Bestimmung der Substrat- und Stereoselektivitat

von Lipasen

Diplomarbeit

Andreas Gasser

Die Arbeit wurde am Institut fiir Biochemie der Technischen Universitat Graz von
Janner 2003 bis November 2005 unter der Betreuung von Prof. Dr. Albin Hermetter

durchgefuhrt.



Diplomarbeit Danksagung

Danksagung

Mein herzlichstes Dankeschon gitrof. Dr. Albin Hermetter, der mich mit gré3ter Geduld und
aulRergewohnlichem Verstandnis fir meinen wohl eturagewohnlichen parallelen musikalischen
Werdegang durch diese Arbeit geleitet hat, mir immmét Rat und Tat zur Seite stand und ein

interessantes, vielschichtiges Thema bereitge bt

Ein besonderer Dank gilt au€hr. Dipl. Ing. Gernot Riesenhuber, der die Substrate synthetisiert hat,
die Grundlage dieser Arbeit waren, in vielen Expemten Hand in Hand mit mir gearbeitet hat und

ohne den die Ergebnisse dieser Arbeit nicht mogjmesen wéren.

Vielen herzlichen Dank an meine Arbeitsgruppe,altem Ruth Birner-Griinberger sowieHeidrun
Susani-Etzerodt, Hannes Schmidingeund Elfriede Zenzmaier — und allen Gbrigen Mitarbeitern

am Institut fir Biochemie flr die Hilfsbereitschadfinterstitzung und das positive Arbeitsklima.

Ein grol3er Dank gebihrt auch meiner Freurigisabeth, die durch ihre sanfte Motivation einen
nicht unwesentlichen Beitrag zur endgultigen Fetétjung dieser Arbeit geleistet hat und natirlich
meinen Eltern, auf die ich mich zu jeder Zeit voll und ganz asden konnte und denen ich diesen

Abschluss zu verdanken habe.




Diplomarbeit Summary

Determination of substrate- and stereoselectivity o f lipases

Summary

The elucidation of the reaction mechanisms of {ipolenzymes also requires the determination of the
substrate- and stereoselectivities of these pratémorder to find a more straightforward alteivet

to the common assays using radioactive substratesthod using chiral, pyrene-labelled substrates
was developed in this study, which allows the deteation of substrate- and stereoselectivity of
lipases. This technique avoids the application amfigactive isotopes and as a consequence time
consuming procedures. It is the basis for a simphkkfast determination of lipase activity also ighh
throughput analysis.

On the basis of the robust and well characterizedydl Rhizomucor miehei lipase the fluorescent
substrates were tested for their applicability édedmine substrate- and stereoselectivity of lipoly
enzymes using simple thin layer chromatography.

In order to obtain quantitative results and high@oughput, the method was adapted to HPLC
analysis. This version was used to analyze ad#itas well as the respective e.e. values of
Rhizomucor miehei lipase, Chromobacterium viscosum lipase andCandida cylindracea cholesterol
esterase. After overexpression in COS-7 cellsséhectivity and activity of the animal lipasadipose
triglyceride lipase (ATGL), hormone sensitive lipase (HSL) andmonoglyceride lipase (MGL) were
measured in total cell lysates. Lipolytic activitieere also determined in adipose tissue homogenate
of ATGL- and HSL-deficient mice and compared to thidd type animals. The deficiency in the
respective lipases correlated with the degradaiatterns of the fluorescent substrates as detedmine

by the above described method.
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Bestimmung der Substrat- und Stereoselektivitat von Lipasen

Zusammenfassung

Die Aufklarung des Reaktionsmechanismus lipolytiscBnzyme erfordert auch die Bestimmung der
Substrat- und Stereoselektivitat dieser Proteime.dihe einfachere Alternative zu den gebrauchlichen
Assays mit radioaktiven Substraten zu finden, wurdelieser Arbeit eine Methode mit chiralen,
pyrenmarkierten Substraten entwickelt, die einetiBesung der Substrat- und Stereoselektivitat von
Lipasen erlaubt. Diese Technik vermeidet den Emgan radioaktiven Isotopen und als Konsequenz
zeitraubende Arbeitsschritte. Sie ist die Basis féine schnelle und einfache Lipase-
Aktivitdtsbestimmung auch bei Hochdurchsatzanalysen

Anhand der robusten und gut charakterisierten fi@mg&hizomucor miehel Lipase wurden die
pyrenmarkierten Substrate auf ihre Eignung zur ®absund Stereoselektivitatsbestimmung
lipolytischer Enzyme mittels einfacher Dunnschitintenatographie getestet. Um eine quantitative
Auswertung und einen héheren Durchsatz zu erziglarmge die Methode auf HPLC Ubertragen. Auf
diese Art wurden die Aktivitaten und diee. Werte vonRhizomucor miehei Lipase,Chromobacterium
viscosum Lipase sowieCandida cylindracea Cholesterinesterase bestimmt.

Nach Uberexpression in COS-7 Zellen wurden Selighti und Aktivitat der tierischen Lipasen
Adipose Triglyceride Lipase (ATGL), Hormonsensitive Lipase (HSL) undMonoglyceridlipase (MGL)

aus dem Gesamtzelllysat bestimmt. Uberdies wurdere d.ipolyseaktivititen von
Fettgewebehomogenaten aus ATGL- bzw HSL-defizienkausen mit denen des Wildtyps
verglichen. Die Defizienz der entsprechenden Enzkoreelierte mit dem Fettspaltungsmuster, das

mit der oben genannten Methode bestimmt wurde.
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1. Einleitung

1.1 Lipasen

Lipasen (EC 3.1.1.3) sind Enzyme aus der FamilieSgein-Hydrolasen und sind in Eukaryonten und
Prokaryonten weit verbreitet. lhre natirliche Fimkt ist der hydrolytische Abbau von

Fettsaureestern, Mono- und Diglyceriden, Cholaststern etc.

In der Vergangenheit galt als Voraussetzung unhgitiolytisches Enzym als Lipase zu klassifizieren

und damit von Esterasen zu unterscheiden, diel&@nfjizweier Kriterien:

- Die Lipase besitzt ein so genanntes Lid, eindeffehan der Oberflache der dreidimensionalen
Struktur des Enzyms. Dieses Lid bedeckt in dertimak Form das katalytische Zentrum des Enzyms
und verhindert dadurch den Kontakt des ausgepsatypphoben Bereichs rund um dieses Zentrum zu
den umgebenden Wassermolekilen. Bei Annaherunguiagns an eine Lipid-Wasser Grenzflache
verschiebt sich der Zustand niedrigster Energigranfd der zunehmend hydrophoben Umgebung hin
zu einer veranderten Konformation der Lipase mitffgeetem Lid, das nun den hydrophoben Bereich
freilegt und gleichzeitig die hydrophile Oberflactles Enzyms verringert. So wird der Zugang des
Substrats zum aktiven Zentrum ermdglicht. Man wueeidet zwischen offener (aktiver) und

geschlossener (inaktiver) Form einer Lipase.

- Sobald Substrate der Lipasen, beispielsweise Tdiacylglycerole, monomere Schichten,
Micellen oder Emulsionen, d.h. Grenzflachen ausini)dsteigt die Aktivitat einer Lipase rapide an.

Dieses Phanomen wird als Grenzflachenaktivierungibanet (1).

Allerdings stellte sich heraus, dass nicht alleakign diesen beiden Kriterien entsprechen. Teilweise
existieren Lipasen, die trotz Vorhandenseins einamphiphilen Lid Doméne keine
Grenzflachenaktivierung zeigen (z.Bseudomonas glumae Lipase,Pseudomonas aeruginosa Lipase

und Candida antarctica Lipase). Anderen Lipasen wiederum fehlt das Litigd

Lipasen werden heute allgemeiner als Carboxylestaerdezeichnet, die die Hydrolyse langkettiger
(Kettenldnge> 10 Kohlenstoffatome) Acylester katalysieren (L)nzyme, die die Hydrolyse von

Acylglycerolestern mit einer Kettenldange < 10 Kgotdgffatomen spalten, werden hingegen als
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Esterasen (EC 3:1:1:1) bezeichnet. (Wobei die meikipasen ebenfalls hervorragende Katalysatoren

der Hydrolyse kurzkettiger Acylglycerolester daliste)

1.2 Struktur

Die Aminosauresequenz der verschiedenen Lipasehetrd im Vergleich zu anderen Enzymfamilien
erstaunlich heterogen, trotzdem gehéren alle ieridreidimensionalen Struktur aufgeklarten Lipasen
einem gemeinsamen 3D-Struktur-Typ an. Da alle ldpagen gleichen Reaktionstyp katalysieren —

die Esterhydrolyse — wird das gemeinsame Faltungtsmnalsu/f - Hydrolase Faltung bezeichnet (3).

(A) (B)

Abb. 1-1: (A) Schematische Darstellung einer typischéf - Hydrolase Faltung (Rechtecke kennzeichaen
Helices, Pfeile kennzeichnghFaltblatter); die topologischen Positionen derakdischen Aminosauren sind
angezeigt;(B) o/p - Hydrolase Faltung am Beispiel der Kristallstiwkder Bacillus subtilis Lipase mit 6
parallelenp-sheets, eingeschlossen vorudelices (Bildquelle: Protein Crystallography Groupniversitat
Groningen, http://www.xray.chem.rug.nl/Home_g.htm)

Dieses Faltungsmuster zeichnet sich durch (meiseis nahezu parallel angeordngtEaltblatter
im Zentrum der Hydrolase aus, dabei ist das zwEdé#blatt antiparallel angeordnet. Diefe
Faltblatter sind wiederum beidseitig varHelices umgeben. Alle/p - Hydrolasen zeigen dabei eine

identische Abfolge der Strukturdoméanen.

Die o/p - Hydrolyse Faltung ist gemeinsames Strukturmetkaii@r bislang bekannten Lipasen,
dennoch treten auch hier bestimmte strukturelle &imilungen auf. So besitzen zum Beispiel die

Lipasen ausBacillus subtilis (siehe Abb. 1-1) undChromobacterium viscosum nur sechs parallel
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angeordneteB-Faltblatter, die Carboxylesterasmus Pseudomonas fluorescens besitzt siebenp-
Faltblatter und die Lipase auSreptomyces exfoliatus besitzt neun antiparallel angeordndie
Faltblatter (1).

1.3 Der Katalyse-Mechanismus der enzymatischen Este  rhydrolyse

Verantwortlich fur die Hydrolyse sind die drei essellen Aminosduren Serin, Histidin und Aspartat
bzw. Glutamat im katalytischen Zentrum des EnzyMan spricht deshalb von der katalytischen
Triade. Die Anordnung dieser drei Aminosauren iha#y der o/p - Hydrolyse Faltung ist bei allen
bekannten Lipasen gleich (siehe Abb. 1-1). Die Addoaus Faltblatf3s, Serin und der darauf
folgendenu-Helix wird aufgrund der stark gebogenen Tertiduguir dieses Bereiches alscleophilic
elbow bezeichnet (4)(5).

Der Mechanismus Lipase-katalysierter Hydrolysen rist dem der Serinproteasen-katalysierten
Proteinspaltung vergleichbar. Gelangt das Substeakatalytische Zentrum, wird es am Carbonyl-

Kohlenstoffatom nucleophil durch die Hydroxylgrupghes katalytischen Serins angegriffen.

Das entstehende Oxyanion der ersten tetrahedraléacizenstufe wird durch die so genannte
Oxyanion-Tasche stabilisiert, welche sich aus demdAFunktionen zweier Aminosauren des Protein-
Grundgerusts bildet. Eine dieser beiden Aminosébedimdet sich in der Sequenz direkt hinter dem
katalytischen Serin, die Position der zweiten Armstiure befindet sich am Ende des dritfen
Faltblatts.

Das katalytische Histidin verstéarkt die Nucleophildes Serins, welches beim Angriff als
Protonenakzeptor fungiert. Die entstehende positadung des Histidins wird durch die negative
Ladung von Aspartat (oder Glutamat) tber elekttisthe Wechselwirkung stabilisiert. Die Position
der stabilisierenden aciden Aminosaure befindét sit Prototyp dew/p - Hydrolase Faltung nach

dem siebtenp-Faltblatt und ist in der dreidimensionalen Strukisb ausgerichtet, dass eine

Wasserstoff-Briickenbindung zum katalytischen Histalisgebildet werden kann.

In weiterer Folge kommt es zur Abspaltung von Aldblunter Bildung einer Acylenzym-
Zwischenstufe. Im Hydrolyseschritt greift nun Wasdas Acylenzym unter Ausbildung des zweiten
tetrahedralen Intermediates nucleophil an. Der ldigftende Schritt fihrt dann zur Abspaltung der
Saure und zur Regeneration der freien Lipase (6).

Geschwindigkeitsbestimmend fur die Gesamtreaktish die Abspaltung des Alkohols nach

Ausbildung des ersten tetrahedralen Intermediates.
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Abb. 1-2: Die Lipase-katalysierte Hydrolyse eines Estesd: Nucleophiler Angriff der Hydroxylgruppe des
Serins auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Sutsstdas Oxyanion im ersten tetrahedralen Intermé&@in
wird durch die Oxyanion-Bindetasche stabilisielt) @las katalytische Histidin Ubertragt ein Protori den
abzuspaltenden Teil des Substrats; im verbleiberdgrienzym ist die Saureseite Uber das Seitenketten
Sauerstoffatom des aktiven Serins verestgjt (c) Das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Acylenzyms wigh
einem Wasser-Molekil angegriffen; das gebildete ddign des zweiten tetrahedralen IntermediBXs Wird
analog zu B) stabilisiert; () Das katalytische Histidin Gbertragt ein Protormz8eitenketten-Sauerstoff des
Serins und die Esterbindung zwischen Serin und eSaird gebrochen; die freie Carbonsaure verlasst da
Enzym und regeneriert hierdurch die Lipasg; (Substrat und Wasser-Molekiil sind jeweils in bieugestellt.

1)

1.3.1 Grenzflachenaktivierung

Das Phanomen der Grenzflachenaktivierung wurdatbdryei der Definition der Lipasen erwahnt und
bezieht sich auf die deutliche Aktivitatssteigerudge die meisten Lipasen bei Kontakt mit einer
Lipid-Wasser Grenzflache aufweisen (7).

Ursache dieses Phanomens ist eine Veranderung rditindensionalen Struktur der Lipase bei
Kontakt mit einer hydrophoben Grenzflache. Anhaed dberlagerten Kristallstrukturen von freier
und inhibierter Rhizomucor mihei Lipase ist ersichtlich, dass sich nur ein helikales
Sekundarstrukturelement signifikant verandert. Bsesogenannte Lid blockiert in der inaktiven
(geschlossenen) Konformation den Zugang des Stbhatwan katalytischen Zentrum. In der aktiven
(getffneten) Konformation mit gebundenem Inhibiiet aufgrund der veranderten Position der

Lidstruktur der Zugang zum katalytischen Zentruei. fr
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Treibende Kraft hinter dieser Konformationsanderistgler ausgesprochen hydrophobe Bereich rund
um das katalytische Zentrum des Enzyms, der beh§essener Konformation von der hydrophoben
Innenseite des Lids abgeschirmt wird, wahrend grdphile Aul3enseite des Lids der wassrigen
Umgebung zugewandt ist. Bei Kontakt mit einer hythaben Grenzflache andert sich die energetisch
gunstigere raumliche Struktur des Enzyms hin zudergin Konformation, bei der sowohl die
hydrophobe Lid Innenseite, als auch der hydropHéeeich um das katalytische Zentrum mit der
hydrophoben Grenzflache in Kontakt treten. Diedéetkdie verminderte Enzymaktivitat gegentuber
Substraten in wassrigen Systemen im Vergleich nayBaktivitat an hydrophoben Grenzflachen.

Bei den meisten Lipasen handelt es sich bei deiStidktur um eine einzelne kurazeHelix.
Es sind jedoch andere Beispiele bekannt, in demen Elelices oder auch eine Schleife das Lid
bilden.
Ein weiterer Effekt der Offnung des Lids ist, dassinigen Lipasen eine der beiden Aminosauren, die
die Oxyanion-Tasche bilden, erst durch diese Konfdionsanderung in die geeignete Position zur

Ausbildung einer Wasserstoff-Brickenbindung gebragid.

Abb. 1-3: R mihei Lipase in offener (Lid in
schwarz) und geschlossener (Lid in grau)
Konformation. Dargestellt sind zwei Uberlagerte
Kristallstrukturen. In der offenen Konformation
ist ein Inhibitor im katalytischen Zentrum
gebunden und Arg-86 ist in rdumlicher Nahe zu
Asp-61. (38)
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1.4 Stereoselektivitat von Lipasen

Lipasen zeigen gegenuber Triacylglycerol-Substratenei Arten der Selektivitdt. Die
Fettsaureselektivitat bezieht sich auf die unteestlithe Praferenz der Lipasen fir die Umsetzung
von Substraten mit langen und kurzen sowie geséttignd ungesattigteni§/trans) Fettsauren.

Des Weiteren zeigen die Enzyme eine Regioseleitjvidie sich auf die Position der aus einem
Triacylglycerol freigesetzten Fettsaure beziehtt Beol3teil der Lipasen, wie zum Beispktizopus
delemar Lipase, ist 1,3 regioselektiv, was bedeutet, dassnur die priméren Fettsdureester eines
Triacylglycerols spalten. Die einzig bekannte Lipanit einer Selektivitat fur den sekundaren Ester
am C2 eines Glycerols i€andida antarctica Lipase (8). Alle nicht unter die ersten beidend¢atrien
fallenden Lipasen hydrolysieren unspezifisch alleei dPositionen eines Triacylglycerols mit
vergleichbarer Geschwindigkeit (zum Beisgehicilium expansum Lipase).

Schlief3lich findet man eine Stereoselektivitat, dei die Lipase auch zwischen den beiden priméaren
Positionen des Triacylglycerols unterscheidet. Yaei mdoglichen enantiomeren Produkten wird im

Fall einer stereoselektiven Katalyse nur ein Emaméir bevorzugt gebildet.

Bemerkenswert ist der Umstand, dass diese Steektiséht nicht davon abhangig ist, ob das
Ausgangssubstrat selbst chiral ist oder nicht.

Die Stereoselektivitat ist also nicht zu verwechgeit der bekannten Stereospezifitat vieler Enzyme
(auch Lipasen) fur eines von zwei stereoisomerdsstgaten, die zur Racemattrennung und Erzeugung
enantiomerenreiner Produkte benutzt wird.

Vielmehr liegt die Stereoselektivitdt von Lipasender Bindung des Triacylglycerols an das chirale
Enzym begriindet, wobei alle Seitenketten des Satbs@inbezogen werden und in Folge nur eine
einzige raumliche Enzym-Substrat Konformation miednigster Energie existiert. Aus dieser
Konformation resultiert ein enantiomerenreines Bkbddas bevorzugt gebildet wird. Man spricht

deshalb auch von Stereopréaferenz.

Zusatzlich beeinflussen weitere wesentliche Faktatie Stereoselektivitdt von Lipasen. Erstens ist
dies die Topographie des Enzyms, also die Struleionente, die fur die Substratbindung
verantwortlich sind und deren raumliche Ausrichtand der Oberflache bzw. innerhalb des Enzyms,
weiters wirkt sich die Beschaffenheit der Seitetéetdes Substrats aus, vor allem die Lange der
Kohlenstoffketten sowie deren raumliche Ausdehnyt@) (10). (Zusatzlich haben auch die
Reaktionsbedingungén vitro einen entscheidenden Einfluss auf die Stereo$etéks)

Im Fall der Stereoselektivitat von Lipasen spitdbadie absolute Konfiguration von (mdglicherweise)
chiralen Triacylglycerolen nur eine untergeordnd®elle bei der Ausbildung der absoluten

Konfiguration der Hydrolyseprodukte, beide Enangoenstellen immer ein geeignetes Substrat dar.
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1.4.1 Triacylglycerol Substrate

Triacylglycerole sind die natirlichen Substrate ddpasen. Im Fall von zwei identischen
Substituenten irsn-1 und sn-3 Position ist das Molekul prochiral (ein Molekigt prochiral bzw.
besitzt ein prochirales Zentrum, wenn es durch Mégéung eines Substituenten von einem achiralen

zu einem chiralen Molekul wird), chemisch sind bieden Positionen jedoch identisch.

Abb. 1-4  Schematische Darstellung der
Prochiralitat anhand der theoretischen Interaktion
des prochiralen Ethanols mit einem Enzym. Sind
Bindebereiche fir die Seitenketten des Substrdts au
dem Enzym vorhanden, fiihrt nur eine einzige
raumliche Ausrichtung des Substrats zu einer
erfolgreichen  Bildung des  Enzym/Substrat
Komplexes. Es entsteht theoretisch ein
enantiomerenreines Produkt.

Enzyme

Die beiden primaren Carbonylgruppen eines GlygeidiDerivates sind also auch im Fall identischer
Substituenten in Hinblick auf ihre Reaktionen m#tymmetrischen Strukturen (was beinahe alle
biologischen Prozesse umfassight identisch. Dies erklart zugleich, wie viele Lipasen zwischen
diesen beiden Positionen unterscheiden. Die sete@paltung einer Esterbindungdm-1 odersn-3

Pasition flhrt zu den entsprechenden 1,2- odeDRjBrceriden.

Abb. 1-5. Die sn-1, sn-2 und sn-3 Positionen in
Triacylglycerolen; die Positionesm-1 undsn-3 sind

0o HL-O t:_R_I prochiral.
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Die Stereoselektivitat vieler Lipasen wurde bereitgersucht, indem man ein prochirales Substrat wie
Triolein oder Trioctanin mit den Lipasen inkubiertend das entstehende Diacylglycerol durch
Reaktion mit enantiomerenreinem R-(+)-Phenyletioghy@nat in ein diastereomeres Produkt
Uuberfiihrte, das sich durch HPLC trennen lasst.

Anhand dieser Versuche konnte zum Beispiel gexetgtien, dagandida antarctica B Lipase 100%
Stereopraferenz fur die sn-3 Position von Triockargeigt, aber mit rund 38%e (enantiomeric
excess) die sn-1 Position von Triolein hydrolysi&PL (porcine pancreas lipase) zeigt keinerlei
Stereoselektivitat, wahrenducor miehei Lipase eine ausgepragte sn-1 Praferenz gegenéinenb
Substraten aufweist (8).

In welcher Position das Triacylglycerol bevorzugespalten wird, hangt also stark von der
eingesetzten Lipase ab. Die Mdbglichkeit der Vaoiatidieser Position in Abhangigkeit der
Substituenten des Substrates zeigt aber auch delicden Einfluss des Substrates selbst auf die

Stereoselektivitat des Enzyms.

1.4.2 Substratbindung

Weitreichende kristallographische Experimente warglen Lang und Dijkstra zur Aufklarung der
Substratbindung von Lipasen durchgefuihrt. Sie sotgiten Inhibitor-Lipase-Komplexe, die dem
ersten tetrahedralen Intermediat der Hydrolysepeethien (11). Dazu gehdrten beispielsweise die
Rontgenkristallstrukturen der humanen Pankreasskipand der Lipase aushizomucor miehei,
jeweils komplexiermit einem Phosphonat-Inhibitor, sowie der Lipase @andida rugosa mit einem
langkettigen Sulfonyl-Inhibitor.

Es zeigte sich, dass die FettsdurebindestellerLigasen in ihrer Form und Beschaffenheit stark
variieren.C. rugosa Lipase besitzt beispielsweise einen sogenannteroplgdben Tunnel, der sich
tief genug in das Innere des Enzyms erstreckt, ime €-18 Fettsaurekette zu binden. Meist jedoch
gentgen hydrophobe Vertiefungen an der Lipasendlobd als Bindestellen fur die Fettsdureketten
des Substrats. Im Lauf der Grenzflachenaktivierkamn sogar die Bewegung des Lids zur
Ausbildung von Fettsdure-Bindebereichen fihren,dider geschlossenen (inaktiven) Konformation
der Lipase als Strukturelement in dieser Form ga&htn vorliegen. Folgende sekundére

Substratbindestellen werden in der Literatur besbken:

- hydrophobic tunnel
- hydrophobic crevice
- hydrophobic dent

- hydrophobic/hydrophilic trench

10
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All diese Strukturelemente kénnen vorliegen unddiahaufgrund der grof3en Variationsmaoglichkeiten
ihrer Form, Ausrichtung und Kombination zur extrem&ielfalt der Substratspezifitat und

Stereoselektivitat von Lipasen (11).

Die Stereoselektivitdt von Lipasen lasst sich adebematisch so erklaren, dass die raumliche
Anordnung der verschiedenen SubstratbindestelleErmzym, sowie deren Grof3e und Ausbildung fur

geeignete Substrate zu einer ganz bestimmten réhenli Konformation des Enzym/Substrat

Komplexes fihren.

Diese Ausrichtung kann sich jedoch abh&ngig von 8eitenketten des Substrats andern oder
aufgrund deren sterischer Beschaffenheit (Doppéibigen, raumfillende Substituenten etc) gestort
werden. Somit kann die Stereoselektivitat des Emlzymotz dessen unveranderlicher Topographie

durch das Substrat beeinflusst werden.

Abb. 1-6; Schematische Darstellung

der moglichen Ausrichtung der

noco\éﬁ\u H\é‘&\ocon Substratbindestellen in drei
ROCOH,E” “&H,0C0R ROCOH,&” “CH,0COR verschiedenen Enzymen. S und S' sind
ein und dasselbe Triacylglycerol-

molekil, gespiegelt in der C1-C2-C3

Ebene. Ein theoretisches Enzym mit

absoluter sn-1 Stereopraferenz kann

@:o ” H\éﬁoc@ aufgrund seiner To_pographie nur den
& P! E*;-S Komplex mit dem Substrat

N2 BUpSiC | SEaEin bilden, was zu Hydrolyse der sn-1

CH,OCOR )

Position fuhrt. Umgekehrt kann ein
theoretisches Enzym mit absoluter sn-
3 Praferenz nur den BES' Komplex
formen. Einziger Unterschied
zwischen den beiden Enzymen ist die
Anordnung der Substratbindestellen.
Einem Enzym, das zwischen sn-1 und
sn-3 nicht unterscheidet, fehlen die
notwendigen Bindestellen entweder,

H . OCOR oder sie sind symmetrisch

NS ichtet, was zur Bildung der

> ausgerichtet, g
Komplexe E%sS und E%sS' zu

ROCOH,C~ ['CH;OCOR
gleichen Teilen und damit nicht
stereoselektiver Hydrolyse fiihrt (8).

E*,-S E*3-S'
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1.5 Fettstoffkatabolismus

Triacylglycerole (TAG) stellen die effizienteste rfo metabolischer Energiespeicher im Korper dar
und somit auch die wichtigste Energiequelle wahidadgerperioden oder erhéhtem Energiebedarf.
Im Vergleich zu freien Fettsauren zeigt TAG nurrsghringe biologische Toxizitat und ist als
Speichermedium deshalb besonders gut geeignet.i&Jfettsduren dem Metabolismus zugéanglich zu
machen, mussen die Fettspeicher jedoch lipolytisatbilisiert werden. Die dabei gebildeten
Fettsauren kbnnen als Detergens wirken, weshalbgdsamte Prozess einer exakten Regulation
unterworfen sein muss, die sicherstellt, dass dieisétzung der Fettsduren genau mit deren

Stoffwechsel und Mobilisierung balanciert ist (12).

Die wichtigste Aufgabe von Fettgewebe ist alsoAkkumulation von Lipiden durch Lipidsynthese in
Zeiten der Uberversorgung sowie deren Mobilisierangch TAG Hydrolyse bei entsprechendem
Energiebedarf.

Die Aktivierung der Lipolyse ist einer strengen mmonalen Kontrolle unterworfen und wird durch den
konzertierten Einsatz verschiedener Enzyme vollzpg@bei man bisher von der Annahme ausging,
dass die gut untersuchte hormonsensitive Lipasé)Hi® Schltsselrolle in diesem Prozess einnimmt
(13) (14).

Die Regulierung der HSL ist komplex und beinhalt@threre Mechanismen. Catecholamine wie
Adrenalin wirken als lipolytische Hormone und stilaten den Abbau durch Phosphorylierung der
HSL durch cAMP-abhangige Proteinkinase, wahrend-liatytische Hormone wie Insulin die
Mobilisierung im Wesentlichen durch Senkung des éAlevels inhibieren. Zusatzlich sind noch
weitere Rezeptoren, Signalkaskaden und Lipiddropletoziierte Proteine wie Perilipin an der
komplexen Regulation beteiligt (15).

HSL zeigt eine breite Substratspezifitit und hyghigit neben TAG auch Diacylglycerol,
Monoacylglycerol und Cholesterinestén. vitro Studien haben gezeigt, dass die Aktivitdt der HSL
gegenuber Diacylglycerol (DAG) und Cholesterinestedher ist als gegeniber TAG und
Monoacylglycerol (MAG) (16) (17). Trotzdem wurdesbvor kurzem angenommen, HSL sei das

entscheidende Enzym flr die Fettsduremobiliseragdipozyten.

Diese seit Uber 30 Jahren herrschende Meinung weod@llem durch die erfolgreiche Erzeugung
einer HSL -/- Maus in ein neues Licht gerickt ((B)). HSL galt als ein Paradebeispiel fur ein durch
reversible Phosphorylierung hormonreguliertes Enzgimch die Meinung Uber ihre tatsachliche
Wirkung in der Vielzahl an Geweben, in denen HSchgewiesen wurde, hat sich im Licht neuer
Erkenntnisse und der Aufklarung der komplexen Mgteiten der Phosphorylierung des Enzyms

stark gewandelt (20).
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Die Betrachtung des Fettgewebes von HSL -/- Madwechte einige unerwartete Ergebnisse. Die
Mause litten zwar nicht unter Fettleibigkeit, mdoné Mause waren jedoch steril aufgrund von
Oligospermie. Die Fettsdurezusammensetzung in gdmgpeen Triacylglycerolen unterschied sich von
jener in wildtype Mausen und legt eine Substrat$ipgzder HSL nahe, die bisher nicht durch Studien
an gereinigter HSL erkennbar wurde (21).

Weiters sinkt in HSL -/- Mausen die Fahigkeit zuxd@ Hydrolyse nach Osuga et al. (18) nur um etwa
60%, wahrend die Fahigkeit zur Spaltung von Chelaststern nicht mehr nachweisbar ist (22).
Trotzdem wurde in Lipolyse Untersuchungen festdiestelass die Catecholamin-stimulierte

Freisetzung von Glycerol in Fettzellen HSL defite@nMause fast vollig ausgeschaltet war, obwohl
noch immer die Freisetzung von freien Fettsdurembaehtet wurde. Dieser anscheinende
Widerspruch wurde durch die Beobachtung aufgektizss HSL defiziente Fettzellen DAG anstelle
von TAG akkumulieren (23) (24).

HSL defiziente Mause zeigten also unerwartet k&iegleibigkeit durch irreversible Anhaufung von
TAG, sondern hatten normales oder sogar reduzieKéspergewicht im Vergleich zu
Kontrollm&usen.

Dies fuhrte zur Annahme, dass ein oder mehreraigdie Enzyme fur die Triacylglycerolhydrolyse
verantwortlich sein miissen und mindete schlieftiater Entdeckung und Beschreibung der ATGL

und ihrer ausgepragten Substratspezifitdt gegeruisaylglycerolen (25).

ATGL ist ein 54 kD Protein mit einer bemerkenswearggrukturellen Eigenheit. In einem rund 260
Aminosauren umfassenden Bereich der N-terminalegidRedes Enzyms existiert eine "Patatin”
Domane, die eigentlich nur in Pflanzenspeicherpmete wie deren Prototyp Patatin in
Kartoffelknollen, auftritt (26). Im Unterschied zlen meisten anderen Lipasen enthalt ATGL auch
keine katalytische Triade, sondern eine Diade £&gx)}. Das aktive Zentrum ist in der bekannten,

konservierten G-X-S-X-G S Sequenz lokalisiert urad &Enzym zeigt die typischgp — Hydrolase

Faltung.
AA250 AA309 AA391 AA486
A “complete” a/p-hydrolase fold B c D
N| Patatin-domain | c
A A o
Serd7 DXG/A potential lipid
GXSXG binding site

Abb. 1-7: Anordnung der funktionellen Doméanen in ATGL. AbsithA enthalt die

Patatin Domane, in der auch das wahrscheinlichvek8erin an Position 47 im
GXSXG Motiv lokalisiert ist. Abschnitt C besteht saweiner hohen Zahl an
hydrophoben Aminosauren, was auf eine magliche Mamtbzw. Lipid-Bindestelle
hinweist. Abschnitt B und D haben keine erkennbaenktion. Dieselben
Strukturmotive treten auch in Adiponutrin und G&f#ilichem Protein auf. (29)
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Zusatzlich wurde im Lauf eines Projekts namens Goatjpve Gene Identification, in dessen Rahmen
150 neue, zwischeaenorhabditis elegans und Menschen konservierte Transkripte festgehalten
wurden, das Protein CGI-58 entdeckt, das eberdalks Rolle im Lipidstoffwechsel spielt.

CGI-58 gehort zur Esterase/Thioesterase/Lipaserfdnidie, einer groRen Gruppe von Proteinen, die
als gemeinsames Strukturelement dig — Hydrolase Faltung aufweisen und agiert als emtygther
Cofaktor der ATGL und erhdht deren lipolytische ikét bis zum 20fachen. Weiters wurde CGI-58
als ausschlaggebend fur das Chanarin-Dorfman Sym@@bDS) identifiziert, einer Erbkrankheit, bei
der die Betroffenen neutrale Lipide in verschiedemsGeweben akkumulieren, was auch zur

alternativen Bezeichnung "neutral lipide storagedse" (NLSD) fuhrt (27) (28).

Neben der HSL, der eben erst kirzlich beschrieb&d&sL, die offenbar eine entscheidende Rolle im
ersten Schritt der Fettsduremobilisierung spieff) (@owie deren Cofaktor CGI-58 existiert mit der
Monoglyceridlipase (MGL) noch ein drittes fur diépblyse wesentliches Enzym. MGL ist fir den
finalen Abbau von Monoacylglycerolen zu freien Béttren und Glycerol verantwortlich. Die Absenz
von MGL fuhrt zur Akkumulation von toxischen Mongéglycerolen.

MGL ist ein 33 kD Protein und zeigt neben Aktivigdgeniber primaren Monoacylglycerolen auch
die Fahigkeit zur Hydrolyse der sn-2 EsterbinduB@).( Die physiologische Rolle der MGL ist also
der Abbau der Monoacylglycerole, die im Laufe dgridimobilisierung gebildet werden.

Glucose

Plasma membrane

Glucose

NEFA

TRANSPORT l Glycerol-3-P
DIFFUSION Acyl-CoA

ESTERIFICATIO

EFE

3 NEFA

GLYCEROIL*MAG*+ DAG<*TAG
AT-LIPOLYSIS

Abb. 1-8 Vereinfachtes Schema der
Lipidmobilisierung und
Wiederaufnahme in Lipiddroplets in
Fettzellen. TAG: Triacylglycerol;
DAG: Diacylglycerol; MAG:
Monoacylglycerol; NEFA: non-
esterfied fatty acid (freie Fettsaure)
EXTRACELLULAR MEDIUM (37)

POLAR AQUEOUS
PHASE

\4

GLYCEROL

Cytosol
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1.6 Lipase Assays

Aufgrund der bedeutenden Rolle, die Lipasen in chieslensten technologischen Bereichen
innehaben, existiert eine Vielzahl von Methoden Bastimmung ihrer Aktivitat. Exakte Assays wie
die pH-Stat Methode, Wilhelmy Plate Methode odeldBop Methode benutzen ein aufwendiges
Gerate-Setup. Sie erlauben zwar eine verlasslidiwititsbestimmung, bendétigen jedoch auch eine
grof3e Menge an Enzym (0.1 bis 1 pug pro Assay) Gmtdén nicht automatisiert werden.

Weitere Methoden basieren auf Radioaktivitat, Goletrie oder Fluorometrie (31). Radioaktivitats-
Assays zeichnen sich durch die Mdglichkeit aus sBate verwenden zu kénnen, die das Enzym nicht
beeinflussen und vom Enzym nicht von einem natielic Substrat unterschieden werden kénnen.
Diese Assays geben folglich den genauesten Aufsshiliber das Aktivitats-Verhalten des Enzyms,
sind aber durch die Verwendung von Radioisotopenatien dazugehdrigen zeitaufwéandigen und
kostspieligen Sicherheitsvorkehrungen verbunden.

Colorimetrische Assays nutzen eine chromophorep@ru die Uber eine hydrolysierbare
Bindung an ein Substratanalog gebunden ist. Gemegsel der Absorptionsanstieg des durch
Enzymaktivitat freigesetzten Chromophors. Die Fmoetrie verfolgt die Fluoreszenzintensitat eines
an ein Substratanalog gebundenen fluoreszierendakekd bei einer bestimmten Wellenlange. Sie
stellt dadurch die sensitivere der beiden Methatien(32).

Beide spektroskopischen Methoden nutzen also ebst&t, das chemisch modifiziert wurde und
somit bis zu einem gewissen Grad das Enzym besesiflgeien es nun Substraterkennungsprozesse,

Substratbindung, Geschwindigkeit der Hydrolyse anderes mehr.

Ein Marker dessen Einfluss auf das Enzym gerinquigt der das natirliche Verhalten von Lipid-
Substraten am besten nachahmt, ist ein amw-dResition einer Fettsaure gebundenes Pyren (33) (34
In diesem Fall ist ein unpolarer Marker an einepalaren Substituenten gebunden. Weiters istoelie
Position der Fettsaure jene mit der geringsten kaddeen Ordnung. Somit sollten in dieser Region
perturbierende Effekte minimal sein. Ein Triacylgdyol mit einer terminal Pyren-substituierten
Fettsaure wird durch die Markierung chiral. Sindsdi Substratanologa also stereochemisch rein, kann
zusatzlich zur Aktivitatsbestimmung anhand der kehan Produkte auch die Stereoselektivitat der

untersuchten Lipase bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde die Anwendbarkeit von aoktsechiedenen pyrenmarkierten Substraten zur
Aktivitats- und Stereoselektivitatsbestimmung varefmen, sowie deren Einsatzmdglichkeit zur
Lipasebestimmung in komplexen Medien wie Cytosol &ettgewebehomogenaten etabliert und

angewandt.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Substrate

Fir unsere Untersuchungen setzten wir ein Set ymnmarkierten Substraten ein, deren Synthese
von Gernot Riesenhuber wie in seiner Dissertatesthrieben (35) durchgefihrt wurde. Folgende

Substrate kamen zum Einsatz:

Tabelle 2-1 Ubersicht iiber die fiir die Assays verwendetenemyarkierten Substrate

Molekulargewicht und

Substrat Abkiirzung
Summenformel
o
0@ i
o—— 446.578
: sn-1 PD-MAG
HO w4 C29H34O4

HO—=

OH

(0]
OO 446.578
sn-2 PD-MAG
oH Ca9H3404

o

HOm=——=H 446.578

OO sn-3 PD-MAG
o Ca9H3404

0@ i
o 684.987
rac-1(3) PD-DAG

Cu5HesOs

@@ i
: 923.395

NANANANANN T sn-1 PD-TAG
: Ce1H9406
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/\/\/\/\/\/\/\/\ : 923.395
O} sn-3 PD-TAG

: Ce1H4O6
o—=>=

741.138

OO °
o Cs3H720;

o
OO 400.552
ce -
CagH320:

Bei den Substraten handelte es sich in erster Limigyrenmarkierte Glycerolipide, die zum gré3ten
Teil enantiomerenrein synthetisiert wurden, um éwelte Stereopraferenzen der untersuchten
Enzyme sichtbar zu machen. Zusatzlich kamen Pyoamd@ureethyl- bzw. cholesterylester zum

Einsatz.

2.2 Assays mit mikrobiellen Lipasen

2.2.1 Mikrobielle Lipasen

Folgende kommerziell erhaltliche mikrobielle Lipassurden zur Entwicklung und Validierung der

Methode verwendet:

Rhizomucor miehel Lipase (RML), Sigma Aldrich, (Cat. No. 62291, St. LouMQ, USA)
Chromobacterium viscosum Lipase (CVL), Biocatalysts Ltd. (Cardiff, UK)

Candida cylindracea Cholesterol Esteras€ccCE), Roche Diagnostics GmbH (Cat. No.
10393916001, Mannheim, Germany)

Von diesen Enzymen wurden fur die Enzym-Assays hgen von 20ng/uL Enzym in Tris-HCI
Puffer (100mM, pH 7,4) hergestellt. Da deren Aktivijedoch schnell abnimmt, sollten sie bei 4°C im

Dunkeln gelagert und innerhalb von 48h verwendeter
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2.2.2 Herstellung der Substratemulsionen

Zur Entwicklung der Methode (proof of principle) wien in der ersten Phase mikrobielle Lipasen
eingesetzt, die gegenuber Detergenzien relativatodind. Fur diese ersten Screenings wurden Lipid-
Micellen mit Triton X-100 als Detergens hergestellt

In einem Glas-Vial wurden 100pL Triton X-100 L6sufiOmM) in CHCI3 und 20uL einer 10mM
Losung des jeweiligen Substrates (ebenfalls in GH@emischt und das Chloroform wurde
anschliel3end unter,Nstrom verdampft.

Das Vial mit dem verbliebenen Lipidfilm wurde miOml Tris-HCI Puffer (100mM, pH 7,4)
aufgefillt und dann mit Ultraschall (Labsonic 15B0,Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany)
bei 140W ohne Kihlung mit einer 4mm Ultraschallsorfdr eine Minute beschallt. Die dabei
entstehenden Lipidmicellen kénnen einige Wochembg@igelagert werden. Vor Verwendung wurden

die Substrate auf 30°C erwarmt und grindlich gexbrt

2.2.3 Lipase-Assays und TLC-Analyse der Lipide

In Eppendorf Tubes wurden 100uL Substratemulsiomtsfeicht 2nmol Substrat) mit
unterschiedlichen Mengen (2.5, 5.0, 25, 50 und Lp@&nzym Ldsung (20ng/uL, siehe Kap. 2.2.1)
gemischt und (falls nétig) mit Tris-HCI Puffer (1@, pH 7,4) auf 200uL aufgefullt. Das Substrat
wurde mit dem Enzym fir 30min bei 37°C auf einenp&mlorf Thermomixer unter konstantem
Schutteln inkubiert und die Reaktion schlie3licmatiuZusatz von 1mL CHgMeOH (2:1) gestoppt.
Danach wurden 20uL HCI (1M) zugesetzt, um die frek@ttsduren quantitativ zur undissoziierten
S&ure zu verschieben.

Das erhaltene Zweiphasen System wurde fiir 4mirtigrgévortext und anschlielend kurz bei 9000g
zentrifugiert, um eine saubere Phasentrennung zalemn. Dabei l16sen sich das Substrat sowie alle
eventuell vorliegenden Abbauprodukte und Zwischdastin der organischen Phase, wéhrend das
Enzym entweder ausfallt und als weil3er Niederschtagler Grenzflache der beiden Phasen sichtbar
wird oder geldst in der wasserigen Phase verblBilet.wasserige Phase wurde zusammen mit dem
eventuell vorhandenen Niederschlag quantitativ ipert (Gilson pipette tips 1000, Greiner Bio-
One GmbH, Kremsmuiinster, Austria).

Die organische Phase wurde nochmals mit 500p0/MeOH (4:1) gewaschen, gevortext und
zentrifugiert und die Phasen wiederum wie obenegetr Das CHGIlder erhaltenen Probe wurde
mittels N-Strom entfernt und der Rickstand in 20uL CHg&dldst und quantitativ auf eine Kieselgel-
beschichtete Aluminiumplatte aufgetragen (Silich&fe Cat. No. 1.05553.0001, Merck, Darmstadt,
Germany). Als Laufmittel diente CHZEtAc (90:10) und die erhaltenen Spots wurden isitééner
CCD Kamera (Herolab EASY System, Software WinEayyB®l einer Anregungswellenlange von

365nm sichtbar gemacht.
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2.2.4 Lipase Assays und HPLC-Analyse der Lipide

Fir die HPLC Trennungen wurde im Gegensatz zu dabgbantitativen TLC Analysen eine
konstante Enzymmenge (1000ng pro Ansatz), aberaaftiedlich lange Inkubationszeiten gewabhlt. In
einem Eppendorf Tube wurden 100pL Substratemul&oamol) mit 50uL Enzymlésung (20ng/pL)
in Tris-HCI Puffer (100mM, pH 7,4) und weiteren 30firis-HCI Puffer (100mM, pH 7,4) gemischt
und wiederum fir 30min bei 37°C auf einem Eppendtrmomixer inkubiert. Die Reaktion wurde
nach verschieden langen Inkubationszeiten (5, @&ir9 durch Zusatz von 1ml CHZMeOH (2:1,
HPLC rein!) gestoppt. Schliel3lich wurden noch 2G4Cl (1M) zugesetzt, um die freien Fettsauren
guantitativ zur undissoziierten Saure zu verschialred als interner Standard wurden 20uL 0,1mM
PD-CE in CHC{ zugefugt (entspricht 2nmol).

PD-CE wurde aufgrund seines definierten, gut getean und reproduzierbaren HPLC Peaks als
interner Standard gewahlt. Bei Assays mit PD-CE Sabstrat hatte ein anderer interner Standard
verwendet werden missen, allerdings stellte sichuse das PD-CE als Substrat von den Enzymen
nicht akzeptiert wurde.

Das erhaltene Zweiphasen System wurde, wie bdoeitshrieben, fur 4min kraftig gevortext und
anschlielRend kurz bei 9000g zentrifugiert, um sigbere Phasentrennung zu erzielen. Die wasserige
Phase wurde quantitativ abpipettiert (Gilson pipetips 1000, Greiner Bio-One GmbH,
Kremsminster, Austria). Die organische Phase wurdehmals mit 500uL pD/MeOH (4:1)
gewaschen, gevortext und zentrifugiert und die &hage oben getrennt. Die erhaltene Probe wurde
durch eine 4mm Millex®-LG Syringe Filter Unit miDRm Porengroi3e filtriert und abschliel3end in
einem 15mL HPLC Glas-Vial (La-Pha-Pack®, Wernerifi@escheidt GmbH, Langerwehe,
Deutschland) gesammelt, um eventuell noch in dgarmschen Phase verbliebene Enzymaggregate
und sonstige Festkorper, die die HPLC S&aule vefestogonnten, zu entfernen. Aus dieser Probe

wurden 10pL per Autosampler in das HPLC Systenzigmj.

2.2.5 HPLC System und Trennungsbedingungen

Die HPLC-Apparatur bestand aus einem Waters 268&rntmgsmodul (Waters Corporation, Milford,
MA, USA) und einer ACE C18 Séule (150 x 4,0mm) mit 3um Partikeldurchmessel 100 A
PorengroRe (Advanced Chromatography Technologiegrdeen, Scotland). Detektiert wurden die
Analyten mittels eines Waters 2475 MultiFluoreszenz-Detektors bei einer Anregungswellaggan
von 341nm und einer Emissionswellenldange von 377/@esteuert wurde das System per Computer
mittels Empower™ Software (Waters).

Alle verwendeten Laufmittel waren von Carl Roth Gii& Co KG (HPLC rein, Karlsruhe,

Germany).
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Als mobile Phase wurde flr die ersten 4 Minutere éitischung aus 95 MeOH und 5% Wasser nr
0,1% Trifluoressigsaure (TFA) verwendet, dann wuitter 2 Minuten linear auf 100% Acet
gewechselt und bis Minute 10,5 ibehalten. AnschlieBend wurde wieder auf
Ausgangszusammensetzung MeO,0 gewechselt und 1,5 Minutdang beibehalten, um fiur d
nachste Injektion wieder gleiche Startbedingungearhalten

10pL Probe wurden injiziertEin Analysenlauf dauerte 12 Minutdrei einer Durchflussrate wvc
0,8mL/min. Die Probentemperatur im Probensammléubel5°C (bei geringerer Temperatur kon

es zu Ausfallungserscheinunge. Die Saule wurde konstant auf 30°C gehalten.
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Abb. 2-1: Typisches HPLC-8romatoramm mit den Peaks der mit PDS markie®yceroipide bzw. den
moglichen Reaktionsprodukten nach enzymatischelti8mg sowie dem PD-CE Peak
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2.3 Assays mit humanen bzw. murinen Lipasen

2.3.1 Herstellung der Substratemulsion

Fur den Einsatz mit humanen bzw. murinen Lipaserdem die Substrate prinzipiell auf die gleiche
Art und Weise hergestellt wie unter Kap. 2.2.2 besben, allerdings wurde statt Triton X-100 PC/PI
als Vesikelbildner verwendet. In einem Glas-Vialrden 100uL einer Lésung von 10mg/mL PC/PI
(3:1) in CHCE und 20puL einer 10mM Lésung des jeweiligen Subssrétbenfalls in CHGJ gemischt
und das Chloroform wurde anschliel3end unteBtdom verdampft.

Das Vial mit dem verbliebenen Lipidfilm wurde miOmL Tris-HCI Puffer (100mM, pH 7,4)
aufgefillt und dann mit Ultraschall (Labsonic 15B0,Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany)
bei 140W ohne Kihlung mit einer 4mm Ultraschallsofigh eine Minute beschallt. Vor Verwendung

wurden die Substrate auf 30°C erwarmt und grindjelortext.

Bei den Substratemulsionen, die 5% BSA enthieltemde der Lipidfilm nach Abdampfen des CHCI
mit 7,5 mL Tris-HCl Puffer aufgenommen und besdhalhd anschlieRend mit 20% BSA
Stammldsung in PBS auf 10mL aufgefullt.

2.3.2 Zellkultur

Um die Substratspezifitdt und Regioselektivitdt mmmanen Lipasen zu untersuchen, wurden die
Enzyme HSL (Hormonsensitive Lipase), MGL (Monoglydipase) und ATGL (Adipose Tissue
Lipase) transient in COS-7 Zellen (ATCC #CRL 16%pnkey African green kidney, SV40
transformiert; MRC Laboratory of Molecular Biologgxprimiert. Die COS-7 Zellen wurden von
Rudolf Zechner (Karl-Franzens Universitat Graz) Yerflgung gestellt.

Die Plastikware flr die Zellkultur kam von Sarstett. (Leicester, UK).

Folgende Puffer, Medien und Zusatze wurden verwende

Dulbecco's Modified Eagle's Medium(DMEM; 1g/L Glucose, 25mM HEPES (4-(2-hydroxyethgt
piperazineethanesulfosaure), 4mM L-Glutamin)

1x Dulbecco's Phosphate buffered Salin®BS ohne Calcium und Magnesium)

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/mL Penicillin, 10mg/mL Streptomycin ihysiologischer
Salzlésung)

Trypsin/EDTA (0,5 g/L Trypsin, 0,2 g/L EDTA in 1x PBS)
- alles von PAA Laboratories GmbH (Linz, Osterrgich
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Fetales Kalbserum(fetal calf serum — FCS) von GIBCOTM (Eggenst&eutschland)

DMSO von Sigma (Steinheim, Deutschland)

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen und Schalen DMEM mit 10% FCS und 100U/mL
Penicillin, 100pg/L Streptomycin bei 37°C in waggsattigter Atmosphare und 5% CKultiviert.

Das Wachstumsmedium wurde alle 3 Tage gewechselt.

2.3.3 Auftauen der Zellen

Die tiefgefrorenen Zellen (-70°C) wurden schnelf &7°C erwarmt und dann sofort in 75tm
Zellkulturflaschen mit 15mL DMEM, 10% FCS und 100t/ Penicillin/Streptomycin Uberfihrt. Das

Medium wurde 24h nach der ersten Inkubation gewadths

2.3.4 Zellpassage

Nachdem die Zellen in den Kulturflaschen konfluarren (Uberprifung erfolgte mikroskopisch),
mussten sie zur weiteren Vermehrung gesplittetinmaitue Flaschen Gberflhrt werden. Dazu wurden
sie zwei Mal mit PBS gewaschen. Dann wurde derMetholayer mit Trypsin/EDTA (12mL flir eine
175cnt Flasche, 6mL fiir 75cmFlaschen) iiberschichtet und fiir maximal 5 Minugeri einer
Heizplatte auf 37°C erwarmt. Nach der Trypsinisigrikonnten die Zellen durch leichtes Schlagen
auf die Flasche vom GefalRboden geldst werden.

Die Trypsinisierung wurde durch Zugabe desselbetuiens an Wachstumsmedium gestoppt.
Schliel3lich wurde die erhaltene Zellsuspensioninseeriles Zentrifugationsréhrchen tberfuhrt und
bei 300g fur 2min pelletiert. Der Uberstand wurdgworfen und das Zellpellet in einem fiir die
weitere Aufteilung geeigneten Volumen Wachstumsinadi37°C) resuspendiert. Danach wurden die
Zellen in einem Split-Verhaltnis von 1:7 sofort axue Kulturflaschen verteilt, wo sie nach weiteren

4 Tagen wiederum Konfluenz erreichten.
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2.3.5 Frieren und Aufbewahrung der Zellen

Die Zellen wurden wie oben beschrieben geerntet mndVachstumsmedium mit 10% DMSO
resuspendiert. In 1,5mL Screw-Cap Vials wurden Wdig dieser Suspension, die 17,5cm
konfluenten Zell-Monolayers entsprechen, Uberfiimd dann bei einer kontrollierten Kihlrate von -
1°C pro Minute auf -70°C gekiihlt (NALGENE® Cryo 1f€ezing container). Aufbewahrt wurden

die Zellen in flussigem Stickstoff.

2.3.6 Transiente Expression von HSL, MGL, ATGL und  CGI 58
in COS-7 Zellen

Die cDNA der vier Enzyme wurde wie von Birner-Grberger R. et al. (36) beschrieben erhalten.
Das Klonen der cDNA in den eukaryotischen Expressiektor pcDNA4/HisMax (Invitrogen Inc.)
wurde durchgefiihrt im Labor von Rudolf Zechner (K&manzens Universitat Graz).

24 Stunden vor der Transfektion wurden die COS-feddn einem Splitverhaltnis von 1:3,7 in 6-
well-plates mit 2mL Wachstumsmedium unter normal@achstumsbedingungen uberfihrt. Zum
Zeitpunkt der Transfektion waren die Zellen zu dége 75% konfluent.

Die Transfektion der Zellen wurde mit MetafecteneTBiontex Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland) gemal den Angaben des Herstellerbgkfichrt.

4h nach der Transfektion wurde das Transfektionamedantfernt und die Zellen weitere 48h mit

frischem Wachstumsmedium inkubiert.

2.3.7 Ernten der Zellen und Proteinbestimmung

Die transfizierten Zellen wurden schliel3lich beC4/weimal mit PBS gewaschen, mit einem Gummi-
Kratzer geerntet und bei 3200g bei 4°C fur 5 Minutentrifugiert. Das Pellet wurde in Lysis Puffer
(PBS, 20 pg/mL Leupeptin, 2 pg/mL antipain, 1 pg/fepstatin) resuspendiert und die Zellen
schlieB3lich bei Eiskiuhlung durch Ultraschallbehandl aufgeschlossen (Braun Labsonic 1510,
Melsungen, Germany; Sondendurchmesser: 4 mm, bbegis&0-100 W, 2x 1 Minute). Die erhaltene
Losung wurde unter oben angeflhrten Bedingungerh reiomal zentrifugiert, um Kerne und
Zellfragmente zu entfernen.

Der Proteingehalt des Uberstandes wurde schlieftiittels Bradford-Test unter Verwendung des
Bio-Rad® Protein-Assay in Mikrotiterplatten bestitrdur Kalibration wurde Rinderserum Albumin

verwendet.
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2.3.8 B-Galactosidase Assay

Um die Effizienz der Transfektion zu tberprifen rdaieinf-Galactosidase Assay mit COS-7 Zellen
durchgefuhrt, die zu Kontrollzwecken mit lacZ traziert wurden.

48h nach der Transfektion wurden die Zellen einm#l PBS gewaschen und danach mit 0,5%
Glutaraldehyd in PBS fiir 5min bei Raumtemperatyieft. Danach wurde noch zweimal mit PBS
gewaschen und die Zellen mit 1mL X-Gal Losung dsfar

(L6sung I, 900uL, [10 mM phosphate buffer (pH 7.050 mM NaCl, 1 mM MgCI2, 3.3 mM
K4Fe(CN)63H20, and 3.3 mM K3Fe(CN)6] und Lésung I, 100uD 2P6 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-galactopyranosid in N,N-dimethylformamid] : )
wurden gemischt und auf die Zellen aufgebracht.)
Nach etwa 12h Inkubation ist die Farbung
abgeschlossen. Transfizierte Zellen erscheinen nach

der X-Gal Farbung blau.

Abb. 2-2  Phasenkontrastmikroskopisches
Aufnahme von COS-7 Zellen, transfiziert
dem  eukaryotischen  Expressionsve ; A
pcDNA4/HisMax, der das LacZ Gen, das fiF
die p-Galactosidase codiert, tragt. Bla [
Zellen sind erfolgreich transfiziert worden. | .
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2.3.9 COS-7 Cytosol Lipase-Assays fur HPLC und TLC-  Analyse

In Eppendorf Tubes wurden 100 pL (2 nmol) der jéigen Substratemulsion mit einer Menge des
Cytosolhomogenats gemischt, die 15019 Gesamtpretdgpricht.

Der Proteingehalt der Cytosolpraparation (siehe.Kap.8) lag durchschnittlich zwischen 1mg/mL
und 1,8mg/mL. Also wurden zwischen 80uL und 150pto€olhomogenat fur einen Assay bendtigt.
Um die Schwankungen im Proteingehalt kompensieuektnnen, wurde das Gesamtvolumen fur die
Assays auf 300pL erhoht, fehlendes Volumen wurddPBE aufgefuillt.

Das erhaltene Gemisch wurde fir 30min bei 37°Ces#m Eppendorf Thermomixer inkubiert und
die Reaktion durch Zusatz von 1mL CH@®eOH (2:1, HPLC rein!) gestoppt. Schlief3lich wunde
noch 20uL HCI (1M) zugesetzt, um die freien FettsBuquantitativ zur undissoziierten S&ure zu
verschieben und als interner Standard wurden 20N PD-CE in CHQ zugeflgt (entspricht
2nmol).

Das erhaltene Zweiphasen System wurde, wie bebegshrieben, fur 4min kraftig gevortext und
anschliel3end kurz bei 9000g zentrifugiert, um sagbere Phasentrennung zu erzielen. Die wasserige
Phase wurde quantitativ abpipettiert (Gilson pipetips 1000, Greiner Bio-One GmbH,
Kremsminster, Austria). Die organische Phase wurdehmals mit 500uL D/MeOH (4:1)
gewaschen, gevortext und zentrifugiert und die &hage oben getrennt. Die erhaltene Probe wurde
durch eine 4mm Millex®-LG Syringe Filter Unit miORm Porengréf3e filtriert und abschlieRend in
einem 15mL HPLC Glas-Vial (La-Pha-Pack®, Wernerifi@esscheidt GmbH, Langerwehe,
Deutschland) gesammelt, um eventuell noch in dgarischen Phase verbliebene Enzymaggregate
und sonstige Festkorper, die die HPLC Saule veistoptnnten, zu entfernen. Aus dieser Probe

wurden 10uL per Autosampler in das HPLC Systenziitji.

Fur die ebenfalls durchgefihrten TLC Analysen wulide zum Waschen und anschlieRendem
Trennen des Zweiphasensystems gleich verfahren.

Danach wird das CHgIlm N,-Strom verdampft, der Ruckstand in 20uL CkH&ufgenommen und
guantitativ auf eine Dunnschichtchromatographiepdihiumplatte aufgetragen (Silica gel 60, Cat.
No. 1.05553.0001, Merck, Darmstadt, Germany). Adsifimittel diente CHGIEtAc (90:10) und die
erhaltenen Spots wurden mittels CCD Kamera (Her&@ASY System, Software WinEasy32) bei

einer Anregungswellenldnge von 365nm sichtbar gaimac
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2.3.10 Mausfettgewebe

Schlief3lich untersuchten wir das Fettgewebe vodtyple und knockout Mausen, denen jeweils eines
der drei Enzyme ATGL, HSL oder MGL fehlte.

Das Fettgewebe wurde von Rudolf Zechner (Karl-FeaszZUniversitat Graz) zur Verfigung gestellt.
WeilRes (white adipose tissue — WAT) und brauneswbradipose tissue — BAT) Fettgewebe von
normal gefiutterten Mausen wurde in einem Tris-HCff& (10mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,25M Sucrose,
20pg/mL Leupeptin, 2pug/mL antipain, 1pg/mL Pepsjamittels eines Homgenplus Homogenizers
homogenisiert und dann bei 1000g fur 5min zentrdtigum nicht aufgeschlossene Zellfragmente zu

entfernen. Das erhaltene Homogenat wurde fir ditevem Experimente verwendet.

2.3.11 Mausfett Lipase-Assays fir die HPLC-Analyse

Fur die Lipase-Assays wurde der Proteingehalt desndgenats mittels Bradford-Test unter
Verwendung des Bio-Rad® Protein-Assay in Mikroplatten bestimmt. Zur Kalibration wurde
Rinderserum Albumin verwendet.

Die restliche Durchfiihrung entspricht exakt den €0Sytosol Lipase-Assays — siehe Kap. 2.3.9.
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2.4 Mausfett Lipase-Assays mit radioaktiv markierte ~ n Substraten

Die Fluoreszenzuntersuchungen an Mausfettgewebeaenunit drei radioaktiv markierten Substraten
wiederholt, um eventuelle Artefakte der Pyrenmatkig sichtbar zu machen. Folgende Substrate

kamen zum Einsatz:

Tabelle 2-2 Ubersicht uiber die fur die Lipase-Assays verwegleritiummarkierten Substrate

. Molekulargewicht spez.
Substrat Abkirzung und Summenformel Aktivitat
629.087
1 I *H-P-CE Ci?Amol
WO CaghtraT20, M
T
T (0]
/\/\/\/\/\/\/\/H\
(0] o——
ANANANAANA sl HP e e
?\ O";—'H TAG CaiHasT206 pCi/umol
A VAVAVAVAVAVANVANEE
(0]
/\/\/\/\/\/\/\/H\
(0] N
/\/\/\/\/\/\/\/H\o : N e i
T ﬁo " TAG CetHoeT206 puCi/umol
/\/\/\/\/\/\/\AO;
T

2.4.1 Durchfiihrung der radioaktiven Lipase-Assays

Zur Herstellung der Substratemulsion siehe Kap.12.3ur Durchfiihrung der Lipase-Assays siehe
Kap. 2.3.9. Die Trennung der Produkte erfolgteetstiLC.

Als Referenz wurde ein Gemisch von Tripalmitin, &ipitin und Olsaure mit einer Konzentration
von rund 10umol/mL jeder Substanz in CkiBérgestellt. 20uL dieser Referenzldsung wurderdeuf
TLC-Platte aufgetragen, als Laufmittel diente CHCIm die Fettsdure quantitativ zu deprotonieren
und damit das typische "Schmieren" organischer é&am DC zu verhindern, wurde auf jeden

Startpunkt vor Beginn der Trennung noch ein Tropgfaathylamin aufgetragen.
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Die Spots der Referenzsubstanzen konnten aufghuad um den Faktor 100 héheren Konzentration
in einer b-Kammer sichtbar gemacht werden. Aus den erhaltéhaiferten konnte dann auf die

Position der radioaktiven Spots geschlossen werden.

Abb. 2-3: DC zur Bestimmung der;RVerte von Olsaure (lane 1),
Dipalmitin (lane 2) und Tripalmitin (lane 3). Audthe 4 wurde das
Referenzgemisch mit allen drei Substanzen aufgetraguf alle
Startpunkte wurde vor Beginn der Trennung ein TeopfTEA
P (Triethylamin) aufgetragen, Laufmittel war reineld@Cl;. Die Spots
l.’ wurden mit p-Dampf sichtbar gemacht und danach mit Bleistift
dauerhaft markiert.

Auf die DC Platten fiur die radioaktiven Lipase-Agsavurde eine lane fir das Referenzgemisch
verwendet, nach der Trennung wurden die Spots déréhzsubstanzen in der lodkammer sichtbar
gemacht und so die Bereiche der radioaktiven Spot®C eingegrenzt. Der Cholesterinester bewegt

sich mit der Laufmittelfront und wird deshalb imlsen Bereich wie das Triacylglycerol lokalisiert.

Die DC Platte wurde schlief3lich mit Wasser

befeuchtet, die Spots abgekratzt und in

Szintillations Vials mit 8mL Szintillations-Cocktai
(5% HO) Uberfuhrt. Die Vials wurden sorgfaltig

(--, * Tripalmitin Bereich

gevortext und schlieBlich am Szinitillationszahler
(Packard Tri-Carb 2900TR Liquid Scintillation
Dipsmitin Bersich Counter mit Quanta Smart™ Software [Protocol#4-
3h_cpm.lsa] vermessel

Abb. 2-4: DC mit Bestimmung der radioaktiven
Spotbereiche. Entsprechend den Referenzspots auf
i persih lane 1 wird das DC gerastert und der gesamte
v ermittelte Bereich der radioaktiven Spots auf den
weiteren lanes fur die Sazinitillationszahlung
abgekratzt.

lane 2 lane 3 lane 4
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3. Resultate

3.1 Aktivitat und Selektivitdt mikrobieller Lipasen

3.1.1 Dunnschichtchromatographi sche Analysen

Zunachst wurde die Aktivitdtler bekannt robusten und aktivRhizomucor miehei Lipase (RML)

gegenubeallen uns zur Verfugunctehenden Substraten bestimmt. Digidtrennungerfolgte mittels
Dunnschichtchromatographie.

Die Substratemulsionen wurden wie urKap. 2.2.3 beschriebemergestellt unimit verschiedenen
RML-Mengen fir 30min bei 37°C inkuert. Nach Abtrennung des Enzyms und Extraktion der

Lipide wurden die Reaktiogemiscle auf TLCPlatten aufgetragen und aufgetre

sn-1PD-TAG

int. Std.
1nmol PDS 100ng E 500ng E 1000ng E 2000ng E Blank

1 2 3 4 5

Abb. 3-1:  Lipidspaltung durch RMLSubstrat: sn-1 PD-TAGDuUnnschichtchromatograph
des Reaktionsgemisches an Silicagel. LaufrCHCIy/EtAc (90:10)

Lane 1: 1nmol PDS als Standa

Lane 2-5: 2nmol Substrat inkubiert mit RML bei steigender ##mmenge

Lane 6: 2nmol Substrat ohne Enz

Das sn-1 PD-TAGvandert mit der Frontlie des Laufmittels ganz nach oben. Bei Abspaltuntg
Fettsaure an Position sné&wartet man d Bildung von fluoreszierendersn-1 PD-DAG, das
aufgrund seiner gegenuber dem TAG leicht erhéhtelari®at nicht ganz so weit wandert. E
Spaltung an Position sn-%ollte fluoreszierendew-Pyrendecansaurentstehn. Das gleichzeitig

gebildete Diacylglycerakt in diesem Fall unmarkiert und nicht sichtt
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Die freie Saure legt nur eine geringe Strecke Zuniied wird in ihrer Polaritdt nur durch das
Monoacylglycerol Ubertroffen. Wenn sn-1 PD-MAG dueine Abspaltung der Fettsdure an Position
sn-2 der Zwischenstufe sn-1 PD-DAG entstiinde, raiessbei sehr kleinenf/erten sichtbar sein.
Ergebnis: Bei dem hier als Substrat eingesetztett D-TAG wird deutlich, dass als erstes
Reaktionsprodukt (bei niedrigster Enzymkonzentrgti®DS sichtbar wird, was auf eine Bevorzugung
der sn-1 Position durch die RML schlieBen lasgpaling an Position sn-3 wirde zu sn-1 PD-DAG
als erstem Reaktionsprodukt fiihren.)

Bei steigender Enzymkonzentration werden neben resteigenden Menge an PDS auch
Diacylglycerol Spots sichtbar (Spaltung des TAGPasition sn-3). Die sn-1 Praferenz des Enzyms ist
also ausgepragt, aber nicht absolut. Da Diacylgbtcebenso ein Substrat der RML ist, wird auch
dieses unter Bildung von unmarkiertem sn-2 MAG fnaeier Fettsdure weiter umgesetzt. Dies fihrt
zur deutlich erkennbaren Abnahme der Intensitdt B&DAG Spots bei hdchster Enzym-
konzentration. Das Substrat wurde hier fast quatitizu sn-2 MAG und PDS bzw. Hexadecanséaure

umgesetzt.

5n-3 POLTAG

int. Std
1nmol PDS 100ng E 500ng E 1000ng E 2000ng E

1 2 3 4 5

Abb. 3-22  Lipidspaltung durch RML. Substrat: sn-3 PD-TABilnnschichtchromatographie
des Reaktionsgemisches an Silicagel. Laufm@telCly/EtAc (90:10)

Lane 1: 1nmol PDS als Standard
Lane 2-5:  2nmol Substrat inkubiert mit RML beiigemder Enzymmenge
Lane 6: 2nmol Substrat ohne Enzym

Wird sn-3 PD-TAG als Substrat eingesetzt, erwartah aufgrund der sn-1 Praferenz der RML nun
als erstes sichtbares Produkt sn-3 PD-DAG, wa#\bhs3-2 und Abb. 3-3 auch deutlich hervorgeht.
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Abb. 3-3; Dinnschichtchromatogphie wie in
Abb. 32, allerdings inkubiert mit der halbs
Menge an RML, um das Auftahen des ersten
Produktes sn-3 PIDAG besser sichtbar :
machen.

sn-3 PO-TAG

Da das fluoreszierende sn-3 IAG wiederum als Substrat fungiert, kommt es intereir Folge zu

Bildung von PDS, hauptsachlich durch weiteren Umgdgs im ersten Schritt entstanden D;

teilweise aber natlrlich auch durcdie unpraferenzielle Hydrolyse ader si-3 Position des

urspriinglichen Substrates.

rac-1(3)-PD-DAG

Abb. 3-4

Lipidspaltung durch RML. Substrarac-1(3) PD-DAG. Diunnschichtchromatograph

des Reaktinsgemisches an Silicagel. LaufmiiCHCIy/EtAc (90:10)

Lane 1: 1nmol PDS als Standa
Lane 2-5:

Lane 6: 2nmol Substrat ohne Enz

2nmol Substrat inkubiert mit RML bei steigender fimmenge

Die Hydrolyse vorDiacylglycero erfolgte bei deutlich niedrigerer EnzymkonzentnatiDie hdchst
Konzentration von RML inAbb. z-4 entspricht 100ng RML pro Ansatzvolum(im Vergleich zu
2000ng bei den Assays niitiacylglyceroen), wobei hier allerdings noch kein quantitativer Wz
vorliegt. Die Hydrolyse des PDAG flihrte zu PDS als einzig sichtbarem Produkts Wwadeutet, da

keine Hydrolyse an der shPosition stattfinde
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G

sn-1 FD-MAG

int. Std

50ng E 100ng E 500ng E 1000ng E inmol PDS _ 50ng E 100ng E 500ng E 1000ng E

1 2 3 5 6 1 23 4 5

Abb. 3-5:  Lipidspaltung durch RML. Substrat: sn-1 PD-MAGinKs) und sn-3 PD-MAG (rechts).

Dunnschichtchromatographie des Reaktionsgemisah&diaagel. LaufmittelCHCIy/EtAc (90:10)
Lane 1: 1nmol PDS als Standard

Lane 2-5:  2nmol Substrat inkubiert mit RML beiigeder Enzymmenge

Lane 6: 2nmol Substrat ohne Enzym

sn-1 PD-MAG sowie sn-3 PD-MAG zeigen beide idemtésdHydrolyseschemata und bendtigen
ahnlich niedrige Enzymkonzentrationen wie DAG, uwdiolysiert zu werden. (Bei 1000ng Enzym

pro Ansatzvolumen ist die Hydrolyse des Substrasntjtativ.)

Zu beachten ist, dass hier der Substratspot utited®es Spots des Hydrolyseprodukts liegt. Hier ist

PDS das einzig mogliche sichtbare Reaktionsprodektkénnen keine weiteren Aussagen Uber
Stereo- bzw. Regiopréaferenzen getroffen werden

L”‘[

2-PD-MAG

Abb. 3-6:  Lipidspaltung durch RML.
Substrat: sn-2 PD-MAG.
Dunnschichtchromatographie des
Reaktionsgemisches an  Silicagel.
Laufmitte.CHCIy/EtAc (90:10)

Lane 1: 1nmol PDS als Standard

Lane 2-5:  2nmol Substrat inkubiert mit RML bei
steigender Enzymmenge

Lane 6: 2nmol Substrat ohne Enzym

sn-2 PD-MAG wird ebenfalls hydrolysiert, im Vergthai zu den primér substituierten Glycerolen
jedoch mit weit geringerer Effizienz. Solange aed&wischenstufen als Substrat vorlagen, wurde
Hydrolyse an der Position sn-2 so gut wie nichtiaebitet.
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100ng E 500ng E 1000ng E

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 l

Abb. 3-7.  Lipidspaltung durch RML. Substrat: PD-EE (linksund PD-CE (rechts).
Dinnschichtchromatographie des Reaktionsgemisah&giaagel. LaufmittelCHCIy/EtAC

(90:10)
Lane 1: 1nmol PDS als Standard
Lane 2-5:  2nmol Substrat inkubiert mit RML beiigeander Enzymmenge
Lane 6: 2nmol Substrat ohne Enzym

Pyrendecansaureethylester als Substrat zeigt B&NHCENzym im Ansatz quantitative Hydrolyse, der

Cholesterinester jedoch wird bei keiner der eingtse Enzymkonzentration hydrolysiert.

Mit diesem Screening wurde gezeigt, dass unserenmarkierten Substrat-Analoga von der als
Referenzenzym herangezogeri@mzomucor miehei Lipase in Ubereinstimmung mit den bekannten
Substratpraferenzen hydrolysiert werden (abgesel®n Cholesterinester, worauf spater noch
eingegangen wird) und die Mdglichkeiten der Methadeden deutlich gemacht. Weiters wurden die
GrolRenordnungen der fir eine sichtbare Hydrolysgyed Konzentrationen von Enzym und Substrat
ermittelt.

Fur die geplante quantitative Betrachtung der Umesatignete sich die dinnschicht-
chromatographische Trennung, wie eigentlich erhafferdings nicht. Die Intensitéat der Spots wurde
zwar mittels CCD Kamera bestimmt, war allerdinghosc bei den PDS-Standardreihen kaum
reproduzierbar und zeigte deutliche Abhangigkeih wter Grofe und Form der Spots, sowie der
Temperatur (Abféhnen des Laufmittels von der DC ttPlaz.B. verursachte extreme
Intensitatsschwankungen, abhangig von der Erwarndendplatte — nach dem Abféhnen muss die DC
Platte im Dunkeln auf Raumtemperatur abkihlen). dlenUmséatze auch quantitativ bestimmen zu
koénnen, setzten wir ein HPLC Gerat mit Fluoreszetedktor fur die Auftrennung und Quantifizierung

der Lipid-Reaktionsgemische ein.
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3.1.2 HPLC Analysen

Im Gegensatz zur einfach anwendbaren TLC musst&/@ailsereitung fur die HPLC Analyse ein
HPLC Protokoll zur optimalen Trennung und Quarnitfimng der Analyten entwickelt werden. Dies
beinhaltet vor allem die Ermittlung der optimalemsZmmensetzung der mobilen Phase, des
Gradienten und der Laufzeit.

Nachdem die Bedingungen optimiert worden sind,ubtlalie HPLC als vollautomatisierbares high
throughput Verfahren allerdings die Analyse einerlxahl von Proben und deren exakter
quantitativer Bestimmung in kurzester Zeit sowie Auswertung einer gro3en Menge an Daten. Zur
HPLC und den Analysebedingungen siehe MaterialrehMethoden, Kap. 2.2.4 und 2.2.5.

Als erstes wurde geprift, ob die bereits im TLCe®Baing ermittelte sn-1 Praferenz der RML mittels
HPLC verifiziert werden kann. Zusétzlich wurden diktivitaten der Lipasen auShromobacterium
viscosum (CVL) und der Cholesterinesterase &ahdida cylindracea (ccCE) an den sn-1- und sn-3
Triacylglycerolen bestimmt. Bei diesen Experimentarrde (im Gegensatz zu den TLC Screenings)
mit konstanter Enzymkonzentration und steigend&ubationszeit gearbeitet (Kap. 2.2.4), um das
eventuell voribergehende Auftauchen von Zwischehgkien besser verfolgen und somit exaktere

Aussagen treffen zu kénnen.
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3.1.2.1 Bestimmung der Stereoselektivitat von
gegenuber fluoreszierendem Triacylglycerol

Rhizomucor miehei Lipase
mittels HPLC

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0% 5 min

0,0%

0 min

15 min

30 min

Abb. 3-8: Zeitabhégige Umsatze der Substrate-1 PD-TAG (links) und sn-3 PDAG (rechts)durch
RML. Die Balken zeigen den Prozentsatz der fluaezenden Spezies im Vedltnis zur

Gesamtfluoreszenz des Reaktionsgemis an. Das primarmgebildete DAG ist rot hervorgehot.
(Durchfiihrung: siehe Materialien und Methoc

In jedem unserer Lipaskssays wurden 2 nmol Substrat eingesetzt, was &fleerge von nmol
Pyren entspricht. Bei dieser Darstellung ten wr den Umstand, dass die Gesfluoreszenz der
Probe aufgrund der unverandert bleibenden Menge anRgonstant ist (geringe Schwankungen
Fluoreszenz des Pyrens, abhéngig von der molekuldragebung und damit von der jeweilic
Zwischenstufe der Hydrolyse, wurden vernachlassi@® kann aufgrund er Verteilung der
Fluoreszenz auf die verschiedenen Zwischenst(entspricht den verschiedenen HF-Fraktionen)
auch direkt auf deren Menge geschlossen we
Im Fall von sn-1 PD-TAGals Substrakannnach 5 min Inkubation rund 3% der Gesamtfluores
auf PDS zurtckgefihrt werdéneben einer sehr geringen Menge-DAG). Nach 15 Minuten sin
ca. 10%des Substrats hydrolysiert, nach der maximalendattanszeit von 30 Minuten tber 20
Als fluoreszierendes Hydrolyseprodukt erhaltenheuptsachlich PC neben sehr wenig F-DAG.
Dies verifiziert die bereits durch dTLC ermittelte st Praferenz der RML. Hydrolyse der-1
Seitenkette von sn-1 PDAG fuhrt zur Bildung von PDS,ie wir als Hauptreaktionsprodukt erhalt

Hydrolyse der si8 Seitenkettelhrt zur Bildung von PIBDAG, dessen Auftauchen zwar beobac
wird, dessen Anteil an der Gesamtfluoreszenz afigedbei maximal 3% lieg
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Umgekehrt entsteht bei der Abspaltung der sn-1 eBldtite von sn-3 PD-TAG als erstes
fluoreszierendes Produkt PD-DAG, wie in Abb. 3-&itfleh sichtbar. Nach 5 Minuten wurden rund
10% des Substrats hydrolysiert, wobei nach diesezek Inkubationszeit noch kaum PDS gebildet
wurde. Nach 15 Minuten sind bereits knapp 20% 3Sabsgiespalten. Als Reaktionsprodukte liegen
nun aber PD-DAG und PDS schon in fast gleicher Memgr. PDS entsteht hier aber grof3tenteils
nicht durch Abspaltung der sn-3 Seitenkette destBatls, sondern durch weitere Hydrolyse des zuerst
gebildeten PD-DAG. Nach 30 Minuten sind deutlichhmeals 30% des Substrats umgesetzt, die
Menge an vorhandenem PD-DAG steigt jedoch nichtrnsebstantiell, vielmehr liegt nun PDS als

Uberwiegendes Hydrolyseprodukt vor.

Deutlich ist weiters die offensichtlich bessere Hgserate des sn-3 PD-TAG (10% mehr
Substratumsatz nach 30 Minuten). Wir fihren diebenstand auf eine sterische Hinderung des
Enzyms durch den Pyrenrest zurlck, der aufgrundsidr Praferenz der RML bei sn-1 PD-TAG als
Substrat deutlich wird und wohl auch zur Bildunghevenn auch nur geringen Mengen) PD-DAG
bereits nach 5 Minuten Inkubationszeit fihrt. Dasy#En weicht also teilweise zu einem geringen
Prozentsatz trotz entgegen gesetzter Praferendiauinsubstituierte Seitenkette aus. Bei sn-3 PD-
TAG ist die bevorzugte Seitenkette unsubstitui@es die Funktion der RML erleichtert und deshalb

im Endeffekt zu einem héheren Substratumsatz leglgtr Inkubationszeit fiihrt.

Die Pyrenmarkierung erweist sich also zwar im Lvyeibund als elegante Markierung, da sie die
physikalischen Eigenschaften der Glycerolipide kawstort, allerdings kann deshalb eine
Beeinflussung der Lipid-Enzym-Wechselwirkung durBlgren als Fluoreszenzmarker keinesfalls

ausgeschlossen werden.
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3.1.2.2 Bestimmung der Stereoselektivitat von ~ Chromobacterium viscosum
Lipase gegenuber fluoreszierendem Triacylglycerol — mittels HPLC
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Abb. 3-9: Zeitabhangige Umséatze der Substra-1 PD-TAG (links) und sn-3 PDAG (rechts)durch CVL.
Die Balken zeigen den Prozentsatz der fluoreszikmerSpezies im Vedltnis zur Gesamtfluoreszenz ¢

Reaktionsgemisches an. Dasmar gebildete DAG ist rot hervorgehohefDurchfiihrung: siehe Materialie
und Methoden)

Die Spaltung von sn-1 bzw. $hPC-TAG durch die Lipase auShromobacterium viscosum (CVL)
ergibt ein andere8Bild. Augenscheinlich ist vor allem die im Vergleicur RML deutlich hétre
Aktivitat der CVL gegeniber deeingesetztenSubstraten, vor allem dem -1 PD-TAG. Wir
schlieen daraus auf eine 3irraferenz der CVL, die allerdings nicht sehr liigutiusgepragt zu se

scheint. (Ist die bevorzugte Seitenkette markieirg heralgesetzte Aktivitat beobachte

Bei sn-1 PDFAG als Substrat Uberwiegt PDS bereits nach 5 Mimutls fluoreszierend
Hydrolyseprodukt, was bei deutlicher-3 Praferenz nicht der Fall sein sollte. Nicht @styeklan
werden kann allerdings, ob die F aus einer weiteren, schnellerdgdrolyse des DAG stammt od
durch Spaltung der sh-Seitenkette des Substrats. Das zu Beginn entsteel-DAG ist, analog zur
RML, wiederum Substrader CVLund wird deutlich sichtbar im Lauf derkubation ebenfalls eiter
hydrolysiert. Nach 30 Minuten ist mehr als die lt##des Substrats umgesetzt.
sn-3 PDTAG zeigt nach 5 Minuten etwa gleich viel Umsatzwias s-1 Substrat, allerdings wir

wie bei einer sr8 Praferenz erwartet, von Beginn an wenige-DAG und mdr PDS gebildet. Die
Hydrolysegeschwindigkeit scheint sich mit Fortsdiere der Reaktion allerdings zu verlangsan
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was wahrscheinliclauf eine Pyrenmarker/Enzym Wechselwirkung zurldkgefwerden kar. Der
Umsatz nach 30min liegt bei 40% Substrat. PD-DAG Konzentratiorbleibt im Unterchied zur

PD-DAG Bildung aus dem sh-Substrat wahrend der gesamten Inkubationszeirwaf geringen
aber annahernd konstantem Level. Mdglicherweise das durch Hydrolyse der eigentli
unbevorzugten sn-1 Seitenkettetstehende -3 PD-DAG ein schlechteres Substrat der CVL als

Diacylglycerol, das bei Spaltung der "richtigen-3 Seitenkette des urspriinglichen Substrats en

3.1.2.3 Bestimmung der Stereoselektivitat von Cholesterol E sterase aus

Candida cylindracea gegenuber fluoreszierendem  Triacylglycerol
mittels HPLC
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Abb. 3-10 Zeitabhdngige UmsZe der Substrate sn-1 PD-TAG (links) und 3MC-TAG (rechts) durch
ccCE. Die Balken zeigen den Prozerz der fluoreszierenden Spezies im Verhdltnis zwsaBefluoreszen
des Reaktionsgemisches dbas primar gebildete DAG ist rot hervorgehoben(Durchfiihrung: siehe
Materialien und Methoden)

Als weiteres mikrobielles Enzym wurcn die Aktivitditen der CholesterdEsterase auwcandida
cylindracea untersucht. Die Cholesterolesterase

zeigbei den Triacylglcerolen keine
Stereopréaferenzen.i®Hydrolyseschemata der beicTAG-Substrate sind annéahe gleich.

Erstaunlich ist di€&ffizienz der Hydrolyse mit beinahe 80% Umsatz eiegesetzten Substra nach
30 Minuten sowie die Bildung von groReren Mengen flaoreszierendem Monoacylcerol. ccCE

katalysiert also auctie Hydrolyse der <2 Esterbindung, was b&ML und CVL nicht vorkommt

Offensichtlich liegen groRe Unterschiede

in der @ewie der Substratbindetasche
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Cholesterolesterase und den Lipasen vor, was sattt nur in unterschiedlicher Stereoselektivitét
sondern auch Regioselektivitat zeigt. PD-CE wurdie der Cholesterolesterase nicht hydrolysiert.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Tenund Quantifizierung der
Hydrolyseprodukte unserer Substrate mittels HPLGgeareichnet funktioniert. Aufgrund der
erhaltenen Hydrolyseschemata und deren korrekterpretation konnen im Verhdltnis zur relativ
einfachen Versuchsanordnung erstaunlich detadlieAussagen Uber Substrat-, Regio- und
Stereopraferenzen der interessierenden Enzyme 9émeaaden, sofern diese in gereinigter Form und
genugender Menge zur Verfligung stehen (siehe dazualem Kap. 4.1). Durch Einsatz eines
groBeren Sets an pyrenmarkierten Substraten ké@uifteliese Weise die Aktivitat von noch nicht

beschriebenen lipolytischen Enzymen auf einfaclteaffiziente Weise aufgeklart werden.
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3.2 Aktivitat und Selektivitdt humaner Lipasen

Nachdem die Methode der fluoreszenten Aktivitdtsays von Lipasen mittels pyrenmarkierter
Substrate und mikrobieller Lipasen auf HPLC-Badizbkert wurde, war der nachste Schritt die
Anwendung der Methode auf die Aktivitatsbestimmuter drei humanen Lipasefdipose Tissue
Glycerole Lipase (ATGL), Hormonsensitive Lipase (HSL) undMonoglyceridlipase (MGL).

Alle drei Enzyme wurden in COS-7 Zellen Uberexpéri(siehe Kap. 2.3.6) und die Assays wurden
direkt mit dem erhaltenen Cytosolhomogenat als Enpelle durchgefihrt (siehe Kap. 2.3.9).

3.2.1 Aktivitatsbestimmung der dinschichtchromatogr aphischen
Analysen

Im ersten Schritt erfolgte wiederum ein TLC Sciagnum einen schnellen Uberblick tiber die
Anwendbarkeit der Methode auf ein Cytosolhomogenithoher Backgroundaktivitat und die weit
empfindlicheren humanen Lipasen zu erhalten. DiesBatvesikel wurden fir diese Assays nicht mit
Triton X-100 sondern PC/PI hergestellt (siehe Kaf.1)

transient expression:
LacZ

sn3-TAG sn1-TAG sn3-MAG sN2-MAG sn1-MAG C O rac DAG

1 2 3 5 6 7 8 9

Abb. 3-11: Lipolytische Backgroundaktivitdt des Cytosols Faransfizierter Zellen. Substrate: sn-3
PD-TAG, sn-1 PD-TAG, sn-3 PD-MAG, sn-2 PD-MAG, sriPD-MAG, PD-CE, PD-EE, PD-OE, sn-
1(3) rac PD-DAG. Durchfiihrung siehe Materialien und Methode

Das Cytosol der COS-7 Zellen zeigt gegeniber sD3TRG kaum lipolytische Aktivitat, spaltet
jedoch sn-1 PD-TAG zu sn-1 PD-DAG. Offensichtlickeigt die verantwortliche unbekannte

Enzymkomponente eine sn-3 Praferenz, die mogliokisendurch den Pyrenmarker inhibiert wird.
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Die primaren Monoacylglycerole werden sehr effizieydrolysiert. Die Aktivitat gegentiber dem sn-2
PD-MAG ist etwas herabgesetzt. Der markierte Chetggester wird, wie bereits bei den mikrobiellen
Lipasen beobachtet, nicht hydrolysiert. PyrendedaresEthylester und Octylester werden in
geringem Umfang gespalten. Die Aktivitat gegenubam-1(3) PD-DAG ist ebenfalls erkennbar.

Interessanterweise wird neben PDS auch fluoresmlese Monoacylglycerol gebildet, was eine
Spaltung an Position sn-2 bedeutet, die normalesavkaum beobachtet wird und moglicherweise
wieder eine vom Marker beeinflusste Ausweichreakdarstellt.

All diese Aktivitaten muissen bei der Interpretatiater Aktivitaten der in COS7-Zellen

Uberexprimierten humanen Lipasen bericksichtigtesmr

ATGL

lelel z;:g:nem exprassion:

A 2 AN a—
— S, A—

sN3-TAG snl-TAG 5n3-MAG sn2-MAG % @ rac DAG

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 3-12 Lipidspaltung durch tberexprimierte ATGL. Subsdrasn-3 PD-TAG, sn-1 PD-TAG, sn-3
PD-MAG, sn-2 PD-MAG, sn-1 PD-MAG, PD-CE, PD-EE, R, sn-1(3) rac PD-DAG.
Durchfiihrung siehe Materialien und Methoden.

ATGL zeigt im Unterschied zum Blank auch sehr gggiiktivitat gegentber sn-3 PD-TAG, wobei

etwas mehr fluoreszierendes PD-DAG als PDS gebilitett Eine leichte Tendenz zur sn-1 Praferenz
scheint vorzuliegen, wir erwarten uns aber eindlidbere Aussage aus den HPLC Daten.

sn-1 PD-TAG wird mit sichtbar héherer Effizienz aisder Vergleichsprobe hydrolysiert, wobei nun

neben sn-3 PD-DAG auch PDS entsteht. Diese PDSnstaantweder aus sn-1 Hydrolyse des
urspriinglichen Substrats, was die bereits vermusetd Praferenz unterstreichen wirde, kann

allerdings auch aus Hydrolyse des PD-DAG stammen.
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Die Aktivitat gegentiber den MonoacylglycerolenimtVergleich zum Blank nur geringfligig erhéht.
Wiederum sieht man keine PD-CE Hydrolyse, wahreyr@itlecansdure-Ethylester und Octylester in
Gegenwart von ATGL besser hydrolysiert werden ais der Blindprobe. Das racemische
Diacylglycerol zeigt ebenfalls einen erhOhten Hyglselevel, einhergehend mit der bereits im

Blindwert beobachteten Bildung von terminal subgtitem MAG.
Aus diesem Vorversuch ergibt sich, dass fur digexen Untersuchungen an ATGL sinnvollerweise
sn-1 sowie sn-3 PD-TAG ungac-1(3) PD-DAG als Substrat verwendet werden, da diagestrate

mit ATGL die deutlichsten Unterschiede zur Backgradaktivitat zeigen.

HSL

transient expression: T ‘i
HSL

— (——

sn3-TAG sn1-TAG sn3-MAG ~  sn2-MAG sn1-MAG

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 3-13 Lipidspaltung durch Gberexprimierte HSL. Subsrain-3 PD-TAG, sn-1 PD-TAG, sn-3
PD-MAG, sn-2 PD-MAG, sn-1 PD-MAG, PD-CE, PD-EE, RIE, sn-1(3)rac PD-DAG.
Durchfihrung siehe Materialien und Methoden.

Die TLC-Analyse der Lipidspaltung durch Gberexpene HSL zeigte ein annahernd identes Bild wie
bei der ATGL. sn-1 PD-TAG wird gegeniber dem smsBnier bevorzugt gespalten. Die DAG
Aktivitat ist etwas erhoht.

42



Diplomarbeit Resultate

MGL

transient expression:
MGL

sn3-TAG sn1-TAG sN3-MAG _ sN2-MAG 5n3-MAG
—— =

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 3-14 Lipidspaltung durch Gberexprimierte MGL. Substrain-3 PD-TAG, sn-1 PD-TAG, sn-3
PD-MAG, sn-2 PD-MAG, sn-1 PD-MAG, PD-CE, PD-EE, EIE, sn-1(3)rac PD-DAG.
Durchfiihrung siehe Materialien und Methoden.

Mit dem MGL haltigen Cytosol konnte ein vollstangigumsatz der Monoacylglycerol Substrate
beobachtet werden. Die MGL Expression ist offerdedr effizient. Eine ausgepragte DAG Aktivitat

konnte ebenfalls beobachtet werden.

Nachdem wir uns einen Uberblick liber die Aktiviti#r (iberexprimierten tierischen Lipolyseenzyme
mittels TLC-Assays gebildet hatten, wiederholten aié Versuche mit den Schliisselsubstraten sn-1
und sn-3 PD-TAG undac-1(3) PD-DAG fir die Enzyme ATGL und HSL. Weitersunde der
Einfluss des moglichen ATGL Aktivators CGI-58 auésks Enzym untersucht und der Effekt von
BSA als Fettsaurefanger auf die HSL-Aktivitdt gessss PD-MAG wurde als Substrat fur die MGL-
Bestimmung eingesetzt.

In allen diesen Fallen wurde die ZusammensetzungRémktionsgemische mittels HPLC-Lipid-

Analyse bestimmt.
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3.2.2 HPLC-Analysen

ATGL (mit und ohne CGI 58)

Mittelwerte aus vier Messungen
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Abb. 3-15 Effekt von CGI-58 auf die Lipidspaltung durch édeprimierter ATGL. Substrate: sn-1
PD-TAG, sn-3 PD-TAGrac 1(3) PD-DAG. Die Balken zeigen den Prozentsatzfldereszierenden
Spezies im Verhaltnis zur Gesamtfluoreszenz debé?an. Die Cytosolaktivitat der LacZ COS-7
Zellen wurde als Blindwert subtrahiert. Durchfiihgusiehe Materialien und Methoden.

Bei der Darstellung in Abb. 3-15 (wie bei allendehden) wurde die lipolytische Aktivitat des
Cytosols der mit LacZ transfizierten COS-7 Zelledie zuvor ebenfalls mittels HPLC quantifiziert
wurde - als Blindwert subtrahiert. Die dargestefteivitat sollte also grofdtenteils alleine auf das

Uberexprimierte Enzym zurlickzufiihren sein.

Im Fall der ATGL wird eine deutliche Aktivitat gegéber beiden TAG Substraten sichtbar, die durch
Anwesenheit von CGI-58 erhéht wird. Generell scheiml PD-TAG als Substrat besser hydrolysiert
zu werden, als das sn-3 Enantiomer. Im Vergleichlenn mikrobiellen Lipasen ist der Unterschied
allerdings wenig signifikant und auch die Verteguder Fluoreszenz auf die beiden mdglichen
Hydrolyseprodukte PD-DAG und PDS gibt keinen waeiterAufschluss Uber eine eventuelle
Stereopréaferenz.

Der Einfluss der breiten Backgroundaktivitat kanegen des durch ATGL Hydrolyse verschobenen
Substratangebots (TAG> DAG) auch nach Subtraktion nicht ganzlich vernassigt werden (belegt
durch das Auftauchen von fluoreszierenden MAG's, dcht durch ATGL gebildet werden sollten;

diese kommen aus der Untergrundaktivitat und wedienh sn-2 Hydrolyse des Hydrolyseproduktes
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Diacylglycerol gebildet). Daher ist eine Bestimmuhgr Stereopraferenz der ATGL direkt aus dem
Cytosol nicht mdglich.
Kirzere Inkubationszeiten fuhren infolge geringgn@lintensitaten zu Signifikanzverlust gegenuber

dem Background und liefern keine abweichenden HErigsb.

Auch PD-DAG wird durch ATGL hydrolysiert, allerdiagn geringerem Umfang. CGI-58 bewirkt
auch mit diesem Substrat eine Erhdhung der Aktividimmt man die Menge der entstandenen PDS
als Mal3 fur die Aktivitat, so bewirkt CGI-58 beird@AG's eine Steigerung um mehr als ein Drittel
der normalen Aktivitat, wohingegen bei DAG als Sudismit CGI-58 beinahe dreimal soviel PDS
entsteht. Dieser gro3e Sprung kdnnte ein Hinweiseme Funktion des CGI-58 als Regulator des

DAG Spiegels im Cytosol sein.
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HSL (mit und ohne BSA)
Mittelwerte aus drei bzw zwei Messungen
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Abb. 3-16 Effekt von Albumin auf die Lipidspaltung durch énexprimierter HSL. Substrate: sn-1
PD-TAG, sn-3 PD-TAGrac 1(3) PD-DAG. Die Balken zeigen den Prozentsatzfldereszierenden
Spezies im Verhdltnis zur Gesamtfluoreszenz debdé”an. Die Cytosolaktivitat der LacZz COS-7
Zellen wurde als Blindwert subtrahiert. Durchfiihgusiehe Materialien und Methoden.

HSL in COS-7 Zelllysaten zeigt nach Subtraktion @&#sdwerts nur mehr sehr geringe Aktivitat

gegenuber den Triacylglycerolen. Durch BSA |asst siie Hydrolyserate kaum steigern.

Das Diacylglycerol wird jedoch bereits ohne BSAither einem Drittel hydrolysiert. Zusatz von BSA

erhdht diesen Wert auf beinahe zwei Drittel. GrélRédengen an freien Fettsduren haben

offensichtlich eine zunehmend inhibierende Wirkung HSL. BSA als Akzeptor freier Fettsauren

verschiebt das Gleichgewicht, indem es dem Readgiemisch die Fettsduren entzieht und bewirkt

somit eine Aktivitatssteigerung.

Als Reaktionsprodukt entstehen neben dem durchti®wplder primaren, markierten Seitenkette

gebildeten PDS auch gréRere Mengen an fluoresziereMAG. HSL ist also gegeniiber der generell

unfavorisierten sn2 Position das bisher aktivstevda uns untersuchten Enzyme.

46



Diplomarbeit Resultate

MGL
Mittelwerte aus verschiedenenen Messungen
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Abb. 3-17: Lipidspaltung durch Uberexprimierter MGL. Subsdrasn-1 PD-TAG, sn-3 PD-TAG,
rac 1(3) PD-DAG. Die Balken zeigen den Prozentsatzfldereszierenden Spezies im Verhaltnis
zur Gesamtfluoreszenz der Probe an. Die Cytosweltktider LacZ COS-7 Zellen wurde als
Blindwert subtrahiert. Durchfiihrung: siehe Mataealund Methoden.

MGL zeigt wie erwartet nur keine Triacylglycerolhgtlse. Die Hydrolyserate von PD-DAG ist aber

hoch und fuhrt, im Gegensatz zur DAG Hydrolyse HuHSL, zu PDS als einzigem Produkt. Die

moglicherweise durch sn-2 Spaltung gebildeten, réspierenden Monoacylglycerole werden als
bevorzugtes Substrat offenbar sofort weiter hydiely und sind somit nie sichtbar.

Wurden Monoacylglycerole als Substrat eingesetaisste die Inkubationszeit auf 10 Minuten

verkirzt werden, um vollstandige Substratumwandlangvermeiden. Die Ergebnisse zeigten eine
sehr groRe Schwankungsbreite, sehr wahrscheirdidimggt durch die unterschiedliche Expression des
Enzyms in verschiedenen Ansatzen. Wir konnten kédn MAG-Isomer als bevorzugtes Substrat

identifizieren. Mdglicherweise hydrolysiert MGL ianselektiver Weise alle MAG's mit ahnlicher

Geschwindigkeit.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Ubertrag@ingAssays von gereinigten, mikrobiellen
Lipasen auf das viel komplexere System von Ubenex@rten humanen Lipasen in einer Matrix mit
zusatzlicher hydrolytischer Aktivitat zwar prinzgtii erfolgreich war, der Interpretationsspielrauer d

Ergebnisse allerdings durch die zahlreichen unabes#&m Einflisse des Backgrounds deutlich

eingeschrankt ist.
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Dies beginnt bei der nicht exakt reproduzierbaresm3fektionsrate und setzt sich Gber die gesamte
Cytosolpraparation fort. Die Bestimmung des Geseaotgingehaltes ist als Orientierungspunkt

naturlich unerlasslich, in seiner Aussagekraft Utt®s uns interessierende Enzym allerdings nicht
relevant. Trotzdem war es mdoglich, die tendenzel®ubstratpraferenzen der Uberexprimierten

Enzyme zu bestimmen.
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3.3 Untersuchungen an Mausfettgewebe

Nachdem wir gezeigt haben, dass mit unserer Metdadéktivitat von Gberexprimierten Enzymen
direkt aus einer Cytosolpraparation nachgewiesendeve kann, wurde im letzten Schritt das
Fettgewebe von Méausen untersucht, denen jeweits @lar drei Gene fehlte, die fir die drei von uns
betrachteten lipolytischen Enzyme ATGL, HSL und MG&ldieren.

Die Fragestellung lautete, wie sich mit Hilfe ursetipase-Assays die Aktivitaten dieser Enzyme in
den jeweiligen knockout Mausen von denen der Wildilaus unterscheiden lassen. Zusatzlich sollte
anhand der Untersuchung die allgemeinen lipoly&achktivitaten in braunem (brown adipose tissue,
BAT) und weiRem (white adipose tissue, WAT) Mausfetvebe charakterisiert werden.

3.3.1 ATGL knockout vs. wildtype

WAT 4%
ATGL knockout vs. wildtype

3%

2% A

entstandene PDS

.. 100,0% — =
3 1%
= 90,0%
@ 0% A
® 80,0%
g wildtyp |knockout| wildtyp |knockout
S & 70,00 ]
" o
= o —
L 9 60,0% 1
g S
o E 50,0% 1
PR
2 9 40,0% 1
EfY 20.0% @% Sub.
g ,U70 B% DAG
i 20,0% B% PDS
= B% MAG
$ 100%
0,0% =
ATGL ATGL ATGL ATGL ATGL ATGL ATGL ATGL
wildtyp | knockout | wildtyp | knockout | wildtyp | knockout | wildtyp | knockout
1 TAG ‘ 3 TAG ‘ DAG ‘ 1 MAG

Abb. 3-18 Lipidspaltung durch WAT Homogenate aus ATGL-knogkund Wildtyp Mausen.
Substrate: sn-1 PD-TAG, sn-3 PD-TAfc PD-DAG, sn-1 PD-MAG. Die Balken zeigen den
Prozentsatz der fluoreszierenden Spezies im Veibattr Gesamtfluoreszenz der Probe an. Im
kleinen Diagramm rechts oben ist die Menge dertamttene PDS beim Triacylglycerolabbau
vergrof3ert dargestellt. Durchfiihrung: siehe Matieiaund Methoden.

Prinzipiell lag die lipolytische Aktivitat des urmir Verfligung gestellten Fettgewebes sehr deutlich

unter jener der von uns untersuchten COS-7 Zellmizdem wurden gewisse Tendenzen deutlich.
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Die Triacylglycerolhydrolyseaktivitat im weil3en Egpgwebe des Wildtyps ist im Vergleich zur ATGL
knockout Maus hoher, was vor allem aus der Betuwmthder entstanden PDS hervorgeht. Da wir
allerdings gegentber TAG generell nur sehr geriigevitat messen konnten, bewegen wir uns sehr
knapp an der Signifikanzgrenze, vor allem was tsoluten Werte betrifft. Trotzdem kann durch eine
vergleichende Betrachtung gesagt werden, dass destietwa 50% der Aktivitat gegenuber TAG in

Fettzellen des weil3en Fettgewebes der ATGL zugebdmerden kdnnen.

Tabelle 3-1 Vergleich der aus TAG Hydrolyse entstandenen B®iSchen ATGL knockout und wildtype

Maus in weilem Fettgewebe.

PDS gebildet Anteil der ATGL an )
Substrat ) Mittelwert
wildtype : knockout der TAG Hydrolyse
sn-1 TAG 2,1% :0,5% 76%
55,6%
sn-3 TAG 2,0%:1,3% 35%

Deutlicher wird der Unterschied, wemnac-1(3) PD-DAG als Substrat umgesetzt wurde. Diesied w
vom Fettgewebe der wildtype Maus innerhalb vonZgeMinuten zu fast 30% hydrolysiert. Im Fall
der ATGL knockout Maus erhéht sich diese Rate uméharnd weitere 10% und zeigt somit einen

deutlich signifikanten Unterschied.

Bereits die Experimente mit Uberexprimierten Enzyrsewie die Experimente mit Fettgewebe zeigen
klar, dass ATGL selbst nur wenig DAG Aktivitat bizsj sehr wohl aber die beiden Enzyme MGL und
HSL. Fehlt ATGL, kann dieser Defekt durch vermelttgression der beiden anderen lipolytischen
Enzyme offenbar bis zu einem gewissen Grad ausdmgli werden, was dann in einer erhdhten
Aktivitat gegentber deren praferierten Substrateféttgewebe zum Ausdruck kommt.

Die gleiche Tendenz ist auch beim Monoacylglycsiohtbar, das von der ATGL-knockout Maus in

héherem Umfang hydrolysiert wird, als es bei dddtype Maus der Fall ist.
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BAT 6% -
ATGL knockout vs. wildtype
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Abb. 3-19: Lipidspaltung durch BAT Homogenate aus ATGL-knaskond Wildtyp M&usen. Substrate: sn-1
PD-TAG, sn-3 PD-TAG,rac PD-DAG, sn-1 PD-MAG. Die Balken zeigen den Progatt der
fluoreszierenden Spezies im Verhdltnis zur Gesamtfiszenz der Probe an. Im kleinen Diagramm rechts
oben ist die Menge der entstandene PDS beim Tghmgrolabbau vergroRert dargestellt. Durchfiihrung:
siehe Materialien und Method:

Das braune Fettgewebe zeigt &hnliche UnterschizideAktivitat gegenliber den Triacylglycerolen ist
allerdings generell héher als im weiRen Fettgewaederum sinkt die Fahigkeit zur TAG
Hydrolyse bei der ATGL knockout Maus, wenn aucthhim selben Umfang wie im WAT, wahrend
gleichzeitig die Aktivitdit gegentber DAG und MAG rimmt. Fehlende ATGL im weil3en
Fettgewebe (WAT) bewirkt einen deutlicher reduzielen Effekt auf die Lipolyseaktivitat, wahrend
das Enzym im braunen Fettgewebe (BAT) offenbar wiapiger wichtige Rolle spielt. Der Anteil an
der TAG Hydrolyse liegt hier bei weniger als 30%niekehrt kann darauf geschlossen werden, dass
im braunen Fettgewebe HSL das wichtigere Enzyndiigi-ettsduremobilisierung ist, in Einklang mit
den Ergebnissen von Osuga et al. (18), die fur ei8& -/- Maus eine 1,65fache Zunahme des

braunen Fettgewebes feststellen, wahrend das Wweiffgewebe konstant bleibt.

Tabelle 3-2 Vergleich der aus TAG Hydrolyse entstandenen B®iSchen ATGL knockout und wildtype

Maus in braunem Fettgewebe.

PDS gebildet Anteil der ATGL an .
Substrat ) Mittelwert
wildtype : knockout der TAG Hydrolyse
sn-1 TAG 5,9% : 4,4% 25%
28,3%
sn-3 TAG 1,6%:1,1% 31%
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3.3.2 HSL knockout vs. wildtype

WAT
HSL knockout vs. wildtype
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4% -
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Abb. 3-20 Lipidspaltung durch WAT Homogenate aus HSL-knagkond Wildtyp M&usen. Substrate: sn-1
PD-TAG, sn-3 PD-TAG,rac PD-DAG, sn-1 PD-MAG. Die Balken zeigen den Progatt der
fluoreszierenden Spezies im Verhaltnis zur Gesanontfiszenz der Probe an. Im kleinen Diagramm rechts
oben ist die Menge der entstandene PDS beim Tghwmgrolabbau vergroRert dargestellt. Durchfiihrung:
siehe Materialien und Methoden.

Bei der Untersuchung von weil3em Fettgewebe der kfeckout Maus wurde deutlich, dass hier wie
zu erwarten weit weniger Unterschiede zum wildtppeder TAG Hydrolyse feststellbar war, als bei
der ATGL knockout Maus. Im Fettgewebe der knockddtuse sinkt die Fahigkeit zur
Triacylglycerolhydrolyse, die Aktivitdt gegeniibeAB bleibt jedoch fast gleich (leicht verringert),
dasselbe qilt fur MAG (leicht erhdht). Fehlende H&teinflusst die lipolytische Aktivitat des weilden
Fettgewebes also offenbar nur in geringem Umfamgmindest was die Spaltung von Glycerolipiden

betrifft - und flhrt nur zu geringer Kompensatidretidie Expression der anderer Enzyme.

Tabelle 3-3 Vergleich der aus TAG Hydrolyse entstandenen BBiSchen HSL knockout und wildtype Maus
in weillem Fettgewebe.

PDS gebildet Anteil der HSL an der )
Substrat ) Mittelwert
wildtype : knockout TAG Hydrolyse
sn-1 TAG 5,0% : 3,4% 32%
24,8%
sn-3 TAG 3,4% : 2,8% 18%
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Abb. 3-21 Lipidspaltung durch BAT Homogenate aus HSL-knadkond Wildtyp Mausen. Substrate: sn-1
PD-TAG, sn-3 PD-TAG,rac PD-DAG, sn-1 PD-MAG. Die Balken zeigen den Progatt der
fluoreszierenden Spezies im Verhaltnis zur Gesanntfiszenz der Probe an. Im kleinen Diagramm rechts
oben ist die Menge der entstandene PDS beim Tghwmgrolabbau vergréRert dargestellt. Durchfiihrung:
siehe Materialien und Methoden.

Braunes Fettgewebe zeigt deutlichere Auswirkundenvailles, wenn HSL fehlt. Bei HSL-knockout
Mausen sinkt die DAG Hydrolyse um knapp 10%, die ®Aydrolyse steigt leicht an und auch der
Abfall der TAG Hydrolyse ist deutlicher als im weif8 Fettgewebe sichtbar.

Tabelle 3-4 Vergleich der aus TAG Hydrolyse entstandenen BBiSchen HSL knockout und wildtype Maus
in braunem Fettgewebe.

PDS gebildet Anteil der HSL an der )
Substrat ) Mittelwert
wildtype : knockout TAG Hydrolyse
sn-1 TAG 3,5%:2,3% 34%
31,0%
sn-3 TAG 1,8%:1,3% 28%

Anhand des DAG Hydrolyse-Levels wird das FehlenH8L am besten sichtbar. Im WAT und BAT
der ATGL knockout Méause stieg im Vergleich zum Wiig die DAG Hydrolyse um rund 25% an. Im
braunen Fettgewebe der HSL knockout Maus fiel disHydrolyse um beinahe 40% ab.
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Diese Daten weisen auf ein Regulationssystem has, féhlende ATGL durch andere Enzyme,
eventuell vermehrte HSL Expression, zu kompensieesucht, was im Fall der ATGL knockout

Mause in erster Linie durch erhdhte DAG Hydrolysehtbar wird. Allerdings ist offensichtlich die

Aufrechterhaltung eines angemessenen Triacylghjfogdoolyse-Niveaus eine treibende Kraft. Diese
Kapazitat geht im Falle der ATGL- und HSL-knockddi&iuse zuriick, es liegt also kein eindeutiger
Hinweis darauf vor, dass ATGL alleine die Triacylgrolhydrolyse bewerkstelligt. Vielmehr scheint
es sich um ein Zusammenspiel zwischen ATGL, HSLamderen Enzymen zu handeln, wobei ATGL

allerdings als primares TAG-hydrolysierendes Enzgmallem im weil3en Fettgewebe fungiert.

Die primare Aufgabe der HSL ist also nicht die Tyiglycerolhydrolyse, obwohl das Enzym auch
daran beteiligt ist. Auf das Diacylglycerol-Levelrkt sich fehlende HSL weit starker aus. Die in der
Literatur (18) beschriebene Cholesterinesteras&tleumvon HSL konnte leider mit pyrenmarkiertem
Cholesterinester nicht bestimmt werden, da dieser keinem der von uns untersuchten Enzyme
gespalten werden konnte. (Assays mit radioaktivkiesiem CE wurden zur Klarung durchgefihrt —

siehe 3.4.3 Radio Assays und Diskussion.)

Aus den erhaltenen Daten der Untersuchung von M#gsfvebe mit pyrenmarkierten Substraten
wurden folgende Schritte der Fettsduremobilisierumgd an den jeweiligen Umsetzungen

hauptséachlich beteiligte Enzyme abgeleitet:

TAG  —-m---- > DAG ------------- > MAG  ======- > PDS
(HSL) (ATGL / MGL)
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3.3.3 Radioaktivitats—Assays von Lipolyseaktivitate

n in Mausfettgewebe

Um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren undntielle Artefakte der Pyrenmarkierung der

Substrate zu identifizieren, wurden die Lipase-4ssaon Mausfettgewebsenzymen mit radioaktiv

markierten Substraten wiederholt. Verwendet wumiertritiummarkierten Substrasa-1 *H-P-TAG,
sn-3 *H-P-TAG sowie®H-P-CE (siehe Kap. 2.4 und Tab. 2-2). Vor allem def Cholesterinester

wurde Augenmerk gelegt, da er pyrenmarkiert in éginder vorangegangenen Assays umgesetzt

werden konnte.
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Abb. 3-22 Umsatz der
Substrate sn-1  *H-P-
TAG, sn-3 °H-P-TAG
sowie °H-P-CE  mit
WAT-Homogenaten von
wildtype und HSL bzw.
ATGL knockout
Mausen. Die Balken
zeigen den Prozentsatz
der gebildeten
radioaktiven  Palmitin-
saure im Verhaltnis zur
Gesamtradioaktivitat der
Probe an. Auf die
Darstellung des Substrats

wurde verzichtet.
Dariiber hinaus waren
keine weiteren
radioaktiven Spezies
vorhanden.

Abb. 3-23 Umsatz der
Substrate sn-1  *H-P-
TAG, sn-3 °H-P-TAG
sowie °H-P-CE  mit
BAT-Homogenaten von
wildtype und HSL bzw.
ATGL knockout
Mausen. Die Balken
zeigen den Prozentsatz
der gebildeten
radioaktiven  Palmitin-
saure im Verhaltnis zur
Gesamtradioaktivitat der
Probe an. Auf die
Darstellung des Substrats

wurde verzichtet.
Dartiber hinaus waren
keine weiteren
radioaktiven Spezies
vorhanden.
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Die Ergebnisse, die mit den radioaktiven Triacytgisolsubstraten erhalten wurden, sind in ihren
Tendenzen in volliger Ubereinstimmung mit den Dateie fur die pyrenmarkierten Substrate
gefunden wurden. Die Aktivitaten gegenlber denoaktiven TAG's erscheinen im Vergleich zu den
PD-TAG's erhdht, was den Einfluss des sterisch fallenden Pyrenmolekiils weiter bestétigt, bis zu
einem gewissen Grad aber auch an der individu@leaitat der Gewebehomogenate liegen kann.
Nicht geklart ist die unterschiedliche Aktivitatggniber sn-1 bzw. sn-3 markiertem TAG bezogen
auf den Gesamtumsatz des Substrats, die im Fall eadioaktiven Markierung nicht auftauchen
sollte.

Offensichtlichster Unterschied zu den pyrenmarkiertSubstraten ist die Hydrolyse des
Cholesterinesters. Der pyrenmarkierte CE zeigte&kemem der durchgefiihrten Versuche einen
messbaren Umsatz und wurde in den bisher angefiibitggrammen deshalb nicht dargestellt.
Radioaktiv-markierter CE hingegen zeigte deutlichensatz im Fettgewebe der wildtype Mause. Im
Fall der HSL-knockout Mause ging die Hydrolyse aufl zurtick, bei den ATGL knockout Mausen
steigerte sich die Hydrolyserate deutlich um Ub@%2in Einklang mit der Steigerung der DAG
Hydrolyse im WAT und BAT ATGL defizienter Mause ugtwa 25%.

Daraus ist zu schlieRen, dass HSL a#@szige Enzym im Fettgewebe ist, das Cholesterinester
hydrolysiert. Die Steigerung der CE Hydrolyse bei ATGL knockout Maus steht im Einklang mit
der Annahme einer Uberhdhten HSL Expression zur péamsation fehlender ATGL Aktivitat und

bestatigt damit die Schlusse, die bereits gezogeden.

Tabelle 3-5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Mausfettgawtdrsuchung. Die prozentuellen
Veranderungen der Hydrolyserate der Pyrensubstrddeockout Mausen gegenuber den wildtype
Méausen sind dargestellt.

WAT BAT
Hydrolyse-Level ATGL knockout ~ HSL knockout ~ ATGL knockout ~ HSL knockout
des Substrats (gegeniber wildtype) (gegeniber wildtype) (gegeniiber wildtype) (gegenuber wildtype)
TAG - 55,6% - 24,8% -28,3% - 31,0%
DAG + 23,0% + 1,6%** +24,4% - 38,9%
MAG +19,9% + 3,9% +11,7% + 6,4%
CE* + 28,6% - 100% + 25,3 - 100%

*  Daten aus dem radio-Assay
**  Die DAG Hydrolyse sollte eigentlich sinken, migherweise handelt es sich um einen Messfehler
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4. Diskussion

4.1 Mikrobielle Lipasen

Im ersten Teil der Arbeit geht es um die Moglich, die Stereoselektivitat von Lipaseanhand der
von uns synthetisiente pyrenmarkierten Substrate-1 TAG und sn-3 TAGzu bestimmen. Wir
konnten zeigen, dasler Umsat der Substrate mit einem isolierten geteinigtel Enzym anhand des
Musters der Hydrolyseprodukte Rickschlisse auStheeoselektivitat erlaul

Die Inteipretation der Ergebnisse ist allerdings komplex aadnissen verschiedene Einfli, von
denen manche nicht auf den ersten Blick ersichtiicit, in Betracht gezogen werden. Folge!

wesentliche Faktoren missen bei der Ase der Stereopréaferenz beriickigt werder
I) Geschwindigkeit und Ausmal’ der Bildung von fluoreserendem Diacylglycero

Lipasen spalten meistensur die primdren Esterbindungen eines Triacylglycerols. Je r
Stereopréaferenz und Ort der Markierung-1 oder sn-3) entsteht sonith ersten Hydrolyseschri

fluoreszierades DAG oder fluoresziende PDS und das Verhaltnis der beiden Hydrolysepte
zueinander spiegelt die Stereopraferenz des Enwydes.

100% Abb. 4-1. Zeitabhangiger Umsatz d

Substrate sn-1 PDAG (links) und s-3
PD-TAG (rechts) mit RML. Da:
Verhdltnis DAG/PDS wurde fir das-1
Subdrat rot hervorgehobe
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II) Sterischer Einfluss des Marker

Die Hydrolyse der markierten Seitenkette kann durch den Pyrenresag¢h hipase und Geometrie (
Bindetasche unterschiedlich stark oder schwacmbehti sein. Dies kann zu einer vermindeibzw.

Uberhohten Einschatzung der Stereopenz des betreffenden Enzyms fuh Zusatzlich bewirkt
dieser Effekt aber auch @n hohere Gesamtumsatz des Substrats, bei dem die préafe8eitienkette
unmarkiert isund zeigt so die Stereopréaferenz des Enzyr.

100%

|

Abb. 4-2 Zeitabhangiger
Umsatz der Substrate -1
PD-TAG (links) und s-3
PD-TAG (rechts) mit RML.
Die unterschiedliche
Gesamtumsétze bei gleict
Inkubationszeit  sind  rc
hervorgehoben. (Die -1
Postion wird préaferiert unc
in unmarkierter Form
schneller hydrolysiert
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[Il) Das erste Hydrolyseprodukt ist selbst wiederun ein Substrat

Das im ersten Schritt der Hydrolyse erzeugte Diglggkrol stellt ebenso eisubstrat der Lipa: dar
wie das Ausgangssubstrat. Fiihrt man sich den Mésmus der Lipidspaltung vor Augen, erfordt
der Schritt der Grenzflachenaktivierung das "Herauslésen” eines Triacylglycerolmolekiils ders
Partkelverbund eine gewisse Zeit, wohingegen das Digyserol besserzur weiteren Hydrlyse zur
Verfligung steht, da digesamt Grenzflache heterogener wird. Dies kanneiner gegeniber de
urspiinglichen Substrat erhdhten Hydrolysegeschwindigken DAC filhren was die erhaltene
Ergebnisse entscheidend verdndern kann und zu eieefd@lschten Verhaltnis von DAG zu PI
fuhrt. Je kurzer die Inkubationszeit, desto geringer dizvéichuny, da zu Bginn cer Hydrolyse von
TAG noch kein DAG als Konkurrenzsubstrat vorli¢ (allerdings bedingen kurze Inkubationsze

auch wenig Hydrolyseprodukt und erschweren so wigde eine exakte Bestimmung ¢
Verhaltnisses DAG/PDS).
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Die Bestimmung deenantiomeric excess erfolgt nach der Formel:

ee = m-m 1004

m +m,

Abb. 4-3; Zeitabhangiger Umsatz d
Substrate si- PC-TAG (links) und sn-3
PD-TAG (rechts) mit RML. Ro
hervorgehoben sind das entstehe
DAG und PDS bei <3 TAG als
Substrat. Die DAG Konzentration nimi
nicht linear zu, da es selbst Substrat
Enzyms ist und weiter zu PL
hydrolysiert wirtc.

0 min

Formel (1

mit m;; Masse des Enantiomers im Uberschm,; Masse des Enantiomers im Untersc

Die Menge an PDS entspricht ndherungsweise der &angunmarkiertem DA (eines der beiden
gebildeten Enantiomere$o ergibt sich fir «1 TAG als Substrat folgendes B

Tabelle 4-1:Berechnung deee fir RML nach Formel (1)

Zeit 0 min 5 min 15 min 30 min
Substrat 100,00% 96,70% 90,60% 78,80%

1 TAG DAG 0,00% 0,80% 1,50% 2,00%
PDS 0,00% 2,50% 7,90% 19,30%

ee 51,52% 68,09% 81,22%

Die aus dem Verhéltnis DAG/PDS erhalteree Werte sind jedoch wie oben dargestellt durch
sterische Hinderung bedingt durch den Marker (l@r allem zu Beginn der Hydrolyse ctlich)
sowie die weitere Hydrolyse des DAG (im spatereakensverlauf) verfalsch
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Eine verlasslichere Aussage lasst sich durch digleiehende Betrachtung beider Hydrolyseschemata
(sn-1 TAG und sn-3 TAG) erzielen. Hierbei gleicl®ch die entgegengesetzten Effekte bis zu einem
gewissen Grad aus. Die unterschiedliche Hydrolysedar beiden Substrate wurde vernachlassigt.

Folgende Formel wurde zur Berechnung egerwendet:

. - ADAG,] - [DAG,]

= [100%
dDAG,] +dDAG,] Formel (2)

mit ¢[ DAG,]: Menge des DAG bei Hydrolyse des Substrats mitarkiarter praferierter Seitenkette,
c[DAG,]: Menge des DAG bei Hydrolyse des Substrats mikieger praferierter Seitenkette

Tabelle 4-2:Berechnung deee fir RML nach Formel (2)

Zeit 0 min 5 min 15 min 30 min
Substrat 100,0% 96,7% 90,6% 78,8%
1 TAG DAG 0,0% 0,8% 1,5% 2,0%
PDS 0,0% 2,5% 7,9% 19,3%
Substrat 99,7% 93,4% 81,0% 68,4%
3 TAG DAG 0,0% 4,7% 10,0% 11,7%
PDS 0,3% 1,9% 9,0% 19,8%
ee 70,9% 73,9% 70,8%

Aus diesen Daten ergibt sich ftRhizomucor miehei Lipase eine sn-1 Stereopraferenz (fur
pyrenmarkiertes Triacylglycerol als Substrat), die einem Uber den zeitlichen Reaktionsverlauf
anndhernd konstantae von rund71,9% des an Position sn-1 hydrolysierten Diacylglyceraihrt.

Rogalska et al (8) finden fir dasselbe Enzym uridldin als Substrat bei 3% Substratumsatz 76,1%

und bei 6% Substratumsatz 76,3% sn-1 Stereopraferen

Fur Chromobacterium viscosum Lipase wird die Auswertung schwieriger, da die el nur das
entstehende Diacylglycerol berticksichtigt und iml&ef der Inkubation mit CVL die grol3ere Menge
an gebildetem DAG zu Beginn der Reaktion bei snAlGTals Substrat beobachtet wird, dieses im
Verlauf der Reaktion aber selbst deutlich hydrastsiwird (das erste Hydrolyseprodukt des TAG
Abbaus ist DAG, das wiederum Substrat ist, sielenpb
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Tabelle 4-3:Berechnung deee fir CVL nach Formel (2)

Zeit 0 min 5 min 15 min 30 min
Substrat 99,8% 87,1% 76,7% 47,9%
1 TAG DAG 0,0% 4,6% 3,4% 1,3%
PDA 0,2% 8,3% 20,0% 50,8%
Substrat 99,6% 84,8% 66,4% 60,2%
3 TAG DAG 0,0% 2, 7% 2,3% 2,0%
PDA 0,4% 12,5% 31,3% 37,8%
ee 25,8% 19,0% -21,7%

Wenn man das DAG Verhaltnis nach 30 Minuten jedaaBer Acht lasst und die Gewichtung auf den
Beginn der Reaktion legt, bei dem die DAG Hydrolysech wenig EinfluR hat, ergibt sich fir
Chromobacterium viscosum Lipase eine sn-3 Stereopraferenz (fur pyrenmasdgerriacylglycerol als
Substrat), die zu einese von rund22,4% des an Position sn-3 hydrolysierten Diacylglycefdhrt.
Rogalska et al (8) finden fir dasselbe Enzym uridldin als Substrat bei 3% Substratumsatz 21,5%
und bei 6% Substratumsatz 25,1% sn-3 Stereopraferen

Tabelle 4-4:Vergleich unserer Ergebnisse zur StereopraferenZOxi. und RML mit jenen von Rogalska et al.

gemessen bei Umsatz % mit Triolein als Sab§t).

unser Ergebnis Rogalska (3%) Rogalska (6%)

RML 71,9% sn-1 76,1% sn-1 76,3% sn-1

CVL 22,4% sn-3 21,5% sn-3 25,1% sn-3

Die Bestimmung der Stereoselektivitat von Lipas&naiso aufgrund der dynamischen Auspragung
des Effekts an sich ein Unterfangen, bei dem eie¢&z&hl von Variablen berticksichtigt werden muss.
Einflusse wie Substratbeschaffenheit, Losungsmiff@mperatur usw. konnen Stereopraferenzen
nicht nur verschwinden lassen, sondern sie in meméldllen sogar umkehren.

Nichtsdestotrotz ist das Wissen um die Stereomifeein bedeutender Schliissel zum Verstandnis
gewisser physiologischer Prozesse. Unsere Methdaebé eine schnell und praktisch durchfiihrbare
Bestimmung der Stereopréferenz mittels DC sowie ggnauer quantifizierbare Untersuchung mittels
HPLC, die sich unter Verwendung des immer selbenzis auf verschiedenste Situationen und
Substrate ausweiten lasst. Man muss sich allerdstgadig im Klaren darlber sein, dass der
verwendete Pyrenmarker in den fluoreszierendentubs bis zu einem gewissen Grad auch immer
einen Einfluss auf den Enzym/Substrat Komplex Imat kein exaktes Abbild der natirlichen Situation
geben kann. Wir sehen diesen Effekt vor allem iieeVerlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit
im Fall einer markierten préaferierten Seitenkettend u einer damit einhergehenden

"Ausweichreaktionen" des Enzyms, die ohne Markehtrin diesem Ausmalf} stattfinden wirden.
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Der Vergleich mit Daten, die mit radioaktiven Sulbtgn erhalten wurden, zeigt allerdings, dass die
Absolutaktivitaten unterschiedlich sind, die Stem&derenzen tendenziell jedoch gleich gefunden
werden.

Des Weiteren (bt der Fluoreszenzmarker natirlich &influss auf die Packung der Molekdle in den
Lipidpartikeln und die generelle Zuganglichkeit @&sbstrats fur das Enzym aus. Dieser Effekt wurde
vor allem bei dem Versuch deutlich, unsere Ergeenimit tritiummarkierten Tripalmitin als
naturlichem Substrat zu verifizieren. Es zeigtd sitass das vollig gesattigte Substrat offensdntli
deutlich langsamer als das fluoreszenzmarkiertediyslert wurde und aufgrund des langsamen
ersten Reaktionsschrittes die weitere Hydrolyseetdst®en Zwischenprodukts die bevorzugte Reaktion
war. Somit konnte leider kein direkter Vergleichigehen radioaktiv- und pyrenmarkierten Substraten
unter exakt gleichen Reaktionsbedingungen gezogedem.

Trotzdem kann unter Berlcksichtigung der bereitkabbeten Stereopraferenzen der von uns
untersuchten Lipasen gesagt werden, dass die Metldiel Tendenz eines Enzyms zu einer
Stereopréaferenz deutlich wiedergibt und auch dakexQuantifizierung der Stereopraferenz trotz der
vielen weiteren Einflisse (abgesehen vom Markerliwid ist und sich mit den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen relativ gut deckt. Zusafassend kann gesagt werden, dass die
Mdglichkeiten unserer Methode, ihre Geschwindigkaiid Einfachheit sie zum bis dato besten

Werkzeug zur unkomplizierten Bestimmung von Steréfgpenzen von Lipasen machen.

4.2 Humane Lipasen

Im zweiten Teil der Arbeit wurde dié
ATGL (mit und ohne CGI 58)

Anwendbarkeit unseres Substratsets Mittelwerte aus vier Messungen
Bestimmung der Selektivitaten der human
Lipasen ATGL, HSL und MGL untersucht

die in COS-7 Zellen uberexprimiert wurde

100,0%

90,0% i

80,0%

70,0% 1

60,0% 1

Ausgehend von der Annahme, dass ¢ 2% s
% Sub.

50,0% 1

Cytosol dieser Zellen jeweils inkubiert m w00 | 8% DAG

Gesamtfluoreszenz

einem der Substrate in Summe € 300% - a% PDS

20,0% -

3% MAG
10,0% H L
0,0% H

- CGI 58 ‘ + CGI 58

komplexes Hydrolyseschema zeigt, dg

% Anteil der fluoreszierenden Reaktanden an der

sich bei Vorhandensein einer zusatzlich

humanen Lipase ganz spezifisch verand "CGISE | +COISE | -CGISS | +CGIS8

1TAG 3TAG DAG

sollte, lag unser Hauptaugenmerk auf ¢

Interpretation dieser Abweichungen undAbb. 4-4: Verkleinerte Darstellung von Abb. 3-15 (siehe itede)

deren
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Aussagekraft bezlglich der Eigenschaften des letrdén Enzyms. Wir konnten zeigen, dass
Uberexprimierte ATGL eine deutliche Aktivitat gedider Triacylglycerol besitzt (siehe Abb. 3-15).
In Gegenwart von CGI-58 wird zusatzlich eine Akfiwssteigerung sichtbar.

Uberexprimierte ATGL konnte also zweifelsfrei alsaEylglycerol hydrolysierende Lipase identifiziert
werden. Im Gegensatz dazu zeigte Uberexprimierte 8 eine relativ geringe Aktivitat gegentber

Triacylglycerolen, allerdings eine ausgepragte gkt zur Hydrolyse von DAG.

HSL (mit und ohne BSA) Eine Bestimmung des ee-Werts fur
Mittelwerte aus drei bzw zwei Messungen HSL st angesichts der minimalen
g 1% TR u T Hydrolyse der TAG Substrate nicht
S 90,0% 1 ]
§ 800w sinnvoll. Ausgehend von unseren
£ 700% H . . . .
88 oo L E2 Daten ist HSL vielmehr fur die
=] ' 0% Sub.
2§ 500% Hydrolyse  von  Diacylglycerolen
gg 40,0% + B% DAG
$8 2005 verantwortlich (16). Als
SO .l B% PDS
3 oo I Reaktionsprodukte werden PDS und
S 100% B% MAG
£ oo = MAG gebildet, woraus abzuleiten ist,
B -BSA +BSA -BSA +BSA -BSA +BSA . . .
das HSL auch in der Lage ist, die sn-2
1TAG 3TAG DAG

Position eines  Acylglycerols zu

Abb. 4-5; Verkleinerte Darstellung von Abb. 3-16 (siehe itge)
hydrolysieren.

Ob diese Reaktion tatsachlich in diesem Umfangfistdét oder durch den Marker induziert wird,
indem er durch seine sterische Ausdehnung eineipigtl unfavorisierte Reaktion begunstigt, bleibt

zu klaren.

Schlief3lich wurde MGL als letztes Enzym VGL

der Kaskade der voIIsténdigen Mobilisierur Mittelwerte aus verschiedenenen Messungen
der Fettsauren aus  Triacylglycerole 5 % TE -

betrachtet (16). Wie erwartet zeigte sich kat g ZZZ: :

Aktivitat gegentiber TAG. Diacylglycerol wirc %SM% T i T

bereits sehr effektiv gespalten. An dé ég:gg: I o
Monoacylglycerolen war die Aktivitat sc '%%40,0% 1 | T :j;iss
hoch, dass nur eine Verkirzung d %OZZZ: I a

Inkubationszeit um zwei Drittel im Vergleick é 10:0% H

zu den anderen Enzymen eine quantitat = °* e e e e s amac
Umsetzung des Substrats verhinderte. S

_ o _Abb. 4-6: Verkleinerte Darstellung von Abb. 3-17
auffallig war hier die hohe Schwankungsbreitgiehe Resultate)
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der Ergebnisse, die, wie bereits angesprochen vgamscheinlich auf die variable Menge an aktivem
Enzym in der Cytosolpraparation zuriickzufihren usid bei MGL als aktivstem Enzym am

deutlichsten zutage tritt.

4.3 Untersuchungen an Mausfettgewebe

Im dritten Teil der Arbeit sollten auf Basis derr&angegangenen Versuche die Aktivitatsbeitrdge von
ATGL und HSL bei der Lipidhydrolyse im Fettgewebenvwildtype bzw. knockout M&usen
dokumentiert werden.

Dabei legten wir vor allem Augenmerk auf die bemdbene Aufrechterhaltung der TAG Hydrolyse-
fahigkeit sowie die DAG Akkumulation in HSL definiien Mausen. Unter der Annahme, dass
fehlende ATGL die Triacylglycerolhydrolyse und fehtle HSL die Spaltung von Diacylglycerol
einschranken wirde, untersuchten wir weil3es undniesa Fettgewebehomogenat, um diese Effekte

sichtbar zu machen.

Unsere Ergebnisse deckten sich in allen wesentlicRankten mit den bisher verdéffentlichten
Ergebnissen und filhrten auch zu neuen, bislang dimkumentierten Schlussfolgerungen. Folgende

Fakten wurden erhoben:

- ATGL ist hauptverantwortlich fur die Triacylglgrolhydrolyse. Im Unterschied zu
Osuga et al. (18) messen wir nur einen Rickgangetam 30% (verglichen mit
60%) der TAG Hydrolyse in WAT und BAT von HSL deénten Mausen. Fehlende
ATGL fahrt hingegen zu einer Abnahme von ulber 50foweil3en Fettgewebe, im
braunen Fettgewebe wirkt sich die Absenz von ATGthinso schwerwiegend aus

(etwa um 30% verminderte TAG Hydrolyse).

- HSL zeigt die deutlichste Aktivitdt der drei kmthteten Enzyme (ATGL, HSL,
MGL) gegentiber Diacylglycerolen. Der Rickgang dé&@Hydrolyse im braunen
Fettgewebe HSL defizienter Mause betragt beinalé, 48TGL knockout Mause
zeigen einen starken Anstieg des DAG Hydrolyse lssveen wir auf eine
Kompensation der fehlenden ATGL unter anderem duechmehrte HSL Expression

zurtckfihren.

- HSL ist das einzige Enzym im Fettgewebe von Maus dass eine
Cholesterolesterasefunktion besitzt. HSL knockoéubé verlieren die Fahigkeit zur

Spaltung von Cholesterinestern vollstandig. EineeRyarkierung der Fettsdure von

64



Diplomarbeit Diskussion

Cholesterinestern ist jedoch kein geeignetes Miitet Untersuchung der CE
Hydrolyse durch Lipasen. Dies wurde erst durchaakliv markierten CE gezeigt.
Bei Verwendung dieses Substrats wurde sehr wolbekannte Cholesterinesterase-
Aktivitat gefunden.

Die Hydrolyserate von Cholesterinestern steigiésL -/- Mausen an. Da HSL das
einzige Enzym mit Aktivitat gegeniiber CE ist, vesacht ATGL Defizienz also
definitiv eine Steigerung der HSL Expression. Diedlanismen dieser Regulation

sind noch zu klaren.

Anhand dieser Ergebnisse und der vorhergehendegrdiichungen kann man folgendes Schema der

hydrolytischen Aktivitat der Lipasen im Fettgewdbanulieren:

Abb. 4-7: Schematische
A Darstellung der relativen

Aktivitat der Lipasen im
Fettgewebe  gegeniber
den moglichen Sub-

MGL straten.

HSL

ATGL

lipolytische Aktivitat

TAG DAG MAG

Das primar fur die Degradation von Triacylglycerolerantwortliche Enzym ist ATGL. Auch HSL

kann diese Funktion Udbernehmen, zeigt aber ihre gequagteste Aktivitdt gegeniber
Diacylglycerolen. Diese wiederum kénnen, wenn anicht mit derselben Geschwindigkeit, auch von
ATGL und MGL gespalten werden.

Schliel3lich ist MGL fur die Hydrolyse der in der Iiée toxisch wirkenden Monoacylglycerole

verantwortlich. Wohl auch aus diesem Grund ist M@as aktivste Enzym mit der schnellsten

Hydrolyserate in dieser Kaskade.
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Die abschliel3ende Untersuchung des Mausfettgewnitieds radioaktiv markierten Substraten wurde
auch durchgefuhrt, um zu klaren, warum der pyrekiege Cholesterinester von keinem unserer
Enzyme hydrolysiert werden konnte. Die Vermutungssddie sterisch raumfillenden Gruppen auf
beiden Seiten der Esterfunktion (Cholesterin une®yeine Hydrolyse verhindern, wurde erhéartet, da
der radioaktiv markierte CE die hochste Hydrolysegedler Substrate aufwies (katalysiert durch HSL).
Zusatzlich zeigte sich, dass im Fall der HSL knatkblaus keinerlei CE Hydrolyse sichtbar ist,
wéhrend im Fall der ATGL knockout Maus die CE Hygse stark erhoht wird. Dies stitzt noch
einmal die Annahme einer vermehrten HSL ExpresaisrKompensation der fehlenden ATGL in der
ATGL knockout Maus und zeigt auch, dass HSL offelmich die Cholesterinesterase im Fettgewebe

von Mausen ist (siehe oben).

Abb. 4-8: PD-CE. Auf beiden Seiten des
Molekiils finden sich grol3e
Substituenten, die eine enzymatische
Hydrolyse des Esters verhindern.

" Wahrscheinlichste Ursache ist, dass die
Esterfunktion aufgrund der Geometrie
0 der Bindetaschen der Lipasen nicht an
das aktive Zentrum herangefiihrt werden

kann.

4.4 Conclusio

Die Verwendung von pyrenmarkierten Substraten zwfkldrung der Substrat-, Regio- und
Stereoselektivitat von Lipasen erweist sich alseésti3wirkungsvolle und vielfaltig einsetzbare
Methode. In Hinblick auf die experimentellen undtlizghen Erfordernisse, die Mdglichkeit, die
Methode als high-throughput-Verfahren zu etabliereowie die weitreichenden Interpretations-
mdglichkeiten und Ruckschlisse, die die gewonndbaten ermdglichen, stellt sie ein universelles
Tool zur Klarung verschiedenster Fragestellungeweéiten Feld der Biochemie der Lipasen dar.

Wir konnten den zeitlichen Verlauf der Hydrolysenesd Substrats darstellen, konnten
Stereoselektivitdten und die dazugehdérigetWerte ermitteln, aber auch in komplexen biologisth
Matrices mit generell hoher lipolytischer Backgrduiktivitat die Wirkung und Funktion einzelner
Enzyme verfolgen und messbar machen.

Vor allem letzteres scheint ein sehr zukunftstigelst Gebiet flr weitere Forschung zu sein. Sehr
interessant war die Beobachtung eines offensitigticRegulationsmechanismus, der eine verstarkte
Expression von HSL in ATGL -/- Mausen bewirkt. DA8ssen um die Zusammenhange zwischen

diesen beiden Enzymen und die Aufklarung des Mdshars ihrer Ausbalancierung ist wohl fur das
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tiefergehende Verstandnis der Fettsauremobilisgerunumganglich. Verfeinerungen der Assays,

sowie der Cytosol- bzw. Gewebepraparationen labsstimmt tiefere Einblicke in die Lipolyse zu,

als sie im Rahmen dieser Arbeit erzielt wurden aadhin vivo Applikationen der Substrate kdnnten

in Zukunft sehr detaillierte Einblicke in den Fatfékatabolismus gewéhren und das faszinierende

Zusammenspiel der Enzyme, die ihn bewerkstelligemtbar machen.
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