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Referat

Die Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1l (CPT-II) ist mit der inneren Mitochondrienmembran
assoziiert und am Transport langkettiger Fettsauren ber die innere Mitochondrienmembran in
die mitochondriale Matrix beteiligt, wo diese der B-Oxidation zugefiihrt werden. Bei der
muskularen Form des CPT-I1-Mangels aufgrund der haufigen S113L Mutation im CPT-II-Gen
kommt es zu einer abnormen Regulierbarkeit sowie zu einer extrem erhéhten Thermolabilitat
des Enzyms. Dies manifestiert sich klinisch durch Attacken mit Myalgien, Rhabdomyolysen
und Muskelschwache, wenn der Patient besonderen Belastungen wie Fieber, Fasten oder
korperlichen Belastungen ausgesetzt ist. Cardiolipin (CLP) hat den grofiten Anteil an den
Phospholipiden in der humanen inneren Mitochondrienmembran. Es konnte gezeigt werden,
dass durch Zugabe von CLP die Aktvitat des Wildtyps sowohl im Muskelhomogenat als auch in
rekombinanter Ratten-CPT-I1 wesentlich gesteigert werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgereinigtes CPT-11-Enzym (Wildtyp und Mutante S113L)
untersucht. Die Messung der Enzymaktivitat erfolgte photometrisch. Sowohl die Enzymaktivitat
des Wildtyps als auch der Mutante S113L wurden nach Préinkubation jeweils ohne oder mit
Zugabe von 0,25 mM oder 0,5 mM CLP bei 30°C, 37°C, 40°C und 42 °C nach 15min, 30 min,
45 min und 60 min Préinkubationszeit bestimmt.

Fur die Wildtyp-CPT-II lieB sich bei den Temperaturen 30 °C und 37 °C durch Prdinkubation
mit CLP eine ausgepragte Aktivitatssteigerung erzielen. Nach Prdinkubation mit CLP bei 40°C
und 42 °C zeigte der Wildtyp einen starken Abfall der Enzymaktivitat, wohingegen sie ohne
Zugabe von CLP relativ stabil blieb. Auf die Variante S113L hatte die Prainkubation mit CLP
bei 30°C kaum einen Effekt, nach Prainkubation mit CLP bei 37°C, 40°C und 42°C kam es zu
einem massiven bis vollstandigen Aktivitatsverlust. Die Effekte von CLP auf den Wildtyp und
die Variante S113L waren bei Prainkubation mit 0,25mM CLP jeweils geringer als bei 0,5mM.
Die fehlende Stimulation der Variante im Unterschied zum Wildtyp durch CLP deutet darauf
hin, dass die bekannte abnorme Regulation der Variante auch die Interaktion mit der
Phospholipidumgebung des Enzyms umfasst. Der CLP-induzierte Aktivitatsverlust bei Wildtyp
und Variante unter hoheren Temperaturen beruht mdglicherweise auf einer Temperatur-
induzierten toxisch wirkenden Veranderung der Interaktion zwischen CLP und dem CPT-II-
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1 Einleitung

Triacylglyceride z&hlen zu den wesentlichen Nahrungsbestandteilen. In der westlichen Welt
werden mehr als 40 % der mit der Nahrung zugefihrten Energie durch Lipide gedeckt. Zu den
Lipiden gehoren allerdings nicht nur die zur Energiegewinnung genutzten Triacylglyceride,
sondern auch Phospholipide, Sphingolipide sowie Cholesterin und seine Ester.

Die Triacylglyceride stellen mengenméBig den bedeutendsten Energiespeicher des
menschlichen Korpers dar. Seine Zellen kdnnen geringe Mengen an Triacylglyceriden
speichern, damit diese zur schnellen Energiegewinnung genutzt werden kdnnen. Den weitaus
groleren Teil an Triacylglyceriden enthélt jedoch das Fettgewebe, welches etwa 10-15 % des

Korpergewichtes einer normalgewichtigen Person ausmacht (Loffler 2014).

1.1 Der Fettsaurestoffwechsel im Mitochondrium

Fettsduren, vor allem langkettige Fettséuren, stellen unter lang andauernder Belastung bzw.
langfristig erhdhtem Energieumsatz sowie in Fastenzeiten die Energiehauptlieferanten im
Muskel dar. Der gesteigerte Energiebedarf wird hierbei durch den Abbau von Fettsduren in
Mitochondrien gedeckt (Fehlig und Wahren 1975).

Diese sogenannte B-Oxidation dient dem Herz- und Skelettmuskel zur Energiegewinnung,
indem sie die nétigen Reaktanten fiir den Citratzyklus und die Atmungskette liefert. Sie findet
aber auch in den Hepatozyten statt. Dort dient sie allerdings vornehmlich der Gewinnung von
Ketonkdrpern, welche vor allem dem Gehirn in Zeiten niedriger Blutglukose lebenswichtige
Energie bereitstellen (Eaton et al. 1996).

In der B-Oxidation wird Acyl-CoA unter Gewinn von reduziertem Nicotinamid-adenin-
dinucleotid (NADH + HY) und reduziertem Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH,) in vier
Reaktionen zu Acetyl-CoA und einem um zwei Kohlenstoffatome verkirztem Acyl-CoA
umgesetzt. FADH, und NADH + H* kénnen der Atmungskette zugefiihrt werden, wodurch sich
1,4 bzw. 2,3 Adenosintriphosphat-Molekiile (ATP) gewinnen lassen. Uber den Citratzyklus
lassen sich wiederum aus Acetyl-CoA zehn ATP gewinnen. Das hervorgehende Acyl-CoA kann
erneut in die B-Oxidation eingefiihrt werden (Zierz und Deschauer, Lipidspeichermyopathien
2014, Loffler 2014). Beispielhaft kann man den Abbau der langkettigen aktivierten Fettsdure
Stearyl-CoA betrachten: Bei ihrem vollstdndigen Abbau durchlauft sie den Zyklus der B-Oxi-
dation acht Mal. Dabei entstehen also acht FADH, und acht NADH + H*, welche wiederum zur
Herstellung von insgesamt 34,4 ATP genutzt werden kdnnen und neun Acetyl-CoA-Molekiile,

aus welchen sich insgesamt 87,3 ATP gewinnen lassen. Wenn man diese Ausbeute an ATP aus



1 mol Stearyl-CoA nun mit derjenigen vergleicht, die durch den Abbau von drei Glucose-
Molekulen (ebenfalls 18 C-Atome) erreicht werden kann (102,6 ATP), erkennt man, wie

wichtig und effektiv die Verwertung von Fettséuren fur den Korper ist (Loffler 2014).

1.2 Der mitochondriale Fettsauretransport

Fette liegen im Korper entweder als Triacylglycerine gespeichert intrazellular oder in
Transportform in Chylomikronen und Very Low Density Lipoproteins (VLDL) im
Extrazellularraum vor. Da Zellen keine Triacylglycerine sondern nur Fettsduren aufnehmen
kénnen, missen diese zundchst aus den Triacylglycerinen gewonnen werden. Bei intrazellul&r
vorliegenden Triacylglycerinen werden deshalb deren drei Esterbindungen durch drei
verschiedene  Enzyme  (Adipozyten-Triacylglycerin-Lipase, = hormonsensitive  Lipase,
Monoacylglycerinlipase) gespalten. Bei extrazellular vorliegenden Triacylglyceriden erfolgt
diese Spaltung durch die Lipoproteinlipase, eine Lipase breiter Spezifitdt. Bei beiden
Vorgangen entstehen drei Fettsduren, die nun gebunden an Albumin im Blut transportiert
werden konnen, und ein Glycerin-Molekil, welches in der Leber verwertet werden kann
(Loffler 2014).

Damit Fettsduren der B-Oxidation zugefihrt werden kénnen, missen sie zundchst in die Zellen
und Mitochondrien gelangen. Der Ubertritt iiber die Zellmembran erfolgt sowohl passiv durch
Diffusion, was vor allem bei hohen extrazelluldren Fettsaurekonzentrationen wichtig ist, als
auch carriervermittelt Uber das Fettsauretransportprotein (FATP) sowie die Fettsdure-
Translokase (FAT) (Hamilton und Kamp 1999, Koonena et al. 2005, Loffler 2014).

Das FATP ist auferdem mit Acyl-CoA-Synthetaseaktivitdt assoziiert, so dass davon
ausgegangen wird, dass dieses Protein nicht nur am Transport der Fettsduren Uber die
Zellmembran, sondern auch an deren Aktivierung zu Acyl-CoA beteiligt ist (Jia et al. 2007,
Loffler 2014). Die FAT, auch als CD36 bezeichnet, weil sie urspriinglich als
Oberflachenprotein auf Thrombozyten entdeckt worden ist, ist indes ein integrales
Membranprotein, dass sich vor allem auf Herz- und Skelettmuskelzellen, im Fettgewebe und im
Gastrointestinaltrakt finden l&sst (Loffler 2014, Kim und Dyck 2016).

Bevor Fettsduren die dufRere Mitochondrienmembran Uberqueren kdnnen, missen sie zundchst
zu Acyl-CoA aktiviert werden. Dies geschieht mittels Acyl-CoA-Synthetasen in einer ATP-
abhéngigen Reaktion. Es ist bekannt, dass mehrere Isoformen dieser Acyl-CoA-Synthetase
existieren, welche sich in ihrer Substratspezifitat hinsichtlich der Kettenldnge der zu

aktivierenden Fettsdure unterscheiden. Die langkettenspezifische Acyl-CoA-Synthetase, die



Fettsduren mit einer Kettenldnge von 10-18 C-Atomen aktiviert, befindet sich in der &duReren
Mitochondrienmembran (Norum et al. 1966).

Die entstandenen Thioester kdnnen nun entweder ber die Mitochondrienmembran weiter ins
Innere der Mitochondrien transportiert werden oder im Sarkoplasma zu Triglyceriden verestert
und dadurch gespeichert werden (Zierz und Deschauer, Lipidspeichermyopathien 2014).
Acyl-CoA-Molekiile mit einer Kettenldnge von Uber 12 C-Atomen konnen die innere
Mitochondrienmembran nicht passieren. Da aber der Grofiteil der Fettsduren, die in die B-Oxi-
dation in den Mitochondrien eingeflihrt werden, zu den LCFA gehort (Loffler 2014), muss ein
Transportsystem existieren, welches den Transport der Fettsduren Uber die innere
Mitochondrienmembran ermdglicht. Dieses Transportsystem wird als Carnitin-Palmitoyl-
Transferase (CPT) bezeichnet und soll im Folgenden n&her beleuchtet werden.

Bereits 1955 konnte gezeigt werden, dass Acetylcarnitin in einer Reaktion mit Coenzym A zu
Acetyl-CoA und Carnitin umgesetzt wird (Friedman und Fraenkel 1955). 1962 wurde postuliert,
dass fir LCFA ein Shuttle-System uber die Mitochondrienmembran existiert und dass die
beschriebene reversible Reaktion von Acylcarnitin und Coenzym A in diesem eine
entscheidende Rolle spielt (Bremer 1962, Fritz et al. 1962, Fritz et al. 1963).

Heute weil man, dass dieses Fettsaure-Shuttle aus drei Komponenten besteht:

In der duBeren Mitochondrienmembran findet sich die CPT-I, welche in einer Reaktion Acyl-
CoA mit L-Carnitin zu Acylcarnitin und CoA-SH katalysiert. In bzw. an der inneren
Mitochondrienmembran finden sich die beiden anderen Komponenten: Die Carnitin-
Acylcarnitin-Translokase, die einen Austausch von L-Carnitin mit Acylcarnitin ber die innere
Mitochondrienmembran vermittelt und die CPT-II, die Acylcarnitin mit CoA-SH zuriick zu

Acyl-CoA und Carnitin umwandelt (McGarry und Brown 1997, Kerner und Hoppel 2000)
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Abb. 1: Fettséuretransport uber die Mitochondrienmembran (Zierz et al. 2014)

1.2.1 CPT-I

Die Carnitin-Palmitoyl-Transferase-I ist ein integrales Membranprotein der dufleren Mitochon-
drienmembran und katalysiert den ersten Schritt beim Transport der LCFA (ber die
mitochondriale Membran. Sie dient Transesterifikation von einem L-Carnitin und einem Acyl-
CoA zu einem Acylcarnitin und einem CoA-SH. Diese Reaktion stellt gleichzeitig den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Imports der LCFA in das Mitochondrium dar
(McGarry et al. 1983, Drynan et al. 1996).

Nach heutigem Kenntnisstand sind drei Isoformen dieses Proteins bekannt: eine
leberspezifische L-CPT-1 (oder auch CPT-la), eine muskelspezifische M-CPT-I (CPT-Ib) (Esser
et al. 1996) und eine ZNS-spezifische B-CPT-I (CPT-Ic) (Price et al. 2002).

Das Gen fiir die L-CPT-I findet sich auf Chromosom 11g13.1-13.5 (Britton et al. 1997). Diese
Isoform hat eine GréRe von 88,15 kDa bei einer Lange von 773 Aminosduren (McGarry und
Brown 1997). Man findet sie neben dem namengebenden Organ, der Leber, auch in Niere,
Lunge, Milz, Pankreas, Adipozyten, Ovar, in menschlichen Fibroblasten sowie im
Zentralnervensystem (McGarry und Brown 1997).

Das Gen fir die M-CPT-1 ist auf Chromosom 22g13.3 lokalisiert (Britton et al. 1997). Es ist
etwa 3 kb lang. Die GroRe dieser Isoform betrégt 88,22 kDa bei einer Lange von 772 Amino-
séduren (Yamazaki et al. 1996). Diese muskuldre lIsoform findet sich in der Skelett- und

Herzmuskulatur sowie in Hoden und Fettgewebe (McGarry und Brown 1997).



Erst im Jahr 2002 beschrieben PRICE et al. eine weitere Isoform, die sich vorwiegend in Gehirn
und Hoden finden lasst. Das Gen dieser B-CPT-I befindet sich auf Chromosom 19g13.33 und
ist ca. 2,7 kb lang. Die Primérsequenz dieses Proteins besteht aus 798 Aminosaduren. Sein Mole-
kulargewicht entspricht in etwa dem der L-CPT-I (Price et al. 2002, Bonnefont et al. 2004).

1.2.2 Carnitin-Acylcarnitin-Transporter

Der CACT st in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und katalysiert (ber diese
sowohl einen L-Carnitin/Acylcarnitin- und L-Carnitin/L-Carnitin-Antiport als auch, bei Fehlen
des Gegensubstrates, einen etwa 10fach langsameren unidirektionalen Transport von L-Carnitin
(Tonazzia et al. 2009). Dies geschieht im Rahmen eines Ping-Pong-Mechanismus. Das bedeutet,
dass das erste Substrat, das von Membranseite a nach Membranseite b transportiert wird, sich
zundchst vom Enzym lésen muss, bevor das zweite Substrat, welches genau in die
entgegengesetzte Richtung tber die Membran transportiert wird, am Enzym binden kann. Es
existiert also nur eine Bindungsstelle, die sich abwechselnd auf der einen oder der anderen Seite
der Membran befindet (Indiveri et al. 1994).

Das Gen fir den humanen CACT befindet sich auf Chromosom 3p21.31 und kodiert fir ein
32,9 kDa groRes, 301 Aminoséauren langes Protein (Rubio-Gozalbo et al. 2004)

1.2.3 CPT-II

Die humane Carnitin-Palmitoyl-Transferase Il ist ein 658 Aminosduren langes, etwa 71 kDa
grolRes Protein (Woeltjc et al. 1990, Brown et al. 1991), mit einer ca. 3 kb groen mRNA
(Finocchiaro et al. 1991). Ihr Gen befindet sich auf Chromosom 1p32 (Gellera et al. 1994). Mit
groRer Sicherheit ist die CPT-I1 das Produkt eines einzelnen Genes, unabhéngig vom Gewebe in
dem sie exprimiert wird (Sigauke et al. 2003). Dieses Gen ist ca. 20 kb groR und besteht aus
finf Exons, die durch vier Introns getrennt werden. Die Exons variieren in ihrer Lange
zwischen 81 bp und 1305 bp, die Introns zwischen 1,5 kb und 8 kb (Verderio et al. 1995). In

Exon 3 findet sich unter anderem die Information fur Serin 113 (Wieser et al. 2003).

Die CPT-Il ist mit der inneren Mitochondrienmembran (MIM) assoziiert und kann mit
entsprechenden Detergenzien leicht in ihrer aktiven Form von dieser geldst werden (Woeltje et
al. 1987). Ihr katalytisches Zentrum befindet sich in der Mitochondrienmatrix (J. D. McGarry et
al. 1992).



Die Kristallstruktur der CPT-II der Ratte wurde 2006 beleuchtet (Rufer et al. 2006). Unter
anderem wurde die Struktur des aktiven Zentrums des Enzyms naher betrachtet: Es handelt sich
um einen Y-formigen Tunnel (Nic a'Bhaird et al. 1993), der an der Doménenverbindung
lokalisiert ist. Dieser dreiteilige Tunnel tragt jeweils eine Bindungsstelle fur einen Acyl-,
Carnitin- und CoA-Rest und 6ffnet sich zur Oberflache der CPT-II. Das Serin an Position 113
gilt als eine an der Substratbindung der CPT-II beteiligte Aminoséure (Rufer et al. 2006).
Jedoch scheint es nicht direkt an einer Verankerung der CPT-II in der MIM beteiligt zu sein
(Wieser et al. 2003).

1.2.4 Die Mitochondrienmembran und Cardiolipin

Die mitochondriale Membran unterscheidet sich in ihrem Aufbau grundlegend von der
eukaryotischen Zellmembran. Es existieren eine dulere (MOM) und eine innere mitochondriale
Membran (MIM), die sich prozentual in der Zusammensetzung ihrer Phospholipide
unterscheiden (siehe Tab. 1.). Dabei &hnelt die duBere Membran in ihrem Lipid-Protein-

Verhaltnis der eukaryotischen Zellmembran.

Tab. 1: Zusammensetzung der Mitochondrienmembran im Schweineherz (Comte et al. 1976).

AuBere Membran: Anteil in %: Innere Membran: Anteil in %:
Phosphatidylcholin 56,3+21 Phosphatidylethanolamin 37,9+ 0,4
Phosphatidylethanolamin 28,0 £2,1 Phosphatidylcholin 265+23
Phosphatidylinositol 93+31 Cardiolipin 254+16
Sphingomyelin 45+21 Phosphatidylinositol 34+0,1
Lysophosphatidylcholin 1,3+0,7 Lysophosphatidylcholin 06+0,2
Cardiolipin 04+0,2 Sphingomyelin 0,5+0,2

MOM und MIM besitzen unterschiedliche Funktionen. Die MOM ist vor allem durch eine
Vielzahl an Porinen gekennzeichnet, welche eine Art Sieb darstellen, das fur alle Molekile mit
einer GroRe von 5 kDa oder kleiner permeabel ist. Die MIM hingegen ist impermeabel und
hochspezialisiert. Sie enthdlt groRe Anteile an Cardiolipin, welches aufgrund seiner vier
Fettséureketten fur lonen schwierig zu Uberwinden ist. Diese Membran tragt allerdings

Transportproteine, die es ermdglichen, Molekile, die fir den mitochondrialen Stoffwechsel



notwendig sind, in die Mitochondrienmatrix zu transportieren. AuBerdem sind die Enzyme der
Atmungskette mit der MIM assoziiert (Alberts et al. 2002).

Cardiolipin, genauer 1,3-bis(sn-3'-phosphatidyl)-sn-glycerol, ist ein anionisches Phospholipid,
das ausschlieBlich in bakteriellen Membranen sowie in der inneren Mitochondrienmemran zu
finden ist. Es besteht aus vier Acyl-Ketten, drei Glycerolgruppen und zwei Phosphaten.
Cardiolipin spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation apoptotischer Zellvorgange (Horvath
und Daum 2013).
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Abb. 2: Struktur des Cardiolipins (Christie 2018)

Mehrfach konnte inzwischen gezeigt werden, dass die mitochondriale Membran einen
wichtigen Beitrag zur Stabilitdt und Funktionsféhigkeit der CPT leistet (Westhausen 1993,
Kashfi et al. 2011). So lie3 sich beispielsweise die CPT-Gesamtaktivitat durch Inkubation mit
0,5 mM Cardiolipin- bzw. Phosphatidylcholinliposomen um 65,9 % bzw. 63,5 % steigern
(Westhausen 1993). Die Aktivitédt der Ratten-CPT-1 und -1l konnte mittels Cardiolipin sogar um
etwa das Vierfache der Ausgangsaktivitat gesteigert werden und es konnte gezeigt werden, dass
Cardiolipin von den mitochondrialen Phospholipiden die grofite Auswirkung auf die CPT-
Aktivitat besitzt (Kashfi et al. 2011). Weiterhin wurde in dieser Arbeit postuliert, dass alle vier
Enzyme, die am Transport von langkettigen Fettsduren in das Innere des Mitochondriums
beteiligt sind, durch Cardiolipin als ein Enzymkomplex zusammengehalten werden. Die
eigentliche Aufgabe des Cardiolipins ware dabei, die Enzyme in ihrer aktiven Form zwischen
der MIM und MOM zu stabilisieren. Aufgrund seiner besonderen Konfiguration mit vier
Fettsdureketten, wére Cardiolipin besonders geeignet, um eine Membraninteraktion zu
vermitteln und héatte deshalb mdglicherweise den grofiten aktivitatssteigernden Effekt aller
verwendeten Phospholipide. Begriindet wurde diese Vermutung Uber die Rolle des Cardiolipins

unter anderem darin, dass zundchst noch l6sliche rekombinante CPT-II durch die Zugabe von



Cardiolipin mit diesem prazipitiert. Dies konnte zeigen, dass Cardiolipin ein artifizielles
Membransystem bildet, in welchem die CPT-II gebunden wird (Kashfi et al. 2011).

1.3 CPT-II-Mangel

Der CPT-1I-Mangel zé&hlt zu den Lipidstoffwechselmyopathien. Die Erstbeschreibung der
Erkrankung erfolgte 1973 durch DiMauro (DiMauro und DiMauro 1973). Heutzutage wird die
Erkrankung als h&ufigste autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung des Lipidstoffwechsels
angesehen (McGarry und Brown 1997).

Es wird davon ausgegangen, dass der CPT-II-Mangel auf einer abnormen Regulierbarkeit des
CPT-1I-Enzyms und nicht auf einem Mangel enzymatisch aktiven Enzyms beruht. So zeigte
sich einerseits, dass bei Patienten mit CPT-11-Mangel durchaus eine normale Konzentration an
CPT-II im Skelettmuskel nachgewiesen werden kann (Vladutiu et al. 1992) und andererseits,
dass die Aktivitat der CPT-I1-Mutante abnorm durch Malonyl-CoA, Carnitin, Palmitoylcarnitin
und Triton X-100 gehemmt wird (Zierz und Engel 1985, Zierz et al. 1993).

Dieser ausgeprégte Aktivitatsverlust des Enzyms tritt beim Patienten vor allem dann auf, wenn
die Aktivitat der CPT-Il am stérksten benétigt wird, also wenn Energie durch die Verwertung

von Fettsauren bereitgestellt werden muss.

1.3.1 Phénotypen

Man  unterscheidet  zwischen  einer  neonatalen, infantilen  bzw. juvenilen
(hepatokardiomuskulédren) und einer muskuldren Form des CPT-11-Mangels (Bonnefont et al.
2004).

Der neonatale Phanotyp prasentiert sich als die schwerwiegendste Form der Erkrankung. Er
geht neben den Symptomen der infantilen Form, ndmlich hypoketotischen Hypoglykamien,
Leberinsuffizienz und kardialer Beteiligung, mit Dysmorphien wie Mikrozephalie, Fehl-
bildungen der Nieren und des Gehirns sowie periventrikularen Verkalkungen einher (Bonnefont
et al. 2004, Isackson et al. 2008). Dieser Phénotyp fiihrt in der Regel bereits intrauterin oder

innerhalb der ersten Lebensmonate zum Tod.

Der klassische muskulére Phanotyp ist die haufigste Form des CPT-1I-Mangels und manifestiert
sich oftmals bereits im Kindesalter (Joshi et al. 2014). Die Symptomatik prasentiert sich in
Form von rezidivierenden Episoden von Myalgien, Muskelschwéche, Myoglobinurie und

Rhabdomyolyse mit oder ohne Nierenversagen, welche durch langanhaltende kdorperliche



Belastungen, Fasten, Kélte und Fieber provoziert werden kénnen (DiMauro und DiMauro 1973,
Joshi et al. 2014).

1.3.2 Assoziierte Mutationen

Die Vererbung der Erkrankung erfolgt autosomal-rezessiv. 90 % der Patienten mit dem
klassischen muskuldaren Phénotyp sind entweder homo- oder heterozygot fir die Punktmutation
p.S113L im Gen fur die CPT-Il auf Chromosom 1 bei einer Allelfrequenz von 60-70 %
(Deschauer et al. 2005, Isackson et al. 2006). Daneben sind bisher (ber 60 weitere
krankheitsauslosende Mutationen im CPT-II-Gen bekannt (lsackson et al. 2006). Die
Korrelation von Geno- und Phénotyp ist sehr heterogen (Taroni et al. 1992). Jedoch konnten
einige Mutationen bestimmten Phanotypen zugeordnet werden. So ist beispielsweise die
Mutation p.S113L bei homozygotem oder compound-heterozygotem Vorliegen mit dem
muskularen Phénotyp des CPT-lI-Mangels assoziiert, wohingegen andere Mutationen (z.B.
P227L) nachweislich mit der infantilen oder neonatalen Form einhergehen (Taroni et al. 1993,
Joshi et al. 2012).

1.3.3 Diagnostik

Das diagnostische Vorgehen bericksichtigt laborchemische, bioptische, molekulargenetische
und biochemische Aspekte.

Laborchemisch l&sst sich bei einem Teil der Patienten nach einem Fastenversuch eine
verminderte oder verzigerte Ketondmie, eine Myoglobinurie sowie ein Anstieg der
Creatinkinase (CK) im Serum feststellen. Laktat-Ischdmie-Test sowie die Serum-CK im
Intervall fallen normal aus. Typischerweise findet man bei Bestimmung des Acylcarnitinprofils
eine Vermehrung des C16- und C18:1-Carnitins im Intervall (Gempel et al. 2002).

Die Muskelbiopsie erbringt haufig morphologisch unauffallige Befunde. Lediglich bei 10 % der
Patienten findet sich im Intervall eine geringgradige Akkumulation von Lipiden.
Muskelbiopsien, die kurz nach einer Rhabdomyolyseattacke entnommen werden, zeigen meist
nur unspezifische myopathische Verénderungen und isolierte nekrotische Fasern (Zierz und
Deschauer, Lipidspeichermyopathien 2014).

Zur Molekulargenetik siehe 1.3.2.

Die biochemische Diagnostik beinhaltet die Bestimmung der Gesamtaktivitit der CPT. Da diese

h&ufig unter optimalen Testbedingungen normale Werte erreicht, muss zusétzlich die



Hemmbarkeit des Enzyms durch Malonyl-CoA, Palmityl-CoA sowie Triton X 100 untersucht
werden (Zierz und Deschauer, Lipidspeichermyopathien 2014).

1.3.4 Therapie

Zum heutigen Zeitpunkt existiert keine kausale Therapie des CPT-11-Mangels.

Da jedoch die Ausldser, durch welche die Krankheit symptomatisch wird, bekannt sind, muss
der Patient dazu angehalten werden, diese zu vermeiden. Weiterhin empfiehlt es sich, die
Erndhrung dahingehend umzustellen, dass die Aufnahme von langkettigen Fettsduren reduziert
und vor allem in Belastungssituationen vermehrt mittelkettige Fettsduren und Kohlenhydrate

aufgenommen werden.

Bei Auftreten von Rhabdomyolyse muss der Patient stationér tberwacht werden, um etwaige
Komplikationen wie ein akutes Nierenversagen zu vermeiden bzw. diese adéquat therapieren zu

kénnen (Zierz und Deschauer, Lipidspeichermyopathien 2014).

1.3.5 Differenzialdiagnosen

Die wichtigste Differenzialdiagnose des CPT-11-Mangels ist der Sehrlangketten-Acyl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel, da dieser ebenfalls mit Rhabdomyolyseattacken nach lang anhaltender
korperlicher Belastung und Fasten einhergeht.

Beim ebenfalls in Erwégung zu ziehenden Carnitin-Mangel, kommt es zu persistierender
Muskelschwéche. Diese ist beim CPT-11-Mangel in der Regel voll reversibel.

Andere Erkrankungen des Lipidstoffwechsels oder des Kohlenhydratstoffwechsels lassen sich
meist bereits anhand der anamnestischen Angaben differenzieren. Im Gegensatz zu Stérungen
des Kohlenhydratstoffwechsels sind kurze intensive Kraftleistungen beim CPT-II-Mangel
problemlos mdglich (Zierz und Deschauer, Lipidspeichermyopathien 2014).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Wéhrend es Untersuchungen zum Effekt von Cardiolipin auf die Gesamt-CPT im menschlichen
Muskelhomogenat sowie in aufgereinigter Ratten-CPT-1 und —CPT-II gibt, existieren bisher
keinerlei Daten daruber, welchen Effekt Cardiolipin auf die S113L-Mutante besitzt.

In unserer Arbeitsgruppe konnte 2014 gezeigt werden, dass sich die rekombinant hergestellte
S113L-Mutante durch eine verminderte Thermostabilitdt sowie eine verstarkte Hemmbarkeit
durch Malonyl-CoA bzw. Malonat, verglichen mit dem rekombinant hergestellten
Wildtypenzym, auszeichnet (Motlagh 2014).

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse sollten in dieser Arbeit folgende Hypothesen Uberprift

werden:

(1) Der aktivitatssteigernde Effekt des Cardiolipins auf das rekombinant hergestellte Wildtyp-
Enzym der CPT-II lasst sich mit der von MOTLAGH et al. modifizierten photometrischen
Aktivitatsmessung reproduzieren.

(2) Cardiolipin zeigt einen vergleichbaren aktivitatssteigernden Effekt fur die S113L-Mutante.

(3) Cardiolipin kann die vermehrte Thermolabilitat der S113L-Mutante vermindern oder auf-
heben.

(4) Der aktivitatssteigernde Effekt auf den Wildtyp der CPT-II durch Cardiolipin bleibt auch

bei erhéhter Temperatur erhalten und tragt zur Thermostabilitat bei.

(5) Die von KASHFI et al. beschriebene Prazipitation der CPT-II durch Zugabe von

Cardiolipin lasst sich reproduzieren.

(6) Es besteht eine Korrelation zwischen der Enzymaktivitat und der eingesetzten Cardiolipin-

konzentration.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien, Substrate, Enzyme

Chemikalien

Agua dest.
Cardiolipinnatriumchlorid 25mg
DTNB

Ethanol

HCI

K,HPO,

KCI

KH,PO,

NaOH

TRIS (Trizmabase Sigma Ultra)

Substrate
L-Carnitinhydrochlorid
Palmitoyl-Coenzym A

Enzyme

Hersteller

B. Braun Melsungen AG
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl-Roth GmbH Karlsruhe
Carl-Roth GmbH Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hersteller

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Das rekombinant in Escherichia coli hergestellte und aufgereinigte CPT-II-Wildtyp-Enzym
(Hisg-N-hCPT2) sowie die S113L-Mutante (His¢-N-hCPT2/S113L) wurden freundlicherweise

vom Muskellabor der Universitdtsklinik und Poliklinik fiir Neurologie der Martin-Luther-

Universitat Halle (Saale) zur Verfligung gestellt. Die Herstellung der Enzyme erfolgte durch

Frau Dr. Leila Scholle (vormals Motlagh). Es wurden hierzu die molekularbiologischen

(Transformation in chemokompetente E. coli —Zellen) und proteinchemischen (Herstellung Vor-

und Hauptkultur, Fermentation, Aufschluss, Aufreinigung, Aufkonzentrierung) Methoden nach
dem von MOTLAGH maodifizierten Protokoll von KNAPE (Knape 2012) verwendet (Motlagh

2014). Die entstandenen Proteinlosungen wurden aliquotiert, schockgefroren und bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.
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3.1.2 LoOsungen und Puffer

3.1.2.1 Puffer

KP-Puffer (pH 7,4) 1 mMEDTA
50 mM KH,PO, (pH 7,4)
120 mM KClI

3.1.2.2 Stamml6sungen:

Cardiolipinnatriumchlorid 5 mM in TRIS/HCI (pH 7,4)
Carnitin 1 M in Aqua dest.

DTNB 10 mM in EtOH (96 %)

K,HPO,4 36,8 mM in Aqua dest.

NaOH 10 % in Aqua dest.

Palmitoyl-CoA 10 mM und 1 mM in Aqua dest.
TRIS/HCI (pH 7,4) 1 M in Aqua dest.

3.1.3 Geréate & Software

Gerate Hersteller

Mastercycler gradient Eppendorf AG, Hamburg
Mastercycler personal Eppendorf AG, Hamburg
pH-Meter, Microprocessor PMX 3000 WTW GmbH, Weilheim
Spectrophotometer DUS00 Beckman Instruments Inc., USA
Ultraschallbad Elmasonic S Elma Schmidbauer GmbH, Singen
Zentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg
Software Hersteller

KaleidaGraph V4.0 Synergy Software, USA
Microsoft office 2010 Microsoft Corporation, USA
SigmaPlot 12.5 Systat. Software Inc.
QuickCalcs GraphPad Software
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3.2 Methoden
3.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Als Grundlage der photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration diente das
Lambert-Beersche-Gesetz (Bouguer 1729, Lambert 1760, Beer 1852), welches es
ermdglicht, die Proteinkonzentration in einer Probe anhand ihrer Extinktion zu

berechnen:

ElZSlXCXd

Formel 1: Berechnung der Extinktion. E;: Extinktion bei der Wellenldnge A. &,: molarer
Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge L. c: Konzentration. d: Schicht-
dicke

Der molare Extinktionskoeffizient wurde von KNAPE (Knape 2012) experimentell
bestimmt. Die Absorption des Lichtes durch aromatische Aminoséuren, Peptidbindungen
und Disulfide im ultravioletten Bereich flihrt zu charakteristischen Proteinspektren (Galla
und Muller 1988). Da die aromatischen Aminosduren Tryptophan, Phenylalanin und
Tyrosin ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 280 nm haben, kann anhand
nachfolgender Gleichung (Pace et al. 1995) der Extinktionskoeffizient bei dieser
Wellenldnge abgeschétzt werden. Hierbei dominiert Tryptophan die Extinktionsstérke,
der Anteil von Phenylalanin (€,5= 0,7 M™*cm™) kann hingegen bei dieser Wellenlange

vernachlassigt werden.

&3g0[mol™tem™1]

= (5500 x ZTrp)+ (1490 x ZTyr)
+ (125 x ZDisulfid)

Formel 2: Berechnung des Extinktionskoeffizienten € bei einer Wellenldnge
von 280 nm

Da der berechnete Extinktionskoeffizient nur gering vom experimentell ermittelten
abweicht, wurde zur Berechnung der Extinktionskoeffizient von KNAPE verwendet
(Motlagh 2014).

Die Extinktion wurde mit einem Beckmann UV-Vis-Spektrophotometer DUB800 bei

Wellenldngen im Bereich von 240-340 nm gemessen. Die Probe wurde dazu in KP-Puffer

14



(3.1.2.1) aufgenommen und die Extinktion durch die Proteinprobe in einer
Prazisionskiivette aus Quarzglas SUPRASIL® 10 mm gegen KP-Puffer gemessen.

Die Proteinkonzentration wurde in drei unabhangigen Messungen ermittelt.

3.2.2 Aktivitatstest

Die Aktivitat lieB sich mit folgender Formel unter Zuhilfenahme der berechneten

Proteinmenge und der photometrisch gemessenen Anderung der Extinktion bestimmen:

4 AE
T dt Xxd Xxex M

Formel 3: Berechnung der Aktivitat. AE: Extinktionsédnderung. dt: Zeit [s]. d: Schicht-
dicke [cm]. &: Extinktionskoeffizient flir DTNB. M: Masse [mg] des einge-
setzten Enzyms

Es wurde das Protokoll von MOTLAGH (Motlagh 2014) verwendet.

Tab. 2: Zusammensetzung des Probenansatzes fiir den Aktivitatsnachweis

Komponenten Testvolumen Testkonzentration
10 mM DTNB in Ethanol (> 98 %) 100 pl 1mM

1 M Carnitin 12 pl 12 mM

1 mM Palmitoyl-CoA in KP-Puffer 30 pl 30 mM

11,7-34,1 uM Hisg-N-hCPT2 bzw. 4,4- 12,88 ul 15nM

20 UM Hisg-N-hCPT2/S113L 7,5 ul

KP-Puffer (pH 7,4) ad 1 ml

KP-Puffer, Carnitin, Palmitoyl-CoA und DTNB wurden zusammengegeben und fir 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4,4- 12,88 ul des
rekombinaten Enzyms gestartet. Gemessen wurde in PMMA 1,5 ml Plastikkiivetten. Jede

Messung wurde drei- bis fiinfmal wiederholt.

Bei dem verwendeten Test wurde die Zunahme der Extinktion in der Probe wéhrend einer
Messzeit von 120 s photometrisch bei einer Wellenlédnge von 410 nm mit einem UV-Vis-
Spectrophotometer DU800 nachgewiesen. Die steigende Extinktion beruht auf der

Entstehung des gelben Farbstoffs 4-Nitrothiolat. Dieser entsteht bei der Reaktion von
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DTNB mit freien Thiolgruppen aus der von der CPT-II katalysierten Reaktion (1) zu
einem gemischten Disulfid und 4-Nitrothiolat (Bieber et al. 1972). Als Donator bzw.
Akzeptor fungieren hier Carnitin und Palmitoyl-CoA.

(1) Acyl-CoA + L-Carnitin

Acyl-Carnitin + CoA-SH

2 CoA-SH + DTNB — gemischtes Disulfid + TNB

Der Extinktionskoeffizient von DTNB betragt 13600 M™ x cm™ (Ellman 1959).

3.2.3 Cardiolipin

Ein positiver Effekt auf die Aktivitat des CPT-Systems wurde bereits beschrieben.
(Westhausen 1993, Kashfi et al. 2011). Um diesen Effekt einerseits fiir den aufgereinigten
Wildtyp der CPT-Il sowie fir die aufgereinigte Variante S113L zu (berprifen und
trotzdem Werte zu erhalten, die sich mit denen aus den zuvor beschriebenen
Aktivitdtsmessungen vergleichen lassen, wurde auch in diesen Versuchen auf das
Verfahren (3.2.2) von MOTLAGH zurtickgegriffen. Daflr wurden jeweils 4,4-12,88 pl
an Hisg-N-cpt2 bzw. 7,5 pl Hisg-N-cpt2/S113L (Endkonzentration im Probenansatz 15
nM) mit 100 pl oder 50 pl an Cardiolipin (Endkonzentration in der Kivette 0,5 mM
(Westhausen 1993) oder 0,25 mM) bei 30°C, 37°C, 40°C oder 42°C im PCR-Cycler
prdinkubiert und zum Start der Reaktion auf den Probenansatz gegeben. Die
Aktivitatsmessung erfolgte jeweils nach 0 min, 15 min, 30 min, 45 min und 60 min Prain-
kubationszeit. Jede Messung wurde drei- bis funfnrmal wiederholt. Das verwendete
Cardiolipin wurde durch 20 minitige Behandlung im Ultraschallbad bei 50 W und
Raumtemperatur in 1 M TRIS/HCI-Puffer (pH 7,4) gel6st.

3.2.4 Vorversuch: Uberprifung der Ausfallung der CPT-II im Ansatz
durch Cardiolipin

Es wurden jeweils 4,4-12,88 ul an Wildtypenzym (Endkonzentration im Ansatz: 15 nM)
und 100 pl Cardiolipin (Endkonzentration im Ansatz: 0,5 mM) verwendet. Zundchst
wurden nur Cardiolipin und Wildtypenzym zusammengegeben und intensiv vermischt.
Dieser Ansatz wurde nun entweder sofort oder nach einer 30 mindtigen Inkubation bei
30°C (im PCR-Cycler) bei 16 000 rpm fir 20 min zentrifugiert. Anschliefend wurde der
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Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde mit der Menge an KP-Puffer gelost, die der
Menge des vorher abgenommenen Uberstandes entsprach. Zur Uberpriifung, ob sich das
Enzym im Uberstand oder im Pellet befindet, wurde die Aktivitatsmessung fiir gelostes
Pellet und Uberstand entsprechend 3.2.2 durchgeftihrt.

Die im Uberstand gemessene Aktivitat betrug 86,99 %, die im Pellet 13,01 %. Die
Differenz der Aktivitaten ist statistisch signifikant (p-Wert < 0,0001).

100

I Aktivitat Pellet -|—
[ Aktivitat Uberstand

60 =

40 + h

20 | .

Aktivitat in % vom Ausgangswert

I
Abb. 3: Aktivitaten nach Préinkubation mit 0,5 mM CLP und Zentrifugation

Es ergab sich somit kein Hinweis, dass es unter Zugabe von Cardiolipin zu einer
Préazipitation der CPT-l1l mit Cardiolipin kommt. Fast die gesamte Aktivitit
(durchschnittlich 86,99 %) war nach Prdinkubation und Zentrifugation der Proben in der

l6slichen Fraktion zu finden und nur ein kleiner Teil (13,01 %) im Pellet.

Dies widerspricht vorliegenden Ergebnissen, welche tiber 90 % der Aktivitat nach 20 min
Inkubation mit Cardiolipin und Zentrifugation bei 100 000 g im Pellet zeigten (Kashfi et
al. 2011). Allerdings gibt es zu diesem Experiment in der angesprochenen Arbeit weder
Angaben zur Konzentration des Cardiolipins im Versuchsansatz noch zur verwendeten

Inkubationstemperatur.

Mit den hier dargestellten Ergebnissen lasst sich die von KASHFI et al. postulierte feste

Membranassoziation der CPT-11 und die besondere Rolle, die Cardiolipin in der Bindung
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des Enzyms spiele, in Frage stellen. Sie zeigten weiterhin, dass es sinnvoll ist, die

nachfolgenden Experimente ohne Abtrennung des Pellets durchzufiihren.

3.2.5 Statistische Methoden

Die Nullhypothese fir die erhobenen Werte lautete jeweils: Es gibt eine signifikante

Differenz zwischen zwei gemessenen Werten.

Zur Uberpriifung der Nullhypothese wurden die p-Werte fir die jeweiligen Differenzen
berechnet. Wurde ein Wert mit dem festgelegten Ausgangswert von 100 % verglichen, so
wurde zur Berechnung des p-Wertes ein Einstichprobentest verwendet. Wurden zwei
unabhéngig voneinander gemessene Werte miteinander verglichen, so wurde zur
Bestimmung des p-Wertes ein unabhangiger t-Test verwendet.

Zur Durchfiihrung der Berechnungen wurde die Quickcalcs-Software von GraphPad
verwendet.

War der berechnete p-Wert kleiner als 0,05, so wurde die Nullhypothese beibehalten und
damit die Differenz zwischen zwei Werten als signifikant gewertet. War der berechnete
p-Wert gréRer als 0,05, wurde die Nullhypothese verworfen und damit die Differenz

zwischen zwei Werten als nicht signifikant gewertet.

Die Korrelation zwischen der Cardiolipinkonzentration und der Aktivitat wurde uber die
Software von Sigmablot 12.5 bestimmt. Es wurde hierfiir die Korrelation nach Pearson
bestimmt, welche eine lineare Korrelation zwischen verschiedenen Variablen anzeigt.
Eine Korrelation von + 1 entspricht hierbei einer perfekten positiven Korrelation (je mehr
Cardiolipin, desto hoher die Aktivitdt des Enzyms). Eine Korrelation von -1 entspricht
einer perfekten negativen Korrelation (je mehr Cardiolipin, desto geringer die Aktivitat
des Enzyms). Ein p-Wert von groRer als 0,05 zeigte eine statistisch nicht signifikante

Korrelation, ein p-Wert von kleiner als 0,05 eine statistisch signifikante Korrelation an.
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4 Ergebnisse
4.1 Aktivitatsanalysen

4.1.1 Keine Prainkubation

Die gemessene Aktivitdt ohne Prédinkubation und ohne Zugabe von Cardiolipin wurde
jeweils als Referenzwert (100 % Aktivitat) fir die nachfolgenden Messungen herange-

zogen.

Die Zugabe von 0,5 mM Cardiolipin bewirkte ohne vorherige Inkubation eine signifi-
kante Aktivitatssteigerung des Wildtypenzyms auf 138,7 % des Ausgangswertes.
Demgegeniiber bewirkte die Zugabe von 0,25 mM Cardiolipin ohne vorherige Inkubation
eine Aktivitatssteigerung des Wildtypenzyms auf 197,15 % des Ausgangswertes. Hier
zeigte sich jedoch eine groRe Streuung der Werte.

4.1.2 Prainkubation bei 30 °C

Aus Griinden der Ubersicht werden hier und im Folgenden nur die durchschnittlichen
Aktivitaten in % vom Ausgangswert dargestellt. Eine ausfiihrliche Darstellung der Werte

mit Median, p-Wert und Standardabweichung findet sich in der Anlage dieser Arbeit.

Ohne Zugabe von Cardiolipin zeigte sich die gemessene Aktivitat des Wildtyp-Enzyms
tiber den gesamten Inkubationszeitraum stabil und betrug nach 60 min noch 86,51 % des
Ausgangswertes.

Bei Prainkubation mit 0,25 mM oder 0,5mM Cardiolipin zeigte das Wildtyp-Enzym (iber
den gesamten Messzeitraum eine ausgepragte Aktvitatssteigerung. Diese erreichte ihren
Maximalwert nach 60 min Prainkubation mit 0,5mM Cardiolipin und betrug zu diesem
Zeitpunkt 199,24 % des Ausgangswertes

Die Aktivitaten unterschieden sich bei Prainkubation mit OmM und 0,25mM bzw.
0,5mM signifikant (0 mM vs. 0,25 mM CLP 30-60 min: p = 0,0001 bis 0,02; 0 mM vs.
0,5 mM CLP 30-45 min p =0,027 bis 0,036), wohingegen bei Prainkubation mit 0,25 mM
und 0,5 mM CLP kein signifikanter Aktivitatsunterschied zu finden war (pgo min = 0,977).
Die Mutante S113L zeigte sowohl bei Prainkubation ohne als auch bei Prainkubation mit
0,25 mM und 0,5 mM Cardiolipin eine stabile Aktivitat des Enzyms (iber 60 min (durch-
schnittlich 79,13 % ohne Zugabe von Cardiolipin, 91,74 % bei Zugabe von
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0,25 mM Cardiolipin und 73,54 % unter Zugabe von 0,5 mM Cardiolipin).

Die Aktivitatsunterschiede der Mutante S113L bei Préinkubation mit 0 mM, 0,25mM und
0,5mM waren allseits statistisch nicht signifikant (0mM vs. 0,35mM: pgo min= 0,45;0 mM
vs. 0,5 mM: peo min= 0,761; 0,25mM vs. 0,5 mM: peo min= 0,354).

a) Wildtyp | b) S113L
250 F -

200 |

100

&

Alktivitat [%]

T T T T T T T T

] 20 40 &0 o 20 40 60
Inkubationszeit [min)

Abb. 4: Aktivitaten des Wildtyps und der Mutante S113L nach Pré-
inkubation bei 30 °C mit 0 mM, 0,25 mM oder 0,5 mM CLP

B 0 mM Cardiolipin
@ 0.25 mM Cardiolipin
v 0.5 mM Cardiolipin

4.1.3 Préainkubation bei 37 °C

Ohne Zugabe von Cardiolipin erfuhr das Wildtyp-Enzym zundchst eine leichte
Aktivitatssteigerung auf bis zu durchschnittlich 121,4 % und zeigte nach 60-minitiger

Prainkubation eine stabile Aktivitat von durchschnittlich 92,7 %.

Unter Prdinkubation mit 0,25 mM Cardiolipin konnte nach 15 min eine maximale Akti-
vitatssteigerung auf durchschnittlich 232,5% der Ausgangsaktivitat erreicht werden.
Nach 60 min Préainkubation betrug die Aktivitdt noch durchschnittlich 166,5 % des Aus-

gangswertes.
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Unter Prdinkubation mit 0,5 mM Cardiolipin konnte eine maximale Aktivitatssteigerung
auf durchschnittlich 221,6 % des Ausgangswertes erreicht werden. Nach 60 min Préin-
kubation betrug diese noch 169,1 %.

Die Aktivitatsunterschiede bei Prainkubation mit 0 mM und 0,25 mM bzw. 0,5 mM
stellten sich als signifikant dar. Hingegen waren die Unterschiede der Aktivitdten bei
Prainkubation mit 0,25 mM und 0,5 mM, mit Ausnahme der Werte nach 30-minutiger

Préinkubation (psgmin= 0,016), nicht signifikant.

Wéhrend die Mutante S113L bei Prainkubation ohne Zugabe von Cardiolipin relativ
stabil blieb und tber 60 min lediglich einen Aktivitatsverlust von durchschnittlich 32,6 %
zu verzeichnen hatte, kam es bei Prainkubation mit 0,25 mM oder 0,5 mM Cardiolipin zu
einem raschen und massiven Aktivitatsverlust. Nach 60 min betrug die Restaktivitat hier
durchschnittlich nur noch 3,7 % bzw. 1,78 %.

Die Aktivitatsunterschiede nach Zugabe von 0 mM und 0,25 mM oder 0,5 mM waren
statistisch signifikant. Die Aktivitaten nach Zugabe von 0,25 mM und 0,5mM zeigten,
mit Ausnahme der Aktivitdten nach 15-minitiger Prdinkubation (pis min = 0,015; siehe

dazu auch 4.1.6), keinen statistisch signifikanten Unterschied.
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Abb. 5: Aktivitaten des Wildtyps und der Mutante S113L nach Pra-
inkubation bei 37 °C mit 0 mM, 0,25 mM oder 0,5 mM CLP

B 0 mM Cardiolipin
@ 0.25 mM Cardiolipin
v 0.5 mM Cardiolipin
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4.1.4 Prainkubation bei 40 °C

Bei Prainkubation mit 0 mM Cardiolipin zeigte sich die Aktivitat des Enzyms (ber

60 min relativ stabil. Nach 60 min Prainkubation bestand noch eine durchschnittliche
Restaktivitat von 74,6 %.

Bei Prainkubation mit 0,25 mM und 0,5 mM kam es hingegen Uber 60 min zu einem
kontinuierlichen Aktivitatsverlust bis auf eine durchschnittliche Restaktivitat von 54,8 %
bzw. 34,4 %.

Bei Prédinkubation der Mutante S113L bei 40°C kam es unter Zugabe von 0mM Cardio-
lipin zu einem ausgesprochen schnellen Aktivitatsverlust des Enzyms um 84 % in den
ersten 45 min.

Unter Zugabe von 0,25mM und 0,5mM zeigte sich bereits bei der ersten Messung nach

15 min ein fast vollstandiger Aktivitatsverlust des Enzyms.
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Abb. 6: Aktivitaten des Wildtyps und der Mutante S113L nach Pra-
inkubation bei 40 °C mit 0 mM, 0,25 mM oder 0,5 mM CLP

B O mM Cardiolipin
@ 0.25 mM Cardiolipin
v 0.5mM Cardiolipin
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4.1.5 Prainkubation bei 42 °C

Bei Prainkubation mit 0 mM Cardiolipin kam es beim Wildtyp Gber 60 min zu einem
Aktivitatsverlust auf durchschnittlich 43,6 % der Ausgangsaktivitat.

Bei Prdinkubation mit 0,25mM und 0,5mM zeigte sich ein signifikanter Aktivitatsverlust
mit einer Abnahme der Aktivitdten auf 18,14 % bzw. 11,56 % der Ausgangsaktivitét
innerhalb von 60 min. Der Vergleich der Aktivitaten nach 60 min Prdinkubation zeigte
einen signifikant hoheren Aktivitatsverlust bei Préinkubation mit 0,5mM als nach Pra-
inkubation mit 0OmM oder 0,25mM (0mM vs. 0,5mM: pgo min= 0,035; 0,25mM vs.
0,5mM: peo min= 0,049).

Bei Prainkubation der Mutante S113L bei 42 °C ohne Zugabe von Cardiolipin kam es zu
einer raschen Aktivitatsminderung des Enzyms auf durchschnittlich 5,16 % bereits nach
15 min. Nach 60 min Prdinkubation war der Aktivitatsverlust fast vollstandig mit einer
geringen Restaktivitat von durchschnittlich 0,3 %.

Unter Zugabe von 0,25 mM und 0,5mM konnte bereits nach 15 min Prdinkubation in
jeder Messung ein vollstdndiger Aktivitatsverlust beobachtet werden.
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Abb. 7: Aktivitaten des Wildtyps und der Mutante S113L nach Pré-
inkubation bei 42 °C mit 0 mM, 0,25 mM oder 0,5 mM CLP

B O0mM Cardiolipin
@ 0.25 mM Cardiolipin
v 0.5mM Cardiolipin
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4.1.6 Korrelation der Aktivitat mit der Cardiolipinkonzentration

Eine Konzentrationsabhéngigkeit der Aktivitat liel3 sich nur bei einzelnen Temperaturen
und Inkubationszeiten nachweisen. Bei den meisten Temperaturen konnte jedoch keine

direkte Abhéngigkeit der Aktivitat von der Cardiolipinkonzentration festgestellt werden.

Fur den Wildtyp zeigte sich eine negative Korrelation der Aktivitdt mit der Cardio-
lipinkonzentration bei 40 °C nach 60-minutiger Inkubation (r = -0,54, p = 0,13).
Weiterhin zeigte sich fir den Wildtyp eine statistisch signifikante negative Korrelation
(r=-0,653, p = 0,016) bei 42 °C nach 60 min Inkubation.

Fur die Mutante fand sich eine negative Korrelation von r = -0,95 bei 37 °C nach 15-
minatiger Inkubation. Diese Korrelation war statistisch signifikant (p < 0,0001). Dies
entspricht einer fast perfekten negativen Korrelation zwischen der gemessenen Aktivitat
der Mutante und der Cardiolipinkonzentration.
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Abb. 8: Korrelation von Aktivitat und Cardiolipinkonzentration zu ausgewahlten
Messpunkten. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabwei-
chung sowie die Regressionskurven 1. bzw. 2. Ordnung.
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5 Diskussion

5.1 Der Effekt von Cardiolipin auf die Aktivitat des Wildtyps der
CPT-II

Unter Verwendung des von MOTLAGH modifizierten photometrischen Aktivitétests liel sich
eine maximale Aktivitatssteigerung auf durchschnittlich 232,5 % des Ausgangswertes erzielen.
Dieser Wert wurde bei 37 °C nach 15 min Prainkubation mit 0,25 mM Cardiolipin erreicht. Die
hochsten Aktivitaten wurden stets nach Inkubation bei 37 °C und unter Zugabe von 0,25 mM
Cardiolipin erreicht.

Die maximal gemessene Aktivitat unter Zugabe von Cardiolipin ist geringer als die von anderen
Arbeitsgruppen (Kashfi, L., et al. 2011) beschriebene Aktivitatssteigerung auf etwa das Vier-
fache der Ausgangsaktivitat, aber groRer als die von WESTHAUSEN (Westhausen 1993)
beobachtete Steigerung der CPT-Gesamtaktivitdt um 65,9 %. WESTHAUSEN arbeitete mit
Muskelhomogenat aus Muskelbiopsien von Patienten ohne CPT-11-Mangel, die aufgrund eines
Verdachtes auf eine neuromuskuldre Erkrankung untersucht wurden. WESTHAUSENS
Messung der Enzymaktivitat erfolgte nach ZIERZ und ENGEL (Zierz und Engel 1985).
Weiterhin differenzierte WESTHAUSEN nicht zwischen einer CPT-I- und CPT-II- Aktivitat,
sondern bestimmte eine CPT-Gesamtaktivitat. Diese Punkte, vor allem die Verwendung von
Muskelhomogenat und nicht von aufgereinigtem Enzym sowie die Bestimmung der CPT-
Gesamtaktivitat anstatt einer isolierten Analyse der Aktivitat der CPT-11, machen es schwierig,
die Ergebnisse jener Arbeit mit den eigenen Ergebnissen zu vergleichen. Allerdings kénnte dies
eine Erklarung fir den Unterschied der maximal gemessenen Aktivititen darstellen.
Madglicherweise kam es bei WESTHAUSEN zu einer Steigerung der CPT-lI-Aktivitat bei
gleichbleibender CPT-I-Aktivitat. Dies hétte zur Folge, dass die gemessene Aktivitatssteigerung

geringer ist, als es bei isolierter Messung der CPT-I1-Aktivitat der Fall gewesen waére.

25



180

160 | 1
140 | |
120 | 1

100 |+ CPT-lI _

CPT-II

(2]
o
T

I

N
o
T

I

CPT-I CPT-I

N
o
T

I

Aktivitit [%)]
o

Ohne CLP Mit CLP

Abb. 9: Mdgliche Aktivitatenverteilung bei WESTHAUSEN (Westhausen 1993).
Die Verteilung der Ausgangsaktivitaten wurde in Anlehnung der Ergebnisse
von LEHMANN angenommen (Lehmann 2014).

Bestandteile des Muskelhomogenats, die im hier verwendeten Protokoll nicht im Versuchs-
ansatz zu finden sind, konnten auBerdem zu einer Verminderung der Cardiolipinwirkung
gefiihrt haben.

Weiterhin fiihrte WESTHAUSEN die Préinkubation mit Cardiolipin auf Eis durch, wohingegen
in dieser Arbeit bei 30 - 42 °C inkubiert wurde.

KASHFI et al. (Kashfi et al. 2011) arbeiteten mit rekombinant hergestellter Ratten-CPT-II,
wohingegen in dieser Arbeit mit rekombinant hergestellter humaner CPT-Il gearbeitet wurde.
Die CPT-1I-Sequenz der Ratte zeigt zur humanen CPT-1I-Sequenz eine 83 % Ubereinstimmung
(Hsiao et al. 2006, Rufer et al. 2006). Daher kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob die
Ratten-CPT-1I in gleicher Weise wie die humane CPT-II durch Cardiolipin beeinflusst wird
oder ob es dahingehend solche Unterschiede gibt, die die Differenz der maximalen Aktivitaten
nach Zugabe von Cardiolipin erklaren. Aus der Arbeit von KASHFI et al. ist nicht ersichtlich,
unter Verwendung welcher Methode die Aktivitdtsmessungen durchgefihrt wurden. AulRerdem
findet sich keine Angabe Uber die Konzentration an Cardiolipin, die im Probenansatz verwendet
wurde und unter welcher Temperatur sowie in welchem Zeitrahmen eine Prdinkubation mit
Cardiolipin durchgefihrt wurde, so dass es auch hier schwierig sein durfte, die in jener Arbeit
mit denen in dieser Arbeit gemessenen Werten zu vergleichen.

Unabhdngig von diesen methodischen Unterschieden zeigen jedoch alle Arbeiten eine deutliche

Steigerung der Ausgangsaktivitdt unter Zugabe von Cardiolipin. Die photometrische
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Aktivitatsmessung nach dem von MOTLAGH (Motlagh 2014) modifizierten Protokoll eignet
sich also, um den aktivitétssteigernden Effekt des Cardiolipins auf das Wildtypenzym der CPT-

Il zu reproduzieren.

5.2 Der Effekt von Cardiolipin auf die Mutante S113L

Nachdem etabliert werden konnte, dass ein aktivitétssteigernder Effekt von Cardiolipin auf das
Wildtypenzym der CPT-Il unter Anwendung des von MOTLAGH (Motlagh 2014)
modifizierten Protokolls zu verzeichnen ist, stellte sich die Frage, ob ein &hnlicher

aktivitatssteigernder Effekt auch bei seiner Mutante S113L beobachtet werden kann.
Zu dieser Fragestellung existierten bis dato keinerlei Untersuchungen.

Durch Prainkubation bei 30 °C zeigten sich keine statistisch signifikanten Aktivitatsunter-
schiede bei der Verwendung von 0 mM, 0,25 mM und 0,5 mM. Es konnte also bei dieser
Temperatur kein wesentlicher Effekt des Cardiolipins auf die Mutante beobachtet werden. Das
Verhalten des Enzyms bei 37 °C soll unter 5.3 diskutiert werden.

Die fehlende Stimulation der Variante durch Cardiolipin im Unterschied zum Wildtyp deutet
auf eine gestorte Interaktion der Mutante mit der Phospholipid-Umgebung des Enzyms hin. Es
ware denkbar, dass es durch den Austausch von Serin zu Leucin zu einer Konformations-
anderung des Enzyms kommt. Es wurde bereits postuliert, dass die Mutation zu einer
Konformationsanderung flhrt, die das aktive Zentrum des Enzyms beeinflusst und dadurch zu
einer abnormen Bindung von Substraten fuhrt, die die Hemmung des Enzyms vermitteln
(Motlagh et al. 2016). Es lasst sich vermuten, dass auch Anteile des Enzyms, die die Interaktion
mit der MIM vermitteln, von einer Konformationsanderung betroffen sein kénnten. Auch wenn
es starke Hinweise dafiir gibt, dass die Assoziation des Enzyms mit der MIM (ber zwei
gegenléufige Helices vermittelt wird, ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig geklart, wie
die CPT-Il mit der MIM kommuniziert und ob es lediglich um eine lose Assoziation oder eine
feste Verankerung handelt (Wieser et al. 2003, Rufer et al. 2006).
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Abb. 10: Membranassoziation der CPT-1I (Wieser et al. 2003)
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Abb. 11: CPT-Il-assoziierte Mutationen. Pfeil: vermuteter Membrananker (Wieser et al. 2003)

5.3 Der toxische Effekt des Cardiolipins

MOTLAGH zeigte einen raschen Aktivitatsverlust der Mutante S113L unter Erwérmung auf
Temperaturen von 40 °C oder mehr bei nahezu konstant bleibender Aktivitidt des Wildtyp-
Enzyms unter gleichen Bedingungen (Motlagh 2014). In der hier vorliegenden Arbeit konnten
diese Ergebnisse reproduziert werden. Der Aktivitatsverlust der Mutante verlief deutlich
schneller und ausgeprégter als der des Wildtyps. Der Effekt konnte beim Wildtyp ab einer
Inkubationstemperatur von 40 °C, bei der Mutante bereits bei 37 °C beobachtet werden.

Da bei 30°C und 37 °C unter Zugabe von Cardiolipin fir den Wildtyp ausgeprégte Aktivitats-
steigerungen erzielt werden konnten, sollte gepriift werden, ob in der simulierten Fiebersituation
bei 40°C bzw. 42 °C die Zugabe von Cardiolipin einen protektiven Effekt auf das Enzym hat
und dadurch zumindest der Aktivitatsverlust von 25,36 % bzw. 54,4 % ausgeglichen werden

kann. Der aktivitatssteigernde Effekt des Cardiolipins kehrte sich jedoch bei Erhéhung der
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Inkubationstemperatur tber die physiologische Kdrpertemperatur ins Gegenteil um und fihrte
zu einer weiteren Minderung der Aktivitat des Enzyms. Das Wildtypenzym zeigte unter Zugabe
von Cardiolipin bei 40 °C einen Aktivitatsverlust um bis zu 82 %. Dieser Effekt war abhangig
von der Cardiolipinkonzentration.

Ahnlich verhielt es sich bei Inkubation bei 42 °C. Hier kam es zu einer Minderung der Aktivitat
um bis zu 96 %. Auch dieser Aktivitatsverlust war abhéngig von der Cardiolipinkonzentration.

Die Differenz der Aktivitdten bei Zugabe und fehlender Zugabe von Cardiolipin war am
stérksten bei der Mutante nach Préinkubation bei 37 °C ausgeprégt. Hierbei zeigte das Enzym
bei Prainkubation mit 0,25 mM bzw. 0,5mM Cardiolipin bis zu 68,74 % bzw. 71,37 % geringere
Aktivitaten als ohne Zugabe von Cardiolipin. Diese Ergebnisse sind statistisch extrem
signifikant. In der simulierten Fiebersituation fiihrt die Prainkubation mit Cardiolipin bei
sowohl 40 °C als auch 42 °C in beiden Konzentrationen gleichermalRen bereits nach 15 min
Préainkubationszeit zum vollstdndigen Aktivitatsverlust. Diese Werte zeigen, dass es unter
Zugabe von Cardiolipin schneller zur Inaktivierung des Enzyms kommt, als es ohne Cardiolipin

der Fall ware.

Die Zugabe von Cardiolipin verliert also einerseits ihren aktivitatssteigernden Effekt auf den
Wildtyp wenn die Inkubationstemperatur auf 40 °C oder mehr angehoben wird. Andererseits hat
sie, beziglich der Thermolabilitat, keinerlei protektiven Effekt auf den Wildtyp oder die
Mutante S113L der CPT-Il. AuRerdem erfahrt die Mutante bereits bei Kdrpertemperatur einen

ausgepragten Aktivitatsverlust durch Zugabe von Cardiolipin.

Nun stellt sich die Frage, warum Cardiolipin zwar einerseits bei physiologischer
Korpertemperatur eine so ausgepragte aktivitatssteigernde Wirkung am Wildtyp hat,
andererseits aber in der simulierten Fiebersituation diese Wirkung verliert und zu einer
Verminderung der Aktivitat flhrt.

Denkbar ist, dass es durch Zunahme der Membranfluiditat bei Erwédrmung zu einer gestorten
Membranassoziation des Enzyms kommt. Dies konnte erklaren, warum der aktivitatssteigernde
Effekt auf den Wildtyp bei Temperatursteigerungen uber die physiologische Kdrpertemperatur
entfallt. Weiterhin lasst sich vermuten, dass es zu temperaturinduzierten Konformations-
anderungen des Cardiolipins kommt, welche unter Umsténden toxisch auf das Enzym wirken.
So ist es beispielsweise vorstellbar, dass es zur Bindung einer Fettsaurekette des Cardiolipins
am aktiven Zentrum der CPT-II kommt und somit die Bindungsstelle fiir den eigentlich
umzusetzenden Acyl-Rest blockiert wird. Begiinstigend wirde in diesem Fall sicherlich das
Vorhandensein von freiem Cardiolipin sein. Ob es durch Zunahme der Membranfluiditat bei

erhéhten Temperaturen auch zu einer Freisetzung von Cardiolipin aus der Membran kommt,
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bleibt spekulativ. Diese Theorie wére jedoch gut mit der Zeitabhéngigkeit der
Aktivitatsminderung vereinbar: Je langer das Enzym mit Cardiolipin inkubiert wird, desto
ausgepragter ist bei 40 °C (Wildtyp) bzw. 37 °C (S113L) der Aktivitatsverlust. Geht man von
einer Interaktion der Acyl-Reste des Cardiolipins mit der Acyl-Bindungsstelle im aktiven
Zentrum des Enzyms aus, so ist vorstellbar, dass mit Zunahme der Inkubationszeit immer mehr
freie Bindungsstellen im aktiven Zentrum durch Acyl-Reste des Cardiolipins blockiert werden
und somit nicht mehr zum Umsatz der eigentlichen Fettséduren bereitstehen. Mdglicherweise
lasst sich dies bereits in abgemilderter Form in der Messung des Wildtyps bei 37 °C erklaren:
Hier zeigt sich nach 15-min(tiger Prainkubation mit Cardiolipin ein Aktivitatspeak von ca.

220% der Ausgangsaktivitat. Im Verlauf nahm die Aktivitat jedoch wieder kontinuierlich ab,
bis nach 60-mindtiger Prainkubation mit Cardiolipin nur noch Werte von ca. 170 % der Aus-

gangsaktivitat gemessen werden konnten.

5.4 Korrelation der Aktivitat mit der Cardiolipinkonzentration

Der Grund der nicht nachweisbaren direkten Korrelation zwischen der Aktivitdt und der
Cardiolipinkonzentration ist das rasche Erreichen einer maximalen Aktivitat des Wildtyps bei
aktivierenden Temperaturen (30 °C und 37 °C) bzw. der sehr starke Aktivitatsverlust der
Mutante bei héheren Temperaturen (40°C und 42°C). In zwei Messungen (Wildtyp bei 42 °C
nach 60 min Inkubation und Mutante S113L bei 37 °C nach 15 min Inkubation, 4.1.6) lieR sich

dennoch eine statistisch signifikante Korrelation nachweisen.

Es kann daher von einer Korrelation zwischen der Cardiolipinkonzentration und der

gemessenen Aktivitat ausgegangen werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Fur den Wildtyp zeigte sich eine deutliche Aktivitatssteigerung bei 30 °C und 37 °C unter
Préainkubation mit Cardiolipin, jedoch ein ausgepréagter Aktivitatsverlust bei 40 °C und 42 °C
unter Prdinkubation mit Cardiolipin.

Fur die Variante S113L der CPT-II lieR sich bei 30 °C kein Effekt auf die Aktivitat durch
Prainkubation mit CLP beobachten. Es kam jedoch zu einer massiven Steigerung der bereits
bekannten Thermoinstabilitat der Variante S113L in Gegenwart von Cardiolipin ab 37 °C.

In der vorliegenden Arbeit konnte das Spektrum der abnormen Enzymeigenschaften der
Mutante S113L der CPT-Il auf eine abnorme Regulierbarkeit durch das Phospholipid
Cardiolipin erweitert werden. Dies unterstiitzt auch die bereits 1985 postulierte Annahme der
abnormen Interaktion mit der Phospholipidumgebung des Enzyms (Zierz und Engel 1985).

Bei hoheren Temperaturen (simulierte Fiebersituation) zeigte sich der toxische Effekt des
Cardiolipins auch auf den Wildtyp. Mdglicherweise kommt es dabei zu einer Blockierung der
Acylbindungsstelle der CPT-II durch Bindung eines Acyl-Restes des Cardiolipins und damit zu
einer Verhinderung des Transportes langkettiger Fettsduren. Dieser Effekt ist fur die Mutante
ausgepragter als fur das Wildtypenzym.

Es ist von einer Korrelation der Cardiolipinkonzentration und der Enzymaktivitat auszugehen.

Pathophysiologische Relevanz:
Es kann spekuliert werden, dass es bei langandauernder korperlicher Belastung oder Fieber zu
einer Freisetzung von Cardiolipin aus der Mitochondrienmembran kommt, welches dann an das

aullerhalb der Membran gelegene katalytische Zentrum der CPT-1I bindet und dieses blockiert.

Es bleibt zu Uberpriifen, ob der hier gemessene Aktivitatsverlust durch Cardiolipin-bindende

Substanzen wie zum Beispiel Adriamycin (Westhausen 1993) aufgehoben werden kann.
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Das aufgereinigte Wildtypenzym der CPT-II erfahrt durch Préinkubation mit dem
Phospholipid Cardiolipin eine massive Aktivitatssteigerung bei 30 °C und 37 °C.

Eine Prainkubation mit Cardiolipin hat bei 30 °C keinerlei Effekt auf die S113L-Mutante
der CPT-II.

Bei Erh6hung der Prainkubationstemperatur tiber Korpertemperatur fuhrt die Préinkubation
des Wildtypenzyms mit Cardiolipin zu einem ausgepréagten Aktivitatsverlust des Enzyms.

Der unter (3) beschriebene Effekt tritt an der S113L-Mutante bereits bei 37 °C auf.

Es besteht eine negative Korrelation zwischen der Aktivitat des Wildtypenzyms bzw. der
Mutante S113L und der Cardiolipinkonzentration.

Cardiolipin hat keinen protektiven sondern einen toxischen Effekt auf die Mutante S113L
der CPT-II.

Die bereits in den 80er Jahren aufgestellte These, dass es sich beim CPT-11-Mangel nicht
um einen guantitativen Mangel sondern um eine abnorme Regulation handelt, konnte be-
starkt werden (Zierz und Engel 1985, Vladutiu et al. 1992, Zierz et al. 1993).

(8) Vermutlich liegt eine gestorte Interaktion des Enzyms mit der Phospholipidmembran vor,

wie dies bereits 1985 postuliert worden ist (Zierz und Engel 1985).
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Anlagen

Ergebnisiibersicht mit Angabe von Median, Standardabweichung und p-Wert.

Die folgenden Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen Ausgangsaktivitdt und
gemessener Aktivitat bei der jeweiligen Temperatur und Cardiolipinkonzentration.

1. Wildtyp ohne Préinkubation mit CLP

30°C 15 min 30 min 45 min 60 min

12041 78.05 79.79 9596

in o

Messwerte " {"der 77.98 78.25 49 52 91.28
Ausgangsaktivitat 90,04 86,92 90,68 72.30
Mittelwert in % 96,14 81,07 73.33 86,51
Median in % 90,04 78,25 79,77 91,28
n 3 3 3 3
Standardabweichung 17,85 4,13 17,41 10,23
p-Wert 0,6548 0,0155 01175 0.1496
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37 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
108,03 113.08 150,18 116,50
ino

Messwerte '”_ f’der 73.87 79.76 53,30 7538
Ausgangsaktivitat 125,58 121,61 61,57 103,65
8761 114,62 128.49 64.05

131.72 177,86 15251 103,80

Mittelwert in % 105,36 121,39 109,21 92,67
Median in % 108,03 114,62 128.49 103,65
n 5 5 5 5
Standardabweichung 21,99 31,74 43,17 19,65
p-Wert 06143 0.2064 06582 04513
40 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
9820 6391 5499 6845

in o

Messwerte " éder 80,42 7518 141,06 112,23
Ausgangsaktivitat 51,76 55,99 44.62 43.25
Mittelwert in % 76,79 65,02 80,22 74.64
Median in % 80,42 63,91 54.99 68,45
n 3 3 3 3
Standardabweichung 19,13 7,97 43,23 28,5
p-Wert 0.1704 00165 05112 02632
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42 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
88.78 9267 3743 7711

ino
Messwerte in % der 107,71 62,70 48,85 20,52
Ausgangsaktivitat 57,18 59,24 58,62 53,38
70,15 58,06 20,44 54 65
87 30,76 12,35
Mittelwert in % 82,16 60,69 41,34 43,6
Median in % 87 59,24 43,14 53,38
n 5 5 4 5
Standardabweichung 17,25 19,66 14,2 23,87
p-Wert 0,0818 00111 0,0037 0,0062

2. Wildtyp nach Préinkubation mit 0,25 mM CLP

30°C 15 min 30 min 45 min 60 min
30033 181.04 21654 26692

in o
Messwerte " éder 116,48 19417 152.39 153,54
Ausgangsaktivitat 109,97 189,38 21927 171,45
Mittelwert in % 175,59 188,2 196,07 197.3
Median in % 116,48 181,04 216,54 171,30
n 3 3 3 3
Standardabweichung 88,24 5,42 30,9 49,77
p-Wert 02761 00013 00328 0,0772
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37 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
24327 16487 245 80 17171
ino

Messwerte '”_ f’der 258,78 274,52 158,59 138,61
Ausgangsaktivitat 288,14 240,56 151,32 196,53
20331 21537 280,53 159,05

168,96
Mittelwert in % 232.49 22383 209,06 166,48
Median in % 243.27 227.97 202.2 149 55
n 5 4 4 4
Standardabweichung 41,93 39,99 55,54 20,99
p-Wert 0,0021 0,0085 0,0294 0,0088
40 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
8083 5291 3576 2662

in o

Messwerte " éder 98.23 69.10 5523 44.47
Ausgangsaktivitat 101,70 128,67 99,17 9315
Mittelwert in % 93,59 83,56 63,39 54,75
Median in % 98,22 69,1 55.23 44.47
n 3 3 3 3
Standardabweichung 9,13 32,58 26,52 28,12
p-Wert 0,3478 04743 01393 0,1082
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42 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
8520 4683 37.70 2273
ino

Messwerte " f’der 90,97 60,11 26,60 18,05
Ausgangsaktivitat 24,15 20,45 18,14 17,35
60,02 3556 22 69 14,41

Mittelwert in % 65,08 40,74 26,28 18,14
Median in % 72.61 412 24,64 17,70
n 4 4 4 4
Standardabweichung 26,35 14,58 7,24 2,98
p-Wert 0,0769 0,0039 0,0003 0,0001

3. Wildtyp nach Préinkubation mit 0,5 mM CLP
30°C 15 min 30 min 45 min 60 min
30381 27534 246 11 33732
in o
Messwerte " éder 126,78 149 60 133,01 123,59
Ausgangsaktivitat 125,60 149 19 136,93 1368
16522

Mittelwert in % 185.4 184,84 172,02 199,24
Median in % 126,78 157,41 136,93 136.8
n 3 4 3 3
Standardabweichung 83,73 52,65 52,41 97,79
p-Wert 01516 00733 01403 0,2209
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37 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
165.26 15477 20159 149,55
ino

Messwerte '”_ f’der 229 29 186,15 162,08 161,68
Ausgangsaktivitat 149,79 160,92 264,01 187,14
290,03 128.43 180,95 158,59

273,64 171,34 188,66

Mittelwert in % 2216 160,32 202,16 169,12
Median in % 229 29 160,92 191,27 161,68
n 5 5 4 5
Standardabweichung 56,18 19,17 38,35 15,85
p-Wert 0,0084 0,0022 0,0129 0.0006
40 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
98.26 4313 29.70 15.84

in o

Messewerte In % vom 60,78 56,88 46 40 28.56
Ausgangswert 152,72 89 85 75.01 58.70
Mittelwert in % 103,92 63,28 50,67 3437
Median in % 98,26 56,88 46 4 28,57
n 3 3 3 3
Standardabweichung 37,75 19,6 19,1 17,97
p-Wert 0,8738 0,0833 0,0465 0,0241
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42 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
10357 43.49 2757 16,70

ino
Messewerte in % vom 114,88 2761 2232 15,14
Ausgangswert 38,27 18,41 12,29 7.17
43,60 2131 12,25 723
75.08 277 18,61 11,56

Mittelwert in %
Median in % 73.59 24,46 17,31 11,18
n 4 4 4 4
Standardabweichung 34,43 9,7 6,6 4.4
p-Wert 0,2436 0,0007 0,0001 0,0001

4. S113L ohne Prainkubation mit CLP

30°C 15 min 30 min 45 min 60 min
4291 8448 7423 5612

in o
Messewerte In % vom 87.90 88,52 9737 109,04
Ausgangswert 41,60 95 84 56.90 62.48
88,55 78.01 88.9
Mittelwert in % 57 47 89,35 76,63 21,19
Median in % 4291 88,53 76,12 75.69
n 3 4 4 4
Standardabweichung 21,52 4,1 14,38 22,86
p-Wert 0,0289 00138 0,0475 0.1436
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37°C 15 min 30 min 45 min 60 min
99,47 78,20 86,31 72,6
in o
Messewerte in % vom 79.95 7178 5833 68.1
Ausgangswert 84,33 67,03 75,7 61,73
89,14
Mittelwert in % 88,22 72,34 73,44 67,45
Median in % 86,74 71,78 75,7 68,01
n 4 3 3 3
Standardabweichung 7,26 4,58 11,53 4,45
p-Wert 0,0477 0,009 0,0575 0,0062
40 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
5,01 8,1 1,41 3,71
in o

Messewerte in % vom 156 8 5.04 115
Ausgangswert 27,16 13,22 10,48 4,02
Mittelwert in % 15,92 9,77 5,94 2,96
Median in % 15,6 8,1 5,94 3,71
n 3 3 3 3
Standardabweichung 9,05 2,44 4,53 1,29
p-Wert 0,0038 0,0002 0,0008 0,0001
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42 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
13,19 4,70 0,02 0,95

in o
Messewerte in % vom 0 0 0 0
Ausgangswert 6.54 1.44 0,91 0
0,92 0,04 59 0,24
Mittelwert in % 5,16 1,54 1,71 0,3
Median in % 3,73 0,74 0,46 0,12
n 4 4 4 4
Standardabweichung 5,27 1,91 2,45 0,39
p-Wert 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

5. S113L nach Prainkubation mit 0,25 mM CLP

30 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
97,77 92,86 95,47 86,77

in o
Messewerte in % vom 80,77 79,72 120,54 67,83
Ausgangswert 119,97 114,79 77,27 129,39
102,26 123,94 119,67 82,95
Mittelwert in % 100,19 102,82 103,24 91,74
Median in % 100,01 103,82 107,57 84,86
n 4 4 4 4
Standardabweichung 13,95 17,48 18,06 22,86
p-Wert 0,9797 0,7676 0,7437 0,5220
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37°C 15 min 30 min 45 min 60 min
38,39 10,63 1,96 2,50

48,08 33,91 9,74 7,73

26,22 7,12 2,39 0,88

Mittelwert in % 37,56 17,22 47 3,71
Median in % 38,39 10,63 2,39 25
n 3 3 3 3
Standardabweichung 8,94 11,89 3,57 2,92
p-Wert 0,0021 0,0085 0,0294 0,0088
40 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
0 1,39 0 0

in o

Messewerte in % vom 1,08 0 0 0
Ausgangswert 3,05 3,03 5,27 5,01
0 0 0 0
Mittelwert in % 1,03 1,11 1,32 1,25
Median in % 0,54 0,69 0 0
n 4 4 4 4
Standardabweichung 1,23 1,25 2,22 2,17
p-Wert 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
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42 °C 15 min 30 min 45 min 60 min

0 0 0 0
in o

Messewerte in % vom 0 0 0 0
Ausgangswert 0 0 0 0
Mittelwert in % 0 0 0 0
Median in % 0 0 0 0
n 3 3 3 3
Standardabweichung 0 0 0 0
p-Wert - - - -

6. S113L nach Prainkubation mit 0,5 mM CLP

30°C 15 min 30 min 45 min 60 min

51,12 72,61 79,08 46,74

in o

Messewerte In % vom 91,01 77.97 4711 4558
Ausgangswert 140,49 119,45 124,30 109,99

56,22 97,44 142,51 91,84
Mittelwert in % 84,7 91,87 98,25 73,54
Median in % 73,62 87,71 101,69 69,29
n 4 4 4 4
Standardabweichung 35,67 18,41 37,48 28,12
p-Wert 0.4543 0,4421 0,9315 0,1564

50



37°C 15 min 30 min 45 min 60 min
11,73 10,61 3,87 3,39

in o
Messewerte in % vom 2479 1011 0,01 183
Ausgangswert 21,39 2,78 10,29 1,92
9,49 0,89 2,03 0
Mittelwert in % 16,85 6,1 2,95 1,87
Median in % 16,56 6,45 2,95 1,87
n 4 4 4 4
Standardabweichung 6,4 4,33 3,85 1,2
p-Wert 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
40 °C 15 min 30 min 45 min 60 min
0,3454 0 0 0

in o
Messewerte in % vom 0 0 25 0
Ausgangswert 0 0 0 0
Mittelwert in % 0,12 0 0,83 0
Median in % 0 0 0 0
n 3 3 3 3
Standardabweichung 0,16 0 1,18 0
p-Wert 0,0001 - 0,0001 -
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42 °C 15 min 30 min 45 min 60 min

0 0 0 0
in o

Messewerte in % vom 0 0 0 0
Ausgangswert 0 0 0 0
Mittelwert in % 0 0 0 0
Median in % 0 0 0 0
n 3 3 3 3
Standardabweichung 0 0 0 0
p-Wert - - - -

Die folgenden Werte beziehen sich auf den Vergleich der Aktivitaten bei Prdinkubation mit 0
mM CLP und 0,25 mM bzw. 0,5 mM CLP sowie 0,25 mM und 0,5 mM nach jeweils 15 min,

30 min, 45 min und 60 min. Die Angabe des Aktivitasunterschiedes erfolgt in %.

1. Wildtyp: Prainkubation bei 30 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,25 mM Aktivitatsunterschied 79,45 107,12 122,74 110,79
p-Wert 0,2011 0,0001 0,0039 0,0195

0,5mM Aktivitatsunterschied 89,25 103,77 98,69 112,72
p-Wert 0,1453 0,0272 0,0364 0,1180

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,5 mM p-Wert 0,8958 0,9008 0,5312 0,9771
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2. Wildtyp: Préainkubation bei 37 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min

0,25 mM Aktivitatsunterschied 127,13 102,45 99,85 73,80

p-Wert 0,0003 0,0036 0,0187 0,0010

0,5 mM Aktivitatsunterschied 89,25 103,77 98,69 112,72

p-Wert 0,0026 0,0468 0,0120 0,0001

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min

0,5 mM p-Wert 0,7373 0,0158 0,8446 0,8349
3. Wildtyp: Prainkubation bei 40 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min

0,25 mM Aktivitatsunterschied 16,79 18,45 16,84 19,9

p-Wert 0,2420 0,3924 0,5961 0,4379

0,5mM Aktivitatsunterschied 27,13 1,74 29,56 40,78

p-Wert 0,3292 0,8934 0,3397 0,1068

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min

0,5 mM p-Wert 0,6688 0,4079 0,5373 0,3498
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4. Wildtyp: Prainkubation bei 42 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,25 mM Aktivitatsunterschied 17,08 19,95 15,06 25,46
p-Wert 0,2775 0,1361 0,1078 0,0748

0,5mM Aktivitatsunterschied 7,08 32,99 22,73 32,04
p-Wert 0,6973 0,0188 0,0273 0,0347

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,5mM p-Wert 0,6609 0,1872 0,1686 0,0478

1. S113L: Préainkubation bei 30 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,25 mM Aktivitatsunterschied 42,72 13,48 26,61 12,60
p-Wert 0,0235 0,1839 0,0607 0,4496

0,5mM Aktivitatsunterschied 27,24 2,52 21,62 5,6
p-Wert 0,2992 0,7979 0,3228 0,7613

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,5mM p-Wert 0,4497 0,4212 0,8185 0,3540
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2. S113L: Prainkubation bei 37 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,25 mM Aktivitatsunterschied 50,66 55,11 68,75 63,74
p-Wert 0,0001 0,0017 0,0006 0,0001

0,5 mM Aktivitatsunterschied 71,37 66,24 69,39 65,66
p-Wert 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,5 mM p-Wert 0,0154 0,1371 0,8299 0,2775

3. S113L: Prainkubation bei 40 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,25 mM Aktivitatsunterschied 14,89 8,67 4,62 1,71
p-Wert 0,0202 0,0016 0,1320 0,1751

0,5mM Aktivitatsunterschied 15,81 9,77 511 2,96
p-Wert 0,0390 0,0023 0,1317 0,0051

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,5mM p-Wert 0,2711 0,1952 0,7539 0,3738
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4. S113L: Prainkubation bei 42 °C

0 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,25 mM Aktivitatsunterschied 5,16 1,54 1,71 0,3
p-Wert 0,1587 0,2299 0,2919 0,2529

0,5mM Aktivitatsunterschied 5,16 1,54 1,71 0,3
p-Wert 0,1587 0,2299 0,2919 0,2529

0,25 mM vs. 15 min 30 min 45 min 60 min
0,5 mM p-Wert - - - -
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