25°C mit
5mM ATP, 18 mM Ascorbat und steigender Konzentration Cytochrom c (O-
21 uM) gemessen.
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5.3.4 Dephosphorylierung cAMP-abhangig phosphorylierter Cytochrom c
Oxidase mit der katalytischen Untereinheit der Proteinpho sphatase 1

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob durch eine
Proteinphosphatase die cAMP-abhéngige Phosphorylierung der COX wieder
aufgehoben werden kann. Das solubilisierte Enzym wurde mit ATP und
Cardiolipin vorinkubiert und dann bei 30°C mit cAMP, ATP-regenerierendem
System und Proteinkinase A phosphoryliert. Anschlie3end wurde die COX 10-
40 min mit der katalytischen Untereinheit C, der Proteinphosphatase 1 (PP1- Cy)
und Mn?* bei 30° C inkubiert. Die Proben wurden in Gegenwart von ATP und ATP-
regenerierendem System solubilisiert und die Atmung gemessen. Die in der
Abb. 17 mit 0 min bezeichnete Kurve entspricht der nicht mit Proteinphosphatase
behandelten COX (Rhomben). Mit der Inkubationszeit der PP1- C, nimmt die
Aktivitat der COX in Gegenwart von ATP zu. Die ,Lagphase* der COX-Aktivitat
verschwindet nach 40 min vollstandig (offene Kreise) und die Aktivitat entspricht
anndhernd der nur mit ATP und ATP-regenerierenden System vorinkubierten
solubilisierten COX (geschlossene Spitzdreiecke). Die zur allosterischen ATP-
Inhibierung des Enzyms fihrende Phosphorylierung kann also durch eine

Proteinphosphatase riickgangig gemacht werden.
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Abb.17: Dephosphorylierung der Rinderherz COX mit Proteinphosphatase 1. Die
mit ATP und Cardiolipin vorinkubierte COX wurde mit 5 mM ATP, ATP-
regenerierendem System 200 U/mL PKA und 50 uM cAMP 20 min bei 30°C
inkubiert und im Anschluf® mit 500 U/mL Proteinphosphatase 1 (C, Untereinheit)
und 100 uM MnCl, 10-40 min inkubiert. Die Aktivitdt wurde polarographisch bei
25° C in Gegenwart von ATP gemessen.
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5.3.5 EinfluB von Ca*" auf die Aktivitat geléster Cytochrom c Oxidase

Im Kapitel 5.2 konnte die cAMP-abhangige ATP-Inhibierung der COX-Aktivitat
von solubilisierten  Mitochondrien durch Inkubation mit Calciumchlorid
aufgehoben werden. Daher wurde untersucht, wie Ca®* auf die Aktivitat der
cAMP-abhangig phosphorylierten COX wirkt. Die mit Proteinkinase A, ATP und
cAMP vorinkubierte geloste COX wurde im Anschluf3 mit 100 uM CaCl, fir 20
min bei 30° C inkubiert. In Abb.18 ist die Aktivitat der mit (Dreiecke) und ohne
(Quadrate) CaCl, behandelten COX dargestellt. Die beiden Sattigungskinetiken

zeigten keinen EinfluR von Ca?* auf die ATP-Inhibierung der gelésten COX.
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Abb.18: EinfluR von CaCl, auf die ATP-gehemmte Aktivitdt cAMP-abhangig
phosphorylierter COX. Das Enzym wurde mit 5 mM ATP und 200 puM Cardiolipin
24 h vorinkubiert und mit 50 uM cAMP und Proteinkinase A phosphoryliert
(Quadrate). AnschlieRend wurde 20 min in Gegenwart von 100 uM CacCl;
nochmals inkubiert (Dreiecke). Die Atmung wurde polarographisch bei 25° C mit
5mM ATP, 18 mM Ascorbat und steigender Konzentration Cytochrom c (O-
21 uM) gemessen.
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5.3.6 Nachweis der cAMP-abhangig mit [y-*?P]-ATP phosphorylierten

Untereinheiten der Cytochrom ¢ Oxidase aus Rinderherz

Markierung geloster COX

Isolierte COX aus Rinderherz wurde mit Proteinkinase A, [y->*P]-ATP und O bis
50 pM cAMP inkubiert. Die Proben wurden in Probenpuffer geldst und durch
SDS-PAGE nach Schégger & von Jagow (1987) in seine Untereinheiten
aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie blue angefarbt, getrocknet und
autoradiographiert (Abb. 19). In Spur 1 des Gels wurde die Proteinkinase A rein
aufgetragen. Hier sind im hochmolekularen Bereich viele Banden zu erkennen,
die von den verschiedenen regulatorischen Untereinheiten und der
katalytischen Untereinheit herrihren. In der Autoradiographie sind diese
Banden stark markiert (Spur 4,6,8). Dies ist durch Autophosphorylierung der
Proteinkinase zu erklaren (Pearson & Kemp, 1991). Die Autoradiographie zeigt
eine deutliche cAMP-abhangige Markierung der Untereinheit Vb und in
kleinerem Ausmald der Untereinheit 1l/1ll. Die Markierung der beiden Banden ist
in Anwesenheit von 5 uM cAMP (Spur 8) weniger stark als in Anwesenheit von
50 uM cAMP (Spur 4). Die cAMP-abhangige Markierung im Bereich der
Untereinheit | kann nicht eindeutig zugeordnet werden, da auch die

Proteinkinase A in diesem Bereich migriert.

Legende zu Abb.19 ( nachste Seite):

CAMP-abhangige Markierung der COX Untereinheiten [I/lll und Vb durch
Proteinkinase A und [y-*?P]-ATP. Solubilisierte Rinderherz COX wurde mit
200 U/mL Proteinkinase A (PKA), [y-**P]-ATP und cAMP 20 min bei 30° C wie in
der Tabelle angegeben inkubiert. Zur SDS-PAGE Analyse wurde ein Gelsystem
nach Schagger angewandt und mit Coomassie Blue angefarbt. Das Gel wurde
getrocknet und autoradiographiert.
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5.4 Untersuchungen an rekonstituierte Cytochrom ¢ Oxidase aus
Rinderherz

5.4.1 Effekt von Proteinkinase A und cAMP

In dem vorhergehenden Kapitel wurde eine cAMP-abhéangige Phosphorylierung
der Untereinheiten Il (und/oder Ill) und Vb der COX durch radioaktive
Markierung nachgewiesen. Die Untereinheit Il hat zwei transmembrane Helices
und eine cytosolische Domane. Die Untereinheit Vb ist auf der Matrixseite
lokalisiert. Durch Rekonstituieren des Enzyms in Phospholipidvesikel erzeugt
man ein System mit dem unterschieden werden kann, auf welcher Seite des
Enzyms (Matrix oder Cytosol) der Effektor, in diesem Falle die cAMP-abhangige
Proteinkinase, angreift.

In der folgenden Abb. 21A ist die Aktivitat der mit ATP, ATP-regenerierendem
System und cAMP-abhéngiger Proteinkinase vorinkubierten und anschliel3end
rekonstituierten COX aus Rinderherz gezeigt. Die Behandlung mit ADP fuhrt zu
einer hyperbolischen Aktivitatskurve (Basisdreiecke). In Gegenwart von ATP
und ATP-regenerierendem System wird eine ebenfalls hyperbolische Kurve mit
auf 36 % verminderter COX-Aktivitdt beobachtet (Rhomben). Zusatzliches
CAMP hat keine Wirkung auf die Aktivitat der COX (Spitzdreiecke). Inkubation in
Gegenwart von ATP, ATP-regenerierenden System, cAMP und Proteinkinase A
bewirkt eine sigmoidale Kinetik der ATP-gehemmten COX-Aktivitat. Die Aktivitat
ist auf 19 % erniedrigt und zeigt eine ,Lagphase“ bis 5 uM Cytochrom c
(geschlossene Quadrate). Diese Anderung des Charakters der S/v-
Abhangigkeit wird in Gegenwart von ADP nicht beobachtet (geschlossene

Kreise).
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Abb. 21: Einflu3 der Phosphorylierung von rekonstituierter Rinderherz COX mit
cAMP-abhangiger Proteinkinase A auf die Atmung des Enzyms. A: Isolierte
Rinderherz COX wurde in Rekonstitutionspuffer mit Asolektin und Cardiolipin in
Gegenwart von 5mM ADP (Basisdreiecke) oder 5 mM ATP und ATP-
regenerierenden System (Rhomben), sowie 50 uM cAMP (Spitzdreiecke) und
32 U Proteinkinase A (geschlossene Symbole) 20 min bei 30°C inkubiert.
Anschlieend wurden die Proben rekonstituiert. Die Messung der Atmung
erfolgte polarographisch in Gegenwart von ATP (Quadrate, Spitzdreiecke,
Rhomben) oder ADP (Basisdreiecke, Kreise) bei zunehmenden Konzentration
von Cytochrom c (0-21 uM). B: Die COX wurde mit 5 mM ATP, Asolektin und
Cardiolipin tber XAD-2 rekonstituiert. Anschlie3end wurde in Gegenwart von
5mM ATP, ATP-regenerierenden System (Kreise) sowie 50 uM cAMP und
32 U Proteinkinase A (Quadrate, Dreiecke) 20 min bei 30° C inkubiert. Die
Messung der COX-Atmung erfolgte polarographisch in Gegenwart von ATP
(Kreise, Quadrate) oder ADP (Dreiecke). Vor dem Semikolon sind die
Inkubationsbedingungen, danach die MelRbedingungen angegeben.
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Wird in Gegenwart von ATP rekonstituierte COX nur extraliposomal mit der
cAMP-abhangigen Proteinkinase in Gegenwart des ATP-regenerierenden
Systems behandelt, so wird die vollstandige ATP-Inhibierung nur bis 2,0 uM
Cytochrom ¢ beobachtet (Abb. 21B). Die Aktivitdt der COX ist in diesem Falle
um 50 % hoher als bei Inkubation vor der Rekonstituion der COX. Dies konnte
auf einer Hydrolyse des ATP in den Liposomen beruhen.

Das Verhaltnis zwischen der Aktivitdt der mit bzw. ohne cAMP-abhéangiger
Kinase inkubierter COX ist nach der extraliposomalen Inkubation oder der
intraliposomalen Inkubation gleich .

Die extraliposomale Einwirkung von cAMP und Proteinkinase A auf die
rekonstituierte COX fuhrt zu geringerer ATP-Inhibierung als die Einwirkung
von beiden Seiten (Inkubation vor der Rekonstituion). Dies kodnnte auf
verschiedene Phosphorylierungsstellen auf beiden Seiten der Membran
beruhen, deren Wirkung auf die ATP-Inhibierung additiv ist.
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Diskussion

6. Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dal die bereits
beschriebene allosterische ATP-Inhibierung (Arnold & Kadenbach,1997) der
COX Aktivitat durch eine cAMP-abhangige Phosphorylierung des Enzyms

induziert wird.

6.1 Induktion der ATP-Inhibierung der Cytochrom c Oxidase durch
Phosphorylierung.

Die Vorinkubation von intakten Mitochondrien mit cAMP in Gegenwart von
hohen ATP/ADP-Verhéltnissen (in den Experimenten durch den Zusatz eines
ATP-regenerierenden System gewahrleistet) erniedrigt die COX-Aktivitat der
solubilisierten Mitochondrien in Gegenwart von ATP und verwandelt den
hyperbolischen Verlauf der Cytochrom c/Aktivitéts-Kurve in eine sigmoide
Kinetik (vergl. Abb. 1). Die COX-Aktivitat der Mitochondrien in Gegenwart von
ADP wird durch Inkubation mit cAMP nur um 30 % reduziert und ist von der
zugesetzten cAMP Konzentration unabhangig. Eine Anderung des Charakters

der Sattigungskurve ist hierbei nicht zu beobachten.

Nach 15 min Solubilisierung/Inkubation bei 0°C mit dem ATP-regenerierenden
System ist die Aktivitat der bei 25°C mit ATP und ATP-regenerierendem System
inkubierten Mitochondrien in Gegenwart von ATP um 38 % héher als von nicht
vorbehandelten Mitochondrien. Arnold & Kadenbach (1999) fanden bereits ab
2 % intraliposomalem ADP (ATP+ADP= 5 mM) eine Steigerung der Aktivitét bei
rekonstituierter COX. Mit mehr als 20 % ADP wurde eine vollstandig aktivierte
Atmung der COX beschrieben. Vermutlich ist bei der Inkubationstemperatur von
25°C nicht gentigend O, in der Mitochondriensuspension vorhanden und die
mitochondriale ATP-Synthese ist gehemmt. In diesem Falle kénnte z.B. die
ATPase das ATP/ADP-Verhaltnis in den Mitochondrien stark senken. Dadurch
sinkt der Anteil des ATP in der Probe mit zunehmender Inkubationszeit stark

ab.
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Bei 4°C ist die Aktivitat aller Enzyme stark vermindert und das ATP/ADP-
Verhaltnis bleibt hoch. Die Inkubationstemperatur von 4°C begunstigt somit den
cAMP-abhangigen Effekt auf die ATP-Inhibierung der COX.

Die sigmoiden Sattigungskinetiken der COX von mit cAMP bei 4°C
vorinkubierten intakten Mitochondrien, die im Anschluf bei hohem ATP/ADP-
Verhaltnissen solubilisiert wurden, weisen eine _Lagphase* bis 1,7 uM
Cytochrom c auf (Abb. 6). Dieser Effekt konnte durch Kaliumfluorid, ein Inhibitor
von Serin/Threonin Proteinphosphatasen, wahrend der Inkubation auf 6 uM

Cytochrom ¢ erhéht werden.

Die Verminderung der COX-Aktivitat in Gegenwart von ATP ist von der
Konzentration des zugesetzten cAMP und der Dauer der Inkubation abhangig.
Wurde bei 4°C inkubiert, so reichten 50 uM cAMP aus, um den maximalen
Effekt auf die ,Lagphase* der Aktivitat der COX zu erreichen. Die COX-Aktivitat
der solubilisierten Mitochondrien bei Substratkonzentrationen > 6 uM konnte
durch Erhéhung der cAMP Konzentration (bis zu 500 uM) noch weiter erniedrigt
werden.

In Gegenwart von 50 pM cAMP wird nach 10 min keine weitere Anderung der
COX-Aktivitat beobachtet. Wurde nur mit einem zehntel der Menge cAMP
inkubiert, so war nach 60 min noch eine Erniedrigung der Aktivitat zu
beobachten. Die Aktivitat entsprach dann annéhernd der erniedrigten Atmung
bei Inkubation mit 50 uM cAMP. Die Reaktion, hier die cAMP-abhéangige
Phosphorylierung der COX durch eine endogene Proteinkinase, ist in

Gegenwart von 50 M cAMP somit nach 10 min abgeschlossen.

Die beobachtete allosterische ATP-Inhibierung tritt nur nach einer Behandlung
der Mitochondrien mit cAMP auf. Versuche mit cGMP, ein weiterer second
messenger, zeigten keinen Effekt auf die Ascorbatatmung solubilisierter
Mitochondrien. Die Phosphorylierung der COX ist somit ‘auf eine cAMP-
abhangige endogene Proteinkinase zuruckzufthren.

In der Vergangenheit sind verschiedene mitochondriale cAMP-abhangige
Proteinkinasen beschrieben worden, deren Zielmolekdl die COX sein koénnte.
Von Burgess & Yamada (1987) ist in Rinderherz Mitochondrien die Aktivitat
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einer cAMP-abhangigen, mitochondrialen Proteinkinase nachgewiesen worden.
Des weiteren ist in immunologischen und enzymatischen Studien der Nachweis
fur eine cAMP-abhéngige Proteinkinase A in der Innenmembran/Matrix von
Rattenleber- und Rattenherzmitochondrien erbracht worden. Die Immunoblots
wiesen neben der regulatorischen Untereinheit, welche an die Membran

gebunden ist, auch die katalytische Untereinheit nach (Schwoch et al., 1990).

Die durch Phosphorylierung bewirkte ATP-Inhibierung der COX in solubilisierten
Mitochondrien kann durch Inkubation der Mitochondrien mit Ca?" aufgehoben
werden. Calciumionen sind Aktivatoren verschiedener Proteinphosphatasen,
wie z.B. der Proteinphosphatase 2B. Die Protein-phosphatase 2B ist dafur
bekannt Proteinphosphatase 1 durch Dephosphorylierung von Inhibitor-l zu
aktivieren und so die Wirkung von cAMP in der Zelle zu schwéachen (Cohen,
1989).

Obwoh! bereits eine Ca®" Bindungsstelle in der Kristallstruktur der Oxidase
gefunden wurde, ist ein direkter Einflu® von Calciumionen auf die COX nicht
bekannt (Kirchenko et al. 1998). Der hier gezeigte Versuch an isolierter COX
(Abb.18) zeigt, dak Calcium keinen direkten Einflul auf die allosterische ATP-
Inhibierung hat. Es kann somit angenommen werden, daf} in Mitochondrien
durch Ca*-lonen Proteinphosphatasen aktiviert werden. Das Verhéltnis
zwischen phosphoryliertem und dephosphoryliertem Zustand der Oxidase wird
dann zugunsten des dephosphorylierten Enzyms verschoben. Als Folge der
Verschiebung des Gleichgewichts geht die sigmoide Kinetik auch bei hohem
ATP/ADP-Spiegel in eine hyperbolische tber.

Mit Hilfe cAMP-abhangiger Proteinkinase A aus Rinderherz konnte an
inkubierter Rinderherz COX cAMP-abhangig eine allosterische ATP-Inhibierung
mit einer ,Lagphase” bis 5 uM Cytochrom c erzeugt werden. Dies entspricht der
bei Mitochondrien durch Vorinkubation mit cAMP erreichten ,Lagphase“ von 5-
6 UM Cytochrom c. Durch Verminderung der Konzentration des Proteinkinase
aktivierenden cAMP auf 5 uM konnte die Auspragung der Sigmoiditat erniedrigt
werden. Konzentrationen von tber 50 uM cAMP bewirkten keine Verstarkung

der ,Lagphase”.
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Die ADP-Atmung der isolierten COX wird durch Vorinkubation mit ATP, PKA
und cAMP nicht beeinfludt, im Gegensatz zur COX-Aktivitat inkubierter
Mitochondrien. die um 30 % gehemmt wurde (Abb. 8). Die Modifikation der
Oxidase durch die cAMP-abhangige Proteinkinase inhibiert nur die Aktivitat bei
hohen ATP/ADP-Verhaltnissen, also im Falle eines geringen Energiebedarfs
der Zelle.

Die Erniedrigung der COX-Aktivitat von vorinkubierten  solubilisierten
Mitochondrien in Gegenwart von ADP ist somit nicht mit einer cAMP-
abhangigen Modifikation der COX zu begrinden. Méglich ware eine cAMP-
unabhangige Phosphorylierung der Oxidase in den Mitochondrien wie
Steenaart & Shore (1997) gefunden haben.

Analoge Beobachtungen wurden an Proteoliposomen mit vor der Rekonstitution
phosphorylierter COX gemacht. Die extraliposomale Inkubation rekonstituierter
COX mit Proteinkinase A und cAMP bewirkt eine sigmoide ATP-Inhibierung,
allerdings ist die ,Lagphase’ wesentlich kurzer als bei COX, die von beiden
Seiten inkubiert wurde. Das Verhaltnis der Aktivitaten von mit bzw. ohne cAMP-
abhangiger Proteinkinase inkubierter COX ist nach der extraliposomalen oder
extra-/intraliposomalen Inkubation gleich. Offenbar beeinfludt extraliposomale
Phosphorylierung die von Napiwotzki & Kadenbach (1998) bei hohem
ATP/ADP-Spiegel beobachtete ATP-Bindungsstelle an der cytosolische
Domane der Untereinheit IV und die damit verbundene Anderung des Ky fur
Cytochrom c.

Eine zusatzliche Phosphorylierung an der Matrixdomane der COX bewirkt die
Verstarkung der ,Lagphase’, vermutlich durch BeeinfluBung der ATP-
Bindungsstelle die fur die sigmoide Kinetik der COX verantwortlich ist (Arnold &
Kadenbach, 1997). Diese Argumente werden im Zusammenhang mit den
Ergebnissen der radioaktiven Markierung der COX ausfuhrlicher diskutiert.

Die Variation der zugesetzten Cardiolipinkonzentration zur solubilisierten COX
zeigt, daR dieses Phospholipid bendtigt wird, um eine sigmoide Kinetik am
gelésten Enzym zu beobachten.

In dem isolierten Rinderherz-Enzym sind drei Molekile Cardiolipin gefunden
worden (Gomez & Robinson, 1999). Diese sind fest an den Enzymkomplex

gebunden und essentiell fir den maximalen Elektronentransport. Cardiolipin ist
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nicht direkt an der Cytochrom c Bindung beteiligt, doch ist nicht auszuschlief3en,
daR es die Konformation oder konformative Flexibilitat der Oxidase beeinfluf3t
(Robinson, 1993). Rattenherz Mitochondrien zeigten eine Reduktion der COX
Aktivitat nach Peroxidation der Membranlipide mit t-BuOOH/Cu®*  wobei
insbesondere  Cardiolipin  peroxidiert wurde (Paradies et al, 1998).
Peroxidiertes Cardiolipin ist nicht in der Lage, mit COX zu interagieren
(Robinson et al., 1990).

GemaRk dem Symmetrie-Modell der Kooperativitat (Bisswanger, 1979) wird eine
sigmoide Sattigungskurve nur dann beobachtet, wenn folgende Bedingungen
erfullt sind:

-die Anzah! der Bindungsstellen des Substrats an dem Komplex ist grélRer als
eins.

-das Gleichgewicht zwischen dem gespannten (T-Zustand) und dem
entspannten Zustand (R-Zustand) des ligandfreien Komplexes liegt mehr auf
der Seite des gespannten Zusands.

-der Ligand bindet wesentlich besser an den entspannten Zustand und
stabilisiert diesen.

Die Funktion des Cardiolipins kénnte demnach die Begunstigung des T-
Zustandes des ligandfreien Komplexes sein. Ist das gebundene Cardiolipin
durch Lagerung der COX oxidiert, so kann es nicht mit dem Enzym interagieren
und die postulierte Funktion erfillen. Der Zusatz von intaktem Cardiolipin

ermdglicht den Austausch und somit die Regeneration der COX

Die durch Phosphorylierung mit Proteinkinase A beobachtete sigmoide
Sattigungskinetik geléster COX konnte durch Inkubation mit der katalytischen
Untereinheit  der  Proteinphosphatase 1 aufgehoben  werden. Die
Phosphorylierung der COX ist somit reversibel, wie alle bekannten

Phosphorylierungen die der Regulation eines Enzyms dienen (Krebs, 1993).

Die Daten der kinetischen Studien an Mitochondrien legen die Vermutung nahe,
daR unter Standardbedingungen der Isolierung der Mitochondrien die
allosterische ATP-Inhibierung der COX verloren geht. Dies kénnte durch

spontane Dephosphorylierung oder durch endogene Proteinphosphatasen
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geschehen. Das erklart warum der Effekt der allosterischen ATP-Inhibierung
der COX vor 1997 nicht gefunden wurde.

6.2 Nachgewiesene cAMP-abhdngige Phosphorylierungsstellen der
Cytochrom c Oxidase

Die radioaktive Markierung von geléster COX mit cAMP-abhangiger
Proteinkinase A und [y-2P]-ATP zeigt an den Untereinheiten Vb, Il (und/oder Il)
cAMP-abhiangige spezifische Markierungen und wahrscheinlich an der
Untereinheit | eine cAMP-unabhangige spezifische Markierung.

Der Zusammenhang zwischen cAMP-abhangiger radioaktiver Markierung der
Untereinheiten Il + Vb und die Erhéhung der allosterischen ATP-Inhibierung der
Aktivitat der COX laRt auf eine Beteiligung dieser Untereinheiten an der
allosterischen Inhibition schlieRen. Die allosterische ATP-Inhibierung wird durch
die Bindung von ATP an die Matrixdomane der Untereinheit IV verursacht
(Arnold & Kadenbach, 1997). Die Untereinheit Vb ist der Matrixdomane der IV
benachbart und kénnte durch Anderung der Konformation die Bindung von ATP

an die IV beeinflussen.

Die Markierung der Untereinheit Vb steht im Einklang mit der Beobachtung von
Yang et al. (1998), daR eine regulatorische Untereinheit der PKA an der
Untereinheit Vb der COX assoziiert vorliegt. Eine Phosphorylierung ist in dieser
Region also durchaus zu erwarten. Studien von Papa et al. (1999) bestatigen
‘den Befund einer cAMP-abhangigen Proteinkinase an der Matrixseite der
Innenmembran. Aufgrund von vergleichenden Experimenten mit cAMP und
butyr-cAMP postulieren die Autoren zusatzlich eine cAMP Bindungsstelle der

regulatorischen Untereinheit auf der cytosolischen Seite der Innenmembran.

Die Kristallstruktur der Rinderherz COX wurde von mir nach cAMP-abhangigen
Phosphorylierungssequenzen an zugénglichen Stellen der radioaktiv markierten
Untereinheiten abgesucht. In der Abb. 23 ist ein Ausschnitt der Kristallstruktur
der COX mit der Untereinheit Vb (hellgrin) gezeigt. Die Serinreste 40 und 84
einer méglichen Phosphorylierungssequenz (RXXSes [cCAMP-abhangig] oder
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KXXS40 [cGMP-abhangig]) sind rot dargestellt. Sie sind von der Matrixseite des
Enzymkomplexes durch eine Proteinkinase leicht angreifbar. Das Ser84 liegt
innerhalb der Sequenz des Zinkfingermotivs, neben einem der vier Zn?-
koordinierenden Cysteine (Abb. 23, orange). Die Konformation dieses Motivs
deutet allerdings nicht auf eine Funktion als Zinkfinger hin (Tsukihara et al.,

1996), die physiologische Funktion ist bisher unbekannt.

Die Massenspektroskopische Analyse der Untereinheit Vb fand im N-terminalen
tryptischen Fragment (Aminos&ure1 bis 18) eine Phosphatgruppe (Lottspeich,
persénliche Mitteilung). Dieses Fragment beinhaltet die Reste Ser2, Thr8 und
Thr14 (Abb. 23, gelb). Keine dieser Aminosauren ist jedoch nicht in ein
bekanntes Phosphorylierungsmotiv ~ der cAMP-abhéngigen Proteinkinase

eingebunden.

Wie die Markierungsexperimente mit Liposomen gezeigt haben, wird die
Untereinheit I auf der cytosolischen Seite des Enzyms phosphoryliert.
Proteinkinase A-lsozyme werden in dieser Region ebenfalls  durch
regulatorische Untereinheiten lokalisiert. Ein Proteinkinase A-Anker-Protein ist
an der Cytoplasmaseite der Mitochondrienmembran nachgewiesen worden.
Seine Expression wird vom Thyroid stimulierenden Hormon (TSH) und von
cAMP reguliert, und verstarkt die Sensitivitat der Proteinkinase A gegenuber
cAMP (Feliciello ef al., 1998).

Eine Phosphorylierungssequenz (KXS8223XS225) an der Untereinheit |l liegt an
einer sehr exponierten Stelle auf der cytosolischen Seite (Abb. 24, Ser225 und
Ser223: rot) in einer frei zugénglichen a-Helix. Diese Helix ist in der
Nachbarschaft zum C-terminalen Ende der Untereinheit IV (hellblau) und
kénnte daher die dort postulierte ADP/ATP-Bindungsstelle (Napiwotzki &
Kadenbach., 1998) beeinflussen.

Das Phosphorylierungsmotiv RXXXS1ss der Untereinheit |l (Abb. 24, Ser155:
rot) liegt ebenfalls auf der Cytosolseite in der Nahe der Untereinheit VIb (grin).
Der postulierte Mechanismus der allosterischen ATP-Inhibierung, vermittelt
durch die Kooperativitat der zwei Bindungsstellen fur Cytochrom c in den zwei

Monomeren des Enzyms Uber Untereinheit VIb (Tsukihara et al., 1996, Arnold &
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Abb. 23: Darstellung der Struktur der Untereinheit Vb im Dimer der Rinderherz
Cytochrom ¢ Oxidase (Tsukihara ef al., 1996). Die beiden Untereinheiten Vb
sind in der seitlichen Ansicht gezeigt. Das Zinkatom ist orange, die
Aminosaurereste in einem cAMP/cGMP-abhangigen Phosphorylierungsmotiv
sind rot dargestelit. Die moglichen phosphorylierten Aminosduren im N-
terminalen tryptischen Fragment sind gelb dargestelit.
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Kadenbach, 1997), benttigt moglicherweise auch die Phosphorylierung dieses
Ser155 der Untereinheit Il. Wie die oben bereits diskutierten kinetischen
Studien an extraliposomal phosphorylierter COX zeigten, bewirkt die
Phosphorylierung der Untereinheit Il nur zum Teil die allosterische ATP-
Inhibierung der COX. Es ist eher anzunehmen, daR der Ky des Cytochrom ¢ bei
hohem ATP/ADP-Verhaltnis veréndert wird. Dies ist durchaus denkbar, da
Ser155 sich im Bereich der Cytochrom ¢ Bindungsstelle befindet und auch in
diesem Bereich eine ATP/ADP Bindungsstelle vermutet wird, die den Ky fur

Cytochrom c beeinfluft.

Die in der Untereinheit | gefundenen cAMP-abhangige Phosphorylierungsstelle
Ser441 (Abb.24, rot) des Phosphorylierungsmotivs (RRXS441) liegt an der
cytosolischen Seite in der Nachbarschaft zur Untereinheit Il (Abb. 24 und 25).

In der Untereinheit Il wird ein cAMP-abhangiges Phosphorylierungsmotiv
(RXSes) an der Matrixseite des Enzyms gefunden ( Abb. 25). Der Serinrest liegt
jedoch im Inneren des Enzyms, so daB ein Angriff durch eine Proteinkinase

unwahrscheinlich ist.

Die cAMP-abhangige Inkubation mit [y-*P]-ATP und anschliefende 2D-Blue-
Native-SDS-PAGE-Analyse intakter Rinderleber Mitochondrien ergab im
Bereich der COX drei radioaktive Markierungen. Mit Hilfe der 2D-Blue Native—
SDS-PAGE gelang es Papa et al (1996), die cAMP-abhéngige
Phosphorylierung der 18 kDa Untereinheit des Komplexes |, jedoch nicht des
Komplexes IV, unter Verwendung der Innenmembranfraktion von Rinderherz
Mitochondrien nachzuweisen. Dieses Protein ist auf der Matrixseite lokalisiert.
In aus mit Glucagon behandelten Hepatocyten isolierten Mitochondrien wurde
ein 32P-markiertes Protein der Innenmembran isoliert und als die Untereinheit IV
der COX angenommen (Soboll, 1998), jedoch weist die Untereinheit IV keine
Konsensussequenz fur eine cAMP-abhéngige Phosphorylierung auf. Die
verwendeten unterschiedlichen Versuchsbedingungen fuhren vermutlich zu
diesen widerspruchlichen Ergebnissen.

Ein erschwerender Umstand beim Nachweis von phosphorylierten
mitochondrialen Proteinen und der Untersuchung ihrer Funktion, ist die

Kurzlebigkeit der Phosphorylierung (Muller & Bandlow, 1987b).

90




Diskussion

Abb. 24: Ausschnitt aus der Struktur des dimeren Komplexes der Rinderherz
Cytochrom ¢ Oxidase (Tsukihara et al, 1996). Die Untereinheit Il ist orange,
Untereinheit | gelb, Untereinheit Vib grin und Untereinheit IV hellblau
dargestelit. Die Gbrigen dargesteliten Untereinheiten sind grau . Die van der
Waals Radien der méglichen cAMP/cGMP-abhéngig phosphorylierten Serine
der Untereinheiten | und Il sind rot dargestelit.
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Ser225(I)  Ser223(1)

Ser155(11)

Ser441(l)

Ser40(Vb) Ser65(lll)

Ser84(Vb)

Abb. 25: Struktur des dimeren Komplexes der Rinderherz Cytochrom ¢
Oxidase (Tsukihara et al, 1996). Die mdglichen cGMP/cAMP-abhéngig
phosphorylierten Aminosauren sind in van der Waals Radien dargestelit. Die
kernkodierten Untereinheiten sind als a-Helices und B-Faltblattstrukturen
dargestelit. Von den mitochondrial kodierten Untereinheiten ist nur das
Aminosaure-Rickgrat gezeigt. Die Ham-Gruppen sind schwarz mit roten
Eisenatomen, die Kupferatome sind hellblau und die Zinkatome gelb dargestelit.
Untereinheiten | und Ill: grau O, Untereinheit iI: gelb , Untereinheit IV: hellblau
B, Untereinheit: Va: violett M, Untereinheit Vb: rot ®, Untereinheit Via:
dunkelgriin ®, Untereinheit VIb: grin B, Untereinheit Vic: pink B, Untereinheit
Vila: grin B, Untereinheit Vllb: schwarz M, Untereinheit Vilc. orange ::,
Untereinheit VIiI: rotorange ®.
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6.3 Hypothese iiber die physiologische Bedeutung der cAMP-
abhangigen Phosphorylierung der Cytochrom ¢ Oxidase

Die COX hat als terminales Enzym der Elektronentransportkette eine
besondere Stellung in dem Energiemetabolismus, da sie :

-Die Reaktion mit der gréRten freien Enthalpie der Atmungskette katalysiert

(AG° = -110 kJ/ mol).

_Sauerstoff in einer irreversiblen Reaktion reduziert, dessen Konzentration in
vivo 5 bis 25 uM betragt. (Boveris et al.,, 1999). Der Ky der COX far O, ist
jedoch klein (10°-107).

6.3.1 Kontrolle der Atmung durch Hormonsignale
6.3.1.1 Anschalten der ATP-Inhibierung durch Phosphorylierung

Im Gegensatz zur prokaryontischen Zelle, deren Metabolismus und
Vermehrungsrate hauptsachlich von dem Substratangebot abhangt, ist es fur
die eukaryontische Zelle der Saugetiere sinnvoller, keine der vom Organismus
aufgenommene Nahrung zu verschwenden. Der Energiemetabolismus von
Saugetieren muR sich daher auf den &auRerst variablen Energiebedarf des
Organismus in kurzer Zeit einstellen kénnen, wie z.B. durch Kopplung der
mitochondrialen Atmung mit dem ATP-Verbrauch der Zelle oder durch erhéhte
Thermogenese bei niedrigen Temperaturen. Auch eine effiziente Verwertung
von Nahrung bei Hunger, Abbau von Uberschissig aufgenommener Nahrung
und die Stimulation der ATP Synthese unter StreRbedingungen mussen von der
Zelle bewaltigt werden. Zwischen den beiden extremen Zusténden des
Organismus, einerseits in Ruhe (wenig Energiebedarf der Zellen) und
andererseits bei Reaktion auf StreB (z.B. bei Flucht: maximale Arbeit des
Muskels), die eine schnelle Bereitstellung von Energie fordert, mussen die
energieliefernden Enzymkomplexe schnell und effizient umschalten konnen.
Das ATP/ADP-Verhéltnis ist eine GroRe, die den aktuellen Energiebedarf der

Zelle signalisiert.
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Die Regulation der Elektronentransportkettenkomplexe (neben der ATP-
Synthase) durch den ATP-Spiegel erscheint somit als sinnvoll, da dann das
System schneller auf neue Bedingungen reagieren kann.

Neben der Kontrolle der mitochondrialen Atmung und Synthese von ATP durch
das Angebot an Substraten war bisher nur die Kontrolle durch das
Membranpotential bekannt (chemiosmotische Hypothese).

Ein zweiter Mechanismus der Atmungskontrolle, die allosterische Inhibierung
der COX bei hohen ATP/ADP Verhaltnissen, wurde in der Arbeitsgruppe
postuliert (Kadenbach & Arnold, 1999).

Aufgrund der oben diskutierten Ergebnisse wird postuliert, daR in vivo COX
(und wahrscheinlich auch die anderen Komplexe der Atmungskette) von
mitochondrialen cAMP-abhangigen Proteinkinasen phosphoryliert wird, welches
die allosterische ATP-Inhibierung der COX anschaltet. Unter diesen
Bedingungen ist die mitochondriale Atmung von der COX kontrolliert und das
mitochondriale Membranpotential ist niedrig, wie an perfundierten Herzen
beobachtet (100-130 mV) (Wan et al., 1993). In diesem Falle sollte die Effizienz
der Ernergietransduktion hoch sein, da der unspezifische leak von Protonen
tber die mitochodriale Membran gering ist (O"Shea et al., 1984), und kein slip
in COX bei niedrigem Membranpotential (Murphy, 1989) auftritt.
3,5-Diiodo-L-thyronin kann die ATP-Inhibierung aufheben, indem es an die
Untereinheit Va bindet (Arnold et al., 1998).

Was ist der physiologische Sinn solch einer fast vollstdndigen Hemmung der
COX? Wenn die Umgebung einen hohen ATP/ADP-Spiegel aufweist, so
bedeutet dies, dal genug Energietrager (ATP) der Zelle zur Verfugung stehen,
eine weitere Produktion von ATP ist nicht nétig. Daher ist es auch ineffektiv fur
die Zelle, wenn weiter Protonen Uber die Innenmembran der Mitochondrien
gepumpt werden, da die im Protonengradient gespeicherte Energie bei hohem

Membranpotential durch /eak verloren geht.
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6.3.1.2 Ausschalten der ATP-Inhibierung durch Dephosphorylierung

Extrazellulare Signale, z.B. Hormone, erhéhen die Ca®*Konzentration in den
Mitochondrien. Dies aktiviert mitochondriale Ca**-abhangige
Proteinphosphatasen, mit der Folge einer Dephosphorylierung der COX. Wie an
Mitochondrien durch Ca®* Zugabe gezeigt wurde, hebt Dephosphorylierung der
COX die Atmungskontrolle durch das intramitochondriale Nukleotidverhaltnis
auf. Die Atmung ist nun durch die protonenmotorische Kraft Ap kontrolliert. Dies
ermoglicht eine erhéhte Atmung und ein erhohtes Membranpotential der
Mitochondrien. In isolierten Mitochondrien wurde auch ein erhohtes Potential
von 180-200 mV gefunden (Hafner et al., 1988, Nicholls & Ferguson, 1992).
Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, verlieren isolierte Mitochondrien
normalerweise die allosterische ATP-Inhibierung der COX-Aktivitat wahrend der
Isolierung. Das erhéhte Potential begunstigt slip (erniedrigte H'/e
Stéchiomertie) in der COX und die Erhéhung der freien Energie der Reaktion
AG®’, dies erhoht die COX-Aktivitat. Die physiologische Bedeutung dieses
Mechanismus kénnte eine Erhdhung der Gesamtrate der ATP Synthese unter

StreRbedingungen und/oder die Erhéhung der Thermogenese sein.
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6.3.2 Konzequenzen des Verlustes der Atmungskontrolle durch das
ATP/ADP-Verhiltnis

Ein fur die Zelle nachteiliger Effekt des erhéhten Membranpotentials ist die
vermehrte Produktion von reactive oxygen species (ROS) in den Mitochondrien
(Kadenbach et al., 1999). ROS greifen Biomolekule wie Proteine, DNA oder
Lipide an und zerstéren/mutieren diese durch Oxidation (Wallace, 1999). Dabei
sind die mitochondrialen Enzyme und die mitochondriale DNA (mtDNA)
besonders betroffen, da sie dem Entstehungsort der ROS sehr nahe sind. Die
deletierende Mutation der mtDNA ist ein wichtiger Faktor des
Alterungsprozesses (Kadenbach & Muller-Hocker, 1990).

Die 4977 bp Deletion (,commom deletion®) der mtDNA, erstmals charakterisiert
in Patienten mit dem Kearns-Sayre-Syndrome (Schon et al., 1989), war die
erste mtDNA Deletion die mit dem AlterungsproRes in Verbindung gebracht
wurde (Cortopassi & Arnheim, 1990).

Es ist ein direkter Zusammenhang zwischen der Zunahme dieser 4977bp
Deletion und der Abnahme der COX-Aktivitat isolierter Mitochondrien im
Menschen gefunden worden (Gadaleta et al., 1998). Nach der mitochondrialen
Theorie des Alterns neigen postmitotische Zellen mit steigendem Alter dazu,
mtDNA Mutationen anzusammeln (Lui, et al., 1998, Zhang et al. 1998), De Grey
(1998) postulierte, daR in Mitochondrien mit mutierter mtDNA die
Atmungskettenenzyme weniger aktiv sind und dadurch weniger ROS in diesen
Mitochondrien entstehen. Diese Mitochondrien sind der Zerstérung durch freie
Sauerstoffradikale (ROS) weniger ausgesetzt und erleiden seltener einen
lysosomalen Abbau. Dadurch ist die Erhéhung des Anteils der mutierten

Mitochondrien in der Zelle méglich.

Akuter StreR durch ROS steht in Verdacht den kontrollierten Zelltod (Apoptose)
auszulésen (Lenaz et al., 1999). Die beiden Apoptose ausldésenden Faktoren
Ca”* und ROS stehen unter bestimmten Bedingungen in direkter Beziehung:
ROS stimulieren eine spezifische Ca** Ausschittung von Mitochondrien und
dies erhoht die ROS Produktion (Richter ef al., 1996).

Exzessive intrazellulare Calciumionen-Konzentrationen tragen zu cytotoxischen

Ereignissen bei, die zur Produktion von ROS, Apoptose oder Nekrose flhren
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(Richter, 1998). Zu diesen Ereignissen gehdrt auch die Uberaktivierung von
Proteinphosphatasen.

Die auf der nachsten Seite folgende Abb. 26 verdeutlicht die diskutierte
Hypothese Uber die physiologische Bedeutung der cAMP-abhangigen

Phosphorylierung der COX nochmals schematisch.
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die physiologiséhe Bedeutung der cAMP-abhéngigen

Abb.26: Schematische Darstellung der Hypothese Uber
Phosphorylierung der Cytochrom ¢ Oxidase
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird erstmalig gezeigt, daR die allosterische ATP-Inhibierung der
Cytochrom ¢ Oxidase (COX) durch eine cAMP-abhangige Phosphorylierung des
Enzyms induziert wird.

Die Vorinkubation von intakten Rinderlebermitochondrien mit cAMP in Gegenwart
von hohen ATP/ADP-Verhéltnissen erniedrigt die ATP-gehemmte COX-Aktivitat
nach Solubilisierung bis zu 7 %. Die Inkubation mit cAMP verwandelt den
hyperbolischen Verlauf der S/v-Kurve in eine sigmoide Kinetik mit einer
vollstandigen Hemmung der COX-AKktivitat (,Lagphase") bis 6 pM Cytochrom c.
Die COX-Aktivitat der Mitochondrien in Gegenwart von ADP wird durch
Inkubation mit cAMP nur um 30 % reduziert. An geléster COX wurde hingegen
keine Verminderung der Aktivitat in Gegenwart von ADP nach Inkubation mit
ATP, Proteinkinase und cAMP gefunden.

Der Vergleich der ATP-gehemmten Aktivitaten rekonstituierter COX zeigten, dafl
die Phosphorylierung an der cytosolischen Domane der COX eine geringe
allosterische ATP-Inhibierung indiziert, die durch Phosphorylierung an der
Matrixdomane additiv verstarkt wird.

Die allosterische ATP-Inhibierung der COX war bei Inkubation der Mitochondrien
bei 4°C starker als bei 25°C. Der Zusatz von Kaliumfluorid, einem unspezifischen
Inhibitor von Serin-Threonin-Proteinphosphatasen, wahrend der Inkubation der
Mitochondrien fahrt zu einer signifikanten Verstarkung der vollstandigen ATP-
Inhibierung der COX-Aktivitat.

Der an Mitochondrien gezeigte Effekt der ATP-Inhibierung der COX-Aktivitat nach
Inkubation mit cAMP ist spezifisch far cAMP. Inkubation mit cGMP hatte keinen
EifluR auf die COX-Aktivitat der solubilisierten Mitochondrien.

Der Effekt von cAMP auf die ATP-gehemmte COX-Aktivitat in Mitochondrien wird
durch Inkubation der Mitochondrien mit Ca?* wieder aufgehoben. Die COX-
Aktivitat in Gegenwart von ADP wird durch Ca?* nicht beeinflukt. Die Inkubation
von geldster phosphorylierter COX mit Ca?* hat keinen EinfluR auf die ATP-
gehemmte COX-Aktivitat

Die Vorinkubationvon isolierter COX mit Proteinkinase A und cAMP in Gegenwart

vom ATP-regenerierenden Systems vermindert die ATP-gehemmte COX-Aktivitat
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auf 34 %. Die Kinetik der ATP-gehemmten COX-Aktivitat ist sigmoid und zeigt
eine ,Lagphase* bis 4,5 uM Cytochrom c.

Die kinetischen Untersuchungen an geldster COX haben gezeigt, dal die ATP-
Inhibierung cAMP-abhangig phosphorylierte COX durch Inkubation mit der Cq
Untereinheit der Proteinphosphatase 1 aufgehoben wird. Die Phosphorylierung
der COX ist somit reversibel.

Experimente mit [y->2P]-ATP und cAMP-abhangiger Proteinkinase A an isolierter
COX haben eine cAMP-abhangige spezifische Markierung der Untereinheiten |l
(und/oder 1ll) und Vb ergeben. Die extraliposomale Phosphorylierung
rekonstituierter COX zeigt, daR die Untereinheit Il (und/oder lll) an der
cytosolischen Doméne phosphoryliert wird. Sequenzvergleiche ergaben eine
cAMP-abhangige Konsensussequenz in der Untereinheit Vb (RXXSs4) und eine in
der Untereinheit 1ll (RXXSes) die allerdings auf der Matrixdomane liegt. Zwei
Konsensussequenzen sind auf der Untereinheit Il (KXXS225 und RXXXS1ss), die
beide auf der cytosolischen Doméne liegen.

Auf Grund dieser Ergebnisse wird die Hypothese aufgestellt, daf® in vivo die COX
von mitochondrialen cAMP-abhangigen Proteinkinasen phosphoryliert wird.
Dadurch wird die allosterische ATP-Inhibierung der COX angeschaltet, und die
mitochondriale Atmung ist von der COX kontrolliert. Des weiteren wird postuliert,
daR in vivo erhéhte Ca?* Konzentrationen die Dephosphorylierung der COX
induzieren. Dadurch wird die Kontrolle der mitochondrialen Atmung durch das
ATP/ADP-Verhaltnis aufgehoben. In diesem Falle wird ein erhohtes
Membranpotential erméglicht. Dies hat eine vermehrte Produktion von ROS
(reactive oxygen species) zur Folge, welche durch Mutation der mtDNA den

ProzeR des Alterns vorantreiben.
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Abkurzungen

9. Abkilrzungen

Abb.
abs.
ATP
ADP
bidest.
bp
cAMP
cGMP
CL
COX
DNA
mtDNA
E

€
EDTA
FADH,
HEPES
KP;

Kwm

Lsg.

min
NADH
nm
PAGE
PEP
PK
PKA
PP 1
ROS

Abbildung

absolut

Adenosintriphosphat
Adenosindiphosphat

bidestilliert
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cyclo-37,5"-Adenosinmonophosphat
cyclo-3",5"-Guanosinmonophosphat
Cardiolipin

Cytochrom ¢ Oxidase
Desoxyribonukleinsaure
mitochondriale Desoxyribonuklieinsaure
Extinktion

Extinktionskoeffizient
Ethylendiamintetraacetat
Flavinadenindinukleotid
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonsaure)
Kaliumphosphat
Michaelis-Menten-Konstante
Lésung

Stunde

Liter

molar

Minute
Nicotinamidadenindinukleotid
Nanometer
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphoenolpyruvat
Pyruvatkinase

Proteinkinase A
Proteinphosphatase 1

Reaktive Sauerstoff-Spezies
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Abklrzungen

rpm
RT

SDS
TCA
TEMED
TFA
TMPD
Tris

Ap
Ap
Ay

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecyisulfat
Trichloressigsaure
N,N,N’,N’'-Tetramethylendiamin
Trifluoressigsaure
N,N,N",N’-Tetramethyl-p-phenylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Einheit der Enzymaktivitat (Unit)
Volt

elektrochemisches Potential
protonenmotorische Kraft

Membranpotential
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