
NAD+-abhängige Signalwege in Mitochondrien

ADP-Ribosyltransferase und NAD+-Glycohydrolase

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
im Fachbereich Chemie

an der Freien Universität Berlin

vorgelegt von
Dierk Jorcke

aus Berlin

1998



Diese Arbeit wurde in der Zeit von November 1995 bis November 1998 am Institut für Bio-
chemie der Freien Universität Berlin angefertigt. Der Verfasser versichert, die Arbeit eigen-
ständig durchgeführt zu haben.

1. Gutachter : Prof. Dr. Dr. M. Schweiger

2. Gutachter : Prof. Dr. F. Hucho

Tag der Disputation : 11.02.1999



Für

Meike,
Frederic und Tabea

Prophet 16f., Von den Kindern.

Eure Kinder sind nicht eure Kinder.

Sie sind die Söhne und Töchter der Sehnsucht des Lebens nach sich selber.

Sie kommen durch euch, aber nicht von euch,

Und obwohl sie mit euch sind, gehören sie euch doch nicht.

Ihr dürft ihnen eure Liebe geben, aber nicht eure Gedanken,

Denn sie haben ihre eigenen Gedanken.

Ihr dürft ihren Körpern ein Haus geben, aber nicht ihren Seelen,

Denn ihre Seelen wohnen im Haus von morgen,

das ihr nicht besuchen könnt, nicht einmal in euren Träumen.

Ihr dürft euch bemühen, wie sie zu sein,

aber versucht nicht, sie euch ähnlich zu machen.

Denn das Leben läuft nicht rückwärts, noch verweilt es im Gestern.

Ihr seid die Bogen, von denen eure Kinder als lebende Pfeile ausgeschickt werden.

Der Schütze sieht das Ziel auf dem Pfad der Unendlichkeit, und Er spannt euch mit

Seiner Macht, damit seine Pfeile schnell und weit fliegen.

Laßt euren Bogen von der Hand des Schützen auf Freude gerichtet sein;

Denn so wie Er den Pfeil liebt, der fliegt, so liebt Er auch den Bogen, der fest ist.

Khalil Gibran
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1. Einleitung

Die Pyridinnukleotide, Nikotinamidadenindinukleotid und Nikotinamidadenindinukleotidphos-
phat [NAD(P)], sind ubiquitär auftretende Coenzyme, die an zahlreichen Reaktionen der zellu-
lären Energietransformation beteiligt sind. Seit langem ist ihre fundamentale Bedeutung als
Cofaktoren vieler Dehydrogenasen, die Hydridtransferreaktionen zentral zum Energieumsatz
katalysieren, bekannt.

Mit der Entdeckung von Signalwegen, die durch Metabolite der oxidierten Formen [NAD(P)+]
gesteuert werden, sind die Pyridinnukleotide augenblicklich erneut ins Zentrum des Interesses
gerückt. Bemerkenswerterweise dient das NAD+ sowohl als Substrat für kovalente Proteinmodi-
fikationen sowie auch als Vorläufer für neuartige intrazelluläre Calcium-mobilisierende Boten-
stoffe. Von großer Bedeutung in diesem Zusammenhang ist die Beteiligung der Mitochondrien
an der Regulation der zellulären Calcium-Homöostase, die durch die zusätzlichen Kapazitäten
des NAD(P)+ als Vorstufe Calcium-freisetzender Nukleotide erklärt werden könnte.

Die Struktur des NAD+, bestehend aus zwei Mononukleotiden, wurde bereits 1936 geklärt (Von
Euler et al., 1936). Dabei sind die Nukleotide Adenosin-5´-monophosphat (AMP) und Nikoti-
namidmononukleotid (NMN) über eine energiereiche Pyrophosphatbindung miteinander ver-
knüpft (Abb. 1, links).

Alle im folgenden beschriebenen Gruppentransferreaktionen (Abschnitt 1.1) beinhalten die
Spaltung der β-N-glykosidischen Bindung, die den Adenosin-5´-diphosporibose (ADP-Ribose)-
Rest mit dem quartanären Stickstoff des Pyridinrings verbindet (Abb.1, rechts). Unter Freiset-
zung des Nikotinamids (Nam) wird aus dem Substrat NAD+ die ADP-Ribose-Einheit auf unter-
schiedliche Nukleophile übertragen.

Abb. 1 Struktur von Nikotinamidadenindinukleotid (NAD
+
). Linke Seite: Eine Pyrophosphatbindung

verbindet die beiden Mononukleotide Adenosinmonophosphat (AMP) und Nikotinamidmononu-
kleotid (NMN). Rechte Seite: Nikotinamid (Nam) und Adenosindiphosphoribose (ADPR) sind
durch eine energiereiche β-N-glykosidische Bindung verknüpft.
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ADP-Ribosyltransferasen (ADPRTs) stellen eine Gruppe ADP-Ribose übertragender Enzyme
dar, die den Transfer auf spezifische Aminosäuren ihrer Zielproteine katalysieren (Abschnitt
1.1.1).

Zusätzlich ist NAD+ (und NADP+) ein Substrat für NAD(P)+-Glycohydrolasen (NADasen),
Enzyme, die seit mehr als 50 Jahren bekannt sind (Handler und Klein, 1942). Ihre Funktion
wurde jedoch bis heute nicht umfassend geklärt (Abschnitt 1.1.2). Im Gegensatz zu den
ADPRTs katalysieren NADasen die hydrolytische Spaltung der Bindung zwischen ADP-Ribose
und Nikotinamid und damit die Übertragung des ADP-Riboserestes auf Wasser als Nukleophil
(Price und Pekala, 1987).

Die Entdeckung derartiger Transfer-Reaktionen erweiterte die biologische Rolle des NAD+ von
der eines respiratorischen Coenzyms zu der eines Substrates für “Nicht-Oxidations- / Redukti-
ons-Reaktionen“.

1.1 NAD+-metabolisierende Enzymaktivitäten

1.1.1 ADP-Ribosyltransferasen

ADP-Ribosyltransferasen katalysieren die posttranslationale Modifikation spezifischer Akzep-
toren, bei der unter Verwendung von NAD+ als Substrat ein ADP-Riboserest kovalent auf spe-
zielle Aminosäuren ihrer Zielproteine übertragen wird (ADP-Ribosylierung). Die ADP-
Ribosylierung von Proteinen wurde erstmalig als eine Modifikation von nukleären Proteinen
durch Polymere aus ADP-Riboseresten, die aus dem NAD+ stammen, entdeckt (Chambon et al.,
1963, 1966). Das polymerisierende Enzym, polyADP-Ribosyltransferase (pADPRT), ist ein
Kernprotein, das bisher in allen untersuchten Eukaryonten (einzige Ausnahme: Hefe) nachge-
wiesen wurde. Es handelt sich um ein multifunktionelles Enzym, das sowohl den Transfer der
ersten ADP-Ribose vom NAD+ auf Glutamatreste als auch das Wachstum der ADP-Ribosekette
und deren Verzweigung katalysiert (Oei et al., 1997). Obwohl die physiologische Funktion der
pADPRT noch weitgehend unklar ist, wurde eine Beteiligung an zahlreichen Prozessen, wie
DNA-Reparatur, Zelldifferenzierung und Apoptose, nachgewiesen (Oei et al., 1997). Neueren
Untersuchungen zufolge hat die polyADP-Ribosylierung einen direkten Einfluß auf die RNA
Polymerase II-abhängige Transkription, die in einem NAD+ benötigenden Prozeß inhibiert wird
(Oei et al., 1998).

Eine zweite Klasse ADP-ribosylierender Enzyme wird von monoADP-Ribosyltransferasen
(mADPRTs) repräsentiert, die eine Proteinmodifikation mit nur einem ADP-Riboserest kataly-
sieren (Abb. 2). Die am besten charakterisierten mADPRTs sind prokaryontischen Ursprungs.
Wesentliche Erkenntnisse über die ADP-Ribosylierung wurden in bezug auf den Bakteriopha-
gen T4 erhalten (Mailhammer et al., 1975a, b). Das Phagengenom kodiert für zwei monoADP-
Ribosyltransferasen, die während der Infektion von Escherichia coli die wirtseigene RNA-
Polymerase modifizieren. Während eine ADPRT, Alt (alteration), ein internes Protein des Pha-
genkopfes ist und mit der Virus-DNA in die Zelle injiziert wird, wird die zweite ADPRT, Mod
(modification), im Verlauf der Infektion gebildet. Beide Enzyme ADP-ribosylieren die α-
Untereinheit der E. coli RNA-Polymerase. Es konnte gezeigt werden, daß die Modifizierung zu
einer generellen Reduktion der Transkription von Wirts-DNA führt, d. h. kaum mRNA von
Genen des Bakteriums synthetisiert wird (Mailhammer et al., 1975a).
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Obwohl die ADP-Ribosylierung nicht essentiell für die Phagenentwicklung ist, da auch Dop-
pelmutanten (T4 alt - mod -) überlebensfähig sind, konnte durch diese Ergebnisse erstmalig ein
Mechanismus aufgezeigt werden, der erklären kann, wie der T4-Phage sein genetisches Pro-
gramm Schritt für Schritt in der Wirtszelle ausführt (Mailhammer et al., 1975a).
Diverse Bakterienspezies sekretieren Toxine, die nach Eindringen in die Wirtszelle spezifische
Proteine mit ADP-Ribose modifizieren (Moss und Vaughan, 1988). Auffallend ist, daß alle bis-
her beschriebenen Toxine mit mADPRT-Aktivität nukleotidbindende Proteine, in den meisten
Fällen guaninnukleotidbindende Proteine (G-Proteine), ADP-ribosylieren. Ein sekretorisches
Produkt des Keuchhustenerregers Bordetella pertussis, das Pertussis Toxin, modifiziert eine
Komponente des Rezeptor-Adenylat-Cyclase-Systems, die α-Untereinheit des inhibitorischen
G-Proteins (Gi), in einem NAD+-abhängigen Prozeß (Katada und Ui, 1982a, b). Es wurde ge-
zeigt, daß die enzym-katalysierte Reaktion zu einer kovalenten Verknüpfung der ADP-Ribose
mit einem Cystein des Akzeptors führt (West et al., 1985). Die ADP-Ribosylierung von Giα

bedingt eine verminderte Dissoziation von Gβγ und eine Abnahme der Affinität zu GTP bei
gleichzeitig verstärkter Bindung von GDP. Dadurch wird eine effektive Entkopplung vom inhi-
bitorischen Rezeptor erreicht, so daß dessen Agonisten nicht mehr zu einer Hemmung der
Adenylat Cyclase und damit Abnahme des zellulären cAMP-Spiegels führen (Moss
und Vaughan, 1988). Über einen homologen Mechanismus verursacht das Cholera Toxin, ein
sekretiertes Produkt von Vibrio cholerae, seine pathologischen Effekte. Das primäre Zielprotein
der enzym-katalysierten, NAD+-abhängigen Reaktion ist die α-Untereinheit des stimulatori-
schen G-Proteins (Gs) des Adenylat-Cyclase-Systems (Cassel und Pfeuffer, 1978). Die spezifi-
sche Modifikation von Gsα mit ADP-Ribose an einem Argininrest führt zu einer Inhibition der
intrinsischen GTPase-Aktivität (Moss und Vaughan, 1977). Dadurch wird die Lebenszeit der
aktiven Gsα/GTP - Komponente verlängert, die eine Stimulation der Adenylat Cyclase und
folglich eine erhöhte cAMP-Konzentration bewirkt (Moss und Vaughan, 1988).

Abb. 2 ADP-Ribosylierung. MonoADP-Ribosylierung ist eine posttranslationale Modifikation von
Zielproteinen, bei der - unter Freisetzung des Nikotinamids - ein ADP-Riboserest des NAD+ ko-
valent auf eine spezifische Aminosäure übertragen wird. Nu, Nukleophil (Aminosäure des Ziel-
proteins).
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Diphthamid, ein posttranslational veränderter Histidinrest im Elongationsfaktor-2 (EF-2), wird
durch das Diphtherie Toxin des Bakteriums Corynebacterium diphtheriae sowie durch das
Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa ADP-ribosyliert. Dadurch kommt es zu einer
(irreversiblen) Hemmung der Proteinbiosynthese und letztlich zum Zelltod (Collier, 1975; Moss
und Vaughan, 1988).

Toxine mit mADPRT-Aktivität werden von diversen Clostridienspezies produziert (Aktories,
1997). Eine Familie clostridialer Toxine ADP-ribosyliert monomeres Aktin spezifisch an einem
Argininrest (Vandekerckhove et al., 1988), eine andere Gruppe clostridialer mADPRTs modifi-
ziert an der Regulation der Aktin-Cytoskelettstruktur beteiligte GTP-bindende Proteine der
Rho-Familie an einem Asparaginrest (Sekine et al., 1989). Mit der Intoxikation wird eine dra-
matische Veränderung der Cytoskelettstruktur beobachtet, die durch veränderte Polymerisati-
onseigenschaften des Aktins hervorgerufen wird (Aktories, 1994).

Die bisher genannten prokaryontischen mADPRT-Aktivitäten führen zu einer irreversiblen Mo-
difikation ihrer jeweiligen Zielproteine in der Wirtszelle, für die bisher kein wirksamer Gegen-
mechanismus beschrieben wurde (Okazaki und Moss, 1996).

Daß eine endogene ADP-Ribosylierung ein Teil eines Regulationskreislaufs sein kann, wurde
für das photosynthetische Bakterium Rhodospirillum rubrum gezeigt (Ludden, 1994). In
R. rubrum wird die Fixierung von Stickstoff derart reguliert, daß die Dinitrogenase-Reduktase,
ein Teil des stickstoffixierenden Enzymkomplexes, durch ADP-Ribosylierung eines Argininre-
stes inaktiviert wird. Das Enzym, das diese Reaktion katalysiert - die Dinitrogenase-Reduktase
ADP-Ribosyltransferase - wird durch Umweltstimuli, wie Dunkelheit oder eine Quelle fixierten
Stickstoffs, aktiviert. Die Entfernung der Stickstoffquelle oder Lichteinwirkung führen zu einer
Aktivierung der Dintrogenase-Reduktase. Das Enzym Dintrogenase-Reduktase ADP-Ribose
Hydrolase katalysiert die Abspaltung der zuvor eingebauten ADP-Ribose und regeneriert den
freien Argininrest, wodurch der Regulationskreislauf geschlossen wird.

Mehrere eukaryontische monoADP-Ribosyltransferasen wurden identifiziert und beschrieben
(Okazaki und Moss, 1996). Die meisten dieser Enzyme, deren in vivo Zielproteine nur wenig
charakterisiert sind, modifizieren Argininreste in verschiedenen in vitro Substraten (Okazaki
und Moss, 1996). Die ADP-Ribosylierung von Argininen scheint ein reversibler Prozeß zu sein:
In Truthahnerythrocyten konnte sowohl eine argininspezifische ADPRT-Aktivität (Moss et al.,
1980) als auch die enzymatische Aktivität einer ADP-Ribosylarginin Hydrolase identifiziert
werden (Moss et al., 1985; Moss et al., 1988). Die erste eukaryontische mADPRT, die gereinigt,
sequenziert und deren kodierender cDNA-Bereich kloniert wurde, stammt aus dem Skelettmus-
kel von Kaninchen (Zolkiewska et al., 1992). Als physiologisches Substrat dieses Enzyms
konnte Integrin α7 identifiziert werden, dessen argininspezifische ADP-Ribosylierung jedoch
nicht vollständig reversibel ist und damit außerhalb eines postulierten Regelkreislaufs stattzu-
finden scheint (Zolkiewska und Moss, 1993). Eine zelluläre mADPRT, die entsprechend den
bakteriellen Toxinen (s.o.) den Diphthamidrest des Elongationsfaktors-2 modifiziert, wurde in
Hamsternierenzellen beschrieben (Lee und Iglewski, 1984). Der endogene Transfer der ADP-
Ribose aus dem NAD+ erfolgt jedoch im Gegensatz zur toxin-katalysierten Modifikation nur
auf einen Teil des EF-2-Pools (Iglewski, 1994).

Endogene ADP-Ribosylierungen von Cysteinresten wurden ebenfalls mehrfach nachgewiesen.
Ein für neuronales Gewebe spezifisches Protein, B-50, das unter anderem an der Regulation
eines G-Proteins beteiligt zu sein scheint (Strittmatter et al., 1990), wird cystein-spezifisch mit
ADP-Ribose modifiziert (Philibert und Zwiers, 1995). Bemerkenswert ist, daß die ADP-
Ribosylierung der beiden einzigen Cysteinreste innerhalb von B-50 (Cys-3 und/oder Cys-4) eine
verminderte Assoziation dieses Proteins mit Membranen bewirkt, weil dadurch die Palmitoylie-
rung dieser Aminosäuren verhindert wird (Zwiers et al., 1997).
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Für Cysteinreste spezifische mADPRTs wurden in Erythrocyten aus Rindern (Saxty und van
Heyningen, 1995) sowie Menschen (Tanuma et al., 1987) nachgewiesen. Ein Substrat der hu-
manen ADPRT ist die α-Untereinheit eines inhibitorischen G-Proteins (Tanuma et al., 1988). In
menschlichen Erythrocyten wurde zusätzlich eine für ADP-Ribosylcystein spezifische Hydrola-
se entdeckt (Tanuma und Endo, 1990), ein Hinweis auf einen möglichen ADP-
Ribosylierungskreislauf, der Cysteinreste in Proteinen involviert (Okazaki und Moss, 1996).
Die Modifikation von Proteinen mit ADP-Ribose scheint außerdem über einen nicht-
enzymatischen Mechanismus erfolgen zu können (Just et al., 1994; McDonald und Moss,
1993a, b). Es wurde vermutet, daß eine NAD+-Glycohydrolase (Abschnitte 1.1.2 und 1.2.2) die
Hydrolyse des NAD+ katalysiert und die gebildete freie ADP-Ribose eine nicht-enzymatische
Cysteinmodifikation bewirkt (McDonald et al., 1992; Okazaki und Moss, 1996).

In vielen Fällen erhält man die erste Information einer ADP-Ribosylierung über kovalent modi-
fizierte Proteinsubstrate nach Inkubation mit radioaktiv markiertem NAD+, bevor eine Charak-
terisierung des katalytischen Enzyms erfolgt. Die Spezifität aller bekannten ADPRTs für eine
bestimmte Aminosäure ist daher ein wichtiges Kriterium für die Einteilung dieser Enzyme. Die
Aminosäure, mit der die ADP-Ribose-Einheit verknüpft wurde, kann durch die Empfindlichkeit
der Bindung gegenüber verschiedenen Chemikalien (Tab. 1) bestimmt werden (Jacobson et al.,
1994). Die chemische Stabilität möglicher Aminosäure-ADP-Ribose-Bindungen wurde anhand
von synthetisierten Modellverbindungen sowie mittels bakterieller Toxine modifizierter Protei-
ne ermittelt (Cervantes-Laurean et al., 1993, 1995).

ADP-Ribosylierung in Mitochondrien wurde in verschiedenen Veröffentlichungen dokumen-
tiert; sie wird getrennt im Abschnitt 1.2.2 behandelt.

ADPR-Bindung

mit

Ameisensäure

(44%), 37°C

Hydroxylamin

(1M), 37°C

Hg
2+

(10mM), 25°C

CHES

(50mM), 37°C

NaOH

(1M), 37°C

Glutamat stabil Spaltung,
schnell

stabil Spaltung,
langsam

Spaltung

Arginin stabil Spaltung,
langsam

stabil stabil Spaltung

Cystein stabil stabil Spaltung stabil Spaltung

Histidin
(Diphthamid)

stabil stabil stabil stabil stabil

Asparagin stabil stabil stabil stabil stabil

Serin Spaltung stabil stabil stabil stabil

Lysin stabil stabil stabil Spaltung,
schnell

Spaltung

Tab. 1 Chemische Stabilitäten von Aminosäure-ADP-Ribose-Bindungen. Die Behandlung eines ADP-
ribosylierten Proteins mit unterschiedlichen Chemikalien ermöglicht die Identifizierung der an der
Bindung beteiligten Aminosäure. Eine Bindung gilt als stabil, wenn ihre Halbwertszeit unter den an-
gegebenen Bedingungen mehr als zehn Stunden beträgt (Jacobson et al., 1994).
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1.1.2 NAD
+
-Glycohydrolasen

NAD+-Glycohydrolasen (NADasen) sind die am längsten bekannten NAD+-katabolisierenden
Enzyme (Handler und Klein, 1942). Sie katalysieren die hydrolytische Spaltung des NAD+ zu
Nikotinamid und ADP-Ribose (Abb. 3, Route 1). Damit unterscheiden sie sich von den zuvor
beschriebenen ADP-Ribosyltransferasen in der Hinsicht, daß sie Wasser als nukleophilen Ak-
zeptor des ADP-Riboserestes annehmen. Die durch NADasen katalysierte Reaktion wurde zu-
nächst in den Katabolismus des NAD+ eingeordnet (Gholson, 1966), jedoch wird das Konzept
eines aktiven Synthese-/Abbau-Kreislaufs durch die benötigte hohe Energiemenge für die Re-
synthese des NAD+ aus ADP-Ribose und Nikotinamid in Frage gestellt (Price und Pekala, 1987;
Ziegler et al., 1997a1).

NADasen sind weit verbreitete Enzyme, die sowohl in Prokaryonten als auch Eukaryonten
nachgewiesen wurden (Price und Pekala, 1987). Während die Mehrzahl der eukaryontischen
Enzyme membrangebunden ist (Ziegler et al., 1997a1), stellen die bekannten prokaryontischen
NADasen wasserlösliche Proteine dar (Price und Pekala, 1987). Wasserlösliche NADasen eu-
karyontischen Ursprungs wurden bisher in der Samenflüssigkeit (Yuan und Anderson, 1971)
und im Hirngewebe (Yamauchi und Tanuma, 1994) von Rindern, sowie bei Neurospora crassa,

Bungarus fasciatus (Price und Pekala, 1987) und Aplysia californica (Hellmich und Strumwas-
ser, 1991; Lee und Aarhus, 1991) entdeckt. NADase-Aktivitäten sind oft mit der Plasmamem-
bran oder mit Mikrosomen organisiert (Price und Pekala, 1987), jedoch ist die subzelluläre Lo-
kalisation dieser Enzyme in vielen Geweben von Säugetieren noch nicht eindeutig geklärt
(Ziegler et al., 1997a1). Eine mit mitochondrialen Membranen assoziierte NAD+-
Glycohydrolase wurde ebenfalls mehrfach beschrieben (Ziegler et al., 1997a1); sie wird getrennt
im Abschnitt 1.2.2 behandelt.

Seit nunmehr elf Jahren haben NADasen eine erneute große Aufmerksamkeit erlangt und sind
Inhalt zahlreicher Untersuchungen: In der Arbeitsgruppe von Lee (Clapper et al., 1987) wurde
entdeckt, daß eine Ca2+-Freisetzung aus Seeigelei-Mikrosomen durch einen Metaboliten des
NAD+ bewirkt wird. Dieses Molekül wurde später als cyclische ADP-Ribose (cADP-Ribose)
identifiziert (Lee et al., 1989). Es konnte gezeigt werden, daß dieser Weg der Ca2+-
Mobilisierung unabhängig vom Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3)-Mechanismus, jedoch genau-
so effektiv erfolgt (Dargie et al., 1990). Das Enzym, mit dem erstmalig die Bildung der cADP-
Ribose nachgewiesen werden konnte, ist aus den Ovotestes der Meeresschnecke Aplysia cali-

fornica isoliert worden (Hellmich und Strumwasser, 1991; Lee und Aarhus, 1991); bis zu die-
sem Zeitpunkt wurde das Enzym als NAD+-Glycohydrolase klassifiziert. Die enzymatische
Synthese von cADP-Ribose, katalysiert von ADP-ribosyl Cyclasen bzw. cADP-Ribose Syntha-
sen, bedingt die Spaltung der β-N-glykosidischen Nikotinamid-Ribose-Bindung. Im Anschluß
daran erfolgt eine Cyclisierung des N1-Atoms des Adeninringes mit dem anomeren Kohlenstoff
der terminalen Ribose (Abb. 3, Route 2).

Die cDNAs von drei eukaryontischen NADasen wurden bisher kloniert und die daraus abgelei-
teten Aminosäuresequenzen bestimmt. Dazu gehören zum einen das Enzym der Meeresschnek-
ke Aplysia (Glick et al., 1991; Nata et al., 1995) und zum anderen zwei Proteine des Menschen
bzw. verschiedener Nagetierspezies : CD38, ein Blutzell-Differenzierungsmarker (Jackson und
Bell, 1990; Harada et al., 1993; Koguma et al., 1994) sowie BST-1, dessen kodierendes Gen
zuerst aus einer Knochenmarks-Stromazellinie kloniert wurde (Kaisho et al., 1994; Dong et al.,
1994; Itoh et al., 1994; Furuya et al., 1995).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Die Entdeckung, daß die Synthese von cADP-Ribose durch ein zunächst als NAD+-
Glycohydrolase klassifiziertes Enzym katalysiert wird, führte zu der Identifizierung zahlreicher
dieser Enzyme als ADP-ribosyl Cyclasen (Ziegler et al., 1997a1); darunter befindet sich interes-
santerweise auch ein prokaryontisches Protein aus Streptococcus pyogenes (Karasawa et al.,
1995).

Die Ektoenzyme CD38 (Howard et al, 1993; Zocchi et al., 1993; Takasawa et al., 1993; Sum-
merhill et al., 1993) sowie BST-1 (Hirata et al., 1994) besitzen ebenfalls die Fähigkeit, die
Synthese von cADP-Ribose zu katalysieren. Im Gegensatz zu der löslichen ADP-ribosyl Cycla-
se aus Aplysia sind diese beiden Enzyme mit der Plasmamembran verbunden. Während CD38
ein typisches Typ II Membranprotein darstellt (Malavasi et al., 1994; Lund et al., 1995; Jacob-
son et al., 1995), ist BST-1 über einen Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) mit
der Membran verbunden (Kaisho et al., 1994). Die katalytische Domäne der bisher isolierten
ADP-ribosyl Cyclasen aus Säugetieren ist ausnahmslos auf der extrazellulären Seite der Plas-
mamembran lokalisiert. Mit diesem Befund, der ihre Beteiligung an der Bildung intrazellulärer
cADP-Ribose unwahrscheinlich erscheinen läßt, ist eine der fundamentalen offenen Fragen be-
züglich der Funktion dieser Enzyme verbunden.

ADP-ribosyl Cyclase-Aktivitäten (Rusinko und Lee, 1989; Lee et al., 1994a) sowie die Existenz
endogener cADP-Ribose (Walseth et al., 1991) konnten in einer großen Zahl von Zellen bzw.
Geweben nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde die Ca2+-freisetzende Wirkung der
cADP-Ribose für viele Systeme etabliert (Ziegler et al., 1997a1). Folglich kann cADP-Ribose
als ein weitverbreitetes intrazelluläres Nukleotid angesehen werden, das von grundlegender
Bedeutung bei der Regulation der zellulären Ca2+-Homöostase zu sein scheint. Dennoch ist es
bislang trotz intensiver Forschung nicht gelungen, den Rezeptor für cADP-Ribose zu identifi-
zieren; die Evidenzen weisen cADP-Ribose jedoch eine Beteiligung an der Calcium-induzierten
Calcium-Freisetzung, die über Ryanodin-Rezeptoren vermittelt wird, zu (Lee, 1996). Interes-
santerweise sind nicht alle NADasen in der Lage, das cyclische Nukleotid zu bilden. Das En-
zym aus Neurospora crassa z. B. katalysiert ausschließlich die Bildung freier ADP-Ribose (und
Nikotinamid) aus NAD+ (Graeff et al., 1994; Ziegler et al., 1997a1).

Die hohe Effizienz, mit der cADP-Ribose eine Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern
bewirkt, läßt es offensichtlich erscheinen, daß es einen wirksamen Mechanismus der Inaktivie-
rung geben muß. cADP-Ribose Hydrolasen, Enzyme, die die hydrolytische Spaltung der cADP-
Ribose zu ADP-Ribose katalysieren (Abb. 3, Route 3), sind in der Tat in verschiedenen Gewe-
ben nachgewiesen worden (Lee und Aarhus, 1993). Die ersten Befunde, daß die Hydrolase-
Aktivität mit der ADP-ribosyl Cyclase korreliert, wurden in der Arbeitsgruppe von Jacobson
erbracht (Kim et al., 1993). Für die zur Homogenität gereinigte ADP-ribosyl Cyclase aus Hun-
demilz-Mikrosomen, die scheinbar homolog zu CD38 ist (Jacobson et al., 1995) sowie für das
Enzym aus Bungarus fasciatus, konnte die cADP-Ribose Hydrolase-Aktivität nachgewiesen
werden. Bisher gehören alle als Hydrolasen identifizierten Enzyme auch zur Klasse der Cycla-
sen, so daß beide Aktivitäten in einem bifunktionellen Protein vereint sind. Damit kann die
“klassische“ Reaktion der NAD+-Glycohydrolasen als eine Sequenz zweier aufeinanderfolgen-
der katalytischer Teilschritte angesehen werden (Abb. 3, Routen 2 und 3):

1. Synthese cyclischer ADP-Ribose aus NAD+ unter Freisetzung des Nikotinamids.

2. Hydrolyse cyclischer ADP-Ribose und Generierung freier ADP-Ribose.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Abb. 3 Struktur und Metabolismus von cyclischer ADP-Ribose (cADP-Ribose). Die bisher bekann-
ten bifunktionellen Enzyme katalysieren die klassische NADase-Reaktion 1, die Synthese 2 sowie
die Hydrolyse von cADP-Ribose 3. Reaktion 2 ist reversibel, so daß die Synthese von NAD+ aus
cADP-Ribose und Nikotinamid möglich ist.

Die NADase aus Kälbermilz-Mikrosomen ist eines der am umfassendsten charakterisierten bi-
funktionellen Enzyme. Sie katalysiert sowohl die Hydrolyse von NAD+ und zahlreicher NAD+-
Analoga (Schuber et al., 1978, 1979) als auch die cADP-Ribose Hydrolase-Reaktion (Muller-
Steffner et al., 1994). Darüber hinaus ist dieses Enzym zu einer sogenannten Transglykosylie-
rungsreaktion befähigt, die mit Nikotinamidanaloga (z. B. 3-Acetylpyridin) zu einem Pyridinba-
senaustausch (Schuber et al., 1976) und in Anwesenheit von Methanol (Methanolyse) zur Ent-
stehung des Methylribosids führt (Muller-Steffner et al., 1994). Die Transglyosylierungsreakti-
on verschiedener NADasen wurde zur Synthese zahlreicher NAD+-Analoga, wie z. B. Nikotin-
säureadenindinukleotid oder 3-Acetylpyridinadenindinukleotid ausgenutzt (Ziegler et al.,
1997a1).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Die Reaktionsprodukte der Transglykosylierung weisen alle die ursprüngliche β-Konfiguration
bezüglich der terminalen Ribose auf. Daher sowie aufgrund kinetischer Analysen wurde ein
Reaktionsmechanismus postuliert (Bull et al., 1978, Schuber et al., 1979; Tarnus et al., 1988;
Oppenheimer, 1994), der ein enzymstabilisiertes ADP-ribosyl-Oxocarbeniumion als Intermediat
annimmt, welches sowohl aus NAD+ als auch aus cADP-Ribose gebildet werden kann (Abb. 3,
Mitte). Ausgehend von der Zwischenstufe ermöglicht die Konkurrenz zwischen unterschiedli-
chen Nukleophilen drei Reaktionswege:

1. Die irreversible Entstehung freier ADP-Ribose, die nicht zum Intermediat zurückreagie-
ren kann, da ihr die konservierte Energie der glykosidischen Bindung fehlt.

2. Die reversible Synthese von cyclischer ADP-ribose.

3. Die reversible Bildung von NAD+ bzw. entsprechender Derivate.

Außerordentlich bemerkenswert ist, daß einige der bifunktionellen NADasen ein sehr breites
Spektrum bezüglich ihrer Substrate und Reaktionsprodukte besitzen. Diese Enzyme akzeptieren
eine Reihe von NAD+-Analoga in der von ihnen katalysierten Reaktion (Ziegler et al., 1997a1).
Neben Pyridinbasenderivaten in der bereits erwähnten Transglykosylierung (s.o.) dienen auch
einige Derivate mit Modifikationen im Purinring als Substrate. NAD+-Analoga, wie 1,N6-
Etheno-NAD+ (ε-NAD+), Nikotinamidguanindinukleotid (NGD+) sowie Nikotinamidhypox-
anthindinukleotid (NHD+), werden von ADP-ribosyl Cyclasen zu fluoreszenten cyclischen Nu-
kleotiden umgesetzt (Graeff et al., 1994; 1996; Zhang und Sih, 1995). Von großem Interesse
dabei ist, daß der Ringschluß der terminalen Ribose in diesen Fällen - im Gegensatz zum N1-
Atom des Adenins bei der cADP-Ribose (Abb. 3) - über das N7-Atom des jeweiligen Purinrin-
ges erfolgt (Zhang und Sih, 1995; Graeff et al., 1996; siehe auch Abb. 192).

Zusätzlich können die ADP-ribosyl Cyclase aus Aplysia sowie CD38 ein cyclisches Produkt
unter Verwendung von NADP+ bilden (F-J. Zhang et al., 1995; Vu et al., 1996), dessen Identität
als cyclische ADP-Ribose-2´-phosphat (2´-P-cADP-Ribose) nachgewiesen wurde. Aus NADP+

kann noch ein weiterer Metabolit synthetisiert werden: Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat
(NAADP+) wird in Gegenwart von NADP+ und Nikotinsäure in einer Transglykosylierung ge-
neriert (Chini und Dousa, 1995; Aarhus et al., 1995). Sowohl 2´-P-cADP-Ribose als auch
NAADP+ bewirken eine Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern. Während 2´-P-cADP-
Ribose in Hirn-Mikrosomen Calcium aus einem cADP-Ribose-sensitiven aber InsP3-
insensitiven Ca2+-Pool freisetzt (Vu et al., 1996), mobilisiert NAADP+ Calcium aus Speichern,
die scheinbar weder von InsP3 noch von cADP-Ribose aktiviert werden (Chini et al., 1995; Lee
und Aarhus, 1995).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
2 siehe Abschnitt 8.1, Anhang
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1.2 Regulation der zellulären Calcium-Homöostase

Calciumionen sind an der Regulation zahlreicher Prozesse, wie Muskelkontraktion, Transmissi-
on von Nervenimpulsen, Blutgerinnung, Differenzierung und Proliferation, beteiligt (Berridge,
1993). Die Calciumkonzentration im Extrazellulärraum beträgt ca. 3mM, wovon etwa die
Hälfte des Calciums ionisiert, also frei vorliegt. Innerhalb der Zelle tritt Calcium nur ungefähr
zu 0,1% ionisiert auf; die cytosolische freie Calciumkonzentration einer ruhenden Zelle liegt im
Bereich von 0,1-0,2µM (Carafoli, 1987). Dieser deutliche Unterschied in der freien Calcium-
konzentration zwischen extra- und intrazellulären Flüssigkeiten bedingt eine große nach innen
gerichtete elektrochemische Kraft für Ca2+-Ionen. Intrazelluläres freies Calcium erfüllt die Rolle
eines bedeutenden Botenmoleküls für eine Vielzahl von Aktivitäten und muß daher einer
grundlegenden Feinregulation unterliegen.

Mit dem Transport von Calciumionen über die Plasmamembran bzw. über Membranen subzel-
lulärer Kompartimente besitzt eine Zelle prinzipiell zwei Hauptwege, um eine Veränderung der
intrazellulären Konzentration von Calcium zu bewirken. Die unterschiedlichen kinetischen Ei-
genschaften verschiedener Calciumtransportsysteme, insbesondere ihre Calcium-Affinität und -
Kapazität, lassen auf distinkte Funktionen bei der Regulation der Calciumkonzentration schlie-
ßen (Carafoli, 1987).

In der Plasmamembran sind drei verschiedene Calciumtransportsysteme lokalisiert (Carafoli,
1987; Richter und Frei, 1988; Richter und Kass, 1991). Die spannungssensitiven Ca2+-Kanäle
werden unter Depolarisation der Membran geöffnet, wodurch es zu einem Einstrom von Ca2+-
Ionen in das Cytosol kommt. Über den Na+/Ca2+-Antiporter werden in einem elektrogenen Pro-
zeß drei Na+-Ionen pro Ca2+-Ion ausgetauscht. Bei polarisierter Membran sorgt die einwärts
gerichtete Bewegung von Na+-Ionen entlang ihres Konzentrationsgradienten für die benötigte
Energie des auswärts gerichteten Ca2+-Stroms entgegen dem Konzentrationsgefälle. Unter De-
polarisation wird die Richtung der Ionenbewegung umgekehrt. Schließlich wird Calcium durch
eine ATP-betriebene Ca2+-Pumpe aus der Zelle transportiert, die ihre Energie aus der Hydrolyse
von einem Mol ATP pro Mol transportierter Ca2+-Ionen bezieht.

Das endoplasmatische bzw. sarkoplasmatische Retikulum (ER / SR) stellt einen wichtigen
Ca2+-Pool von Zellen dar (Berridge, 1993; Richter und Kass, 1991). Der Transport von Calcium
in das Retikulum erfolgt durch spezifische Ca2+-ATPasen, die eine hohe Affinität zu Calciu-
mionen haben. Im Retikulumlumen werden große Mengen von Calcium an Proteine, wie Calse-
questrin oder Calreticulin, mit niedriger Affinität gebunden.

Die Freisetzung des intraluminalen Calciums aus dem ER / SR wird durch spezielle Rezeptoren
gewährleistet, die einen Ca2+-Kanal bilden (Carafoli, 1987; Berridge, 1993). In nicht-erregbaren
Zellen führt die Bindung des “second messengers“ Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) an seinen
Rezeptor (InsP3R) zur Öffnung des Ca2+-Kanals und damit zur Freisetzung von Calcium ins
Cytoplasma. Der Hauptweg der Ca2+-Freisetzung aus dem SR erregbarer Zellen (Herz-, Ske-
lettmuskel) erfolgt über den Ryanodin-Rezeptor (RyR). Ryanodin-Rezeptoren, die ihren Namen
aufgrund ihrer Sensitivität gegenüber dem Pflanzenalkaloid Ryanodin erhielten, besitzen eine
hohe strukturelle und funktionelle Homologie zum InsP3R (Ogawa, 1994). Der physiologische
Ligand der RyRs ist bisher nicht bekannt. Es gibt jedoch erste Evidenzen, daß cADP-Ribose
sowohl in Seeigeleiern (Galione et al., 1991) als auch in Herz- und Pankreaszellen (Mészáros et
al., 1993; Thorn et al., 1994) einen physiologisch relevanten RyR-Agonisten darstellt.
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Ryanodin- und InsP3-Rezeptoren weisen beide eine Sensitivität gegenüber Ca2+-Ionen auf, die
zu einer verstärkten Mobilisierung ihrer Ca2+-Pools führt. Dieser als Calcium-induzierte Calci-
um-Freisetzung (CICR, “calcium-induced calcium-realease“) bekannte Mechanismus wird als
wichtiger Bestandteil der Generierung zeitlicher und räumlicher Varianzen der Ca2+-Freisetzung
und -Konzentration (Oszillationen bzw. Wellen) angesehen (Carafoli, 1987;  Berridge, 1993;
Clapham, 1995).

1.2.1 Bedeutung der Mitochondrien für die zelluläre Calcium-Homöostase

Isolierte, energetisierte Mitochondrien können eine große Menge an Calcium aufnehmen und
stellen damit einen wichtigen Ca2+-Pool der Zelle dar (Rossi und Lehninger, 1963; Carafoli,
1979, 1987). Der Transport von Calcium in die mitochondriale Matrix erfolgt energiegekoppelt
über einen Ca2+-Uniporter, angetrieben durch die elektrische Komponente der protonenmotori-
schen Kraft (Carafoli, 1979). Der Calciumausstrom aus Mitochondrien wird durch einen elek-
troneutralen Antiport gewährleistet, wobei ein 2Na+/Ca2+-Austauscher sowie ein 2H+/Ca2+-
Austauscher, deren Expression vermutlich gewebespezifisch erfolgt, beschrieben wurden
(Gunter und Pfeiffer, 1990; Denton und McCormack, 1990). Da die Ca2+-Affinitäten beider
Transportsysteme (Km ≅ 10µM) für eine Regulation von Reaktionen, die im sub-µM-Bereich
moduliert werden, zu gering ist (Carafoli, 1987), geht man davon aus, daß die Funktion der
Mitochondrien nicht primär die Pufferung cytosolischer Ca2+-Konzentrationen physiologischer
Bereiche, sondern vielmehr eine langsamere und langfristigere Ca2+-Regulation ist (Halestrap,
1989; Gunter und Pfeiffer, 1990; Denton und McCormack, 1990). Dauerhafte oder exzessive
Erhöhungen der cytosolischen Ca2+-Konzentration führen jedoch aufgrund der großen mito-
chondrialen Kapazität zu einer Akkumulation des Calciums in den Organellen, die damit als
wichtiger Speicher eine Calciumüberladung der Zellen verhindern können (Carafoli, 1987;
Richter und Frei, 1988; Halestrap, 1989; Gunter und Pfeiffer, 1990).

Verschiebungen der intrazellulären Homöostase sind oft die Folge schädigender Einwirkungen,
wobei das vermehrte Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) als eine häufige Ursache an-
gesehen wird. Ein etabliertes Modell für die Belastung von Zellen oder isolierten Mitochondrien
mit ROS (“oxidativer Stress“) ist die Behandlung mit Peroxidationsmitteln, wie Wasserstoff-
peroxid oder tert.-Butylhydroperoxid (Carafoli, 1987; Richter und Kass, 1991). Hydroperoxide
induzieren eine Oxidation mitochondrialer Pyridinnukleotide sowie einen Ausstrom zuvor ak-
kumulierten Calciums (Lötscher et al., 1979, 1980; Hofstetter et al., 1981; Richter und Frei,
1988; Richter, 1990; Richter und Kass, 1991). Die damit verbundene Erhöhung der Calcium-
konzentration im Cytoplasma führt - aufgrund der unterschiedlichen Mechanismen für den
Ca2+-Influx (elektrophoretischer Uniport) und Ca2+-Efflux (elektroneutraler Antiport) - zu ei-
nem Calcium-Kreislauf (Ca2+-Cycling) über die innere Mitochondrienmembran (Carafoli,
1979). Eine dauerhafte Erhöhung der cytosolischen Calciumkonzentration, die als wichtiger
Faktor der Zellnekrose nach Xenobiotikaeinwirkung oder Ischämie/Reoxygenierung gilt
(Nicotera, 1992; Carafoli, 1987; Richter und Frei, 1988; Clapham, 1995), resultiert in einem
exzessiven Ca2+-Cycling der Mitochondrien. Letzlich ist damit die Abnahme des Membranpo-
tentials und die Verminderung der ATP-Synthese verbunden (Richter und Frei, 1988; Halestrap,
1989; Gunter und Pfeiffer, 1990; Richter und Kass, 1991). Die herabgesetzte Bereitstellung von
Energie in Form von ATP und die anhaltende hohe cytosolische Calciumkonzentration münden
in einer Zellschädigung, die u. a. durch die Aktivierung zahlreicher kataboler Enzyme, wie
Proteasen, Phospholipasen und Nukleasen herbeigeführt wird (Halestrap, 1989; Gunter und
Pfeiffer, 1990; Richter und Kass, 1991; Weis et al., 1992; Nicotera, 1992).
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1.2.2 Regulation mitochondrialer Calcium-Fluxe durch Pyridinnukleotide

Ein Zusammenhang zwischen dem Redox-Status der Pyridinnukleotide und der Regulation von
Ca2+-Fluxen über die innere Mitochondrienmembran wurde zuerst von Lehninger et al. (1978)
beschrieben. Die Ca2+-Aufnahme und -Retention wird bevorzugt, wenn die Pyridinnukleotide
stärker reduziert vorliegen, während ihre Oxidation den Ca2+-Ausstrom bedingt (Lehninger et
al, 1978; Richter und Frei, 1988). In neueren Untersuchungen konnte dargelegt werden, daß
eine enge Beziehung zwischen cytosolischen Ca2+-Oszillationen nach InsP3-abhängiger Ca2+-
Freisetzung und Mitochondrien besteht. Während der metabolische Zustand der Mitochondrien
signifikant die Art cytosolischer Ca2+-Wellen beeinflußt (Jouaville et al., 1995), wird die Akti-
vität von Calcium-sensitiven Dehydrogenasen der Mitochondrienmatrix durch Änderungen der
cytosolischen Ca2+-Konzentration moduliert (Denton und McCormack, 1990; Hajnóczky et al.,
1995).

Wie bereits erwähnt, führt die Behandlung von isolierten Mitochondrien mit Prooxidantien zu
einer verstärkten Oxidation der Pyridinnukleotide und einem Ausstrom von Calcium aus den
Organellen (Lötscher et al., 1979, 1980; Hofstetter et al., 1981; Richter et al., 1983). Zusätzlich
gibt es Befunde, daß es unter diesen Bedingungen zu einem Nettoverlust von NAD(P)+ und zu
einer kovalenten Modifikation eines mitochondrialen Proteins mit ADP-Ribose kommt
(Lötscher et al., 1980; Hofstetter et al., 1981). Der Verlust der Pyridinnukleotide wird durch die
Katalyse einer NAD+-Glycohydrolase erklärt, die Nikotinamid und freie ADP-Ribose bildet
(Lötscher et al., 1980). In Mitochondrien aus Hirn, Leber und Herz der Ratte, scheint die Inku-
bation sowohl mit NAD+ als auch mit ADP-Ribose bei gleicher Effizienz und vor allem glei-
cher Sensitivität zur Modifikation zweier Hauptakzeptoren (Mr ≅ 30.000 und Mr ≅ 50.000) zu
führen (Richter et al., 1983; Hilz et al., 1984). Da die Inhibition der mitochondrialen NADase
durch ATP (Hofstetter et al., 1981) sowie Nikotinamid (Richter et al., 1983; Hilz et al., 1984)
im gleichen Maße die ADP-Ribosylierung verminderte, wurde vorgeschlagen, daß die apparent
enzymatische ADP-Ribosylierung die Folge einer NADase-katalysierten Hydrolyse des NAD+

mit anschließender nicht-enzymatischer Reaktion der generierten ADP-Ribose ist (Hofstetter et
al., 1981; Richter et al., 1983; Hilz et al., 1984; Frei und Richter, 1988). Weiterhin wurde beob-
achtet, daß die Einwirkung von tert.-Butylhydroperoxid auf isolierte Mitochondrien mit einer
verstärkten ADP-Ribosylierung eines mitochondrialen Proteins mit einem Molekulargewicht
von Mr ≅ 30.000 einhergeht (Hofstetter et al., 1981; Richter et al., 1983). Es wurde postuliert,
daß diese Proteinmodifikation mit dem beobachteten Ca2+-Ausstrom aus Mitochondrien in kau-
salem Zusammenhang steht (Richter und Kass, 1991). Das von Richter und Mitarbeitern erar-
beitete Modell (Abb. 4) schlägt folgenden Reaktionsablauf vor:

1. Prooxidantien induzieren die Oxidation der mitochondrialen Pyridinnukleotide.

2. Eine NAD+-Glycohydrolase katalysiert die Hydrolyse der Pyridinnukleotide.

3. Freie ADP-Ribose modifiziert in einer nicht-enzymatischen aber spezifischen Reaktion
mitochondriale Proteine, die mit dem Ca2+-Efflux-System in Zusammenhang stehen.
(Nikotinamid kann die Mitochondrien verlassen).

4. Es erfolgt ein Ca2+-Ausstrom aus Mitochondrien.
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Abb. 4 Vorgeschlagener Mechanismus der prooxidans-induzierten Calciumfreisetzung aus Mi-

tochondrien (Richter und Kass, 1991).

Darüber hinaus scheint es jedoch auch enzymatische ADP-Ribosylierung in Mitochondrien zu
geben. So wurde in Mitochondrien der Rattenleber ein Magnesium-abhängiges Enzymsystem
beschrieben, daß mit NAD+ als Substrat hauptsächlich ein Membranprotein (Mr ≅ 50.000) mit
ADP-Ribose modifiziert (Kun et al., 1975). In Mitochondrien aus dem Hodengewebe verschie-
dener Tiere wurde ebenfalls eine ADP-Ribosyltransferase identifiziert (Burzio et al., 1981). In
beiden Fällen wurde vermutet, daß zumindest ein Teil der proteingebundenen ADP-Ribose als
Oligomer vorliegt. In der Arbeitsgruppe von Paul Mandel konnte gezeigt werden, daß die effizi-
ente Inhibition der mitochondrialen NADase aus Hirn und Leber der Ratte durch Nikotinamid,
3-Aminobenzamid oder ATP das Ausmaß der enzymatischen ADP-Ribosylierung in Mitochon-
drien nur geringfügig vermindert (Masmoudi und Mandel, 1987; Masmoudi et al, 1988).

Die modifizierte(n) Aminosäure(n) der mitochondrialen Akzeptoren konnte(n) bisher nicht
identifiziert werden. Die Inhibition der ADP-Ribosylierung durch Arginin-blockierende Rea-
genzien, wie Butandion (Richter et al., 1983), oder meta-Iodobenzylguanidin, ein Akzeptor Ar-
ginin-spezifischer ADP-Ribosylierung (Richter, 1990), wurde beschrieben. Aufgrund der unter-
schiedlichen chemischen Stabilität (siehe auch Tab. 1) der ADP-Ribose-Bindungen in isolierten
inneren Mitochondrienmembranen wurden drei verschiedene Arten kovalenter ADP-Ribose-
Addukte vorgeschlagen: Carboxylat-, Arginin- und Cystein-Typ (Frei und Richter, 1988). Erst
kürzlich konnten endogene ADP-Ribose-Proteinbindungen in Mitochondrien detektiert werden,
die durch ihre Säurelabilität auf eine Beteiligung von modifizierten Hydroxylgruppen hinweisen
(Cervantes-Laurean et al., 1995).
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Der Hydrolyse des NAD+, katalysiert von einer NAD+-Glycohydrolase, wird eine wichtige
Funktion in dem von Richter und Kass (1991) vorgeschlagenen Mechanismus der durch
Prooxidantien induzierten Ca2+-Freisetzung aus Mitochondrien zugeordnet (Abb. 4). Eine mito-
chondriale NADase-Aktivität ist mehrfach dokumentiert worden (Lötscher et al., 1980; Mas-
moudi und Mandel, 1987; Richter und Frei, 1988; Zhang et al., 1995; Ziegler et al., 19961). Die
genaue Lokalisierung dieses Enzyms innerhalb der Organelle ist bis heute noch unklar: sowohl
die äußere (Boyer et al., 1993) als auch die innere Mitochondrienmembran (Moser et al., 1983;
Frei und Richter, 1988; Zhang et al., 1995; Ziegler et al., 19961) wurde benannt. Aus Rattenle-
ber-Mitochondrien wurde eine NADase partiell gereinigt und ihr Molekulargewicht mit
Mr ≅ 62.000 bestimmt (Moser et al., 1983). Im Gegensatz dazu konnte die mitochondriale En-
zymaktivität der Kalbsleber mit einem 32kDa-Protein korreliert werden (Zhang et al., 1995).
Wesentliche Informationen über die mitochondriale NAD+-Glycohydrolase sind im Rahmen
meiner Diplomarbeit erarbeitet worden. Sie lieferten eine wichtige Grundlage für die in Ab-
schnitt 3 aufgeführten Ergebnisse und werden an dieser Stelle kurz zusammengefaßt. Zum einen
wurde ein direkter Nachweis der Enzymaktivität in der Gelmatrix nach SDS-
Polyacrylamidelektrophorese etabliert (Ziegler et al., 19961). Anhand dieses Verfahrens konnte
das Molekulargewicht der NADase unter nicht-reduzierenden Bedingungen, in Bestätigung des
zuvor erhaltenen Befundes (Zhang et al., 1995), mit Mr ≅ 30.000 abgeschätzt werden (Ziegler et
al., 19961). Auf der anderen Seite wurde durch die Behandlung isolierter Mitochondrien mit
Steapsin - einem Pankreas-Rohprodukt mit proteo- und lipolytischen Enzymaktivitäten - eine
wasserlösliche Form des ansonsten membran-assoziierten Enzyms erhalten, deren katalytischen
Eigenschaften denen der detergenzsolubilisierten Form vergleichbar sind (Ziegler et al., 19961;
Jorcke et al., 19971). Das Molekulargewicht der mit Steapsin behandelten NADase ist mit
Mr ≅ 28.000 nur geringfügig kleiner als das des nativen Enzyms (Mr ≅ 30.000); dennoch ist da-
mit der Verlust der Regulierbarkeit durch bivalente Kationen verbunden. Reduzierende Agenzi-
en, wie β-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT), wirken inhibitorisch auf die mitochon-
driale NADase (Ziegler et al., 19961; Jorcke et al., 19971). Interessanterweise zeigt die gut cha-
rakterisierte bifunktionelle NAD+-Glycohydrolase, CD38, eine vergleichbare Sensitivität. Das
Enzym wird durch bivalente Kationen (Zn2+, Cu2+) aktiviert (Zocchi et al., 1993) und durch
reduzierende Reagenzien inhibiert (Franco et al., 1994; Zocchi et al., 1995). Die Charakterisie-
rung der mitochondrialen NAD+-Glycohydrolase ist in der Tabelle 2 zusammengefaßt.

Untersuchungen des letzten Jahrzehntes haben belegt, daß NAD+-Glycohydrolasen eine funda-
mentale Rolle bei der Regulation der zellulären Calcium-Homöostase spielen (Abschnitt 1.1.2).
Einige dieser Enzyme katalysieren den Metabolismus des neuartigen Ca2+-mobilisierenden Si-
gnalmoleküls cADP-Ribose (Ziegler et al., 1997a1). Eine Verbindung zwischen mitochondrialer
NADase und dem Calcium-Ausstrom der Organellen ist bereits hergestellt worden (Richter und
Kass, 1991; Abb. 4). Damit scheint es naheliegend, dieses Enzym bezüglich einer ADP-ribosyl
Cyclase-Aktivität und den prooxidans-induzierten Ca2+-Efflux in Hinblick auf einen möglichen
cADP-Ribose-abhängigen Signalweg zu untersuchen. Die Identifizierung der mitochondrialen
NADase als ADP-ribosyl Cyclase würde aus einem weiteren Grund ein eminent wichtiges Er-
gebnis darstellen: Zum ersten Mal könnte ein intrazelluläres Enzym mit der Bildung von cADP-
Ribose in Beziehung gebracht werden (Abschnitt 1.1.2). Wenn die physiologische Funktion der
mitochondrialen NADase nicht in der Generierung freier ADP-Ribose als Substrat nicht-
enzymatischer ADP-Ribosylierung besteht, müßte dieser Mechanismus der Modifizierung neu
beurteilt und unter anderen Gesichtspunkten überprüft werden.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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2. Zielsetzung

Mit der NAD
+
-Glycohydrolase-Aktivität und der ADP-Ribosylierung sind zwei elementare

Bestandteile NAD
+
-abhängiger Signalübertragung mit Mitochondrien verknüpft. Ein Ziel der

hier vorgelegten Arbeit war es, die Verbindung dieser beiden Komponenten grundlegend zu

hinterfragen. Deshalb war es von großer Bedeutung, mitochondriale Proteine, die an der Me-

tabolisierung der Pyridinnukleotide beteiligt sind bzw. Akzeptoren der Modifikation darstel-

len, eingehend zu untersuchen. Vor allem die Abgrenzung enzymatischer ADP-Ribosylierung,

katalysiert durch eine ADP-Ribosyltransferase, von einer nicht-enzymatischen Modifikation,

der die Bildung freier ADP-Ribose durch eine NADase vorangeht, sollte wichtige Informatio-

nen über die eventuelle Beteiligung NAD
+
-metabolisierender Enzymaktivitäten an der Ca

2+
-

Regulation der Mitochondrien liefern. Obwohl mehrfach dokumentiert, sind bis heute nur

wenige Daten über eine enzymatische ADP-Ribosylierung, insbesonders die ADPRT, be-

kannt. Die Identifizierung einer ADPRT in Mitochondrien einschließlich einer molekularen

Charakterisierung des Enzyms und der ADP-ribosylierten Akzeptoren, sollte interessante

Hinweise auf die Modulation mitochondrialer Funktionen ergeben.

Die mitochondriale NAD
+
-Glycohydrolase katalysiert die klassische Reaktion, die aus NAD

+

freie ADP-Ribose und Nikotinamid generiert. Der Nachweis zusätzlicher katalytischer Fähig-

keiten, die die Synthese und den Abbau von cADP-Ribose einschließen sowie der qualitative

Vergleich dieser Enzymaktivitäten, stand für die mitochondriale NADase im Vordergrund.

Die Etablierung der NADase als bifunktionelles Enzym, das den Metabolismus des neuartigen

Signalmoleküls cADP-Ribose katalysiert, war aus verschiedenen Gründen ein vorrangiges

Ziel. Zum einen könnte erstmalig in Säugern die Synthese von cADP-Ribose durch ein intra-

zelluläres Enzym belegt werden. Zum anderen ist die große Potenz dieses Nukleotids den

Ca
2+

-Ausstrom intrazellulärer Speicher zu modulieren vielfach dokumentiert. Da die NAD
+
-

Glycohydrolase bereits mit dem Ca
2+

-Efflux aus Mitochondrien in Beziehung gebracht wurde,

ließe sich die Funktion des mitochondrialen Ca
2+

-Pools bei der zellulären Calcium-Regulation

festigen und darüber hinaus diesbezüglich ein interessanter Mechanismus ableiten.
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3. Ergebnisse

3.1 ADP-Ribosylierung in Rinderlebermitochondrien

Die Inkubation isolierter Mitochondrien mit [32P]-markiertem NAD+ resultiert in einer spezi-
fischen Inkorporation der Radioaktivität in zwei Proteine mit apparenten Molekulargewichten
von Mr ≅ 26.000 und Mr ≅ 53.000 (Jorcke et al., 19981 ; Abb. 5, Spur 1). Enzymatische sowie
nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung ist in Mitochondrien mehrfach beschrieben worden
(Abschnitt 1.2.2). Die Untersuchung der ADP-Ribosylierung unter Verwendung des NAD+

stellt dabei ein großes Problem dar, da sowohl NAD+-Glycohydrolasen als auch ADP-
Ribosyltransferasen dieses Nukleotid als Substrat nutzen. Die Bildung freier ADP-Ribose
durch die katalytische Aktivität einer NADase ist für eine nicht-enzymatische Modifizierung
die Voraussetzung. Um die beiden beobachteten Mechanismen der kovalenten Modifikation
mitochondrialer Proteine voneinander abzugrenzen, war es deshalb von großer Bedeutung,
Bedingungen zu etablieren, unter denen die mitochondriale NADase inaktiviert wird und die
Entstehung freier ADP-Ribose ausgeschlossen werden kann. Die NADase aus Mitochondrien
der Rinderleber wurde bereits eingehend charakterisiert (Ziegler et al., 19961; Jorcke et al.,
19971). Insbesondere die inhibitorischen Eigenschaften der Effektoren Nikotinamid, EDTA
und DTT (Tab. 2) ermöglichen die Untersuchung der enzymatischen ADP-Ribosylierung un-
ter Inaktivierung der mitochondrialen NADase.

Solubilisierung durch Detergenz Steapsin

Mr (app.) 30.000 28.000

KM (εε-NAD
+
) 10 µµM 9 µµM

KI (Nikotinamid) 150 µµM 128 µµM

pH-Optimum 8,3 8,5

Temperatur-Optimum 39°C 36°C

Restaktivität nach:

NaCl, 1 M 20 % 12 %

DTT, 10 mM keine keine

EDTA, 2 mM 5 % 97 %

Tab. 2 Eigenschaften der mitochondrialen NAD
+
-Glycohydrolase nach Detergenz- oder Steap-

sinsolubilisierung. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivität erfolgte unter Verwendung
des Substratanalogons 1,N6-Etheno-NAD+ (ε-NAD+) im Fluoreszenzphotometer (Jorcke et al.,
19971; Ziegler et al., 19961).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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3.1.1 Die kovalente Modifizierung mitochondrialer Proteine mit ADP-Ribose ist eine

enzymatische Reaktion

In Abbildung 5 ist der Einfluß verschiedener Effektoren auf die mitochondriale ADP-
Ribosylierung dargestellt. Die kovalente Modifikation der Proteine nach Inkubation mit
[32P]-NAD+ und anschließender SDS-PAGE wurde durch Autoradiographie visualisiert.
3-Aminobenzamid (3-ABA) und Nikotinamid sind effektive Inhibitoren der mitochondrialen
NADase (Masmoudi und Mandel, 1987; Masmoudi et al., 1988; Ziegler et al., 19961, 1997b1);
bei einer Effektorkonzentration von 5mM, die ausreicht, um die NADase nahezu vollständig
zu inhibieren, wird die ADP-Ribosylierung mitochondrialer Proteine nur geringfügig vermin-
dert (Abb. 5, Spuren 2 und 4). Die Anwesenheit von 2mM EDTA führt sogar zu einer leicht
verstärkten Inkorporation von Radioaktivität (Abb. 5, Spur 5), wohingegen die Aktivität der
NADase unter diesen Bedingungen drastisch abnimmt (Tab. 2). Während die Aktivität der
mitochondrialen NADase bei Zugabe von 1mM ATP um mehr als 50% reduziert wird (nicht
gezeigt), erfolgt eine Stimulierung der ADP-Ribosylierung durch ATP (Abb. 5, Spur 7). In
Anwesenheit von Mg2+-Ionen (z. B. 2,5mM MgCl2) ist die Proteinmodifikation nur noch sehr
schwach detektierbar (Abb. 5, Spur 6), die NADase-Aktivität wird hierdurch nicht beeinflußt
(Ziegler et al., 19961). Die in Abbildung 5 dargestellten Ergebnisse weisen darauf hin, daß die
mitochondriale ADP-Ribosylierung mit NAD+ als Substrat über eine enzymatische Reaktion
erfolgt, da unter allen gewählten Bedingungen, die die NADase signifikant inhibieren, die
ADP-Ribosylierung nur unwesentlich vermindert wird.

Abb. 5 Einfluß verschiedener Effektoren auf die mitochondriale ADP-Ribosylierung. Die Inkuba-
tion isolierter Mitochondrien (200µg) erfolgte für 15 Minuten bei 30°C in 50µl Ribosyli e-
rungspuffer (50mM Tris/HCl, pH 7,5; 25µM [32P]-NAD+ [1µCi/nmol]) in Gegenwart der unten
aufgeführten Komponenten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 450µl eiskaltem Aceton
gestoppt. Präzipitierte Proteine wurden nach Resuspendierung in Probenpuffer durch SDS-
PAGE (12% Gel) getrennt. Gezeigt ist das Autoradiogramm des Gels. Auf der rechten Seite
sind die molaren Massen (in Da) von Markerproteinen angegeben. Spur 1, Kontrolle (ohne Zu-
sätze); Spur 2, Nikotinamid (5mM); Spur 3, ADP-Ribose (0,5mM); Spur 4, 3-ABA (5mM),
Spur 5, EDTA (2mM); Spur 6, MgCl2 (2,5mM); Spur 7, ATP (1mM).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Ein weiterer Befund, der diese Annahme unterstützt, ergibt sich durch die Versuchsdurchfüh-
rung in Anwesenheit von 10mM DTT (Abb. 6). Die mitochondriale NADase-Aktivität kann
in einem kontinuierlichen fluoreszenzphotometrischen Verfahren mit Hilfe des Substratanalo-
gons 1,N6-Etheno-NAD+ (ε-NAD+) gemessen werden (Ziegler et al., 19961). Die Abtrennung
der quenchenden Nikotin-amidgruppe vom Fluorophor, Etheno-Adenin, führt zu einem ca.
zehnfachen Anstieg der Fluoreszenz (Barrio et al., 1972).

Die Zugabe von DTT (10mM Endkonzentration) in den Reaktionsansatz einer laufenden Mes-
sung macht die Inhibition der mitochondrialen NADase durch reduzierende Reagenzien deut-
lich (Abb. 6B, vergleiche Graphen 1 und 2), während eine 15-minütige Vorinkubation des
Enzyms mit 10mM DTT zu einer scheinbar vollständigen Inaktivierung der NADase führt
(Abb. 6, Graph 3). Im Gegensatz dazu wird die ADP-Ribosylierung mitochondrialer Proteine
durch die Anwesenheit von 10mM DTT nicht beeinflußt (Abb. 6A). Unter Verwendung von
NAD+ als Substrat ist die Generierung freier ADP-Ribose die Grundvoraussetzung für eine
nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung. In Gegenwart von 10mM DTT kann jedoch keine
meßbare Bildung von ADP-Ribose beobachtet werden (Abb. 6). Darüber hinaus vermindert
ein 20-facher molarer Überschuß an unmarkierter freier ADP-Ribose die Inkorporation von
Radioaktivität aus [32P]-NAD+ nur in geringem Maße (Abb. 5, Spur 3). Eine ADP-
Ribosylierung mitochondrialer Proteine nach 15-minütiger Inkubation mit [32P]-ADP-Ribose
anstelle von [32P]-NAD+ konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abb. 6 Einfluß reduzierender Agenzien auf die

mitochondriale ADP-Ribosylierung und NAD
+
-

Glycohydrolase-Aktivität.

(A) Autoradiogramm eines ADP-Ribosylierungs-
experimentes. Mitochondrien wurden 15 Minuten bei
Raumtemperatur ohne DTT (Spur 1) bzw. in Gegen-
wart von 10mM DTT (Spur 2) vorinkubiert. Die weite-
re Durchführung erfolgte, wie unter Abb. 5 beschrie-
ben, ohne DTT (Spur 1) bzw. in Anwesenheit von
10mM DTT (Spur 2).

(B) Fluoreszenzphotometrischer Nachweis der en-
zymatischen Aktivität der mitochondrialen NADase.
Partiell gereingtes Enzym (Ziegler et al., 19961) wurde
in einem 700 µl Ansatz, bestehend aus 50mM Tis/HCl
pH 7,5; 0,03% LDAO und 10µM ε-NAD+, inkubiert.
Der Pfeil markiert die Zugabe von DTT (Graph 2,
Endkonzentration 10mM) bzw. eines gleichen Volu-
mens (7 µl) Wasser in die Kontrollprobe (Graph 1). In
einem weiteren Ansatz wurde das Enzym zunächst 15
Minuten mit 10mM DTT vorinkubiert und anschlie-
ßend in den Meßpuffer (inklusive 10mM DTT) über-
führt (Graph 3).
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3.1.2 Identifizierung der modifizierenden Gruppe als ADP-Ribose

Aufgrund der Anwesenheit verschiedener funktioneller Gruppen innerhalb des NAD+-
Moleküls ist es sehr wichtig, die Natur der inkorporierten Gruppe nach Inkubation mit NAD+

zu bestimmen. Für die Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) konnte z. B.
gezeigt werden, daß die beobachtete Modifizierung nach der Reaktion mit NAD+, die durch
Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert wird, keine ADP-Ribosylierung ist (McDonald und Moss,
1993a). Der Cysteinrest im aktiven Zentrum der GAPDH scheint primär durch Nitrosylierung
mittels NO so verändert zu werden, daß eine kovalente Bindung des intakten NAD+-Moleküls
ermöglicht wird (McDonald und Moss, 1993a). Um die Art, der in mitochondriale Proteine
inkorporierten Gruppe nach Inkubation mit NAD+ zu bestimmen, wurden folgende Experi-
mente durchgeführt:

1. Isolierte Mitochondrien wurden mit [14C]-NAD+ inkubiert, das die radioaktive Markierung
entweder im Nikotinamidring [Nikotinamid-14C]-NAD+ oder im Adeninrest [Adenin-14C]-
NAD+ trug. Ein Einbau von Radioaktivität in mitochondriale Proteine kann nur detektiert
werden, wenn der Adeninrest des NAD+ die Markierung trägt (Abb. 7, Spur 2), nicht jedoch,
wenn der Nikotinamidring mit [14C] markiert ist (Abb. 7, Spur 1).

Abb. 7 ADP-Ribosylierung mitochondrialer Proteine mit [Nikotinamid-
14

C]-NAD
+
 oder

[Adenin-
14

C]-NAD
+
. Die Durchführung erfolgte wie unter Abb. 5 beschrieben; anstelle von

[32P]-markiertem NAD+ wurde [14C]-markiertes NAD+ mit einer spezifischen Aktivität von
10 nCi/nmol eingesetzt. Der obere Teil zeigt das mit Coomassie-Blau gefärbte Proteingel; am
linken Rand sind die molaren Massen (in Da) von Markerproteinen angegeben. Im unteren Teil
ist das dazugehörige Autoradiogramm gezeigt. Spur M, Markerproteine; Spur 1, Inkubation mit
[Nikotinamid-14C]-NAD+; Spur 2, Inkubation mit [Adenin-14C]-NAD+.
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2. ADP-ribosylierte mitochondriale Proteine wurden mit der Phosphodiesterase I aus Schlan-
gengift behandelt. Dieses Enzym spaltet spezifisch die Phosphoanhydridbindung von NAD+

oder ADP-Ribose. Dabei freigesetzte Reaktionsprodukte wurden durch Dünnschichtchroma-
tographie getrennt und mittels Autoradiographie detektiert (nicht gezeigt). Für diesen Versuch
wurden zunächst isolierte Mitochondrien mit [32P]-NAD+ radioaktiv markiert und nicht ge-
bundene Nukleotide durch mehrmaliges Waschen entfernt. Die anschließende Behandlung
ADP-ribosylierter Proteine mit Phosphodiesterase setzte [32P]-AMP frei (nicht gezeigt).

Die Inkubation isolierter Mitochondrien mit radioaktiv markiertem NAD+ führt zu einer In-
korporation von Radioaktivität in mitochondriale Proteine, wenn die Markierung im
α-Phosphat der Adenylatgruppe [Adenylat-32P]-NAD+ sowie im Adeninring [Adenin-14C]-
NAD+ vorliegt, nicht jedoch, wenn der Nikotinamidring [Nikotinamid-14C]-NAD+ die Mar-
kierung trägt. Darüber hinaus wird durch die Behandlung mit Phosphodiesterase aus zuvor
ADP-ribosylierten mitochondrialen Proteinen AMP freigesetzt. Diese Ergebnisse weisen
deutlich darauf hin, daß mitochondriale Proteine während der Inkubation mit NAD+ kovalent
durch den ADP-Riboserest modifiziert werden.

3.1.3 Die ADP-Ribosylierung mitochondrialer Proteine erfolgt überwiegend an Cystein-

resten

Alle bisher bekannten monoADP-ribosyltransferasen weisen eine hohe Spezifität gegenüber
der Akzeptor-Aminosäure auf. Die Überprüfung der chemischen Stabilität der kovalenten
Bindung mit ADP-Ribose ermöglicht die Identifizierung der an der Modifikation beteiligten
Aminosäure (Abschnitt 1.1.1, Tab. 1).

Für die Untersuchung der Sensitivität mitochondrialer Protein-ADP-Ribose-Bindungen ge-
genüber verschiedenen Chemikalien wurden isolierte Mitochondrien zunächst mit [32P]-NAD+

inkubiert. Aufgrund der zuvor beschriebenen Ergebnisse (Abschnitt 3.1.1) erfolgte die ADP-
Ribosylierung in Anwesenheit von 10mM DTT und 1mM EDTA, so daß eine signifikante
Beteiligung nicht-enzymatischer Modifizierung ausgeschlossen werden kann. Die Detektion
verbleibender, proteingebundener Radioaktivität nach Inkubation mit unterschiedlichen Che-
mikalien kann als Maß für die Stabilität der ADP-Ribose-Bindungen dienen. In Tabelle 3 sind
die Ergebnisse dieser Untersuchungen bezüglich mitochondrialer Proteine zusammengefaßt.
Unter stark alkalischen Bedingungen (1M NaOH) wird die inkorporierte ADP-Ribose fast
vollständig freigesetzt. Mit Hydroxylamin (1M, pH 7,0), das ADP-Ribose-Bindungen vom
Carboxylat- sowie Arginintyp spaltet (Tab. 1), wird kein signifikanter Verlust proteinassozi-
ierter Radioaktivität beobachtet. Im Gegensatz dazu kann ein Großteil der radioaktiven Mar-
kierung mitochondrialer Proteine durch 10mM HgCl2 abgelöst werden, was unverkennbar auf
die Beteiligung von Cysteinresten an den Bindungen hinweist. Ein signifikanter Anteil der
mitochondrialen Protein-ADP-Ribose-Bindungen läßt eine Säurelabilität erkennen; ein
Merkmal, das bereits für endogene ADP-Ribose-Bindungen in Mitochondrien beschrieben
wurde (Cervantes-Laurean et al., 1995).
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Behandlung Freigesetzte Radioaktivität (% der Kontrolle)

44% (v/v) Ameisensäure 20 ±± 5

1 M NaOH 90 ±± 7

1 M Hydroxylamin (pH 7,0)   7 ±± 4

10 mM HgCl2   62 ±± 11

Tab. 3 Chemische Stabilität der ADP-Ribose-Bindungen in Mitochondrien. Isolierte Mitochondri-
en wurden für zwei Stunden bei 30°C mit 25µM [32P]-NAD+ in Ribosylierungspuffer (50mM
Tris/HCl, pH 7,5; 10mM DTT; 1mM EDTA) inkubiert. Durch mehrfaches Waschen wurden
nicht gebundene Nukleotide entfernt bis keine weitere Abnahme der proteinassoziierten Radio-
aktivität mehr nachweisbar war. Anschließend wurde das Pellet in 50mM MOPS/KOH-Puffer,
pH 7,0 resuspendiert und nach Zugabe der aufgeführten Reagenzien zwei Stunden bei 30°C in-
kubiert. Nach Präzipitation der Proteine mit Trichloressigsäure (10% (w/v), Endkonzentration)
wurde die Radioaktivität bestimmt und auf die präzipitierte Proteinmenge bezogen. Die ange-
gebenen Werte (± S.E.M., n=3) wurden bezüglich der freigesetzten Radioaktivität der Kon-
trolle (Inkubation für zwei Stunden bei 30°C, ohne weitere Zugabe) korrigiert.

3.1.4 Die Aldehyd-Dehydrogenase aus Hefe wird durch die mitochondriale ADPRT

modifiziert

Die mitochondriale Isoform der Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) aus Hefe wurde als Ak-
zeptor einer thiolassoziierten ADP-Ribosylierung beschrieben, die in einer nicht-
enzymatischen Reaktion mit freier ADP-Ribose, nicht jedoch mit NAD+ stattfindet
(McDonald und Moss, 1993b). Die Modifikation erfolgt anscheinend im aktiven Zentrum der
ALDH am katalytisch aktiven Cysteinrest unter Abnahme der enzymatischen Aktivität
(McDonald und Moss, 1993b). Die Ergebnisse dieser Arbeit in bezug auf ein Mitochondrien-
protein haben uns veranlaßt, die ALDH aus Hefe in Hinblick auf eine mögliche enzymatische
ADP-Ribosylierung durch die ADPRT aus Rinderlebermitochondrien zu untersuchen.

Unter den bisher beschriebenen Bedingungen der enzymatischen ADP-Ribosylierung (25µM
Substrat und 15 Minuten Inkubationszeit) kann bei Verwendung von [32P]-ADP-Ribose als
Substrat ein Einbau von Radioaktivität weder in mitochondriale Proteine (nicht gezeigt) noch
in die ALDH der Hefe (Abb. 8, Spur 1) detektiert werden. Erst nach einer vierfach verlänger-
ten Reaktionszeit sowie einer dreifach erhöhten Expositionszeit des Röntgenfilms läßt sich
eine Inkorporation von Radioaktivität mittels [32P]-ADP-Ribose nachweisen (Jorcke et al.,
19981). Im Gegensatz dazu findet ein Einbau von Radioaktivität in die ALDH nach Inkubation
mit 25µM [32P]-NAD+ statt, jedoch nur in Anwesenheit der mitochondrialen ADP-
Ribosyltransferase-Aktivität (Abb. 8, vergleiche Spuren 2 und 3).

Die enzymatische ADP-Ribosylierung der ALDH aus Hefe scheint ebenfalls einen Cysteinrest
zu involvieren. Nach einer Vorinkubation der ALDH mit N-Ethylmaleimid (NEM), einem
thiolspezifischen Reagenz, wird die Modifizierung dieses Enzyms durch die mitochondriale
ADPRT-Aktivität mit NAD+ als Substrat erheblich verringert (Abb. 9).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Abb. 8 Enzymatische ADP-Ribosylierung der ALDH durch die mitochondriale ADPRT. ALDH
(20 µg) wurde mit 25µM [ 32P]-NAD+ oder 25µM [32P]-ADP-Ribose für 15 Minuten ohne
(Spuren 1 und 3) bzw. in Anwesenheit von 10µg Mitochondrien (Spur 2) in Ribosylierungspuf-
fer (50mM Tris/HCl, pH 7,5; 10mM DTT; 1mM EDTA) inkubiert. Mitochondrien wurden in
Gegenwart von 10mM DTT für 15 Minuten präinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
des radioaktiven Substrates gestartet und mit 450µl eiskaltem Aceton gestoppt. Präzipitierte
Proteine wurden in Probenpuffer resuspendiert und durch SDS-PAGE (12% Gel) getrennt. Das
Autoradiogramm des Gels ist gezeigt. Spur 1, ALDH + [32P]-ADP-Ribose, Spur 2, ALDH +
[32P]-NAD+ + Mitochondrien, Spur 3, ALDH + [32P]-NAD+, Spur 4, Kontrolle: [32P]-NAD+ +
Mitochondrien (ohne ALDH), vergleiche Abb. 5, Spur 1.

Abb. 9 Die Modifizierung von Thiolgruppen der ALDH verhindert ihre ADP-Ribosylierung

durch die mitochondriale ADPRT. Spur 2, ALDH (20µg) wurde 30 Minuten mit 1mM NEM
in 50mM Tris/HCl, pH 7,5; 1mM EDTA bei 30°C vorbehandelt und nach Zugabe von 20mM
DTT weitere 30 Minuten inkubiert. Spur 1, Kontrollprobe: In einer 30-minütigen Vorinkubati-
on von 1mM NEM und 20mM DTT wurde das NEM zunächst inaktiviert. Die Zugabe der
ALDH (20µg) fand im Anschluß daran statt.
Nach der jeweiligen Vorbehandlung wurde die ADP-Ribosylierung durch Hinzugabe von
25µM [32P]-NAD+ und 10µg Mitochondrien gestartet und die Ansätze 15 Minuten bei 30°C in-
kubiert. Die durch Aceton präzipitierten Proteine wurden anschließend in Probenpuffer resus-
pendiert und durch SDS-PAGE (12% Gel) getrennt. Das Autoradiogramm des Gels ist abgebil-
det.
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3.1.5 Konsequenzen für die mitochondriale ADP-Ribosylierung

Das von Richter und Kass (1991) vorgeschlagene Modell der Ca2+-Freisetzung aus Mitochon-
drien (Abb. 4) beinhaltet die nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung spezifischer Akzeptoren
durch freie ADP-Ribose, die zuvor durch eine NAD+-Glycohydrolase gebildet wurde. Daß freie
ADP-Ribose in der Tat mitochondriale Proteine modifizieren kann, ist mehrfach gezeigt worden
(Richter et al., 1983; Hilz et al., 1984; Frei und Richter, 1988). Demgegenüber steht, daß eine
mitochondriale ADP-Ribosylierung mit NAD+ als Substrat nur geringfügig beeinflußt wird,
wenn die NADase scheinbar vollständig gehemmt ist und damit die Generierung von ADP-
Ribose ausgeschlossen werden kann (Masmoudi und Mandel, 1987; Masmoudi et al., 1988).
Die hier dargestellten Ergebnisse unterstützen diese Befunde und zeigen, daß Rinderlebermito-
chondrien eine enzymatische Aktivität besitzen, die den Transfer der ADP-Ribose aus NAD+

auf spezifische mitochondriale Akzeptoren katalysiert (Abb. 5-7). Darüber hinaus erfolgt die
enzymatische ADP-Ribosylierung unter Bedingungen (z. B. in Anwesenheit von Nikotinamid,
EDTA oder DTT), die eine nahezu vollständige Inaktivierung der mitochondrialen NADase
verursachen (Abb. 5, 6). Zusätzlich findet die Inkorporation von Radioaktivität in mitochon-
driale Proteine sowie in die ALDH aus Hefe mit deulich höherer Effizienz statt, wenn [32P]-
NAD+ als Substrat eingesetzt wird im Gegensatz zu freier [32P]-ADP-Ribose. Die ADP-
Ribosylierung mitochondrialer Proteine erfolgt auch in invertierten Vesikeln der inneren Mito-
chondrienmembran (nicht gezeigt), was darauf hindeutet, daß sowohl die ADP-
ribosyltransferase-Aktivität als auch die Akzeptoren der Modifikation mit der inneren Mito-
chondrienmembran assoziiert sind. Als ein mögliches physiologisches Zielprotein der ADPRT-
Aktivität konnte die Aldehyd-Dehydrogenase identifiziert werden (Abb. 8). Die Modifizierung
dieses Enzyms findet nur in Gegenwart der mitochondrialen ADPRT-Aktivität und NAD+ als
Substrat mit hoher Effizienz statt. Die Verringerung der enzymatischen Modifizierung der
ALDH nach Blockierung von Thiolgruppen mit NEM (Abb. 9) sowie die chemische Stabilität
der mitochondrialen Akzeptor-ADP-Ribose-Bindungen (Tab. 3) deuten auf eine cysteinspezifi-
sche ADP-ribosyltransferase-Aktivität in Mitochondrien der Rinderleber. Zusammengenommen
unterstützen diese Ergebnisse die Annahme, daß es neben einer möglichen nicht-enzymatischen
Reaktion freier ADP-Ribose mit Mitochondrienproteinen (Abb. 10, Route 1) eine spezifische
enzymatische ADP-Ribosylierung von Zielproteinen in Mitochondrien (Abb. 10, Route 2) gibt.

Abb. 10 Mögliche Wege der ADP-Ribosylierung in Mitochondrien.

Route 1 - nicht-enzymatisch über eine NAD+-Glycohydrolase (NADase) und freie ADP-Ribose.
Route 2 - enzymatisch über eine monoADP-ribosyltransferase (mADPRT).
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3.2 Die mitochondriale NAD
+
-Glycohydrolase - ein bifunktionelles Enzym

Die NAD+-Glycohydrolase aus Mitochondrien der Rinderleber ist ein stark hydrophobes,
membran-assoziiertes Protein, das auch noch nach der Solubilisierung mit Detergenzien eine
Tendenz zur Aggregation aufweist (Zhang et al., 1995). Das Enzym konnte 1660-fach ange-
reichert werden und besitzt ein apparentes Molekulargewicht von Mr ≅ 32.000 (Zhang et al.,
1995). Bemerkenswert ist, daß die mitochondriale NADase durch die Behandlung mit Steap-
sin, einem Pankreas-Rohprodukt der Phospholipase C, in eine wasserlösliche Form mit einem
geringfügig reduzierten Molekulargewicht (∆Mr ≅ 2.000) überführt werden kann (Ziegler et
al., 19961 ; Abb. 11). Diese Form des Enzyms wurde eingehend mit der detergenzsolubili-
sierten NADase verglichen (Tab. 2) und kinetisch charakterisiert (Ziegler et al., 19961; Jorcke
et al., 19971). Die Durchführung dieser Arbeiten erfolgte überwiegend unter Verwendung des
Substratanalogons ε-NAD+, dessen optische Eigenschaften (Barrio et al., 1972) u.a. eine kon-
tinuierliche Detektion der enzymatischen Reaktion mittels Fluoreszenzphotometrie gestatten.
Darüber hinaus wurde ein effizienter Direktnachweis für NAD+-Glycohydrolasen in der Gel-
matrix etabliert. Er ermöglicht es, nach einer Renaturierung und Inkubation mit ε-NAD+,
NADasen als fluoreszente Banden zu detektieren (Ziegler et al., 19961; Abb. 11). Dieses
Nachweisverfahren konnte später auch auf weitere NAD+-katabolisierende Enzyme, wie
Phosphodiesterasen, übertragen werden (Hagen und Ziegler, 1997).

In Abbildung 11 ist der Direktnachweis der mitochondrialen NADase nach Detergenz- bzw.
Steapsinsolubilisierung dargestellt. Die Spaltung des Substratanalogons ε-NAD+ führt zu einer
ca. zehnfachen Fluoreszenzzunahme. NAD+-metabolisierende Enzymaktivitäten sind inner-
halb der Gelmatrix als fluoreszente Banden auf einem UV-Transilluminator visualisierbar.
Eine anschließende Proteinfärbung des Gels ermöglicht die Abschätzung von Molekularge-
wichten durch Vergleich mit Standardproteinen.

Abb. 11 Direktnachweis der mitochondrialen NADase-Aktivität nach SDS-PAGE. Partiell gerei-
nigte mitochondriale NADase (20µg) nach Detergenz-(Spur 2) bzw. Steapsinsolubilisierung
(Spur 1) wurde durch SDS-PAGE (12% Gel) getrennt. Einer Renaturierung in 50mM Tris/HCl,
pH 7,5; 0,5% (w/v) LDAO folgte die Inkubation mit 150µM ε-NAD+ in 50mM Tris/HCl,
pH 7,5; 0,03% (w/v) LDAO. Die NADase wird durch Auflegen des Gels auf einen UV-
Transilluminator als fluoreszente Bande detektiert. Auf der rechten Seite sind die molaren Mas-
sen (in Da) von Markerproteinen angegeben.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Die unter Abschnitt 3.1 dargelegten Resultate führen unmittelbar zu der Fragestellung nach
der Funktion der mitochondrialen NAD+-Glycohydrolase, da dieses Enzym für die ADP-
Ribosylierung nicht erforderlich zu sein scheint. Die Identifizierung klassischer NADasen als
bifunktionelle Enzyme, die den Metabolismus des neuartigen Signalmoleküls cADP-Ribose
katalysieren, sowie die Beteiligung der cADP-Ribose an der Ca2+-Freisetzung aus internen
Speichern, waren die Veranlassung, auch die mitochondriale NADase in Hinblick auf weitere
katalytische Kapazitäten zu untersuchen (Ziegler et al., 1997c1).

Für die im folgenden beschriebenen Experimente wurde ausschließlich die Detergenz-
Präparation der mitochondrialen NADase eingesetzt, die bereits eingehend charakterisiert
wurde (Ziegler et al., 19961; Jorcke et al., 19971). Diese partiell gereinigte, angereicherte
Fraktion der NADase besitzt keine NAD+-katabolisierenden Fremdaktivitäten (Ziegler et al.,
19961) und konnte somit konsequenterweise für die weiteren Versuche verwendet werden.

3.2.1 ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität der mitochondrialen NADase

Eine interessante Eigenschaft vieler NAD+-metabolisierender Enzyme ist die Akzeptanz zahl-
reicher NAD+-Derivate als Substrate. Erst kürzlich konnte gezeigt werden, daß Analoga des
NAD+ mit Substitutionen in der Purinbase der polyADP-Ribosyltransferase als Substrate die-
nen (Oei et al., 19961). Mit ε-NAD+, NHD+ sowie NGD+ (siehe auch Abb. 192) erfolgt die
Synthese von Polymeren, jedoch mit signifikant geringerer Geschwindigkeit und Polymergrö-
ße verglichen mit dem physiologischen Substrat NAD+ (Oei et al., 19961).

Ein eleganter Nachweis der ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität wurde von Lee und Mitarbeitern
entwickelt (Graeff et al., 1994). Er nutzt die Fähigkeit dieser Enzyme aus, NAD+-Derivate mit
Modifikationen der Purinbase in cyclische ADP-Ribose-Analoga (Abb. 192) zu konvertieren.
Durch die Katalyse von ADP-ribosyl Cyclasen werden NGD+ und NHD+ zu cyclischer Gua-
nosindiphosphoribose (cGDP-Ribose) respektive cyclischer Inosindiphosphoribose (cIDP-
Ribose) umgesetzt. Im Gegensatz zu den Substraten (NGD+und NHD+) sowie den Hydrolyse-
produkten (GDP-Ribose und IDP-Ribose) sind die cyclischen Purinnukleosiddiphosphoribo-
sen fluoreszent. Diese Eigenschaft erleichtert ihren Nachweis erheblich, so daß ihre Entste-
hung einfach fluoreszenzphotometrisch verfolgt werden kann, ohne Substrate oder Nebenpro-
dukte abzutrennen.

Zur Überprüfung der ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität der mitochondrialen NADase wurden
dem Enzym Substratanaloga angeboten und die Bildung cyclischer Reaktionsprodukte in ei-
nem kontinuierlichen Verfahren im Fluoreszenzphotometer verfolgt. In Abbildung 12 ist ge-
zeigt, daß die Inkubation der NADase mit 1mM NGD+ oder NHD+ zu einer Fluoreszenzzu-
nahme führt, die auf eine ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität schließen läßt.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
2 siehe Abschnitt 8.1, Anhang
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Darüber hinaus wird durch die mitochondriale NADase auch die Bildung von cADP-Ribose
aus dem physiologischen Substrat NAD+ katalysiert. Für den Nachweis der Synthese von
cADP-Ribose wurde eine Kombination enzymatischer Reaktionen durchgeführt, da das ver-
wendete Chromatographie-System ADP-Ribose nicht ausreichend von cyclischer ADP-Ribose
trennte. Die im ersten Schritt erfolgende Inkubation der mitochondrialen NAD+-
Glycohydrolase mit 25µM [32P]-NAD+ wurde durch Acetonpräzipitation gestoppt. Wieder in
Lösung gebrachte Nukleotide wurden anschließend mit der Phosphodiesterase I aus Schlan-
gengift (PDE) behandelt. Die PDE generiert [32P]-AMP+ sowohl aus NAD+ als auch aus
ADP-Ribose, während cADP-Ribose diesem Enzym nicht als Substrat dient (Kim et al.,
1993).

Abbildung 13 demonstriert, daß die mitochondriale NADase aus NAD+ ein Produkt syntheti-
siert, das mit (c)ADP-Ribose komigriert und nicht durch die PDE gespalten werden kann
(Abb. 13, Spur 1). In Anwesenheit von Zinkionen (Abb. 13, Spur 3) wird eine deutliche Zu-
nahme dieses Reaktionsproduktes verzeichnet. Die Stimulierung der NADase durch bivalente
Kationen wurde bereits früher beschrieben (Ziegler et al., 19961). Zusätzlich steht dieser Be-
fund in Einklang mit der Aktivierung der ADP-ribosyl Cyclase CD38 durch Kupfer- oder
Zinkionen (Zocchi et al., 1993). Die Cyclase-Aktivität des mitochondrialen Enzyms wird
durch einen Überschuß an unmarkierter ADP-Ribose inhibiert (Abb. 13, Spur 2); ferner wird
deutlich, daß die Reaktion der PDE bezüglich der als Substrat dienenden Nukleotide vollstän-
dig ist. Die Vorbehandlung der mitochondrialen NADase mit 10mM DTT verhindert sowohl
die Fluoreszenzentstehung bei Inkubation mit NHD+ und NGD+ (nicht gezeigt) als auch die
Umsetzung von [32P]-NAD+, so daß die radioaktive Markierung nach PDE-Behandlung aus-
schließlich als [32P]-AMP detektiert wird (Abb. 13, Spur 4).

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen

Abb. 12 Synthese cyclischer ADP-Ribose-Derivate durch die mitochondriale NADase. Die Bildung
von cGDP-Ribose aus NGD+ sowie von cIDP-Ribose aus NHD+ wurde durch Fluoreszenzmes-
sung bei λEM=410nm verfolgt. Die Anregungswellenlänge betrug λEX=310nm. Der Pfeil mar-
kiert die Zugabe von 5µg partiell gereinigter mitochondrialer NADase in den Reaktionsansatz,
bestehend aus 50mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% (w/v) LDAO und 1mM Substrat.
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Abb. 13 Synthese von [
32

P]-cADP-Ribose (cADPR) durch die mitochondriale NADase. Partiell ge-
reinigte mitochondriale NADase wurde für fünf Minuten bei 30°C mit 25µM [32P]-NAD+ im
Reaktionsmedium (50mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% LDAO) einschließlich der unten angegebe-
nen Zusätze inkubiert. Die Reaktion wurde durch Acetonfällung beendet und die Ansätze ge-
trocknet. Präzipitierte Nukleotide wurden anschließend mit 25µl Wasser in Lösung gebracht
und ungelöstes Protein sedimentiert. Aliquots der Überstände wurden nach einer Behandlung
mit Phosphodiesterase I aus Schlangengift (20 Minuten bei 30°C) über Dünnschichtchromato-
graphie aufgetrennt. Das Autoradiogramm der Dünnschichtchromatographie ist gezeigt. Spur 1,
ohne Zusätze; Spur 2, + 1mM unmarkierte ADP-Ribose; Spur 3, + 20µM ZnCl2, Spur 4, Vo-
rinkubation der mitochondrialen NADase für 20 Minuten mit 10mM DTT und anschließende
Inkubation im Reaktionsmedium mit 10mM DTT.

Der effiziente Aktivitätsnachweis NAD+-metabolisierender Enzyme direkt in der Gelmatrix,
verbunden mit der möglichen Korrelation zu einer anfärbbaren Proteinbande (Abschnitt 3.2,
Abb. 11), läßt sich auch auf die ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität übertragen (Ziegler et al.,
1997a, c1 ). Die Detektion der enzymatischen Aktivität wird durch die Visualisierung fluores-
zenter Reaktionsprodukte am Ort ihrer Synthese ermöglicht und kann unter Verwendung un-
terschiedlicher NAD+-Derivate erreicht werden (siehe auch Abb. 192).

Die Übereinstimmung der Mobilitäten von mitochondrialer NADase- und ADP-ribosyl Cycla-
se-Aktivität in der SDS-PAGE ist in Abbildung 14 (Spuren 1) gezeigt. Innerhalb der Gelma-
trix wurde dabei die NADase-Reaktion mit Hilfe von ε-NAD+ (Abb. 14, rechte Seite) und die
Cyclase-Reaktion unter Verwendung von NHD+ als Substrat (Abb. 14, linke Seite) über die
Bildung fluoreszenter Produkte visualisiert. Das scheinbar ausschließlich als ADP-ribosyl
Cyclase agierende Enzym aus Aplysia californica diente in diesem Experiment als Kontrolle
(Abb. 14, Spuren 2). Das Molekulargewicht des Aplysia-Enzyms konnte in Übereinstimmung
mit vorangegangenen Befunden (Lee und Aarhus, 1991) mit Mr ≅ 28.000 abgeschätzt werden.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
2 siehe Abschnitt 8.1, Anhang
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In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, erneut darauf hinzuweisen, daß die Fluores-
zenzzunahme nach Spaltung von ε-NAD+ auf der Trennung des Nikotinamidringes vom mo-
difizierten Adeninring beruht, d. h. bei der Entstehung sowohl freier ADP-Ribose als auch
cyclischer ADP-Ribose auftritt. Konsequenterweise kann ε-NAD+ für den Nachweis
von NADase- und ADP-ribosyl Cyclase-Aktivitäten eingesetzt werden, während die Verwen-
dung von NHD+ der Bestätigung einer Cyclase-Aktivität dient. Die NAD+-Glycohydrolase aus
Neurospora crassa, die scheinbar keine Cyclase-Aktivität besitzt (Graeff et al., 1994), läßt
sich in der Tat mittels ε-NAD+ in der Gelmatrix nachweisen (Ziegler et al., 19961); die Detek-
tion mit NHD+ (oder NGD+) gelingt erwartungsgemäß nicht (Ziegler et al., 1997a1).

Abb. 14 Komigration mitochondrialer NADase- und ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität. Partiell gerei-
nigte mitochondriale NADase (Spuren 1) und ADP-ribosyl Cyclase aus Aplysia californica

(Spuren 2) wurden durch SDS-PAGE (12% Gel) getrennt. Nach der Elektrophorese erfolgte die
Renaturierung durch mehrmaliges Waschen des Gels in 50mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,5% (w/v)
LDAO. Eine Hälfte des Gels wurde anschließend für 15 Minuten in 50mM Tris/HCl, pH 7,5;
0,03% (w/v) LDAO und 3mM NHD+ inkubiert (linke Seite), während die andere Hälfte mit
50mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% (w/v) LDAO und 150µM ε-NAD+ behandelt wurde (rechte
Seite). Die Fluoreszenzaufnahme wurde nach Plazierung der Gelhälften auf einen UV-
Transilluminator gemacht. Auf der rechten Seite sind die molaren Massen (in Da) von Marker-
proteinen angegeben.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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3.2.2 Die mitochondriale NADase katalysiert die Hydrolyse von cADP-Ribose

Die Wirkung von cADP-Ribose als potentes Agens der Ca2+-Freisetzung ist mittlerweise aus-
reichend belegt (Lee et al., 1994a; Lee, 1996). Für eine Beteiligung an regulativen Prozessen
ist die Inaktivierung dieses Metaboliten demzufolge eine notwendige Bedingung. Die Hydro-
lyse cyclischer ADP-Ribose in das biologisch inaktive Nukleotid ADP-Ribose wird durch
eine cADP-Ribose Hydrolase-Aktivität katalysiert, die bisher ausschließlich bei ADP-ribosyl
Cyclasen detektiert wurde (Ziegler et al., 1997a1).

Die mitochondriale NAD+-Glycohydrolase besitzt ebenfalls die Fähigkeit die Hydrolyse von
cADP-Ribose zu katalysieren (Abb. 15). Die Inkubation des mitochondrialen Enzyms mit
cADP-Ribose resultiert in der Entstehung freier ADP-Ribose. Die Hydrolyse von NAD+ wird
durch die mitochondriale NADase unter den gleichen Bedingungen um den Faktor acht
schneller katalysiert (nicht gezeigt); dabei entsteht neben Nikotinamid als Hauptprodukt freie
ADP-Ribose und nur weniger als 2% cADP-Ribose (Ziegler et al., 1997c1). In Gegenwart von
Zinkionen kann die Ausbeute an cADP-Ribose jedoch deutlich erhöht werden (Abb. 13, ver-
gleiche Spuren 1 und 3). Die Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse
von NAD+ (NADase-Reaktion) und cADP-Ribose (Hydrolase-Reaktion) sind vergleichbar mit
der für CD38 ermittelten Relation, die mit einem Verhältnis von 10:1 angegeben wurde
(Zocchi et al., 1993).
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Abb. 15 Die mitochondriale NADase katalysiert die Hydrolyse von cADP-Ribose. Partiell gereinigte
mitochondriale NADase wurde im Reaktionsmedium (50mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% LDAO)
in Gegenwart von 100µM cADP-Ribose (cADPR) für 30 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Anschließend wurden die Nukleotide sofort über HPLC getrennt. Die verwendete cADP-
Ribose enthielt keine detektierbare freie ADP-Ribose (ADPR) und war innerhalb der Inkubati-
onszeit in Abwesenheit des Enzyms stabil (gestrichelte Linie). Gezeigt sind typische Chroma-
togramme.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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3.2.3 Reversibilität der ADP-ribosyl Cyclase-Reaktion - Transglykosylierung

Der vorgeschlagene katalytische Mechanismus der bifunktionellen ADP-ribosyl Cycla-
sen/cADP-Ribose Hydrolasen legt den Schluß nahe, daß diese Enzyme die Bildung von NAD+

aus cADP-Ribose und Nikotinamid katalysieren können (Abschnitt 1.1.2, Abb. 3).

In Abbildung 16 ist die Synthese von NAD+ durch die mitochondriale NADase dargestellt.
Während der Inkubation dieses Enzyms mit 100µM cADP-Ribose und 1mM Nikotinamid
wird ein Produkt gebildet, das mit authentischem NAD+ koeluiert. Dabei ist es erstaunlich,
daß unter den gewählten Bedingungen cADP-Ribose nahezu quantitativ zu NAD+ umgesetzt
wurde.

Cyclische ADP-Ribose besitzt die konservierte Energie der glykosidischen Bindung zwischen
terminaler Ribose und N1-Atom des Adeninringes, die das Molekül befähigt, das postulierte
Intermediat der Reaktion (Abb. 3, Mitte) zu erreichen. Ausgehend von der (ADP-ribosyl-
Oxocarbenium)-Zwischenstufe erscheint die NAD+-Synthese, als eine der möglichen Konkur-
renzreaktionen zwischen verfügbaren Nukleotiden, plausibel. Die Fähigkeit der mitochon-
drialen NADase aus cADP-Ribose und Nikotinamid NAD+ zu synthetisieren, unterstützt diese
Annahme und verdeutlicht ihre Identifizierung als bifunktionelles Enzym (Ziegler et al.,
1997c1 ).
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Abb. 16 Die mitochondriale NADase katalysiert die Synthese von NAD
+
. Partiell gereinigte mito-

chondriale NADase wurde im Reaktionsmedium (50mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% LDAO) in
Gegenwart von 100µM cADP-Ribose (cADPR) und 1mM Nikotinamid (Nam) für 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Reaktionsprodukte sofort über HPLC
getrennt. Gezeigt ist ein typisches Chromatogramm.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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3.2.4 Modell der prooxidans-induzierten Ca
2+

-Freisetzung aus Mitochondrien

Aus den zuvor dargestellten Ergebnissen wird deutlich, daß die mitochondriale NAD+-
Glycohydrolase zu der Klasse der bifunktionellen Enzyme gehört, die den Metabolismus cy-
clischer ADP-Ribose katalysieren. In einer großen Zahl experimenteller Systeme wirkt
cADP-Ribose als potentes Ca2+-mobilisierendes Agens (Lee et al., 1994a). Es erscheint daher
naheliegend, die NADase mit der Regulation mitochondrialer Ca2+-Fluxe über die Synthese
von cADP-Ribose in Verbindung zu bringen. Seit langem ist bekannt, daß die Freisetzung von
Calcium aus den Mitochondrien von dem Redoxstatus der Pyridinnukleotide abhängt
(Lehninger et al., 1978; Richter, 1996). Zusätzliche Befunde weisen darauf hin, daß der
prooxidans-induzierte Ausstrom von Calcium aus den Mitochondrien sensitiv gegenüber re-
duzierenden Bedingungen ist (Schweizer und Richter, 1996). Die Hydrolyse der Pyridinnu-
kleotide und der Ca2+-Efflux aus intakten Mitochondrien benötigt die Oxidation von benach-
barten Thiolgruppen innerhalb der Mitochondrien (Schweizer und Richter, 1994; Schweizer et
al., 1994). Es wurde vermutet, daß die kritischen vicinalen Thiolgruppen innerhalb der NAD+-
Glycohydrolase bzw. eines die NADase regulierenden Moleküls vorliegen (Richter, 1996).

Die Inaktivierung der mitochondrialen NADase durch reduzierende Reagenzien ist in diesem
Zusammenhang ein außerordentlich wichtiges Ergebnis. Eine Reversibilität der Reduktion
(bzw. Oxidation) kritischer Thiolgruppen der mitochondrialen NADase könnte ein Regulati-
onsprinzip in bezug auf den Mechanismus der prooxidans-induzierten Ca2+-Freisetzung dar-
stellen. Zur Klärung dieser Frage wurde die NADase zunächst durch Inkubation mit 100mM
DTT inaktiviert. Der Aktivitätsnachweis des Enzyms erfolgte in diesem Experiment über die
Umsetzung des Substratanalogons ε-NAD+ (Ziegler et al., 19961, 1997c1). Die inaktivierte
NADase wurde im Anschluß gegen einen Puffer (20mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% (w/v)
LDAO) dialysiert, der entweder 1mM oxidiertes Glutathion, 400µM tert.-Butylhydroperoxid
bzw. 400µM Wasserstoffperoxid oder keine weiteren Zusätze enthielt. Die Anwesenheit der
verwendeten Oxidationsmittel führte zu einer teilweisen Wiederherstellung der enzymatischen
Aktivität, wobei oxidiertes Glutathion die effektivste Regenerierung bewirkte (Tab. 4).

Oxidationsmittel Enzymatische Aktivität der NADase

(% der Ausgangsaktivität)

ohne <1

1mM Glutathion, oxidiert 20

400µµM tert.-Butylhydroperoxid   3

400µµM Wasserstoffperoxid   5

Tab. 4 Reversibilität der Reduktion der mitochondrialen NADase. Partiell gereinigte mitochon-
driale NADase wurde durch eine 15-minütige Inkubation bei Raumtemperatur mit 100mM
DTT im Reaktionsmedium (20mM Tris/HCl, pH 7,5; 0,03% LDAO) inaktiviert. Die Wieder-
herstellung enzymatischer Aktivität wurde im Anschluß an eine zweimalige Dialyse (je eine
Stunde) gegen das 1000-fache Volumen Dialysepuffer, bestehend aus 20mM Tris/HCl, pH 7,5;
0,03% (w/v) LDAO und den angegebenen Oxidationsmitteln, gemessen. Unter Verwendung
von ε-NAD+ als Substrat wurde die Aktivität der mitochondrialen NADase im Fluoreszenz-
photometer bestimmt (Material und Methoden). Die Aktivität ist in Prozent, bezogen auf die
Ausgangsaktivität der nicht reduzierten NADase, angegeben.

1 siehe Abschnitt 7.2, eigene Veröffentlichungen
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Die Inaktivierung der mitochondrialen NAD+-Glycohydrolase durch Reduktion, scheint dem-
nach einen reversiblen Prozeß darzustellen. Die potentielle Regulation der NADase-Aktivität
über den Redoxstatus kritischer Thiolgruppen läßt sich darüber hinaus plausibel in ein Modell
der Ca2+-Freisetzung aus Mitochondrien, induziert durch Prooxidantien, integrieren (Abb. 17).

Physiologisch vorherrschende, reduzierende Bedingungen sorgen gleichermaßen für den
Mangel an verfügbarem Substrat (oxidierte Pyridinnukleotide) der NADase sowie für ihre
Inaktivierung. Andererseits würde eine oxidative Belastung der Mitochondrien (i) die Oxida-
tion des Glutathions und (ii) der Pyridinnukleotide sowie (iii) die Aktivierung der NAD+-
Glycohydrolase durch oxidiertes Glutathion bedingen. Die aktive NADase synthetisiert in der
Folge aus NAD+ das Signalmolekül cADP-Ribose, welches nach Bindung an seinen Rezeptor
einen Ca2+-Efflux aus den Mitochondrien bewirkt.

Abb. 17 Hypothetischer Mechanismus der prooxidans-induzierten Ca
2+

-Freisetzung aus

Mitochondrien. Reaktive Sauerstoffspezies, wie das Superoxidanionradikal, Wasserstoffper-
oxid oder tert.-Butylhydroperoxid bewirken die Oxidation des intramitochondrialen
Glutathions (GSH) sowie der Pyridinnukleotide (NAD(P)H) (Richter und Kass, 1991). Die
mitochondriale NAD+-Glycohydrolase (NADase) wird durch oxidiertes Glutathion (GSSG),
vermutlich durch die Ausbildung einer Disulfidbrücke innerhalb des Enzyms, aktiviert und
synthetisiert cADP-Ribose (cADPR) aus NAD+. Die Bindung der cADP-Ribose an ihren Re-
zeptor könnte die Öffnung eines postulierten Ca2+-Kanals bewirken, wodurch Calcium aus den
Mitochondrien ausströmt.
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4. Diskussion

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung der mitochondrialen
NAD+-Glycohydrolase als ADP-ribosyl Cyclase. Die Cyclase-Aktivität konnte sowohl durch
die Bildung cyclischer Purinnukleosiddiphosphoribosen (cGDP-Ribose/cIDP-Ribose) aus
NAD+-Analoga (Abb. 12 und Abb. 14) als auch über die Synthese von cADP-Ribose aus dem
physiologischen Substrat NAD+ (Abb. 13) etabliert werden. Die Generierung von cADP-
Ribose deutet auf die Existenz eines Signalweges in diesen Organellen hin, der die Beteiligung
des mitochondrialen Calcium-Pools an der Regulation cytosolischer Ca2+-Konzentrationen
erklären könnte. Erstmalig konnte damit gezeigt werden, daß ein intrazelluläres Enzym aus
Säugetieren mit der Entstehung dieses neuartigen Signalmoleküls in Verbindung steht. Die
katalytische Domäne aller anderen bisher beschriebenen ADP-ribosyl Cyclasen aus Säugern ist
auf der extrazellulären Seite der Plasmamembran lokalisiert, was die Rolle dieser Enzyme bei
der intrazellulären Signalübertragung in Frage stellt. Eine Internalisierung von CD38 sowie
GPI-geankerter Proteine, wie BST-1, wird in diesem Zusammenhang diskutiert (Funaro et al.,
1998; Maxfield und Mayor, 1997, Robinson, 1997); damit verbunden sollte jedoch, zumindest
vorübergehend, eine enzymatisch aktive Form dieser Proteine in der Zelle nachzuweisen sein.

Die NAD+-vermittelte Ca2+-Mobilisierung aus internen Speichern von Seeigeleiern war die
grundlegende Beobachtung, die zur Entdeckung der cyclischen ADP-Ribose führte (Clapper et
al., 1987; Lee et al., 1989). Darüber hinaus moduliert cADP-Ribose die Ca2+-Freisetzung aus
intrazellulären Speichern unabhängig von InsP3 (Dargie et al., 1990; Galione et al., 1991). Ge-
genüber InsP3- oder cADP-Ribose-desensitivierte Homogenate aus Seeigeleiern, weisen wei-
terhin eine Empfindlichkeit gegenüber dem jeweils anderen Molekül auf. Folglich gibt es min-
destens zwei unabhängig verlaufende Mechanismen, die zur Erhöhung der cytosolischen Ca2+-
Konzentration führen, und auf die Aktivierung intrazellulärer Speicher zurückzuführen sind
(Galione et al., 1993a; Lee et al., 1993). Erste Evidenzen deuten daraufhin, daß cADP-Ribose
seine Wirkung über Ryanodin-Rezeptoren vermittelt (Galione et al., 1991; Galione et al.,
1993a). Da cADP-Ribose die Ca2+-Freisetzung aus dem Retikulum nur in Gegenwart erhöhter
Calciumkonzentationen bewirkt, wurde vorgeschlagen, daß cADP-Ribose als Modulator des
CICR fungiert, indem es die Sensitivität des Ryanodin-Rezeptors gegenüber Calcium erhöht
(Galione und White, 1994). In Säugetieren scheint nur eine Isoform des Ryanodin-Rezeptors
(Typ 2) von cADP-Ribose angesprochen zu werden (Sitsapesan et al., 1995). Die Kanalaktivi-
tät hängt dabei stark von den gewählten Bedingungen, insbesondere von der luminalen Ca2+-
Konzentration, ab. Interessanterweise ist auch die Ca2+-Freisetzung der Mitochondrien von der
vorherigen Beladung der Organellen mit Calcium abhängig (Lötscher et al., 1979; 1980). Bis-
her wurde aber noch kein spezifischer Mechanismus für den Ca2+-Efflux beschrieben; die be-
kannten Signalwege via InsP3 und Stimulation des Ryanodin-Rezeptors aktivieren die Mito-
chondrien nicht.

Das von Richter und Kass (1991) vorgeschlagene Modell verbindet die Aktivität der mito-
chondrialen NAD+-Glycohydrolase gefolgt von einer nicht-enzymatischen ADP-Ribosylierung
mit dem Ca2+-Efflux aus diesen Organellen. In der vorliegenden Arbeit wird hingegen nach-
gewiesen, daß Rinderleber-Mitochondrien eine enzymatische Aktivität besitzen, die den
Transfer von ADP-Ribose auf spezifische Akzeptoren katalysiert. Während der Inkubation von
isolierten Mitochondrien mit [32P]-NAD+ als Substrat werden zwei Proteine spezifisch radio-
aktiv markiert (Abb. 5). Es konnte gezeigt werden, daß es sich bei dieser Markierung in der
Tat um ADP-Ribosylierung handelt und nicht um eine andere Art der Modifikation (Abschnitt
3.1.2).
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Die enzymatische Natur der Reaktion wurde auf unterschiedliche Weise dokumentiert. Zum
einen findet die ADP-Ribosylierung nahezu unverändert unter Bedingungen statt, die
die NADase substantiell inhibieren (Abb. 5, 6). Zum anderen erfolgt die Proteinmodifikation
durch den ADP-Riboserest unter Verwendung von NAD+ wesentlich effizienter als mit freier
ADP-Ribose. Nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung mittels freier ADP-Ribose als Substrat
kann auch in unseren Experimenten beobachtet werden. Allerdings waren dafür sehr hohe
Substratkonzentrationen (1mM ADP-Ribose) und lange Inkubationszeiten (≥ eine Stunde)
erforderlich. Ein vergleichbares Ausmaß der ADP-Ribosylierung konnte mit 25µM NAD+

innerhalb einer 15-minütigen Inkubation erreicht werden. Diese Befunde deuten darauf hin,
daß die mitochondriale ADP-Ribosylierung unter physiologischen Bedingungen überwiegend
durch eine enzymatische Reaktion, katalysiert von einer ADP-Ribosyltransferase, bewirkt
wird. Die Untersuchungen in bezug auf die Aldehyd-Dehydrogenase aus Hefe unterstützen
diese Annahme. Dieses Enzym wurde bereits früher als Akzeptor einer ADP-Ribosylierung
identifiziert (McDonald und Moss, 1993b). Für die beschriebene Inaktivierung der ALDH, die
anscheinend durch die Reaktion freier ADP-Ribose mit einem Cysteinrest im aktiven Zentrum
des Enzyms erfolgt, wurden hingegen lange Inkubationszeiten (mehrere Stunden) und hohe
Konzentrationen an ADP-Ribose (1-2mM) benötigt (McDonald und Moss, 1993b). In Abbil-
dung 8 ist dagegen dargestellt, daß die ALDH durch Inkubation mit 25µM NAD+ modifiziert
werden kann, jedoch ausschließlich in Gegenwart der mitochondrialen ADPRT-Aktivität.

Die chemische Stabilität der mitochondrialen Protein-ADPR-Bindungen weist auf eine Betei-
ligung von Cysteinresten bei dieser Modifikation hin, da ein signifikanter Anteil durch
Hg2+-Ionen gespalten werden kann (Tab. 3). Auch die enzymatische Modifikation der ALDH
scheint einen Cysteinrest zu involvieren. Die vorherige Alkylierung der Thiolgruppen durch
N-Ethylmaleimid vermindert die spätere ADP-Ribosylierung mittels der mitochondrialen
ADPRT und NAD+ als Substrat (Abb. 9). Cysteinspezifische ADP-Ribosyltransferasen konn-
ten bereits in humanen und Rinder-Erythrocyten identifiziert werden (Tanuma et al., 1987;
Saxty und van Heyningen, 1995). Damit scheint diese Art der Proteinmodifikation von phy-
siologischer Bedeutung zu sein.

Die Identifizierung der Akzeptorproteine mitochondrialer ADP-Ribosylierung ist bis jetzt noch
nicht gelungen. Es gibt aber Hinweise, daß die Zielproteine, wie auch die ADPRT-Aktivität,
mit der inneren Mitochondrienmembran assoziiert sind, da die ADP-Ribosylierung gleicher-
maßen in submitochondrialen Vesikeln stattfindet (Jorcke et al., 1998). Darüber hinaus besitzt
die mitochondriale ALDH aus Rindern ein ungefähres Molekulargewicht von 55kDa, das der
Mobilität eines der beiden in Rinderleber-Mitochondrien modifizierten Proteine entspricht.
Weitere Untersuchungen, die die Isolierung und Identifizierung der ADPRT sowie der Ak-
zeptoren der kovalenten Modifikation zum Inhalt haben, sind dringend erforderlich, um die
physiologische Relevanz der mitochondrialen, enzymatischen ADP-Ribosylierung zu unter-
mauern. Die vorliegenden Ergebnisse haben die Voraussetzung für derartige Studien geschaf-
fen, da sie belegen, daß in Mitochondrien eine enzymatische, cysteinspezifische ADPRT exi-
stiert und, daß die Proteinmodifikation in diesen Organellen die Aktivität von Enzymen beein-
flussen könnte. Diese Resultate bestärken die Ansicht, daß der prooxidans-induzierte Ca2+-
Ausstrom nicht in Zusammmenhang mit einer nicht-enzymatischen ADP-Ribosylierung steht.
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Die Anwesenheit einer ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität in Mitochondrien macht eine Beteili-
gung an der Ca2+-Regulation wahrscheinlich, die durch cADP-Ribose und nicht über die Gene-
rierung freier ADP-Ribose und folgender nicht-enzymatischer ADP-Ribosylierung eines Ca2+-
Transporters bewirkt wird. Wie hier gezeigt katalysiert die mitochondriale ADP-ribosyl Cycla-
se zusätzlich auch die Hydrolyse von cADP-Ribose zu dem biologisch inaktiven Nukleotid
ADP-Ribose. Das Enzym gehört damit zu der Klasse der bifunktionellen NAD+-
Glycohydrolasen. Es ist erstaunlich, daß cADP-Ribose Hydrolase-Aktivitäten bisher ohne
Ausnahme mit den ADP-ribosyl Cyclasen verbunden sind. Das Aufrechterhalten des Gleich-
gewichtes zwischen Synthese und Degradation der cADP-Ribose durch ein einziges Enzym,
eine bifunktionelle NADase, wäre für ein Signalmolekül sehr ungewöhnlich. In diesem Zu-
sammenhang ist es sehr interessant, daß die Cyclase-Aktivität durch andere Faktoren reguliert
werden könnte. In Seeigeleiern konnte gezeigt werden, daß cGMP die Bildung von cADP-
Ribose stimuliert (Galione et al., 1993b). Diese Regulation könnte über eine cGMP-abhängige
Phosphorylierung verlaufen, da CD38 sowie die Cyclase aus Aplysia potentielle Phosphorylie-
rungsstellen für eine cGMP-abhängige Kinase besitzen (Lee et al., 1994a). Andererseits wurde
eine Calmodulin-Abhängigkeit der cADP-Ribose-vermittelten Ca2+-Freisetzung beschrieben
(Takasawa et al., 1995; Tanaka und Tashjian, 1995; Lee et al., 1994b; 1995). Calmodulin, das
selbst keinen Ausstrom von Calcium in Seeigeleiern bewirkt (Tanaka und Tashjian, 1995),
scheint einen positiven Modulator des cADPR-vermittelten Ca2+-Efflux aus Mikrosomen dar-
zustellen (Lee et al., 1994b; 1995; Takasawa et al., 1995). In Mikrosomen aus Inselzellen des
Rattenpankreas konnte die Calmodulin-aktivierte Ca2+-Freisetzung der cADP-Ribose durch
Inhibitoren der Calmodulin-abhängigen Kinase II vermindert werden (Takasawa et al., 1995);
in Seeigeleiern wurde eine Interaktion mit dem Rezeptor vorgeschlagen, an dem auch cADP-
Ribose wirkt (Lee et al., 1994b; Tanaka und Tashjian, 1995). In vivo könnte die Synthese bzw.
die Hydrolyse von cADP-Ribose durch die Verfügbarkeit der erforderlichen Nukleophile be-
vorzugt werden. Der Ausschluß von Wasser im aktiven Zentrum des Enzyms durch Änderun-
gen in der Konformation - möglicherweise cGMP- oder Calmodulin-abhängig gesteuert - wür-
de den Ringschluß der terminalen Ribose mit dem N1-Atom des Adenins unter Entstehung des
cyclischen Nukleotids favorisieren.

Eine weitere Möglichkeit der Regulation von NADasen ist durch ihre Empfindlichkeit gegen-
über reduzierenden Bedingungen gegeben (Cayama et al., 1973; Kontani et al., 1993; Zocchi et
al.,1993; Ziegler et al., 1996). Während das Enzym aus Aplysia, das nahezu ausschließlich als
ADP-ribosyl Cyclase fungiert (Lee und Aarhus, 1991), durch reduzierende Agenzien nicht
beeinflußt wird (Zocchi et al., 1995), führt die Anwesenheit von DTT zu einer Aggregation
von CD38-Molekülen, die anschließend enzymatisch inaktiv sind (Guida et al., 1995). Die
essentielle Rolle der Cysteinreste wird durch die Konservierung der meisten Cysteine zwi-
schen dem Aplysia-Enzym und CD38 unterstützt. Zwei Cysteinreste, die in allen bekannten
Sequenzen von CD38 vorkommen, treten in der Aminosäuresequenz der Aplysia-Cyclase nicht
auf. Durch Mutagenese-Experimente wurde eine katalytische Rolle der Cysteine angedeutet
(Tohgo et al., 1994). Eine Mutante der Aplysia kurodai NADase, bei der diese beiden Cysteine
an den Stellen eingefügt wurden, die der CD38-Sequenz entsprechen, erlangt zusätzlich die
cADP-Ribose Hydrolase-Aktivität (Tohgo et al., 1994). Auf der anderen Seite zeigen CD38-
Mutanten, in denen die Cysteinreste durch die betreffenden Aminosäuren der Aplysia-Sequenz
substituiert wurden, keine Hydrolase-Aktivität mehr, behalten aber ihre Fähigkeit zur Bildung
von cADP-Ribose (Tohgo et al., 1994). Die mitochondriale NAD+-Glycohydrolase wird unter
reduzierenden Bedingungen scheinbar vollständig inhibiert. Die Aktivitätsfärbung des mito-
chondrialen Enzyms in der Gelmatrix nach SDS-PAGE gelingt nicht, wenn der Probenpuffer
β-Mercaptoethanol enthält (Ziegler et al., 1996). Sowohl die NAD+-Glycohydrolase-Aktivität,
gemessen mit dem Substratanalogon ε-NAD+ (Abb. 6B), als auch die ADP-ribosyl Cyclase-
Aktivität (Abb. 13) sind in Gegenwart von DTT nicht detektierbar.
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Es ist ein entscheidender Befund, daß die Inhibition der mitochondrialen NADase nach Re-
duktion mit DTT unter Verwendung von oxidiertem Glutathion teilweise rückgängig gemacht
werden kann. Die Regenerierung der Aktivität zeigt für die mitochondriale NADase ein Re-
gulationsprinzip auf, das in die bisherigen Ergebnisse und das Modell der mitochondrialen
Beteiligung an der Regulation cytoplasmatischer Ca2+-Konzentrationen integriert werden kann
(Abb. 17).

Der Aktivitätsnachweis NAD+-katabolisierender Enzyme direkt in der Gelmatrix ist ein maß-
geblicher Fortschritt bei der Reinigung und Charakterisierung dieser Proteine. Unter anderem
kann hiermit die Abschätzung der apparenten Molekulargewichte dieser Enzyme erfolgen. Die
Verwendung von ε-NAD+ ermöglicht es, vorrangig die klassische NADase-Reaktion nachzu-
weisen. Die ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität eines Enzyms kann durch die Verwendung von
NHD+ (oder NGD+) als Substrat verifiziert werden. Da auch andere Enzymaktivitäten, e.g.
Phosphodiesterasen, ε-NAD+ unter Fluoreszenzzunahme umsetzen, muß die Spezifität durch
eine Produktanalyse der Reaktion geklärt werden. Dies läßt sich leicht realisieren, da die be-
reits renaturierten Proteine nach dem Aktivitätsnachweis aus der Matrix ausgeschnitten und
z. B. mit radioaktiven Substraten inkubiert werden können (Hagen und Ziegler, 1997). Diese
Kombination erlaubt es auch, die tatsächliche(n) Aktivität(en) einer Probe ohne Anwesenheit
von Fremdaktivitäten zu bestimmen (Hagen und Ziegler, 1997). Die Voraussetzung für die
Detektion in diesem Verfahren ist allerdings, daß sich die zu untersuchenden Proteine nach der
SDS-PAGE renaturieren lassen. Weiterhin ist die Methode nur auf Proteine anwendbar, die als
Monomere oder Homo-Oligomere enzymatisch aktiv sind, da nicht-kovalent verbundene He-
tero-Oligomere durch die Elektrophorese separiert werden. Für die bisher untersuchten NAD+-
Glycohydrolasen aus Neurospora crassa, Aplysia californica, Schweinehirn und Rinderleber-
Mitochondrien treffen diese Bedingungen zu (Ziegler et al., 1996; 1997).

Ein weiteres Modell, das die Ca2+-Freisetzung aus Mitochondrien zu erklären versucht, be-
schreibt die reversible Öffnung einer proteinhaltigen Pore in der inneren Mitochondrienmem-
bran (Crompton et al., 1987). Dabei handelt es sich scheinbar um einen latenten Mechanismus,
der die innere Membran für verschiedene Moleküle permeabel macht (Gunter und Pfeiffer,
1990; Zoratti und Szabò, 1995). Bemerkenswert ist, daß auch für dieses System die vorherige
Akkumulation von Calcium in der Mitochondrien-Matrix eine Voraussetzung ist. Darüber
hinaus gibt es weitere Parallelen in bezug auf das von Richter und in dieser Arbeit vorgeschla-
gene Modell. Die Öffnung der Pore wird durch die Oxidation der Pyridinnukleotide sowie des
intramitochondrialen Glutathions induziert. Eine Hemmung des Permeabilitätsüberganges
kann durch Cyclosporin A, einem Immunsuppressant, erreicht werden (Crompton et al., 1988;
Broekemeier et al., 1989). Die Inhibition der Hydrolyse der oxidierten Pyridinnukleotide durch
Cyclosporin A wurde ebenfalls beschrieben (Schweizer et al., 1993). Nach der Öffnung der
mitochondrialen Pore wird allerdings neben dem Efflux von Calcium auch der Verlust von
anderen Ionen und sogar der langsame Ausstrom von Matrixproteinen beobachtet (Gunter und
Pfeiffer, 1990). Es erscheint unwahrscheinlich, daß ein so wenig selektiver Mechanismus für
die spezifische Calcium-Freisetzung aus Mitochondrien verantwortlich gemacht werden kann.
Bis zum Erhalt weiterer molekularer Daten bezüglich der Komponenten der Pore aber auch der
in dieser Arbeit beschriebenen mitochondrialen ADP-ribosyl Cyclase, läßt es sich nicht aus-
schließen, daß mehrere Systeme nebeneinander oder auch miteinander verbunden existieren.
Insbesondere wird es wichtig sein zu etablieren, ob cADP-Ribose in Mitochondrien spezifisch
einen Ca2+-Ausstrom bewirken kann. In diese Untersuchungen müßten darüber hinaus weitere
neuartige Signalmoleküle, wie 2´-P-cADP-Ribose und NAADP+ mit einbezogen werden, die
ebenfalls in die Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern involviert zu sein
scheinen (Lee und Aarhus, 1995; Chini et al., 1995; Vu et al., 1995).
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In der vorliegenden Arbeit konnte die Anwesenheit einer cystein-spezifischen ADP-
Ribosyltransferase in Mitochondrien nachgewiesen werden. Eine gezielte Regulation mito-
chondrialer Funktionen erscheint durch die Spezifität der enzymatischen ADP-Ribosylierung
wahrscheinlich. Darüber hinaus ist die Identifizierung der mitochondrialen NAD+-
Glycohydrolase als bifunktionelles Enzym mit ADP-ribosyl Cyclase- / cADP-Ribose Hydrola-
se-Aktivitäten etabliert worden. Über die Synthese von cyclischer ADP-Ribose in Mitochon-
drien kann die Beteiligung an der Aufrechterhaltung der zellulären Calcium-Homöostase plau-
sibel erklärt werden. Damit wurden zwei wichtige Wege NAD+-abhängiger Signalübertragung
mit diesen Organellen in Zusammenhang gebracht (Abb. 18). Die physiologische Bedeutung
des NAD+, die bereits eng mit der Energieübertragung verbunden ist, wird durch seine Rolle
als Substrat in Signaltransduktionswegen entscheidend erweitert.

Abb. 18 NAD
+
-abhängige Wege der Signalübertragung in Mitochondrien. Das vorgeschlagene Mo-

dell sieht die Synthese von cyclischer ADP-Ribose (cADPR) und die enzymatische ADP-
Ribosylierung vor.
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5. Zusammenfassung

Die fundamentale Bedeutung der Pyridinnukleotide [NAD(P)] für die Energietransduktion der
Zelle ist seit langem bekannt. Darüber hinaus dient NAD+ als Substrat in Reaktionswegen, de-
ren physiologische Rolle in der Signalvermittlung zunehmend etabliert wird. ADP-
Ribosylierung ist die posttranslationale Modifikation von Akzeptorproteinen mit dem ADP-
Riboserest, der aus dem NAD+ stammt. Sowohl die nicht-enzymatische Reaktion freier ADP-
Ribose mit Proteinen als auch die enzym-katalysierte Übertragung von ADP-Ribose aus dem
NAD+ durch ADP-Ribosyltransferasen (ADPRTs) sind bekannt. Die Entstehung freier ADP-
Ribose aus NAD+, die die Voraussetzung für eine nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung ist,
wird durch NAD+-Glycohydrolasen (NADasen) katalysiert. Einige dieser Enzyme katalysieren
auch den Metabolismus des neuartigen Ca2+-mobilisierenden Signalmoleküls cyclische ADP-
Ribose (cADP-Ribose). Untersuchungen der letzten zehn Jahre haben belegt, daß NADasen
eine grundlegende Rolle bei der Regulation der zellulären Calcium-Homöostase spielen.

Der mitochondrialen NAD+-Glycohydrolase kommt bei einem vorgeschlagenen Modell der
prooxidans-induzierten Ca2+-Freisetzung aus den Organellen eine Schlüsselrolle zu. Der Netto-
verlust der Pyridinnukleotide, das extramitochondriale Auftreten von Nikotinamid und die
ADP-Ribosylierung mitochondrialer Proteine sind die markanten Beobachtungen, die nach der
Behandlung der Organellen mit Prooxidantien gemacht wurden; ihre Kausalität wurde bisher
jedoch nicht nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wird dokumentiert, daß die ADP-Ribosylierung in Mitochondrien
der Rinderleber unter physiologischen Bedingungen offenbar ausschließlich über einen en-
zymatischen Mechanismus erfolgt. Die Untersuchung der enzymatischen ADP-Ribosylierung
unter Verwendung von NAD+ als Substrat stellte dabei ein großes Problem dar, da sowohl
NAD+-Glycohydrolasen als auch ADP-Ribosyltransferasen dieses Nukleotid als Substrat nut-
zen. Verschiedene Bedingungen konnten etabliert werden, die die mitochondriale NADase sub-
stantiell inhibieren, so daß die Generierung freier ADP-Ribose - das Substrat einer nicht-
enzymatischen Modifikation - ausgeschlossen werden konnte.

Die enzymatische ADP-Ribosylierung in Mitochondrien führt zu einer spezifischen Modifizie-
rung von zwei Proteinen mit ungefähren Molekulargewichten von Mr ≅ 26.000 und
Mr ≅ 53.000. Die chemische Stabilität der Protein-ADP-Ribose-Bindungen in Mitochondrien
weist auf die Beteiligung von Cysteinresten an der Bindung hin. Weiterhin konnte die Aldehyd-
Dehydrogenase der Hefe (ALDH), die als Akzeptor einer thiolgerichteten ADP-Ribosylierung
beschrieben wurde, mit Hilfe der mitochondrialen ADPRT und NAD+ als Substrat modifiziert
werden. Die ALDH aus Rinderleber-Mitochondrien besitzt eine Molekülmasse von 53.000, die
der Mobilität (im SDS-Gel) eines der beiden in Rinderlebermitochondrien modifizierten Pro-
teine entspricht. Die ALDH könnte somit ein potentielles Zielprotein der ADPRT darstellen.

Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, daß die mitochondriale ADP-Ribosylierung
unter den gewählten Bedingungen über eine enzymatische Reaktion verläuft, die von einer cy-
stein-spezifischen ADP-Ribosyltransferase katalysiert wird. Das Modell der Ca2+-Freisetzung
aus Mitochondrien bedingt durch eine nicht-enzymatische Modifizierung mit freier ADP-
Ribose, die zunächst durch die Katalyse der NAD+-Glycohydrolase gebildet wird, hat sich da-
mit als unwahrscheinlich erwiesen.
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Diese Annahme wird unterstützt durch die hier beschriebene Identifizierung der mitochondria-
len NAD+-Glycohydrolase als bifunktionelles Enzym, das den Metabolismus von cADP-Ribose
katalysieren kann. Die Synthese von cADP-Ribose in diesen Organellen stellt erstmalig eine
Beziehung dieses Nukleotids zu der Calcium-Freisetzung aus Mitochondrien her. Das mito-
chondriale Enzym akzeptiert zusätzlich die NAD+-Analoga NGD+ und NHD+ als Substrate und
katalysiert die Synthese fluoreszenter cyclischer Purinnukleosiddiphosphoribosen.

Durch die Entwicklung eines effizienten Direktnachweises, der es ermöglicht, die enzymatische
Aktivität in der Gelmatrix nach einer SDS-PAGE zu detektieren, konnte die Identität von NA-
Dase- und ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität durch die Übereinstimmung der Mobilitäten gesi-
chert werden. Darüber hinaus katalysiert die mitochondriale NADase auch die Hydrolyse von
cADP-Ribose in das biologisch inaktive Nukleotid ADP-Ribose sowie die Synthese von NAD+

in Gegenwart von cADP-Ribose und Nikotinamid.

Sowohl die NADase- als auch die ADP-ribosyl Cyclase-Aktivität des Enzyms werden durch
reduzierende Reagenzien stark inhibiert. Es ist ein entscheidender Befund, daß die enzymati-
sche Aktivität nach der Entfernung des reduzierenden Agens mit Hilfe von oxidiertem
Glutathion teilweise regeneriert werden kann, da hiermit ein potentielles Regulationsprinzip
der mitochondrialen NADase über den Redoxstatus von Thiolgruppen verbunden ist. Anhand
der erzielten Ergebnisse wird ein Modell vorgeschlagen, in dem der prooxidans-induzierte
Ausstrom von Calcium aus diesen Organellen mit der Bildung von cyclischer ADP-Ribose
verbunden ist und nicht mit der Enstehung freier ADP-Ribose mit nachfolgender nicht-
enzymatischer ADP-Ribosylierung.
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6. Material und Methoden

6.1 Zellfraktionierung der Rinderleber

Die Gewinnung verschiedener Zellorganellen wird durch eine konventionelle Methode der
differentiellen Zentrifugation erreicht. Nach einer grob mechanischen Zerkleinerung des Aus-
gangsmaterials wird die unterschiedliche Dichte der Organellen ausgenutzt, um eine sukzessi-
ve Abtrennung zu bewirken. Der Transport der Rinderleber frisch geschlachteter Tiere findet
auf Eis statt. Alle weiteren Schritte erfolgen bei 4°C.

6.1.1 Isolierung von Mitochondrien

Nach der Entfernung der Kapsel wird die Leber in kleine (ca. 3x3cm) Gewebestücke zer-
schnitten; dabei werden größere Gefäße und Bindegewebsanteile entfernt. Anschließend wer-
den die Gewebestücke gründlich mit Homogenisationspuffer gewaschen bis das Waschwasser
keine Rotfärbung mehr aufweist.
(1) Das Homogenisieren des Gewebes erfolgt danach in einem Waring-Blender in Homogeni-
sationspuffer (drei Zyklen zu je 20 Sekunden, mittlere Stufe). (2) Für die Abtrennung von
Zelltrümmern, nicht homogenisiertem Gewebe und der Kernfraktion wird das Homogenat 15
Minuten bei 2.000 × g zentrifugiert und der resultierende Überstand durch zwei Lagen Gaze
(Mull) filtriert. (3) Aus diesem Filtrat werden nach einer 20-minütigen Zentrifugation bei
12.000 × g Mitochondrien gewonnen, die im Anschluß in einem motorbetriebenen Dounce-
Homogenisator (B. Braun-Melsungen) mit Homogenisationspuffer resuspendiert werden. (4)
Um Verunreinigungen, insbesondere mit der Kernfraktion, zu minimieren, werden die Schritte
(2, ohne Filtration) und (3) zweimal wiederholt. (5) Nach der letzten Zentrifugation werden
die Mitochondrien in wenig Homogenisationspuffer resuspendiert (s.o.), aliquotiert und tief-
gefroren (-70°C) aufbewahrt.

Homogenisationspuffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
250mM Saccharose
0,5mM EDTA

6.1.2 Herstellung von submitochondrialen Partikeln (SMPs)

Für einige Kontrollexperimente wurden invertierte Vesikel der inneren Mitochondrien-
membran, sogenannte submitochondriale Partikel, hergestellt. Isolierte Mitochondrien (6.1.1)
werden dazu in eine vorgekühlte French-Press Zelle überführt und dreimal bei einem Druck
von 10.000 psi (690 bar) aufgeschlossen. Der resultierende Überstand einer 20-minütigen
Zentrifugation bei 12.000 × g wird anschließend in der Ultrazentrifuge eine Stunde bei
215.000 × g zentrifugiert. Das Pellet der Ultrazentrifugation (SMPs) wird mit einem Dounce-
Homogenisator in 50mM Tris/HCl, pH 7,5 resuspendiert.
In dieser Präparation befindet sich die enzymatische Aktivität der mitochondrialen NAD+-
Glycohydrolase (Zhang et al., 1995). Die ADP-Ribosylierung (6.3.1) findet in diesen Partikeln
vergleichbar mit der in isolierten Mitochondrien statt (Jorcke et al., 1998).
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6.1.3 Gewinnung von Mikrosomen

Für einige Experimente wurde der postmitochondriale Überstand (6.1.1, Arbeitsschritt 3)
eine Stunde bei 180.000 × g zentrifugiert und das Mikrosomen enthaltende Pellet in Homoge-
nisationspuffer (6.1.1) resuspendiert. Diese mikrosomale Fraktion sowie das Gewebehomo-
genat (6.1.1, Arbeitsschritt 1) wurden ebenfalls bezüglich der in isolierten Mitochondrien be-
obachteten ADP-Ribosylierung (6.3.1) getestet. Die radioaktive Markierung der beiden Pro-
teinbanden, wie sie in Mitochondrien detektiert wird (Abb. 5), war, bezogen auf die Protein-
menge (in mg), in Mitochondrien ca. vierfach höher als im Homogenat und ca. zehnfach hö-
her als in Mikrosomen (nicht gezeigt). Die Aktivität der Succinat-Dehydrogenase konnte in
Übereinstimmung damit bei der Präparation der Mitochondrien siebenfach gegenüber dem
Homogenat angereichert werden (nicht gezeigt).

6.1.4 Bestimmung von Markerenzym-Aktivitäten membranärer Zellbestandteile

Zur Überprüfung des Reinheitsgrades einer Präparation von Zellfraktionen werden orga-
nellen-spezifische Enzymaktivitäten bestimmt. Gleichzeitig ist es erforderlich, Markerproteine
anderer Zellkompartimente zu detektieren, um Verunreinigungen der Präparation abzuschät-
zen. Die im folgenden aufgeführten Nachweise spezifischer Enzymaktivitäten wurden routi-
nemäßig bei jeder Mitochondrienpräparation angewendet.

6.1.4.1 Succinat-Dehydrogenase

Die Succinat-Dehydrogenase ist ein integrales Protein der inneren Mitochondrienmembran
und dient daher als spezifisches Markerenzym dieser Organellen. Sie enthält ein kovalent ge-
bundenes Molekül Flavinadenindinukleotid, das bei der Oxidation von Succinat zu Fumarat
reduziert wird. In der Nachweisreaktion der enzymatischen Aktivität der Succinat-
Dehydrogenase wird hingegen ein künstlicher Elektronenakzeptor [2-(p-iodophenyl)-3-(p-
nitrophenyl)-5-phenyl tetrazolium (INT), Sigma] angeboten, der nach Reduktion eine rote
Farbe besitzt.
Es werden 100µl (0,2 -0,5mg Protein) der zu untersuchenden Fraktion mit 900µl Substratl ö-
sung für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch TCA-Fällung (10% (w/v),
1ml) gestoppt. Anschließend wird der gebildete Farbstoff mit 4ml Essigsäureethylester (unter
dem Abzug) extrahiert und eine Phasentrennung mittels Zentrifugation erreicht. Ein Milliliter
des Überstandes wird in die photometrische Bestimmung der Extinktion bei λ=490nm einge-
setzt. Der millimolare Extinktionskoeffizient des reduzierten Produkts in Essigsäureethylester
beträgt ε=20,1 × 103 cm2/mmol.

Substratlösung: 55mM Kaliumphosphat, pH 7,0
25mM Saccharose
55mM Natriumsuccinat
0,11 % (w/v) INT



Material und Methoden                                                                                                                                           42

6.1.4.2 Glucose-6-phosphatase

Die Glucose-6-phosphatase wird in der Leber von Wirbeltieren charakteristischerweise im
endoplasmatischen Retikulum gefunden. Sie katalysiert die irreversible Dephosporylierung
von Glucose-6-phosphat zu freier Glucose, die von der Leber ins Blut abgegeben wird. Der
Nachweis der Enzymaktivität wird über die Detektion des freigesetzten Phosphates ermög-
licht.
Die Inkubation von 0,2-0,5mg Protein in 100µl erfolgt für 15-30 Minuten bei 37°C mit 900µl
Substratlösung. Die Reaktion wird durch TCA-Fällung (Zugabe von 1ml 10%iger (w/v) TCA)
gestoppt. Präzipitiertes Protein wird anschließend abzentrifugiert und ein Milliliter des Über-
standes in die nachfolgende Phosphatbestimmung eingesetzt. Anorganisches Phosphat reagiert
in stark saurer Lösung mit Ammoniummolybdat unter Reduktion zu einem blauen Farbkom-
plex, dessen Extinktion bei λ=660nm bestimmt wird.
Dem Überstand der Umsatzreaktion werden 500µl Molybdatlösung, 200µl Reduktionsmittel
und 3,3ml Wasser zugegeben. Nach einer 20-minütigen Inkubation kann die Extinktion gegen
einen Reagenzienleerwert gemessen werden. Zur Bestimmung der Phosphatkonzentration
wird eine Standardeichkurve über den Bereich 0,2-1,5µmol Phosphat erstellt.

Substratlösung: 55mM Tris/HCl, pH 6,6
11mM Glucose-6-Phosphat
11mM β-Mercaptoethanol

Molybdatlösung: 2,5% (w/v) Ammoniummolybdat
5N Schwefelsäure

Reduktionsmittel: nach Fiske und Subbarow (Sigma)

6.1.4.3 ATPasen

Verschiedene Zellkompartimente enthalten spezifische ATPasen, die selektiv inhibiert
werden können. Das Verhältnis der hemmbaren Anteile in unterschiedlichen präparierten Or-
ganellen (Mikrosomen, Plasmamembran, Mitochondrien) läßt auf den Grad der Verunreini-
gung schließen. Die ATPase-Aktivitäten der gewonnenen Fraktionen können auf zwei Wegen
ermittelt werden (s.u.). Dabei wird jede Probe ohne ATPase-Hemmstoff sowie in Gegenwart
von 1µg/ml der spezifischen Inhibitoren (Sigma, siehe Tabelle) untersucht.

Organelle spezif. ATPase selektiver Inhibitor

Plasmamembran Na+/K+-ATPase Ouabain (Strophantin)
Mikrosomen Ca2+-ATPase Thapsigargin
Mitochondrien FOF1-ATPase Oligomycin
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a) Phosphatbestimmung:

Eine 15-minütige Inkubation der Organelle (50-100µg Protein) bei 37°C in einem Milliliter
Substratlösung wird mit 10%iger (w/v) TCA (1ml) gestoppt und Protein abzentrifugiert. In
der Substratlösung ist ein ATP-regenerierendes System (s.u.) enthalten, damit der ATP-
Verbrauch nicht limitierend ist. Ein Milliliter des Überstandes wird in die colorimetrische
Bestimmung des freigesetzten Phosphats eingesetzt (siehe 6.1.4.2).

b) Optischer gekoppelter Test:

In dieser Methode wird die Aktivität der ATPase (Umsatzreaktion) über die Abnahme der
NADH-Asorption bei λ=340nm (Nachweisreaktion) kontinuierlich im Photometer verfolgt: In
einer zweiten Reaktion katalysiert die Pyruvat-Kinase (PK) die Synthese von ATP aus Phos-
phoenolpyruvat (PEP) und dem in der Umsatzreaktion gebildeten ADP (Regenerierung des
ATP). Das gleichzeitig entstehende Pyruvat wird durch die Laktat-Dehydrogenase (LDH) zu
Laktat reduziert bei paralleler Oxidation von NADH zu NAD+. Die Abnahme der NADH-
Konzentration pro Zeit ist damit über die beschriebene Reaktionsfolge der ATPase-Aktivität
direkt proportional, die aus der Steigung der resultierenden Geraden berechnet werden kann.
Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgt, bis auf die Anwesenheit von NADH*, wie unter
a) beschrieben bei Raumtemperatur. Die Zugabe der selektiven Inhibitoren findet im Verlauf
der Messung statt.

Substratlösung: 100µl ATPase-stock
100µl Salt-stock
3µl PK/LDH (Sigma)
A. dest. ad 1ml

ATPase-stock: 0,5M Tris/HCl, pH 7,5
50mM PEP
10mM ATP
2mM NADH*

Salt-stock: 50mM MgCl2

500mM KCl
100mM NaCl
10mM CaCl2

                                                                                                              

* nur für den optischen Test erforderlich

6.2 Isolierung der NAD
+
-Glycohydrolase

6.2.1 Detergenzsolubilisierung

Die Reinigung der mitochondrialen NADase nach Solubilisierung mit Detergenzien ist
unlängst beschrieben worden (Zhang et al., 1995). Um ein nahezu homogenes Protein zu
erhalten, mußte in der Aufarbeitung ein Denaturierungsschritt eingeführt werden (Zhang et al.,
1995). Da die enzymatischen Eigenschaften durch diese Behandlung möglicherweise
wesentlich beeinträchtigt werden, erschien es für eine kinetische Charakterisierung sinnvoll,
eine partiell gereinigte Form des Enzyms zu verwenden (Ziegler et al., 1996). Insbesondere in
Hinblick auf den Vergleich mit einer steapsinsolubilisierten, wasserlöslichen Form der
NADase wurde auf eine analoge Reinigungsprozedur Wert gelegt (Ziegler et al., 1996).



Material und Methoden                                                                                                                                           44

Isolierte Mitochondrien (6.1.1) werden im Anschluß an den letzten Zentrifugationsschritt in
Solubilisierungspuffer aufgenommen und mit einem Dounce-Homogenisator resuspendiert.
Nach zwei Stunden Inkubation unter Rühren auf Eis werden die unlöslichen Bestandteile
durch Zentrifugation bei 215.000 × g für 45 Minuten abgetrennt. Der Überstand, der die de-
tergenzsolubilisierte NADase-Aktivität enthält, wird nachfolgend durch Säulenchromatogra-
phie aufgearbeitet.

Solubilisierungspuffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
100mM NaCl
6% (w/v) Triton X-100

6.2.2 Chromatographische Verfahren

Aufgrund der maximalen Effizienz (im Vergleich zu anderen getesteten Detergenzien)
wurde für die Solubilisierung der NADase Triton X-100 bevorzugt. Während der chromato-
graphischen Schritte diente Lauryldimethylamin-N-oxid (LDAO) als Detergenz. LDAO hat
den Vorteil einer geringen Absorption bei λ=280nm und ermöglicht daher die photometrische
Überwachung der Aufarbeitung. 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium] propansulfonat
(CHAPS) wurde im letzten Schritt der Aufarbeitung als Detergenz eingesetzt (s.u.), da es die
Elution der NADase deutlich vereinfachte und die alternative Verwendung hoher Salzkon-
zentrationen die mitochondriale NAD+-Glycohydrolase signifikant inhibierte (Ziegler et al.,
1996).

Die durch Detergenz solubilisierte mitochondriale NADase wird zunächst auf einer Hydroxy-
lapatit (HTP)-Säule (Hydroxylapatit Bio-Gel, Bio-Rad) chromatographiert, die mit HTP(A)-
Puffer äquilibriert wurde. Der Hauptanteil der NADase-Aktivität bindet an die stationäre Pha-
se. Nach dem Probenauftrag wird die Matrix mit dem zehnfachen Säulenvolumen des glei-
chen Puffers, jedoch mit 0,05% (w/v) LDAO anstelle von Triton X-100, gewaschen, um den
Austausch der Detergenzien zu erreichen. Die Elution erfolgt durch Anlegen eines linearen
Phosphatpuffer-Gradienten von HTP(B1)- nach HTP(B2)-Puffer. Fraktionen, die eine NADa-
se-Aktivität beinhalten (60-150mM Kaliumphosphat), werden vereinigt und gegen DEAE-
Puffer dialysiert.
Die Proteinlösung wird anschließend auf eine Diethylaminoethyl (DEAE)-52-Cellulose
(Whatman)-Säule aufgetragen, die mit DEAE-Puffer äquilibriert war. Die enzymatische Akti-
vität bindet nicht an diese Matrix und wird im Durchlauf der Säule detektiert, der nachfolgend
mit verdünnter Essigsäure auf einen pH-Wert von 5,0 eingestellt wird.

Der enzymatisch aktive Pool wird dann direkt auf einer Carboxymethyl (CM)-Trisacryl
(Serva)-Säule chromatographiert, die zuvor mit CM(A)-Puffer äquilibriert wurde. Nach dem
Probenauftrag wird die Matrix mit dem fünffachen Säulenvolumen CM(A)-Puffer gewaschen,
wonach sich die Elution durch Anlegen eines linearen Gradienten von diesem Puffer nach
CM(B)-Puffer anschließt.
Die Fraktionen mit NADase-Aktivität (120-150mM Kaliumphosphat) werden vereinigt und
gegen AFB(A)-Puffer dialysiert, gefolgt von einer Chromatographie mit Blue Sepharose-
Matrix (Affi-Blue, AFB). Die Säule wird in demselben Puffer äquilibriert sowie nach dem
Auftrag der Proteinlösung mit fünf Säulenvolumina gewaschen. Ein linearer Gradient, ausge-
hend von diesem Puffer bis zu AFB(B)-Puffer, dient der Elution der enzymatischen NAD+-
Glycohydrolase-Aktivität (30-50% AFB(B)-Puffer).
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Verglichen mit gewaschenen Mitochondrien konnte die NADase ca. 280-fach angereichert
werden. Die hier beschriebene partiell gereinigte Fraktion der mitochondrialen NAD+-
Glycohydrolase enthält keine weiteren NAD+-katabolisierenden Enzymaktivitäten, wie durch
die Produktanalyse mittels Dünnschichtchromatographie dargelegt wurde (Ziegler et al.,
1996). Konsequenterweise konnte diese Präparation für die kinetische Charakterisierung
(Ziegler et al., 1996) sowie für die weiterführenden Arbeiten (Kapitel 3) eingesetzt werden.

Die Affinitätsmatrix Blue Sepharose (Affi-Blue) wird durch die Kopplung des Farb-
stoffs Cibacron Blue F3GA (Serva) an Sepharose CL4-B oder CL6-B (Pharmacia Biotech)
eigens hergestellt. Dazu wird eine wässrige Lösung (1g/60ml) von Cibacron Blue F3GA trop-
fenweise unter Rühren zu einer Suspension von 175ml Sepharose (in 175ml Wasser) bei 60°C
gegeben und 30 Minuten gerührt. Im Anschluß an die Zugabe von 22,5g Natriumchlorid wird
eine Stunde inkubiert, die Suspension auf 80°C erwärmt und mit 2g Natriumcarbonat versetzt.
Nach weiteren zwei Stunden Inkubation bei 80°C unter Rühren läßt man die Matrix auf
Raumtemperatur abkühlen und saugt die Flüssigkeit mit einem Büchnertrichter ab. Die Blue
Sepharose wird nachfolgend solange mit Wasser gewaschen bis das Eluat farblos erscheint.
Das abgesaugte Material wird dann in AFB(A)-Puffer inklusive 1mM Natriumazid aufge-
nommen und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.

HTP(A)-Puffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
100mM NaCl
0,5% (w/v) Triton X-100
bzw. 0,05% (w/v) LDAO

DEAE-Puffer: 20mM Tris/HCl, pH 8,5
0,05% (w/v) LDAO

CM(A)-Puffer: 20mM Natriumacetat,
pH 5,0
0,05% (w/v) LDAO

AFB(A)-Puffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
100mM NaCl
0,05% (w/v) LDAO

HTP(B1/2)-Puffer:50mM bzw. 500mM
Kaliumphosphat, pH 7,0
0,05% (w/v) LDAO

CM(B)-Puffer: 250mM Kaliumphosphat,
pH 7,0
0,05% (w/v) LDAO

AFB(B)-Puffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
200mM NaCl
0,5% (w/v) CHAPS

6.2.3 Fluoreszenzphotometrischer Nachweis enzymatischer Aktivitäten der NADase

Aufgrund der einfachen Handhabung ist diese Methode sowohl für die Verlaufskontrolle
der Aufarbeitung als auch für eine Erfassung kinetischer Daten der NAD+-Glycohydrolase
geeignet. Die Durchführung der Messungen erfolgte in einem Fluoreszenzphotometer (Perkin
Elmer: Luminescence Spectrometer LS 50B) in LS50-Puffer; die Aufnahme der Daten startete
gleichzeitig mit der Zugabe einer geeigneten Menge des Enzyms.

LS50-Puffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
0,03% (w/v) LDAO
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ΙΙ. Verwendung von 1,N
6
-Etheno-NAD

+
 (εε-NAD

+
)

1,N6-Etheno-NAD+ (ε-NAD+) wurde entweder von Sigma bezogen oder in Anlehnung an
die Methode von Barrio et al. (1972) selbst synthetisiert:
In der Umsatzreaktion wird eine 50mM NAD+-Lösung in 0,4M Ammoniumformiat (pH 5,0)
mit einem 30-fachen Überschuß an frisch destilliertem Chloracetaldehyd für 48 Stunden bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wird der Ansatz mit verdünntem Am-
moniak auf pH 6,8 titriert und bei -20°C mit konzentriertem Ethanol gefällt. Nach einer Zen-
trifugation wird der erhaltene Niederschlag mit eiskaltem Ethanol zweimal gewaschen und in
destilliertem Waser resuspendiert. Die Ethanolfällung und die Wasch-Schritte werden fünfmal
wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wird eine konzentrierte Lösung in destilliertem
Wasser hergestellt. In allen Schritten der ε-NAD+-Synthese wird β-Mercaptoethanol in einer
Konzentration von 50mM zugegeben. Die Konzentration des selbst hergestellten ε-NAD+

wurde durch Reduktion mittels der Alkoholdehydrogenase-Reaktion bestimmt; dabei wurde
ein molarer Extinktionskoeffizient von 6,2 × 106 cm2/mol für ε-NADH (entsprechend NADH)
bei einer Wellenlänge von λ=340nm vorausgesetzt.
Das Nachweisverfahren unter Verwendung des Substratanalogons ε-NAD+ beruht auf einer
Zunahme der Fluoreszenz, die nach der Trennung des Fluorophors (Etheno-Adenin) vom
quenchenden Nikotinamidring beobachtet wird (Barrio et al., 1972). Die Methode ist per se
nicht spezifisch für NADasen. Weitere NAD+-katabolisierende Enzyme, wie z. B. Phospho-
diesterasen, die ε-NAD+ als Substrat akzeptieren, führen ebenfalls zu einem Anstieg der Fluo-
reszenz. Deshalb ist es von großer Bedeutung, eine Produktanalyse der enzymkatalysierten
Reaktion durchzuführen, um die tatsächliche enzymatische Aktivität zu bestimmen und die
Anwesenheit unerwünschter Fremdaktivitäten nachzuweisen bzw. auszuschließen (6.2.5).
Der Test wurde bei Raumtemperatur in einem Volumen von 700µl LS50-Puffer mit 10µM
ε-NAD+ in einer Halbmikro-Kunststoffküvette ausgeführt. Die Anregungswellenlänge betrug
λ=310nm; die Emission der Fluoreszenz wurde bei λ=410nm verfolgt. Die Anfangssteigung
der resultierenden Geraden - Fluoreszenzzunahme versus Zeit - der enzymkatalysierten Reak-
tion ist der Umsatzrate des Enzyms proportional und dient als ein Maß für dessen Aktivität.
Für die Ermittlung des Einflusses reduzierender Agenzien auf die Aktivität der mitochondria-
len NADase (Abb. 6B) wurde das partiell gereinigte Enzym (Ziegler et al., 1996) mit 10mM
Dithiothreitol (DTT) behandelt. Die Zugabe von DTT erfolgte entweder in den Reaktionsan-
satz der laufenden Messung oder in einer 15-minütigen Vorinkubation des Enzyms.

ΙΙΙΙ. Verwendung von Nikotinamidguanindinukleotid (NGD
+
) und

Nikotinamidhypoxanthindinukleotid (NHD
+
)

Die NAD+-Analoga NHD+ und NGD+ wurden von Sigma bezogen. Sie dienen dem Nach-
weis von ADP-ribosyl Cyclase-Aktivitäten, wobei die Fähigkeit dieser Enzyme ausgenutzt
wird, die Entstehung fluoreszenter cyclischer Purindinukleotiddiphosphoribosen zu katalysie-
ren (Graeff et al., 1994). Weder die Substrate noch die Hydrolyseprodukte (GDP-Ribose bzw.
IDP-Ribose) weisen eine Fluoreszenz auf, so daß die Entstehung der cADP-Ribose-Analoga
kontinuierlich ohne Trennverfahren erfolgen kann. Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens ist
die hohe Ausbeute an fluoreszenten Produkten, die eine erhöhte Hydrolysebeständigkeit im
Vergleich zu cADP-Ribose aufweisen. Die Bildung fluoreszenter cGDP-Ribose oder cIDP-
Ribose wurde im Fluoreszenzphotometer unter Verwendung von 1mM NHD+ bzw. NGD+ als
Substrat verfolgt. Die Durchführung fand in einem Volumen von 400µl LS50-Puffer bei
Raumtemperatur in einer Quarzküvette statt. Die Anregungswellenlänge betrug λ=300nm; die
Emission der Fluoreszenz wurde bei λ=410nm detektiert.
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6.2.4 Identifizierung der NADase in der SDS-PAGE durch Fluoreszenzfärbung

Die zu untersuchende Proteinlösung wird zunächst in einer SDS-PAGE nach Laemmli
(1970) mit der angegebenen Acrylamidkonzentration getrennt. Für den späteren Nachweis der
enzymatischen Aktivitäten ist es unerläßlich, daß der Probenpuffer keine reduzierenden
Agenzien (z. B. β-Mercaptoethanol) enthält und die Proben nicht gekocht werden. Nach Be-
endigung der Elektrophorese wird das Polyacrylamidgel in einen Renaturierungspuffer über-
führt und für 30-60 Minuten unter Schütteln behandelt; dabei wird der Puffer mehrfach aus-
gewechselt. Die Anwesenheit hoher Detergenzkonzentrationen ist für den Renaturierungspro-
zeß erforderlich und erleichtert vermutlich die Entfernung des denaturierenden Dodecylsulfa-
tes.
Für die parallele Detektion der NADase-Aktivität (mit ε-NAD+) und der Cyclase-Aktivität
(mit NHD+) wurden identische Proben in benachbarten Spuren durch SDS-PAGE getrennt.
Die als Kontrolle dienende ADP-ribosyl Cyclase aus Aplysia californica wurde von Sigma
bezogen. Nach der Renaturierung wird das Gel in zwei Hälften geteilt, in denen identische
Proben separiert wurden. Die beiden übereinstimmenden Gelhälften werden im Anschluß wie
folgt behandelt.

Renaturierungspuffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
0,5% (w/v) LDAO

ΙΙ. Verwendung von 1,N
6
-Etheno-NAD

+
 (εε-NAD

+
)

Nach der Renaturierung wird das Gel (respektive die Gelhälfte (s.o.)) mit 150µM ε-NAD+

in LS50-Puffer (6.2.3) für 5-30 Minuten inkubiert bis die gewünschte Fluoreszenzfärbung
visualisiert werden kann. Dazu wird das Gel auf einen UV-Transilluminator plaziert, dessen
anregendes Licht die enzymatisch aktive NADase als fluoreszierende Bande detektieren läßt.
Dieses Nachweisverfahren ist auch auf andere NAD+-katabolisierende Enzymaktivitäten an-
wendbar (Hagen und Ziegler, 1997).
Eine Abschätzung der Molekulargewichte der Proteine kann nach einer Markierung der Ban-
den und anschließender Coomassie-Färbung des Gels durch Vergleich mit Markerproteinen
erreicht werden. In einigen Fällen wurden die fluoreszenten Banden unter UV-Licht aus dem
Gel ausgeschnitten und bei 4°C bis zur Produktanalyse (6.2.5) aufbewahrt.

ΙΙΙΙ. Verwendung von Nikotinamidhypoxanthindinukleotid (NHD
+
)

Der Nachweis der IDP-ribosyl Cyclase-Aktivität in der Gelmatrix erfolgt wie unter 6.2.4.1
beschrieben, jedoch mit 3mM NHD+ als Substrat anstelle von ε-NAD+ in LS50-Puffer (6.2.3).
1,N6-Etheno-ADP-Ribose (ε-ADP-Ribose) besitzt eine wesentlich stärkere Fluoreszenz als
cyclische IDP-Ribose, so daß die Reaktionszeit mit NHD+ bisweilen verlängert werden muß.
Aus dem gleichen Anlaß ist der fluoreszierende Hintergrund bei der Inkubation mit NHD+

stärker (siehe Abb. 15). Die weitere Verfahrensweise verläuft wie bei der Verwendung von
ε-NAD+ angegeben.



Material und Methoden                                                                                                                                           48

6.2.5 Identifizierung der Reaktionsprodukte der isolierten NADase

6.2.5.1 Dünnschichtchromatographie

Für den Nachweis der Reaktionsprodukte der mitochondrialen NADase wurden zwei ver-
schiedene Chromatographiesysteme verwendet. Da die fluorometrischen Verfahren unter
Verwendung von ε-NAD+ keine ausreichende Spezifität für NADasen aufweisen, ist es von
großer Bedeutung, die tatsächliche Enzymaktivität durch die Produktanalyse zu verifizieren.
Die Identifizierung von Standardkomponenten erfolgt durch ihre Fluoreszenzlöschung, wo-
hingegen radioaktive Produkte der Reaktion mittels Autoradiographie der Platten nachgewie-
sen werden. [32P]-NAD+ wurde von ICN erhalten und [14C]-NAD+ von Amersham bezogen.
Die Ethenoderivate der Nukleotide sowie cGDP-Ribose zeigen eine blaue Fluoreszenz unter
Anregung mit UV-Licht.

System 1:

Die mobile Phase besteht aus : Isobuttersäure / Wasser / 25% Ammoniak (96/19/4, v/v/v).
Eine Trennung der Reaktionsprodukte erfolgte auf Cellulose-Platten mit Fluoreszenzindikator
(PolygramCEL 400 UV254, Macherey-Nagel) durch aufsteigende Chromatographie (Lötscher
et al., 1980).
Partiell gereinigte mitochondriale NADase (10µg) wurde entweder mit 50µM ε-NAD+, 25µM
[Nikotinamid-14C]-NAD+ (0,1µCi) oder 1mM NGD+ in LS50-Puffer (6.2.3) für 15 Minuten
bei 37°C in einem Endvolumen von 50µl inkubiert. Alternativ können auch die nach Aktivi-
tätsfärbung aus dem Gel ausgeschnittenen Banden (6.2.4) eingesetzt werden, die nach been-
deter Inkubation aus dem Ansatz entfernt werden. Die Reaktion wird durch Acetonpräzipitati-
on (Zugabe von 450µl eiskaltem Aceton) gestoppt. Aus dem getrockneten Pellet werden die
präzipitierten Reaktionsprodukte mit 10µl Wasser wieder in Lösung gebracht und ungelöstes
Protein sedimentiert. Aliquots der Überstände werden dann auf die Dünnschichtplatte aufge-
tragen und getrennt.

Substanz NAD+ (c)ADPR AMP NMN Nam εNAD+ ε(c)ADPR εAMP NGD+ cGDPR GDPR
Rf - Wert 0,33 0,17 0,49 0,45 0,85 0,32 0,18 0,43 0,097 0,061 0,031

System 2:

Die Nukleotide wurden auf Polyethylenimin (PEI)-Celluloseplatten mit Fluoreszenzindi-
kator (Schleicher und Schuell) mit einer mobilen Phase, bestehend aus 1M Essigsäure und
0,3M LiCl, separiert.
Partiell gereinigt mitochondriale NADase (10µg) wurde mit 25µM [ 32P]-NAD+ (1nCi/nmol)
in LS50-Puffer (6.2.3) für 5 Minuten bei 30°C in einem Endvolumen von 50µl inkubiert. Die
Zugabe weiterer Komponenten ist der Legende von Abbildung 14 zu entnehmen. Die Reakti-
on wurde durch Acetonpräzipitation (s.o.) gestoppt und die Ansätze getrocknet. Die präzipi-
tierten Nukleotide lassen sich durch die Zugabe von 25µl Wasser wieder in Lösung bringen;
ungelöstes Protein wird sedimentiert. Da die Trennung freier ADP-Ribose von cyclischer
ADP-Ribose in beiden verwendeten Systemen nicht ausreichend ist, wurde der Dünnschicht-
chromatographie ein zusätzlicher enzymatischer Schritt vorangestellt. Die Phosphodiesterase I
(PDE) aus Schlangengift (Crotalus adamanteus, Sigma) bildet [32P]-AMP aus NAD+ und
ADP-Ribose (sowie NMN bzw. Ribose-5´-phosphat), während cADP-Ribose diesem Enzym
nicht als Substrat dient. Infolgedessen wurden die Überstände in einer 20-minütigen Inkubati-
on bei 30°C mit 1mU PDE behandelt und anschließend unmittelbar auf die Dünnschichtplatte
aufgetragen.
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6.2.5.2 Hochauflösende Flüssigkeitschromatographie (HPLC)

Die Trennung von ADP-Ribose, cADP-Ribose, AMP, Nikotinamid und NAD+ wurde unter
Verwendung des BioLogic Systems (FPLC) der Firma Bio-Rad mit einer C18 - “reverse-
phase“-Säule (4,6mm × 250mm) als stationäre Phase (Nucleosil 100, Muder & Wochele) mit
einer Flußrate von 0,5ml/min durchgeführt. Die mobile Phase bestand aus 50mM NaCl und
3mM Trifluoressigsäure (Puffer A). Puffer B wurde zusätzlich mit 5% (v/v) Acetonitril verse-
hen. Das Auftragen des zu trennenden Materials erfolgte über eine 25µl Probenschleife. Die
Elution wurde wie folgt bewirkt: Einer 15-minütigen isokratischen Elution mit Puffer A
schloß sich ein linearer Gradient von 100% (v/v) Puffer A bis 100% (v/v) Puffer B innerhalb
von sechs Minuten an. Um die Elution zu vervollständigen, wurde die Säule anschließend für
zehn Minuten mit 100% (v/v) Puffer B gewaschen. Vor jedem neuen Probenauftrag wurde die
Matrix zunächst mit Puffer A für zehn Minuten äquilibriert.
Die Durchführung der Experimente erfolgte in LS50-Puffer (6.2.3) bei 30°C mit 5µg der par-
tiell gereinigten mitochondrialen NAD+-Glycohydrolase. Im Anschluß an die Inkubation mit
den angegebenen Zeiten wurden die Ansätze mittels eines Mikrokonzentrators (Mikron-10,
Amicon) filtriert und das Filtrat mit einer Hamilton-Spritze in die Probenschleife injiziert.

1. NAD
+
 als Substrat:

0,1-1mM NAD+ (Retentionszeit: 26,3 min) wurden mit der NADase für 10-60 Minuten in-
kubiert und die Reaktionsprodukte über HPLC getrennt (s.o.). Frisch angesetzte NAD+-
Lösungen waren innerhalb der gewählten Inkubationsperioden in Abwesenheit des Enzyms
stabil. Unter Katalyse der mitochondrialen NADase wurde in allen Experimenten die Bildung
der beiden Hauptprodukte ADP-Ribose (Retentionszeit: 12,4 min) sowie Nikotinamid
(Retentionszeit: 15,4 min) beobachtet. Die Synthese von cADP-Ribose (Retentionszeit:
14,2 min) konnte unter den gewählten Bedingungen nur sehr schwer detektiert werden, da
lediglich weniger als 2% dieses Nukleotids gebildet wurden. In einigen Fällen wurde die Ent-
stehung geringer Mengen von AMP (Retentionszeit: 19,5 min) beobachtet. Bei der Inkubation
von ADP-Ribose (Sigma) in Abwesenheit von Enzym entstand allerdings auch AMP (und
vermutlich Ribosephosphat, das aufgrund der fehlenden Absorption bei λ=254nm nicht de-
tektiert wird), was die Anwesenheit einer Fremdaktivität (e.g. PDE) ausschließt. Die Ergeb-
nisse dieser Experimente sind nicht dargestellt.

2. cADP-Ribose als Substrat:

Für den Nachweis der cADP-Ribose Hydrolase-Aktivität der mitochondrialen NADase
wurde das partiell gereinigte Enzym in Gegenwart von 100µM cADP-Ribose 30 Minuten lang
inkubiert und wie oben beschrieben bearbeitet. Als Kontrolle wurde ein Parallelansatz mit
100µM cADP-Ribose ohne Zugabe des Enzyms gewählt.

3. cADP-Ribose und Nikotinamid als Substrate:

Die NAD+-Synthese durch die NADase wurde in Anwesenheit von 100µM cADP-Ribose
und 0,1-1mM Nikotinamid in einem Zeitraum von 30-60 Minuten überprüft. Bei geringeren
Konzentrationen von Nikotinamid (0,1-0,5mM) scheint die cADP-Ribose Hydrolase-Aktivität
der NADase zu überwiegen, so daß in der HPLC die Entstehung freier ADP-Ribose detektiert
wird (nicht gezeigt). In Gegenwart von 1mM Nikotinamid wird cADP-Ribose jedoch kaum
hydrolysiert, sondern fast vollständig zu NAD+ umgesetzt.
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6.3 ADP-Ribosylierung

6.3.1 Mitochondriale ADP-Ribosylierung

Für die ADP-Ribosylierungsexperimente verwendete Mitochondrien wurden im Anschluß
an die Isolierung (6.1.1) zweimal mit Ribosylierungspuffer gewaschen und nachfolgend in
demselben Puffer resuspendiert und tiefgefroren (-70°C). Die ADP-Ribosylierung von Mito-
chondrien (200µg) wird in 50µl Ribosylierungspuffer in Anwesenheit von 25µM [ 32P]-NAD+

(1µCi/nmol) bei einer Temperatur von 30°C durchgeführt. Einige der Experimente (Abb. 7)
fanden anstelle von [32P]-NAD+ mit [Adenin-14C]-NAD+ bzw. [Nikotinamid-14C]-NAD+

(10nCi/nmol) statt. Die Reaktionszeit betrug gewöhnlich 15 Minuten. Die durch die Zugabe
von gewaschenen Mitochondrien gestartete Reaktion wird nach beendeter Inkubation mit
450µl eiskaltem Aceton gestoppt. Nach einer zehn-minütigen Aufbewahrung der Ansätze auf
Eis erfolgt die Präzipitation der Proteine durch Zentrifugation. Der Überstand wird verworfen
und das Pellet getrocknet. Anschließend werden die präzipitierten Proteine in SDS-
Probenpuffer resuspendiert und durch Gelelektrophorese separiert. Die Fällung der Proteine
mit Trichloressigsäure (10% (w/v), Endkonzentration) führt aufgrund der Säurelabilität eini-
ger mitochondrialer ADP-Ribose-Protein-Bindungen (3.1.3) zu einer Abnahme der proteinas-
soziierten Radioaktivität. Gleichermaßen wird eine schlechtere Auflösung der Proteine in der
SDS-PAGE beobachtet. Nach der Elektrophorese werden die Polyacrylamidgele mit Coomas-
sie Blau gefärbt, getrocknet und autoradiographiert.
Die nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung mit [32P]-ADP-Ribose als Substrat wird unter den
gleichen Bedingungen durchgeführt. In einigen Experimenten wurde jedoch die Inkubations-
zeit (bis zu 60 Minuten) und die Konzentration der eingesetzten [32P]-ADP-Ribose (bis zu
1mM) variiert, um einen Einbau von Radioaktivität detektieren zu können (Jorcke et al.,
1998). [32P]-ADP-Ribose ist nicht kommerziell erhältlich und wird deshalb aus [32P]-NAD+

durch die Katalyse der NAD+-Glycohydrolase aus Neurospora crassa (Sigma) hergestellt.
Üblicherweise wurden Lösungen von 1-10mM [32P]-NAD+ (1µCi/nmol) in Ribosylierungs-
puffer unter leichtem Schütteln mit der Neurospora NADase bei Raumtemperatur über Nacht
inkubiert. Die enzymatische Aktivität dieses Enzyms wurde zuvor mittels des Fluoreszenzte-
stes im Photometer mit 10µM ε-NAD+ (6.2.3, Ι) ermittelt und bezüglich der umzusetzenden
NAD+-Stammlösung extrapoliert. Die Vollständigkeit der NADase-katalysierten Reaktion
wird über eine Produktanalyse mittels Dünnschichtchromatographie überprüft. Nach Beendi-
gung der Reaktion wird das Enzym durch Erhitzen der Lösung auf 95°C für fünf Minuten in-
aktiviert.
Aufgrund der Ergebnisse in bezug auf die Inaktivierung der nativen (detergenzsolubilisierten)
mitochondrialen NADase durch DTT und EDTA wurde der Ribosylierungspuffer durch Hin-
zufügung dieser Komponenten erweitert (siehe Legenden der Abbildungen).

Ribosylierungspuffer:  50mM Tris/HCl, pH 7,5
(10mM DTT)
(1mM EDTA)
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6.3.2 Chemische Stabilität der ADP-Ribose-Bindungen mitochondrialer Proteine

Isolierte und gewaschene Mitochondrien werden in Ribosylierungspuffer (inklusive DTT
und EDTA) mit 25µM [32P]-NAD+ zwei Stunden bei 30°C inkubiert. Nach beendeter Reakti-
on werden nicht gebundene Nukleotide durch fünfmaliges Waschen entfernt. Zu diesem
Zweck findet in jedem Durchgang die Zentrifugation der Organellen, gefolgt von einer Resu-
pendierung in Ribosylierungspuffer statt (nach dem vierten Wasch-Schritt konnte keine weite-
re Abnahme der proteinassoziierten Radioaktivität nachgewiesen werden).
Das Pellet mit radioaktiv markierten Mitochondrien wird nachfolgend in 50µl MK-Puffer
aufgenommen und mit dem gleichen Volumen zweifach konzentrierter Chemikalienlösungen
(1.-4.) versehen, um die angegebene Endkonzentration (s. u.) zu erreichen. Der Kontrollprobe
werden 50µl Wasser zupipettiert. Für die Ermittlung der chemischen Stabilität der Protein-
ADP-Ribose-Bindungen wurden folgende Chemikalien eingesetzt:

1. 44% (v/v) Ameisensäure
2. 1M NaOH
3. 1M Hydroxylamin (pH 7,0; mit KOH eingestellt)
4. 10mM HgCl2

Nach der Inkubation für zwei Stunden bei 30°C werden die Proteine mit TCA (10 % (w/v),
Endkonzentration) gefällt und die Radioaktivität der Pellets und der Überstände durch Che-
renkov-Zählung (Beckmann LS 6000SC) bestimmt. Die präzipitierten Proteine werden an-
schließend mit 3%iger (w/v) Natriumhydroxidlösung resuspendiert und der Proteingehalt
(6.4.1) ermittelt. Die gemessene Radioaktivität der Pellets wird auf die präzipitierte Protein-
menge bezogen und in Hinblick auf die freigesetzte Radioaktivität der Kontrolle korrigiert.

MK-Puffer: 50mM MOPS/KOH, pH 7,0

6.3.3 ADP-Ribosylierung der Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) aus Hefe

Die Modifizierung der ALDH (20µg) aus Hefe (Boehringer-Mannheim) wurde unter den
zuvor beschriebenen Bedingungen mit dem erweiterten Ribosylierungspuffer (6.3.1) durchge-
führt. Für die nicht-enzymatische ADP-Ribosylierung werden, in Abwesenheit der mitochon-
drialen ADPRT-Aktivität, entweder 25µM [32P]-ADP-Ribose oder 25µM [32P]-NAD+ einge-
setzt. Die Überprüfung der enzymatischen Modifizierung der ALDH erfolgt in Gegenwart von
25µM [32P]-NAD+ und 10µg isolierten Mitochondrien, die in einer 15-minütigen Vorinkuba-
tion mit 10mM DTT behandelt werden. Die Reaktion wird durch Acetonpräzipitation gestoppt
und die in Probenpuffer resuspendierten Proteine durch SDS-PAGE getrennt.
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6.3.4 Modifizierung von Thiolgruppen der ALDH

N-Ethylmaleimid (NEM) ist bei pH-Werten im Neutralbereich ein thiolspezifisches Agens,
das kovalent mit Cysteinresten verknüpft wird. Die Alkylierung der Schwefelatome von Cy-
steinen sollte ihre nachträgliche ADP-Ribosylierung mittels der mitochondrialen ADP-
Ribosyltransferase-Aktivität verhindern. In diesem Experiment wurde die ALDH (20µg) zu-
nächst 30 Minuten lang mit 1mM NEM bei 30°C in THE75-Puffer vorinkubiert und daraufhin
mit 20mM DTT weitere 30 Minuten inkubiert, um den NEM-Überschuß zu beseitigen. Im
Anschluß erfolgte die enzymatische ADP-Ribosylierung wie unter 6.3.3 beschrieben für 15
Minuten. In der dazugehörigen Kontrolle wurde die ALDH erst nach einer 30-minütigen In-
kubation von 1mM NEM mit 20mM DTT in den Ansatz pipettiert und dann enzymatisch mo-
difiziert. Der weitere Verlauf ist oben ausgeführt.

THE75-Puffer: 50mM Tris/HCl, pH 7,5
1mM EDTA

6.4 Proteinanalytik

6.4.1 Proteinbestimmung

6.4.1.1 Biuret-Methode

Die Biuret-Methode beruht auf der Bildung rot-violetter Kupferkomplexe, die mit Protei-
nen in alkalischer Lösung entstehen. Die Methode ist einfach durchzuführen und erfordert
wenig experimentellen Aufwand; sie ist allerdings relativ unempfindlich.
Die Ausführung erfolgte in einem Halbmikromaßstab in Anwesenheit von Deoxycholat
(DOC), um die Solubilisierung der Membranproteine zu gewährleisten. Zu diesem Zweck
werden zunächst 75µl der Probe (50-500µg Protein) mit 50µl 5% (w/v) DOC gründlich g e-
mischt. Anschließend werden 630µl Biuret-Reagenz zupipettiert und der Ansatz 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wird die Extinktion der Ansätze bei λ=540nm
gegen einen Reagenzienleerwert gemessen. Chemikalien, die Aminogruppen enthalten, wir-
ken stark störend in dieser Methode. Es empfiehlt sich, Proteine aus Lösungen mit höheren
Konzentrationen von z. B. Tris (ab 100mM) zunächst mit Trichloressigsäure zu fällen und das
Pellet mit 3% (w/v) Natrimhydroxid zu resuspendieren (siehe auch 6.3.2). Für die Standar-
deichgerade wurde Rinderserumalbumin (BSA) eingesetzt.

Biuret-Reagenz (1l) : 1,5g Kupfersulfatpentahydrat
6g Kaliumnatriumtartrat
3% (w/v) Natriumhydroxid



Material und Methoden                                                                                                                                           53

6.4.1.2 BCA-Methode

Die Proteinbestimmungsmethode BCA (Pierce) kombiniert die Reaktion von Proteinen mit
Kupferionen in alkalischer Lösung mit einem hochsensitiven und selektiven Nachweis des
Cu+-Ions. Dabei erfolgt zunächst eine Komplexierung von Kupfer(II)-Ionen, die nach Reduk-
tion zu einwertigem Kupfer mit zwei Molekülen Bicinchonsäure (bicinchonic acid, BCA)
interagieren. Das resultierende violette Reaktionsprodukt ist wasserlöslich und kann bei λ =
562 nm absorptionsphotometrisch gemessen werden. Die Empfindlichkeit der Methode hängt
von den gewählten Inkubationsbedingungen ab (Herstellerangaben beachten). In einem Halb-
mikroansatz werden 50µl Proteinlösung (5-250µg/ml) mit einem Milliliter BCA-Reagenz
gemischt und 30 Minuten bei 60°C inkubiert. Nachdem die Proben auf Raumtemperatur ab-
gekühlt sind, wird ihre Extinktion gegen einen Reagenzienleerwert gemessen. Die Methode
eignet sich ebenfalls für Proteinpräzipitate, die nach einer Säurefällung erhalten werden, die
direkt in dem stark alkalischen BCA-Reagenz resuspendiert werden können. Die Standard-
kurve wurde mittels BSA erstellt.

BCA-Reagenz : Lösung A (BCA-Entwickler)
Lösung B (4% Kupfersulfat)
im Verhältnis 50 + 1 (v/v)

6.4.2 SDS-Polyacrylamidelektrophorese

Im Gelsystem von Laemmli (1970) wird die Tertiärstruktur der Proteine mit dem stark de-
naturierenden Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgebrochen. Die SDS-Anionen bin-
den an die Polypeptidkette (ca. 1 Molekül SDS pro 2 Aminosäuren) und überlagern die Ei-
genladung der Proteine. Die Trennung erfolgt daher nach dem Molekulargewicht, da die La-
dung des SDS/Protein-Komplexes der Masse der Proteine annähernd proportional ist. In der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese besteht das Polyacrylamidgel aus zwei Systemen.
Durch eine Isotachophorese werden Proteine im Sammelgel konzentriert; im folgenden
Trenngel wird die Separation nach dem Molekulargewicht erreicht. Die SDS-PAGE wurde in
Minigelapperaturen (Hoefer Scientific) ausgeführt. Die Polyacrylamidkonzentrationen (w/v)
betrugen 5% für die Sammel- und 10-15% für die Trenngele.
Die Proben der ADP-Ribosylierungsexperimente werden mit dem gleichen Volumen an
2× SDS-Probenpuffer versehen und fünf Minuten im Wasserbad gekocht. Pellets der Aceton-
bzw. TCA-Fällung werden in 1× SDS-Probenpuffer resuspendiert und gekocht. Proteinlösun-
gen, die für den Nachweis enzymatischer Aktivitäten in der Gelmatrix getrennt werden sollen,
werden 30 Minuten bei Raumtemperatur mit SDS-Probenpuffer, der kein reduzierendes
Agens enthält, unter Schütteln inkubiert. Diese Proben werden vor der Elektrophorese nicht
aufgekocht. Als Molekulargewichtsmarker wurde der “Low Molecular-Weight“ Marker der
Firma Sigma benutzt. Er enthält folgendes Proteingemisch:

Rinder Serum Albumin 66kDa
Ovalbumin 45kDa
GAPDH 36kDa
Carboanhydrase 29kDa
Trypsinogen 24kDa
Trypsin Inhibitor 20kDa
α-Lactalbumin 14kDa
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Die Zusammensetzung der Sammel- bzw. Trenngellösungen kann den folgenden Tabellen
entnommen werden (Angaben in ml, ausreichend für vier Minigele).

1. Sammelgel (10ml)

% (w/v) Acrylamid 5
Acrylamid-Stammlsg. 1,7
Sammelgelpuffer 2,5
Wasser (dest.) 5,6
SDS (10 %) 0,1
TEMED 0,01
APS (10 %) 0,1

2. Trenngel (20ml)

% (w/v) Acrylamid 10 12 13 15
Acrylamid-Stammlsg. 6,7 8,0 8,7 10,0
Trenngelpuffer 5,0 5,0 5,0 5,0
Wasser (dest.) 7,9 6,6 5,9 4,6
SDS (10 %) 0,2 0,2 0,2 0,2
TEMED 0,015 0,015 0,015 0,015
APS (10 %) 0,2 0,2 0,2 0,2

Acrylamidstammlösung : 30% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid

Sammelgelpuffer :      0,5 M Tris/HCl, pH 6.8

Trenngelpuffer :      1,5 M Tris/HCl, pH 8.8

2× SDS-Probenpuffer:    62,5mM Tris/HCl, pH 6,8
3% (w/v) SDS
10% (w/v) Glyzerin
0,025mg Bromphenolblau
10mM β-Mercaptoethanol*

Laufpuffer: 0,3% (w/v)Tris
1,44% (w/v) Glycin
0,1% (w/v) SDS

                                    
* nicht enthalten, wenn die Proben einer Aktivitätsfärbung (6.2.4) dienen

6.4.3 Coomassie-Färbung

Die Färbung von Polyacrylamidgelen zur Detektion von Proteinen (≥1µg) erfolgt unter
leichtem Schütteln für 10-30 Minuten. Wird die Coomassie-Färbung im Anschluß an den Di-
rektnachweis enzymatischer Aktivitäten ausgeführt, sollte das Gel zunächst mit der Entfärbe-
lösung fixiert und mehrmals gewaschen werden, um das Detergenz zu entfernen.

Färbelösung : 0,16% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250
40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsäure

Entfärbelösung: 40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsäure
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Um die Gele zu trocknen, werden sie nach der Färbung 30 Minuten mit Wasser gewaschen,
anschließend auf ein feuchtes Filterpapier übertragen und mit Klarsichtfolie abgedeckt. Die
Gele werden dann im Vakuum des Geltrockners (Drystar, H. Hölzel GmbH) bei 70-80°C in-
nerhalb von zwei Stunden getrocknet.

6.4.4 Silberfärbung

Dieses Nachweisverfahren ist bis zu 100-fach empfindlicher als die Coomassie-Färbung
und kann Proteinmengen von nur 10ng detektieren. Die Silberfärbung wird wie folgt ausge-
führt:

1. Fixierung der Proteine:
15 Minuten, 10% (w/v) Essigsäure, 40% (w/v) Methanol
15 Minuten,   5% (w/v) Essigsäure, 10% (w/v) Methanol

2. Oxidation der Proteine:
  5 Minuten, 3,4mM Kaliumdichromat, 3,2mM Salpetersäure

Anschließend wird das Gel zweimal fünf Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen.

3. Anlagerung von Silberionen:
30 Minuten, 12mM Silbernitratlösung

Nachfolgend wird das Gel zweimal eine Minute mit destilliertem Wasser gewaschen.

4. Reduktion der Silberionen:
2% (w/v) Natriumcarbonat, 0,05% (v/v) Formalin (37% (v/v))

5. Stopp:
1% (v/v) Essigsäure

Die Gele werden danach fotografiert (Dokumentationsanlage E.A.S.Y., Herolab) und/oder wie
oben beschrieben getrocknet.

6.4.5 Autoradiographie

Die getrockneten Gele (bzw. die Platten der Dünnschichtchromatographie) werden nach-
folgend in eine X-Omatic Kassette mit Verstärkerfolie (Kodak) deponiert. Das Auflegen des
Films (Bio Max MR-1/X-OMAT AR, Kodak; Reflection NEF-496, Dupont) sowie dessen
spätere Entwicklung erfolgen in der Dunkelkammer. Die Gelkassette wird bis zur Entwick-
lung der Autoradiographie bei -70°C gelagert.
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8. Anhang

8.1 Fluoreszente Analoga cyclischer ADP-Ribose

Abb. 19 Floureszente Analoga cyclischer ADP-Ribose. Mehrere an der NAD+-abhängigen Signalübertragung
beteiligte Enzyme besitzen die bemerkenswerte Eigenschaft, zahlreiche NAD+-Derivate als Substrate
zu akzeptieren (siehe Text). ADP-ribosyl Cyclasen, einschließlich der mitochondrialen NAD+-
Glycohydrolase (Abb. 13-15), katalysieren die Synthese cyclischer Purinnukleosiddiphosphoribosen
aus (ε)NAD+, NGD+ und NHD+. Freie GDP-Ribose und IDP-Ribose (nicht abgebildet) sowie NGD+

und NHD+ sind nicht fluoreszent im Gegensatz zu cGDP-Ribose und cIDP-Ribose. Die Fluoreszenz
von εNAD+ wird durch den Nikotinamidring gequencht: seine Entfernung bedingt eine Fluoreszenzzu-
nahme, die bei der Bildung von freier εADP-Ribose (nicht abgebildet) und cyclischer εADP-Ribose
auftritt. In der cADP-Ribose ist die terminale Ribose mit dem N1-Atom des Adeninringes verknüpft,
während die fluoreszenten cyclischen Analoga die Bindung zum N7-Atom des jeweiligen Purinringes
aufweisen. (ε)NAD+, 1,N6-Etheno-NAD+; cyclische εADP-Ribose, cyclische 1,N6-Etheno-ADP-
Ribose; N[G/H]D+, Nikotinamid[guanin/hypoxanthin]dinukleotid; cyclische [G/I]DPR, cyclische
[Guanosin/Inosin]diphosphoribose.

+ + + +

+
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8.2 Kurzfassung der Ergebnisse

Die durch Prooxidantien induzierte Calciumfreisetzung aus Mitochondrien wurde bisher mit
einer NAD+-Glycohydrolase (NADase)-Aktivität und der ADP-Ribosylierung spezifischer
Proteine in Zusammenhang gebracht. Es wurde vorgeschlagen, daß die mitochondriale
NADase zunächst aus NAD+ Nikotinamid und ADP-Ribose bildet. Freie ADP-Ribose würde
daraufhin zu einer nicht-enzymatischen, kovalenten Modifikation von Proteinen führen, die
mit dem Calcium-Efflux-System der Mitochondrien in Beziehung stehen. Ein derartiger Me-
chanismus weist der Hydrolyse des NAD+, katalysiert durch die mitochondriale NADase, eine
Schlüsselrolle in der Calcium-Freisetzung dieser Organellen zu.
In der vorliegenden Arbeit wird hingegen die Identifizierung der NAD+-Glycohydrolase aus
Mitochondrien der Rinderleber als ein Mitglied der Klasse multifunktioneller ADP-ribosyl
Cyclasen/cyclische ADP-Ribose Hydrolasen dargestellt. Diese potentiellen "second messen-
ger" Enzyme katalysieren die Bildung und den Abbau von cyclischer ADP-Ribose (cADP-
Ribose), einem hochwirksamen Nukleotid in der intrazellulären Calcium-Mobilisierung. Die
erzielten Ergebnisse unterstützen ein neuartiges Modell der prooxidans-induzierten Calcium-
freisetzung aus Mitochondrien, die durch die Bildung des spezifischen Botenmoleküls cADP-
Ribose erklärt werden kann und nicht durch eine nicht-enzymatische Modifikation mitochon-
drialer Proteine mit ADP-Ribose.
Die ADP-Ribosylierung in Rinderleber-Mitochondrien bei Verwendung von NAD+ als
Substrat erfolgt unter zahlreichen Bedingungen (nahezu) unvermindert, unter denen die
NADase substantiell inhibiert wird. Während der Reaktion werden spezifisch zwei mitochon-
driale Proteine ADP-ribosyliert, deren Molekulargewichte zu ca. 26 bzw. 53 kDa bestimmt
werden konnten. Die mitochondriale ADP-Ribosylierung scheint unter den gewählten Bedin-
gungen über einen enzymatischen Mechanismus zu verlaufen und nicht über einen nicht-
enzymatischen Transfer freier ADP-Ribose, die zunächst aus NAD+ durch die NADase-
Aktivität generiert werden muß.
Die chemische Stabilität der ADP-Ribose-Protein-Bindungen weist auf Cysteinreste als
Hauptakzeptor-Aminosäuren hin. Zusätzlich konnte die Aldehyd-Dehydrogenase aus Hefe
mittels der mitochondrialen Aktiviät aus Rinderleber und NAD+ als Substrat ADP-ribosyliert
werden. Die Vorbehandlung der Aldehyd-Dehydrogenase mit N-Ethylmaleimid, einem thiol-
spezifischen Reagenz, vermindert ihre enzymatische Modifikation deutlich. Diese Befunde
lassen auf die Anwesenheit einer cysteinspezifischen ADP-Ribosyltransferase in Mitochon-
drien der Rinderleber schließen.
Zusammengenommen weisen die erzielten Ergebnisse dem mitochondrialen NAD+-Pool -
neben seiner Funktion in der Energieübertragung - eine weitere Rolle in der Signaltransdukti-
on zu.
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Abstract

NAD+ glycohydrolase (NADase) activity and ADP-ribosylation have been proposed to be
involved in the pro-oxidant induced calcium efflux from mitochondria. It has been suggested
that NADase activity results in the generation of free ADP-ribose from NAD+, which in turn
would lead to non-enzymatic covalent modification of mitochondrial proteins related to the
calcium release system. Such a mechnism would assign hydrolysis of NAD+ by NADase a key
step in the calcium efflux from these organelles.
However, the present work describes the identification of bovine liver mitochondrial NAD+

glycohydrolase as a member of the class of multifunctional ADP-ribosyl cyclases/cyclic ADP-
ribose hydrolases, known to be potential second messenger enzymes. These enzymes catalyze
the synthesis and degradation of cyclic ADP-ribose (cADP-ribose), a potent intracellular
calcium-mobilizing agent. The results support a new model for the pro-oxidant-induced calci-
um release from mitochondria involving cADP-ribose as a specific messenger, rather than the
non-enzymatic modification of proteins by ADP-ribose.
Moreover, it was found that under several conditions, which strongly inhibit the NADase, the
extent of ADP-ribosylation in bovine liver mitochondria with NAD+ as substrate was only
slightly diminished, if at all. The reaction led to the specific modification of two proteins with
apparent molecular masses of approx. 26 and 53 kDa, respectively. Under these selected con-
ditions mitochondrial ADP-ribosylation seems to occur as an enzymatic reaction, rather than a
non-enzymatic transfer of ADP-ribose previously liberated from NAD+ by NADase activity.
The chemical stability of the protein-ADP-ribose bonds in mitochondria indicated that cystei-
ne residues are the predominant acceptors. Furthermore, yeast aldehyde dehydrogenase was
efficiently ADP-ribosylated utilizing the mitochondrial activity and NAD+ as substrate.
Pretreatment of this acceptor with N-ethylmaleimide, a thiol-specific reagent, substantially
decreased its modification. It is, therefore, concluded that bovine liver mitochondria contain a
cysteine-specific ADP-ribosyltransferase.
Besides its function in energy-conversion reactions, the results presented establish an additio-
nal role of the mitochondrial NAD+-pool - the transduction of signals.
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8.4 Abkürzungen

3-ABA 3-Aminobenzamid
ADPR / ADP-Ribose Adenosin-5´-diphosphoribose
cADPR Cyclische ADP-Ribose
2´-P-cADP-Ribose Cyclische ADP-Ribose -2´-phosphat
ADP / ATP Adenosin-5´-diphosphat/triphosphat
(c)AMP (3´,5´-cyclo-)Adenosin-5´-monophosphat
(m/p)ADPRT (mono/poly)ADP-Ribosyltransferase
AFB / “Affi-Blue“ Blue Sepharose
ALDH Aldehyd-Dehydrogenase
BST-1 NADase einer Knochenmarks-Stromazellinie
CD38 Ein Lymphocyten-Differenzierungsantigen mit NADase-Aktivität
CHAPS [(Cholamidopropyl)diethylammonium]propansulfonat
CICR Calcium-induzierte Calcium-Freisetzung
CM Carboxymethyl (- Trisacrylsäure)
DEAE Diethylaminoethyl (- Cellulose)
DTT 1,4 - Dithio-DL-Threitol
EDTA Ethylendiamin-N, N, N´, N´-tetraessigsäure
ER Endoplasmatisches Retikulum
GAPDH Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GDP/GTP Guanosin-5´-diphosphat/triphosphat
(c)GMP (3´,5´-cyclo-)Guanosin -5´-monophosphat
(c)GDP-Ribose (Cyclische) Guanosin-5´-diphosphoribose
GPI-Anker Glycosyl-Phosphatidylinositol-Anker
G-Proteine Guaninnukleotid-bindende Proteine
HTP Hydroxylapatit
HPLC Hochauflösende Flüssigkeitschromatographie
(c)IDP-Ribose (Cyclische) Inosin-5´-diphosphoribose
InsP3(R) Inositol -1,4,5 -trisphosphat(-Rezeptor)
LDAO Lauryldimethylamin-N-oxid
LDH Laktat-Dehydrogenase
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure
NAADP+ Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat, oxidierte Form
NAD(P)+ Nikotinamidadenindinukleotid(phosphat), oxidierte Formen
NAD(P)H Nikotinamidadenindinukleotid(phosphat), reduzierte Formen
NAD(P) oxidierte und reduzierte Formen der Pyridinnukleotide
εε-NAD+ Nikotinamid-1,N6-ethenoadenindinukleotid
NADase NAD(P)+-Glycohydrolase
Nam Nikotinamid
NEM N-Ethylmaleimid
NGD+ Nikotinamidguanindinukleotid
NHD+ Nikotinamidhypoxanthindinukleotid
NMN Nikotinamidmononukleotid
NO Stickstoffmonoxid
PAG(E) Polyacrylamidgel(elektrophorese)
PEP Phosphoenolpyruvat
PDE Phosphodiesterase Typ I
PK Pyruvatkinase
ROS Reaktive Sauerstoffspezies
Ry(R) Ryanodin(-Rezeptor)
SDS Natriumdodecylsulfat
SR Sarkoplasmatisches Retikulum
TCA Trichloressigsäure
Tris Tris - (hydroxymethyl-)aminomethan
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