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Die Carnitin Palmityltransferasen 1 und 2 stellen zwei wichtige Enzyme in der
Verstoffwechselung von Fettsdure-CoA Estern dar. Es sind zwei verschiedene Proteine,
welche auf unterschiedlichen Genen lokalisiert sind. Wahrend die CPT 1 durch mehrere
transmembranale Doménen fest in die Mitochondrienmembran integriert ist, zeigt die CPT 2
lediglich eine lockere Assoziation mit dieser.

Storungen im CPT-Enzymsystem sind Erkrankungen, welche sich klinisch vielfaltig
priasentieren konnen. Wihrend einige Patienten nur eine sehr milde Symptomatik z.B.
belastungsabhdngige Muskelschmerzen auspriagen, treten bei anderen hypoketotische
Hypoglykdmien, Rhabdomyolysen, Kardiomyopathien u.a. Symptome auf, die zum Tode
fithren konnen.

Bisherige Arbeiten iiber das CPT-Enzymsystem untersuchten dessen Funktion nur selten in
menschlicher Skelettmuskulatur und hiufig auch nur fiir wenige in Frage kommende
Substrate.

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der jeweiligen maximalen enzymatischen Aktivitit,
der Affinitit und des Hemmverhaltens der CPT 1 und 2 fiir Fettsduren mit 8 bis 18
Kohlenstoffatomen. Hierfiir wurden beide Proteine zunichst von anderen Acyltransferasen
und anschlieBend durch Ultrazentrifugation und Detergenzienbehandlung voneinander
getrennt.

Unter in vitro Bedingungen konnten sowohl in der Sediment- (CPT 1) als auch in der
Uberstandfraktion (CPT 2) die hochsten enzymatischen Aktivititen fiir kurz- und
mittelkettige Fettsduren bestimmt werden, allerdings waren hierfiir teilweise unphysiologisch
hohe Substratkonzentrationen erforderlich.

Die stirksten Affinitdten konnten fiir lingerkettige Fettsduren bestimmt werden, wobei hier
der K,-Wert in der Uberstandfraktion (CPT2) fiir das C-12 Substrat Lauryl-CoA eine
auffillige Abweichung von dieser Tendenz darstellt. Handelt es sich hierbei vielleicht um
eine, durch Detergenzbehandlung und Ultrazentrifugation freigesetzte bzw. aktivierte
eigenstdndige C-12 Transferaseaktivitét?

Hinsichtlich der Hemmbarkeit der Enzyme durch die eingesetzten Fettsduren in
Konzentrationen iiber dem jeweiligen Substratoptimum konnten deutliche Unterschiede
sowohl zwischen den Fraktionen als auch zwischen den jeweiligen Substraten beobachtet
werden. Langkettige Fettsduren hemmen die Aktivititen von Acyl-CoA Transferasen bei
niedrigeren Konzentrationen als kurzkettige Acyl-CoA Ester.

Zerbaum, Mario: Untersuchung der Substratspezifititen von CPT 1 und 2 in menschlichem
Skelettmuskel fiir geradzahlige Fettsduren mit 8 bis 18 Kohlenstoffatomen.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2007
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1. EINLEITUNG

1.1 Stoffwechsel und B-Oxidation

Jedes Gewebe ist zur Erfiillung seiner spezifischen Leistung auf die hinreichende Versorgung
mit Energie angewiesen. Dabei sind die meisten, mit Ausnahme des Gehirns, welches im
Allgemeinen auf Glukose angewiesen ist, in der Lage ihren Energiebedarf aus Glukose,
Glykogen und Fettsduren zu decken. Ist der Blutglukosespiegel unmittelbar nach
Nahrungsaufnahme erhoht, dient diese Glukose zur Energieversorgung, so dass sich der
Blutzuckerspiegel wieder normalisiert. Postresorptiv werden vorwiegend Fettsduren (FS) als
energiereiche Substrate herangezogen. Die Glykogenspeicher des Organismus werden in
Situationen, in denen plotzlich eine erhohte Leistung erbracht werden muss angegriffen z.B.
bei stark gesteigerter motorischer Aktivitdt der Skelettmuskulatur. In besonders langen
Postresorptionsphasen z.B. wihrend Hungerperioden ist die Muskulatur des Weiteren in der
Lage, Ketonkorper zu Gewihrleistung einer hinreichenden Leistungsfahigkeit metabolisch
umzusetzen.

Da unter korperlicher Beanspruchung die Glukose bereits nach wenigen Sekunden bzw.
Minuten und die Glykogenreserven nach etwa 30 Minuten aufgebraucht sind, stellen die
Fettsduren bei Ausdauerbelastungen die wichtigste Energiequelle dar. Hierbei miissen diese
zundchst im Fettgewebe mobilisiert und {iiber das Blut zur arbeitenden Muskulatur
transportiert werden.

Der unmittelbare Abbau der Fettsduren in fiir die betreffenden Gewebe verwertbare Energie
findet im Mitochondrium im Rahmen der B-Oxidation der Fettsduren statt. Hier befindet sich
die dafiir erforderliche enzymatische Ausstattung im Bereich der inneren mitochondrialen
Membran, quasi in unmittelbarer Ndhe zu den Enzymen der Atmungskette. Es ist somit
zwingend erforderlich, dass die Fettsduren zundchst in die Zelle und spédter ins
Mitochondrium gelangen. Zuvor werden diese im Cytosol aktiviert. Dieser Prozess wird
durch eine Acyl-CoA-Synthetase realisiert. Hierbei entstehen Acyl-CoA-Derivate mit
energiereichen Thioesterbindungen (s. Abb.1).

Die innere Mitochondrienmembran ist jedoch fiir Acyl-CoA Verbindungen nicht permeabel,
so dass ein nach intramitochondrial gerichteter Transport nur unter Beteiligung eines
spezifischen Shuttlesystems, dem Carnitin-Acylcarnitin-Transferasesystem moglich ist,

welches die aktivierten Fettsduren unter Kopplung an Carnitin ins Mitochondrium bewegt.
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Abb.1: Aktivierung der Fettsduren durch die Acyl-CoA-Synthetase zu energiereichen

Thioestern.

Der Prozess der [-Oxidation stellt einen Zyklus mit drei aufeinander folgenden
Reaktionsschritten dar, dhnlich dem letzten Teil des Zitronensdurezyklus. Hierbei handelt es
sich um die Abfolge von Dehydrogenierung, Hydrierung und abschlieBender Oxidation.

Vom Reaktionsprodukt wird schlieBlich durch die Thiolase ein Acetyl-CoA Molekiil
abgespalten, so dass am Ende des Zyklus ein um zwei C-Atome verkiirztes Acyl-CoA
Molekiil vorliegt. Das entstandene Acetyl-CoA wird im Zitronensdurezyklus zu Wasser und
CO; oxidiert und die durch Dehydrogenierung und Hydrierung reduzierten Elektronencarrier
NADH,; sowie FADH, geben ihre Elektronen an die mitochondriale Atmungskette ab, an

deren Ende der Aufbau von energiereichen Phosphaten steht.

1.2 Das mitochondriale Carnitin-Acyltransferase-System

Der Transport von Fettsduren vom Zytosol in die mitochondriale Matrix, dem Ort der B-
Oxidation, wird durch verschiedene Carnitin-Acyltransferasen, der Acyl-CoA-Synthtase
sowie der Carnitin/Acylcarnitin-Translokase katalysiert.

Nach bisherigem Verstdndnis existieren drei verschiedene Carnitin-Acyltransferasen mit
unterschiedlichen Spezifititen flir unterschiedliche Kettenldngen der Substrate. Im Einzelnen
sind dies die Carnitin-Acetyltransferase (CAT), die Carnitin-Oktanyltransferase (COT) und
die Carnitin-Palmityltransferase (CPT) [9;14;62]. Im Gegensatz zur CPT-Fraktion sind die
CAT und COT vollstindig 16slich.

Das Carnitin-Palmityltransferasesystem besteht aus zwei, immunologisch gegeneinander
abgrenzbaren, auf unterschiedlichen Genen kodierten Komponenten. Der Carnitin-
Palmityltransferase 1 (CPT 1; EC 2.3.1.21) und der Carnitin-Palmityltransferase 2 (CPT 2).
Wihrend die CPT 2 als einzelnes Protein dem Genlocus 1p32 zugeordnet wurde, existieren
fiir die Isoformen der CPT 1 jeweils eigene Gene, so dass die L-CPT 1 auf Chromosom 11q13
und die Muskelisoform (M-CPT 1) auf Chromosom 22q13.3 codiert ist [16;36].
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Fettsduren Acyl-CoA CoA-SH
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Abb.2: Schematische Darstellung des Transports von Fettsduren iiber die mitochondrialen
Membranen aus dem Zytoplasma in die Mitochondrienmatrix und deren anschlieffende
metabolische Verwertung im Rahmen von B-Oxidation und Tricarbonsdurezyklus (CoA-SH:

freies CoenzymA) [50].

1.2.1 Carnitin Palmityltransferase 1 (CPT 1)

Dieses Enzym katalysiert die Kopplung der Acyl-CoA Thioester an L-Carnitin. Hierbei
entsteht Acyl-Carnitin unter Freisetzung von Coenzym A.

Bei der CPT 1 handelt es sich um ein, durch den Inhibitor Malonyl-CoA hemmbares, durch
Detergenzien inaktivierbares, integrales Protein welches auf der inneren Oberfldche der
duBeren mitochondrialen Membran lokalisiert ist [52;57].

Wihrend die CPT 2 ein ubiquitidr vorkommendes Protein darstellt, wurden von der CPT 1
gewebespezifische Isoformen beschrieben [105]. Demnach wird in eine Leber-Isoform (L-
CPT 1) und in eine Herz-/Muskel-Isoform (M-CPT 1) unterschieden. Beide Formen zeigen

eine zu etwa 62% homologe Aminosiuresequenz.



Wiéhrend im Herz und adulten Testis beide Varianten nachgewiesen werden konnten, gilt als
gesichert, dass im menschlichen Skelettmuskel nur die M-Isoform der CPT 1 vorhanden ist
[4;105].

Die CPT I-Isoformen zeigen unterschiedliches Verhalten hinsichtlich ihrer Hemmbarkeit
durch Malonyl-CoA und ihrem jeweiligen K,,-Wert fiir das Substrat Carnitin. Hierbei besitzt
die M-CPT 1 eine hohere Sensitivitit gegeniiber dem Inhibitor Malonyl-CoA und einen
hoheren K-Wert fiir Carnitin [17;103].

Die Tatsache, dass die Herauslosung der CPT 1 aus ihrer Membranumgebung das Enzym
inaktiviert, eine Reaktivierung durch Rekonstitution in Gegenwart von Phospholipiden jedoch
moglich ist, legt die Vermutung nahe, dass eine spezifische membranale Umgebung fiir eine
katalytisch arbeitende CPT 1 von essentieller Bedeutung ist [101].

Die L- und M-CPT 1 Enzymproteine bestehen aus jeweils 773 bzw. 772 Aminoséduren. Der
Proteinkorper der CPT 2 ist etwas kleiner. Er setzt sich aus 658 Aminoséduren zusammen.
Diese GroBendifferenz zwischen beiden Carnitin Palmityltransferaseformen beruht auf einem
spezifischen N-terminalen Anhang, welcher nur bei der CPT 1 zu finden ist. Diese N-
terminale Domine zeigt zwei membrandurchdringende Regionen, welche zum einen die
stirkere Membranassoziation der CPT 1, zum anderen ihre charakteristische Hemmbarkeit

durch Malonyl-CoA erkldren konnte.

1.2.2 Carnitin Palmityltransferase 2 (CPT 2)

Die CPT 2 katalysiert die Riickreaktion des Acyl-Carnitins unter Verbrauch von Coenzym A.
Somit stehen in der mitochondrialen Matrix Acyl-CoA Ester zur Verfligung wéhrend das
freiwerdende Carnitin wieder zuriick in extramitochondriale Kompartimente gelangt.

Dieses Protein ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und etwa 70kDa schwer.
Im Gegensatz zur CPT 1 ist die CPT 2 nicht durch Malonyl-CoA hemmbar, verliert nicht ihre
katalytische Aktivitdt nachdem sie durch milde Detergenzien z.B. Tween 20 1% aus ihrer
Membranumgebung herausgelost wurde und ist lediglich locker an diese gebunden [100].
Durch membranzerstorende  Verfahren wie zum Beispiel Detergenzien- oder
Ultraschallbehandlung 1lisst sich dieses Enzym leicht aus der Mitochondrienmembran
herausldsen.

Die Tatsache, dass die CPT 2-mRNA in unterschiedlichen Geweben die gleiche Grof3e
(~2,5kb) besitzt und ihr Produkt in diesen verschiedenen Geweben immunologisch nicht zu
unterscheiden ist, legt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um ein Protein handelt,

welches auf ein und demselben Gen kodiert ist [56;100].
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Tabl. : Zusammenfassung der Eigenschaften humaner mitochondrialer CPT-Enzyme.
(ICso:  Inhibitorkonzentration, bei der die Aktivitit des FEnzyms noch 50% der

Maximalaktivitdt betrdgt; Km: Michaelis-Menten-Konstante).

L-CPT 1 M-CPT 1 CPT 2
Molekulare Masse ~88 kDa ~88 kDa ~70 kDa
Malonyl-CoA ICs ~2,5 uM ~0,03uM -
K,, Carnitin ~30 uM ~500uM ~120 uM
Genlocus 11q13 22ql3.3 1p32

1.3 Acyltransferaseaktivitiiten in extramitochondrialen Zellkompartimenten

Lange Zeit wurde angenommen, Carnitin-Acyltransferaseaktivitdten wéren ausschlieflich in
Mitochondrien zu finden. Doch in mehreren Arbeiten konnte die Existenz weiterer solcher
Acyltransferase-Enzymsysteme in extramitochondrialen Kompartimenten nachgewiesen
werden.

So besitzen mindestens noch Mikro- und Peroxisomen eine derartige enzymatische
Ausstattung [65;69;77;86].

Murthy und Kollegen (1992; 1994) konnten nachweisen, dass Mikrosomen sowohl eine
Malonyl-CoA  empfindliche, membranassoziierte, als auch eine Malonyl-CoA
unempfindliche, intraluminal lokalisierte Acyltransferaseaktivitét besitzen.

Miyazawa et al. (1983) und Farrell (1983) fanden eine Carnitine Oktanyltransferase in
Mausleberperoxisomen [32;62].

In den Peroxisomen findet die Oxidation langkettiger Fettsduren zu mittel- und kurzkettigen
Fettsduren statt. Diese werden dann durch die peroxisomale COT in Carnitinester
umgewandelt und letztendlich der mitochondrialen B-Oxidation zugefiihrt [33;78].

Verglichen mit mikrosomalen Acyl-CoA Transferasen arbeiten mitochondriale und
peroxisomale Transferaseaktivititen mit etwa 8-fach hoheren Umsatzgeschwindigkeiten [86].
Ramsay und Mitarbeiter (1988) wiesen eine weitere 10sliche Acyltransferaseaktivitit in
Peroxisomen nach [77]. Hierbei konnte auf Grund der erreichten substratspezifischen

maximalen Umsatzgeschwindigkeiten dieses 16sliche Enzym zunéchst von der peroxisomalen



Carnitin ~ Oktanyltransferase  abgegrenzt werden. Diese zeigt eine maximale
Umsatzgeschwindigkeit fiir Fettsduren mit 6 Kohlenstoffatomen, wéhrend die von Ramsay
beschriebene 10sliche Transferase besonders mit C-16 Fettsduren hohe Umsatzraten erreicht
[62;77].

Gestlitzt auf Ergebnisse aus Experimenten mit Antikdrpern gegen peroxisomale Carnitin
Oktanyltransferase und mitochondriale CPT postulierten Ramsay und Kollegen (1988), dass
es sich bei der 16slichen peroxisomalen Transferaseaktivitit und der peroxisomalen COT um
teilweise das gleiche Protein handeln konnte, welches jedoch in bestimmten Situationen
unterschiedlich reguliert wird und somit differente kinetischen Eigenschaften vorweist.

All diese Untersuchungen sind in einem bestimmten Punkt nicht mit der vorliegenden Arbeit
vergleichbar: Die Messungen wurden nicht an humanem Muskelgewebe durchgefiihrt,
stattdessen an Rinder- Ratten- oder Gefliigelzellen- bzw. Geweben [62;77;86].

Hierbei existieren betrdchtliche Unterschiede in der Substratspezifitit der Acyltransferasen
verschiedener Sdugetierspezies, was nachfolgend am Beispiel der peroxisomalen I6slichen
Acyltransferase dargestellt werden soll.

Beim Rind betrdgt das Verhiltnis der maximalen Enzymaktivitét fiir Palmityl-CoA (C-16) zur
maximalen Enzymaktivitét fiir Oktanyl-CoA (C-8) (Vmax c16)/Vmax [cs)) 1,13. Bei der Ratte
bzw. Maus dagegen nur noch 0,3 bzw. 0,1 [31;62;77].

Hieraus konnte geschlussfolgert werden, dass die verschiedenen Gattungen anscheinend
Fettsduren mit unterschiedlichen Kettenldngen als Hauptenergietriager utilisieren.

Auffillig bei dieser Betrachtung ist die indirekte Proportionalitidt zwischen den Verhéltnissen
der enzymatischen Maximalaktivititen (Vmax [cis/Vmax [cg;) und der GroBe des

Gesamtorganismus des untersuchten Organismus.



Tab.2: Bisher bekannte Acyl-CoA Transferaseaktivitditen, deren Lokalisation und ausgewdhlite
Merkmale. Abkiirzungen: Mito.=Mitochondrium,; Perox.=Peroxisom, Mikros.=Mikrosom.

Zellkom- Enzym Substra- Untersuchtes = Mal-CoA Membran- loslich  Referenz
partim. spez. Gewebe hemmbar  gebunden/assoziiert
Mito. CAT C4-C8  humane - - +° +° [22]
Muskulatur
COT? C6-C10  Leber Rind [87]
CPT 1 Clé humane + + - - [9]
Muskulatur
CPT2 Clé humane - - + - [9]
Muskulatur
Perox. CAT C4-C8 Leber Maus + [10;31]
COoT c6° Leber Maus - + [86]
1osliche Cl6° Leber Rind + + [77]
Acyltrans-
ferase
Mikros.  Acyltrans- Leber Ratte + + [65;69]
ferase ¢
Acyltrans- Leber Ratte - - [65;69]
ferase ¢

Q

. Existenz bisher nicht gesichert

: keine einheitlichen Literaturangaben
“: (wahrscheinlich) speziesabhdngig

“: bisher keine einheitliche Nomenklatur

S

1.4 Bedeutung der Malonyl-CoA/CPT 1 Interaktion in nicht-hepatischen Geweben

Der inhibierende Einfluss des Malonyl-CoA auf die Funktion der Carnitin Palmityltransferase
1 stellt einen Schliisselpunkt in der reziproken Kontrolle zweier entgegengerichteter
Stoffwechselwege, der Neosynthese und der 3-Oxidation der Fettsduren (FS) dar.

Malonyl entsteht unter dem katalytischen Einfluss der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) aus
Acetyl-CoA. Diese Acetyl-CoA-Carboxylase steht ihrerseits unter dem Einfluss der 5’-AMP-
Proteinkinase, durch welche sie phosphoryliert und somit aktiviert wird.

Wihrend die Fahigkeit zur Biosynthese der Fettsduren streng auf hepatische Gewebe
beschriankt ist, konnen sie jedoch von verschiedensten Geweben zur Deckung des
Energiebedarfs verwertet werden. Sowohl der Nachweis von Malonyl-CoA in Herz- und
Skelettmuskulatur, also nicht lipogenem Gewebe, als auch die Erkenntnis der variablen

Konzentration in diesen extrahepatischen Geweben in Abhéngigkeit von der
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Erndhrungssituation war nun in sofern iiberraschend, als das man Malonyl-ConzymA als
erstes Intermediat der anabolen Fettsdurebiosynthese nur in hepatischen Geweben erwartet
hatte [55].

Der Nachweis einer Acetyl-CoA-Carboxylase in Herz- und Skelettmuskulatur, welche eine
Isoform der Leber- und Fettgewebs-Carboxylase darstellt unterstreicht die Bedeutung der
Malonyl-CoA/CPT 1 Interaktion fiir die adaptierte Regulation von Fettsdureauf- und Abbau
[8;91].

Trotz zahlreicher Untersuchungen zu diesem Thema, ist bisher die Frage, wie viel von dem in
einem Gewebe gebildeten Malonyl-CoA mit der CPT 1 reagieren kann, weiterhin nur
unzureichend gekldrt. Theoretisch diirfte nur ein Bruchteil des Malonyl-CoA Pools fiir eine
Inhibition der Carnitin-Palmityltransferase 1 genutzt werden, soll erstens noch ein
hinreichender Aufbau von Fettsduren stattfinden und zweitens die [B-Oxidation nicht
vollstindig zum Erliegen kommen (s. 1.4 Zusammenspiel von AMP-activated protein kinase
(AMPK), Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) und Palmityl-CoA in der Regulation der
Fettsdureoxidation). Eine mogliche Erklarung konnte die Existenz eines cytosolischen
Bindeproteins sein, welches als eine Art Puffer gebildetes Malonyl-CoA bindet bzw. wieder
freisetzt und so ein Auf- und Abbau von Fettsduren durch alternierende Inhibition der

Carnitin-Palmityltransferase 1 ermoglicht [54].



1.5 Zusammenspiel von AMP-activated protein kinase (AMPK), Acetyl-CoA Carboxylase
(ACC) und Palmityl-CoA in der Regulation der Fettsiureoxidation

Wie schon dargestellt, katalysiert die Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) die Bildung von
Malonyl-CoA, zum einen ein wichtiges Intermediat in der Synthese von Fettsduren, zum
anderen ein gewichtiger Regulator der Fettsdureoxidation [6].

Bisher konnten zwei Isoformen der ACC nachgewiesen werden. Die ACC-1 v.a. in lipogenem
Gewebe und die ACC-2 in Muskel- und Herzgewebe, in welchen Fettsduren die
Hauptbetriebsstoffe darstellen, jedoch keine Denovosynthese von Fettsduren erfolgt
[8;42;47;64;90;91]. Die ACC-2 stellt hierbei das gro3ere Protein dar (272 vs. 265kDa).
Abu-Elheiga und Kollegen (2000) konnten zeigen, dass die Acetyl-CoA Carboxylase 2 eng
mit den Mitochondrien assoziiert ist [2]. Somit bestiinde ein unmittelbarer Kontakt zwischen
dem von ihr gebildeten Malonyl-CoA und der (Malonyl-CoA sensitiven) Carnitin
Palmityltransferase 1.

Hierdurch ergibt sich die Moglichkeit einer gezielten Hemmung der CPT 1 durch Malonyl-
CoA ohne das hierfiir seine Gesamtkonzentration innerhalb der Zelle stark verdndert werden
musste.

Ingesamt konnte in diversen Untersuchungen eine gute Korrelation zwischen dem Durchsatz
der Fettsdureoxidation und der Malonyl-CoA Konzentration im Muskel nachgewiesen werden
[59;60;98].

Die Acetyl-CoA Carboxylase 2 steht ihrerseits unter dem regulatorischen Einfluss der
5’AMP aktivierten Proteinkinase (AMPK). Diese phosphoryliert und inaktiviert die
Muskelisoform der ACC. Hierbei kommt es zu einer Rechtsverschiebung der
Zitrataktivierungskurve, was zu einer Desensibilisierung der ACC-2 gegeniiber ihrer
allosterischen ~ Aktivierung  unter  physiologischen  Zitratkonzentrationen  fiihrt
[21;37;76;97;99]. Des Weiteren aktiviert die AMPK die Malonyl-CoA Decarboxylase.

Im Endergebnis fiihrt also die belastungsabhéngige Aktivierung der AMPK zu einem
verminderten Angebot an Malonyl-CoA, woraus eine verminderte Hemmung der CPT 1 und
ein gesteigerter Energiegewinn aus der Oxidation von Fettsduren resultiert.

Die klinische Bedeutung des Funktionierens oder Nichtfunktionierens dieses
Regulationspunktes konnte in Untersuchungen an transgenen Méusen, welchen das ACC-2-
Gen fehlte, dargestellt werden. Diese Tiere zeigten ein deutliches Defizit der Fettspeicherung
und einen verstiarkten Durchsatz in der Fettsdureoxidation. Sie waren resistent gegen Fettsucht

und Diabetes [3].



Wichtig ist auch die Tatsache, dass Palmityl-CoA als ein Inhibitor der ACC wirkt, wobei
hierfiir jedoch ihr Phosphorylierungszustand das Ausmal} der Inhibierung bestimmt [73;91].
Die Aktivitdt der, die ACC phosphorylierenden AMPK wiederum, ist vom Aktivitdtsgrad des
Muskels abhingig [38;76;79;92;97].

Rubink und Kollegen (2004) konnten nachweisen, dass eine Phosphorylierung der ACC nicht
nur zu einer direkten Inaktivierung des Enzyms fiihrt, sondern auch den inhibitorischen Effekt
von Palmityl-CoA auf die Acetyl-CoA Carboxylase verstirkt, wodurch wiederum ein
hinreichender energetischer Durchsatz von Fettsduren im Rahmen ihrer Oxidation bei
Muskelarbeit gewihrleistet wird [81]. Unter physiologischen Zitratkonzentrationen fiihrten
schon Konzentrationen um 10uM Palmityl-CoA zu einer starken Hemmung der

phosphorylierten ACC-2.

1.6 Interaktion der CPT 1 mit Proteasen und Inhibitoren

Aufgrund der zentralen Stellung der CPT 1 und ihrer Hemmung durch Malonyl-CoA in der
Regulation essentieller Stoffwechselprozesse, soll im Folgenden diese Interaktion genauer
betrachtet werden.

Untersuchungen an Ratten L-CPT 1 fiihrten zu der Erkenntnis, dass es sich bei dem
katalytischen Zentrum und der Bindungsstelle fiir etwaige Inhibitoren um zwei
unterschiedliche Positionen innerhalb des Proteinmolekiils handelt [18;29]. Dagegen konnte
bisher noch nicht abschlieBend geklart werden, ob es sich im Fall des Malonyl-CoA um eine
kompetetive oder allosterische Inhibition handelt. Weiterhin bestand {iber viele Jahre
Uneinigkeit in der Frage nach der Position des aktiven Zentrums der CPT 1 beziiglich der
duBleren Mitochondrienmembran [67].

Wihrend in der Vergangenheit durch verschiedene Autoren ein kompetetives Verhalten
zwischen dem Inhibitor Malonyl-CoA und dem Substrat Palmityl-CoA postuliert wurde,
deuten neuere Ergebnisse aus Unersuchungen an Rattenlebermitochondrien bzw. neonatalen
Myocyten darauf hin, dass zumindest teilweise von einer zusdtzlichen allosterischen
Komponente ausgegangen werden muss [13;23;52;58;61;82]. Aufschlussreiche Erkenntnisse
ergaben hierbei Versuche mit Proteasen. So fiihrt die Inkubation von
Rattenlebermitochondrien mit Nagarse, Chymotrypsin oder Papain zu einer deutlichen
Abnahme der Sensitivitit der CPT 1 gegeniiber Malonyl-CoA ohne dass auch nur anndhrend
ein dhnlicher Verlust ihrer katalytischen Aktivitit zu beobachten wire [34;45;51;67]. Dies

zeigt, dass solche Proteasen Bereiche des Enzymmolekiils angreifen, welche fiir die
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allosterische Inhibition von essentieller Bedeutung sind, ohne die Topologie im katalytischen
Zentrum zu verdndern.

Dagegen bewirkt eine Behandlung von intakten Rattenlebermitochondrien mit Trypsin eine
Abnahme der katalytischen Aktivitit der CPT 1 wéhrend die Inhibition des Enzyms durch
entsprechende Inhibitoren kaum oder gar nicht beeinflusst wird [45;51]. Hierdurch wird
deutlich, dass es eine Frage der Proteasenspezifitit und Verfligbarkeit von etwaigen
proteolytischen Interaktionspunkten ist, welche Eigenschaft des Enzyms beeinflusst wird —
die katalytische Aktivitit oder die Inhibierbarkeit durch Malonyl-CoA [46;66].

Neben dem ausfiihrlich betrachteten Inhibitor der CPT 1 Malonyl-CoA, gibt es weitere, die
jedoch nicht wie die Karbonsdureester (zumindest teilweise) an einer allosterischen Region
binden, sondern mit Kkatalytisch aktiven Enzymbereichen interagieren, z.B. DL-2-
bromopalmitoyl-CoA [45] oder Etomoxir-CoA [51]. Die Wirkung der Protease Trypsin, die
katalytische Aktivitdt der CPT 1 stark zu reduzieren (s.0.), kann durch eine vorangehende
Behandlung des Enzyms mit solchen Inhibitoren verhindert werden [29;30]. Hieraus konnte
man durchaus schlussfolgern, dass bestimmte Inhibitoren in Gegenwart von spezifischen
Proteasen einen protektiven Effekt auf die katalytische Funktion der Carnitin
Palmityltransferase 1 ausiiben. Diese Annahme stiitzt sich im Weiteren auf die Beobachtung,
dass sich erstens durch eine vorangehende Inkubation von Mitochondrien mit Malonyl-CoA
eine, von verschieden Autoren beschriebene Verringerung der Sensitivitit der CPT 1
gegeniiber diesem Inhibitor durch Erwdrmung auf 22°C, verhindern lasst [51;102;104] und
zweitens eine bereits eingetretene Desensibilisierung des Proteins durch o.g. Erwdrmung
durch Zugabe von Malonyl-CoA reversibel ist [51;102;104]!

Ob hieraus geschlussfolgert werden kann, dass eine Enzym/Inhibitorinteraktion zu einer
entscheidenden Konformationsédnderung, mit dem Ergebnis einer verbesserten Inhibitor-
(Malonyl-CoA-)bindung und verringerten Anfilligkeit fiir proteolytische Verdnderungen
fiihrt ist bisher nicht gesichert [51;53].

1.7 Storungen des Carnitin Palmityltransferase Systems

Aufgrund der zentralen Funktion in der metabolischen Verwertung der Fettsduren resultieren
aus Defekten des CPT Enzymsystems teilweise dramatische Folgen fiir das betroffene
Individuum, besonders in solchen Situationen, in denen eine gesteigerte Bereitstellung von
Energie aus Fetten erforderlich wird.

Hierbei kann der Defekt prinzipiell beide CPT-Formen, also CPT 1 oder 2 betreffen, wobei
im Falle einer erkrankten CPT 1 die spezifische Leberisoform (L-CPT 1) den Defekt zeigt.
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Interessanter Weise wurden bisher keine Félle eines M-CPT 1 Defektes beschrieben, was
moglicher Weise mit der Anreicherung dieser Isoform im Herzmuskel im Zusammenhang
steht, im Sinne einer nicht mit dem Leben zu vereinbarenden Stérung in der Embryonalphase
[17].

Im Rahmen eines CPT-Defektes ist die Carnitin Palmityltransferase 2 viel hdufiger betroffen

als die CPT 1, wobei die Inzidenz beider Stérungen, relativ betrachtet, sehr niedrig ist.

1.7.1 Erkrankungen der Carnitin Palmityltransferase 1

Storungen der Funktion der CPT 1 sind (sehr) seltene Erkrankungen, und daher im Gegensatz
zum CPT 2 Defekt weniger beschrieben und charakterisiert. Uber den ersten Fall eines
solchen Defektes wurde 1981 berichtet [12]. Seitdem konnte eine Erkrankung der L-CPT 1 in
13 Familien nachgewiesen werden, wobei unter den betreffenden Patienten nur zwei
Mutationen (R357W bzw. L484P) im entsprechenden Gen zu beobachten waren [1;39].

Die betroffenen Individuen werden im  Allgemeinen aufféllig durch Hepatomegalie,
hypoketotische Hypoglykdmie, Krampfanfille sowie Bewusstseinsverlust bis hin zu
komatdsen Zustianden, hdufig im Rahmen viraler Infekte oder nach ldngerer Nahrungskarenz.
Diese Erscheinungen sind unter entsprechender symptomatischer Therapie riickldaufig und die
Patienten flihren ein Leben ohne besondere Einschrinkungen, d.h. es zeigen sich keine
chronische Muskelschwiche oder eine Kardiomyopathie, typische Symptome anderer

Storungen im Abbau langkettiger Fettsduren (s.u.) [39].
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1.7.2 Erkrankungen der Carnitin Palmityltransferase 2

Storungen der CPT 2, erstmals durch DiMauro und Kollegen (1973) beschrieben, konnen sich
auf unterschiedliche Art und Weise duflern [25]. Insgesamt differenziert man drei Phénotypen
des CPT 2-Mangels: eine todlich verlaufende neonatale Form, eine schwere
hepatokardiomuskuldre infantile Form und eine, bei Kindern und Erwachsenen auftretende
,benigne*“ Myopathie. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen klinischem
Phénotyp und noch verbleibender katalytischer Aktivitdit der CPT 2 in den Zellen der
Patienten.

Im Folgenden soll auf Unterschiede in der klinischen Manifestation dieser drei Formen von

CPT 2-Mangelzustidnden niher eingegangen werden.

1.7.2.1 Benigne myopathische Form des CPT 2-Mangels

Der autosomal rezessiv vererbte myopathische CPT 2-Defekt ist die hdufigste Form einer
Storung des Fettsduremetabolismus der Skelettmuskulatur [7]. Diese Form der Erkrankung
der Carnitin Palmityltransferase 2 wurde seit ihrer Erstbeschreibung 1973 bisher bei ungefahr
200 Patienten nachgewiesen, wobei das ménnliche Geschlecht hdufiger betroffen ist. Die
Ursache hierfiir konnte bisher nicht hinreichend gekldrt werden. Die Angaben {iiber die
Haufigkeitsverteilung zwischen Mannern und Frauen schwanken jedoch zwischen 2 zu 1 bis
5 zu 1 [95;96]. Der Zeitpunkt fiir das erstmalige Auftreten klinischer Symptome reicht vom 1.
bis zum 61., fiir den Zeitpunkt der Diagnosestellung vom 7. bis zum 62. Lebensjahr. Bei etwa
70% der betroffenen Patienten treten Symptome innerhalb der ersten zwolf Jahre nach Geburt
auf [95].

Sie ist klinisch gekennzeichnet durch immer wiederkehrende Muskelschmerzen und —
schwiche, sowie paroxysmale Myoglobinurie, welche in der Folge zu einem Nierenversagen
fiihren kann. Diese Symptomatik ist bei nahezu allen Patienten belastungsabhingig bzw. —
induziert, bei etwa der Hélfte der Patienten durch virale Infekte getriggert und bei etwa einem
Fiinftel durch Nahrungskarenz provozierbar. Insgesamt gelten solche Zustinde als
Triggerfaktoren, in denen der Organismus gezwungen ist, einen erhdhten Energiebedarf aus
einem gesteigerten Fettsduremetabolismus zu decken.

Die Intensitét einer Belastung die zum Auftreten der o.g. Symptomatik fiihren kann, variiert

zwischen den verschieden Patienten. Wiahrend bei manchen nur Langzeitbelastungen als
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kritisch zu betrachten sind, fiihren bei anderen schon leichte Anstrengungen zu den typischen
Erscheinungen.

Auch die Frequenz mit welcher Symptome auftreten ist zwischen den Patienten variabel. So
treten Muskelbeschwerden bei einigen nur wenige Male im Leben, bei anderen dagegen
nahezu téglich auf [95].

Bonnefont und Kollegen (1996) untersuchten den Fettsduremetabolismus sowie die noch
vorhandene enzymatische Aktivitit der CPT 2 in kultivierten Fibroblasten von Patienten mit
CPT 2-Mangel. Hierbei zeigte sich eine um 50% reduzierte Oxidation der [9,10-
*H]Myristylsdure, sowie eine, im Vergleich zu Fibroblasten gesunder Probanden, auf 26%
verminderte Aktivitdt der Carnitin Palmityltransferase 2 [11].

Die meisten Menschen, welche von dieser Form des CPT 2-Mangels betroffen sind, zeigen
insgesamt nur eine leichte Symptomatik und sind zwischen den Attacken asymptomatisch. Es
besteht im Prinzip keine Einschrinkung der Lebensqualitit, so dass man davon ausgehen
muss, dass dieses Krankheitsbild unterdiagnostiziert ist, d.h. eine milde Ausprédgung der o.g.
Symptome wird nicht der myopathischen Form des CPT 2-Defekts zugeordnet.
Molekulargenetisch konnte bei etwa 60% aller Patienten eine Mutation der
Aminoséureposition 113, im dritten Exon des Enzymproteins nachgewiesen werden. In
einigen Untersuchungen betraf dies sogar iiber 80% der Patienten [107]. Hierbei ist die
Aminosdure Serin durch Leucin (S113L-Mutation) ersetzt [89]. Dies ist somit die hdufigste
Mutation mit Krankheitswert und wird auch als ,,common mutation® bezeichnet. Als nédchst
hiufigste Abweichung in der Aminosdureabfolge gilt die Q413fs Mutation [88]. Insgesamt

wurden bisher etwa 60 Mutationen im CPT 2 Gen mit Krankheitswert nachgewiesen [41].

1.7.2.2 Infantiler Carnitin Palmityltransferase 2-Mangel (hepatokardiomuskulire Form)

Diese Form des CPT 2-Defektes ist gekennzeichnet durch hypoketotische Hypoglykiamie,
Einschrinkung der Leberfunktion bis hin zum Leberausfall, Myopathie und dilatative
Kardiomyopathie, welche hédufig durch Arrhythmien zum plétzlichen Versterben der jungen
Patienten vor Vollendung des ersten Lebensjahres fithren [11;24].

Messungen der CPT 2-Restaktivitidt bei diesen Patienten ergaben Werte zwischen vier und
zehn  Prozent der  Aktivitdit gesunder Kontrollgruppen und die [9,10-
*H]Myristylsiureoxidation betrug weniger als 10% im Vergleich zu nicht erkrankten

Personen [11;24;28].
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1.7.2.3 Neonataler CPT 2-Mangel

Merkmale dieser Form sind: (Stark) verminderte CPT 2 Aktivitit in verschiedenen
Organsystemen, vermindertes freies und totales Carnitin im Serum und erhohte Serumwerte
fiir Fette und langkettiges Acylcarnitin. Des weiteren wurde bei den betreffenden Patienten
iiber Leberinsuffizienz, hypoketotische Hypoglykdmie, metabolische Azidose, Krampfanfille,
Kardiomyopathie, Herzrhythmusstdrungen, dysplastische Nierenverdnderungen und diverse
zerebrale Fehlentwicklungen berichtet [71;85;93]. Die Patienten werden im Allgemeinen
innerhalb der ersten vier Lebenstage symptomatisch. Die Fihigkeit der betroffenen
Neugeborenen zur Oxidation von langkettigen Fettsduren liegt bei etwa 2% im Vergleich zu
Gesunden [27].  Die Prognose ist infaust, die Patienten sterben innerhalb von Tagen bzw.

wenigen Monaten nach der Geburt.

1.7.3 Defekt der Carnitin Acylcarnitin Translokase (CACT-Defekt)

Unter den Stérungen der Fettsdureoxidation ist der CACT-Mangel einer der seltensten. Bisher
wurden etwa 30 Fille beschrieben. Ein Defekt dieses Enzyms fiihrt zu einer starken
Verringerung des Transports von Fettsduren in die Mitochondrien. Besonders bei
Neugeborenen kann diese Erkrankung zu lebensbedrohlichen Zustinden fiihren, da sie
besonders auf die Stoffwechseladaptation an Fettsduren angewiesen sind. Eine klinische
Symptomatik setzt innerhalb von Stunden nach der Geburt ein. Hierzu gehdren im
Besonderen Krampfanfille und weitere neurologische Auffélligkeiten, kardiale Arrhythmie,
Hypoglykdmie mit fehlendem Nachweis von Ketonkdrpern im Urin. Vereinzelt sind
Rhabdomyolyse und Hypokalzidmie beschrieben wurden. Auch iiber eine sekundére
Entwicklung einer Hepatomegalie sowie dilatativen Kardiomyopathie wurde berichtet

[40:72;75].
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2. THEMENSTELLUNG

Trotz groBer Fortschritte auf dem Gebiet der molekularen Genetik in den letzten Jahren bleibt
die biochemische Untersuchung fiir die Diagnose einer Myopathie bei Defekten des Carnitin
Palmityltransferasesystems bis heute unverzichtbar.

Bei dieser Form der Diagnostik wird die Aktivitdt der CPT-Enzyme in vitro bestimmt. Hierfiir
inkubiert man die Enzyme mit bestimmten Substraten unter optimierten
Reaktionsbedingungen und weist anschlieend bestimmte Reaktionsprodukte nach. Hierbei
wire es giinstig, das zu untersuchenden Enzym mit seinem jeweiligen spezifischen Substrat in
Reaktion zu bringen, also jenes Substrat, fiir welches das (gesunde) Enzym die maximale
Aktivitit zeigt.

Leider ist bisher relativ wenig iiber die Substratspezifitit der Carnitin Palmityltransferasen in
menschlichem Skelettmuskel bekannt. Zwar existieren hierzu Untersuchungen, doch sollten
hierbei einige ihrer Besonderheiten erwéhnt werden.

So wurden zum einen die entsprechenden enzymatischen Aktivititen in kultivierten
Fibroblasten und peripheren Blutzellen bestimmt [83]. Diese sind zwar fiir eine biochemische
Diagnostik leichter zu gewinnen, allerdings findet die Energiegewinnung aus Fettséduren in
der Muskulatur statt. Da die Funktionsstérungen sich iiberwiegend auf die Muskulatur
beschrianken, sollte fiir dieses Gewebe ein spezifisches, bislang noch nicht publiziertes,
Substratprofil des CPT-Systems erstellt werden.

Zum anderen fand bisher die Existenz der Carnitin Oktanyltransferase (COT) wenig
Beachtung, in dem Sinne, als das diese Fraktion bei den Untersuchungen weder abgetrennt,
noch spezifisch gechemmt wurde. Somit muss man davon ausgehen, dass die bisher etablierten
Substratprofile der CPT 1 und 2 von Substratspezifititen der COT {iiberlagert sind.

In dieser Arbeit sollen erstmalig die jeweiligen Substratspezifititen der Carnitin
Palmityltransferase 1 wund 2 nach Trennung beider Enzymentititen durch
Detergenzienbehandlung und anschlieBender Ultrazentrifugation unter Ausschluss der
Carnitin Oktanyltransferase in menschlichem Skelettmuskel untersucht werden. Dafiir
kommen Substrate mit den Kettenlingen C-8 (Octanyl-CoA), C-10 (Decanyl-CoA), C-12
(Lauryl-CoA), C-14 (Myristyl-CoA), C-16 (Palmityl-CoA) und C-18 (Stearyl-CoA) zur

Anwendung.
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Folgende Fragestellungen sollen ndher untersucht werden:

l. Unterscheiden sich die Substratspezifititen der CPT 1 und 2?

2. Welche Unterschiede existieren hinsichtlich der Parameter Michaelis-Menten-
Konstante (K,,,), Hemmkonzentrationen (Isg) und Katalytische Effizienz (Ex,)?

3. Welches Substrat ist das jeweils geeignetste Substrat, in Bezug auf die
beste/schnellste Bindung (kleinste K,,), groiten Umsatz (hochste Vi) und unter
Einbezug beider Parameter (Eyy) fiir CPT 1 bzw. CPT 2?

4. Wie verhdlt sich das AusmaB einer mdglichen Substrathemmung fiir die
verschiedenen Substrate neben Palmityl-CoA nach Erreichen ihren jeweiligen
enzymspezifischen Optimalkonzentrationen (Isp) [15]?

5. Sind Fettsduren mit einer Kettenldnge von 12 Kohlenstoffatomen die optimalen

Substrate fiir beide Enzyme [83]?
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Reagenzien

Die verwendeten Fettsdure-CoA Ester Oktanyl Coenzym A Lithium Salz Monohydrat (C8),
Decanyl Coenzym A Monohydrat (C10), Lauryl Coenzym A Lithium Salz (C12), Myristyl
Coenzym A Lithium Salz (C14), Palmityl Coenzym A Lithium Salz (C16), Stearyl Lithium
Salz Coenzym A (C18) und Malonyl Coenzym A wurden von der Firma SIGMA bezogen,
ebenso L-Carnitin, DL-Dithiotreitol (DTT) und Trizma Base zur Herstellung des Tris-HCL-
Puffers. Das verwendete Chappel-Perry Medium setzte sich zusammen aus: 100mM KCI (Fa.
SIGMA), ImM EDTA, 5SmM Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Fa. MERCK) und 50mM Tris-
HCI (pH 7,5). Ferner wurden Tween 20 10%ig (Polyoxyethylenesorbitanmonolaurat),
Isobutanol, Ammoniumsulfat und bovines Serumalbumin (Fraktion 5) (BSA) von der Firma
MERCK bezogen. Fiir die Herstellung einer radioaktiven '‘C-Carnitinlosung wurde L-
[methyl-'*C]-Carnitin der Firma NEN Life verwendet. Hiervon wurden 300l mit 10ml einer
wissrigen 50mM L-Carnitinldsung (s.0.) gemischt, woraus eine 499mM '*C-Carnitinldsung
mit einer spezifischen Radioaktivitit von 0,03uCi/umol entstand. Die Losungen fiir den
Farbstofftest im Rahmen der Proteinmessung wurden von der Firma PIERCE geliefert. Als
Szintillationsfliissigkeit fand READY SAFE (Fa. BECKMANN) Verwendung. Alle iibrigen
Chemikalien wurden von kommerziellen Lieferanten bezogen. Fiir die Herstellung der
Losungen wurde ausschlieflich bidestilliertes Wasser verwendet. Fiir die Auftrennung
der Fraktionen des Muskelhomogenates kam eine Ultrazentrifuge (L7-Serie), zur Bestimmung
der Radioaktivitit ein Fliissigkeitsszintillationszédhler der Serie LS6500, beide von der Firma

BECKMAN, zum Einsatz.
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3.2 Aufarbeitung des Muskelgewebes

In dieser Arbeit wurde Muskelgewebe von drei Personen (2x weiblich, 1x ménnlich)
verwendet. Diesen Individuen wurden im Rahmen der Diagnostik eines moglichen CPT-
Defektes Muskelbiopsien entnommen. Alle drei Patienten konnten jedoch hinsichtlich einer
Storung im Fettsduremetabolismus nachfolgend als gesund erklirt werden.

Fiir die weiterfilhrenden Untersuchungen wurde das gefrorene Muskelgewebe im Verhiltnis
1:30 mit Chappel-Perry Medium in einem Glas-Glas Handhomogenisator fiir einen
hinreichenden Aufschluss der zelluliren Kompartimente etwa zehn Minuten auf Eis gepottert.
Das Chappel-Perry Medium setzte sich zusammen aus: 100mM KCIl, ImM EDTA, 5mM
MgCl; und 50mM Tris-HCI (pH 7,5). Das so erhaltene Muskelhomogenat enthielt noch alle
Bestandteile des CPT-Enzymsystems.

Fiir eine entsprechend weitergehende Auftrennung des Homogenates wurde es zunéchst in der
Ultrazentrifuge bei etwa 183000¢ fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Hierdurch sollte die
16sliche Fraktion der Carnitin Oktanyltransferase (COT) entfernt werden [70]. Diese wurde
anschlieBend abgenommen und verworfen. Etwaige Reste des wissrigen Uberstandes wurden
vorsichtig mit Filterpapierstreifen abgenommen und hierbei darauf geachtet, moglichst kein
Sediment zu entfernen. SchlieBlich wurde dieses mit Chappel-Perry Medium in das
Ausgangsvolumen (1ml) solange mit diversen Pipetten resuspendiert, bis makroskopisch
keine Konglomerate mehr sichtbar waren. Zur moglichst vollstdndigen Entfernung der COT-
Fraktion wurde der gesamte Prozess einmal wiederholt, wobei die zweite Resuspendierung in
Gegenwart von zehn Vol% 1%-Tween 20 durchgefiihrt wurde. Hierdurch sollte nun die
membranassoziierte (latente) Carnitin Palmityltransferase 2 aus ihrer membranalen
Umgebung herausgeldst und in eine wissrige Losung liberfiihrt werden [67;68;100].

Nach wiederum 30-miniitigem Zentrifugieren mit 183000g bei 4°C konnte schlieBlich die
CPT 2-Fraktion als wissriger Uberstand abgenommen werden. Es folgte nun die
Wiederholung dieses Arbeitsschrittes, i.S. einer Waschung, wobei der erhaltene Uberstand
diesmal verworfen werden konnte. Letztendlich blieb eine sedimentierte Fraktion {iber,
welche die CPT 1 reprdsentierte. Auch diese wurde in ihr Ausgangsvolumen (Iml)

resuspendiert.

19



3.3 Bestimmung der Enzymaktivitiiten

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitditen in der Sediment- (CPT 1) und
Uberstandfraktion (CPT 2) erfolgte durch die sog. Isotopenvorwirtsreaktion, welche nach

folgendem Prinzip arbeitet [106]:

Acyl-CoA + *C-Carnitin —— Acyl — "*C-Carnitin + CoA

Der Standardtestansatz enthielt 100ul Tris-HCI, 100ul bovines Serumalbumin (BSA), 25ul
DTT und 100ul der '“C-Carnitin Standardlosung. Hierzu wurde das jeweilige Substrat
(Fettsdure) gegeben, welches in einer 10 bzw. 20uM Ldsung vorlag. Fiir die Untersuchung
des Verhaltens der untersuchten Enzyme gegeniiber dem Inhibitor Malonyl-CoA erfolgte die
Zugabe des Hemmstoffes in gewiinschter Menge. Nachdem die Testansédtze mit aqua bidest
auf ein Volumen von 900ul aufgefiillt wurden, kamen 100ul des entsprechenden
Muskelhomogenates hinzu und die Reaktion wurde bei einer Inkubationstemperatur von 30°C
gestartet. Das endgiiltige Volumen eines jeden Ansatzes betrug somit Iml.

Nach genau 10 Minuten erfolgte das Stoppen der Reaktion durch die Zugabe von je 1ml
Isobutanol und gesittigter Ammoniumsulfatlosung ((NH4),SO4) sowie etwa 700mg festem
Ammoniumsulfat unter intensiver Durchmischung.

Proteine in Losung bilden mit ihren exponierten polaren und geladenen Gruppen
Wasserstoftbriickenbindungen mit den Wassermolekiilen. Wird eine hohe Konzentration an
geladenen Ionen, wie Ammoniumionen und Sulfationen der Proteinlosung zugefiigt, so
hydratisieren die Salzionen und entziehen den Proteinen die Hydrathiille. Dies flihrt zur
Aggregation der Proteine durch hydrophobe Wechselwirkung. Die Loslichkeit der Proteine
wird dadurch herabgesetzt, was zur Prézipitation filhrt und das Ende der enzymatischen
Reaktion bedingt.

Die Testansdtze wurden nun fiir 10 Minuten bei 5000 Umdrehungen/Minute in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert, wonach sich deutlich zwei Phasen voneinander unterscheiden
lieBen.

Nun wurden 800ul der oberen, alkoholischen und somit das Reaktionsprodukt Acyl — "*C-
Carnitin beinhaltenden Phase abgenommen. In der unteren Phase befand sich das jeweils
nicht umgesetzte radioaktiv markierte Carnitin.

Zu den abgenommenen 800ul der oberen Phase wurde noch einmal des gleiche Volumen mit
Isobutanol gesittigten Wassers pipettiert und diese Mischung anschlieBend wiederum 10

Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Dieser Arbeitschritt entsprach im Wesentlichen einer

20



Reinigung des alkohollslichen Acyl — '*C-Carnitins. Auch hierbei kam es zu einer deutlichen
Phasentrennung. AbschlieBend wurden 500ul der oberen Phase in ein Vial (verschliebares
ReaktionsgefaB) iiberfithrt und mit 10ml Szintillationsfliissigkeit versetzt.

Nach hinreichender Durchmischung erfolgte die Messung der Radioaktivitit in einem
Fliissigkeitsszintillationszdhler. In diesem wurde jede Probe in zwei Zyklen je drei Minuten
gemessen. Die gemessene Aktivitdt wurde in der Grof3e [Zerfallsereignisse/Minute] (Counts
per minute; CPM) ausgegeben.

Bei jeder Untersuchungsreihe wurden zwei Referenzproben mitgefiihrt, welche als sog.
Leerwerte kein Muskelhomogenat enthielten. Hierdurch war es moglich die radioaktive
Hintergrundaktivitét zu bestimmen.

Aus den so gewonnenen CPM-Messwerten fiir die Radioaktivitit konnten nun unter
Einbeziechung  dieser = Hintergrundaktivitit, der  jeweiligen = Volumen-  bzw.
Muskelhomogenatverdiinnung, der Aktivitit der '*C-Carnitin Standardlosung sowie der
Inkubationszeit die enzymatische Aktivitit in [nmol/min/gMuskelfeuchtgewicht] bzw. nach
Bestimmung der Konzentration des Non-Kollagen-Proteins (NCP) im jeweiligen
Muskelhomogenat die spezifische Aktivitdt in der Dimension [pumol/min/gNCP] angegeben
werden (s.Abb.3).

[CPM (Probe) — CPM (Leerwert)]* 2 *490nM * 1000
CPM (Standard) *¢ *a

a) = nmol/min/gFG

[CPM (Probe) — CPM (Leerwert)] * 2 * 490nM
CPM (Standard) *¢ * p

b) pumol/min/gNCP

Abb.3: Berechnung von a) unspezifischer und b) spezifischer enzymatischer Aktivitdit unter
Einbeziehung von: CPM(Probe)/(Leerwert)/(Standard)=Mittelwert der gemessenen
Radioaktivitit als Counts per minute (CPM) fiir den Testansatz/Leerwert/" C-Carnitin
Standardlosung, 2=Volumenverdiinnung (urspriingliches Ansatzvolumen 1000ml aber
Messung der Aktivitdt in nur 500ml), 490nM=Verdiinnung der *C-Carnitin Standardlésung,
t=Inkubationszeit (10 Minuten), p=~Proteinwert [mg/gMuskelfeuchtgewicht]*0,00333 (da
100ul eingesetztes Muskelhomogenat 0,0033g Muskel enthalten), a=Gehalt an Muskelgewebe
je Messansatz (0,0033g/100ul).

Der Test zeigte einen linearen Verlauf fiir die FEinflussgroBen Zeit, Temperatur und

Proteinkonzentration im jeweiligen Messbereich (s. Abb. 4,5 u. 6).
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Abbildung 4: Zeitlinearitit im Isotopentest. Als Maf3 fiir die Enzymaktivitdt sind die
Mittelwerte der Zerfallsereignisse mit ihren Standardabweichungen des Reaktionsproduktes

Acyl(PC)Carnitin  je Minute [CPM] dargestellt (N=5 Wiederholungsmessungen je
Zeitmesspunkt).
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Abbildung 5: Temperaturlinearitit im Isotopentest. Als Map fiir die Enzymaktivitdit nach der
Jjeweiligen Zeit sind die Mittelwerte der Zerfallsereignisse (N=4 Wiederholungsmessungen je
Temperaturmesspunkt) des Reaktionsproduktes Acyl(**C)Carnitin je Minute [CPM]
dargestellt. Der Messwert bei 40°C stellt eine Abnahme der Enzymaktivitiit bei Uberschreiten

des (physiologischen) Temperaturoptimums (37°C) dar.
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Abbildung 6: Proteinlinearitit im Isotopentest. Als Maf3 fiir die Enzymaktivitdt sind die
Mittelwerte der Zerfallsereignisse (N=5 Wiederholungsmessungen je
Konzentrationsmesspunkt) des Reaktionsproduktes Acyl(*C)Carnitin je Minute [CPM]
dargestellt.

3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung des Non-Kollagen-Proteins (NCP) erfolgte nach der Methode von Lilienthal
und Lowry [48;49].
Folgendes Prinzip kommt hierbei zur Anwendung: Nicht-kollagene-Proteine werden von
50mM Natriumhydroxid (NaOH) gelost, Stlitzgewebsproteine und Elastin hingegen nicht. Die
Messung des Gehalts an Non-Kollagen-Protein wurde in zwei Schritten durchgefiihrt:
1. Kupferionen bilden in alkalischer Losung mit Peptidbindungen der nicht-kollagenen-
Proteine Komplexe.
2. Reduktion von Phosphormolybdidn-Phosphorwolframséurereagenz (Folin-Ciocalteu-
Phenol Reagenz) durch diese Komplexe und damit verbundener Blaufirbung der
Losung. Hierbei ist die Intensitdt der Farbung direkt proportional zum Gehalt an Non-

Kollagen-Protein.
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3.4.1 Durchfiihrung der Proteinbestimmung

Von den erstellten Homogenaten wurden entsprechende Portionen abgenommen und jeweils
1:20 mit 50mM Natriumhydroxidlosung (NaOH) verdiinnt. Es folgte eine mindestens 24-
stiindige Inkubationsphase.

Zur Bestimmung des jeweiligen Proteingehaltes kamen folgende Losungen zur Anwendung:
Losung A: 2%NaCO; in 0,1N NaOH; Losung B: 0,5% CuSO4 x 5H,O und 1,25% Na-K-
Tartrat in 0,1N NaOH; Losung C: Gemisch von Losung A und B im Verhéltnis 50:1; BSA-
Standardlosungen 0,125; 0,25; 0,5 und 1mg/ml.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte auf Microtiterplatten. Hierbei wurden
10ul der Muskelhomogenatproben bzw. der Standard-BSA-Losungen in die entsprechenden
Wells pipettiert. Hinzu kamen 200ul Losung C (s.0.). AnschlieBend wurde die Titerplatte
verschlossen und fiir 45 Minuten im Thermomixer bei 60°C und 350 rpm inkubiert. Es folgte
die automatisierte Messung der Extinktion im Titerplattenreader bei einer Lichtwellenlédnge
von 550nm gegen den jeweiligen Leerwert (Losungsmittel der Probe).

Eine mdgliche Beeinflussung der Zuverldssigkeit dieses Testprinzips durch Detergenzien,

z.B. Tween 20 galt es niher zu untersuchen.

3.4.2 Beeinflussung der Proteinbestimmung durch Detergenzien

Eine mdgliche Beeinflussung giangiger Methoden zur Proteinbestimmung durch verschiedene
Detergenzien und Reduktionsmittel ist bekannt [43]. Da in dieser Arbeit mit dem Detergenz
Tween 20 gearbeitet wurde, musste auch die hier angewandte Methode der
Proteinbestimmung hinsichtlich einer moglichen Interaktion mit vorhandenem Tween 20
untersucht werden. In den getrennten Proben der Muskelhomogenate lag der Tweenanteil bei
etwa 1 Vol%.

Hierfiir wurde eine Verdiinnungsreihe des Detergenz Tween 20 mit 0; 0,1; 1; 5; 10 und 15
Vol% aus Aqua bd. erstellt. Es befand sich also ausschlieBlich Tween 20 und Wasser in den
Gemischen. AnschlieBend wurden diese Proben mit der beschrieben Methode auf das
Vorhandensein von Non-Kollagen-Protein untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7
dargestellt.

Es zeigte sich eine Abweichung der Ergebnisse der Proteinbestimmung nach dieser Methode
in detergenzhaltigen, proteinfreien Losungen gegeniiber detergenz- und proteinfreien

Ansitzen.
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Die gemessenen Proteinwerte der Muskelhomogenate konnen somit nur als Richtwerte
angesehen werden. Da allerdings diese Abweichung im Messbereich (1 Vol% Tween 20) nur
gering ausgepragt ist, werden nachfolgend die ermittelten enzymatischen Aktivitdten dennoch
bezogen auf das bestimmte Non-Kollagen-Protein angegeben. Die mit der Methode nach
Lowry bestimmten Proteinkonzentrationen betrugen fiir den Uberstand des

Muskelhomogenates (CPT 2) 13,19 mg/ml und fiir sein Sediment (CPT 1) 32,59 mg/ml.
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Abbildung 7: Darstellung des scheinbar gemessenen Gehalts an nicht-kollagenem-Protein

einer proteinfreien, aber tweenhaltigen Losung bei verschiedenen Vol% Tweenanteil

(R?=0,99).

3.5 Grundlagen der Enzymkinetik

Fiir ein besseres Verstindnis und einfachere Interpretation der Ergebnisse sollen nachfolgend
einige theoretische Prinzipien enzymatischer Reaktionen erldutert werden.

Im Gegensatz zu chemischen Reaktionen 1. Ordnung sind bei Reaktionen mit
Enzymbeteiligung Reaktionsgeschwindigkeit v und Substratkonzentration [S] nicht mehr
direkt proportional zueinander. Bei sehr kleinen [S] erhoht sich die Reaktionsgeschwindigkeit
zunédchst anndhrend linear. Mit steigenden Substratkonzentrationen verlangsamt sich diese
Zunahme mehr und mehr, bis schlieBlich bei sehr hohen [S] eine (anndhrend) konstante
Geschwindigkeit erreicht wird: die Maximalgeschwindigkeit (Vmax). Diese Beziehung

zwischen Geschwindigkeit und Substratkonzentration hat die Form einer Hyperbel.
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Das Prinzip enzymatisch katalysierter Reaktionen ldsst sich durch folgendes Prinzip

beschreiben: (nach Michaelis und Menten 1913)

E+S ES—r sEp+p

Es wird ersichtlich, dass der eigentlichen katalytischen Reaktion, ndmlich der Bildung des
Produktes, die Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes (ES) vorgeschaltet ist.

Die Gleichgewichtskonstante des ersten Reaktionsteils ldsst sich als Verhéltnis der Bildungs-
und Dissoziationskonstanten des ES-Komplexes darstellen: K = k.;/k;. Unter der allgemeinen
Annahme, dass die Enzymkonzentration um ein Vielfaches kleiner ist als die
Substratkonzentration, sollte sich hier nach einer kurzen Anlaufzeit ein
Gleichgewichtszustand ausbilden.

Die Geschwindigkeit v der Endproduktbildung ist abhidngig von der Konzentration des ES-
Komplexes und der Konstante k, nachfolgend als ke bezeichnet, welche die

Geschwindigkeitskonstante 1. Ordnung der Bildung von P entspricht.
v = Kkeat * [ES]

Die Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes [ES] entspricht je nach
Substratkonzentration [S] nur teilweise der Enzymgesamtkonzentration. Diese Beziehung

zwischen [ES] und [S] lésst sich beschreiben durch:

Es] = LEI*IS]
K, +[S]

Setzt man diesen Sachverhalt nun in den vorangegangenen ein erhdlt man:

o ku *IET*S)
K, +[S]

K, stellt hier die Michaelis-Menten-Konstante dar. Sie entspricht der Substratkonzentration,
bei der das Enzym zur Hélfte gesittigt ist bzw. die Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal

ist.
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Die eingesetzte Enzymkonzentration [E] 14sst sich im vorliegenden Fall nicht bestimmen. Bei
sehr hohen Substratkonzentrationen gilt jedoch [ES] = [S] und somit v= Ke+[ES]=
Keat*[E]=Vmax- Es gilt:

o Vi *I5]

K, +[S]

Die Geschwindigkeit, mit der ein Substrat in einer enzymatisch katalysierten Reaktion zu
einem Produkt umgesetzt wird ist also zum einen von der Geschwindigkeit der Bindung an
das Enzym (K;,) und nachfolgend von der maximalen Arbeitsgeschwindigkeit (Vi) dieses
Enzyms abhéingig.
Es ist folglich erforderlich diese beiden kinetischen Parameter gesondert zu betrachten, da
z.B. ein Enzym fiir ein Substrat eine besonders hohe Bindungsaffinitét (kleiner Wert fiir K,
besitzen, es jedoch nur sehr langsam zur Produktbildung aus dem Enzym-Substrat-Komplex
kommen kann (kleiner Wert fiir Vax).
Um beide Parameter zur kinetischen Charakterisierung eines Enzyms zu erfassen, ist es
moglich, dessen katalytische Effizienz, nachfolgend Ey, bezeichnet, zu bestimmen. Diese

entspricht dem Quotienten aus Maximalgeschwindigkeit und Michaelis-Menten-Konstante:

~

j— max
Ekat -

Hierbei bedeuten grofle Werte fiir Ei,, dass das Enzym eine hohe Affinitdt zu seinem Substrat
besitzt (kleiner Wert fiir K;;;) und dieses mit einer hohen Geschwindigkeit zum (End-)Produkt

umsetzt. Kleine Werte fiir Ey,: beschreiben das Gegenteil.

3.6 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders aufgefiihrt, werden bei der Darstellung und Auswertung der Ergebnisse
die arithmetischen Mittelwerte herangezogen. Die Berechnungen der linearen Korrelation
erfolgten nach dem Prinzip der Minimierung der Abstandsquadrate. Zur Datenerfassung,
statistischen Auswertung sowie grafischen Darstellung fanden die Programme SPSS®10,
SigmaPlot®9.0, Enzyme Kinetic Module®1.2 fiir SigmaPlot® und KaleidaGraph®4.0

Verwendung.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Differenzierung der CPT-Fraktionen durch den Inhibitor Malonyl-CoA

Zur Kontrolle des Erfolges der Separation der CPT-Fraktionen wurde die Malonyl-CoA
Inhibition der, nach Ultrazentrifugation und Detergenzbehandlung Tween-16slichen Fraktion
kontrolliert. In dieser Phase sollte sich entsprechend den Ausfiihrungen unter Punkt /.2 Das
Carnitin Palmityltransferase System die, durch Malonyl-CoA nicht hemmbare CPT 2
befinden.

Vergleichend wurde auch das, beide CPT-Proteine enthaltende Muskelhomogenat mit diesem
Hemmstoff versetzt.

Nach Inkubation des Gesamtmuskelhomogenates mit dem Inhibitor Malonyl-CoA in den
Konzentrationen 0; 10; 20; 30 und 40uM konnten nach Zugabe des Substrates Palmityl-CoA
in einer Konzentration von 60uM abnehmende Aktivititen bezogen auf die Ausgangsaktivitit
(OuM  Malonyl-CoA)  beobachtet ~werden. Bei der hochsten untersuchten
Inhibitorkonzentration fand sich eine Restaktivitit von 53,5% (s. Abb. 8).

Auch fiir die Reaktion der CPT 2 mit Malonyl-CoA wurde das Substrat Palmityl-CoA in einer
Konzentration von 60uM eingesetzt. Fiir den Inhibitor wurden die Konzentrationen 1; 5; 10
und 20uM gewihlt.

Im Gegensatz zur CPT 1 konnte hier keine Abnahme der Aktivitdt im Verhéltnis zur

Ausgangsaktivitdt in Gegenwart des Inhibitors Malonyl-CoA beobachtet werden (s. Abb. 9).
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Abbildung 8: Darstellung der Restaktivitdten des nativen Muskelhomogenates in Gegenwart
der jeweiligen Konzentration des Inhibitors Malonyl-CoA (N=3 Messwiederholungen je
Inhibitorkonzentration; Substrat: Palmityl-CoA 60uM).
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Abbildung 9: Zur Darstellung kommen die mittleren Aktivitdten + Standardabweichung im
Uberstand (CPT 2) in Prozent der Ausgangsaktivitit (Malonyl-CoA=0uM) bei steigenden
Malonyl-CoA Konzentrationen (N=3 Messwiederholungen je Malonyl-CoA Konz.; Substrat:
Palmityl-CoA 60uM).
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4.2 Substratspezifititen der CPT-Enzyme

Nach erfolgter Separation der Carnitin Palmityltransferase 1 und CPT 2 wurden die
Enzymaktivititen derselben in Gegenwart von Fettsduren mit 8-, 10-, 12-, 14-, 16- und 18-
Kohlenstoffatomen in jeweils aufsteigenden Konzentrationen nach dem unter 3.3
beschriebenen Prinzip bestimmt.

Die angegebenen Zahlenwerte verstehen sich als jeweilige Mittelwerte der enzymatischen
Aktivitditen mit den jeweils zugehdrigen Substratkonzentrationen in Klammern. Ferner
werden fiir die Maximalaktivititen die entsprechenden Standardabweichungen aufgefiihrt. Die
Begriffe (Maximal-)Geschwindigkeit, (Maximal-)Aktivitdit und (Maximal-)Umsatz werden

nachfolgend synonym verwendet.

4.2.1 Substratspezifische Aktivititen, Substratbindungs- (K,) und Hemmungsverhalten
(Isg) der Carnitin Palmityltransferase 1 und 2

Die enzymatische Aktivitit beschreibt den jeweiligen Umsatz einer bestimmten Menge
Substrat pro Zeiteinheit durch eine bestimmte Menge an Enzymmolekiilen. Da fiir die
untersuchten Enzyme bisher keine gereinigten und aufgearbeiteten Enzymldsungen
vorhanden sind, bzw. die Enzyme bisher noch nicht kristallisiert werden konnten, werden in
dieser Arbeit die jeweiligen Aktivititen auf die, in der jeweiligen Suspension (Uberstand bzw.
Sediment) bestimmten Menge von nicht-kollagenem-Protein  (NCP)  bezogen
[wmol/min/gNCP].

Die Michaelis-Menten-Konstante K, beschreibt jene Substratkonzentration, bei der sich die
Aktivitdt eines Enzyms auf halbmaximalem Niveau befindet. Sie stellt somit ein, vom
Zahlenwert der Maximalgeschwindigkeit unabhingiges MaR fiir die Substrataffinitit eines
Enzyms dar (siehe 3.5 ,, Grundlagen der Enzymkinetik“). So bedeuten kleine Werte fiir K,
dass die endgiiltige Maximalgeschwindigkeit des Substratumsatzes schon bei geringen
Substratkonzentrationen erreicht wird, das Enzym zu diesem Substrat also eine hdhere
Affinitdt aufweist, als zu Substraten mit einem hoheren K,,-Wert.

Da die Enzyme CPT 1 und 2 bei zunehmenden Substratkonzentrationen ein Sattigungs- bzw.
Substrathemmungsverhalten  zeigen, worden in dieser Arbeit substratspezifische
Halbaktivitits- bzw. Hemmkonzentrationen (Isg) bestimmt. Dabei bezeichnet der Iso-Wert
jene Substratkonzentration, bei der die Aktivitit des Enzyms nach Erreichen des Maximums

auf 50% dieser maximalen Aktivitdt gemindert ist.
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Wichtig ist hierbei zu erwdhnen, dass durch das oben beschriebene Hemmverhalten die
beobachteten bzw. im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Enzymaktivititen unterhalb der

theoretisch erreichbaren Maximalgeschwindigkeiten liegen.

4.2.1.1 Substrat Oktanyl-CoA (C-8) (s. Abb. 10)

Das Substrat Oktanyl-CoA wurde mit der Sediment- (CPT 1) bzw. Uberstandfraktion (CPT 2)
in Konzentrationen von 50 bis 1000umol/l versetzt, wobei jeweils 3 bzw. 4
Aktivitdtsmessungen je Konzentration durchgefiihrt wurden. Es konnten Werte der Aktivitdt
im Sediment (CPT 1) zwischen 3,3 (50uM) und 5,77 £ 0,061 pmol/min/g Non-Kollagen-
Protein (NCP) (600uM) erfasst werden, wobei eine halbmaximale Aktivitdt (Ky,) bei 55,3uM
beobachtet wurde. Der berechnete Wert fiir die Maximalgeschwindigkeit V., lag bei 6,95
umol/min/gNCP.

Steigende Substratkonzentrationen fiihrten zu einer Abnahme der Aktivitét. Bei der hdchsten
untersuchten  Konzentration (1000uM  Oktanyl-CoA) betrug die Aktivitdit 5,31
umol/min/gNCP, also nur noch 92% der maximal gemessenen Aktivitit. Eine Minderung auf
50% der maximal beobachteten Aktivitit konnte fiir eine Substratkonzentration (Isp) von
4347,5uM berechnet werden.

Fiir die Uberstandfraktion (CPT 2) konnten Aktivititen zwischen 69,1 (50uM) und 112,79 +
3,3 umol/min/gNCP (300uM) gemessen werden. Der K,,-Wert lag bei 89,2uM und Vax
betrug 193,5 pmol/min/gNCP.

Auch hier zeigte sich eine anschlieBende Abnahme der Aktivitit bei weiter ansteigenden
Substratkonzentrationen. Bei der hochsten untersuchten Konzentration (1000uM Oktanyl-
CoA) betrug die Aktivitit 77,24 pmol/min/gNCP (68% der gemessenen Maximalaktivitt).
Der Iso-Wert lag in diesem Fall bei 1440uM.
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Abbildung 10: Oktanyl-CoA: Es sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Aktivitditen
im Sediment (CPT 1) (Quadrate und durchgezogene Linie; rechte Y-Skale) und Uberstand
(CPT 2) (Kreise und unterbrochene Linie; linke Y-Skale) iiber den verschiedenen
Konzentrationen des Substrates Oktanyl-CoA (C8) dargestellt (N=3 je Messpunkt).

4.2.1.2 Substrat Dekanyl-CoA (C-10) (s. Abb. 11)

Bei der Verwendung von Dekanyl-CoA als Substrat der CPT-Enzyme wurden
Substratkonzentrationen zwischen 23 und 727 pM gewihlt.

Hierbei ergaben sich in der Sedimentfraktion (CPT 1) Aktivitdten von 1,43 (23uM) bis 3,69
10,15pmol/min/gNCP (364uM). Die Michaelis-Menten-Konstante betrug 36,9uM und die
berechnete Maximalgeschwindigkeit lag bei 3,79umol/min/gNCP. Substratkonzentrationen
tiber 364uM fiihrten zu einer leichten Abnahme der Aktivitdt bis auf 3,49 umol/min/gNCP
(727uM), entsprechend 95% der Maximalaktivitdt. Eine signifikante Hemmung der
Enzymaktivitit i.S. einer deutlichen Reduktion des Umsatzes nach erreichtem Maximum bei
weiter steigenden Substratkonzentrationen konnte nicht beobachtet werden.

Die Uberstandfraktion (CPT 2) zeigte fiir das Substrat Dekanyl-CoA ein dhnliches Verhalten
wie die CPT 1, jedoch auf einem hoheren Aktivititsniveau. Bei einer Anfangskonzentration

von 23puM betrug die Aktivitit 16,03 umol/min/gNCP.
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Sie erreichte 50% ihres Maximums (K;) bei 69,8uM, ihr Maximum von 58,11 £ 0,98
umol/min/gNCP  bei 364uM Dekanyl-CoA und fiel bei weiter ansteigender
Substratkonzentration wieder bis auf 56,66 pmol/min/gNCP (727uM) ab (97% der
bestimmten Maximalaktivitit). Die theoretisch maximal erreichbare Geschwindigkeit der

CPT 2 fiir dieses Substrat betrug 63,88 pmol/min/gNCP.
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Abbildung 11: Dekanyl-CoA: Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der
Aktivitdten im Sediment (CPT 1) (Quadrate und durchgezogene Linie; rechte Y-Skale) und
Uberstand (CPT 2) (Kreise und unterbrochene Linie; linke Y-Skale) iiber einer zunehmenden

Dekanylkonzentration (N=3 Messwiederholungen je Substratkonzentration).

4.2.1.3 Substrat Lauryl-CoA (C-12) (s. Abb. 12)

Es wurden Lauryl-CoA Konzentrationen zwischen 25 und 800uM gewdhlt. Hierbei zeigte
das Sediment (CPT 1) Aktivitdten zwischen 0,29 (25uM) und 0,86 £ 0,1 pmol/min/gNCP bei
200uM, wobei eine halbmaximale  Umsatzgeschwindigkeit (K,) bei einer
Substratkonzentration von 38,8uM beobachtet wurde. Die berechneten Werte der Parameter
Maximalgeschwindigkeit und Isy betrugen 2,13 pmol/min/gNCP bzw. 938uM.
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In der Uberstandfraktion (CPT 2) konnte eine minimale Aktivitit von 14,75 umol/min/gNCP
(25uM) bestimmt werden. Das Maximum wurde hier mit 18,07 £ 0,26 pmol/min/gNCP bei
einer Substratkonzentration von 200uM erreicht. Die Michaelis-Menten-Konstante betrug
7,8uM. In der Berechnung zeigte sich eine maximale theoretische Reaktionsgeschwindigkeit
von 18,93 pumol/min/gNCP. Bei einer Substratkonzentration von 3847uM wire eine
halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit (Iso) zu beobachten.

Bei den jeweils groBiten untersuchten Substratkonzentration (800uM) wurden im Sediment
(CPT 1) noch 58,8% bzw. im Uberstand (CPT 2) 93,8% der maximal beobachteten Aktivitit

erreicht..
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Abbildung  12:  Lauryl-CoA: Dargestellt sind die jeweiligen  Aktivititen =+
Standardabweichung im Sediment (CPT 1) (Quadrate und durchgezogene Linie; rechte Y-
Skale) und Uberstand (CPT 2) (Kreise und unterbrochene Linie; linke Y-Skale) iiber
aufsteigender  Konzentration des  Substrates  Lauryl-CoA  (N=3  Anzahl der

Messwiederholungen je Substratkonzentration).

34



4.2.1.4 Substrat Myristyl-CoA (C-14) (s. Abb. 13)

Zur Untersuchung der Substratspezifitiit der Sediment- (CPT 1) und Uberstandfraktion (CPT
2) fiir die C-14 Fettsdure Myristylsdure wurde diese in Konzentrationen zwischen 5 und
1000umol/1 eingesetzt.

Im Sediment lagen die Aktivititen zwischen 0,25 (SuM) und 1,01 £ 0,03 umol/min/gNCP
(200umol/l). Ein Anstieg der Aktivitdt auf ein halbmaximales Niveau (K,,) konnte bei einer
Myristyl-CoA Konzentration von 19,5uM und ein Absinken der Aktivitit auf 50% der
erfassten Maximalaktivitit (Iso) bei einer Substratkonzentration von 830uM gefunden werden.
Die theoretisch maximal erreichbare Geschwindigkeit wurde auf 1,6 pmol/min/gNCP
berechnet.

Im Uberstand bewegten sich die Aktivititen fiir das Substrat Myristyl-CoA zwischen 1,13
(5uM) und 13,18 = 0,39 umol/min/gNCP (400uM). Eine Halbsittigung mit diesem Substrat
(Kwm) wurde bei einer Myristyl-CoA Konzentration von 21,5uM erreicht. Der Iso-Wert betrug
3977uM und eine theoretische Vax konnte mit 15,2 pmol/min/gNCP berechnet werden.

Fiir die hochste untersuchte Myristyl-CoA Konzentration zeigte die CPT 1 eine noch

verbleibende Aktivitit von 53,1% und die CPT 2 von 92,9%.
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Abbildung 13:  Mpyristyl-CoA:  Dargestellt sind die jeweiligen  Aktivititen £+
Standardabweichung im Sediment (CPT 1) (Quadrate und durchgezogene Linie; rechte Y-
Skale) und Uberstand (CPT 2) (Kreise und unterbrochene Linie; linke Y-Skale) iiber
aufsteigender Konzentration der Cl4-Fettsiure Myristyl-CoA (N=3 Anzahl der

Messwiederholungen je Substratkonzentration).
4.2.1.5 Substrat Palmityl-CoA (C-16) (s. Abb. 14)

Die C-16 Fettsdure Palmityl-CoA stellt in der biochemischen Laboruntersuchung der CPT-
Enzyme das Standardsubstrat dar. Es wurden Fettsdurekonzentrationen zwischen 10 und 140
uM untersucht.

Fir das Sediment (CPT 1) wurden Aktivititen zwischen 0,47 (10uM) und 1,02 = 0,05
umol/min/gNCP (60uM) registriert, wobei die halbmaximale Aktivitit (K,,) bei einer
Palmityl-CoA Konzentration von 17,5uM zu finden war. Die theoretisch erreichbare
maximale Umsatzgeschwindigkeit (Vi) betrug 1,27 pmol/min/gNCP. Eine Abnahme der
Aktivitdt bis auf 50% der beobachteten Maximalgeschwindigkeit (Iso) konnte bei 160uM
Palmityl-CoA registriert werden. Bei der maximal eingesetzten Palmityl-CoA Konzentration
fand sich noch eine Aktivitit von 0,47 upmol/min/gNCP, entsprechend 46% der
Maximalgeschwindigkeit. Im Uberstand (CPT 2) lag die minimale Aktivitit bei 2 (10uM) und
der hochste beobachtete Wert bei 3,92 + 0,3 umol/min/gNCP (60uM). Bei einer Palmityl-
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CoA Konzentration von 12uM konnten 50% dieser maximal gezeigten Aktivitit (K,)
gemessen werden. Die theoretisch erreichbare maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vimax)
wurde auf 3,02 umol/min/gNCP berechnet. Nach Erreichen des Aktivititsmaximums war eine
Minderung auf 50% der Maximalaktivitit (Iso) bei einer Substratkonzentration von 170uM zu
beobachten. Mit der hochsten untersuchten Palmityl-CoA Konzentration (120uM) konnten

62,9% der Maximalaktivitit erfasst werden.
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Abbildung  14:  Palmityl-CoA: Dargestellt sind die jeweiligen Aktivititen £+
Standardabweichung im Sediment (CPT 1) (Quadrate und durchgezogene Linie; rechte Y-
Skale) und Uberstand (CPT 2) (Kreise und unterbrochene Linie; linke Y-Skale) iiber
aufsteigender Konzentration der Cl6-Fettsdure Palmityl-CoA (N=3 Anzahl der

Messwiederholungen je Substratkonzentration).

4.2.1.6 Substrat Stearyl-CoA (C-18) (s. Abb. 15)

Fiir die Untersuchung der enzymatischen Aktivititen filir das Substrat Stearyl-CoA wurden
Konzentrationen zwischen 20 und 250uM gewihlt.

Fiir die Sedimentphase (CPT 1) konnten Aktivititen zwischen 0,16 (20uM) und maximal 0,65
+ 0,13 pmol/min/gNCP (60uM) erfasst werden, wobei 50% der beobachteten
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Maximalaktivitdt (K,) bei einer Stearyl-CoA Konzentration von 20uM. Die berechnete
theoretische Maximalaktivitit betrug 2 pmol/min/gNCP und der Wert fiir I5o 215uM.

Im Fall der CPT 2 betrug hier die erfasste Minimalaktivitit 1,99 (20uM) und die
Maximalaktivitit 3,27 = 0,36 umol/min/gNCP (100uM). Ein Anstieg der Aktivitit auf 50%
dieser beobachteten Maximalaktivitit (K,,) fand sich bei 26,5uM, ein Absinken auf 50% nach
erreichtem Maximum (Iso) bei 421,9uM Palmityl-CoA.

Bei einer maximalen Substratkonzentration von 250uM fanden sich 31,4% bzw. 91,3% der

Maximalaktivititen von CPT 1 bzw. CPT 2.
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Abbildung  15:  Stearyl-CoA: Dargestellt sind die jeweiligen  Aktivititen +
Standardabweichung im Sediment (CPT 1) (Quadrate und durchgezogene Linie; rechte Y-
Skale) und Uberstand (CPT 2) (Kreise und unterbrochene Linie; linke Y-Skale) iiber
aufsteigender  Konzentration der Cl8-Fettsdure Stearyl-CoA (N=3 Anzahl der

Messwiederholungen je Substratkonzentration).
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Abb. 16a und 16b: Zusammenfassende Darstellung der enzymatischen Aktivititen in der
Sediment- (CPT 1; Abb. 16a) und Uberstandfraktion (CPT 2; Abb. 16b) fiir die untersuchten
Substrate.
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Tabelle 3: Zusammenfassende Darstellung der substratspezifischen Maximalaktivitdten
(Vinax), der Michaelis-Menten-Konstanten (K,,) und der Hemmkonzentrationen (Iso) in der

Sediment- (CPT 1) und Uberstandphase (CPT 2) fiir die untersuchten Substrate.

Sediment (CPT 1) Uberstand (CPT 2)
Vmax Km ISO Vmax Km ISO
[umol/min/gNCP]  [uM] [uM]  [umol/min/gNCP]  [uM] [uM]
Oktanyl-
6,95 55,3 4347,5 193,48 89,2 1440
CoA
Dekanyl-
Cod 3,97 36,9 -—- 75,56 69,8 ---
Lauryl-
2,12 38,8 938.,9 19,64 7,8 3847
CoA
Myristyl-
1,55 19,5 830 15,23 21,5 3977
CoA
Palmityl-
Cod 1,59 17,5 160 5,95 12 170
Stearyl-
1,07 20 190 5,00 26,5 421,9
CoA
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4.3 Katalytische Effizienzen der CPT-Enzyme

Wie schon unter Punkt 3.5 ausfiihrlich dargestellt, setzt die katalytische Effizienz Ey, die
Zahlenwerte der Geschwindigkeit (Viax) der (End-)Produktbildung aus dem Enzym-Substrat-
Komplex und dessen Bildung (K;,) aus Substrat und Enzym ins Verhéltnis.

Tabelle 4 zeigt eine Gegeniiberstellung der jeweiligen katalytischen Effizienzen in der

Sediment- (CPT 1) und Uberstandfraktion (CPT 2) fiir die untersuchten Fettséuren.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Zahlenwerte der katalytischen Effizienzen in der Sediment-

(CPT 1) und Uberstandfraktion (CPT 2) fiir die untersuchten Substrate.

Ey Sedimentfraktion (CPT 1) Epu Uberstandfraktion (CPT2)

Oktanyl-CoA 0,126 2,169
Decanyl-CoA 0,108 1,082
Lauryl-CoA 0,054 2,581
Myristyl-CoA 0,079 0,708
Palmityl-CoA 0,091 0,496
Stearyl-CoA 0,054 0,189
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5. DISKUSSION

5.1 Spezifische Substratprofile der CPT-Enzyme

In der Beurteilung der Substratspezifitidt bzw. Festlegung auf ein optimales Substrat fiir ein
jeweiliges Enzym muss vorangehend definiert werden, welche(r) Parameter die Spezifitit
bestimmt. Hierbei sei auf die ausfiihrlichen Erlduterungen zur Enzymkinetik unter Punkt 3.5
Grundlagen der Enzymkinetik verwiesen.

In fritheren Arbeiten wurde zur Festlegung, welches Substrat von welchem Enzym am besten
umgesetzt wird lediglich die beobachtete maximale Endproduktbildung herangezogen [83].
Dies stellt allerdings nur eine mogliche Betrachtungsweise dar und erfasst bei Weitem nicht
alle Gesichtspunkte. Bei der Auswertung der Ergebnisse ist die Beriicksichtigung der
Substratkonzentration, bei welcher ein maximaler Umsatz erfolgt, zwingend erforderlich. Als
Mab hierfir dient der K,,-Wert.

Unter in vitro Bedingungen lassen sich die Konzentrationen bestimmter Agenzien, in diesem
Fall der Substrate, beliebig variieren. Somit ist es mdglich die Substratkonzentration iiber ein
Vielfaches der physiologischen Konzentration zu steigern, wodurch sich Umsatzraten erzielen
lassen, welche in physiologischen Systemen hochstwahrscheinlich nicht erreicht werden.
Unter Punkt 4.3.1 Substratspezifische Aktivititen, Substratbindungs- (K,) und
Hemmverhalten (1s)) der Carnitin Palmityltransferase 1 und 2 sind die jeweiligen
Aktivititsverliufe im Sediment (CPT 1) und Uberstand (CPT 2) fiir die untersuchten
Substrate dargestellt.

An dieser Stelle sollen nun die Parameter Maximalgeschwindigkeit (Vi.x) und Michaelis-
Menten-Konstante (K,,) vergleichend fiir die einzelnen Substrate zusammenfassend
dargestellt werden (Abb.17 und 19).

Fir die enzym- und substratspezifischen Maximalaktivititen (Abb.17) ist deutlich zu
erkennen, dass sowohl die Sediment- (CPT 1) als auch die Uberstandpriparation (CPT 2) fiir
mittellangkettige Fettsdure-CoA Ester (C-8) z.T. erheblich hohere Umsitze zeigen als fiir die
nachfolgenden lidngerkettigen Substrate (C-10 bis C-18). Inwieweit dies dem Verhalten der
Enzyme in physiologischen Systemen entspricht oder nur eine Folge der gewéhlten hohen
Substratkonzentrationen darstellt, soll an anderer Stelle gekldrt werden, da nach bisherigem
Verstindnis die mittellangkettigen Fettsduren (v.a. C-8 u. C-10) durch die Carnitin
Oktanyltransferase und die langkettigen Acyl-CoA Ester (v.a. C-16 u. C-18) durch die CPT-

Enzyme umgesetzt werden.
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Im Sediment (CPT 1) unterscheiden sich die beobachteten Maximalaktivitéten fiir Oktanyl-
CoA und Stearyl-CoA etwa um den Faktor 6,5. Der Uberstand (CPT 2) zeigt fiir das Substrat
Oktanyl-CoA sogar eine etwa 38-fach hohere Aktivitit als fiir die C-18 Fettséure.
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Abbildung 17: Darstellung der jeweiligen maximalen Aktivititen im Sediment (CPT 1)
(schraffierte Balken) und Uberstand (CPT 2) (weifSe Balken) fiir die untersuchten Fettsiure-
CoA Ester mit 8 — 18 Kohlenstoffatomen.

Aber nicht nur fiir die substratspezifische Auswertung der Maximalgeschwindigkeiten des
jeweiligen Enzyms ergeben sich deutliche Unterschiede. Zwar zeigen beide Fraktionen fiir die
Fettsdure Oktanyl-CoA ihre absoluten Maximalgeschwindigkeiten, doch ist diese im
Uberstand etwa 27 mal groBer als im Sediment (CPT 1). Dieser deutliche Unterschied
relativiert sich allerdings mit zunehmender Kettenldnge der Substrate. Bei Verwendung von
Stearyl-CoA betriigt die Maximalaktivitit der Uberstandfraktion (CPT 2) gerade noch das 5-
fache der Sedimentaktivitit (CPT 1). Da mnach den bisherigen Modellen des
Fettsduretransports iiber die mitochondrialen Membranen die CPT 1 die aktivierte Fettsdure
zundchst an Carnitin binden muss, ehe durch die CPT 2 nach entsprechendem Transfer iiber
die Mitochondrienmembran die Riickreaktion katalysiert werden kann, war der z.T.
betrichtliche Geschwindigkeitsvorteil der CPT 2, welche durch die Uberstandfraktion

reprasentiert werden sollte, nicht erwartet worden.
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In der Gesamtbetrachtung der bestimmten Maximalaktivititen stellt sich nun die Frage, ob es
einen direkten (mathematisch) beschreibbaren Zusammenhang zwischen den jeweilig
maximal erreichten Aktivititen und der Kettenldnge der umgesetzten Fettsduren gibt?

Der Verlauf der Maximalaktivititen in Abbildung 17 ldsst einen exponentialen
Zusammenhang vermuten. Um dies zu bestitigen, erfolgte die Auftragung der
Maximalgeschwindigkeiten der Sediment- und Uberstandphase in logarithmischer Skalierung
iber den untersuchten Substraten (s.Abb.18).

Im Falle eines exponentiellen Zusammenhangs zwischen den untersuchten Groflen miisste
sich bei logarithmischer Auftragung eine lineare Abhéngigkeit ergeben, wie sie auch in
Abbildung 18 mit guter Korrelation erkennbar ist (CPT 1: R>=0,97; CPT 2: R*=0,99).

Die sich darstellende Scherenfigur verdeutlicht noch einmal das oben Erwidhnte: Mit
abnehmender Kettenldnge der Substrate nehmen die erreichbaren Maximalgeschwindigkeiten
im Uberstand (CPT 2) stéirker zu als im Sediment (CPT 1).

Beide lineare Korrelationsgeraden schneiden sich etwa bei dem Substrat Stearyl-CoA, so
dass, zumindest theoretisch fiir weiter zunehmende Substratkettenlingen im Uberstand (CPT
2) nicht mehr solche hohen Umsatzraten wie in der Sedimentfraktion (CPT 1) erreicht werden

sollten.
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Abbildung 18: Darstellung der Maximalgeschwindigkeiten im Sediment (CPT 1, leere Kreise)
und Uberstand (CPT 2, schwarze Quadrate) iiber den untersuchten Substraten, sowie die
zugehorigen exponentiellen Korrelationsfunktionen (CPT 1: durchgezogene Linie; CPT 2:

unterbrochene Linie). Zu beachten ist die logarithmische Skalierung der Y-Achse.
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Abbildung 19: Darstellung der K,-Werte (Sediment [CPT 1]: schraffierte Sciulen; Uberstand
[CPT 2]: leere Sdulen) fiir die untersuchten Fettsdure-CoA Ester.
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Des Weiteren sollten in dieser Untersuchung auch die erforderlichen Substratkonzentrationen
betrachtet werden, welche zum erreichen der jeweiligen maximalen Umsatzraten durch die
Enzyme bendétigt werden (s.Abb.19).

Ahnlich den Maximalgeschwindigkeiten der CPT-Enzyme ist auch hier eine, zumindest
angedeutete Tendenz indirekt proportionalen Verlaufs der K,,-Werte erkennbar: Ausgehend
von hoheren Werten fiir K;;, bei Substraten mit weniger Kohlenstoffatomen hin zu insgesamt
niedrigeren Werten der Michaelis-Menten-Konstanten fiir langerkettige Fettsduren, wobei ab
der C-18 Fettsdure Stearyl-CoA wieder ein leichter Anstieg zu beobachten ist.

Wenn man zunichst bei dieser tendenziellen Betrachtungsweise bleibt, féllt die Abweichung
der C12-Fettsdure Lauryl-CoA auf. Fiir dieses Substrat zeigt der Uberstand (CPT 2) einen
sehr niedrigen Wert fiir K,

Die enzymvergleichende Auswertung zeigt, dass die Sedimentphase (CPT 1) fiir 4 der 6
untersuchten Substrate kleinere Km-Werte zeigt als der Uberstand (CPT 2). Nur fiir die C-16
und C-12 Fettsdure (Palmityl- bzw. Lauryl-CoA) erreicht das Sediment (CPT 1) erst bei
hoheren Substratkonzentrationen die halbmaximale Aktivitdt. Hierdurch konnte der obige
scheinbare Widerspruch, dass die Uberstandfraktion (CPT 2) betrichtlich hohere
Umsatzgeschwindigkeiten erreicht als die sedimentierte Phase (CPT 1) aufgelost werden:
Unter physiologischen Bedingungen, also in Gegenwart kleinerer Substratkonzentrationen
wire die Sedimentfraktion (CPT 1) mit ihren hoheren Substrataffinititen (kleinere K;,) im
Vorteil.

Fiir die getrennten Fraktionen der CPT-Enzyme zeigt die Uberstandfraktion (CPT 2) fiir das
Substrat Lauryl-CoA (C-12) mit 7,8uM den kleinsten Wert fiir K, und somit die hochste
Bindungsaffinitit.

Fiir das Substrat Palmityl-CoA wurden zusitzlich die Aktivititen des ungetrennten CPT-Pools
(nach Abtrennung der Carnitin Oktanyltransferase) bestimmt (Daten nicht dargestellt).
Hierbei zeigte sich beziiglich der Maximalaktivitdt ein hoherer Umsatz und hinsichtlich des
K-Wertes eine stirkere Affinitit als bei der Untersuchung der getrennten Enzymentitéten.
Der Ky-Wert nahm von 17,5 (CPT 1) bzw. 12uM (CPT 2) auf 9,7uM (ungetrennte CPT-
Enzyme) ab.

Am chesten besteht zwischen den K,-Werten und der Kettenlinge der Substrate eine
polynome Abhingigkeit 2. Ordnung, was am Beispiel der Uberstandfraktion (CPT 2) in
Abbildung 20 dargestellt ist. Hierbei wird eine maximale Bindungsaffinitit fiir die C-16
Fettsdure Palmityl-CoA besonders deutlich.
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Abbildung 20: Es sind die Michaelis-Menten-Konstanten im Uberstand (CPT 2), sowie deren
hypothetische Abhdngigkeit von der Kettenlinge der eingesetzten Substrate in Form einer

polynomen Funktion 2. Ordnung (unterbrochener Kurvenverlauf) dargestellt (R*=0,94).

Nach der bisherigen Auswertung der Substratspezifitit der Sediment- und Uberstandfraktion
beziiglich der Parameter Maximalgeschwindigkeit und K,-Wert kann man folgendes
feststellen: Betrachtet man nur die (in vitro) maximal erreichbare Umsatzgeschwindigkeit der
Enzyme, sind mittellangkettige Fettsduren, besonders Oktanyl- und Dekanyl-CoA, ideale
Substrate, da sich mit ihnen, insbesondere in der Uberstandfraktion (CPT 2)
tiberdurchschnittlich hohe Umsatzraten erzielen lassen. Aus Sicht einer optimalen
Substratbindung, also hochsten Affinitdt sind eher lingerkettige Fettsduren (C-14, C-16 und
C-18) zu bevorzugen, wobei insgesamt im Uberstand (CPT 2) fiir die C-12 Fettsiure Lauryl-
CoA die hochste Affinitdt gefunden wurde.

Die Ergebnisse von Schaefer und Kollegen, nach welchen die C-12 Fettsdure Lauryl-CoA das
optimale Substrat sowohl der CPT 1 als auch der CPT 2 darstellt, konnen mit den
Erkenntnissen dieser Arbeit somit nicht vollstindig bestdtigt werden [83]. Fiir die
laborchemische Diagnostik von etwaigen Defekten der CPT-Enzyme sollte, dies zeigen die
dargestellten Ergebnisse, weiterhin die C-16 Fettsdure Palmityl-CoA zur Anwendung

kommen.
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Insgesamt gesehen, ldsst sich nach bisherigen Kriterien kein Substrat definieren, welches fiir
ein Enzym die 1. Wahl darstellt.

Dies wird moglich wenn man die entsprechende katalytische Effizienz betrachtet, welche das
Verhidltnis  zwischen = Maximalgeschwindigkeit —und  Michaelis-Menten-Konstante
reprasentiert: Exay=Vma/Km (5. 3.5 Grundlagen der Enzymkinetik und 4.5 Katalytische
Effizienzen der CPT-Enzyme) (s.Abb.21).
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Abbildung 21: Es sind die katalytischen Effizienzen der Sediment- (CPT 1, schraffierte

Siiulen) und Uberstandfraktion (CPT 2, leere Sculen) fiir die untersuchten Substrate

dargestellt.

Auch in Abbildung 21 fillt zunéchst auf, dass sich die Werte der katalytischen Effizienz mit
relativ hohen Werten fiir mittellangkettige Fettsduren tendenziell in Richtung niedrigere
Werte fiir lidngerkettige Substrate entwickeln, wobei die Uberstandfraktion (CPT 2)
durchgehend hohere Werte zeigt.
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Insgesamt sind im Uberstand (CPT 2) augenscheinlich zwei Maxima im Verlauf der
katalytischen Effizienz zu erkennen, wobei diese mit den Substraten Oktanyl-CoA (C-8) und
Lauryl-CoA (C12) erreicht werden.

Moglicherweise ldsst diese Beobachtung auf die Existenz mindestens einer weiteren
Transferaseaktivitit schlieBen, welche u.U. durch das, zur Trennung von CPT 1 und 2
eingesetzte Detergenz entweder aus anderen Zellkompartimenten freigesetzt oder aber durch
z.B. detergenzbedingte Proteinmodifikationen aktiviert wurde.

Fiir die Sedimentfraktion (CPT 1) stellt sich ein deutlich homogenerer Verlauf dar, mit einer
maximalen katalytischen Effizienz von 0,126 fiir Oktanyl-CoA. Dieser Wert und die
minimale ermittelte katalytische Effizienz von 0,0537 fiir das Substrat Stearyl-CoA
unterscheiden sich hier lediglich um den Faktor 2,3 wihrend sich im Uberstand (CPT 2)
Minimum und Maximum etwa um das 13-fache unterscheiden.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Uberstandfraktion (CPT 2) die untersuchten
Substrate effektiver umsetzen kann als die sedimentierte Fraktion (CPT 1), wobei ein
absolutes Maximum der katalytischen Effektivitit im Uberstand fiir das Substrat Lauryl-CoA
(C-12) beobachtet werden konnte. Hiefiir ist v.a. der sehr kleine Km-Wert von 7,8uM
(Abb.19) entscheidend, da die hier fiir das Substrat Lauryl-CoA erreichte
Maximalgeschwindigkeit vergleichsweise gering ist (Abb.17).

Dies konnte fiir die Sedimentfraktion (CPT 1) nicht nachvollzogen werden. Diese zeigte fiir
das C-12 Substrat katalytische Effizienzen, welche sich etwa im Bereich des Minimums bei
Stearyl-CoA bewegten.

Es konnte somit demonstriert werden, dass die getrennten Entititen des Carnitin
Palmityltransferasesystems, unter Einbezug der maximalen Umsatzgeschwindigkeit und der
Kn-Werte, unterschiedliche Substratoptima zeigen. Wéhrend im Sediment (CPT 1) die
untersuchten Substrate, mit leichten Préferenzen fiir mittellangkettige Acyl-CoA Ester,
anndhernd mit dhnlicher Effektivitit umsetzt werden, zeigt der Uberstand (CPT 2) eine
besonders hohe katalytische Effizienz fiir die C-12 Fettsdure Lauryl.

Unter Punkt /.2 Das Carnitin-Acyltransferasen-System wurde liber die Existenz dreier bisher
beschriebener Fettsdure-CoA Ester Transferasesysteme berichtet, welche jeweils den
Transport von kurzkettigen (Acetyltransferase), mittelkettigen (Oktanyltransferase) und
langkettigen (Palmityltransferase) Fettsduren tiiber die mitochondrialen Membranen
katalysieren [9]. Da in dieser Arbeit das Carnitin Palmityltransferasesystem untersucht und
von den beiden {iibrigen, vollstindig 16slichen Transferasesystemen getrennt wurde, wurden
Aktivititsmaxima im Sinne hoher Maximalgeschwindigkeiten fiir eher langerkettige Substrate

erwartet.
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Das die hier dargestellten Ergebnisse diese Vermutung nicht bestitigen konnen, soll
nachfolgend diskutiert werden.

Am wahrscheinlichsten sind hierfiir die gewihlten Substratkonzentrationen verantwortlich.
Wie schon erwéhnt, lassen sich in einem in vitro System alle Substrate in beliebigen
Dimensionen variieren, was derart unter physiologischen Bedingungen nicht moglich ist. Um
einen entsprechenden Realitdtsbezug herstellen zu konnen, muss man die in vivo vorhandenen
Konzentrationen der entsprechenden Substrate betrachten.

In diversen Arbeiten wurden hierfiir die Konzentrationen von freien Fettsduren, Acyl-CoA
und Acyl-Carnitin Estern fiir die Muskulatur verschiedener Organismen bestimmt, wobei
Untersuchungen an humanem Gewebe deutlich unterreprasentiert sind.

Morgan und Kollegen (1969) untersuchten die Konzentration freier Fettsduren in
menschlichem Muskel und fanden im Mittel 4,0 = 0,83 uEq/gFG [63].

Die Messungen von Carroll (1984) in humaner Muskulatur ergaben eine Konzentration von
etwa 7,7 nMol/gFG langkettiger CoA-Ester [19]. Fiir langkettige Carnitin-Ester konnte eine
Konzentration von 48 + 21 nMol/gFG ermittelt werden.

Wie schon angefiihrt, nehmen wir mit einer ausgeglichenen Erndhrung v.a. lingerkettige
Fettsduren auf, wobei Palmitylsdure (C-16) einen besonders groflen Anteil einnimmt
(Deutsche Gesellschaft fiir Fettwissenschaft DGF). Man muss also davon ausgehen, dass die
oben genannten Konzentrationen fiir ldngerkettige Fettsduren und deren Ester in der
menschlichen Skelettmuskulatur noch um einiges groBer sind als die Konzentrationen der
kurz- und mittelkettigen Fette.

Insgesamt liegen diese physiologischen Konzentrationen der Fettsduren teilweise betrdchtlich
unter denen, die unter in vitro Bedingungen zur biochemischen Untersuchung der Acyl-CoA
Transferasen zur Anwendung kommen. Die wunter den gewihlten Versuchsbedingungen
erfassten hohen Umsatzgeschwindigkeiten, besonders in der Uberstandfraktion (CPT2),
konnten somit unter physiologischen Bedingungen unerreichbar sein.

Da beide Fraktionen die hochsten Affinititen fiir eher ldngerkettige Substrate zeigen
(s.Abb.19), sollten durch die CPT 1 und 2 in vivo auch mit diesen Fettsduren die hochsten
Aktivitdten erzielt werden.

In der Folge des Trennungsprozesses der untersuchten Enzyme wurde das Detergenz Tween
20 eingesetzt. Dies ist in der Lage Proteine aus ihrer membrandren Umgebung zu 16sen bzw.
einen Membrankomplex in mehrere Teile aufzutrennen. Die CPT 2, welche in vivo locker mit
der mitochondrialen Membran assoziiert ist, sollte nach der Tweenbehandlung vollstindig, als

eigenstdndiges Protein in Losung gegangen sein.
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Da die Carnitin Palmityltransferase 1 durch ihre transmembranalen Doménen fest in die
mitochondriale Membran integriert ist, ist hier ein vollstdndiges Herauslosen aus dieser durch
ein mildes Detergenz wie Tween 20 eher unwahrscheinlich. Dies war auch nicht beabsichtigt,
da eine katalytisch aktive CPT 1 zwingend die spezifische membranale Umgebung erfordert
[101]. Es ist davon auszugehen, dass durch die Tweenbehandlung verschieden grof3e
Membranbruchstiicke mit integrierter CPT 1 entstehen.

Beide Enzymproteine sind nach der Detergenzbehandlung mobiler. Mdglicherweise ergeben
sich hierdurch neue Angriffspunkte i.S. neuer bzw. modifizierten Zugénge zum katalytischen
Zentrum flir die Substrate, wovon besonders die kurzkettigen Fettsduren profitieren.
Weiterhin ist es vorstellbar, dass durch den Aufschluss anderer Zellkompartimente Proteasen
bzw. proteolytisch aktive Substanzen freigesetzt wurden, welche ebenfalls zu einer
Modifikation der untersuchten Enzyme fiihrten. Grundlage fiir diese Vermutung bilden die
Ausfithrungen unter Punkt 1.5 Interaktion der CPT I mit Proteasen und Inhibitoren. Auch
dort wurde schon darauf verwiesen, dass es nicht nur eine Frage der Spezifitit einer Protease
ist, inwieweit sie ein Protein zu modifizieren vermag, sondern auch entscheidend davon
abhingig ist, welche Angriffspunkte dieser zuginglich sind.

Da bekannt ist, dass neben den Mitochondrien weitere Zellkompartimente mit spezifischen
Fettsduretransportsystemen ausgestattet sind, wire es weiterhin vorstellbar, dass neben
solchen proteolytisch aktiven Substanzen auch Substanzen mit einer eigenen

Transferaseaktivitdt freigesetzt wurden [86].

5.2 Substratinhibition der CPT-Enzyme (1s)

Schon Mitte der 60-er Jahre des vergangenen Jahrhunderts beschrieben Fritz und Marquis
sowie Bremer und Norum, dass Palmityl-CoA die Carnitin Palmityltransferase hemmen kann
[15;35].

Bedeutsam hierbei ist, dass die Fettsdure als Detergenz wirkt und ein solch detergenzartiger
Effekt der Acyl-CoA Ester auf die CPT-Enzyme von der Albuminkonzentration im
Testansatz (bzw. im Organismus) abhéngig ist [80].

Das Ausmal} einer solchen Hemmung bzw. die Kldrung der Frage in wieweit auch die
anderen Fettsdure-CoA Ester zu einer solchen Hemmung fiihren, ist gerade im Hinblick auf
etwaige Therapieansitze, aber auch im Rahmen einer optimierten biochemischen Diagnostik

von Interesse.
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Im Gegensatz zur GroBe K;, welche substratkonzentrationsunabhdngig die
Gleichgewichtskonstante der Dissoziation eines Enzym-Inhibitor-Komplexes darstellt,
beschreibt die Konstante Isy jene Inhibitorkonzentration, bei der die enzymatische Aktivitdt
noch 50% des Maximums betrdgt (Cook G.A. 1983).

Zierz und Engel (1985) erkannten die abnorme Regulierbarkeit mutierter Carnitin
Palmityltransferase, welche sich in einer intensiveren Hemmung dieses Enzyms durch
Palmityl-CoA bzw. Palmitylcarnitin darstellte [106]. Dies bedeutet, dass bei Patienten mit
einer Erkrankung des CPT-Systems (s. Punkt /.7 Storungen des Carnitin Palmityltransferase
Systems) erhohte Konzentrationen von Fettsduren z.B. im Rahmen intensivierter korperlicher
Belastung oder unter Nahrungskarenz, zu einer stirkeren Hemmung der Aktivitidten der CPT-
Enzyme fiihren, als dies bei gesunden Individuen zu erwarten wére.

Neben diesen regulatorischen Unterschieden konnten Vladutiu und Kollegen (1992) zeigen,
dass auch strukturelle Unterschiede zwischen CPT gesunder Kontrollen und Patienten mit
CPT Defekt existieren, welche zu einer reduzierten Aktivitét fithren [94].

Therapeutisch besteht die Moglichkeit die Belastungstoleranz von Patienten mit CPT 2
Defekt durch die intravendse Gabe von Glukose zu erhohen, wihrend bei einer oralen
Applikation keine positiven Effekte beobachtet werden konnten [74]. Des Weiteren gab es
Bemiihungen im Rahmen der Behandlung mitochondrialer Stérungen der Fettsdureoxidation
mittellangkettige Acyl-CoA Ester einzusetzen [26;44;84].

Hierbei ist es besonders wichtig das Hemmverhalten von CPT 1 und 2 gegeniiber den
jeweiligen Substraten genau zu kennen, denn es wére fatal Fettsduren mit einer, schon fiir
intakte CPT niedrigen Hemmkonzentration zu verabreichen, obgleich flir diese besonders
hohe Umsatzraten nachgewiesen werden konnten. In diesem Fall konnte eine, durch
strukturelle Defekte bedingte, ohnehin schon erniedrigte Aktivitdit durch die oben
beschriebene intensivere Hemmbarkeit des defekten Enzyms, noch weiter gemindert werden.
Der physiologische Sinn der Substrathemmung von CPT 1 und 2 ist wahrscheinlich darin
begriindet, die Mitochondrien vor einer Uberflutung mit den entsprechenden Substraten zu
schiitzen.

Eine Sattigung des Enzyms, mit resultierender Stagnation des Zuwachses der Aktivitdt bei
weiter zunehmender Substratkonzentration konnte fiir beide CPT-Enzyme bis auf den C-10
Fettsdaureester Dekanyl-CoA fiir alle anderen Substrate mit hinreichender Signifikanz gezeigt
werden. Im Fall des Dekanyl-CoA wurde entweder keine Abnahme des Umsatzes nach
Erreichen des Aktivititsmaximums beobachtet (CPT 1, s. Abb.11) oder diese Abnahme war
so gering ausgepragt, dass eine regressive Abschitzung des Verlaufs bis zur entsprechenden

Iso-Konzentration nicht mit hinreichender Genauigkeit moglich war.
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Die Konzentrationen (Iso) der einzelnen Substrate bei denen die Umsatzgeschwindigkeit auf
50% der zuvor erreichten maximalen Geschwindigkeit abgesunken war, unterschieden sich

zum Teil deutlich (s.Abb.22).
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Abbildung 22: Darstellung der 1so-Konzentrationen der unersuchten Substrate im Sediment

(CPT 1, schraffierte Siulen) und Uberstand (CPT 2, leere Sciulen).

Die ausgepréigten Unterschiede in der Hemmung der untersuchten Préparationen durch die
verschiedenen Substrate, werden auch innerhalb der Fraktionen und fiir ein Substrat deutlich.
Die Sedimentfraktion (CPT 1) ist mit Abstand am wenigsten durch Oktanyl-CoA (C-8)
hemmbar. Mit weiterer Zunahme der Kettenlinge, werden immer geringere
Substratkonzentrationen benétigt, um eine 50%-ige Hemmung herbeizufiihren.

Die Uberstandfraktion (CPT 2) kann mit besonders hohen Konzentrationen des C-12 CoA
Esters Lauryl inkubiert werden, ehe sie mit einer 50%-igen Hemmung reagiert.

Die niedrigsten Iso-Werte konnten sowohl fiir im Sediment (CPT 1) als auch im Uberstand
(CPT 2) fiir die C-16 und C-18 Fettsduren Palmityl-CoA und Stearyl-CoA bestimmt werden.
Moglicherweise ist dies dadurch erkldarbar, dass die im Rahmen einer durchschnittlichen
Erndhrung besonders hdufig aufgenommenen ldngerkettigen Fettsduren v.a. Palmitylsiure
gegeniiber den kurz- und mittelkettigen Substraten eine zunehmend detergenzartige Wirkung
entfalten, so dass die friih einsetzende Hemmung der entsprechenden Transportsysteme (CPT)

eine liberméBige Anreicherung derartiger Substrate im Mitochondrium verhindert.
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5.3 Existenz einer spezifischen C12-Transferaseaktivitit im menschlichen Skelettmuskel?

Im Kapitel 1.3 Acyltransferaseaktivititen in extramitochondrialen Zellkompartimenten
wurden verschiedene Acyl-CoA Transferaseaktivititen auBerhalb des Mitochondriums
beschrieben. Bislang gibt es keine systematischen Untersuchungen iiber Acyl-CoA
Transferasen, sowohl mitochondrial als auch extramitochondrial, in menschlichem
Skelettmuskel.

Obwohl die Trennung von CPT 1 wund 2 durch Detergenzbehandlung sowie
Ultrazentrifugation ein anerkanntes Verfahren zur Separation der beiden Enzyme darstellt und
hierbei die vollstindig I6sliche Carnitin Oktanyltransferase entfernt werden kann, ist es
dennoch moglich, dass, in Analogie zu Untersuchungen an Rattenleber (s.u.) die gemessenen
GroBen (Vmax, Km und Isg) durch den Einfluss bislang nicht beschriebener Acyl-CoA
Transferasen tiberlagert werden.

So postulierten Singh und Mitarbeiter (1996) die Existenz einer extramitochondrialen
Dekanyltransferaseaktivitit in Peroxisomen der Rattenleber [86]. Sie fanden fiir dieses Enzym
einen K,-Wert fiir die C-10 Fettsdure Dekanyl-CoA von 7,7uM und eine enzymatische
Aktivitit in der GréBenordnung um 10 pmol/min/gNCP.

Im vorangehenden Kapitel wurde auf die scheinbare Ausreiflerposition des K,,-Wertes in der
Uberstandfraktion (CPT 2) fiir die C12-Fettsiure Lauryl-CoA hingewiesen (s. Abb. 19).

Die Moglichkeit, dass es sich hierbei um einen Messfehler handelt kann weitgehend
ausgeschlossen werden, da zum Einen dieser Wert keine Einzelmessung, sondern einen
Mittelwert aus 3 Messreihen représentiert, zum Anderen hierbei der Standardfehler lediglich
+ 2,04uM betrigt.

Neben diesem K ,-Wert ist weiterhin die sehr groBe Hemmkonzentration der C-12 Fettsdure
in der Uberstandfraktion (CPT 2) auffillig (s. Abb. 22). Auch in diesem Fall kann ein
Messfehler weitgehend ausgeschlossen werden.

Dieser groBe Isp-Wert konnte ein Hinweis darauf sein, dass mogliche, weitere in der
Uberstandfraktion enthaltende Transferaseaktivititen teilweise erst bei sehr hohen
Laurylkonzentrationen mit einer 50%-igen Hemmung ihrer Aktivitit reagieren.

Abbildung 23 zeigt schematisch eine hypothetische Aufteilung und Uberlappung der
katalytischen Effizienzen von Acyl-CoA Transferasen in der Uberstandsfraktion bei
zunehmender Kettenldnge der umgesetzten Substrate.

Unter Zugrundelegung des klassischen Modells der Verteilung von CPT 1 und 2 zwischen der
Sediment- bzw. Uberstandfraktion waren die Gipfel der katalytischen Effizienz bei C-8 und
C12 in der Uberstand- und bei C-8 in der Sedimentfraktion (Abb. 24) iiberraschend, wurde
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doch ein Maximum fiir Ey, in beiden Fraktionen ausschlieBlich fiir eher langkettige
Fettsduren erwartet.
Des Weiteren ist es auffillig, dass die Maxima der katalytischen Effizienz bei C-12 und bei

C-16 in der Uberstandfraktion mit den zwei kleinsten bestimmten K,-Werten

zusammenfallen.
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Abb. 23: Uberstandfraktion: Katalytische Effizienzen (Dreiecke, linke Y-Skale) und
Michaelis-Menten-Konstante (Kreuze; rechte Y-Skale) in der Uberstandfraktion fiir
Fettsdiuren mit 8 bis 18 Kohlenstoffatomen. Fiir die katalytischen Effizienzen ist schematisch
und hypothetisch deren Verteilung auf drei separate Transferaseaktivititen mit

unterschiedlichen Prdferenzen fiir die umgesetzten Substrate dargestellt.

Kleine K -Werte bei gleichzeitig hohen katalytischen Effizienzen, sowie groflen Iso-Werten
eines Enzyms flir ein bestimmtes Substrat deuten auf eine Spezifitit des Enzyms fiir das
jeweilige Substrat hin.

Nach eingehendem Studium der vorliegenden Daten halten wir es daher fiir wahrscheinlich,

dass das in der Uberstandfraktion gefundene Maximum der katalytischen Effizienz fiir die C-
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12 Fettsdure Lauryl-CoA eine laurylspezifische Acyl-CoA Transferaseaktivitét reprasentieren
konnte: Die Carnitin Lauryl-CoA Transferase (CLT).

In der Zusammenfassung sprechen folgende Sachverhalte fiir unsere Hypothese der Existenz
einer, wahrscheinlich Lauryl-CoA spezifischen, bisher nicht beschriebenen Acyl-CoA

Transferaseaktivitdt im menschlichen Skelettmuskel:

1. Der besonders niedrige K-Wert fiir das Substrat Lauryl-CoA (C-12) in der
Uberstandfraktion demonstriert eine besonders groBe Affinitit einer bestimmten
Struktur zu dieser Fettsdure.

2. Ein hoher Iso-Wert fiir Lauryl-CoA (C-12) in der Uberstandfraktion beschreibt eine
hohe Toleranz dieser Struktur gegeniiber hohen Konzentrationen dieses Substrates,
was wiederum ein Spezifitdtsmerkmal darstellt.

3. Im Uberstand lisst sich neben einem Maximum der katalytischen Aktivitit bei C-
16 auch eines fiir die C-12 Fettsdure Lauryl-CoA beobachten (Abb. 23).

4. Da dieser Gipfel in der Sedimentfraktion nicht nachgewiesen werden konnte und
sich die katalytische Effizienz hier bei Lauryl-CoA (C-12) sogar auf einem
Minimum befand (Abb. 24), zeigt dies, dass es sich um einen spezifischen Effekt
handelt.

5. Untersuchungen an Rattenleber fanden extramitochondriale Dekanyl-CoA
Transferaseaktivititen, deren kinetische Parameter K, und V.« denen der von uns
vermuteten humanen laurylspezifischen Acyl-CoA Transferaseaktivitit sehr nahe

kommen [86].

Fiir das Auftreten der Gipfel der katalytischen Effizienz fiir die Fettsdure Oktanyl-CoA (C-8)
in der Uberstand- und Sedimentfraktion konnte es unserer Meinung nach unterschiedliche
Erklarungsansitze geben.

Zum Einen konnte dies eine Folge der wunphysiologisch hohen eingesetzten
Substratkonzentrationen sein, da auch die zugehorigen relativ hohen K,,-Werte nicht auf eine
Substratspezifitit hindeuten.

Zweitens wire es vorstellbar, dass durch den Einsatz des Detergenz Tween 20 im Rahmen des
Trennungsprozesses der CPT-Enzyme diese dahingehend strukturelle Verdnderungen erfahren
haben, dass nach erfolgter Trennung bestimmte Substrate erleichterten Zugang zum
jeweiligen katalytischen Zentrum erhalten, wovon in diesem speziellen Fall besonders die

Fettsdure Oktanyl-CoA (C-8) profitiert.
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Abb. 24: Sedimentfraktion: Katalytische Effizienzen (Dreiecke, linke Y-Skale) und Michaelis-
Menten-Konstante (Kreuze; rechte Y-Skale) in der Sedimentfraktion fiir Fettsduren mit 8 bis
18 Kohlenstoffatomen. Fiir die katalytischen Effizienzen ist schematisch und hypothetisch
deren Verteilung auf zwei Transferaseaktivititen mit unterschiedlicher Prdferenz fiir die

umgesetzten Substrate dargestellt.

Drittens konnte es sich unserer Meinung nach hierbei um die Aktivitdt einer mitochondrialen
Carnitin Oktanyltransferase handeln. Die Existenz einer solchen Transferaseaktivitit gilt
bisher als nicht gesichert. Teilweise wurde diskutiert, ob nicht ein Grofiteil der
angenommenen mitochondrialen COT Aktivitit aus einer Uberlappung von Carnitin Acetyl-
und Carnitin Palmityltransferase Aktivitét resultieren konne [22]. Die Isolierung einer COT
gelang bisher nur aus Peroxisomen von Maus und Ratte [31; 32]. Hierbei handelte es sich um
ein leicht 16sliches, sich in der peroxisomalen Matrix befindliches Protein. Dieses Enzym
zeigte eine breite Substratspezifitdt fiir Fettsdure-CoA Ester in einem Kettenldngenbereich
von 2 bis 20 Kohlenstoffatomen, mit einem Aktivitditsmaximum bei Hexanyl-CoA (C-6).

Die von uns gefundenen Gipfel der katalytischen Effizienz fiir die C-8 Fettsdure Oktanyl-
CoA in der Uberstand- und Sedimentfraktion kénnten ein Hinweis auf das Vorhandensein
einer mitochondrialen Carnitin Oktanyltransferase darstellen, welche mdglicherweise sowohl

membranassoziiert als auch membrangebunden vorliegen konnte.
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5.4 Implikationen zur Therapie der CPT-Defekte

Schon im vorangegangen Abschnitt 5.2 Substratinhibition der CPT-Enzyme (Isg) wurde auf
etwaige Therapiemoglichkeiten und —ansétze des CPT-Defektes eingegangen.

Schaefer und Kollegen favorisierten im Rahmen einer symptomorientierten Therapie von
CPT-Defekten den Einsatz der Fettsdure Lauryl-CoA [83]. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit
konnte diese Therapieoption erweitert werden.

Nach unserer Auffassung wire die Anwendung von weiteren mittellangkettigen Fettsduren,
also Oktanyl und Dekanyl, eventuell ergdnzend zur Applikation der C-12 Fettsédure Lauryl,

zur symptomatischen Therapie von CPT-Defekten aus 2 Griinden vorteilhaft:

1. Durch den Einsatz der mittellangkettigen Fettsduren lassen sich iiberdurchschnittlich
hohe Umsatzraten in der Sediment- und Uberstandfraktion erzielen, welche
moglicherweise die, durch spezifische Defekte bedingte, verminderte Aktivitdt
einzelner Enzyme (teilweise) kompensieren konnten.

2. Die C-8 und C-10 Fettsduren zeigen sowohl in der Sediment-, als auch in der
Uberstandfraktion ein relativ niedriges Hemmpotential (hohes Iso). Hierbei werden die
Acyl-CoA Transferaseaktivitdten erst bei vergleichsweise hohen
Substratkonzentrationen gehemmt, wodurch sich das Risiko, die verbleibende
enzymatische Aktivitit durch zu hohe Substratkonzentrationen noch weiter zu

reduzieren, vermindern lassen konnte.
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5.5 Differenzierung der CPT I- und 2-Aktivititen

Schon unter Punkt /.2 Das Carnitin-Acyltransferasen-System wurde auf die unterschiedliche
Sensitivitdt der Carnitin Palmityltransferase 1 und 2 gegeniiber dem Inhibitor Malonyl-CoA
hingewiesen. Wéhrend die CPT 1 in Gegenwart dieser Substanz mit einer Hemmung ihrer
Aktivitét reagiert, ist die CPT 2 nicht Malonyl sensitiv.

Fiir das nicht getrennte Muskelhomogenat zeigte sich in Gegenwart von Malonyl-CoA eine
Abnahme des enzymatischen Umsatzes, welcher bei steigender Malonyl-CoA Konzentration
plateauartig etwa 53% der Ausgangsaktivitit erreichte (s. Abb.8).

Die Untersuchung zur Inhibierbarkeit der Tween-loslichen Fraktion erbrachte bei
zunehmender Malonyl-CoA Konzentration hingegen keine Abnahme der enzymatischen
Aktivitdt (s.Abb.9).

Die Ergebnisse zeigen, dass, in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen,
homogenisierte Muskulatur durch Ultrazentrifugation und Detergenzbehandlung in eine
16sliche und eine unlésliche Fraktion auftrennbar ist.

In der Zusammenschau mit den Ergebnissen der Malonyl-CoA Hemmbarkeit ist davon
auszugehen, dass sich die CPT 1 in der unloslichen Sediment- und die CPT 2 in der 16slichen

Uberstandfraktion befindet.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war die umfassende Erstellung spezifischer Substratprofile fiir die
Carnitin Palmityltransferase 1 und 2. Da diese Enzymentititen im nativen Muskelhomogenat
nur gemeinsam mit noch anderen, 16slichen Acyl-CoA Transferasen vorhanden sind, erfolgte
die Trennung der zu untersuchenden Enzyme. Hierfiir wurden zunéchst die l16slichen Acyl-
CoA Transferaseaktivititen (COT) mittels Ultrazentrifugation abgetrennt. AnschlieSend
konnten die nicht loslichen Carnitin Palmityltransferasen 1 und 2 durch den Einsatz des
Detergenz Tween 20 und erneuter Ultrazentrifugation separiert werden.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter kamen Fettsdure-CoA Ester mit einer Kettenldnge
zwischen 8 und 18 Kohlenstoffatomen zum Einsatz.

Betrachtet man nur die maximalen enzymatischen Umsatzgeschwindigkeiten (Viax), finden
sich in der Sediment- (CPT 1) und Uberstandfraktion (CPT 2) die hochsten Aktivititen fiir die
C-8 Fettsdure Oktanyl-CoA. Mit zunehmender Substratkettenlinge nahmen die
enzymatischen Aktivititen ab, wobei die Uberstandfraktion (CPT 2) fiir alle untersuchten
Substrate hohere Aktivititen aufwies. Im Gegensatz dazu konnten die hdchsten
Bindungsaffinititen (K,) neben Lauryl-CoA fiir eher langkettige Fettsdure-CoA Ester
bestimmt werden. Im Vergleich der katalytischen Effizienzen (Ex.), als Verhéltnis von
maximalem Umsatz (Vi.x) und Substrataffinitit (K;), wurde wiederum eine deutliche
Uberlegenheit im effektiven Umsatz der Substrate in der Uberstandfraktion (CPT 2) deutlich,
welche je ein Maximum fiir Oktanyl (C-8), Lauryl (C-12) und Palmityl-CoA (C-16) bildet.
Dagegen wies die Sedimentfraktion (CPT 1) einen homogeneren Verlauf der katalytischen
Effizienz, mit einer Abnahme der Werte, ausgehend von mittellang-, hin zu langkettigen
Fettsdure-CoA Estern auf. Die insgesamt hochste katalytische Effizienz wurde in der
Uberstandfraktion fiir das Substrat Lauryl-CoA (C-12) gefunden. Zusammen mit den hierfiir
gemessenen K,-Werten und unter Einbeziehung weiterer Erkenntnisse, konnte dies auf die
Existenz einer bisher noch nicht beschriebenen, Lauryl-CoA spezifischen Transferaseaktivitit
im menschlichen Skelettmuskel hindeuten.

Hinsichtlich einer Hemmung der Acyl-CoA Transferaseaktivititen durch die eingesetzten
Substrate wurde deutlich, dass die langkettigen Fettsduren die enzymatischen Aktivititen
schon bei viel geringeren Konzentrationen hemmen als die mittellangkettigen Substrate.
Insgesamt stellen mittellangkettige Fettsduren in den untersuchten Priparationen scheinbar
die geeigneteren Substrate dar. Allerdings bleibt es unbestimmt, welcher Anteil der
enzymatischen Aktivitdit auf die CPT-Enzyme oder etwaige andere Acyl-CoA

Transferaseaktivititen entfallt.
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8. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

BSA

CoA

cpm

CPT

COT

CAT

FG

NCP
NaOH
(NH4),SO4

Rinderserumalbumin
CoenzymA

counts pro Minute

Carnitin Palmityltransferase
Carnitin Oktanyltransferase
Carnitin Acyltransferase
Feuchtgewicht
nicht-kollagen-Protein
Natriumhydroxid
Ammoniumsulfat
Michaelis-Menten-Konstante
Hemmbkonzentration
Umdrehungen pro Minute

Standardabweichung
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9. Thesen

1. Durch Inkubation des nativen Muskelhomogenates mit dem milden Detergenz Tween 20
und anschlieBender Ultrazentrifugation bei etwa 183000g ist eine Separation in eine Malonyl-

CoA sensitive (Sediment) und eine Malonyl-CoA insensitive (Uberstand) Fraktion méoglich.

2. In der Untersuchung der, in der Sediment- (CPT 1) und Uberstandfraktion (CPT 2)
maximal erreichbaren Umsatzgeschwindigkeiten (Vmax), zeigen sich ausgehend von den
hochsten Geschwindigkeiten fiir die mittellangkettigen Acyl-CoA Ester abnehmende Werte

hin zu den langkettigen Fettsduren.

3. Die zum Erreichen dieser beobachteten maximalen Umsatzgeschwindigkeiten
erforderlichen  Substratkonzentrationen liegen iiber den physiologisch verfiigbaren

Substratkonzentrationen.

4. Vor allem fiir langkettige Substrate weisen die CPT 1 und 2 niedrige K,-Werte auf, so dass
unter physiologischen Bedingungen besonders mit diesen Fettsduren hohe Umsatzraten erzielt
werden konnten.

Zusitzlich besteht in der Uberstandfraktion eine besonders hohe Affinitit zu der C-12

Fettsdure Lauryl-CoA.

5. Im Vergleich zu den mittellangkettigen Substraten, sind besonders die langkettigen
Fettsdure-CoA Ester Palmityl- und Stearyl-CoA in der Lage, die Aktivitdten der untersuchten

Enzyme schon in niedrigen Konzentrationen zu hemmen.

6. In beiden Fraktionen werden mit mittellangkettigen Fettsdure-CoA Estern hohere
katalytische Effizienzen als mit langkettigen Fettsduren erreicht. Besonders hohe Werte fiir
Exat werden in der Uberstandfraktion (CPT 2) fiir die Substrate Oktanyl- und Lauryl-CoA

erreicht.
7. Im ungetrennten Zustand hat der CPT-Enzymkomplex eine hdhere maximale

Umsatzgeschwindigkeit (Vmax), eine hohere Affinitdt (kleinerer K,,-Wert) zum Substrat und

schlieBlich eine groBere katalytische Effizienz (Exy) als die jeweils getrennten Entitdten.
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8. Die C-12 Fettsdure Lauryl-CoA stellt nicht das geeignetste Substrat, im Sinne grofter

enzymatischer Umsatzraten (Vi.x), fiir beide CPT-Enzyme dar.

9. Moglicherweise profitieren symptomatische Patienten mit einem Defekt im CPT-System

vom Einsatz mittellangkettiger Fettsdure-CoA Ester.
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