Einleitung 1

1. Einleitung

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

Mit der Entdeckung von Signalwegen, die durch Metabolite der oxidierten Formen [NAD(P)']
gesteuert werden, sind die Pyridinnukleotide augenblicklich erneut ins Zentrum des I nteresses
gertickt. Bemerkenswerterweise dient das NAD™ sowohl al's Substrat fiir kovalente Proteinmodi-
fikationen sowie auch as Vorlaufer fir neuartige intrazellul&re Cal cium-mobilisierende Boten-
stoffe. Von grof3er Bedeutung in diesem Zusammenhang ist die Beteiligung der Mitochondrien
an der Regulation der zellularen Calcium-Homdoostase, die durch die zusétzlichen Kapazitéten
desNAD(P)" als Vorstufe Calcium-freisetzender Nukleotide erkl&rt werden konnte.

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

Alle im folgenden beschriebenen Gruppentransferreaktionen (Abschnitt 1.1) beinhalten die
Spaltung der b-N-glykosidischen Bindung, die den Adenosin-5"-diphosporibose (A DP-Ribose)-
Rest mit dem quartanéren Stickstoff des Pyridinrings verbindet (Abb.1, rechts). Unter Freiset-
zung des Nikotinamids (Nam) wird aus dem Substrat NAD" die ADP-Ribose-Einheit auf unter-
schiedliche Nukleophile Ubertragen.
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Struktur von Nikotinamidadenindinukleotid (NAD™). Linke Seite: Eine Pyrophosphatbindung
verbindet die beiden Mononukleotide Adenosinmonophosphat (AMP) und Nikotinamidmononu-
kleotid (NMN). Rechte Seite: Nikotinamid (Nam) und Adenosindiphosphoribose (ADPR) sind

durch eine energiereiche b-N-glykosidische Bindung verknupft.
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ADP-Ribosyltransferasen (ADPRTYS) stellen eine Gruppe ADP-Ribose Ubertragender Enzyme
dar, die den Transfer auf spezifische Aminosduren ihrer Zielproteine katalysieren (Abschnitt
1.1.1).

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

Die Entdeckung derartiger Transfer-Reaktionen erweiterte die biologische Rolle desNAD™ von
der eines respiratorischen Coenzyms zu der eines Substrates fur “ Nicht-Oxidations- / Redukti-
ons-Reaktionen*.

1.1 NAD"-metabolisierende Enzymaktivitaten

1.1.1 ADP-Ribosyltransferasen

ADP-Ribosyltransferasen katalysieren die posttranslationale M odifikation spezifischer Akzep-
toren, bei der unter Verwendung von NAD™ als Substrat ein ADP-Riboserest kovalent auf spe-
zielle Aminosauren ihrer Zielproteine Ubertragen wird (ADP-Ribosylierung). Die ADP-
Ribosylierung von Proteinen wurde erstmalig als eine Modifikation von nukledren Proteinen
durch Polymere aus ADP-Riboseresten, die aus dem NAD™ stammen, entdeckt (Chambon et al.,
1963, 1966). Das polymerisierende Enzym, polyADP-Ribosyltransferase (P ADPRT), ist ein
Kernprotein, das bisher in allen untersuchten Eukaryonten (einzige Ausnahme: Hefe) nachge-
wiesen wurde. Es handelt sich um ein multifunktionelles Enzym, das sowohl den Transfer der
ersten ADP-Ribose vom NAD" auf Glutamatreste al's auch das Wachstum der ADP-Ribosekette
und deren Verzweigung katalysiert (Oei et al., 1997). Obwohl die physiologische Funktion der
pPADPRT noch weitgehend unklar ist, wurde eine Beteiligung an zahlreichen Prozessen, wie
DNA-Reparatur, Zelldifferenzierung und Apoptose, nachgewiesen (Oei et ., 1997). Neueren
Untersuchungen zufolge hat die polyADP-Ribosylierung einen direkten Einfluld auf die RNA
Polymerase I1-abhangige Transkription, die in einem NAD* benétigenden Prozef3 inhibiert wird
(Cei et d., 1998).

Eine zweite Klasse ADP-ribosylierender Enzyme wird von monoADP-Ribosyltransferasen
(mADPRTS) représentiert, die eine Proteinmodifikation mit nur einem ADP-Riboserest kataly-
sieren (Abb. 2). Die am besten charakterisierten mMADPRTSs sind prokaryontischen Ursprungs.
Wesentliche Erkenntnisse Gber die ADP-Ribosylierung wurden in bezug auf den Bakteriopha-
gen T4 erhalten (Mailhammer et al., 19753, b). Das Phagengenom kodiert fir zwei monoADP-
Ribosyltransferasen, die wahrend der Infektion von Escherichia coli die wirtseigene RNA-
Polymerase modifizieren. Wéahrend eine ADPRT, Alt (alteration), ein internes Protein des Pha-
genkopfesist und mit der Virus-DNA in die Zelle injiziert wird, wird die zweite ADPRT, Mod
(modification), im Verlauf der Infektion gebildet. Beide Enzyme ADP-ribosylieren die a-
Untereinheit der E. coli RNA-Polymerase. Es konnte gezeigt werden, dal? die Modifizierung zu
einer generellen Reduktion der Transkription von Wirts-DNA fuhrt, d. h. kaum mRNA von
Genen des Bakteriums synthetisiert wird (Mailhammer et al., 1975a).
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Obwohl die ADP-Ribosylierung nicht essentiell fir die Phagenentwicklung ist, da auch Dop-
pelmutanten (T4 alt “ mod °) Uberlebensfahig sind, konnte durch diese Ergebnisse erstmalig ein
M echanismus aufgezeigt werden, der erklaren kann, wie der T4-Phage sein genetisches Pro-
gramm Schritt fur Schritt in der Wirtszelle ausfihrt (Mailhammer et al., 19753).

Diverse Bakterienspezies sekretieren Toxine, die nach Eindringen in die Wirtszelle spezifische
Proteine mit ADP-Ribose modifizieren (Moss und Vaughan, 1988). Auffallend ist, da3 ale bis-
her beschriebenen Toxine mit mMADPRT-AKktivitét nukleotidbindende Proteine, in den meisten
Fallen guaninnukleotidbindende Proteine (G-Proteine), ADP-ribosylieren. Ein sekretorisches
Produkt des Keuchhustenerregers Bordetella pertussis, das Pertussis Toxin, modifiziert eine
Komponente des Rezeptor-Adenylat-Cyclase-Systems, die a-Untereinheit des inhibitorischen
G-Proteins (G)), in einem NAD™-abhangigen Prozef? (Katada und Ui, 19823, b). Es wurde ge-
zeigt, dal3 die enzym-katalysierte Reaktion zu einer kovalenten Verkniipfung der ADP-Ribose
mit einem Cystein des Akzeptors fiihrt (West et al., 1985). Die ADP-Ribosylierung von Gi,
bedingt eine verminderte Dissoziation von Gy und eine Abnahme der Affinitét zu GTP bei
gleichzeitig verstérkter Bindung von GDP. Dadurch wird eine effektive Entkopplung vom inhi-
bitorischen Rezeptor erreicht, so dald dessen Agonisten nicht mehr zu einer Hemmung der
Adenylat Cyclase und damit Abnahme des zelluldren cAMP-Spiegels fihren (Moss

und Vaughan, 1988). Uber einen homol ogen Mechanismus verursacht das Cholera Toxin, ein
sekretiertes Produkt von Vibrio cholerae, seine pathologischen Effekte. Das primére Zielprotein
der enzym-katalysierten, NAD"-abhangigen Reaktion ist die a-Untereinheit des stimulatori-
schen G-Proteins (Gs) des Adenylat-Cyclase-Systems (Cassel und Pfeuffer, 1978). Die spezifi-
sche Modifikation von Gs; mit ADP-Ribose an einem Argininrest fiihrt zu einer Inhibition der
intrinsischen GTPase-Aktivitdt (Moss und Vaughan, 1977). Dadurch wird die Lebenszeit der
aktiven Gs/GTP - Komponente verlangert, die eine Stimulation der Adenylat Cyclase und
folglich eine erhdhte cAM P-K onzentration bewirkt (Moss und Vaughan, 1988).

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

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

Die bisher genannten prokaryontischen mADPRT-Aktivitéten fihren zu einer irreversiblen Mo-
difikation ihrer jeweiligen Zielproteine in der Wirtszelle, fur die bisher kein wirksamer Gegen-
mechani smus beschrieben wurde (Okazaki und Moss, 1996).

Dal3 eine endogene ADP-Ribosylierung ein Tell eines Regulationskreislaufs sein kann, wurde
fUr das photosynthetische Bakterium Rhodospirillum rubrum gezeigt (Ludden, 1994). In

R. rubrumwird die Fixierung von Stickstoff derart reguliert, dal3 die Dinitrogenase-Reduktase,
ein Teil des stickstoffixierenden Enzymkomplexes, durch ADP-Ribosylierung eines Argininre-
stesinaktiviert wird. Das Enzym, das diese Reaktion katalysiert - die Dinitrogenase-Reduktase
ADP-Ribosyltransferase - wird durch Umweltstimuli, wie Dunkelheit oder eine Quelle fixierten
Stickstoffs, aktiviert. Die Entfernung der Stickstoffquelle oder Lichteinwirkung fihren zu einer
Aktivierung der Dintrogenase-Reduktase. Das Enzym Dintrogenase-Reduktase ADP-Ribose
Hydrolase katalysiert die Abspaltung der zuvor eingebauten ADP-Ribose und regeneriert den
freien Argininrest, wodurch der Regulationskreislauf geschlossen wird.

Mehrere eukaryontische monoADP-Ribosyltransferasen wurden identifiziert und beschrieben
(Okazaki und Moss, 1996). Die meisten dieser Enzyme, deren in vivo Zielproteine nur wenig
charakterisiert sind, modifizieren Argininreste in verschiedenen in vitro Substraten (Okazaki
und Moss, 1996). Die ADP-Ribosylierung von Argininen scheint ein reversibler Prozeld zu sein:
In Truthahnerythrocyten konnte sowohl eine argininspezifische ADPRT-Aktivitét (Moss et al.,
1980) als auch die enzymatische Aktivitét einer ADP-Ribosylarginin Hydrolase identifiziert
werden (Moss et a., 1985; Moss et al., 1988). Die erste eukaryontische mADPRT, die gereinigt,
sequenziert und deren kodierender cDNA-Bereich kloniert wurde, stammt aus dem Skelettmus-
kel von Kaninchen (Zolkiewskaet al., 1992). Als physiologisches Substrat dieses Enzyms
konnte Integrin a7 identifiziert werden, dessen argininspezifische ADP-Ribosylierung jedoch
nicht vollsténdig reversibel ist und damit auf3erhalb eines postulierten Regelkreislaufs stattzu-
finden scheint (Zolkiewska und Moss, 1993). Eine zellulére mADPRT, die entsprechend den
bakteriellen Toxinen (s.0.) den Diphthamidrest des Elongationsfaktors-2 modifiziert, wurde in
Hamsternierenzellen beschrieben (Lee und Iglewski, 1984). Der endogene Transfer der ADP-
Ribose aus dem NAD" erfolgt jedoch im Gegensatz zur toxin-katal ysierten Modifikation nur
auf einen Teil des EF-2-Pools (Iglewski, 1994).

Endogene ADP-Ribosylierungen von Cysteinresten wurden ebenfalls mehrfach nachgewiesen.
Ein fir neuronal es Gewebe spezifisches Protein, B-50, das unter anderem an der Regulation
eines G-Proteins beteiligt zu sein scheint (Strittmatter et al., 1990), wird cystein-spezifisch mit
ADP-Ribose modifiziert (Philibert und Zwiers, 1995). Bemerkenswert ist, dal3 die ADP-
Ribosylierung der beiden einzigen Cysteinreste innerhalb von B-50 (Cys-3 und/oder Cys-4) eine
verminderte Assoziation dieses Proteins mit Membranen bewirkt, weil dadurch die Palmitoylie-
rung dieser Aminosauren verhindert wird (Zwiers et a., 1997).
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Fur Cysteinreste spezifische mMADPRTs wurden in Erythrocyten aus Rindern (Saxty und van
Heyningen, 1995) sowie Menschen (Tanumaet al., 1987) nachgewiesen. Ein Substrat der hu-
manen ADPRT ist die a-Untereinheit eines inhibitorischen G-Proteins (Tanumaet a., 1988). In
menschlichen Erythrocyten wurde zusétzlich eine fir ADP-Ribosylcystein spezifische Hydrola
se entdeckt (Tanuma und Endo, 1990), ein Hinweis auf einen moglichen ADP-
Ribosylierungskreislauf, der Cysteinreste in Proteinen involviert (Okazaki und Moss, 1996).
Die Modifikation von Proteinen mit ADP-Ribose scheint auf3erdem tber einen nicht-
enzymatischen Mechanismus erfolgen zu kénnen (Just et a., 1994; McDonald und Moss,
19933, b). Es wurde vermutet, da? eine NAD*-Glycohydrolase (Abschnitte 1.1.2 und 1.2.2) die
Hydrolyse des NAD" katalysiert und die gebildete freie ADP-Ribose eine nicht-enzymatische
Cysteinmodifikation bewirkt (McDonald et a., 1992; Okazaki und Moss, 1996).

In vielen Fallen erhd@lt man die erste Information einer ADP-Ribosylierung tber kovalent modi-
fizierte Proteinsubstrate nach Inkubation mit radioaktiv markiertem NAD", bevor eine Charak-
terisierung des katalytischen Enzyms erfolgt. Die Spezifitét aler bekannten ADPRTs fur eine
bestimmte Aminosaure ist daher ein wichtiges Kriterium fir die Einteilung dieser Enzyme. Die
Aminosaure, mit der die ADP-Ribose-Einheit verknupft wurde, kann durch die Empfindlichkeit
der Bindung gegentiber verschiedenen Chemikalien (Tab. 1) bestimmt werden (Jacobson et al.,
1994). Die chemische Stabilitét moglicher Aminoséure-ADP-Ribose-Bindungen wurde anhand
von synthetisierten Modellverbindungen sowie mittels bakterieller Toxine modifizierter Protei-
ne ermittelt (Cervantes-Laurean et al., 1993, 1995).

ADP-Ribosylierung in Mitochondrien wurde in verschiedenen V eréffentlichungen dokumen-
tiert; siewird getrennt im Abschnitt 1.2.2 behandelt.

ADPR-Bindung | Ameisensiure | Hydroxylamin Hg* CHES NaOH
mit (44%), 37°C (AM), 37°C | (10mM), 25°C | (50mM), 37°C | (IM), 37°C
Glutamat stabil Spaltung, stabil Spaltung, Spaltung
schnell langsam
Arginin stabil Spaltung, stabil stabil Spaltung
langsam
Cystein stabil stabil Spaltung stabil Spaltung
Histidin stabil stabil stabil stabil stabil
(Diphthamid)

Asparagin stabil stabil stabil stabil stabil
Serin Spaltung stabil stabil stabil stabil
Lysin stabil stabil stabil Spaltung, Spaltung

schnell

Tab.1 Chemische Stabilitdten von Aminosaure-ADP-Ribose-Bindungen. Die Behandlung eines ADP-
ribosylierten Proteins mit unterschiedlichen Chemikalien ermoglicht die Identifizierung der an der
Bindung beteiligten Aminosaure. Eine Bindung gilt als stabil, wenn ihre Halbwertszeit unter den an-
gegebenen Bedingungen mehr a's zehn Stunden betragt (Jacobson et al., 1994).
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1.1.2 NAD"-Glycohydrolasen

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

NADasen sind welit verbreitete Enzyme, die sowohl in Prokaryonten al's auch Eukaryonten
nachgewiesen wurden (Price und Pekala, 1987). Wahrend die Mehrzahl der eukaryontischen
Enzyme membrangebunden ist (Ziegler et al., 1997a'), stellen die bekannten prokaryontischen
NA Dasen wasserl6sliche Proteine dar (Price und Pekala, 1987). Wasserl6sliche NADasen eu-
karyontischen Ursprungs wurden bisher in der Samenflissigkeit (Y uan und Anderson, 1971)
und im Hirngewebe (Y amauchi und Tanuma, 1994) von Rindern, sowie bei Neurospora crassa,
Bungar us fasciatus (Price und Pekala, 1987) und Aplysia californica (Hellmich und Strumwas-
ser, 1991; Lee und Aarhus, 1991) entdeckt. NADase-Aktivitéten sind oft mit der Plasmamem-
bran oder mit Mikrosomen organisiert (Price und Pekala, 1987), jedoch ist die subzelluldre Lo-
kalisation dieser Enzyme in vielen Geweben von Saugetieren noch nicht eindeutig geklért
(Ziegler et al., 1997a"). Eine mit mitochondrialen Membranen assoziierte NAD"-
Glycohydrolase wurde ebenfalls mehrfach beschrieben (Ziegler et al., 1997a'); sie wird getrennt
im Abschnitt 1.2.2 behandelt.

Seit nunmehr elf Jahren haben NADasen eine erneute grof3e Aufmerksamkeit erlangt und sind
Inhalt zahlreicher Untersuchungen: In der Arbeitsgruppe von Lee (Clapper et al., 1987) wurde
entdeckt, da? eine Ca’*-Freisetzung aus Seeigel ei-Mikrosomen durch einen Metaboliten des
NAD" bewirkt wird. Dieses Molekiill wurde spéter als cyclische ADP-Ribose (cCADP-Ribose)
identifiziert (Lee et al., 1989). Es konnte gezeigt werden, da dieser Weg der Ca®*-
Mobilisierung unabhéngig vom Inositol-1,4,5-trisphosphat (1nsP3)-Mechanismus, jedoch genau-
so effektiv erfolgt (Dargie et a., 1990). Das Enzym, mit dem erstmalig die Bildung der cADP-
Ribose nachgewiesen werden konnte, ist aus den Ovotestes der M eeresschnecke Aplysia cali-
fornica isoliert worden (Hellmich und Strumwasser, 1991; Lee und Aarhus, 1991); bis zu die-
sem Zeitpunkt wurde das Enzym als NAD*-Glycohydrolase klassifiziert. Die enzymatische
Synthese von cADP-Ribose, katalysiert von ADP-ribosyl Cyclasen bzw. cADP-Ribose Syntha-
sen, bedingt die Spaltung der b-N-glykosidischen Nikotinamid-Ribose-Bindung. Im Anschluf3
daran erfolgt eine Cyclisierung des N*-Atoms des Adeninringes mit dem anomeren Kohlenstoff
der terminalen Ribose (Abb. 3, Route 2).

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

! siehe Abschnitt 7.2, eigene Verdffentlichungen
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Die Entdeckung, daf3 die Synthese von cADP-Ribose durch ein zunachst als NAD*-
Glycohydrolase klassifiziertes Enzym katalysiert wird, fuhrte zu der Identifizierung zahlreicher
dieser Enzyme als ADP-ribosyl Cyclasen (Ziegler et al., 1997a"); darunter befindet sich interes-
santerweise auch ein prokaryontisches Protein aus Streptococcus pyogenes (Karasawa et al.,
1995).

Die Ektoenzyme CD38 (Howard et a, 1993; Zocchi et a., 1993; Takasawaet al., 1993; Sum-
merhill et al., 1993) sowie BST-1 (Hirataet al., 1994) besitzen ebenfalls die Fahigkeit, die
Synthese von cADP-Ribose zu katalysieren. Im Gegensatz zu der 16slichen ADP-ribosyl Cycla-
se aus Aplysia sind diese beiden Enzyme mit der Plasmamembran verbunden. Wahrend CD38
ein typisches Typ || Membranprotein darstellt (Malavas et al., 1994; Lund et al., 1995; Jacob-
son et a., 1995), ist BST-1 tiber einen Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) mit
der Membran verbunden (Kaisho et al., 1994). Die katalytische Doméne der bisher isolierten
ADP-ribosyl Cyclasen aus Saugetieren ist ausnahmslos auf der extrazelluldren Seite der Plas-
mamembran lokalisiert. Mit diesem Befund, der ihre Beteiligung an der Bildung intrazellul rer
CcADP-Ribose unwahrscheinlich erscheinen &3, ist eine der fundamentalen offenen Fragen be-
zuglich der Funktion dieser Enzyme verbunden.

ADP-ribosyl Cyclase-Aktivitdten (Rusinko und Lee, 1989; Lee et al., 1994a) sowie die Existenz
endogener CADP-Ribose (Walseth et a., 1991) konnten in einer grof3en Zahl von Zellen bzw.
Geweben nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde die Ca?*-freisetzende Wirkung der
cADP-Ribose firr viele Systeme etabliert (Ziegler et al., 1997a'). Folglich kann cADP-Ribose
als ein weitverbreitetes intrazel lul &res Nukl eotid angesehen werden, das von grundlegender
Bedeutung bei der Regulation der zelluléren Ca’*-Homdostase zu sein scheint. Dennoch ist es
bislang trotz intensiver Forschung nicht gelungen, den Rezeptor fir cADP-Ribose zu identifi-
zZieren; die Evidenzen weisen cADP-Ribose jedoch eine Beteiligung an der Calcium-induzierten
Calcium-Freisetzung, die Uber Ryanodin-Rezeptoren vermittelt wird, zu (Lee, 1996). Interes-
santerweise sind nicht alle NADasen in der Lage, das cyclische Nukleotid zu bilden. Das En-
zym aus Neurospora crassa z. B. katalysiert ausschliefdich die Bildung freier ADP-Ribose (und
Nikotinamid) aus NAD* (Graeff et al., 1994; Ziegler et a., 1997a).

Die hohe Effizienz, mit der cADP-Ribose eine Ca®*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern
bewirkt, 1813 es offensichtlich erscheinen, dal3 es einen wirksamen Mechanismus der Inaktivie-
rung geben mul3. cADP-Ribose Hydrolasen, Enzyme, die die hydrolytische Spaltung der cADP-
Ribose zu ADP-Ribose katalysieren (Abb. 3, Route 3), sind in der Tat in verschiedenen Gewe-
ben nachgewiesen worden (Lee und Aarhus, 1993). Die ersten Befunde, dal3 die Hydrolase-
Aktivitat mit der ADP-ribosyl Cyclase korreliert, wurden in der Arbeitsgruppe von Jacobson
erbracht (Kim et al., 1993). Fur die zur Homogenitét gereinigte ADP-ribosyl Cyclase aus Hun-
demilz-Mikrosomen, die scheinbar homolog zu CD38 ist (Jacobson et al., 1995) sowie fir das
Enzym aus Bungar us fasciatus, konnte die cADP-Ribose Hydrolase-Aktivitét nachgewiesen
werden. Bisher gehoren ale als Hydrolasen identifizierten Enzyme auch zur Klasse der Cycla-
sen, so dal3d beide Aktivitaten in einem bifunktionellen Protein vereint sind. Damit kann die
“klassische* Reaktion der NAD™-Glycohydrolasen als eine Sequenz zweier aufeinanderfolgen-
der katalytischer Teilschritte angesehen werden (Abb. 3, Routen 2 und 3):

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

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

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

Die NADase aus Kadbermilz-Mikrosomen ist eines der am umfassendsten charakterisierten bi-
funktionellen Enzyme. Sie katalysiert sowohl die Hydrolyse von NAD™ und zahlreicher NAD"-
Anaoga (Schuber et al., 1978, 1979) as auch die cADP-Ribose Hydrolase-Reaktion (Muller-
Steffner et a., 1994). Dartber hinausist dieses Enzym zu einer sogenannten Transglykosylie-
rungsreaktion befahigt, die mit Nikotinamidanaloga (z. B. 3-Acetylpyridin) zu einem Pyridinba-
senaustausch (Schuber et a., 1976) und in Anwesenheit von Methanol (Methanolyse) zur Ent-
stehung des Methylribosids fuihrt (Muller-Steffner et al., 1994). Die Transglyosylierungsreakti-
on verschiedener NADasen wurde zur Synthese zahireicher NAD*-Analoga, wie z. B. Nikotin-
&'aureafleni ndinukleotid oder 3-Acetylpyridinadenindinukleotid ausgenutzt (Ziegler et a.,
1997a’).

! siehe Abschnitt 7.2, eigene Verdffentlichungen
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Die Reaktionsprodukte der Transglykosylierung weisen alle die urspriingliche b-Konfiguration
beztglich der terminalen Ribose auf. Daher sowie aufgrund kinetischer Analysen wurde ein
Reaktionsmechanismus postuliert (Bull et al., 1978, Schuber et al., 1979; Tarnus et a., 1988;
Oppenheimer, 1994), der ein enzymstabilisiertes ADP-ribosyl-Oxocarbeniumion a's Intermediat
annimmt, welches sowohl aus NAD" a's auch aus cADP-Ribose gebildet werden kann (Abb. 3,
Mitte). Ausgehend von der Zwischenstufe ermdglicht die Konkurrenz zwischen unterschiedli-
chen Nukleophilen drei Reaktionswege:

1. Dieirreversible Entstehung freier ADP-Ribose, die nicht zum Intermediat zuriickreagie-
ren kann, daihr die konservierte Energie der glykosidischen Bindung fehlt.

2. Diereversible Synthese von cyclischer ADP-ribose.

3. Diereversible Bildung von NAD" bzw. entsprechender Derivate.

Aulerordentlich bemerkenswert ist, dal3 einige der bifunktionellen NADasen ein sehr breites
Spektrum bezlglich ihrer Substrate und Reaktionsprodukte besitzen. Diese Enzyme akzeptieren
eine Reihe von NAD*-Analogain der von ihnen katalysierten Reaktion (Ziegler et a., 1997a).
Neben Pyridinbasenderivaten in der bereits erwadhnten Transglykosylierung (s.0.) dienen auch
einige Derivate mit Modifikationen im Purinring als Substrate. NAD*-Analoga, wie 1,N°-
Etheno-NAD" (e-NAD"), Nikotinamidguanindinukleotid (NGD™) sowie Nikotinamidhypox-
anthindinukleotid (NHD™), werden von ADP-ribosyl Cyclasen zu fluoreszenten cyclischen Nu-
kleotiden umgesetzt (Graeff et al., 1994; 1996; Zhang und Sih, 1995). VVon grof3em Interesse
dabei ist, dal’ der Ringschluf3 der terminalen Ribose in diesen Féllen - im Gegensatz zum N*-
Atom des Adenins bei der cCADP-Ribose (Abb. 3) - Uber das N’-Atom des jeweiligen Purinrin-
ges erfolgt (Zhang und Sih, 1995; Graeff et al., 1996; siehe auch Abb. 199).

Zusatzlich konnen die ADP-ribosyl Cyclase aus Aplysia sowie CD38 ein cyclisches Produkt
unter Verwendung von NADP' bilden (F-J. Zhang et al., 1995; Vu et al., 1996), dessen I dentitét
als cyclische ADP-Ribose-2 -phosphat (2 -P-cADP-Ribose) nachgewiesen wurde. Aus NADP'
kann noch ein weiterer Metabolit synthetisiert werden: Nikotinsdureadenindinukleotidphosphat
(NAADP") wird in Gegenwart von NADP" und Nikotinsiure in einer Transglykosylierung ge-
neriert (Chini und Dousa, 1995; Aarhus et al., 1995). Sowohl 2°-P-cADP-Ribose as auch
NAADP' bewirken eine Ca?*-Freisetzung aus intrazellul&ren Speichern. Wahrend 2" -P-cADP-
Ribose in Hirn-Mikrosomen Calcium aus einem cADP-Ribose-sensitiven aber InsPs-
insensitiven Ca*-Pool freisetzt (Vu et al., 1996), mobilisiert NAADP* Calcium aus Speichern,
die scheinbar weder von InsP; noch von cADP-Ribose aktiviert werden (Chini et al., 1995; Lee
und Aarhus, 1995).

! siehe Abschnitt 7.2, eigene Verdffentlichungen
2 siehe Abschnitt 8.1, Anhang
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1.2 Regulation der zellularen Calcium-Homdostase

Calciumionen sind an der Regulation zahlreicher Prozesse, wie Muskelkontraktion, Transmissi-
on von Nervenimpulsen, Blutgerinnung, Differenzierung und Proliferation, beteiligt (Berridge,
1993). Die Calciumkonzentration im Extrazellul&rraum betrégt ca. 3mM, wovon etwa die
Héalfte des Calciumsionisiert, also frei vorliegt. Innerhalb der Zelle tritt Calcium nur ungefahr
zu 0,1% ionisiert auf; die cytosolische freie Calciumkonzentration einer ruhenden Zelleliegt im
Bereich von 0,1-0,2uM (Carafoli, 1987). Dieser deutliche Unterschied in der freien Calcium-
konzentration zwischen extra- und intrazellul&ren Flussigkeiten bedingt eine grof3e nach innen
gerichtete elektrochemische Kraft fir Ca®*-lonen. Intrazelluléres freies Calcium erfiillt die Rolle
eines bedeutenden Botenmolekuls fur eine Vielzahl von Aktivitéten und muf3 daher einer
grundlegenden Feinregulation unterliegen.

Mit dem Transport von Calciumionen Uber die Plasmamembran bzw. Gber Membranen subzel -
lulérer Kompartimente besitzt eine Zelle prinzipiell zwel Hauptwege, um eine Verdnderung der
intrazelluldren Konzentration von Calcium zu bewirken. Die unterschiedlichen kinetischen Ei-

genschaften verschiedener Calciumtransportsysteme, insbesondere ihre Calcium-Affinitat und -
Kapazitat, lassen auf distinkte Funktionen bei der Regulation der Calciumkonzentration schlie-
3en (Carafoli, 1987).

In der Plasmamembran sind drei verschiedene Calciumtransportsysteme lokalisiert (Carafoli,
1987; Richter und Frei, 1988; Richter und Kass, 1991). Die spannungssensitiven Ca?*-Kanale
werden unter Depolarisation der Membran getffnet, wodurch es zu einem Einstrom von Ca*-
lonen in das Cytosol kommt. Uber den Na'/Ca*-Antiporter werden in einem el ektrogenen Pro-
zel3 drei Na'-lonen pro Ca®*-lon ausgetauscht. Bei polarisierter Membran sorgt die einwarts
gerichtete Bewegung von Na'-Ionen entlang ihres K onzentrationsgradienten fir die bentigte
Energie des auswarts gerichteten Ca?*-Stroms entgegen dem Konzentrationsgefalle. Unter De-
polarisation wird die Richtung der lonenbewegung umgekehrt. Schliefdlich wird Calcium durch
eine ATP-betriebene Ca?*-Pumpe aus der Zelle transportiert, die ihre Energie aus der Hydrolyse
von einem Mol ATP pro Mol transportierter Ca?*-lonen bezieht.

Das endoplasmatische bzw. sarkoplasmatische Retikulum (ER / SR) stellt einen wichtigen
Ca’*-Pool von Zellen dar (Berridge, 1993; Richter und Kass, 1991). Der Transport von Calcium
in das Retikulum erfolgt durch spezifische Ca?*-ATPasen, die eine hohe Affinitat zu Calciu-
mionen haben. Im Retikulumlumen werden grof3e Mengen von Calcium an Proteine, wie Calse-
guestrin oder Calreticulin, mit niedriger Affinitét gebunden.

Die Freisetzung des intraluminalen Calciums aus dem ER / SR wird durch spezielle Rezeptoren
gewahrleistet, die einen Ca?*-Kanal bilden (Carafoli, 1987; Berridge, 1993). In nicht-erregbaren
Zellen fuhrt die Bindung des “ second messengers® Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) an seinen
Rezeptor (InsP3R) zur Offnung des Ca’*-Kanals und damit zur Freisetzung von Calcium ins
Cytoplasma. Der Hauptweg der Ca*-Freisetzung aus dem SR erregbarer Zellen (Herz-, Ske-
lettmuskel) erfolgt Uber den Ryanodin-Rezeptor (RyR). Ryanodin-Rezeptoren, die ihren Namen
aufgrund ihrer Sensitivitét gegeniiber dem Pflanzenalkal oid Ryanodin erhielten, besitzen eine
hohe strukturelle und funktionelle Homologie zum InsP;R (Ogawa, 1994). Der physiologische
Ligand der RyRs ist bisher nicht bekannt. Es gibt jedoch erste Evidenzen, dal3 cADP-Ribose
sowohl in Seeigeleiern (Galione et al., 1991) als auch in Herz- und Pankreaszellen (M észaros et
al., 1993; Thorn et al., 1994) einen physiologisch relevanten RyR-Agonisten darstellt.
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Ryanodin- und |nsPs-Rezeptoren weisen beide eine Sensitivitat gegentiber Ca?*-lonen auf, die
zu einer verstarkten Mobilisierung ihrer Ca®*-Pools fiihrt. Dieser al's Calcium-induzierte Calci-
um-Freisetzung (CICR, “calcium-induced calcium-realease”) bekannte Mechanismus wird al's
wichtiger Bestandteil der Generierung zeitlicher und réaumlicher Varianzen der Ca*-Freisetzung
und -Konzentration (Oszillationen bzw. Wellen) angesehen (Carafoli, 1987; Berridge, 1993;
Clapham, 1995).

1.2.1 Bedeutungder Mitochondrien fir die zellulare Calcium-Homoostase

Isolierte, energetisierte Mitochondrien kdnnen eine grof3e Menge an Calcium aufnehmen und
stellen damit einen wichtigen Ca?*-Pool der Zelle dar (Rossi und Lehninger, 1963; Carafoli,
1979, 1987). Der Transport von Calcium in die mitochondriale Matrix erfolgt energiegekoppelt
liber einen Ca?*-Uniporter, angetrieben durch die elektrische Komponente der protonenmotori-
schen Kraft (Carafoli, 1979). Der Calciumausstrom aus Mitochondrien wird durch einen elek-
troneutralen Antiport gewahrleistet, wobei ein 2Na'/Ca’*-Austauscher sowie ein 2H*/Ca?*-
Austauscher, deren Expression vermutlich gewebespezifisch erfolgt, beschrieben wurden
(Gunter und Pfeiffer, 1990; Denton und McCormack, 1990). Da die Ca®*-Affinitaten beider
Transportsysteme (K, @LOuM) fur eine Regulation von Reaktionen, die im sub-pM-Bereich
moduliert werden, zu gering ist (Carafoli, 1987), geht man davon aus, dal3 die Funktion der
Mitochondrien nicht primar die Pufferung cytosolischer Ca?*-K onzentrationen physiol ogischer
Bereiche, sondern vielmehr eine langsamere und langfristigere Ca?*-Regulation ist (Halestrap,
1989; Gunter und Pfeiffer, 1990; Denton und McCormack, 1990). Dauerhafte oder exzessive
Erhohungen der cytosolischen Ca?*-K onzentration fiilhren jedoch aufgrund der grofen mito-
chondrialen Kapazitét zu einer Akkumulation des Calciums in den Organellen, die damit als
wichtiger Speicher eine Calciumiberladung der Zellen verhindern konnen (Carafoli, 1987;
Richter und Frei, 1988; Halestrap, 1989; Gunter und Pfeiffer, 1990).

Verschiebungen der intrazellul&ren Homoostase sind oft die Folge schadigender Einwirkungen,
wobel das vermehrte Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) als eine haufige Ursache an-
gesehen wird. Ein etabliertes Modell fur die Belastung von Zellen oder isolierten Mitochondrien
mit ROS (“oxidativer Stress*) ist die Behandlung mit Peroxidationsmitteln, wie Wasserstoff-
peroxid oder tert.-Butylhydroperoxid (Carafoli, 1987; Richter und Kass, 1991). Hydroperoxide
induzieren eine Oxidation mitochondrialer Pyridinnukleotide sowie einen Ausstrom zuvor ak-
kumulierten Calciums (L 6tscher et al., 1979, 1980; Hofstetter et al., 1981; Richter und Frei,
1988; Richter, 1990; Richter und Kass, 1991). Die damit verbundene Erhdhung der Calcium-
konzentration im Cytoplasma fiihrt - aufgrund der unterschiedlichen Mechanismen fir den
Ca’*-Influx (elektrophoretischer Uniport) und Ca?*-Efflux (elektroneutraler Antiport) - zu ei-
nem Calcium-Kreislauf (Ca®*-Cycling) tiber die innere Mitochondrienmembran (Carafoli,
1979). Eine dauerhafte Erhdhung der cytosolischen Calciumkonzentration, die al's wichtiger
Faktor der Zellnekrose nach Xenobiotikaeinwirkung oder 1schémie/Reoxygenierung gilt
(Nicotera, 1992; Carafoli, 1987; Richter und Frei, 1988; Clapham, 1995), resultiert in einem
exzessiven Ca?*-Cycling der Mitochondrien. Letzlich ist damit die Abnahme des Membranpo-
tentials und die Verminderung der ATP-Synthese verbunden (Richter und Frei, 1988; Halestrap,
1989; Gunter und Pfeiffer, 1990; Richter und Kass, 1991). Die herabgesetzte Bereitstellung von
Energiein Form von ATP und die anhaltende hohe cytosolische Cal ciumkonzentration minden
in einer Zellschadigung, die u. a. durch die Aktivierung zahlreicher kataboler Enzyme, wie
Proteasen, Phospholipasen und Nukleasen herbeigefthrt wird (Halestrap, 1989; Gunter und
Pfeiffer, 1990; Richter und Kass, 1991; Weiset a., 1992; Nicotera, 1992).
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1.2.2 Regulation mitochondrialer Calcium-Fluxe durch Pyridinnukleotide

Ein Zusammenhang zwischen dem Redox-Status der Pyridinnukleotide und der Regulation von
Ca’*-Fluxen Uiber die innere Mitochondrienmembran wurde zuerst von Lehninger et a. (1978)
beschrieben. Die Ca®*-Aufnahme und -Retention wird bevorzugt, wenn die Pyridinnukleotide
stérker reduziert vorliegen, wahrend ihre Oxidation den Ca?*-Ausstrom bedingt (Lehninger et
a, 1978; Richter und Frei, 1988). In neueren Untersuchungen konnte dargel egt werden, dal3
eine enge Beziehung zwischen cytosolischen Ca?*-Oszillationen nach InsPs-abhangiger Ca?*-
Freisetzung und Mitochondrien besteht. Wahrend der metabolische Zustand der Mitochondrien
signifikant die Art cytosolischer Ca?*-Wellen beeinfluRt (Jouaville et al., 1995), wird die Akti-
vitét von Calcium-sensitiven Dehydrogenasen der Mitochondrienmatrix durch Anderungen der
cytosolischen Ca?*-K onzentration moduliert (Denton und McCormack, 1990; Hajndczky et al.,
1995).

Wie bereits erwéhnt, fuhrt die Behandlung von isolierten Mitochondrien mit Prooxidantien zu
einer verstarkten Oxidation der Pyridinnukleotide und einem Ausstrom von Calcium aus den
Organellen (Lotscher et al., 1979, 1980; Hofstetter et a., 1981; Richter et a., 1983). Zusdtzlich
gibt es Befunde, dal’ es unter diesen Bedingungen zu einem Nettoverlust von NAD(P)* und zu
einer kovalenten Modifikation eines mitochondrialen Proteins mit ADP-Ribose kommt
(Lotscher et a., 1980; Hofstetter et al., 1981). Der Verlust der Pyridinnukleotide wird durch die
Katalyse einer NAD"-Glycohydrolase erklart, die Nikotinamid und freie ADP-Ribose bildet
(L6tscher et al., 1980). In Mitochondrien aus Hirn, Leber und Herz der Ratte, scheint die Inku-
bation sowohl mit NAD™ als auch mit ADP-Ribose bei gleicher Effizienz und vor allem glei-
cher Sensitivitét zur Modifikation zweier Hauptakzeptoren (M, @30.000 und M, @60.000) zu
fuhren (Richter et al., 1983; Hilz et a., 1984). Dadie Inhibition der mitochondrialen NADase
durch ATP (Hofstetter et al., 1981) sowie Nikotinamid (Richter et a., 1983; Hilz et al., 1984)
im gleichen Mal3e die ADP-Ribosylierung verminderte, wurde vorgeschlagen, dal3 die apparent
enzymatische ADP-Ribosylierung die Folge einer NADase-katalysierten Hydrolyse des NAD*
mit anschlief3ender nicht-enzymatischer Reaktion der generierten ADP-Ribose ist (Hof stetter et
al., 1981; Richter et al., 1983; Hilz et a., 1984; Frei und Richter, 1988). Weiterhin wurde beob-
achtet, dal3 die Einwirkung von tert.-Butylhydroperoxid auf isolierte Mitochondrien mit einer
verstarkten ADP-Ribosylierung eines mitochondrialen Proteins mit eéinem Mol ekul argewicht
von M, @30.000 einhergeht (Hofstetter et al., 1981; Richter et al., 1983). Es wurde postuliert,
daR diese Proteinmodifikation mit dem beobachteten Ca’*-Ausstrom aus Mitochondrien in kau-
salem Zusammenhang steht (Richter und Kass, 1991). Das von Richter und Mitarbeitern erar-
beitete Modell (Abb. 4) schlagt folgenden Reaktionsablauf vor:

1.  Prooxidantien induzieren die Oxidation der mitochondrialen Pyridinnukleotide.

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

3. Freile ADP-Ribose modifiziert in einer nicht-enzymatischen aber spezifischen Reaktion
mitochondriale Proteine, die mit dem Ca?*-Efflux-System in Zusammenhang stehen.

(Nikotinamid kann die Mitochondrien verlassen).

4.  Eserfolgt ein Ca?*-Ausstrom aus Mitochondrien.
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Abb. 4 Vorgeschlagener Mechanismusder prooxidans-induzierten Calciumfreisetzung aus Mi-
tochondrien (Richter und Kass, 1991).

Daruber hinaus scheint es jedoch auch enzymatische ADP-Ribosylierung in Mitochondrien zu
geben. So wurde in Mitochondrien der Rattenleber ein Magnesium-abhangiges Enzymsystem
beschrieben, daR mit NAD™ als Substrat hauptsachlich ein Membranprotein (M, @60.000) mit
ADP-Ribose modifiziert (Kun et a., 1975). In Mitochondrien aus dem Hodengewebe verschie-
dener Tiere wurde ebenfalls eine ADP-Ribosyltransferase identifiziert (Burzio et a., 1981). In
beiden Féllen wurde vermutet, dal3 zumindest ein Teil der proteingebundenen ADP-Ribose al's
Oligomer vorliegt. In der Arbeitsgruppe von Paul Mandel konnte gezeigt werden, dali3 die effizi-
ente Inhibition der mitochondrialen NADase aus Hirn und Leber der Ratte durch Nikotinamid,
3-Aminobenzamid oder ATP das Ausmal? der enzymatischen ADP-Ribosylierung in Mitochon-
drien nur geringfigig vermindert (Masmoudi und Mandel, 1987; Masmoudi et al, 1988).

Die modifizierte(n) Aminosaure(n) der mitochondrialen Akzeptoren konnte(n) bisher nicht
identifiziert werden. Die Inhibition der ADP-Ribosylierung durch Arginin-blockierende Rea-
genzien, wie Butandion (Richter et al., 1983), oder meta-1odobenzylguanidin, ein Akzeptor Ar-
ginin-spezifischer ADP-Ribosylierung (Richter, 1990), wurde beschrieben. Aufgrund der unter-
schiedlichen chemischen Stabilitét (siehe auch Tab. 1) der ADP-Ribose-Bindungen in isolierten
inneren Mitochondrienmembranen wurden drei verschiedene Arten kovalenter ADP-Ribose-
Addukte vorgeschlagen: Carboxylat-, Arginin- und Cystein-Typ (Frei und Richter, 1988). Erst
kirzlich konnten endogene ADP-Ribose-Protei nbindungen in Mitochondrien detektiert werden,
die durch ihre Saurelabilitét auf eine Betelligung von modifizierten Hydroxylgruppen hinweisen
(Cervantes-Laurean et al., 1995).
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Der Hydrolyse des NAD", katalysiert von einer NAD"-Glycohydrolase, wird eine wichtige
Funktion in dem von Richter und Kass (1991) vorgeschlagenen Mechanismus der durch
Prooxidantien induzierten Ca?*-Freisetzung aus Mitochondrien zugeordnet (Abb. 4). Eine mito-
chondriale NADase-Aktivitét ist mehrfach dokumentiert worden (L 6tscher et al., 1980; Mas-
moudi und Mandel, 1987; Richter und Frei, 1988; Zhang et al., 1995; Ziegler et al., 1996%). Die
genaue Lokalisierung dieses Enzymsinnerhalb der Organelleist bis heute noch unklar: sowohl
die &ulere (Boyer et al., 1993) a's auch die innere Mitochondrienmembran (Moser et a., 1983;
Frei und Richter, 1988; Zhang et al., 1995; Ziegler et al., 1996%) wurde benannt. Aus Rattenle-
ber-Mitochondrien wurde eine NADase partiell gereinigt und ihr Molekulargewicht mit

M, @62.000 bestimmt (Moser et al., 1983). Im Gegensatz dazu konnte die mitochondriale En-
zymaktivitéat der Kalbsleber mit einem 32kDa-Protein korreliert werden (Zhang et a., 1995).
Wesentliche Informationen iiber die mitochondriale NAD*-Glycohydrolase sind im Rahmen
meiner Diplomarbeit erarbeitet worden. Sie lieferten eine wichtige Grundlage fir die in Ab-
schnitt 3 aufgefiihrten Ergebnisse und werden an dieser Stelle kurz zusammengefaldt. Zum einen
wurde ein direkter Nachweis der Enzymaktivitét in der Gelmatrix nach SDS-

Polyacrylamidel ektrophorese etabliert (Ziegler et al., 1996%). Anhand dieses Verfahrens konnte
das Molekulargewicht der NADase unter nicht-reduzierenden Bedingungen, in Bestdtigung des
zuvor erhaltenen Befundes (Zhang et a., 1995), mit M, @30.000 abgeschétzt werden (Ziegler et
al., 1996"). Auf der anderen Seite wurde durch die Behandlung isolierter Mitochondrien mit
Steapsin - einem Pankreas-Rohprodukt mit proteo- und lipolytischen Enzymaktivitéten - eine
wasser] 6sliche Form des ansonsten membran-assoziierten Enzyms erhalten, deren katal ytischen
Eigenschaften denen der detergenzsolubilisierten Form vergleichbar sind (Ziegler et al., 1996%;
Jorcke et a., 1997%). Das Molekulargewicht der mit Steapsin behandelten NADase ist mit

M, @28.000 nur geringfuigig kleiner als das des nativen Enzyms (M, @30.000); dennoch ist da-
mit der Verlust der Regulierbarkeit durch bivalente Kationen verbunden. Reduzierende Agenzi-
en, wie b-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT), wirken inhibitorisch auf die mitochon-
driale NADase (Ziegler et al., 1996"; Jorcke et al., 1997%). Interessanterweise zeigt die gut cha-
rakterisierte bifunktionelle NAD*-Glycohydrolase, CD38, eine vergleichbare Sensitivitat. Das
Enzym wird durch bivalente Kationen (Zn**, Cu?") aktiviert (Zocchi et a., 1993) und durch
reduzierende Reagenzien inhibiert (Franco et al., 1994; Zocchi et al., 1995). Die Charakterisie-
rung der mitochondrialen NAD™-Glycohydrolaseist in der Tabelle 2 zusammengefalit.

Untersuchungen des | etzten Jahrzehntes haben belegt, dal? NAD*-Glycohydrolasen eine funda-
mentale Rolle bei der Regulation der zelluldren Calcium-Homoostase spielen (Abschnitt 1.1.2).
Einige dieser Enzyme katalysieren den Metabolismus des neuartigen Ca®*-mobilisierenden Si-
gnalmolekiils cADP-Ribose (Ziegler et al., 1997a"). Eine Verbindung zwischen mitochondrialer
NADase und dem Calcium-Ausstrom der Organellen ist bereits hergestellt worden (Richter und
Kass, 1991; Abb. 4). Damit scheint es naheliegend, dieses Enzym bezliglich einer ADP-ribosyl
Cyclase-Aktivitat und den prooxidans-induzierten Ca®*-Efflux in Hinblick auf einen moglichen
CcADP-Ribose-abhéngigen Signalweg zu untersuchen. Die I dentifizierung der mitochondrialen
NADase als ADP-ribosyl Cyclase wirde aus einem weiteren Grund ein eminent wichtiges Er-
gebnis darstellen: Zum ersten Mal kdnnte ein intrazelluléares Enzym mit der Bildung von cADP-
Ribose in Beziehung gebracht werden (Abschnitt 1.1.2). Wenn die physiologische Funktion der
mitochondrialen NADase nicht in der Generierung freier ADP-Ribose als Substrat nicht-
enzymatischer ADP-Ribosylierung besteht, mifdte dieser Mechanismus der Modifizierung neu
beurteilt und unter anderen Gesichtspunkten Uberprift werden.

! siehe Abschnitt 7.2, eigene Verdffentlichungen



