Aus dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
der Universitat Wirzburg

Leitung: Professor Dr. rer. nat. Kristina Lorenz

Rolle der Pyridoxal 5"-Phosphat Phosphatase PDXP im Vitamin B6-

Metabolismus muriner Erythrozyten und Hippocampi

Inauguraldissertation

zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Linda Witzinger
aus Wurzburg

Wurzburg, April 2020



Referentin: Prof. Dr. Antje Gohla
Korreferent: Prof. Dr. Harald Schulze

Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Uberarbeitetes Exemplar

Tag der mindlichen Prufung: 05.11.2020

Die Promovendin ist Zahnarztin



Fir meine Familie



INHALTSVERZEICHNIS

1 AbDbIldunNgSVEerzeiChNIS ........coo i
2 ADKUrzuNgSVErZEICANIS ......cooiiiiiiiiii s
B EINIEIUNG e 1
G 200 R o 0T 1Y o] g F= = 1S =] o PR 1
3.2 Die Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase (PDXP) ........ccccoviiiiieeeiiiiiiiiiiiinnnns 2
3.3 SUDBSIrate VON PDXP ...coiiiiiiiiiiiii ettt e e et e e e e e e e e eeane 4
3.3.1 Pyridoxal 5 -Phosphat (PLP)........cccouuiiiiiiieiie e 4
3.3.2 Phosphocofilin (Serin 3-phosphoryliertes Cofilin) ............ccccoeeeiiiiiiiiiinnnns 5
3.3.3 SRC-3 (Steroid Rezeptor Koaktivator-3) ..........ccceveuvviiieeeveiiiiieeeeeeiiee e 6

3.4 Rolle von PDXP im Vitamin B6-Metabolismus............cccooovvviiiiiiiiiiiiicieeeeees 7
3.5 Auswirkungen eines PDXP KNOCKOULS ............coiieiiiiiiiiiieeeiiiiie e 11

A 1= o = N o1 | USRI 13
5 Material und MEthOUEN ........uvuiiiiiiiiiie e 14
o0t R |V = 1] - | PPN 14
511 ANLKOIPET .. et 14
5.1.2  ChemiKalIN .......coiiiiieiee e 14
5.1.3 Enzyme, Proteine, und andere biologisch aktive Substanzen ............... 16
5.1.4 MauSMOUEIIE ......iiieei e 16
5.1.5 Puffer und LOSUNGEN........cooiiiiii e 18
5.1.5.1 Cayman Glutathion Assay Kit.........ccooeeiiiiiiiiiiiiii e, 18
5.1.5.2 HPLC-EIUtIONSIOSUNG .....uiiieiiiiiieeeeeeee e e e 19
5.1.5.3  RIPA-PUEE (AX) ceieerieiiiieee e e 19
5.1.5.4  RINGEI-LOSUNG....cctttiiiiiiiiiiiie ettt 20
B5.1.55  SDS-PAGE......cc oo 20
5.1.5.6  WESLEIMN BlOt......uuiiiiiiiiiie e 21

5.1.6  Software, WebDSEItEN..........coiiiiiiiiiiiiiiie et 22
5.1.7 TeChNISChE GEeIALE .......oiiiiiiiiii e 23
5.1.8 Verbrauchsmaterialien ..............ouuuiiiiiiiiii e 24

5.2 MENOAEN ... 25
5.2.1  BlUENINANME....uuiiiiiii e 25
5.2.2 Isolation muriner Erythrozyten ...........ccooooviiiiii i 25
5.2.3 Aufarbeitung der Proben ... 27
5.2.4 Isolation von murinen Hippocampi und Lysatherstellung....................... 29
5.2.5 Vorbereitung der Lysate zur Durchfiihrung einer SDS-PAGE ............... 30



5.2.6 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)............cccceevvvvvnnnn.... 30

B5.2.7  SDS-PAGE ..ottt 33
5.2.8  WESTEIN BlOT...uiiiiiiiiiiie ettt e e e 34
5.2.8.1  ProteintranSier......ccooiiiiiiii e 34
5.2.8.2  ImMUNAEEKLION........uuiiiiiiiiie e 35
5.2.8.3 Densitometrische Quantifizierung.........ccccooevviiiiiiiiiiiiii e, 36
5.2.9  GlUtathion ASSAY......ccoiieiiiiiiiiiiiii e 37
5.2.9.1  PrINZIP it 37
5.2.9.2 Vorbereiten der ProbeN ...........oiiiiiiiiiiiiieceeeie e 38
5.2.9.3 Durchflhrung des ASSAYS .......ccceeeviiiiiiiieeeiiiiiie e e eeiie e e e e e e aeans 39
5.2.9.4 Ableitung der GSH-KONzentration ............ccccoovveeieeeiiiiieiiiiiiiinnn 39
B ErQEDNISSE ... oo 40
6.1 Erstellung von Pyridoxal 5"-Phosphat (PLP) und Pyridoxal (PL)
ol g o 1T = 1o [T o IR 40
6.2 Messung der PLP-Konzentrationen in murinen Erythrozyten aus WT-
UNA KO-MEUSEN ...ttt e e e e 42
6.3 Eine Verdopplung erythrozytarer PLP-Spiegel fuhrt nicht zu einer
Erhdhung der intrazellularen Glutathion (GSH)-Konzentration .................... 43
6.4 Bestimmung der Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase (PDXP)-Aktivitat
IN MUINEN ErytRrOZYteN.... .o 45
6.4.1 Inhibition der Pyridoxal Kinase (PDXK) durch Ginkgotoxin ................... 45
6.4.2 Messung der basalen Phosphatase-Aktivitat ...............cccccceeeeeeeeiiinnnnn. 48
6.4.3 Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat nach Substratzufuhr................ 50
6.4.3.1 PLP-Umsatz verschiedener B6-Vitamere ............cccccoevvvvvvvviinnnnnnnnn. 50
6.4.3.2 Gesteigerte PDXP-Aktivitat nach Substraterhbhung.............cc........ 51
6.4.4 Messung der PDXP-Aktivitat gegen ,freies“ PLP .........ccccccoeeiiiiviii. 54
6.5 Die PDXP-abhangige Dephosphorylierung von PLP ist in Erythrozyten
aus gefasteten Mausen nicht erhoht..............ccccooooi i, 57
6.6 PDXP-vermittelte Konversion von PN zu PL............oooiiiiiiiiiiee 59
6.7 Auswirkungen des Alters auf den Vitamin B6-Metabolismus muriner
Erythrozyten aus WT- und KO-MAUSEN ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 62
6.7.1 Rilckgang erythrozytarer PLP-Level mit zunehmendem Alter ............... 63

6.7.2 Das physiologische Alter der Mause hat keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die erythrozytare Phosphatase-Aktivitat
VON PDXP e 64

6.7.3 Altersbedingter Unterschied in der PNPO Enzymexpression
MUriner Erythrozyten...........ouueeiiiie e 66



6.8 Einfluss des Mausalters auf den Vitamin B6-Metabolismus im

HIDPOCAMPUS ...ttt ettt a e e e e e e e e e eeeeenees 68
6.8.1 Altersabhangige Dynamik der PLP-Konzentration in isolierten
HIPPOCAMIPI . ..t 68
6.8.2 Abweichende PDXP Enzymexpression in isolierten murinen
Hippocampi unterschiedlicher ARErSgruppen ............eeeveeeeeeveiiiieeeeeeenens 70
6.9 Vergleich der freien PLP-Konzentrationen in isolierten Erythrozyten und
[ T o] o Lo Y%= o 1] o 72
A 11 (U 11 o] TR PP 74
7.1 Gemessene Phosphatase-Aktivitat von PDXP in murinen Erythrozyten ...... 74

7.2 Dynamischer Gleichgewichtszustand zwischen gebundener und freier
FOIM VON PLP . 77

7.3 Die PDXP-katalysierte Dephosphorylierung spielt in Zeiten
unzureichender Nahrungszufuhr keine Rolle fur die Mobilisierung

intrazellularem PLPS in FOrmM vVON PL.........ooiiiiiiiie e 79

7.4 Die erythrozytare Konversion von PN zu PL ist PDXP-abhangig................. 82
7.5 Altersbedingter Rickgang erythrozytarer PLP-Konzentrationen.................. 84
7.6 Vitamin-B6 Metabolismus in HIppOCaAMPI ........ccvviieieiiiiiiiii e 86
7.7  Einordnung der Ergebnisse und Ausblick...........ccccoiiiiiiii 89

8  Zusammenfassung / SUMIMAIY.........coooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 90
8.1  ZUSAMMENTASSUNG ... uiiiiieeeeeiiiieiiiit it e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeeennenes 90
8.2 SUMIMIAIY ...ttt ettt e ettt e e e e e et e e e e e e en e e enan 91

O LiteraturverzeiChNis ...........oouiuiiiiiiii et 93
O B 7= 1] 7= Vo [ o USSR
11 Eidesstattliche Erklarung / Affidavit ...........coooeeiiiiiii e
11.1  Eidesstattliche ErkI&rung..............ooiiiiiiiiii e

I O N 110 F= 1Y | TSSO

12 CUITICUIUM VI .o et e



Abbildungsverzeichnis

1 ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:

Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Reaktionsmechanismus vONn PDXP .........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiin e 3
Schema einer PLP-abhangigen Transaminierungsreaktion............... 4

Struktur der verschiedenen B6-Vitamere und ihre enzymatische

Umwandlung INEINANGET ............ii e e e e e e 7
Vermuteter Vitamin B6-Metabolismus in Saugetieren.............c.......... 9
Strategie zur Generierung PDXP-defizienter Mause ....................... 17

Isolation von murinen Erythrozyten aus Vollblut mittels Zellulose ....26
Reaktionsmechanismus zur Ausbildung des
SemicarbazonNderiVatS. ... 28

Vereinfachte Darstellung des Trennprinzips in der

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) ..........ccceveeees 31
Schematischer Aufbau einer HPLC-Maschine...........ccccceeviiiiieeeenen. 32
Schema des Aufbaus beim semi-dry Western Blot...............cccce. 34
Prinzip des ImmunobIOtS ... 35
GlutathioN-SYNTNESE ..o 37

Prinzip der Quantifizierung von Glutathion (GSH) in

Erythrozyten und Plasma .............coovviiiiiiiiiii e 38
Erstellung von Pyridoxal 5 -Phosphat (PLP) und Pyridoxal (PL)-
EiChgeraden ..........oooiiiiiiiii e 40
HPLC- basierter Vergleich der Pyridoxal 5"-Phosphat (PLP)-

Level zwischen Wildtyp (WT) und Pyridoxal 5"-Phosphat

Phosphatase (PDXP)-defizienten (KO) Mausen. ...........cccccveeeeeeens 42
Vergleich der Glutathion-Konzentrationen in Erythrozyten und
Plasma aus WT- und PDXP-KO MAUSEN .......ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiineeeeees 44
Schematische Darstellung des Vitamin B6-Metabolismus in
ENYtNrOZYIEN ..o e 46
Strukturvergleich von Pyridoxin und Ginkgotoxin.................ccoeeeee.. a7

Vergleich des Zeitverlaufs erythrozytarer PLP-Intensitaten nach
Inhibition der Pyridoxal (5 -Phosphat) Kinase (PDXK) in

Wildtyp- und PDXP-defizienten MAusenN............ccoeeevveviiiieeereninnnnn, 48
Bestimmung der PDXP-Aktivitat in Erythrozyten aus WT- und
KO-MEAUSEN. ...ttt ettt e et e e e e e e eeaaeaees 49



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:

Abbildung 24:

Abbildung 25:

Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:

Abbildung 30:

Abbildung 31:

Abbildung 32:

Abbildung 33:

PLP-Umsatz in Erythrozyten von Wildtyp-Mausen nach

Inkubation mit Pyridoxin, Pyridoxamin oder Pyridoxal. .................... 50
Bestimmung der PDXP-Aktivitat nach Substraterh6hung in
Erythrozyten aus WT- und KO-Mausen (A-C). Messung des

Anstiegs erythrozytarer Pyridoxal (PL)-Konzentrationen (D)............ 52
Bestimmung der PDXP-Aktivitat gegen ,freies“ PLP in

Erythrozyten aus WT- und PDXP KO-Mausen. ...........cccccccvvvvrnennne. 55
Dephosphorylierung von freiem sowie gebundenem PLP durch
Zusatz von exogenem PDXP. ... 56
Vergleich der PLP- bzw. PL-Konzentrationen in Erythrozyten

bzw. Plasma von gefasteten mit normal gefitterten WT- und

KO-MEAUSEN. ...ttt ettt e e e e et e e e eaeaees 58
Vergleich der PL- bzw. PLP-Bildung in isolierten Erythrozyten

aus WT- und PDXP KO-MEUSEN .......ciiiiiiiieeiiiiieiieeiiiine e 60
Vergleich der PL- bzw. PLP-Bildung in Vollblut aus Wildtyp- und
PDXP-defizienten MAUSEN ........oviiiiiiiiiieeeeeiiiie et e et e e 61

Physiologischer Ruckgang erythrozytarer PLP-Konzentrationen

in Wildtyp- (WT) und PDXP-defizienten (KO) Mausen mit
zunehmendem Lebensalter. ............coeiiiiiii e 63
Vergleich der PDXP-Aktivitat in Erythrozyten aus jingeren

(<100 d) mit &lteren (>100 d) WT- und KO-M&usen ..............ccceuu.. 65
Altersbedingte Unterschiede in der Expression von PNPO

muriner Erythrozyten aus Wildtyp- (WT) und PDXP-defizienten

(KO) MEUSEN. ..ttt ettt e e e 67
Veranderung der PLP-Konzentrationen isolierter Hippocampi

aus WT- und KO-Mausen mit zunehmendem Alter der Tiere .......... 69
Altersabhéngige Unterschiede in der PDXP-Expression in

Lysaten isolierter Hippocampi aus Wildtyp- (WT) und PDXP-
defizienten (KO) MEUSEN. ........ooviiiiiiiiiiie e 71
Bestimmung des Anteils an freiem PLP am gesamten PLP in
isolierten Erythrozyten und Hippocampi aus WT- und KO-

1Y/ = 10 £ < o 72



Abkurzungsverzeichnis

2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A
AEBSF
APS
ATP
A.U.
AUC
BSA
CaCl
CDNB
Cre
DA

DTNB
DTT
EDTA
GAPDH

GSH
GSSG
GT
H20
H202
Hepes

Hepes-Na
HPLC

Hz
KCI
kDa
Km
KO
loxP
Mg?*
MgCl2

Ampere
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5"-triphosphat

arbitrary units

area under the curve

bovine serum albumin

Calciumchlorid
1-Chloro-2,4-Dinitrobenzen

causes recombination

Derivatisierungslosung,
derivatisation agent

Dithio-bis-2(-nitrobenzoeséure)
1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure

Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Reduziertes Glutathion
Oxidiertes Glutathion (Dimer)
Ginkgotoxin

Wasser

Wasserstoffperoxid

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

Hepes-Natriumsalz

Hochleistungsflissigkeitschromatographie,
high performance liquid chromatography

Hertz

Kaliumchlorid

Kilo Dalton
Michaelis-Menten-Konstante
Knockout

locus of X-over P1
Magnesiumkation
Magnesiumchlorid



Abkurzungsverzeichnis

MgSOa
MPA

MES
MWCO

N2

NaCl
NADPH/H+

NazHPO4
NaNs3
NaOH
PBS

PDXP
PDXK
PL
PLP
PM

PN
PNPO
RT
S.E.M.

SDS

TEMED
TNB

Tris
Tween-20
\

(VIVv)

WT

(wiv)

WwWw

Magnesiumsulfat

Metaphosphat
2-N-Morpholinoethansulfonséure
molecular weight cut off
Stickstoff

Natriumchlorid

Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat

Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumazid
Natriumhydroxid

Phosphat gepufferte Salzlésung,
phosphate buffered saline

Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase
Pyridoxal (5"-Phosphat) Kinase
Pyridoxal

Pyridoxal 5 -Phosphat

Pyridoxamin

Pyridoxin

Pyridox(am)in (5"-Phosphat) Oxidase
Raumtemperatur

Standardfehler,
standard error of the mean

Natriumdodecylsulfat,
sodium dodecyl sulfate

Tetramethylethylendiamin
Thionitrobenzoat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaurat
Volt

Volumenprozent, volume per volume
Wildtyp

Massenkonzentration, weight per volume
wet weight



Einleitung

3 EINLEITUNG

3.1 Phosphatasen

Reversible Phosphorylierung und Dephosphorylierung sind die am haufigsten vorkom-
menden posttranslationalen Modifikationen in eukaryotischen Zellen. (1, 2) Neben der
Modulation von Kohlenhydraten, Lipiden und Nucleotiden spielt vor allem die Protein-
(de)phosphorylierung eine wichtige Rolle fur die Regulation zellularer Funktionen wie
Adhésion, Differenzierung, Metabolismus, Proliferation, Sekretion, Transport und Zell-
zyklus. (3-8) Proteinphosphorylierung ist durch Schnelligkeit, Modifikation bereits vor-
liegender Proteine und Reversibilitdt gekennzeichnet und stellt dadurch einen effizien-
ten Weg zur Regulation der Zellantwort dar. (4, 7) An den reversiblen Prozessen sind
zwei Enzymklassen beteiligt. Proteinkinasen katalysieren das kovalente Anheften
einer Phosphatgruppe an ihr Substrat, und Phosphatasen vermitteln die entsprech-
ende Riuckreaktion der Hydrolyse der Phosphatgruppe. (2, 6, 9) Stérungen innerhalb
des Regulationsmechanismus kénnen an der Atiologie von Autoimmunerkrankungen
wie Diabetes, rheumatoider Arthritis, systemischem Lupus, neurologischen Krank-

heiten sowie Tumorerkrankungen beteiligt sein. (8, 10-12)

Das humane Genom kodiert 518 Proteinkinasen, die ca. 2% aller menschlichen Gene
ausmachen. (13-15) Die Zahl der humanen Proteine mit einer Phosphatase-Doméne
wurden mit 199 beschrieben. (16, 17) Der Grof3teil der Protein(de)phosphorylierungen
findet an Serin, Threonin und Tyrosinresten statt. (18) So wurden die Phosphatasen
klassischerweise anhand ihrer Substratspezifitat in die Familien der Tyrosin und
Serin / Threonin Phosphatasen eingeteilt. (3) Die Protein Tyrosin Phosphatasen
(PTPs) stellen die groldte Klasse dar und sind zusammen mit den Protein Tyrosin
Kinasen an der Regulation zellularer Signalkaskaden beteiligt. (10) Die Gruppe der
Protein Serin / Threonin Phosphatasen (PSTPs) lasst sich in weitere Untergruppen der
Phospho Protein Phosphatasen (PPP) und metallabhéngigen Phosphatasen (PPM)
unterteilen. (19) Phosphatasen verschiedener Klassen kdnnen aufRerdem anhand
struktureller Charakteristika zum Typ der Haloazid Dehalogenase (HAD) gruppiert
werden. Diese dephosphorylieren sowohl nieder- als auch hochmolekulare Substrate
mit teils exzellenter Spezifitat. (3, 20) Neben den Protein Phosphatasen existieren
Lipid Phosphatasen (LPs) und Nudix Phosphatasen (Nudix), welche Aktivitdt gegen-
Uber Phospholipiden, Phosphoinositiden (LPs) sowie Nukleosiddiphosphaten (Nudix)
zeigen. (21, 22)
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3.2 Die Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase (PDXP)

PDXP wurde 1992 zum ersten Mal aus menschlichen Erythrozyten isoliert und liegt als
Homodimer mit einer molekularen Masse von 64 kDa und einer Monomerlange von
296 Aminosauren vor. Murines PDXP besitzt 292 Aminosauren und stimmt zu ca. 93%
in seiner Aminosauresequenz mit menschlichem PDXP (berein. Die Phosphatase
PDXP ist Mg?*-abhangig und zeigt die groRte Aktivitat bei physiologischem pH-Wert.
(23, 24) Nach molekularer Klonierung von PDXP erwiesen sich PDXP und Chronophin,
welches 2004 als Cofilin Phosphatase identifiziert wurde, als identisch. (25-27) PDXP
zahlt zur groRen Familie der haloacid dehalogenase (HAD) Phosphatasen, welche
ubiquitar in allen Reichen der Lebewesen vorkommen. Urspringlich wurden sie nach
den in Prokaryoten entdeckten 2-Haloacid Dehalogenasen benannt. Die HAD Super-
familie wird zum Grof3teil von Phosphatmonoester-Hydrolasen (= Phosphatasen,
~79%) und Phosphoanhydrid-Hydrolasen (= ATPasen, ~20%) bestimmt, aber auch
Phosphonoacetaldehyd-Hydrolasen (= Phosphonatasen) und Zucker-Phosphomu-
tasen (= Phosphotransferasen) sind vertreten. (26, 28, 29) Bei PDXP handelt es sich
wie bei allen HAD Phosphatasen um eine Mg?*-abhangige Phosphoaspartat
Transferase, die eine hoch konservierte katalytische Einheit besitzt. (26, 30) Die Kern-
domane ihres katalytischen Zentrums weist dabei eine, @hnlich der sogenannten
Rossmannfaltung, charakteristische Anordnung von a-Helices und B-Faltblattstruk-
turen auf. Zudem enthalten alle HAD Phosphatasen hoch konservierte Sequenzmotive

mit einer bestimmten Aminosaurenabfolge. (29, 31-33)

Im Gegensatz zu den meisten anderen Phosphatasen, die die Nucleophile Serin oder
Cystein fur den Phosphattransfer benutzen, besitzt PDXP einen Aspartat-Rest fir den
nucleophilen Angriff. (6, 20) Der Reaktionsmechanismus besteht dabei aus zwei
Teilschritten. Zunachst wird die Phosphatgruppe des Substrats durch den Aspartatrest
nucleophil attackiert und es kommt zur Ausbildung eines Phosphoaspartat-
Intermediats. Anschlieend wird dieses durch H20 hydrolysiert. (28, 34) Das kata-
lytische Aspartat wird dabei regeneriert. (20) Ein zweiter Aspartatrest (in Abbildung 1
als Asp+2 bezeichnet, wegen seiner Entfernung von zwei Resten zum Aspartat-
Nucleophil) dient gleichzeitig als Séaure bzw. Base, die im ersten Schritt den
Substratrest protoniert, und im zweiten Schritt das Wassermolekil deprotoniert (siehe
Abbildung 1). Als Kofaktor wird Mg?* benétigt, das fur die richtige Positionierung von
Substrat und Phosphatgruppe sorgt und den Ubergangszustand durch Ladungs-

ausgleich stabilisieren kann. (20, 28)
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Abbildung 1: Reaktionsmechanismus von PDXP

Die zwei Teilschritte sind mit Nummern gekennzeichnet. Wahrend der Reaktion kommt es zur Bildung
eines Aspartylphosphat-Ubergangszustandes. Fiir Details, siehe Kapitel 3.2. Abbildung angelehnt an
(28).

Der beschriebene Reaktionsmechanismus erfordert zunachst Wasserausschluss, um
den nucleophilen Angriff des Aspartats zu begunstigen. Fur den Schritt der Phosphat-
ablésung durch H20 wird hingegen Kontakt zur Lésung bendtigt. (26) Daflr besitzen
HAD Phosphatasen bewegliche Elemente fur eine umfangreiche Abschirmung ihres
katalytischen Zentrums. Die sogenannten Cap-Domanen ermoglichen den reversiblen
Aus- und Einschluss von Wasser. (29, 35) Die Phosphatase PDXP besitzt eine relativ
grol3e aus a/B-Strukturen bestehende Cap-Doméne, welche die Umsetzung kleinerer
Molektle durch Verschluss des katalytischen Zentrums erleichtert. (20, 26) Die Cap-
Doméne tragt zusatzlich zur Substratspezifitat bei. (36-38) Phosphatasen mit der-
artigen Doméanen zielen typischerweise auf niedermolekulare Substrate ab, die sie
gewissermal3en im katalytischen Zentrum einschlieBen kénnen. PDXP scheint eine
Ausnahme darzustellen, da es neben Pyridoxal 5"-Phosphat (PLP, siehe folgendes
Kapitel 3.3.1), einem kleinen elektrophilen Molekul, auch Phosphoproteine wie
Phosphocofilin und SRC-3 (steroid receptor coactivator) dephosphorylieren kann. (20)
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3.3 Substrate von PDXP

3.3.1 Pyridoxal 5 -Phosphat (PLP)

Pyridoxal 5°-Phosphat (PLP) ist die aktivierte Form von Vitamin B6 und stellt einen der
wohl vielseitigsten organischen Kofaktoren in der Natur dar. PLP-abhéngige Enzyme
spielen eine wichtige Rolle im Aminosaurestoffwechsel und katalysieren mehr als
140 verschiedene biochemische Reaktionen wie Transaminierungen, Decarboxy-
lierungen, Eliminierungen, Racemisierungen und Substitutionsreaktionen. (26, 39, 40)
Wahrend der Katalyse kommt PLP eine wichtige Funktion zur Stabilisierung des
Ubergangszustandes zu. Abbildung 2 stellt den Ablauf einer PLP-abhéngigen Trans-

aminierungsreaktion schematisch dar.

Aminosdure R -

3 . ) X < A . 2 . . H(¢ / A
; Y. POa : . y . P03 ( " No~ P03 ; ) G ¢
[ “ | | 3 |
I | |
! Ja A I+ \ It
N N7 \Y,
N ! ; /

PLP Schiff-Base Ketimin a-Ketosdure PMP

Abbildung 2: Schema einer PLP-abh&ngigen Transaminierungsreaktion

PLP formt mit der Aminosaure des Substrats eine Schiff-Base. Durch Verschieben der Doppelbindung
entsteht ein Ketimin. Schliel3lich lagert sich ein Wassermolekil an die Doppelbindung an und anstelle
der Aminosaure st sich eine a-Ketosaure ab und PMP bleibt zuriick. Abbildung modifiziert nach (41).

Durch Bindung der C4-Aldehydgruppe von PLP an einen Lysinrest im aktiven Zentrum
eines Apoenzyms liegt zunachst ein internes Aldimin vor. Bei Substratbindung wird die
primare Aminogruppe des Lysins durch eine Aminogruppe des Substrates getauscht
und PLP bildet eine sogenannte Schiff-Base mit dem Substrat. Eine Schiff-Base ent-
steht als Produkt durch Reaktion einer Aldehydgruppe mit einem primaren Amin. Das
freie Elektronenpaar des a-C-Atoms der Aminosaure wird verschoben und aus dem
Aldimin entsteht so ein Ketimin. PLP kann diesen Ubergangszustand stabilisieren.
SchlieRlich lagert sich Wasser an die Doppelbindung, und die entstandene a-Keto-
saure kann abdissoziieren. Durch Reaktion in Gegenrichtung kann der Kofaktor die
Aminogruppe wiederum auf eine a-Ketoséure Ubertragen und wird dadurch regene-
riert. (41)
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Als essenzieller Kofaktor wird PLP sowohl im Aminosaurestoffwechsel, bei der Syn-
these von Neurotransmittern (Dopamin, Noradrenalin, Adrenalin, Serotonin, GABA),
der Hambiosynthese und der Glykogenolyse bendétigt. (42-46) PDXP kommt durch
Dephosphorylierung von PLP eine wichtige Rolle im Vitamin B6-Stoffwechsel zu, auf
die an anderer Stelle ausfuhrlich eingegangen wird (siehe Kapitel 3.4 Rolle von PDXP
im Vitamin B6-Metabolismus). (47)

3.3.2 Phosphocofilin (Serin 3-phosphoryliertes Cofilin)

(Phospho) Cofilin ist ein ~20 kDa grof3es Aktin-bindendes Protein, das an der Dynamik
und Reorganisation der Aktinfilamente eukaryotischer Zellen beteiligt ist. (48-50) Die
Aktinfilamente sind Teil des Zytoskeletts und bestehen aus Aktin, das in monomerer
(G-Aktin) oder filamentdser (F-Aktin) Form vorkommt. Die monomere Form lagert sich
unter Ausbildung helikaler Strukturen zu einem Polymer aus F-Aktin zusammen,
welches ein Plus- und ein Minus-Ende besitzt. Die Polymerisation tiberwiegt am Plus-
und die Depolymerisation am Minus-Ende. Der standige Auf- und Abbau der Aktin-

filamente ermoglicht der Zelle einen schnellen Umbau. (51)

Hauptverantwortlich fir den Umbau der Aktinfilamente in vivo sind die Proteine der
ADF (actin-depolymerizing factor)-/ Cofilin-Familie, bestehend aus Cofilin-1, Cofilin-2
und ADF. Sie binden an beide Aktinformen und katalysieren sowohl Polymerisation als
auch Depolymerisation durch Trennen der Aktinflamente. Die Wirkung h&ngt unter
anderem von der Konzentration an aktivem Cofilin ab. (49, 50, 52) So begunstigen
niedrige Konzentrationen die Depolymerisation durch Trennen der Aktinfilamente,
wohingegen hoéhere Konzentrationen die Aktinnukleation und Polymerisation férdern
sollen. (50, 52)

Da die Aktivitat von ADF / Cofilin die Aktinfilament-Dynamik enorm beeinflusst, unter-
liegt sie einer strikten zellularen Kontrolle. (53) Cofilin wird durch Phosphorylierung
eines Serinrestes vermittelt durch LIM-Kinasen (LIMK) und testikulére Proteinkinasen
(TESKS) inhibiert. Daneben bewirken eine Erhdhung des pH-Wertes sowie die Bin-
dung an Phosphatidylinositole ebenfalls die Inhibierung der Proteine. (25, 27) Mehrere
Enzyme katalysieren die Dephosphorylierung, und somit die Aktivierung von Cofilin.
Neben Serin/ Threonin Phosphatasen wie PP1 und PP2 wurde die Familie der
Slingshot Phosphatasen (SSH) beschrieben, die Cofilin-abhangige Aktinfilament-

Dynamiken in vivo vermittelt. (25, 26, 54-56) Da die Aktinreorganisation in einigen
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Eukaryotensystemen auch ohne SSH funktioniert, scheint eine weitere Cofilin
Phosphatase beteiligt zu sein. (27) 2004 gelangen GOHLA ET AL. die biochemische
Isolation von Chronophin, einer Cofilin aktivierenden Phosphatase. (25) Sie konnten
aufzeigen, dass Chronophin ein wichtiger Regulator von Cofilin-abhangigen Aktin-
filamentprozessen wie Zellteilung, Motilitat und Membrandynamiken darstellt. (25, 26)
Zudem scheint ein Zusammenhang zwischen fehlregulierter Chronophin-Aktivitat und
der Entstehung maligner Tumoren zu bestehen. So fiihrte eine veranderte Chrono-

phin-Aktivitat zu fehlerhafter Zellteilung und resultierte in aneuploiden Zellen. (25)

3.3.3 SRC-3 (Steroid Rezeptor Koaktivator-3)

Der ~160 kDa Steroid Rezeptor Koaktivator (SRC-3) ist ein Mitglied der p160 Steroid
Rezeptor Koaktivator-Familie. Durch sein urspringlich nachgewiesenes verstarktes
Auftreten bei Brustkrebs 1 wird er auch AIB1 (amplified in breast cancer 1) genannt.
Koaktivatoren werden von Kernrezeptoren benétigt, um die Bricke zwischen den

Rezeptoren und der basalen Transkriptionsmaschinerie zu bilden. (57, 58)

SRC-3 wird durch Phosphorylierung zum aktivierten Koaktivator und bindet im Zellkern
an ligandenaktivierte nukleare Rezeptoren. (59) Durch die Interaktion mit den Rezep-
toren und weiteren Mediatoren wird schlussendlich die Gentranskription erheblich
aktiviert. (58) Chronophin und die Serin/ Threonin Phosphatasen PP1 und PP2
inhibieren SRC-3 durch Dephosphorylierung. Ihnen kommt daher eine wichtige

Schlusselrolle in der Regulation SRC-3-vermittelter Rezeptorsignalwege zu. (59)

SRC-3 steht auf verschiedenen Wegen in Zusammenhang mit der Entstehung vieler
Tumorerkrankungen, auch unabhangig von seiner Wirkung als Kernrezeptor-Koakti-
vator. (57) Beispielsweise fuhrt die Aktivierung von NF-xB, einem weiteren Transkrip-
tionsfaktor, zu verminderter Apoptose. Dies geschieht unter anderem durch vermehrte
Expression von Apoptose-Inhibitoren sowie Uberexpression pro-apoptotischer
Proteine. (60, 61) COSTE ET AL. konnten zeigen, dass die Abwesenheit von SRC-3 im

Mausmodell zur Entstehung maligner B-Zell-Lymphome fihrt. (62)
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3.4 Rolle von PDXP im Vitamin B6-Metabolismus

PDXP ist durch Dephosphorylierung seines Substrates PLP, die aktivierte Form von
Vitamin B6, am Vitamin B6-Metabolismus beteiligt. Der Begriff Vitamin B6 umfasst
eine Gruppe von sechs Pyridin-Derivaten (B6-Vitamere) mit ahnlicher Struktur:
Pyridoxin (PN), Pyridoxamin (PM), Pyridoxal (PL), sowie Pyridoxin 5°-Phosphat (PNP),
Pyridoxamin 5" -Phosphat (PMP) und Pyridoxal 5°-Phosphat (PLP). Die B6-Vitamere
unterscheiden sich in ihren funktionellen Gruppen am C4- und C5-Atom. PN besitzt
am C4-Atom eine Hydroxymethylgruppe (-CH2-OH), PL eine Aldehydgruppe (-CHO),
und PM eine Aminomethylgruppe (-CH2-NHz2). Alle drei Formen kdnnen am C5-Atom
zu ihren entsprechenden 5°-Phosphatestern (PNP, PLP und PMP) phosphoryliert
werden (siehe Abbildung 3). (47, 63-65)

o _ OH
HO _~ AN o POs*
PN \ P | e
\N/ PDXP \N/
PNPOl \LPNPO
4° 79
HO Z ~_o-H PDXK e WP . o-POS*
PL l PR | PLP
\N/ PDXP \N/
PNPOT T PNPO
NH, NHo
"o / O’H PDXK o / 0~ P032‘
PM W \ — W | pmp
e, PDXP # R

Abbildung 3: Struktur der verschiedenen B6-Vitamere und ihre enzymatische Umwandlung
ineinander

PN(P), Pyridoxin (5"-Phosphat); PL(P), Pyridoxal (5 -Phosphat); PM(P), Pyridoxamin (5" -Phosphat).
PDXP, Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase; PDXK, Pyridoxal Kinase; PNPO, Pyridox(am)in Oxidase.
Fur Details, siehe Kapitel 3.4.

Als essenzieller Kofaktor wird PLP von allen Lebewesen ben6étigt. Jedoch sind lediglich
Mikroorganismen und Pflanzen zur de-novo-Synthese von PLP befahigt. Lange Zeit
galt der in Escherichia coli entdeckte Weg als einziger, der letztlich mittels einer
Pyridoxin-Synthase ausgehend von Deoxyxylose 5"'Phosphat (DXP) und 4-Phospho-
hydroxy-L-Threonin zur Synthese von PNP fihrt. Dieses wiederum kann durch eine

Oxidase in PLP uberfuhrt werden. (46, 66) Daneben existiert ein spater entdeckter
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DXP-unabhangiger Syntheseweg, der aus Glycerinaldehyd 3-Phosphat oder Dihy-
droxyaceton, Ribose oder Ribulose 5" -Phosphat und Glutamin direkt PLP formt. (67,
68) Im Gegensatz dazu sind Saugetiere auf die externe Zufuhr von B6-Vitameren tber
die Nahrung angewiesen. Ein salvage pathway erlaubt deren Umwandlung ineinander,
und die Phosphorylierung die Bildung der entsprechenden aktivierten B6-Formen. Die
Enzyme Pyridoxal Kinase (PDXK), Pyridox(am)in Oxidase (PNPO) und die Pyridoxal
(5"-Phosphat) Phosphatase (PDXP) sind an diesen Prozessen beteiligt. Die ATP-
abhangige PDXK katalysiert dabei die Phosphorylierung der Vitamere PN, PM und PL
zu ihren entsprechenden 5-Phosphatestern PNP, PMP und PLP. PNP und PMP
konnen anschlieRend durch die PNPO zu PLP oxidiert werden. Intrazellulares PDXP
kann PLP wiederum zu PL hydrolysieren (siehe Abbildung 3). (63)

In tierischer Nahrung stellen PLP und PMP die vorherrschende Form dar, wohingegen
PN(P) sowie PN-Glucoside in Pflanzen Uberwiegen. Abbildung 4 stellt den vermuteten
Vitamin B6-Metabolismus in Saugetieren schematisch dar. Die phosphorylierten B6-
Vitamere werden zunéchst durch eine intestinale alkalische Phosphatase, und die PN-
Glucoside durch eine Glucosidase hydrolysiert, bevor sie von den Darmepithelzellen
aufgenommen werden. (63, 64, 69) Mehrere Studien deuten auf passive Diffusion als
Art der intestinalen Aufnahme hin. (70, 71) SAID ET AL. beschrieben zudem einen
Carrier-vermittelten Mechanismus zur Aufnahme von PN in Caco-2 (colorectal adeno-
carcinoma)-Epithelzellen. (72, 73) Die Leber scheint eine zentrale Rolle im Vitamin B6-
Metabolismus zu spielen. Nach Aufnahme von B6-Vitameren in die Hepatozyten findet
zunachst eine PDXK-abhangige Phosphorylierung zu PNP und PMP statt, wodurch es
fur die weitere Verstoffwechselung in der Zelle gehalten wird. AnschlielBend werden
diese zu PLP oxidiert. Ausgehend von PL kann eine direkte Phosphorylierung zu PLP
stattfinden. Zudem besitzen Hepatozyten die Fahigkeit, PLP zu 4-Pyridoxinsaure ab-
zubauen, welche dann mit dem Urin ausgeschieden werden kann. (63, 64, 74) In vivo
Studien lassen vermuten, dass es im Diunndarmepithel ebenso zu einer Verstoffwech-
selung der aufgenommenen B6-Vitamere zu PLP kommt. (69) Im Plasma kommt
Vitamin B6 hauptsachlich als an Albumin gebundenes PL vor. (23, 75, 76) Der Grol3teil
des erythrozytaren PLPs liegt hingegen gebunden an Hamoglobin vor. (23) Der
Vitamin B6-Metabolismus in Erythrozyten wird an anderer Stelle thematisiert (siehe
Kapitel 6.4.1).
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Im Gehirn wird PLP als Kofaktor zur Synthese von Neurotransmittern wie Dopamin,
Noradrenalin, Adrenalin, GABA, Histamin und Serotonin bendtigt. (65, 77) In vitro
Studien zeigten, dass phosphorylierte B6-Vitamere die Blut-Hirn-Schranke nicht pas-
sieren kdnnen. (78, 79) So wird vermutet, dass auch die Hirnzellen PLP ausgehend
von unphosphorylierten B6-Vitameren mit Hilfe der PDXK und PNPO herstellen. (77)
Vitamin B6 liegt im Gehirn Gberwiegend als PLP und PMP vor, welche durch enzyma-

tische Transaminierung ineinander tberfihrt werden kdnnen. (80, 81)
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Abbildung 4. Vermuteter Vitamin B6-Metabolismus in Sdugetieren

Nach Nahrungsaufnahme werden die phosphorylierten B6-Vitamere zundchst durch die intestinale
alkalische Phosphatase hydrolysiert. Die unphosphorylierten B6-Vitamervorstufen Pyridoxin (PN),
Pyridoxal (PL) und Pyridoxamin (PM) werden anschlieiend vom Dinndarmepithel resorbiert. PN und
PM werden zunéchst mittels der Pyridoxal Kinase (PDXK) zu PNP und PMP phosphoryliert und
anschlieBend durch die Pyridox(am)in Oxidase (PNPQO) zu PLP oxidiert. PL kann direkt zu PLP phos-
phoryliert werden. Die Pyridoxal Phosphatase dephosphoryliert PLP zu PL, welches ins Plasma ab-
gegeben werden kann. Erythrozyten kénnen PL aufnehmen und erneut mittels der PDXK zu PLP
metabolisieren. Es wird angenommen, dass PL durch eine PDXP-abhangige Dephosphorylierung
wiederum ins Plasma abgegeben werden kann. (82) Auch die Leber besitzt die nétige Enzymaus-
stattung, um PLP ausgehend von den B6-Vitamer Vorstufen zu synthetisieren. AuRerdem kann diese
PL zu 4’Pyridoxinséure (PA) abbauen, welches mit dem Urin ausgeschieden wird. Die unphos-
phorylierten B6-Vitamere kénnen die Blut-Hirn-Schranke passieren und anschlieend ebenso PLP
mittels PDXK sowie PNPO synthetisieren. Die farblich markierten Reaktionspfeile entsprechen den
Enzymen PDXK (orange), PNPO (blau) und PDXP (grun). Abbildung modifiziert nach (32).
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Der Transport des Kofaktors zu den unterschiedlichen Geweben und Organen schlief3t
eine Dephosphorylierung von PLP ein. Das Ektoenzym tissue non-specific alkaline
phosphatase (TNSALP) ist eine an die Plasmamembran gebundene unspezifische
Phosphatase, welche an der extrazellularen Hydrolyse von PLP im Vitamin B6-Meta-
bolismus beteiligt ist. (83, 84) So konnten in Patienten mit Hypophosphatasie, einer
Krankheit mit fehlender Aktivitdt der TNSALP, erhohte Plasma PLP-Konzentrationen
bei unverédnderten PLP-Spiegeln im Gewebe nachgewiesen werden. (83, 85) Neben
der TNSALP existieren weitere unspezifische Phosphatasen, die die Hydrolyse von
PLP ermoéglichen. So wurde in Leber und Niere eine unspezifische saure Phosphatase
nachgewiesen, die eine breite Spanne an Phosphatestern, wie auch PLP, dephos-
phoryliert. (86-88) Zudem konnte aus dem Gehirn eine alkalische Phosphatase, die
PLP von allen getesteten Substraten préferierte, isoliert werden. Die Identitat dieses
Enzymes konnte allerdings nicht geklart werden. (89) 1992 wurde die fur PLP
spezifische Pyridoxal 5°-Phosphat Phosphatase (PDXP) erstmals aus humanen
Erythrozyten isoliert. Im Gegensatz zur TNSALP ist sie intrazellular lokalisiert und

somit an der Hydrolyse zellularem PLPs beteiligt. (23, 84)

Ein gestdrter Vitamin B6-Metabolismus mit erniedrigten PLP-Konzentrationen steht im
Fokus der Entstehung einer Reihe von Krankheiten. Zusatzlich zu der bereits oben
erwahnten Hypophosphatasie konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Mutationen
des PNPO-Gens, welche die PLP-Synthese beeintrachtigen, zu neonatalen epilep-
tischen Enzephalopathien fuhren. Die Verabreichung von PN und PLP linderte die
Anfélle. (65, 90, 91) Zudem kdnnen angeborene Gendefekte zu einer Anh&ufung von
Metaboliten fuhren, die PLP inaktivieren. Bei der Hyperprolinamie Il, eine Krankheit die
zu schweren Krampfanféllen fuhrt, akkumuliert P5C (Pyrolin-5-Carboxylat) im Organis-
mus und inaktiviert PLP durch Reaktion mit diesem. (92) Aber auch erhthte PLP-
Spiegel scheinen mit negativen Konsequenzen fur den Organismus einherzugehen.
So fuhrten intrazisternale Injektionen von PLP in Mausen sowie Hunden zu epilep-
tischen Anfallen. (93, 94) SALAZAR, P. beschrieb ebenfalls transiente epileptische
Ereignisse bei Ratten nach intrazerebroventrikularer Injektion von PLP. (95) Daher
kommt der Regulation zellularer PLP-Level sowie einem adaquat kontrolliertem

Vitamin B6-Metabolismus eine bedeutende Rolle im Organismus zu.
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3.5 Auswirkungen eines PDXP Knockouts

Der Forschungsgruppe AG Gohla ist es gelungen, ein PDXP-defizientes Mausmodell
zu generieren, in welchem die PLP-Konzentrationen in Gehirn, Skelettmuskulatur und
Erythrozyten bis zu dreifach erhéht sind. (47) Im Gehirn wird PLP als Kofaktor fur
Decarboxylierungen bei der Synthese von Neurotransmittern bendétigt. Der PDXP-
Knockout fiihrte im Gehirn zu signifikant erhohten GABA-Leveln (~20%). Die Kon-
zentrationen an Dopamin, Serotonin, Epinephrin und Glutamat waren hingegen unver-
andert. (47) GABA wird eine wichtige Rolle fiir die Regulation adulter hippocampaler
Neurogenese zugesprochen, welche das Gedachtnis beeinflussen kdnnte. (96) Der
Hippocampus besteht aus mehreren anatomischen Strukturen im medialen Temporal-
lappen (Gyrus dentatus, Cornu ammonis und Subiculum) und ist am raumlichen Den-
ken sowie Erinnerungsvermdgen beteiligt. (97, 98) JEANCLOS ET AL. fuhrten barnes
maze Versuche durch, die zur Bewertung des raumlichen Lernens der Mause heran-
gezogen werden konnen. (47) Der Aufbau besteht aus einer kreisformigen beleuch-
teten Plattform, in der ringsherum Loécher eingebracht sind. Es fuhrt jedoch nur ein
Ausgang zu einer escape box. Angetrieben durch ihren Instinkt, Schutz in dunklen
geschlossenen Raumen zu suchen, erlernen die Tiere mithilfe von visuellen Hinweisen
die Position des Tunnels, der zur escape box fuhrt. (47, 99) Tatsachlich zeigten die
PDXP-defizienten Mause ein verbessertes raumliches Lernvermégen und Gedéachtnis.
So bendtigten die KO-Mause signifikant geringere Zeiten und Wege bis zum Auffinden
des Tunnels. (47) GABA ist neben Gedachtnisfunktionen zudem an der Regulation von
Angst sowie Muskelspannung beteiligt. (100) JEANCLOS ET AL. konnten zeigen, dass
der PDXP-Knockout zu einem leicht angstlichen Verhalten vor allem in alteren KO-
Mausen fuhrt. Zusatzlich zeigten altere PDXP-defiziente M&ause geringere motorische
Funktionen. (47) KiM ET AL. beschrieben erhohte hippocampale Phosphocofilin-Level
in deren PDXP KO-Mausmodellen (als PLPP / CIN bezeichnet) sowie erniedrigte
Phosphocofilin-Level in transgenen PDXP-Uberexprimierten Mausen. Eine modu-
lierende Rolle der PDXP fur synaptische Plastizitat im Hippocampus wird angenom-
men. (101)

Eine Beeintrachtigung der Gedachtnisfunktionen scheint auch physiologisch mit dem
Alter der Tiere einzutreten. So waren altere Tiere im Morris Wasserlabyrinth, eine
Versuchsapparatur zur Bewertung hippocampalen Denkvermégens, deutlich einge-
schrankt. (102-104) Quantitative Analysen zur absoluten Neuronenzahl ergaben

jedoch keinen Verlust hippocampaler Nervenzellen in &lteren gedachtnisbeeintrach-
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tigten Tieren. (105, 106) So scheinen Veranderungen des GABA Signalwegs an der
Verschlechterung neuronaler Kommunikation im Alter beteiligt. (102, 107) Immun-
histochemische Studien ergaben in Hippocampi &lterer gedachtnisbeeintrachtigter
Tiere verringerte Expressionen der GAD 67 (Glutamatdecarboxylase), welche die
GABA-Synthese katalysiert. (108) Ein Zusammenhang der alterskorrelierten Vermin-
derung von GAD 67-positiven Neuronen und der Abnahme hippocampaler Gedacht-
nisfunktionen wird angenommen. (109) In vivo Studien zeigten zudem eine Hyper-
reaktivitdt hippocampaler gealterter CA3-Neuronen, die in Zusammenhang mit der
altersabhangigen Verminderung des hippocampalen rdumlichen Denkvermdgens

gebracht werden kénnen. (110)

Magliche positive Effekte von Vitamin B6 auf die Erhaltung kognitiver Leistungen sowie
Gehirnstrukturen werden derzeit kontrovers diskutiert. In kognitiv eingeschrankten
Patienten lieBen sich geringere Plasma Vitamin B6-Level nachweisen. (111) Vita-
min B6-Supplementierung wirkte sich in derartigen Patientengruppen positiv auf deren
kognitive Funktionen aus. (112) MACPHERSON ET AL. konnten Verbesserungen des
raumlichen Gedé&chtnisses alterer Frauen, die pradisponiert fur kognitive Einschrén-
kungen waren, durch Vitaminsupplementierung aufzeigen. (113) Positive Effekte auf
das Erinnerungsvermoégen durch Multivitaminnahrungserganzung wurden bei alteren
Mannern (Alter zwischen 50 und 74 Jahren) mit einem erhdhten Risiko zu kognitiven
Funktionalitatsverlusten festgestellt. (114) Im Gegensatz dazu konnten HARRIS ET AL.
und JANNUSCH ET AL. nach Vitaminsupplementierung zwar erhohte Blut Vitamin B6-
Level in ihren Probanden feststellen, jedoch liel3en sich keine Verbesserung kognitiver
Fahigkeiten nachweisen. (115, 116) Die Untersuchungen beschréankten sich dabei auf
gesunde Probanden. Der Autor zog den Schluss, dass die Supplementierung von
Vitamin B6 eine Art ceiling effect darstelle, welche in Individuen mit neurodegenera-
tiven Krankheiten einen positiven Effekt erbringt, wohingegen kognitiv gesunde Indivi-

duen keine Verbesserungen aufzeigen. (116)
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4 ZIEL DER ARBEIT

Die Pyridoxal Phosphatase PDXP (Chronophin) spielt durch Dephosphorylierung ihres
Substrates Pyridoxal 5 -Phosphat (PLP) eine zentrale Rolle im Vitamin B6-Metabolis-
mus. PLP stellt als aktivierte Form von Vitamin B6 einen essenziellen Kofaktor fiir eine
Vielzahl enzymatischer Reaktionen im Organismus dar. Die zellulare PLP-Konzen-
tration wird insbesondere durch die Aktivitat der Pyridoxal Kinase (PDXK), der
Pyridox(am)in Oxidase (PNPO) und der Pyridoxal Phosphatase (PDXP) kontrolliert.

In PDXP-defizienten Mausen wurden bis zu zweifach erhohte erythrozytare PLP-
Konzentrationen gefunden. (47) Allerdings ist die Funktion der PDXP in Erythrozyten
nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Regulation der PLP-Konzen-
trationen in isolierten Erythrozyten aus Wildtyp- und PDXP-defizienten Mausen analy-
siert, und der Vitamin B6-Metabolismus in Erythrozyten charakterisiert werden. Dazu
wurden HPLC-basierte Untersuchungen der B6-Vitamere in Erythrozyten sowie
immunchemische Expressionsanalysen Vitamin B6-regulierender intrazellularer En-

zyme durchgefunhrt.

Zudem sollte die bereits beschriebene Beeintrachtigung hippocampaler Gedéachtnis-
funktionen mit dem Alter néher untersucht werden. Altersbedingte Veranderungen des
GABA-Signalwegs werden dabei als mdgliche Ursache diskutiert. Auch in PDXP-
defizienten Mausen lieRen sich, neben dreifach erhéhten PLP-Konzentrationen im
Gehirn, Veranderungen ihrer GABA-Level nachweisen (~20% erhoht). Ein Zusammen-
hang zwischen PLP-Leveln und GABA-Konzentrationen liegt nahe. Aus diesem Grund
sollte der Vitamin B6-Metabolismus in isolierten Hippocampi aus Wildtyp- und
Knockout-Mausen unterschiedlichen Alters charakterisiert werden. Hierzu wurden
isolierte Hippocampi aus WT- und KO-Mausen auf ihre B6-Vitamere hin chromato-
graphisch untersucht, sowie die Expression ihrer Vitamin B6 regulierender Enzyme

mittels Western Blot analysiert.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Material

5.1.1 AntikOrper

Antikorper Verdiinnung
Anti-a-Aktin, .
monoklonal, C4 1:7.500
Anti-a-Chronophin/
PDXP (C85E3), 1:1000
monoklonal
Anti-a-GAPDH,
monoklonal 1:1000
(14C10)
Anti-a-PDXK, 1:1000
polyklonal
Anti-a-PNPO, 1:1000
polyklonal
Anti-Kaninchen
IgG, polyklonal 1:10.000
HRP-konjugiert
Anti-Maus IgG,
polyklonal, HRP- 1:10.000
konjugiert

5.1.2 Chemikalien

a-Zellulose

Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid (CaCl>)
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO4)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

14

Spezies

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Ziege

Ziege

Anbieter

EMD Millipore
Corporation,
Temecula, CA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, USA

Abcam, UK

Thermo Fisher
Scientific,
Rockford; USA

Thermo Fisher
Scientific,
Rockford, USA

Thermo Fisher
Scientific,
Rockford, USA

Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Fllssiger Stickstoff

Glukose
Glycin

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (Hepes)

Kaluimchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Magnesiumsulfat (MgSOa4)
Methanol

Mikrozellulose Sigmacell
Natriumazid (NaNs)
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid (NaOH)
PBS

Perchlorsaure

Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaurat (Tween-20)

Ponceau S
Semicarbazid

SuperSignal West Pico Luminol / Enhancer Solution

SuperSignal West Pico Stable Peroxide Solution

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris HCI

Triton X-100

Trockenmilchpulver, fettfrei
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TIG, Tyczka Industrie-Gase,
Wirzburg

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco, Paisley, UK
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich,
Sigma-Aldrich,
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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5.1.3 Enzyme, Proteine, und andere biologisch aktive Substanzen

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF) Roche Pharma AG,
Grenzach-Whylen

Aprotinin Sigma-Aldrich, Minchen

Ginkgotoxin Sigma Aldrich, St. Loui, USA

Leupeptin Sigma-Aldrich, Miinchen

Pepstatin AppliChem, Darmstadt

Precision Plus Protein Standards Dual Core Bio-Rad, Minchen

Pyridoxal Sigma-Aldrich, Italien

Pyridoxal 5"-Phosphat Fluka Bio Chemika

Pyridoxal 5 -Phosphat Phosphatase (PDXP) AG Gohla, Wirzburg

(rekombinantes, murines PDXP, Uberexprimiert in E.
coli, sdulenchromatographische Aufreinigung mit
AKTApurifier Uber His6-tag, Entfernung des His6-
tags mittels Tobacco Etch Virus (TEV)-Protease,
Aufreinigung von PDXP ohne His6-tag durch
GroRRenausschlusschromatographie; fir Details
siehe experimental procedures aus (36))

Pyridoxamin Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Pyridoxin Sigma Aldrich, St. Louis, USA

5.1.4 Mausmodelle

e Wildtyp Mause (C57BI/6J-Hintergrund, homozygot gefloxt)
e Pyridoxal Phosphatase (PDXP) Knockout-Mause (C57BI/6J Hintergrund)

Gefloxte PDXP-Mause (PDXP™Goh) mit dem genetischen Hintergrund C57BI/6J
wurden durch die Firma Ozgene generiert. (47) Durch Kreuzen mit der FLPe deleter
strain Maus B6.129S4-Gt(ROSA)26Sor < tm1(FLP1)Dym >/RainJ wurde die Neomycin
Resistenzkasette entfernt. Bei den gefloxten Mausen wurde das 1. Exon mit zwei
loxP sites gleicher Orientierung flankiert. Eine loxP site stellt eine spezifische Erken-
nungssequenz fur die Cre-Rekombinase dar, die die anschlie3ende Deletion des Allels
ermaoglicht (siehe Abbildung 5). (47)

Durch Verpaaren mit einer B6.FVB-Tg(Ella-cre)C5379Lmgd/J (Ella-Cre) Linie wurde
in der AG Gohla eine PDXP Ganzkérperknockout Linie geschaffen. Aus den Ella-
Cre Mausen (bezogen von Jackson laboratory) gehen so in der F1-Generation aus-
schlie3lich heterozygote Tiere hervor. Durch weitere Verpaarung mit Tieren aus der

F1-Generation ergeben sich nach dem klassischen Mendel schen Prinzip jeweils
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25% Mause, die homozygot fir den Wildtyp-Lokus sind, (,homozygot Wildtyp®),
50% Mause, die heterozygot fur den Pdxp-Lokus sind (,heterozygot®), und 25%
Mause, in denen das Exon 1 von Pdxp auf beiden Allelen deletiert wurde (homozygot
PDXP-defiziente Mause; ,PDXP-KO®). Die PDXP-defizienten Mause sind lebensfahig,

fertil und auRRerlich nicht von Wildtypen zu unterscheiden. (47)

Pdxp targeting loxP. FRT FRT

loxP
1 pA-PGK-Neo
Pdxp genomic \ / 3‘-p£be
N |

i 1

<

EcoRV fragment (13.7 kb)

homologous recombination
+FIpE

Pdxp floxed

O EE> R

< >

EcoRV fragment (7.5 kb)

l+Cre

Pdxp targeted _
> .

EcoRV fragment (7.5 kb)

Abbildung 5: Strategie zur Generierung PDXP-defizienter Mause
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden durch Verpaarung mit Ella-Cre transgenen Tieren global
PDXP-defiziente Mause verwendet. Abbildung aus (47).

Die Tiere waren im Zentrum flr Experimentelle Molekulare Medizin der Universitat
Wirzburg untergebracht. Sie unterlagen einem regelmafdigen Tag- / Nachtrhythmus
mit 14/10 Stunden. Die Temperatur betrug konstant 21°C (+ 0,5 °C) und die Tiere
hatten nach Belieben Zugang zu Futter und Wasser. Alle untersuchten Mause waren
mannlich und waren in Kafigen zu Gruppen von 2-5 Tieren untergebracht. Die Haltung
der Tiere wurde von der Regierung Unterfrankens genehmigt und geméaR den deut-

schen und europaisch geltenden Gesetzen zur Haltung und Nutzung durchgefuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem mit gefasteten Tieren experimentiert. Dabei
wurde den Tieren 12 Stunden lang der Zugang zu Futter verwehrt. Die Tiere wurden
um ca. 20 Uhr in neue Kéfige gesetzt, die ausschlie3lich tGber Zugang zu Wasser
verfugten. Die Blutentnahme erfolgte wie in Kapitel 5.2.1 beschrieben am darauf-

folgenden Tag um ca. 8 Uhr morgens.
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5.1.5 Puffer und L6sungen

5.1.5.1 Cayman Glutathion Assay Kit

Waschldsung

Inkubationslésung

GSH MES Puffer (1x)

EDTA
Hepes-Na
KCI

MgCl2
NacCl

pH

DTT
Glukose
Hepes-Na
KCI

MgCl2
NaCl

pH

EDTA
MES

Kaliumphosphat

0,1 mM
10 mM
80 mM
0,15 mM
70 mM
7,55

2mM
10 mM
10 mM
80 mM
0,15 mM
70 mM
7,55

2 mM
0,4 mM
0,21 M

Im spater beschriebenen Assay wird dieser Puffer ausschlie3lich zweifach verdinnt

verwendet. Daflr wurde HPLC Reinstwasser herangezogen.

GSSG Standard

GSSG
MES

18

25 uM
2ml
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GSH Kofaktormischung

GSH Enzymmischung

GSH DTNB

TEAM-Reagenz

5.1.5.2 HPLC-Elutionslésung

5.1.5.3 Ripa-Puffer (4x)

NADP+
Glukose-6-Phosphat
HPLC Reinstwasser

GSH-Reduktase

Glukose-6-
Phosphat-
Dehydrogenase

MES-Puffer (2x)

DTNB
HPLC Reinstwasser

Triethanolamin

HPLC Reinstwasser
EDTA

Na:HPO4

Methanol

pH

NacCl
Natriumdesoxycholat
SDS

Tris

Triton X-100

pH

19

0,5 ml

in 0,2 ml Puffer

2ml

0,5 ml

1,07 mM
60 mM
9,5% (v/v)
6,5

150 mM
0,5% (v/v)
0,1% (x/v)
50 mM
1% (v/v)
7,5
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Die folgenden Protease-Inhibitoren wurden jeweils frisch hinzugeflgt:

AEBSF 1mM
Aprotinin 5 ug/ml
Leupeptin 1 pg/ml
Pepstatin 1 pg/ml
5.1.54 Ringer-L6sung

CaCl 1 mM
Glukose 5mM
Hepes 32 mM
KCI 5 mM
MgSOa4 1 mM
NacCl 125 mM

5.1.5.5 SDS-PAGE

Lammli-Puffer(4x)

Destilliertes Wasser
B-Mercaptoethanol 4% (vIv)

Bromphenolblau 0,005% (w/v)
Glycerol 40% (v/v)
SDS 8% (w/v)
Tris-HCI 250 mM

Laufpuffer (10x)

Destilliertes Wasser

Tris 250 mM
Glycin 2M
SDS 1% (w/v)
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Sammelgel

Trenngel

5.1.5.6 Western Blot

Antikdrperverdinnungsmedium

Anodenpuffer 1

Destilliertes Wasser
Acrylamid
Bisacrylamid

APS

SDS

TEMED

Tris-HCI

Destilliertes Wasser
Acrylamid
Bisacrylamid

APS

SDS

TEMED

Tris-HCI

Destilliertes Wasser
BSA

Hepes

NacCl

NaNs

Tween-40

Destilliertes Wasser
Methanol
Tris

21

4% (viv)
1,04 % (viv)
0,75% (v/v)
0,1% (w/v)
0,2% (v/v)
125 mM

12% (viv)
3,2 % (viv)
0,75% (v/v)
0,1% (w/v)
0,075% (v/v)
375 mM

1% (w/v)
10 mM
05M
0,02% (w/v)
0,2% (w/v)

40% (v/v)
0,3M
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Anodenpuffer 2

Kathodenpuffer

Blottopuffer

5.1.6 Software, Webseiten

Chromeleon 7.2
Excel 2016
GraphPad Prism 6
ImageJ 1.45i

ImageQuant LAS 4000

Pubmed

Destilliertes Wasser
Methanol
Tris

Destilliertes Wasser
Glycin

Methanol

Tris

Milchpulver
Tris-HCI (pH 8,0)
NaCl

CaCl2

Triton X-100

40% (v/v)
25 mM

40 mM
10% (v/v)
25 mM

5% (w/v)
50 mM
80 mM
2mM
2% (VIv)

Thermo Fisher Scientific

Microsoft

GraphPad Software

freeware,
https://imagej.nih.gov/ij/downl
oad.html

GE Healthcare Life Sciences,
Uppsala, USA

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed
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5.1.7 Technische Gerate

CLARIOstar
Eismaschine

HPLC Ultimate 3000 Dionex (Autosampler,
Fluoreszenzdetektor, Pumpe, Sdulenkompartiment)

Heidolph MR Hei-Mix L Mixer Magnet
Heidolph Unimax 1010 Schuttler

Luminescent Image Analyzer (Image Quant LAS
4000)

Mikrohamatokrit Zentrifuge

Mini-PROTEAN TetraCell Elektrophoresesystem
Pipetten

pH-Meter Schott Intruments

Power Pac HC Spannungsquelle

Tissue Lyser Il

Trans-Blot SD Semi-Dry Elektrophorese Kammer
Thermomixer comfort 1,5ml

Vakuumpumpe

VORTEX-Genie 2

Waage (Grammbereich)

Waage (Milligrammbereich)

Western Blotting System (semi-dry)
Zentrifuge 5424
Zentrifuge Universal 16 R
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BMG Labtech, Ortenberg

Ziegra Eismaschinen GmbH,

Insernhagen

Thermo Scientific,
Deutschland

Heidolph Instruments,
Schwabach

Heidolph Instruments,
Schwabach

GE healthcare, Miinchen

Hettich

Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen
Retsch GmbH, Haan
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg

ABM Greifenberger
Antriebstechnik GmbH,
Marktredwitz

Scientific Industries,
Bohemia, USA

Scaltec Instruments,
Heiligenstadt

Kern & Sohn GmbH,
Balingen

Peqglab
Eppendorf, Hamburg
Hettich
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5.1.8 Verbrauchsmaterialien

Einmal Plastikspritzen 2 ml
Einmalskalpell

Eppendorf Pipettenspitzen
Filterreaktionsgefal3e (1,5 ml)

Falcon Conical Tube (15ml und 50ml)
HPLC-vials
Membranfilter aus Nylon

Nitrozellulosemembran

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Watte

Whatman Filterpapier

Whatman 3MM Blottingpapier

24

Becton, Dickingson, NJ, USA
B. Braun
Eppendorf, Hamburg

Amicon Ultra, Merck
Millipore, Tullagreen

Becton Dickinson, Heidelberg
Supelco, Bellefinte, PA, USA

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Gottingen

GE HealthcarelLife Sciences,
Uppsala, SE

SurPhob, Biozym, USA
Eppendorf, Hamburg
Drogeriemarkt Miller

GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK

GE HealthcarelLife Sciences,
Uppsala, SE
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5.2 Methoden

5.2.1 Blutenthahme

Die Blutentnahme erfolgte durch Frau A. Keller ausschlief3lich an mannlichen Mausen
im Rahmen einer Organentnahme. Das Blut wurde nach zervikaler Dislokation durch
eine Herzpunktion gewonnen und in EDTA beschichtete Rohrchen dberfuhrt. Das
Blutvolumen belief sich im Durchschnitt auf 250 pl pro Maus. Samtliche Entnahmen

erfolgten vormittags, zwischen acht — elf Uhr.

5.2.2 Isolation muriner Erythrozyten

Damit die Forschungsarbeit an roten Blutkdrperchen nicht von weiteren zellularen
Blutbestandteilen beeinflusst wird, wird die Isolierung der Erythrozyten aus dem
enthaltenen Vollblut als notwendige Voraussetzung erachtet. Hauptprobleme, die sich
aus einer Verunreinigung mit Leukozyten - wie z.B. polymorph kernigen Granulo-
zyten - ergeben konnen, sind sowohl falsche Riickschliisse durch Uberlagerung mit
Eigenschaften der Leukozyten als auch erythrozytare Schadigung aufgrund entlas-

sener leukozytarer Enzyme. (117)

Das entnommene Vollblut wurde nach der von ACHILLI ET AL. beschriebenen Methode
filtriert, um ausschlie3lich die Erythrozyten zu gewinnen. (118) Hierbei dient eine
Mischung aus jeweils 180 mg mikrokristalliner Zellulose und gleicher Menge an a-
Zellulose als Filtereinheit fur 1 ml Blut. Da das in den Versuchen maximal verwendete
Blutvolumen 250 ul nicht Uberstieg, wurden dementsprechend nur 45 mg beider
Zellulosen verwendet. Letztere wurden mit 2 ml PBS vermengt und auf mittlerer Stufe
gevortext, bis eine homogene Suspension entstand. Eine Plastikspritze (2 ml) wurde
als Filtervorrichtung verwendet und wie folgt prapariert (siehe Abbildung 6). Gemaf
dem Durchmesser des Spritzenkolbens wurde Whatman Filterpapier zugeschnitten
und auf den Boden des Zylinders eingepasst. Zusatzlich wurden 3,2 mg Watte
abgewogen und in der Spitze verdichtet. Fur den kompletten Isolationsvorgang wurde
die Spritze in einer Haltevorrichtung befestigt. AnschlieBend wurde die homogene
Suspension von Zellulose in PBS in den Zylinder pipettiert. Nach einigen Minuten
konnte sich das Gemisch aus Zellulose Uber dem Filterpapier absetzen, lediglich das
Medium durchlief die Filtereinheit und wurde verworfen. Zu diesem Zeitpunkt wurde
das Blut vorsichtig auf das entstandene Zellulosebett pipettiert. Nach vollstandiger

Durchdringung der Zellulose mit Blut wurden die Erythrozyten durch Zugabe von
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1,5 ml PBS eluiert und in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal aufgefangen. Da
die Erythrozyten verglichen mit den Leukozyten eine weitaus bessere Fahigkeit zur
Verformung besitzen, ist es ihnen moglich, das Zellulosenetz zu durchqueren,

wahrend die Leukozyten in der Filtereinheit verbleiben. (117)

in PBS

/ —/
[ §§§ Zellulose / ! Vollblut

. [ Filterpapier
i@—Watte
Erythrozyten

0
PB%Q 80 & PBS

Abbildung 6: Isolation von murinen Erythrozyten aus Vollblut mittels Zellulose

Die einzelnen Schritte zur Isolation von murinen Erythrozyten aus Vollblut sind skizziert. Ein Gemisch
aus Zellulose und PBS wurde in die Filtereinheit (Spritzenkolben mit Filterpapier und Watte) pipettiert,
die Zellulose wurde mit Vollblut Uberschichtet und anschlieBend wurden die Erythrozyten mit PBS
eluiert. Fur Details, siehe Volltext.

Durch diesen Aspekt erweist sich die Methode als zuverlassig gegenliber anderen
Methoden, deren Trennprinzip auf reinen Zentrifugations- und Waschvorgangen
beruht. Dabei kbnnen gerade polymorphkernige neutrophile Granulozyten mit &hn-
licher Dichte nicht in demselben Ausmalf3 von roten Blutkérperchen separiert werden.
(117) Im Anschluss wurde die Suspension von Erythrozyten in PBS bei 100 x g und
Raumtemperatur (RT) fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend
abpipettiert und verworfen. Danach wurden die Zellen mit 1 ml einer auf 37°C tempe-
rierten Ringerldsung vermischt und erneut zentrifugiert (100 x g, RT, 5 min). Nach
Entfernen des Uberstandes wurden diese mit Ringerlosung auf einen angestrebten
Hamatokritwert von ca. 10% resuspendiert. Um den exakten Hamatokritwert zu ermit-
teln, wurden ca. 60 ul der Blutmischung in eine Kapillare aufgezogen und in einer
Mikrohamatokrit-Zentrifuge (13.000 rpm, RT, 5 min) zentrifugiert. Die Werte wurden
jeweils notiert und spater in die Berechnung der PLP-Konzentration miteinbezogen.
Nach 30-minttiger Inkubationsphase in einem Thermomixer (37°C, 700 rpm) konnten
die Messungen entsprechend verschiedener Versuchsbedingungen erfolgen. Dafir

wurde Probenvolumen im Verhdltnis von 1:10 mit destilliertem Wasser lysiert,
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anschlieBend in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C verwahrt. Fir die
Messungen des freien PLPs wurden die Blutproben nach dem Lysieren in Filtern mit
einem Molekulargewichtsausschluss (MWCO) von 3 kDa zentrifugiert (14.000 x g,
4°C, 40 min). Der Uberstand wurde anschlieRend transferiert und ebenfalls schock-

gefrostet.

5.2.3 Aufarbeitung der Proben

Pyridoxal 5°-Phosphat liegt in Zellen weitgehend als Schiff-Base vor, d.h. es geht mit
seiner Aldehyd-Carbonylgruppe und den Aminogruppen umgebender Proteine eine
kovalente Bindung ein. (119) Um PLP zuganglich fur anschlieBende Messungen zu
machen, sind im Allgemeinen Féllungsreagenzien wie Perchlorsaure nétig, die eine
Prazipitation der Proteine hervorrufen. Somit wird durch anschliel3endes Zentrifugieren
die Trennung von den Proteinen moglich, die im Pellet verweilen. Die Proben im Rah-
men der hier durchgefuhrten Versuche wurden nach der von TALWAR ET AL. beschrie-
benen Methode aufgearbeitet, bei der die Proteinausfallung durch Perchlorsaure um
eine Derivatisierung mittels Semicarbazid komplementiert wird. (120) Dabei wird den
Proben eine Mischung aus Semicarbazid, Glycin und Wasser zugeftigt. Semicarbazid
bindet tber seine freie Aminogruppe an die Carbonylgruppe von PLP und ersetzt damit
das vorher gebundene Protein. So entsteht das saurestabile Semicarbazonderivat von

PLP, das charakteristische fluoreszierende Eigenschaften besitzt (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Reaktionsmechanismus zur Ausbildung des Semicarbazonderivats

PLP geht unter Ausbildung einer Schiff-Base eine Bindung zu umliegenden Proteinen ein. Semicarbazid
spaltet die Schiff-Base, indem es selbst an PLP bindet, und es entsteht das saurestabile Semicarbazon-
derivat von PLP. R, Rest (Proteinrest). Abbildung in Anlehnung an (119).

Der Schritt der Derivatisierung bietet entscheidende Vorteile im Bezug auf die quanti-
tative Bestimmung des PLP-Gehalts. SRIVASTAVA ET AL. untersuchten die Rickgewin-
nungsraten an PLP von Proben bekannter Konzentration, welche im Vorfeld mit Semi-
carbazid behandelt wurden. Sie ergaben anndhernd 100%, was einem Vielfachen
bisheriger Methoden entspricht. Bei alleiniger Prézipitation durch Saure kann die PLP-
Extraktion von Proteinen nichtimmer vollstandig stattfinden, was quantitative Analysen
erschwert. (119) Gerade in Erythrozyten, die Gegenstand dieser Arbeit sind, ist dies
jedoch von Wichtigkeit, da PLP eine weitaus starkere Bindung zu Hamoglobin als zu
Plasmaproteinen aufweist. (76) Zusatzlich wirkt sich die Derivatisierung positiv auf die
Probenstabilitat aus. So liel3 sich Gber 48 Stunden hinweg kein nennenswerter Verlust
an PLP verzeichnen. Somit kdnnen auch ganze Probensatze mittels Autosampler

problemlos Uber Nacht analysiert werden. (120)
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Zur Herstellung der hier verwendeten Derivatisierungslosung (derivatization agent,
DA) wurden jeweils 750 mg Semicarbazid sowie 750 mg Glycin in 2 ml Wasser gelost.
Daraus resultiert eine Endkonzentration beider Stoffe von 250 mg/ml. Es empfiehlt
sich, das Gemisch auf 37°C zu erwarmen und mehrmals auf hoher Stufe zu vortexen,
um eine homogene Ldsung zu erhalten. Wahrenddessen wurden die noch gefrorenen
Proben bei Raumtemperatur dunkel gestellt, bis sie aufgetaut waren. Anschlie3end
wurden jeweils 24 pl DA zu dem Probenvolumen von 300 pl hinzugefiigt und bei RT in
der Dunkelheit inkubiert. Davon abweichenden Volumina wurde die dem vorher ge-
nanntem Verhaltnis entsprechende Menge an DA zugefligt. Nach einer Inkubationszeit
von 30 Minuten wurde jeder Messprobe 24 ul Perchlorsédure (70%) zugesetzt, auf
hochster Stufe gevortext und im Anschluss zentrifugiert (21000 x g, 4°C, 15 min).
Indessen wurden entsprechend der Anzahl der Versuchsexemplare HPLC-Proben-
glaschen mit 20 pl einer 25%iger Natronlauge versehen. Vom entstandenen Zentri-
fugat wurden jeweils 200 pl abpipettiert und mit der in den Glaschen vorgelegten
NaOH-L6sung vermischt. Es ist zu beachten, dabei keine Uberflissigen Blaschen zu
provozieren. Nach diesem Schritt waren die Proben bereit fur die Messung mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie.

5.2.4 Isolation von murinen Hippocampi und Lysatherstellung

Die Isolation der murinen Hippocampi sowie deren Lysatherstellung erfolgte durch
Frau A. Keller. Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getétet und deren
Hippocampi isoliert. Nach Ubertragung in Eppendorf Reagenzgefale wurden die
Gewebeproben in flissigem Stickstoff tiefgefroren und gewogen. Die Dissektionen der
Hippocampi erfolgten jeweils vormittags in einem Zeitraum von acht - elf Uhr. Als
nachstes wurden die Proben mit PBS (100ul PBS/5mg Gewebe) versetzt und zum
mechanischen Probenaufschluss eine Minute lang in einer Kugelmthle (tissuelyser)
bei 20 Hz rotiert. Die so entstandenen Lysate wurden schlie3lich im Verhaltnis 1:1 mit
PBS vermengt. AnschlieBende Schritte der Probenaufbereitung erfolgten analog den
in Kapitel 5.2.3 beschriebenen, die Volumina wichen jedoch ab. So wurden Lysate von
100 pl jeweils mit 8 ul DA sowie 8 pl Perchlorsaure versetzt, und schlie3lich zur
chromatographischen Analyse ein Volumen von 100 pl in die mit 10 ul vorgelegter

Natronlauge (25%) vorbereiteten HPLC-Probenglaschen transferiert.
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5.2.5 Vorbereitung der Lysate zur Durchfuhrung einer SDS-PAGE

Das Verfahren der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese) wird in Kapitel 5.2.7 genauer ausgefihrt. Dieses Kapitel dient der Erlauterung
vorbereitender Schritte zur Durchfiihrung einer SDS-PAGE. Die aus isolierten Hippo-
campi hergestellten Lysate (siehe Kapitel 5.2.4) wurden mit vierfach-konzentriertem
RIPA-Puffer unter Rotation bei 4°C fur 15 Minuten inkubiert und zentrifugiert
(20.000 x g, 15 min, 4°C). AnschlieRend wurde die Proteinkonzentration im Uberstand
mittels Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) bestimmt. Danach wurden
die Lysate in vierfach-konzentriertem Lammli-Puffer denaturiert und bei 94°C aufge-

kocht. Die weiteren Schritte erfolgten analog zu den in Kapitel 5.2.7 f. beschriebenen.

5.2.6 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) ist ein physikalisch-chemi-
sches Verfahren zur Auftrennung fliissiger Substanzgemische in ihre einzelnen Kom-
ponenten. Dabei ist sowohl eine qualitative als auch quantitative Bestimmung dieser
Komponenten maoglich. Das System besteht aus einer mobilen flissigen Phase, die
mit hohem Druck durch eine stationare Phase gepumpt wird. Bei der stationdren Phase
handelt es sich meist um Mikropartikel fester, poréser oder mit oberflachenaktiver
Beschaffenheit, die eine Saule dicht auskleiden. Der Separiereffekt beruht auf
unterschiedlichen Affinitdten der einzelnen Substanzkomponenten gegenuber der
festen bzw. flissigen Phase, die unterschiedliche Polaritdten aufweisen. Substanzen,
die Wechselwirkungen mit der mobilen Phase bevorzugen, wandern schneller als
solche, die eher mit der stationaren Phase interagieren. Somit ergeben sich verschie-
dene Elutionszeiten der Stoffe von der Saule (siehe Abbildung 8). (121, 122)
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Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung des Trennprinzips in der Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC)

Zwei Komponenten A und B werden durch ungleiche Wechselwirkungen mit der stationdren bzw.
mobilen Phase unterschiedlich schnell transportiert und somit aufgetrennt. Komponente A tritt starker
mit der stationdren Phase in Wechselwirkung, wahrend Komponente B eher mit der mobilen Phase
interagiert. t0-t3, verschiedene Zeiten. Abbildung modifiziert nach (121).

Verschiedene Separationsmodi wie Adsorptionschromatographie (Normalphase),
Umkehrphasenchromatographie, lonenaustauschchromatographie, Affinitdtschroma-
tographie und einige weitere finden in der Flissigkeitschromatographie Anwendung.
(123) Alle hier beschriebenen Versuche wurden mit dem Umkehrphasensystem der
HPLC durchgefuihrt. Das bedeutet, dass die stationare Phase -im Gegensatz zur
Normalphase - aus hydrophobem Material besteht. Die hier Anwendung findende
Phase besteht aus Octadecylsilan, ein mit Alkylketten modifiziertes Silica-Gel. Somit
beruht die Wechselwirkung mit den Substanzkomponenten fast ausschlie3lich auf van-
der-Waals Kraften. (121) Je unpolarer eine Substanz ist, desto starker tritt sie in
Wechselwirkung mit der hydrophoben stationdren Phase und wird daher im Vergleich
zu hydrophilen Komponenten erst spater von dem Eluent abgeldst. (124) Neben der
Auswahl verschiedener Trennmodi wird das Separationsverhalten auch von der
Saulenlange, der PartikelgroRe der stationaren Phase, sowie der Zusammensetzung

der Elutionsldsung beeinflusst. (125) Die mobile Phase besitzt polaren Charakter und
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wird auf Wasserbasis hergestellt. Pro Liter Wasser wurden jeweils 314 mg EDTA
(I mM) und 10,68 g Dinatriumhydrogenphosphat (60 mM) gelost, sowie 95 ml
Methanol (9,5% v/v) zugefiigt. Mit 85%iger Phosphorséure wurde der pH-Wert auf 6,5
eingestellt. Anschliel3end wurde die Losung durch einen 0,2 um Membranfilter aus
Nylon gefiltert und ca. eine Stunde lang mit Hilfe einer Vakuumpumpe entgast. Mit
einer FlieRrate von 0,5 ml/min wird die mobile Phase bei rund 190 bar durch die hier
verwendete RP (reverse phase) Saule (C18, 3 mm x 150 mm) gepumpt. Um die
Lebensdauer der Trennsaule zu verlangern, ist ihr eine kiirzere Schutzsaule vorge-
schaltet. Diese enthalt die gleiche stationare Phase und kann grobe Verunreinigungen
der Hauptsaule verhindern. Die Trennleistung des Systems wird dadurch nicht
beeinflusst. (126) Von jeder der zu analysierenden Probe wurden 10 pl vollautomatisch
durch einen Autosampler, der nach dem Split-Loop Prinzip verfahrt, in das System
injiziert. Nach analytischer Auftrennung der Substanzen erfolgte die Detektion mittels
Fluoreszenzdetektor. In diesem wird die Probensubstanz gemall dem Fluoreszenz-
spektrum des PLP-Semicarbazonderivats mit Licht der Wellenlange 380 nm angeregt
und anschlie3end das emittierte Lichtsignal von 450 nm Wellenlange erfasst. Durch
Umwandlung in elektrische Signale kbnnen die aufgetrennten Komponenten schluss-

endlich als Peaks dargestellt und identifiziert werden (siehe Abbildung 9). (127)

Pumpe
Schutz-
sdule Fluoreszenzdetektor
Trennsaule ﬁ
Eluent

Abfall

Abbildung 9: Schematischer Aufbau einer HPLC-Maschine

Das Eluent wird bei ~190 bar durch die Trennsaule gepumpt. Mittels Autosampler werden die zu
analysierenden Proben vollautomatisch ins System injiziert, und durch unterschiedliche Wechsel-
wirkungen zu den verschiedenen Phasen innerhalb der Trennsdule aufgetrennt. Deren vorgeschaltete
Schutzsaule verlangert ihre Lebensdauer. Nach der Auftrennung erfolgen die fluoreszenzbasierte
Detektion und die Umwandlung in elektrische Signale zur Erfassung der einzelnen Komponenten als
Peaks. Abbildung in Anlehnung an (127).
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5.2.7 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist eine
haufig angewandte analytische Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer
Moleklilmasse. Die zu untersuchenden Proteine werden denaturiert und wandern
anschlieBend durch Anlegen eines elektrischen Feldes unterschiedlich weit in einer
Polyacrylamidmatrix. (128) Die hier verwendete diskontinuierliche Gelelektrophorese
mit SDS wurde erstmals 1970 von LAMMLI beschrieben. (129) Die Erythrozytenproben
wurden in zweifachem Lammli-Puffer (siehe Material und Methoden) bei 94°C flr funf
Minuten aufgekocht. Das im Puffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein
anionisches Tensid, das sich unter Ausbildung nicht kovalenter Bindungen an Proteine
anlagert. Dadurch zerstort es deren Sekundér- und Tertiarstruktur. Das Reduktions-
mittel B-Mercaptoethanol tragt durch Spaltung von Disulfidbrickenbindungen der
Proteine ebenfalls zur Auflosung ihrer Tertiarstruktur bei. (130) SDS besitzt eine
hydrophile Sulfatgruppe, welche den Proteinen eine negative Gesamtladung verleiht
und deren Eigenladungen tiberdeckt. Dabei bindet SDS in einem konstanten Ladungs-
zu Masse- Verhaltnis, sodass die Ladung der SDS-Protein Komplexe proportional zur
Molekllmasse ist. Die mit SDS ummantelten Polypeptidketten kénnen somit —
unabhangig von urspringlicher Eigenladung und Struktur- nach ihrer molekularen
Masse separiert werden. (131) Dieser Effekt beruht auf der siebartigen Struktur des
auspolymerisierten Polyacrylamidgels, das grol3ere Proteinketten langer zurtickhalt
und kleinere Proteinketten schneller durch die Zwischenraume wandern lasst. (32,
130) Die Proben wurden jeweils in Gelen mit einem Polyacrylamidanteil von 12%
aufgetragen. Dabei wird das eigentliche Trenngel von einem Sammelgel Uber-
schichtet. Es weist eine geringere Konzentration an Acrylamid (4%) auf und sorgt fur
einen einheitlichen Start der Proben im Trenngel. Die Elektrophorese wurde mittels
konventioneller Kammern in einem Laufpuffer auf Tris-Glycin Basis durchgefuhrt. Bei
einer konstanten Spannung von 80 V wurden die Proben im Sammelgel konzentriert
und anschlieRend mit einer kontinuierlichen Stromstarke von 30 mA im Trenngel
separiert. Der Vorgang wurde gestoppt, als die Front der Bromphenolblau markierten
Banden das Gel durchlaufen hatte. Um spéter die molekulare Masse der Protein-
banden mittels Western Blot ableiten zu kdnnen, wurde Precision Plus Protein, eine

Standardleiter aus gereinigten Proteinen bekannter Molekilmasse, mitaufgetragen.
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5.2.8 Western Blot

5.2.8.1 Proteintransfer

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgt die Ubertragung der Proteinbanden
auf ein geeignetes Medium, das die anschlieRende Visualisierung mittels Antikdrper
moglich macht. Hierzu werden haufig Membranen aus Nitrozellulose herangezogen.
Der Transfer erfolgte nach der semi-dry Methode, bei der mit Laufpuffer durchtrénkte
Filterpapiere, Gel und Membran iibereinandergeschichtet werden. Ahnlich dem Prinzip
der Gelelektrophorese wandern die negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld
von der Kathode zur Anode und bleiben an der Membran aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen haften. (132) Zuerst wurde die Membran zur kiinftigen Orientierung
an der oberen, rechten Ecke markiert, in destilliertem Wasser gewaschen und in
Anodenpuffer 2 eingelegt. Den Boden des Stapels bildeten zwei von Anodenflissig-
keit 1 durchnésste Filterpapiere. Dartber folgten ein mit Anodenpuffer 2 eingeweichtes
Whatman Papier, die eingelegte Membran und das in Kathodenpuffer geschwenkte
Gel. Den Abschluss machten drei in Kathodenpuffer getauchte Whatman Filterpapiere
(siehe Abbildung 10).

i} Kathode

—— ====== | |n Kathodenpuffer eingelegte

e — } Filterpapiere

£ _ |— Gel

= ] — Membran

o == — |n Anodenpuffer 2 eingelegtes Filterpapier
v = ————— | In Anodenpuffer 1 eingelegte Filterpapiere

i Anode

Abbildung 10: Schema des Aufbaus beim semi-dry Western Blot

Die Abbildung zeigt die Reihenfolge der Schichtung von Filterpapieren, Membran und Gel. Die Nitro-
zellulosemembran wurde nach Schwenken in Wasser in Anodenpuffer 2, das Gel in Kathodenpuffer
eingelegt.

Die Zusammensetzung der verschiedenen Pufferldésungen wurde bereits in Kapi-
tel 5.1.5.6 beschrieben. Beim Ubereinanderlegen der einzelnen Schichten ist sowohl
auf eine optimale Passung sowie auf die Vermeidung von Blaschenbildung zu achten.
Diese wurde einen ordnungsgemaéal3en Transfer behindern, was einen Informations-
verlust bedeuten kann. Mit Hilfe eines semi-dry Transfersystems konnte der Blot-
vorgang bei einer maximalen Spannung von 25 V und einer konstanten Stromstarke

von 70 mA fur 30 Minuten erfolgen. Um den Erfolg des stattgefundenen Transfers zu
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Uberprufen, wurde die Membran anschlie3end in Ponceau S inkubiert. Dabei handelt
es sich um einen roten Azofarbstoff, der Uber seine negativen Sulfatgruppen reversibel
an die Aminogruppen der Proteine bindet. (133) Die gefarbten Membranen wurden
gescannt, die Scans archiviert, und die Membranen anschlieend mehrmals mit

Wasser entfarbt.

5.2.8.2 Immundetektion

Die Identifizierung des Zielproteins erfolgte tiber indirekte Immundetektion, die auf dem
Prinzip der Antigen-Antikérper Bindung besteht. (134) Dabei bindet zunachst ein spezi-
fischer Primarantikérper am Epitop des zu identifizierenden Proteins (Antigen). Der
Primarantikérper wird im nachsten Schritt von einem an horseradish peroxidase (HRP)
-gekoppelten, sekundaren Antikérper gebunden. (135) HRP katalysiert in Anwesenheit
von Wasserstoffperoxid die Oxidation von Luminol. Dabei entsteht die energiereichere
oxidierte Form des Luminols, die beim Ubergang in den Grundzustand Lichtquanten
emittiert (siehe Abbildung 11). (132)

Luminol + H,0O ;
2 2;! Lichtquant

PN

HRP ox. Luminol + H,0, + N,
}k Sekundarantikorper
y/ \ mit Markierung
Primarantikorper
, - Zielprotein ___

e B il NN

Abbildung 11: Prinzip des Immunoblots
Schematische Darstellung der Antigen-Antikérper Bindungen und Chemilumineszenzreaktion zum
Nachweis spezifischer Proteine. Abbildung in Anlehnung an (136).

So wurde die Membran nach erfolgtem Proteintransfer zunachst fir 30 Minuten in
Blottopuffer inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, und
so eine spezifische Antikérperbindung mdglich zu machen. (137) Es schlossen sich
funf Waschschritte mit Wasser bei RT an, bevor die Membran bei 4°C tber Nacht und
unter permanenter Rotation mit dem Priméarantikdrper inkubiert wurde. Die Primé&ranti-
korper, die sich gegen GAPDH, PNPO, PDXK und PDXP richten, waren im Rahmen

dieser Arbeit jeweils 1:1000 in Antikérperverdinnungsmedium verdinnt. Der Primar-
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antikorper, der sich gegen Aktin richtet, wurde in einer Verdinnung von 1:7.500
verwendet (siehe Material, Kapitel 5.1.1). Bei Raumtemperatur folgten weitere funf
Waschschritte mit Wasser, die der Entfernung nur schwach oder unspezifisch gebun-
dener Antikorper dienten. Unter Zugabe des mit Peroxidase markierten Sekundar-
antikorpers wurde die Membran bei RT fur 2-3 Stunden in Blottopuffer kontinuierlich
geschwenkt. Die Konzentration des hierfur verwendeten Anti-Kaninchen-IgG-Antikor-
pers bzw. Anti-Maus-IgG Antikdrpers (fir Aktin) betrug 1:10.000. Um die Chemilumi-
neszenzreaktion zu starten, wurden jeweils 900 ul von der Super Signal West Pico
Stable Peroxidase Solution sowie der Luminol / Enhancer Solution gut durchmischt
und die Membran damit im Anschluss 4,5 Minuten benetzt. Nach Beseitigung
Uberschussiger Lésung konnte die Detektion und Digitalisierung mit Hilfe des
ImageQuant LAS 4000 erfolgen. Der Vorgang der Immundetektion lasst sich
entsprechend verschiedener zu identifizierender Proteine mehrfach wiederholen.
Demzufolge variieren die verwendeten Primarantikorper. Die hier eingesetzten
Primarantikorper richteten sich gegen Aktin, GAPDH, PDXP, PDXK sowie PNPO.

5.2.8.3 Densitometrische Quantifizierung

Um die einzelnen Schwarzungsgrade der Proteinbanden sowohl innerhalb einer
Membran als auch zwischen unterschiedlichen Membranen vergleichen zu kénnen,
wurden diese zunéchst mittels ImageJ densitometrisch quantifiziert, und anhand von
Ladekontrollen mit Aktin (im Hippocampus) bzw. GAPDH (in Erythrozyten) norma-
lisiert. Nachfolgend fand eine interne Normalisierung der Banden (pro nachgewie-
senem Protein) statt, indem die Intensitét jeder einzelnen Bande durch den errech-
neten Mittelwert aller Banden einer Membran geteilt wurde. Schlief3lich wurden die
intern normalisierten Werte der nachgewiesenen Proteine durch die ebenfalls intern
normalisierten Werte der Ladekontrollen Aktin bzw. GAPDH geteilt. So ergeben sich
Werte um 1 (ohne Einheit).
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5.2.9 Glutathion Assay

5.2.9.1 Prinzip

Glutathion ist ein Tripeptid bestehend aus den Aminoséuren Glutamat, Cystein und
Glycin. Es ist Teil des antioxidativen Schutzsystems, das Zellen vor reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) schutzt. Durch Oxidation der Cystein-Thiolgruppe (SH) kann es
Elektronen auf die ROS Ubertragen und diese so inaktivieren. Zwei reduzierte Gluta-
thionmolekile (GSH) reagieren dabei unter Ausbildung einer Disulfidbriicke zum
oxidierten Glutathiondimer (GSSG). Die Regenerierung des GSH erfolgt durch die
Glutathion-Reduktase, wobei NADPH/H+ als Reduktionsmittel benétigt wird. (138) An
der de-novo Synthese des GSH sind die Glutamat-Cystein Ligase sowie die Glutathion
Synthetase beteiligt, die die einzelnen Aminosauren unter Verbrauch von ATP ver-
knupfen. Da die Zellmembran der Erythrozyten impermeabel fiir die Aminoséure
Glutamat ist, missen sie diese selbst herstellen.(139) Daflr stehen ihnen die Alanin-
Aminotransferase (ALT), die Aspartat-Aminotransferase (AST) sowie die Glutamin-
Aminohydrolase (GA) zur Verfugung. (140) Die Aminotransferasen bendtigen dabei
den Kofaktor PLP (siehe Abbildung 12).

A Cystein
Glutamat + ATP
1. Glutamat-Cystein Ligase ( B
> ADP + P, ALT
v-Glutamylcystein a-Ketoglutarat + Alanin - ST Glutamat + Pyruvat
Glycin + ATP AST
2. Glutathion Synthetase < a-Ketoglutarat + Aspartat - o Glutamat + Oxalacetat
ADP + P,
_ GA
Glutathion Glutamin + H,0 - - Glutamat + NH;

ATP

Abbildung 12: Glutathion-Synthese

(A) Darstellung der Glutathion-Synthese aus den Aminosauren Cystein, Glutamat und Glycin. Die
Synthese beinhaltet zwei ATP-abhangige enzymatisch katalysierte Reaktionen. (B) Mdgliche Reak-
tionen zur Biosynthese von Glutamat. ALT, Alanin-Aminotransferase; AST, Aspartat-Aminotransferase;
GA, Glutamin-Aminohydrolase.

Um Aufschluss Uber die Glutathion-Gesamtkonzentration in Erythrozyten zu erlangen,
wurde ein glutathione assay kit verwendet. Die Quantifizierung von GSH wird unter
Zuhilfenahme von Dithio-bis-2-nitrobenzoesaure (DTNB) ermdéglicht. Letzteres bindet
Uber die Thiolgruppe an GSH, wobei Thionitrobenzoat (TNB-Anion) entsteht. Durch
Einsatz der Glutathion Reduktase wird GSH regeneriert, wobei ein zweites Molekdl
TNB entsteht (siehe Abbildung 13). Da die TNB-Produktionsrate direkt proportional zur
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GSH-Konzentration ist, kann diese Uber die absorptionsspektroskopische Bestimmung
des Thionitrobenzoat-Anions bei 405-414 nm ermittelt werden. Durch die zur Verwen-
dung kommende GSH Reduktase gibt der Assay Auskunft Uber das totale Glutathion

(oxidierte sowie reduzierte Form). (141-143)

TNB GSH DTNB
Glutathion
Reduktase
GSTNB TNB

Abbildung 13: Prinzip der Quantifizierung von Glutathion (GSH) in Erythrozyten und Plasma
Aus einem GSH-Molekil entstehen zwei Molekille TNB, das absorptionsspektroskopisch bestimmt
werden kann. Der Assay gibt die totale GSH-Konzentration wieder (oxidiert und reduziert). GSTNB, an
GSH gebundenes TNB. Abbildung in Anlehnung an (141).

5.2.9.2 Vorbereiten der Proben

Die Proben wurden in Anlehnung an, die von RAFTOS ET AL. beschriebene, Methode
vorbereitet. (144) Das erhaltene Vollblut wurde zunéachst fir 20 Minuten bei 4°C mit
3850 x g zentrifugiert und anschliel3end das Plasma von den roten Blutzellen getrennt.
Davon wurde eine Probe von 50 pl fur die Bestimmung der Plasmakonzentration an
GSH einbehalten. Die Erythrozyten wurden mit 1 ml der Waschlésung vermischt und
fur 5 Minuten bei RT mit 100 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand
abpipettiert und verworfen. Nach zwei Wiederholungen dieses Waschvorgangs
wurden die Erythrozyten auf einen angestrebten Hamatokritwert von 10% mit Inku-
bationslosung resuspendiert, und eine Probe von 50 pl zur Bestimmung der GSH-
Konzentration genommen. Es ist wichtig, den Proben das enthaltene Protein zu entzie-
hen, um unerwinschte Interaktionen mit den Assay Reagenzien zu vermeiden. Es
wurde nach folgendem, vom Hersteller empfohlenen, Prinzip vorgegangen. Zunachst
wurde ein aquivalentes Volumen an MPA Reagenz (5 g Metaphosphat geldst in 50 mi
Wasser) zur Probe hinzugeflgt, auf geringer Stufe gevortext und 5 Minuten bei RT
belassen, um im Anschluss fiir 10 Minuten ebenfalls bei RT mit 12.000 x g zentrifugiert
zu werden. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf GefaR transferiert, mit flissigem
Stickstoff schockgefrostet und bei -20°C bis zum Durchflihren des Assays verwahrt.
(144)
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5.2.9.3 Durchfiihrung des Assays

Der Assay wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. E. Jeanclos durchgefuhrt, die es
freundlich genehmigt hat, diesen hier anzuftihren und jeweilige Ergebnisse darzustel-
len. Dabei wurde entsprechend den Vorgaben und Empfehlungen des Herstellers
vorgegangen. (144) Zu Beginn wurden Standards ausgehend von der mitgelieferten
Losung von 25 uM GSSG in MES-Puffer vorbereitet. Die GSSG-Endkonzentrationen
sollten jeweils 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 8 uM betragen. Da schlussendlich durch
die verwendete GSH Reduktase aus einem Mol GSSG zwei Mol GSH entstehen, ergibt
sich aus den vorher genannten Konzentrationen jeweils der doppelte Wert fur das
totale GSH. Die vorubergehend verwahrten Blutproben von Wildtyp und PDXP-defi-
zienten Mausen wurden aufgetaut und mit 5 ul TEAM-Reagenz pro 100 ul Proben-
volumen versetzt. Nun wurden jeweils 25 pl der Proben- und GSSG-Standards in die
Kavitaten einer 96-Well Platte vorgelegt. Mit Hilfe einer Multipipette wurden jedem Well
75 pl des vorbereiteten Assay-Cocktails zugefligt. Dieser enthielt unter anderem
DTNB, die Enzym- sowie die Kofaktormischung und setzte die Reaktionen zur GSH-
Quantifizierung in Gang. Nach 25 Minuten erfolgte die spektroskopische Auswertung

bei 405 nm durch einen Multiplatten Reader.

5.2.9.4  Ableitung der GSH-Konzentration

Zunachst wurden die Mittelwerte von den Absorptionswerten berechnet, von denen
der Leerwert der Hintergrundmessung subtrahiert wurde. Daraus wurde eine Norm-
kurve erstellt, indem die bekannten GSH-Konzentrationen der Standardlésungen
gegen ihre Absorptionswerte aufgetragen wurden. Die GSH-Konzentration konnte

daraus nach folgendem Zusammenhang ermittelt werden.

Y-Wert

GSH (Konzentration) = Steigung der Normgeraden

* Verdunnungsfaktor der Proben
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6 ERGEBNISSE

6.1 Erstellung von Pyridoxal 5"-Phosphat (PLP) und Pyridoxal (PL)
Eichgeraden

Zunéchst wurden PLP- und PL-Standards mit den Konzentrationen 50, 100, 200 und
400 nmol/L hergestellt, mit oben beschriebener Vorgehensweise aufgearbeitet (siehe
Kapitel 5.2.3) und mittels HPLC analysiert. Die Messung von PLP und PL erfolgte tber
deren Semicarbazonderivat, das bei einer Anregung mit 380 nm Wellenlange Strah-
lung im Bereich von 450 nm emittiert. Durch die Erfassung der Emissionsintensitat
mittels Fluoreszenzdetektor konnte ein Peak nach einer fur den Analyten charakteris-
tischen Retentionszeit abgelesen werden. Abbildung 14, (A) zeigt das zugehorige
Chromatogramm der Standardproben.
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Abbildung 14: Erstellung von Pyridoxal 5"-Phosphat (PLP) und Pyridoxal (PL)-Eichgeraden

(A) Reprasentative Chromatogramme von PLP und PL. Die jeweils verwendeten molaren Konzen-
trationen sind angegeben. PLP und PL wurden nach Derivatisierung mit Semicarbazid mittels HPLC
chromatographisch aufgetrennt. Fur Details, siehe Material und Methoden. A.U., arbitrary units. Die
PLP-Peaks erscheinen nach einer Retentionszeit von ca. 3,3 Minuten, die PL-Peaks jeweils nach
ca. 8,4 Minuten. (B) Zugehdrige Eichgeraden. Die errechnete Flache unter den Peaks (AUC, area under
the curve) aus (A) wurde in Abhangigkeit von der Konzentration dargestellt. Die Daten aus (A) und (B)
zeigen die Werte aus einem Versuchsdurchlauf.
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Die Retentionszeiten fur PLP bzw. PL betragen jeweils 3,3 und 8,4 Minuten und
beschreiben die Zeit, die der Analyt benétigt, um die Séaule zu durchwandern. PL hat
im Vergleich zu PLP eine langere Retentionszeit, die sich auf dessen geringere Polari-
tat und somit starkere Wechselwirkung mit der stationdren Phase zurtckfihren lasst.
Die einzelnen Peaks resultieren aus den verschiedenen Konzentrationen an PL(P) und
unterscheiden sich in ihrer Fluoreszenzintensitat. Die hier aus den vorbereiteten Stan-
dards gewonnenen Retentionszeiten von PLP und PL gewé&hrleisten eine qualitative
Analyse. So konnen detektierte Peaks untersuchter Proben anhand ihrer Retentions-
zeiten verglichen, und bei Ubereinstimmung als PLP bzw. PL identifiziert werden. (122)
Neben der qualitativen Analyse dient die Bestimmung von PLP- und PL-Standard-
konzentrationen vor allem quantitativen Zwecken. Die Intensitat des Fluoreszenz-
signals ist proportional zur Konzentration der gemessenen Substanzen. Zur Quantifi-
zierung des Signals wurde jeweils die Flache unter den Peaks (AUC) herangezogen
und in Abhangigkeit von der Konzentration dargestellt (siehe Abbildung 14, B). Durch
die gewonnenen Punkte wurde eine Regressionsgerade gelegt, die den Nullpunkt
schneidet und sich mit einer linearen Funktion beschreiben lasst. Durch Umformen der
Funktion gelingt die Transformation in eine Konzentrationseinheit. Fir jeden Versuchs-

lauf wurde entsprechend eine separate Standardkurve erstellt.
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6.2 Messung der PLP-Konzentrationen in murinen Erythrozyten
aus WT- und KO-Mausen

Erstes Ziel der Arbeit war es, die physiologischen Konzentrationen von PLP in murinen
Erythrozyten aus Wildtyp und Pyridoxal (5 -Phosphat) Phosphatase (PDXP)-defizien-
ten Mausen zu ermitteln und sie mit massenspektrometrischen Daten aus (47) zu
vergleichen. Aus dem Vollblut der Mause wurden nach oben beschriebener Methode
Erythrozyten isoliert, lysiert und PLP nach Derivatisierung und Deproteinisierung
chromatographisch analysiert. Abbildung 15, (A) zeigt die daraus resultierenden

Chromatogramme einer WT- und KO-Maus.
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Abbildung 15: HPLC- basierter Vergleich der Pyridoxal 5" -Phosphat (PLP)-Level zwischen
Wildtyp (WT) und Pyridoxal 5 -Phosphat Phosphatase (PDXP)-defizienten (KO) Mausen.

(A) Chromatographische Analyse von PLP in isolierten Erythrozyten aus WT- und KO-Mé&usen. Die
Erythrozyten wurden lysiert, mit Semicarbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung durch Perchlor-
saure chromatographisch aufgetrennt. Der fir PLP charakteristische Peak erscheint nach einer Reten-
tionszeit von ca. 3,3 Minuten. Das Peakmuster nach einer Retentionszeit von ~1,5 Minuten geht auf die
Injektion der Proben via Autosampler zurtick, die nach ~2 Minuten auftretenden Peaks sind unbekannter
Herkunft. A.U., arbitrary units. (B) Aus (A) errechnete PLP-Konzentrationen in Erythrozyten von WT und
KO-Mausen. Jeder Punkt entspricht der PLP-Konzentration in einem Tier, zusatzlich sind Mittelwerte £
S.E.M. abgebildet. Es wurden n=10 méannliche M&use pro Genotyp analysiert. Die statistische Signifi-
kanzanalyse erfolgte mittels t-Test (two-tailed, unpaired). WT, wildtype; KO, PDXP™: E[|a-Cre mice.

Identisch zu den Standardproben (siehe Abbildung 14) zeichnete sich PLP nach einer
Retentionszeit von rund 3,3 Minuten in Form eines symmetrischen einzelnen Peaks
ab. Die Peakabfolge nach ~1,5 Minuten lasst sich durch Injektion der Proben mittels
Autosampler erklaren und findet sich in jeder Probenanalyse wieder. Das auftretende
Signal nach ~2 Minuten ist unbekannter Herkunft. Bei der Gegenuberstellung der

Chromatogramme féllt auf, dass das Signal fur PLP im PDXP-Knockout deutlich
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starker ausfallt als im Wildtyp. Abbildung 15, (B) vergleicht die aus den Fluoreszenz-
signalen ermittelten PLP-Konzentrationen in Erythrozyten aus zehn WT- mit zehn KO-
Mausen. Jeder Datenpunkt entspricht dabei der PLP-Konzentration in einem Tier,
zudem sind die Mittelwerte angegeben. Im KO ergeben sich mit einem Mittel von
~13,7 umol PLP/L RBCs (red blood cells) deutlich héhere PLP-Konzentrationen als im
Wildtyp mit ~6,0 umol PLP/L RBCs. Dieser Unterschied weist statistische Signifikanz
auf (p=0,0001). JEANCLOS ET AL. analysierten PLP-Konzentrationen in isolierten
Erythrozyten aus Wildtyp und PDXP-defizienten Mausen mittels UPLC-MS / MS (ultra
performance liquid chromatography- tandem mass spectrometry). Auch mit dieser
Methode wurden mehr als doppelt so hohe PLP-Konzentrationen in RBCs aus KO-
Tieren verglichen mit Wildtypen gefunden. Die PLP-Absolutwerte basierend auf der
HPLC-Methodik sind allerdings rund 30% erhoht verglichen mit den UPLC-MS / MS-
Analysen (WT ~3,8 umol/L RBCs, KO ~10,3 umol/L RBCs). (47) Hierbei sollten zu-
satzliche Einflussfaktoren wie das Alter der analysierten Tiere beriicksichtigt werden.
Das Alter der hier untersuchten Tiere betrug 2-14 Monate, wohingegen sich die UPLC-
MS / MS-Analysen auf 7-8 Monate alte Mause bezogen. Zudem lasst die hier
angewandte Derivatisierung mittels Semicarbazid eine bessere Ruckgewinnungsrate
von PLP vermuten (siehe Kapitel 5.2.3). Letztlich kann aus dem Vergleich der mittels
HPLC und UPLC-MS / MS ermittelten PLP-Konzentrationen geschlussfolgert werden,
dass die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte HPLC-Analytik zuverlassige Ergebnisse
liefert.

6.3 Eine Verdopplung erythrozytarer PLP-Spiegel fuhrt nicht zu
einer Erhéhung der intrazellularen Glutathion (GSH)-
Konzentration

Dem Schutz vor oxidativem Stress kommt in Erythrozyten eine besondere Bedeutung
zu, da Hamoglobin sehr leicht zu Methamoglobin oxidiert. Auch physiologisch findet
eine standige Oxidation des Eisenatoms im Hamoglobin zu Methdmoglobin statt. Da
sich daraus erhebliche funktionelle Einbuf3en im Hinblick auf die Sauerstoffbindung
ergeben, ist es von Notwendigkeit das Hamoglobin in seinem funktionsféhigen redu-
zierten Zustand zu halten. Daflr stehen den Erythrozyten zum einen die Methamo-
globin Reduktase, und zum anderen Glutathion (GSH) zur Verfugung. (145) Im Ver-
gleich zu anderen Geweben besitzen die RBCs dabei eine aul3erst hohe GSH-

Konzentration, was den besonderen Stellenwert dieses Schutzsystems verdeutlicht.
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(146) Wie bereits in Kapitel 5.2.9.1 erlautert wurde, wird zur Synthese von GSH
Glutamat bendtigt, welches die Zellmembran jedoch nicht passieren kann. (139) So
sind die Erythrozyten darauf angewiesen, Glutamat ausgehend von a-Ketoglutarat
bzw. Glutamin mit Hilfe von Aminotransferasen bzw. Aminohydrolasen selbst herzu-
stellen. (140) Da PLP als Kofaktor fur Aminotransferasen benétigt wird, ist es interes-
sant zu beleuchten, ob die GSH-Konzentration in Erythrozyten von deren PLP-Leveln
beeinflusst wird. Dazu wurde der Vergleich zwischen 12 Wildtyp- und 9 PDXP-defizi-
enten Mausen durchgefiihrt. Mit Hilfe eines glutathione assay kits (siehe Kapitel 5.2.9)
konnte die GSH-Gesamtkonzentration in RBCs sowie im Plasma bestimmt werden. In

Abbildung 16 sind die ermittelten GSH-Konzentrationen dargestellt.
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Abbildung 16: Vergleich der Glutathion-Konzentrationen in Erythrozyten und Plasma aus WT-
und PDXP-KO Méausen

Plasma und RBCs wurden durch Zentrifugation aus Vollblut gewonnen. Bei der biochemischen Quanti-
fizierung von Glutathion wird sowohl reduziertes (GSH) als auch oxidiertes (GSSG) Glutathion detektiert
(siehe Material und Methoden). Die Daten sind Mittelwerte + S.E.M.; es wurden n=12 méannliche WT
und n=9 mannliche KO-M&use untersucht. Jeder Datenpunkt entspricht der GSH-Konzentration in
einem Tier. Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test (two-tailed, unpaired). n.s., nicht signifi-
kant. WT, wildtype; KO, PDXP™™: Ella-Cre mice, RBCs, red blood cells.

Diese wiesen weder in den Erythrozyten mit jeweils ~1,1 mmol GSH/L RBCs fir den
WT und KO, noch im Plasma Unterschiede zwischen den Genotypen auf. Der t-Test
zeigte keine statistische Signifikanz. Im Plasma lagen die ermittelten GSH-Konzentra-
tionen fur den WT bei ca. 13,7 pmol GSH/L und fir den KO bei etwa 14,3 pmol GSH/L.
Die erarbeiteten Ergebnisse rechtfertigen die Aussage, dass erhdohte PLP-Level, resul-
tierend aus einem PDXP-Knockout, keinen Einfluss auf die Glutathion-Konzen-

trationen in Erythrozyten oder im Plasma besitzen.
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Um die hier erzielten Werte zu evaluieren, wurden einige Studien, die sich mit der
Bestimmung der GSH-Konzentration in murinem Blut bzw. Plasma auseinandersetz-
ten, zum Vergleich herangezogen. RoOssI ET AL. ermittelten chromatographisch in der
Mauslinie C57BL/6J eine totale Glutathion-Konzentration von rund 11,2 umol
GSH/g Hb. (147) Mit 280 g Hb pro Liter gepackten RBCs ergibt sich daraus eine
Konzentration von ~3,1 mmol GSH/L RBCs. (148) GOC ET AL. erzielten mit einer ahn-
lich der hier verwendeten Methode eine Glutathion-Konzentration von ~1,35 mmol
GSHY/L Vollblut der Mauslinie Swiss. (146) Mit einem durchschnittlichen Hamatokrit-
wert von 45% folgen daraus ebenfalls rund 3,1 mmol GSH/L RBCs. (149) Weshalb die
in der Literatur beschriebenen GSH-Werte in Erythrozyten nahezu um den Faktor 3
von denen im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit ermittelten Werte abweichen,
konnte nicht eruiert werden. Allerdings konnten HAGEN ET AL. die GSH-Plasmakonzen-
tration in Ratten chromatographisch erfassen, die mit 13 umol GSH/L Plasma mit der

hier bestimmten Konzentration Ubereinstimmit.

6.4 Bestimmung der Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase (PDXP)-
Aktivitat in murinen Erythrozyten

Die intrazellularen PLP-Level werden sowohl von der Verflugbarkeit seiner B6-
Vitamervorstufen, sowie dem Zusammenspiel aus den verschiedenen Enzymen
Pyridoxal Kinase (PDXK), Pyridoxal (5 -Phosphat) Phosphatase (PDXP) und
Pyridox(am)in Oxidase (PNPO) beeinflusst. Es wird angenommen, dass PDXP eine
wichtige Rolle fur die Regulation intrazellularer PLP-Level spielt. (24) Néachstes Ziel
der Arbeit bestand darin, die Phosphatase-Aktivitdt von PDXP in murinen Erythrozyten
zu messen. Diese sollte anhand der Dephosphorylierung ihres Substrates PLP pro

Zeiteinheit beurteilt werden.

6.4.1 Inhibition der Pyridoxal Kinase (PDXK) durch Ginkgotoxin

Da die PLP-Level aus einem Zusammenspiel der Enzyme PNPO, PDXK und PDXP
resultieren (siehe Abbildung 17, A), ist es notwendig, inhibierend in das System einzu-
greifen, um die PDXP-abhangige Dephosphorylierung von PLP gewissermalien
isoliert beurteilen zu kénnen. Abbildung 17, (B) illustriert den vermuteten Vitamin B6-

Metabolismus muriner Erythrozyten.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Vitamin B6-Metabolismus in Erythrozyten

(A) Struktur der verschiedenen Vitamin B6-Formen (Vitamere) und Darstellung ihrer enzymatischen
Umwandlung ineinander. PN(P), Pyridoxin (5"-Phosphat); PL(P), Pyridoxal (5"-Phosphat); PM(P),
Pyridoxamin (5 -Phosphat). PDXP, Pyridoxal (5"-Phosphat) Phosphatase; PDXK, Pyridoxal Kinase;
PNPO, Pyridox(am)in Oxidase. PDXK katalysiert die Phosphorylierung von PN, PL und PM in ihre
entsprechenden 5’-Phosphatester PNP, PLP bzw. PMP. Diese kénnen wiederum PDXP-abhangig
dephosphoryliert werden. PNPO katalysiert die Oxidation von PN(P) und PM(P) zu PL(P). (B) Schema
des angenommenen Vitamin B6-Metabolismus in Erythrozyten (RBCs). Die unphosphorylierten Vita-
mere werden in die Zelle aufgenommen und dort zum ko-enzymatisch aktiven PLP metabolisiert. Es
wird angenommen, dass PLP PDXP-abhéngig zu PL dephosphoryliert wird und in dieser Form die Zelle
verlassen kann. (82)

Aufgrund der Ladung und Hydrophilie gilt PLP als impermeabel fir die Zellmembran.
(150) Nach der Aufnahme Uber die Nahrung und weiterer Verstoffwechselung (siehe
Kapitel 3.4) werden die unphosphorylierten B6-Vitamere in die Zelle aufgenommen
(hier am Beispiel von Pyridoxin veranschaulicht). (150, 151) Es folgt eine PDXK kata-
lysierte Phosphorylierung zu ihren entsprechenden 5°-Phosphatestern PNP, PMP
bzw. PLP. Dieser Schritt stellt einen einfachen Weg dar, die Metaboliten in der Zelle
zu halten. (150, 152) Anschlief3end katalysiert PNPO die Oxidation von PNP und PMP
zu PLP, welches in Erythrozyten PDXP-abhangig zu PL hydrolysiert werden kann. (47,
64) In vitro Studien zeigten, dass PL wiederum die Zelle ins Blutplasma verlassen
kann. (82) Durch eine Inhibition der PDXK wirde das System bereits zu Beginn
unterbrochen und die Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat von PDXP mdglich. Als
Hemmstoff der Kinase wurde Ginkgotoxin (GT) verwendet. Es ist den B6-Vitameren
strukturell sehr @hnlich und unterscheidet sich lediglich in seiner Methylgruppe von
Pyridoxin (siehe Abbildung 18). Es konnte gezeigt werden, dass GT an der Pyridoxal

Bindungsstelle von PDXK bindet und somit als dessen Substrat agiert. (63)
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Abbildung 18: Strukturvergleich von Pyridoxin und Ginkgotoxin
Ginkgotoxin unterscheidet sich von Pyridoxin lediglich in seiner zusétzlichen Methylgruppe (griin
markiert).

In kinetischen in vitro Studien zeigte GT gegentber menschlicher PDXK die hdchste
Affinitat verglichen mit den B6-Vitameren PN, PM und PL. (153) Die Auswahl einer
geeigneten Konzentration fur die durchgefuhrten Versuche orientierte sich am Ki-Wert
von humaner PDXK bezogen auf GT. Mit 10 uM wurde eine rund zehnfach héhere
Konzentration gewahlt, um eine maglichst komplette Inhibition aus kinetischer Sicht zu
erzielen. KASTNER ET AL. verwiesen auf unverdffentlichte Daten ihres Labors, welche
keinen inhibitorischen Effekt von GT auf die Enzyme PNPO und PDXP zeigten. (153,
154)
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6.4.2 Messung der basalen Phosphatase-Aktivitat

Wie bereits in Kapitel 6.4.1 erwahnt soll die Phosphatase-Aktivitat von PDXP anhand
der Hydrolyse von PLP bei gleichzeitiger Inhibition der PDXK beurteilt werden. Isolierte
Erythrozyten wurden zum Zeitpunkt t=1 h mit 10 uM GT inkubiert, und jeweils nach 0;
1; 1,5; 2 und 3 Stunden in den entsprechenden Messvolumina lysiert. Der Zeitpunkt
der Inhibierung mittels GT bei t=1 h wurde aus Grinden der Vergleichbarkeit mit
darauffolgenden Versuchen gewahlt, bei denen die Inkubation ebenfalls nach einer
Stunde erfolgte (siehe Kapitel 6.4.3). AnschlieRend wurde PLP mittels Semicarbazid
derivatisiert und nach Deproteinisierung durch Perchlorsdure chromatographisch
analysiert. Es wurden insgesamt jeweils funf WT- sowie fiunf KO-Mause mit einem Alter
zwischen 61-270 Tagen untersucht. Abbildung 19 zeigt reprasentative Chromato-
gramme einer WT- und einer KO-Maus aus dieser Versuchsreihe.
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Abbildung 19: Vergleich des Zeitverlaufs erythrozytarer PLP-Intensitaten nach Inhibition der
Pyridoxal (5"-Phosphat) Kinase (PDXK) in Wildtyp- und PDXP-defizienten Mausen.

Zur Inhibition der PDXK wurden isolierte Erythrozyten zum Zeitpunkt t=1 h mit 10uM Ginkgotoxin (GT)
inkubiert (siehe Pfeilmarkierung). Erythrozyten wurden nach den angegebenen Inkubationszeiten
lysiert, PLP wurde mit Semicarbazid derivatisiert und mittels HPLC chromatographiert. Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind die PLP-Peaks hier versetzt dargestellt. A.U., arbitrary units.

Die einzelnen Peaks traten alle nach einer fir PLP charakteristischen Retentionszeit
(ca. 3,3 Minuten) auf, wurden jedoch zur besseren Beurteilung der Signalintensitat
versetzt dargestellt. Sie beziehen sich je nach Farbcodierung auf die unterschiedlichen
Inkubationszeiten der Erythrozyten (siehe Legende). Wie bereits in Kapitel 6.2
beschrieben, weist die PDXP-defiziente Maus hier ebenfalls zum Zeitpunkt t=0 h ein
mehr als doppelt so groRes Signal fur PLP auf. Mit Inhibition der PDXK ab dem Zeit-

punkt t=1 h lasst sich im WT eine Abnahme der PLP-Peaks erkennen, die tber die Zeit

48



Ergebnisse

zunimmt. Die PLP-Peaks im KO hingegen persistieren. Abbildung 20 gibt die Ergeb-
nisse des gesamten Versuchsaufbaus nach Umrechnung der Fluoreszenzsignale in
die jeweiligen PLP-Konzentrationen der RBCs wieder. (Die Umrechnung in die

Konzentration erfolgte mittels Eichgeraden, siehe Kapitel 6.1)
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Abbildung 20: Bestimmung der PDXP-Aktivitat in Erythrozyten aus WT- und KO-Mausen.

(A) Darstellung der erythrozytdren PLP-Konzentrationen in Abhé&ngigkeit von der Zeit nach Inhibition
der PDXK mit Ginkgotoxin (GT). Der Versuch wurde wie in Abbildung 19 beschrieben durchgefiihrt.
Daten sind Mittelwerte £ S.E.M., es wurden n=5 mannliche Mause pro Genotyp analysiert. Die Pfeile
markieren die Zugabe von GT (10uM) nach t=1 h. (B) Aus (A) ermittelte Regressionsgeraden ab t=1 h.
(C) Darstellung der aus (B) abgeleiteten Steigungen. Die negative Steigung der Geraden entspricht
unter den Versuchsbedingungen der Phosphatase-Aktivitat von PDXP. Jeder Datenpunkt entspricht der
PLP-Konzentration in einem Tier, zusatzlich sind die Mittelwerte = S.E.M. davon abgebildet. Die statis-
tische Signifikanz wurde mittels t-Test (two-tailed, unpaired) ermittelt.

In (A) und (B) sind die PLP-Konzentrationen in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit
dargestellt. Die Pfeile markieren den Start der Inhibition von PDXK nach einer Stunde
durch Zugabe von GT (10 puM). In (B) wurden mit GraphPadPrism lineare Regressi-
onsgeraden durch die Datenpunkte ab t=1 h ermittelt. Ab dem Zeitpunkt der Inhibition
lassen sich Ruckschlisse auf die Phosphatase-Aktivitat von PDXP ziehen, die unter
den Versuchsbedingungen der negativen Steigung der Geraden entspricht. Die so fur
beide Genotypen abgeleitete Phosphatase-Aktivitat wurde in (C) vergleichend darge-
stellt. Dabei entspricht jeder Datenpunkt der PDXP-Aktivitat eines Tieres. Es ergibt
sich knapp ein signifikanter Unterschied (p= 0,0494) zwischen WT und KO. Mit einem
Durchschnitt von 0,4 pumol PLP/h/L RBCs besitzt der WT zwar eine hohere Aktivitat als
der KO (0,2 umol PLP/h/L RBCs), insgesamt fallt diese jedoch sehr gering aus, zumal
sie sich statistisch nicht signifikant von null unterscheidet. Auf mogliche Ursachen des

verzeichneten PLP-Rickgangs im Knockout, der nicht aus einer PDXP-abh&ngigen
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Dephosphorylierung resultieren kann, wird in der Diskussion (siehe Kapitel 7.1) einge-

gangen.

6.4.3 Bestimmung der Phosphatase-Aktivitdt nach Substratzufuhr

Die oben gemessene nur marginale PDXP-Aktivitat wirft die Frage auf, ob sich die
Phosphatase-Aktivitat von PDXP in Erythrozyten steigern lasst. Laut den Gesetzen der
Michaelis-Menten-Kinetik kann dies durch Erh6hung des Substratangebots erreicht
werden. (155) Eine Erhéhung der PLP-Ausgangskonzentration lasst sich Uber ver-

schiedene Vorlaufermolekile erreichen.

6.4.3.1 PLP-Umsatz verschiedener B6-Vitamere

Um das geeignetste B6-Vitamer fur die Aktivititsmessung zu identifizieren, wurde in
folgendem Versuchsaufbau die zeitabhangige PLP-Bildung aus den drei physiolo-
gischen Vorstufen Pyridoxin (PN), Pyridoxamin (PM) und Pyridoxal (PL) untersucht.
Dazu wurden isolierte Erythrozyten aus Wildtypen in drei Aliquots aufgeteilt und zum
Zeitpunkt t=0 h mit jeweils 2 umol PN, PM oder PL versetzt. Sie wurden nach den
angegebenen Inkubationszeiten lysiert und PLP nach Derivatisierung sowie Deprote-
inisierung mittels HPLC analysiert. Abbildung 21 zeigt die PLP-Konzentrationen in
Erythrozyten aus drei mannlichen Wildtypen resultierend aus der Inkubation mit den

verschiedenen B6-Vitameren.
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Abbildung 21: PLP-Umsatz in Erythrozyten von Wildtyp-Mausen nach Inkubation mit Pyridoxin,
Pyridoxamin oder Pyridoxal.

Erythrozyten von n=3 méannlichen Wildtyp-Mausen wurden isoliert, in drei Aliquots aufgeteilt und zum
Zeitpunkt t=0 h mit jeweils 2 uM PN, PM oder PL versetzt. Nach Lyse, Derivatisierung und Deproteini-
sierung wurde das PLP chromatographisch analysiert und die Konzentrationen errechnet. Daten sind
Mittelwerte + S.E.M. Die verschiedenen Vitamere zeigen deutliche Unterschiede in der Kinetik der PLP-
Bildung. PN, Pyridoxin; PM, Pyridoxamin, PL, Pyridoxal.
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Nach Inkubation der Erythrozyten mit allen drei Vitameren lasst sich ein deutlicher
PLP-Anstieg erkennen, sie unterscheiden sich jedoch in der Kinetik der PLP-Bildung.
Innerhalb der ersten 30 Minuten verlaufen die Kurven annahernd linear, ehe bei
Pyridoxin bereits ein Plateau erreicht wird. Nach zwei Stunden haben Pyridoxin und
Pyridoxamin nahezu die gleichen PLP-Konzentrationen erreicht und auch Pyridoxal
lasst mit einem kontinuierlichen PLP-Anstieg einen gemeinsamen Endpunkt (aul3er-
halb der hier gewahlten Messzeiten) erahnen. Vergleicht man die Steigungen ermit-
telter linearer Regressionsgeraden wahrend den ersten 30 Minuten, so lasst sich der
PLP-Umsatz bewerten. PN zeigt dabei mit 35,2 umol PLP/h/L RBCs die schnellste
PLP-Bildung, gefolgt von PM mit 26,3 pmol PLP/h/L RBCs. Erstaunlicherweise besitzt
PL mit 10,5 umol PLP/h/L RBCs die geringste Umsetzungsrate, obwohl es im Ver-
gleich zu PN bzw. PM zur Umwandlung in PLP einer enzymatischen Reaktion weniger
bedarf. Dies lasst Unterschiede in der zellularen Aufnahme der Vitamere vermuten.
Angesichts seiner effizienten Umsetzung zu PLP wurde Pyridoxin als B6-Vitamer fur

die folgenden Versuche ausgewahlt.

6.4.3.2 Gesteigerte PDXP-Aktivitdt nach SubstraterhG6hung

Als néchstes sollte die Phosphatase-Aktivitdt von PDXP in Erythrozyten aus WT- und
KO-Mausen mit dem Prinzip der PLP-Substraterhéhung durch Pyridoxin bestimmt
werden. Dazu wurden isolierte Erythrozyten zum Zeitpunkt t=0 h mit 2 uM PN inku-
biert. Wie aus Kapitel 6.4.3.1 (PLP-Umsatz verschiedener B6-Vitamere) hervorgeht,
ist die PLP-Bildung unter gegebenen Versuchsbedingungen durch Inkubation der
Erythrozyten mit PN nach ca. einer Stunde maximal. Daher wurde der Zeitpunkt t=1 h
als Inhibitionsstart der PDXK durch Zusatz von 10 uM GT gewahlt. Messungen wurden
Uber drei Stunden vorgenommen. Die RBCs wurden lysiert, und nach Derivatisierung
und Deproteinisierung auf ihren PLP-Gehalt mittels HPLC fluorometrisch analysiert.
Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse nach Umrechnung in die entsprechenden erythro-

zytaren PLP-Konzentrationen.
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Abbildung 22: Bestimmung der PDXP-Aktivitdt nach Substraterhéhung in Erythrozyten aus
WT- und KO-Mausen (A-C). Messung des Anstiegs erythrozytarer Pyridoxal (PL)-
Konzentrationen (D).

Isolierte Erythrozyten wurden zum Zeitpunkt t=0 h mit 2 uM Pyridoxin (PN), und zum Zeitpunkt t=1 h mit
10 pM Ginkgotoxin (GT) inkubiert (siehe Pfeilmarkierungen) und nach den angegebenen Inkubations-
zeiten lysiert. PL und PLP wurden mit Semicarbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung chromato-
graphisch aufgetrennt. Es wurden n=4 mannliche Mause pro Genotyp analysiert. (A) Darstellung der
erythrozytaren PLP-Konzentrationen in Abhangigkeit von der Zeit nach Inkubation mit PN sowie GT. (B)
Aus (A) ermittelte Regressionsgeraden ab dem Zeitpunkt t=1 h. Daten aus (A) und (B) sind Mittelwerte
+ S.E.M. (C) Ableitung der negativen Steigungen der Regressionsgeraden aus (B). Die Phosphatase-
Aktivitat von PDXP wird unter den Versuchsbedingungen als negative Steigung definiert. Jeder Daten-
punkt entspricht der PDXP-Aktivitat in einem Tier, davon sind die Mittelwerte + S.E.M. inklusive Fehler-
balken dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test (two-tailed, unpaired). (D) Zuge-
horige erythrozytare PL-Konzentrationen. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde das Schaubild mit den
PLP-Konzentrationen aus (A) ergénzt. Daten sind Mittelwerte = S.E.M., die Fehlerbalken der PL-
Konzentrationen sind durch die Symbole verdeckt.
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Es wurden jeweils vier Mause beider Genotypen analysiert, die sich in einer Alters-
spanne zwischen 223-435 Tagen befanden. (A) und (B) stellen die erythrozytaren
PLP-Konzentrationen zu den angegebenen Inkubationszeiten dar. Nach Zugabe von
PN fand eine rasche Umsetzung in PLP innerhalb der ersten Stunde statt. Die PLP-
Konzentration hat sich grob verdoppelt. Ab t=1 h lasst sich eine deutliche PLP-Abnah-
me erkennen. Mit GraphPadPrism wurden lineare Regressionsgeraden ermittelt (B),
deren negative Steigung unter den Versuchsbedingungen der Phosphatase-Aktivitéat
von PDXP entspricht. Die so abgeleitete Aktivitdt wurde in (C) fur beide Genotypen
graphisch dargestellt. Jeder Punkt entspricht dabei der Aktivitat eines Tieres. Mit
einem Durchschnitt von 2,4 umol PLP/h/L RBCs konnte im WT eine sechsfach gestei-
gerte Aktivitat verglichen zur Basisaktivitat (siehe Kapitel 6.4.2) gemessen werden, die
sich statistisch signifikant von null unterscheidet. Zudem unterscheidet sie sich signifi-
kant vom KO mit nur 1 umol PLP/h/L RBCs (p= 0,0125). Im KO lasst sich erneut eine
gewisse Tendenz der PLP-Verringerung erkennen. Diese wird unter Kapitel 7.1 naher
diskutiert. Gleichzeitig wurde der zugehdorige PL-Anstieg in Erythrozyten Uber die Zeit
bestimmt, der auf den enzymatischen Abbau von PLP zurlickzufihren ist (siehe
Abbildung 22, D). So weist der Wildtyp nach drei Stunden eine mittlere PL-Zunahme
von 3,3 umol PL/L RBCs auf, wahrend im KO lediglich ein Anstieg auf rund
1,3 umol PL/L RBCs zu verzeichnen ist. Die PDXP-abhangige PL-Zunahme und der
PLP-Abbau lassen sich als Differenz der Messpunkte t=1 h und t=3 h ermitteln. Der
PLP-Abbau nach t=3 h scheint dabei in beiden Genotypen (WT ~4,9; KO ~2,2 in
pmol PLP/L RBCs) geringfligig hoher zu sein als die entsprechende PL-Produktion
(WT ~3,3; KO ~1,3 in umol PLP/L RBCs). Diese Diskrepanz an Pyridoxal kdnnte durch

den Transport von PL in das Plasma zustande kommen. (82)

Die gemessene Phosphatase-Aktivitdt von PDXP in Erythrozyten liel3 sich also durch
PLP-Substraterhéhung auf ein Vielfaches steigern. Aus den Ergebnissen dieser und
vorheriger Versuchsreihe (zur Messung der basalen PDXP-Aktivitat, siehe Kapitel
6.4.2) lasst sich schlussfolgern, dass PDXP nur in Anwesenheit von B6-Vitameren

aktiv ist, was physiologisch dem Zustand nach Nahrungsaufnahme entspréache.
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6.4.4 Messung der PDXP-Aktivitat gegen ,freies” PLP

PLP ist ein sehr reaktionsfreudiger Aldehyd, der Giber die Ausbildung einer Schiff-Base
an umliegende Nucleophile binden kann. (65) In Erythrozyten liegt es weitgehend
gebunden an Hamoglobin vor. (23, 76) Der Anteil an freiem reaktivem PLP ist mdgli-
cherweise gering, da so unspezifische Reaktionen mit zellularen Nucleophilen vermie-
den werden. (47) Aus sterischen Griinden (Zugang zum katalytischen Zentrum, siehe
Kapitel 3.2) ist die PLP-Hydrolyse durch PDXP jedoch nur mdglich, wenn PLP ,frei,
d.h. nicht an Proteine oder andere Nucleophile gebunden vorliegt. Es liegt nahe, dass
in Zellen ein dynamisches Gleichgewicht zwischen der gebundenen und der freien
Form von PLP herrscht. Um die PDXP-Aktivitat gegen ,freies“ PLP zu messen, wurden
analog den vorherigen Versuchen isolierte Erythrozyten nach bestimmten Inkubations-
zeiten mit PN (2 uM) und GT (10 puM) lysiert, freies PLP mit Semicarbazid derivatisiert
und chromatographisch mittels HPLC analysiert. Zur Differenzierung zwischen freiem
und gebundenem PLP wurden die Erythrozytenlysate durch Filter mit einem Molekular-
gewichtsausschluss von 3 kDa zentrifugiert (MWCO, 3000) und lediglich das freie PLP
im Uberstand wurde fiir die Messungen herangezogen. ,Freies“ PLP meint dabei nicht
zwingend ungebundenes, sondern jegliches PLP, das (bedingt durch den Filtrations-
vorgang) in Komplexen von weniger als 3 kDa vorliegt, also z.B. an die Aminosaure
Lysin gebundenes PLP. Abbildung 23 stellt die aus diesem Versuch erlangten Daten
graphisch dar. Es wurden jeweils 4 WT- und KO-M&use untersucht. Zum Zeitpunkt
t=0 h wurden 2 uM PN und zum Zeitpunkt t=1 h 10 uM GT zugesetzt, die Messungen

starteten nach einer Stunde.
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Abbildung 23: Bestimmung der PDXP-Aktivitat gegen ,freies“ PLP in Erythrozyten aus WT-
und PDXP KO-Mausen.

(A) Darstellung erythrozytarer Konzentrationen an freiem PLP in Abhéngigkeit von der Zeit nach Inku-
bation mit Pyridoxin (PN) sowie Ginkgotoxin (GT). Freies PLP ist hier definiert als PLP, das frei oder
gebunden in Komplexen < 3 kDa vorliegt. Isolierte Erythrozyten wurden zum Zeitpunkt t=0 h mit
2 uM PN (hier nicht dargestellt) sowie zum Zeitpunkt t=1 h mit 10 pM GT versetzt, nhach den angege-
benen Inkubationszeiten lysiert und durch Filter mit einem MWCO von 3 kDa zentrifugiert. PLP im Filtrat
wurde mittels Semicarbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung chromatographiert. Daten sind
Mittelwerte +S.E.M., es wurden n=4 mannliche Mause pro Genotyp analysiert. Abgebildet sind die
ermittelten Regressionsgeraden ab dem Zeitpunkt t=1 h. (B) Darstellung der aus (A) abgeleiteten
jeweiligen negativen Steigung. Diese wird unter den Versuchsbedingungen als Phosphatase-Aktivitat
definiert. Jeder Datenpunkt entspricht der Aktivitat in einem Tier, davon sind die Mittelwerte + S.E.M.
inklusive Fehlerbalken dargestellt. Die statistische Signifikanzanalyse wurde mittels t-Test ermittelt (two-
tailed, unpaired).

Abbildung 23, (A) stellt die erythrozytaren PLP-Konzentrationen im Filtrat in Abh&angig-
keit von der Zeit dar. Der KO weist dabei mit ~3,4 uM/L RBCs einen hoéheren Anteil an
freiem PLP auf als der Wildtyp mit nur ~2,5 uM/L RBCs. In beiden Genotypen lasst
sich eine Verringerung des freien PLPs erkennen, ohne ganzlich auf null zu sinken.
Abbildung 23, (B) veranschaulicht die aus (A) abgeleitete Phosphatase-Aktivitat, die
als negative Steigung ermittelter Regressionsgeraden definiert wurde. Die PDXP-
Aktivitat im WT unterscheidet sich mit etwa 0,4 pumol freies PLP/h/L RBCs signifikant
vom KO mit ca. 0,2 umol freies PLP/h/L RBCs. Insgesamt féllt die Phosphatase-
Aktivitat in beiden Genotypen geringer aus als jene abgeleitet vom totalen PLP (siehe
Kapitel 6.4.3). Auch die ermittelten Steigungen unterscheiden sich statistisch nicht

signifikant von null.
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Um zu klaren, ob es unter den Versuchsbedingungen prinzipiell mdglich ist, PLP tber
den bisher gemessenen Anteil hinaus zu dephosphorylieren, wurde den Erythrozyten-
lysaten fur den nachfolgenden Versuch aufgereinigtes PDXP zugesetzt. Murine
Erythrozyten wurden isoliert, mit PN und GT inkubiert, nach t=1 h lysiert und anschlie-
Bend durch Filter mit einem MWCO von 3 kDa zentrifugiert. Das Volumen des Filter-
rickstandes wurde auf das urspringliche Ausgangsvolumen vor der Zentrifugation
aufgefullt. Nun wurde dem Filtrat sowie dem Filterriickstand aufgereinigtes PDXP
(1 pg/ul) zugesetzt. Proben ohne Zusatz von exogenem PDXP dienten als Kontrollen.
Im Anschluss wurde das PLP der Proben derivatisiert und nach Deproteinisierung
mittels HPLC chromatographisch aufgetrennt. Filtriertes PLP wurde als ,Freies” PLP,

das im Filterrickstand befindliche PLP als ,Gebundenes” PLP definiert.
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Abbildung 24: Dephosphorylierung von freiem sowie gebundenem PLP durch Zusatz von
exogenem PDXP.

Isolierte Erythrozyten wurden zum Zeitpunkt t=0 h mit 2 uM Pyridoxin (PN) und zum Zeitpunkt t=1 h mit
10 pM Ginkgotoxin (GT) inkubiert. Die Lysate wurden durch Filter mit einem MWCO von 3 kDa zentri-
fugiert. Nach Auffillen des Filterrlickstandes auf das entsprechende Ausgangsvolumen (vor der Filtra-
tion) wurde einem Aliquot des Uberstands bzw. des Filtrats aufgereinigtes, rekombinantes PDXP in
einer Konzentration von 1 pg/uL zugefugt (-/+ rek. PDXP). AnschlieBend wurde das enthaltene PLP
mittels Semicarbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung chromatographiert. Es wurden n=2
mannliche Mause pro Genotyp analysiert, ausgenommen freies PLP im WT mit n=3. Jeder Datenpunkt
entspricht der PLP-Konzentration in einem Tier. Zusatzlich sind die Mittelwerte + S.E.M inklusive Fehler-
balken angegeben. +, mit; -, ohne Zusatz von rekombinantem (rek.) PDXP. Frei, PLP im Filtrat; gebun-
den, PLP im Filterrickstand.

Abbildung 24 zeigt die Konzentrationen des freien sowie gebundenen PLPs in Erythro-
zyten aus WT- und KO-Mausen unter Zusatz von exogenem PDXP. Jeweils zwei Mau-

se beider Genotypen wurden analysiert. Der Zusatz von aufgereinigtem, rekombi-
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nantem PDXP konnte sowohl die Konzentrationen des freien als auch des gebun-
denen PLPs zu einem deutlich h6heren Ausmal} reduzieren, als es aus den Mes-
sungen zur Phosphatase-Aktivitat in den nicht-fraktionierten Lysaten hervorging. Das
freie PLP wurde annahernd komplett umgesetzt. Dies liegt sicherlich begriindet in der
weitaus hdheren Konzentration des exogen zugesetzten PDXPs im Vergleich zur
physiologischen PDXP-Konzentration in den Erythrozyten. Die Tatsache, dass exo-
genes PDXP auch das PLP im Filtrationsrickstand dephosphorylieren konnte
(welches also in Komplexen >3 kDa vorliegt), spricht fur die Existenz eines dyna-
mischen Gleichgewichts, das intrazellular zwischen der freien und der gebundenen

Form von PLP herrscht.

6.5 Die PDXP-abhangige Dephosphorylierung von PLP ist in
Erythrozyten aus gefasteten Mausen nicht erhéht

Die Erhéhung der PLP-Konzentration in Gehirn, Skelettmuskel und Erythrozyten von
PDXP KO-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen deutet auf eine Funktion der PDXP
fur die Kontrolle intrazellularer PLP-Spiegel hin. (47) Mit der Nahrung zugefihrtes PN
und PL werden von Erythrozyten aufgenommen und, wie bereits in Abbildung 17
dargestellt, durch Zusammenwirken der PDXK und PNPO in PLP transformiert. Es
wird angenommen, dass PLP durch PDXP-abhangige Dephosphorylierung z.B. in
Erythrozyten als PL ans Plasma abgegeben wird. So kdnnten Erythrozyten eine Art
Liefersystem fur PL an umliegende Gewebe darstellen, die mit Hilfe der Kinase daraus
wiederum PLP gewinnen kénnen. (82) In der Tat ist PDXK in vielen unterschiedlichen
Geweben lokalisiert. (156) Es ist allerdings unbekannt, ob die PDXP-vermittelte
Dephosphorylierung zu PL tatsachlich mit der Freisetzung von PL aus Erythrozyten
korreliert, und ob PDXP in Zeiten mangelnden Vitamin B6-Angebots (wie zum Beispiel
beim Fasten) eine Rolle fur die Bereitstellung von intrazellularem PL an umliegende
Gewebe spielt. Diese Hypothese steht zudem im Widerspruch zu vorangegangenen
Ergebnissen, die eine substanzielle PDXP-Aktivitat nur bei Vitamin B6-Zufuhr zeigten,
was physiologisch der Nahrungsaufnahme entsprache.

Um die Frage zu klaren, wurde folgendes Versuchsmodell generiert. In WT- und KO-
Mausen wurde zunachst ein B6-Vitamer Mangel geschaffen, indem die Tiere vor
Versuchsbeginn gefastet wurden. Die gefasteten Méause sollten auf ihre PLP- bzw. PL-
Konzentrationen in RBCs sowie Plasma hin analysiert, und mit normal gefitterten

Kontrollen verglichen werden. Plasma und Erythrozyten wurden jeweils durch Zentri-
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fugation (4°C, 500 x g, 10 min) aus Vollblut gewonnen. PLP und PL wurden mit
Semicarbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung mittels HPLC fluorometrisch
analysiert. Es wurden jeweils die PLP-Konzentrationen in RBCs, im Plasma sowie die

PL-Konzentrationen im Plasma bestimmt (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Vergleich der PLP- bzw. PL-Konzentrationen in Erythrozyten bzw. Plasma von
gefasteten mit normal gefiitterten WT- und KO-Mausen.

Erythrozyten und Plasma wurde durch Zentrifugation aus Vollblut von WT- und KO-Mausen gewonnen.
Jeder Datenpunkt entspricht jeweils einem Tier, zusatzlich sind die Mittelwerte + S.E.M. und Fehler-
balken abgebildet. Es wurden n=37 mannliche WT- und n=36 mannliche KO-Mause untersucht, davon
Aufteilung in die Gruppen ,normal gefittert” und ,gefastet”. WT zu n=18 normal gefitterten und n=19
gefasteten Tieren; KO zu n=16 normal gefutterten und n=20 gefasteten Tieren. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels t-Test (two-tailed, unpaired). n.s., nicht signifikant. (A) Darstellung erythrozytarer
PLP-Konzentrationen aus gefasteten WT- und KO-Tieren verglichen mit normal gefitterten Kontrollen.
(B) und (C) Vergleich der ermittelten PL- bzw. PLP-Konzentrationen im Plasma gefasteter WT- und KO-
Mause mit normal gefutterten Kontrollen. norm., normal gefittert; gefast., gefastete Mause.

Abbildung 25, (A) stellt den Vergleich erythrozytarer PLP-Konzentrationen gefasteter
Mause mit ihren normal gefitterten Kontrollen dar. Dabei zeigten die gefasteten
Mausmodelle beider Genotypen jeweils signifikant geringere PLP-Konzentrationen
verglichen mit deren Kontrollen. So verringerten sich die erythrozytaren PLP-Konzen-
trationen im WT von rund 7 pmol/L RBCs auf etwa 4 umol/L RBCs unter Fasten-
bedingungen, und im KO von rund 19,7 umol/L RBCs auf etwa 11,6 umol/L RBCs.
Dies entspricht einer PLP-Reduktion von >40%. Die ermittelten absoluten PLP-
Konzentrationen der Kontrollmause mit unbeschranktem Zugang zu Futter fielen in
beiden Genotypen im Schnitt etwas hoher aus verglichen mit den Messungen aus
vorherigen Versuchen, in denen die Erythrozyten durch Filtration mit Zellulose gewon-
nen wurden (siehe entsprechende Werte aus Kapitel 6.2, ~6,0 umol/L RBCs im WT
und ~13,7 umol/L RBCs im KO). Die Abweichungen erscheinen jedoch akzeptabel. In

Abbildung 25, (B) ist der entsprechende Vergleich der PL-Plasmakonzentrationen von
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gefasteten Mausen mit ihren Kontrollen gezeigt. Dabei wiesen die gefasteten Mause
beider Genotypen mit rund 0,3 pmol PL/L Plasma signifikant geringere PL-Konzentra-
tionen auf als deren Kontrollen mit rund 0,4 umol PL/L Plasma. Im Gegensatz dazu
zeigten die PLP-Konzentrationen im Plasma (C) keine signifikanten Unterschiede

zwischen den gefasteten Mausen und ihren Kontrollen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die PLP-Level sowohl im WT als auch
im KO wéhrend Fastenzeiten deutlich verringert sind verglichen mit ihren normal
gefutterten Kontrollen. Die PLP-Level sind auch in PDXP-defizienten gefasteten Mau-
sen deutlich reduziert. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die PDXP-katalysierte
PLP-Dephosphorylierung in Zeiten unzureichender Nahrungszufuhr (wie zum Beispiel
beim Fasten) keine Rolle fur die Mobilisierung intrazellularem PLPs in Form von PL
spielt. Die PDXP-unabhangige Verringerung der PLP-Konzentrationen (~40%) wirft die
Frage auf, auf welchem Weg PLP die Zelle verlasst.

6.6 PDXP-vermittelte Konversion von PN zu PL

Zur Transformation der B6-Vitamervorstufen in den aktiven Kofaktor PLP bedarf es
mehreren enzymatischen Schritten (siehe Abbildung 17). Ausgehend von einer vege-
tarischen Erndhrung, die in erster Linie Pyridoxin (5"-Phosphat) enthalt, wird PN zu-
nachst PDXK-abhangig phosphoryliert und anschlieRend PNPO-vermittelt zu PLP
oxidiert. (63, 82) Doch nicht jede Zelle ist in gleichem MalRe mit den daflr relevanten
Enzymen ausgestattet. Wahrend fiir die Pyridoxal (5"-Phosphat) Kinase eine nahezu
ubiquitare Expression beschrieben wird, variiert die Expression der Pyridoxal (5 -
Phosphat) Oxidase in unterschiedlichen Geweben stark. (74, 156, 157) KANG ET AL.
untersuchten die PNPO-Expression verschiedener Organe / Zellen und stellten diese
in Relation zueinander. Dabei zeigten unter anderem die Leukozyten des peripheren
Blutes die geringste bis nahezu keine Expression der PNPO. (158) Da diese Zellen
kaum oder kein PNPO exprimieren, sind sie nicht in der Lage PLP ausgehend von PN
herzustellen. Somit waren sie auf die Versorgung mit PL durch andere Zellen / Organe
angewiesen, um den aktiven Kofaktor PLP zu bilden. Da die Erythrozyten uber alle
drei relevanten Enzyme PDXK, PNPO sowie PDXP verfugen, stellt sich die Frage, ob

die Phosphatase PDXP fur die erythrozytare Konversion von PN in PL notwendig ist.

Um dies zu Uberprifen, wurden isolierte Erythrozyten aus WT- und KO-Mausen mit

PN (2uM) versetzt und ohne in das System inhibierend einzugreifen nach verschie-
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denen Inkubationszeiten lysiert. Nach Derivatisierung und Deproteinisierung wurden
die Erythrozytenlysate anschlieRend auf ihre PLP- sowie PL-Bildung hin analysiert.
Abbildung 26 stellt die Ergebnisse dar.
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Abbildung 26: Vergleich der PL- bzw. PLP-Bildung in isolierten Erythrozyten aus WT- und
PDXP KO-Mausen

Darstellung erythrozytarer PL- und PLP-Konzentrationen in Abhangigkeit von der Zeit nach Inkubation
mit Pyridoxin. Isolierte Erythrozyten wurden zum Zeitpunkt t=0 h mit 2 uM PN inkubiert und nach den
angegebenen Inkubationszeiten lysiert. PL und PLP aus den Erythrozytenlysaten wurden derivatisiert,
deproteinisiert und anschlieBend mittels HPLC analysiert. Die Skalierung der Y-Achse wurde in einem
zusétzlichen Bild (rechts) entsprechend den Werten der PL-Konzentrationen angepasst. Es wurden n=3
mannliche Mause pro Genotyp untersucht. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. Trotz angepasster Skalie-
rung im rechten Bild werden die Fehlerbalken der PL-Konzentrationen aus den KO-M&usen aufgrund
ihrer geringen Streuung nicht angezeigt.

Die erythrozytaren PLP- und PL-Konzentrationen sind zu den verschiedenen Inkuba-
tionszeiten dargestellt. Nach PN-Zugabe kam es in beiden Genotypen rasch zu einem
PLP-Anstieg. Ahnlich dem Versuch aus Kapitel 6.4.3.1 (PLP-Umsatz verschiedener
B6-Vitamere) erreichte die PLP-Konzentration nach bereits ~30 Minuten ein Plateau.
Dabei wiesen die Erythrozyten der KO-Mause knapp doppelt so hohe PLP-Level im
Vergleich zu den Wildtypen auf. Obwohl die absolute PL-Formation neben der PLP-
Bildung eher gering erscheint, ergibt sich in der PL-Bildung zwischen den Genotypen
ein entscheidender Unterschied. Zur besseren Beurteilung wurde im rechten Bild die
Skalierung der Y-Achse entsprechend den PL-Konzentrationen gewahlt. In beiden
Genotypen kam es zunachst zu einem PL-Anstieg nach Inkubation mit PN, ehe die
PL-Konzentration nach ebenfalls rund 30 Minuten ein Plateau erreichte. Dabei kam es
in den Wildtyp-Mausen mit rund 2 umol PL/L RBCs zu einer vierfach hdoheren PL-
Produktion als in den PDXP-defizienten Mausen mit lediglich 0,5 umol PL/L RBCs.
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Setzt man die PL-Produktion in Relation zur PLP-Formation, so wurden im Wildtyp ca.
10% des neu gebildeten PLPs PDXP-abhangig zu PL dephosphoryliert. Der Versuch
gibt zugleich Auskunft tber die Phosphatase-Aktivitat von PDXP, die sich anhand der
Zunahme ihres Substrates PL pro Zeiteinheit beurteilen lasst. Ermittelt man eine
lineare Regressionsgerade durch die Datenpunkte bis zum Erreichen des Plateaus der
PL-Konzentrationen (t= 30 min), so entspricht deren Steigung der Phosphatase-Aktivi-
tat von PDXP. So ergab sich fur den Wildtyp eine Aktivitat von rund 2,4 pmol PL/h/L
RBCs, identisch zu der bereits abgeleiteten Phosphatase-Aktivitat in Kapitel 6.4.3
(Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat nach Substratzufuhr). Dies bestatigt die

Zuverlassigkeit der hier angewandten Methoden.

Zudem sollte die PL-Produktion in murinem Vollblut (physiologisches Milieu) bestimmt
werden. Dazu wurde Vollblut aus jeweils drei WT- und drei KO-M&ausen mit genau der
Menge an Pyridoxin versetzt, aus der eine aquivalente Konzentration an PN pro Liter
RBCs resultiert, identisch derer unter den Versuchsbedingungen mit isolierten Erythro-
zyten. Ubriger Versuchsaufbau erfolgte analog zu vorherigem. Abbildung 27 stellt die

entsprechenden Ergebnisse dar.
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Abbildung 27: Vergleich der PL- bzw. PLP-Bildung in Vollblut aus Wildtyp- und PDXP-
defizienten Mausen

Darstellung der PL- bzw. PLP-Konzentrationen in Abhangigkeit von der Zeit nach Zusatz von PN in
Vollblut aus WT- und KO-Mé&usen. Fir den Versuch wurde Vollblut aus Wildtyp- und PDXP-defizienten
Mausen herangezogen Der restliche Versuchsaufbau erfolgte analog vorherigem (siehe Abbildung 26).
Es wurden n=3 méannliche Mause pro Genotyp analysiert. Zur besseren Beurteilung wurde die Skalie-
rung der Y-Achse im rechten Bild entsprechend den PL-Konzentrationen angepasst. Daten sind Mittel-
werte + S.E.M. Trotz angepasster Skalierung (rechts) werden die Fehlerbalken der PL-Konzentrationen
aus den KO-Mausen aufgrund ihrer geringen Streuung nicht angezeigt.
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Die PL bzw. PLP-Konzentrationen sind zu den verschiedenen Inkubationszeiten dar-
gestellt. Ahnlich vorherigem Versuch (siehe Abbildung 26) lieR sich nach Zugabe von
PN in beiden Genotypen ein deutlicher PLP-Anstieg erkennen. Hierbei erreichten die
PLP-Konzentrationen nach rund 60 Minuten ein Plateau. In den KO-Mausen ergaben
sich anndhernd doppelt so hohe PLP-Level verglichen mit den WT-Mausen. Die PL-
Produktion zeigte erneut deutliche Unterschiede zwischen den Genotypen. Die
absoluten PL-Konzentrationen Uberstiegen dabei jene, die aus vorherigen Versuchen
mit isolierten Erythrozyten hervorgingen. Der Wildtyp wies mit ~6 pmol PL/L RBCs
erneut eine rund vierfach hohere PL-Produktion auf als der Knockout mit ~1,5 umol
PL/L RBCs. Bestimmt man die Phosphatase-Aktivitat von PDXP, die als Steigung der
Regressionsgeraden bis zum Erreichen des Plateaus der PL-Konzentrationen (hier
nach ca.60 Minuten) definiert werden kann, so ergibt sich fur den Wildtyp eine Aktivitat
von etwa 5,5 pmol PL/h/L RBCs. Die Phosphatase-Aktivitat von PDXP ist somit im
physiologischen Milieu (Vollblut) mehr als doppelt so groR als in isolierten Erythro-
zyten. So wurden nach PN-Zufuhr im Vollblut aus Wildtyp-Méausen sogar etwa 25%
des neu gebildeten PLPs zu PL hydrolysiert. Mdgliche Erklarungsansatze fur die
erhohte PDXP-Aktivitat im Vollblut verglichen mit der aus isolierten Erythrozyten

werden an anderer Stelle diskutiert (siehe Kapitel 7.4).

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigen deutlich, dass sowohl in isolierten
Erythrozyten als auch in murinem Vollblut lediglich der Wildtyp zur PL-Produktion
ausgehend von einer PN-Zugabe beféahigt ist. Die Phosphatase PDXP ist somit

essenziell fur die intrazellulare Konversion von Pyridoxin zu Pyridoxal.

6.7 Auswirkungen des Alters auf den Vitamin B6-Metabolismus
muriner Erythrozyten aus WT- und KO-Méausen

Es fielen bereits mehrmals gewisse Schwankungen der ermittelten PLP-Konzentra-
tionen aus Tieren desselben Genotyps auf. Sogar innerhalb eines Versuchsaufbaus
lieBen sich Abweichungen in den gemessenen PLP-Leveln der Tiere feststellen.
AuRere Einfliisse resultierend aus dem Zeitpunkt der Blutentnahme sowie aus der
Tierhaltung (Futterung, Tag- und Nachtrhythmus) konnten nahezu ausgeschlossen
werden, da diese fortwéhrend gleich gehandhabt wurden. So riickte das Alter der Tiere

als mogliche Ursache variierender erythrozytarer PLP-Konzentrationen in den Fokus.
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6.7.1 Ruckgang erythrozytarer PLP-Level mit zunehmendem Alter

Um zu untersuchen, inwieweit sich das Alter eines Tieres auf dessen erythrozytare
PLP-Konzentration auswirkt, wurden alle bisher chromatographisch ermittelten PLP-
Konzentrationen abhangig vom jeweiligen Alter der Maus in einem Diagramm darge-
stellt (siehe Abbildung 28, A).
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Abbildung 28: Physiologischer Ruckgang erythrozytéarer PLP-Konzentrationen in Wildtyp- (WT)
und PDXP-defizienten (KO) Mausen mit zunehmendem Lebensalter.

Murine Erythrozyten wurden lysiert, PLP mit Semicarbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung
mittels Perchlorsdure chromatographiert. (A) PLP-Konzentrationen muriner Erythrozyten aus WT- und
KO-Mausen dargestellt als Funktion des Alters. Jeder Datenpunkt entspricht der PLP-Konzentration
eines Tieres. Es wurden n=93 méannliche WT- und n=81 ménnliche KO-M&use analysiert. Fir beide
Genotypen sind die mit GraphPadPrism berechneten, linearen Regressionsgeraden abgebildet. (B)
PLP-Konzentrationen aus (A) sind eingeteilt in Altersgruppen jeweils kleiner und gro3er einem halben
Jahr dargestellt. Jeder Datenpunkt entspricht der PLP-Konzentration eines Tieres, zudem sind die
Mittelwerte + S.E.M. angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test (two-tailed, unpaired)
ermittelt. d, days.

Die PLP-Konzentrationen stammen von 93 Wildtypen und 81 KO-Mausen, die eine
Altersspanne von 18-436 Tagen umfassen. Jeder Datenpunkt entspricht der PLP-
Konzentration eines Tieres. Beide Genotypen zeigen einen deutlichen Ruckgang ihres
PLP-Levels mit dem Alter. Um einen fassbaren Wert fir die PLP-Abnahme pro Zeit-
einheit zu erlangen, wurden mittels GraphPapPrism lineare Regressionsgeraden
durch die Punkte ermittelt und deren negative Steigungen verglichen. Diese unter-
schieden sich (pro gewahlter Zeiteinheit von 100 Tagen) im Wildtyp mit 1,4 umol
PLP/L RBCs pro 100 Lebenstagen sowie in dem PDXP-Knockout mit 2,7 umol
PLP/L RBCs pro 100 Lebenstagen signifikant von null. Die KO-Mause wiesen dabei
einen rund doppelt so hohen Rickgang ihrer PLP-Konzentration mit dem Alter auf. In
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Abbildung 28, (B) wurden die PLP-Konzentrationen aus (A) nach Altersgruppen junger
und alter einem halben Jahr separiert dargestellt und miteinander verglichen. Beim
Wildtyp unterschied sich die jlingere Altersklasse signifikant mit einem Durchschnitt
von 8,9 umol PLP/L RBCs von der alteren mit nur noch rund 5,9 umol PLP/L RBCs.
Die jungeren WT-Mause wiesen somit rund 50% hdhere PLP-Level auf als deren éltere
Vergleichsgruppe. Im Knockout stellte sich der Unterschied mit Durchschnittswerten
von 20,4 pumol PLP/L RBCs (<1/2 Jahr) zu 12,7 pmol PLP/L RBCs (>1/2 Jahr) noch
eindrucklicher dar. Somit zeigte die Altersgruppe der jingeren KO-Mause sogar 60%
hohere PLP-Konzentrationen verglichen mit den alteren KO-Tieren. Der t-Test ermit-
telte in beiden Genotypen einen signifikanten Unterscheid zwischen den Altersgruppen

junger bzw. alter einem halben Jahr (p<0,0001).

Insgesamt konnte ein Einfluss des Tieralters auf dessen Vitamin B6-Metabolismus
nachgewiesen werden. Dieser dul3erte sich in beiden Genotypen in einer Abnahme
erythrozytarer PLP-Konzentrationen mit zunehmendem Alter des Tieres. Jingere
Mause weisen somit signifikant hohere PLP-Level auf als die Alteren. Im Knockout war
dieser Unterschied mit rund 60% noch deutlicher ausgepragt als im Wildtyp mit etwa
50%.

6.7.2 Das physiologische Alter der Mause hat keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die erythrozytare Phosphatase-Aktivitat
von PDXP

Wie in Kapitel 6.7.1 bereits beschrieben, weisen jingere Mause (WT sowie KO) hdhere
erythrozytare PLP-Konzentrationen als altere Mause auf. Die im Rahmen dieser Arbeit
nachgewiesene Steigerung der PDXP-Aktivitat mittels Substratzufuhr (durch Erho-
hung der PLP-Ausgangskonzentration siehe Kapitel 6.4.3), rechtfertigt die Frage, ob
die physiologisch hoéheren PLP-Konzentrationen in jingeren Mausen durch eine
verringerte PDXP-Aktivitat bedingt sein konnten. So wurde analog dem Versuchs-
aufbau in Kapitel 6.4.3 die Phosphatase-Aktivitat von PDXP in Erythrozyten jingerer
WT- und KO-Mause bestimmt. Dazu wurden jeweils funf Wildtypen und Knockout-
Mause herangezogen, die sich in einer Altersspanne von 62-102 Tagen befanden.
Erythrozyten wurden isoliert, zum Zeitpunkt t=0 h mit 2 uM PN, sowie zum Zeitpunkt
t=1 h mit 10 uM GT inkubiert und nach den in der Graphik angegebenen Zeiten lysiert.
PLP wurde nach Derivatisierung mit Semicarbazid und Deproteinisierung durch

Perchlorsaure chromatographisch analysiert.
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Abbildung 29: Vergleich der PDXP-Aktivitét in Erythrozyten aus jingeren (<100 d) mit alteren
(>100 d) WT- und KO-Mausen

Murine Erythrozyten wurden isoliert, zum Zeitpunkt t=0 h mit 2 uM Pyridoxin (PN) sowie zum Zeitpunkt
t=1 h mit 10 uM Ginkgotoxin (GT) inkubiert (siehe Pfeilmarkierung) und nach den angegebenen Zeiten
lysiert. PLP wurde nach Derivatisierung und Deproteinisierung mittels HPLC analysiert. Es wurden n=5
ménnliche Mause pro Genotyp analysiert. (A) Darstellung erythrozytérer PLP-Konzentrationen als Funk-
tion der Zeit. Erganzung mit Daten alterer Tiere aus vorherigem Versuch (siehe Kapitel 6.4.3.2). (B) Mit
GraphPadPrism ermittelte lineare Regressionsgeraden aus (A) ab t=1 h. Daten in (A) und (B) sind
Mittelwerte + S.E.M. (C) Ableitung der negativen Steigungen der Geraden aus (B). Die Phosphatase-
Aktivitat von PDXP wird unter den Versuchsbedingungen als negative Steigung definiert. Jeder Punkt
entspricht der Aktivitat in einem Tier, davon sind die Mittelwerte £ S.E.M. inklusive Fehlerbalken darge-
stellt. Die statistische Signifikanzanalyse erfolgte mittels t-Test (two-tailed, unpaired).

Abbildung 29, (A) zeigt die daraus ermittelten erythrozytaren PLP-Konzentrationen der
jungeren Tiere in Abhangigkeit von der Zeit. Um den direkten Vergleich zu den Alteren
ziehen zu kénnen, wurde die Graphik mit den Daten zur Messung der PDXP-Aktivitat
nach Substraterh6hung aus Kapitel 6.4.3.2 erganzt, die ausschlie3lich altere Tiere
analysierte (223-435 Tage). Zum Zeitpunkt t=0 h zeichneten sich bereits die héheren
erythrozytaren PLP-Konzentrationen der jingeren Tiere beider Genotypen verglichen
mit den Alteren ab, die auch nach Inkubation mit PN fortbestanden. Vor allem beim
Knockout stellte sich der Unterschied sehr ausgepragt dar. So wiesen die jingeren
KO-Mause zum Zeitpunkt t=0 h rund 80% hohere PLP-Level auf als die alteren KO-
Mause. Um die Phosphatase-Aktivitat beurteilen zu kénnen, wurden in (B) lineare Re-
gressionsgeraden ab t=1 h mit GraphPadPrism durch die Punkte ermittelt. Die PDXP-
Aktivitat ist unter den Versuchsbedingungen als negative Steigung der Regressions-
geraden definiert. Abbildung 29, (C) stellt die aus (B) abgeleiteten negativen

Steigungen graphisch dar und vergleicht die ermittelten PDXP-Aktivitdten aus den
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jungeren Tieren mit denen der Alteren. Im Wildtyp lieRR sich dabei kein signifikanter
Unterschied feststellen. Im Knockout liel3 sich zwar ein signifikanter Unterschied der
ermittelten negativen Steigungen nachweisen (p= 0,0269), diese Aktivitat kann durch
die PDXP-Defizienz der KO-Tiere jedoch nicht auf die Phosphatase-Aktivitdt von

PDXP zurtickgefuhrt werden und muss daher auf anderen Mechanismen beruhen.

Die Untersuchung hat gezeigt, dass sich die aus jingeren WT-Mausen ermittelte
Phosphatase-Aktivitat von PDXP nicht von der aus Alteren unterscheidet. Somit hat

das jeweilige Alter des Tieres keinen Einfluss auf die erythrozytare PDXP-Aktivitat.

6.7.3 Altersbedingter Unterschied in der PNPO Enzymexpression
muriner Erythrozyten

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, resultiert die intrazellulare PLP-Konzentration in
Erythrozyten aus einem Zusammenwirken der Enzyme PNPO, PDXK sowie PDXP.
Somit bestehen mehrere Wege, die zu einer altersabhangigen Abnahme der PLP-

Konzentration in Erythrozyten fihren kdnnten.

Um zu Kklaren, ob dem altersabhéngigen Riickgang der erythrozytdren PLP-Konzen-
tration Anderungen in der Enzymexpression zugrunde liegen, wurden Erythrozyten
mittels Western Blot auf die Expression von PNPO, PDXP und PDXK hin analysiert.
Dabei sollte der Vergleich zwischen jingeren (Altersspanne 18-60 Tage) und alteren
Mausen (Altersspanne 255-456 Tage) gezogen werden. Dazu wurden isolierte
Erythrozyten mit zweifach konzentriertem Lammli-Puffer denaturiert, aufgekocht und
anschlieBend auf ein SDS-Gel (12%) aufgetragen. Nach erfolgter Gelelektrophorese
wurden die separierten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Anschlie-
Rend wurden die jeweiligen Enzyme mit spezifischen Prim&rantikdrpern detektiert, und
die Membran nach Inkubation mit einem HRP-markiertem Sekundarantikdrper
entwickelt. Als Ladekontrolle diente GAPDH. Es wurden insgesamt 16 WT- sowie
16 KO-Méause mittels Western Blot analysiert, die in Altersgruppen zu je 8 jingeren

und 8 &lteren Tieren aufgeteilt waren.
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Abbildung 30: Altersbedingte Unterschiede in der Expression von PNPO muriner Erythrozyten
aus Wildtyp- (WT) und PDXP-defizienten (KO) Mausen.

(A) Western Blot Analysen der PNPO, PDXP und PDXK Expression muriner Erythrozyten aus mann-
lichen WT- und KO-Mausen unterschiedlichen Alters (siehe Angabe). Isolierte Erythrozyten wurden in
zweifach konzentriertem Lammli-Puffer denaturiert, bei 94°C aufgekocht und auf ein SDS-Gel (12%)
geladen. Nach abgeschlossener Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine im Gel mittels
semi-dry Blotverfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Diese wurde mit PNPO-, PDXP-
und PDXK- spezifischen Primarantikdrpern inkubiert, und anschlieRend mit HRP-konjugiertem Sekun-
darantikdrper chemilumineszenzbasiert entwickelt. Die Ladekontrolle erfolgte mittels Anti-a-GAPDH
Antikorper. Fir Details, siehe Material und Methoden. Jede Bande entspricht dem Proteinnachweis in
einem Tier. (B) Densitometrische Analyse und Auswertung der Blots. PNPO-, PDXP- und PDXK-Signale
wurden jeweils intern sowie zu GAPDH normalisiert. Jeder Punkt entspricht der Enzymexpression eines
Tieres, zusatzlich sind die Mittelwerte £+ S.E.M. inklusive Fehlerbalken angegeben. Es wurden n=16
mannliche Mause pro Genotyp auf die jeweiligen Enzyme analysiert, davon Aufteilung in Altersgruppen
junger / alter zu jeweils n=8 Mausen. Alter der Tiere: WT jlinger: 18-42 d; KO junger: 18-60 d; WT alter:
275-456 d; KO alter: 255-436 d. Die statistische Signifikanzanalyse wurde mittels T-test (two-tailed,
unpaired) ermittelt. n.s., nicht signifikant. PNPO, Pyridox(am)in Oxidase; PDXP, Pyridoxal (5 -Phos-
phat) Phosphatase; PDXK, Pyridoxal (5 -Phosphat) Kinase; d, days.

Abbildung 30, (A) zeigt die Western Blot Analysen der PNPO-, PDXP- und PDXK-
Expressionen. Auf den Membranen wurden abwechselnd Proben aus jingeren und
alteren Tieren aufgetragen, jede Bande entspricht dabei dem Enzymnachweis in
einem Tier. Die jungeren WT- und KO-Mause zeigen dabei ein deutlich intensiveres

Signal ihrer PNPO-Banden verglichen mit den alteren Tieren. Um die unterschied-
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lichen Enzymexpressionen besser bewerten zu kénnen, wurden die Signale mit
ImageJ densitometrisch quantifiziert und die Ergebnisse in Diagrammen dargestellt.
(B) Die Auswertung ergab vierfach erhohte PNPO-Expressionslevel in den jungeren
Mausen beider Genotypen. Der t-Test ermittelte dabei jeweils eine hohe statistische
Signifikanz (p< 0,0001 im WT und p= 0,0003 im KO). Im Gegensatz dazu ergaben sich
keine signifikanten Unterscheide in der Expression von PDXP und PDXK zwischen
den Altersgruppen. Durch die Analyse mittels Western Blot konnte fur beide Geno-
typen in den Erythrozyten aus jingeren Mausen eine signifikant erhdhte PNPO-

Expression verglichen mit alteren Tieren nachgewiesen werden.

6.8 Einfluss des Mausalters auf den Vitamin B6-Metabolismus im
Hippocampus

PLP wird im Gehirn unter anderem als Kofaktor flr Decarboxylierungen zur Biosyn-
these vieler Neurotransmitter wie Dopamin, (Nor)epinephrin, Serotonin und GABA
bendtigt. (47) Da phosphorylierte B6-Vitamere die Blut-Hirn-Schranke wahrscheinlich
nicht Gberschreiten kénnen, wird - ahnlich wie in Erythrozyten - eine Aufnahme der
unphosphorylierten Formen vermutet, die durch anschlieende PDXK-abhéngige
Phosphorylierung in der Zelle gehalten werden. (78, 79) Es wird vermutet, dass die
Hirnzellen dabei die unphosphorylierten B6-Vitamere von extrazellular beziehen und
auf das Angebot im Blut angewiesen sind. (77, 78) So wéare es moglich, dass das
Hirngewebe - bedingt durch die alterskorrelierten Anderungen im erythrozytéaren

Vitamin B6-Metabolismus - auch altersabhangigen Anderungen unterliegt.

6.8.1 Altersabhanqgige Dynamik der PLP-Konzentration in isolierten
Hippocampi

Um zu eruieren, inwieweit das Alter eines Tieres dessen Vitamin B6-Metabolismus im
Hirngewebe beeinflusst, wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. E. Jeanclos und
Frau A. Keller die PLP-Konzentrationen in Lysaten aus isolierten Hippocampi von WT-
und KO-Mausen chromatographisch bestimmt. Dazu wurden die Hippocampi aus den
Tieren isoliert und davon Lysate hergestellt. Fir Details, siehe Kapitel 5.2.4 (Isolation
von murinen Hippocampi und Lysatherstellung). Analog den Messungen in Erythro-
zyten wurde deren PLP in den Lysaten mit Semicarbazid derivatisiert, deproteinisiert
und mittels HPLC chromatographisch aufgetrennt. Nach Umrechnung wurden die

PLP-Konzentrationen anschlieBend in Abhangigkeit vom jeweiligen Alter der Tiere
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graphisch dargestellt (siehe Abbildung 31). Es wurden 63 Wildtypen und 37 Knockout-

Mause analysiert, die eine Altersspanne von 14-391 Tagen umfassten.

30
B - KO
= 25 . - WT
L
s 207 o® . L !
3] .
g- ‘& L ] .%
a 15 8 0e @ 4
I ®
E
° 10-¢
E (] fn\f\!
a 3 H o
i o® [ R

0 T T T T 1
0 100 200 300 400

Alter (d)

Abbildung 31: Veranderung der PLP-Konzentrationen isolierter Hippocampi aus WT- und KO-
Mausen mit zunehmendem Alter der Tiere

Die Hippocampi wurden aus den Tieren isoliert und Lysate hergestellt. Fiir Details, siehe Material und
Methoden. PLP wurde mit Semicarbazid derivatisiert, deproteinisiert und mittels HPLC chromato-
graphisch aufgetrennt. Die daraus abgeleiteten PLP-Konzentrationen wurden in Abhangigkeit vom
jeweiligen Alter der Tiere dargestellt. Jeder Punkt entspricht der Konzentration eines Tieres, es wurden
n=63 mannliche WT und n=37 mannliche KO analysiert. Fir beide Genotypen wurden durch
GraphPadPrism lineare Regressionsgeraden ermittelt, die am x-Wert ,,100 Tage“ geteilt wurden, um die
Dynamik wiedergeben zu kdnnen. ww, wet weight.

Zunéchst fallen die rund doppelt so hohen PLP-Konzentrationen in den Hippocampi
aus KO-Mausen verglichen mit den Wildtypen auf. Diese konnten zu jedem Alter
beobachtet werden. Beide Genotypen weisen eine ahnliche Dynamik ihres PLP-
Spiegels Uber die Lebenszeit auf. Mittels GraphPadPrism wurden lineare Regres-
sionsgeraden durch die Punkte ermittelt und jeweils am x-Wert ,100 Tage“ gespalten,
um die Dynamik wiedergeben zu kdnnen. In beiden Mausmodellen manifestiert sich
ein deutlicher Anstieg der PLP-Konzentration bis zum Tag 94. So verdoppelten sich
die PLP-Werte innerhalb der ersten 13 Lebenswochen im Wildtyp von anfangs
8 nmol/g Hippocampus ww (wet weight) auf 14 nmol/g Hippocampus ww, sowie im
Knockout von 14 nmol/g Hippocampus ww auf 23 nmol/g Hippocampus ww. Die
ermittelten Steigungen unterschieden sich dabei mit den Werten ~7,6 nmol/g Hippo-
campus ww pro 100 Tagen fur den Wildtyp und ~8,6 nmol/g Hippocampus ww pro
100 Tagen fur den Knockout signifikant von null (WT, p=0,0127; KO, p= 0,0018). Ab
ca. 100 Tagen lasst sich in beiden Mausmodellen mit identischer negativer Steigung
(etwa 1,4 nmol/g Hippocampus ww pro 100 Tagen) ein signifikanter Rickgang des

PLP-Levels verzeichnen. So sanken die PLP-Konzentrationen mit zunehmendem
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Lebensalter (hier bis knapp 400 Tage analysiert) anndhernd auf ihre Ausgangswerte

zurick.

Die Untersuchungen konnten eine Dynamik des PLP-Levels in Hippocampi von WT
und KO-Mausen mit zunehmendem Tieralter aufzeigen. Diese wird durch den Wechsel
aus einem anfanglichen Anstieg und einem anschlieenden Rickgang der PLP-
Konzentrationen auf die nahezu urspringlichen Ausgangswerte gekennzeichnet.
Somit konnte ein altersbedingter Einfluss auf die PLP-Konzentrationen in Hippocampi
beider Genotypen nachgewiesen werden. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass der
PDXP-Knockout im Hippocampus zu rund doppelt so hohen PLP-Konzentrationen
fuhrt. Dies spiegelt die Ergebnisse vorheriger mittels UPLC-MS / MS durchgefluhrter
Analysen des gesamten Gehirns wieder. Dabei konnten JEANCLOS ET AL. dreifach er-

hohte PLP-Konzentrationen im Knockout verglichen mit dem Wildtyp nachweisen. (47)

6.8.2 Abweichende PDXP Enzymexpression in isolierten murinen
Hippocampi unterschiedlicher Altersgruppen

Analog zu den Western Blot Analysen der Erythrozyten (siehe Kapitel 6.7.3) wurden
dieselben Tiere herangezogen, um mdgliche Unterschiede in der hippocampalen
Enzymexpression von PNPO, PDXK und PDXP zwischen jliingeren und &alteren Mau-
sen in Erfahrung bringen zu kdénnen. Dazu wurden die Hippocampi aus den Tieren
isoliert und anschlieBend Lysate hergestellt. Diese wurden auf die Expression von
PDXP, PDXK und PNPO mittels Western Blot mit analogem Vorgehen untersucht
(Abbildung 32, A). Die Altersgruppe der jungeren Mause umfasste (wie bereits in
Kapitel 6.7.3 beschrieben) eine Altersspanne von 18-60 Tagen, die alteren Tiere
befanden sich in einem Alter zwischen 255-456 Tagen. Nach Quantifizierung der
Signale und Auswertung der Blots ergab die Analyse der PDXP-Expression vierfach
erhohte Werte in den alteren Wildtypen verglichen mit den Lysaten aus den Jiingeren.
Dabei konnte eine deutliche Signifikanz (p= 0,0001) ermittelt werden. Auch die Expres-
sion der PDXK zeigte sich in alteren Wildtypen um ~30% erhgoht verglichen mit den
Jungeren. In den &lteren Knockout-M&usen war die Expression der PDXK sogar um
~60% erhoht. Im Gegensatz dazu zeigten sich bei der Expression der PNPO keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen beider Mausmodelle.
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Abbildung 32: Altersabhangige Unterschiede in der PDXP-Expression in Lysaten isolierter
Hippocampi aus Wildtyp- (WT) und PDXP-defizienten (KO) Mausen.

(A) Western Blot Analysen der PNPO, PDXP und PDXK Expression in Lysaten isolierter Hippocampi
aus méannlichen WT- und KO-M&ausen unterschiedlicher Altersklassen (siehe Angaben). Die aus den
isolierten Hippocampi hergestellten Lysate wurden wie in Kapitel 5.2.5 beschrieben vorbereitet.
Anschlie3end wurden die Proben auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen und deren Proteine gelelektro-
phoretisch aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran wurde diese in spezifischen
Primarantikdrpern gegen PNPO, PDXP und PDXK inkubiert und mittels HRP-konjugiertem Sekundar-
antikdrper chemilumineszenzgestiitzt entwickelt. Aktin diente dabei als Ladekontrolle. Fir Details, siehe
Material und Methoden. Jede Bande entspricht dem Proteinnachweis in einem Tier. (B) Analyse mittels
densitometrischer Quantifizierung nach interner sowie Normalisierung zu Aktin. Jeder Datenpunkt ent-
spricht der Enzymexpression eines Tieres. Zudem sind die Mittelwerte + S.E.M. und zugehdérige Fehler-
balken angegeben. Es wurden n=16 Mause pro Genotyp auf die jeweiligen Enzyme analysiert, davon
Aufteilung in die Altersgruppen jinger und alter zu jeweils n=8 Mausen. Bei den Tieren handelt es sich
um dieselben Individuen wie in Abbildung 30. Das Alter der Tiere ist dementsprechend identisch: WT
junger: 18-42 d; KO junger: 18-60 d; WT é&lter: 275-456 d; KO alter: 255-436 d. Die statistische Signifi-
kanzanalyse wurde mittels t-Test (two-tailed, unpaired) ermittelt. n.s., nicht signifikant.
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6.9 Vergleich der freien PLP-Konzentrationen in isolierten
Erythrozyten und Hippocampi

Aus der Reaktionsfreudigkeit der Aldehydgruppe von PLP, ergeben sich fir die Zelle
einige Probleme wie unspezifische Reaktionen mit anderen Nucleophilen oder das
Anhaufen maoglicher toxischer Metaboliten. Deswegen kdnnte der Geringhaltung freier
PLP-Level als zellularer SchutzmalRnahme besondere Bedeutung zukommen. Dies
gelingt der Zelle unter anderem durch Dephosphorylierung von PLP. (47, 63, 159) Nun
stellt sich die Frage, ob ein PDXP-Knockout neben den bereits dargestellten erhdhten
gesamt PLP-Spiegeln (siehe Kapitel 6.2) auch erhéhte Konzentrationen an freiem PLP
nach sich zieht. Um dies zu erdrtern, wurde identisch der Vorgehensweise zur
Messung des freien PLPs (siehe Kapitel 6.4.4) parallel das freie sowie das totale PLP
isolierter Erythrozyten und Hippocampi chromatographisch analysiert (siehe Abbildung
33).
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Abbildung 33: Bestimmung des Anteils an freiem PLP am gesamten PLP in isolierten Erythro-
zyten und Hippocampi aus WT- und KO-Mausen

Isolierte Erythrozyten und Hippocampi wurden lysiert, freies und gesamtes PLP wurden mittels Semi-
carbazid derivatisiert und nach Deproteinisierung chromatographiert. Freies PLP ist analog zu den Ver-
suchen in Kapitel 6.4.4 als jenes PLP definiert, das frei oder gebunden in Komplexen <3 kDa vorliegt.
Es wurde durch Zentrifugation mittels Filter mit einem MWCO von 3 kDa gewonnen. Der prozentuale
Anteil des freien PLPs am gesamten PLP ist angegeben. Jeder Punkt entspricht der PLP-Konzentration
eines Tieres, zusatzlich sind Mittelwerte + S.E.M. mit den entsprechenden Fehlerbalken abgebildet.
Erythrozyten: n=5 Mause wurden pro Genotyp analysiert. Hippocampus: n=12 Mause wurden pro
Genotyp analysiert.

Die Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen an freiem und totalem PLP wurden
prozentual ins Verhaltnis gesetzt. In den RBCs ergaben sich dabei mit ~12% im WT
und ~10% im KO &ahnliche Anteile des freien PLPs am Gesamt-PLP. Um den Vergleich
mit dem Hippocampus herzustellen, wurden in dessen Lysaten ebenfalls die Konzen-

trationen an freiem bzw. totalem PLP mittels HPLC ermittelt und einander gegenuber-
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gestellt. Mit einem prozentualen Anteil von ~46% im WT belief sich das freie PLP auf
das ca. vierfache verglichen mit dem in RBCs ermittelten freiem PLP (siehe Abbildung
33, B). Im Knockout entsprach es mit ~69% einem noch gréf3eren Vielfachen. Zudem
liel3 sich im Hippocampus ein Unterschied zwischen beiden Genotypen feststellen. So

wies der Knockout rund 1/3 mehr freies PLP auf als der Wildtyp.
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7 DISKUSSION

7.1 Gemessene Phosphatase-Aktivitat von PDXP in murinen
Erythrozyten

Neben PDXP sind weitere Phosphatasen beschrieben, die PLP dephosphorylieren
kénnen, wie die TNSALP (tissue non-specific alkaline phosphatase) oder auch saure
unspezifische Phosphatasen. Diese nehmen dadurch ebenfalls an der Regulation des
Vitamin B6-Metabolismus teil. PDXP stellt jedoch die einzig bekannte, fur PLP spezi-
fische Phosphatase dar und unterscheidet sich daher von jenen mit breiter Substrat-
spezifitat fur Phosphomonoester. Durch seine intrazellulare Lokalisation wird PDXP
schon lange als eine wichtige Determinante zellularer PLP-Level diskutiert. (23, 160)

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es die Phosphatase-Aktivitat von PDXP in isolierten
Erythrozyten aus WT- und KO-Mausen zu bestimmen. Die Inhibition der PDXK mittels
Ginkgotoxin ermdglichte die Ableitung der PDXP-Aktivitat anhand der Verringerung
des gemessenen PLP-Levels Uber die Zeit durch PDXP-abhangige Hydrolyse. Da
diese im Wildtyp mit 0,4 umol PLP/h/L RBCs zunachst nur sehr gering ausfiel, wurde
versucht, sie zu steigern. Aus den Gesetzen der Enzymkinetik geht hervor, dass sich
die Geschwindigkeit einer enzymkatalysierten Reaktion durch Erh6hung des Substrat-
angebots - und somit der Erh6éhung des Enzym-Substrat-Komplexes - steigern I&sst.
(161, 162) Die erythrozytaren PLP-Konzentrationen wurden durch Inkubation mit
Pyridoxin angehoben. Tatsachlich konnte so eine sechsfach gesteigerte erythrozytare
PDXP-Aktivitat im WT erreicht werden, die sich erstmals signifikant von null differen-
zierte. Die im WT gemessene Aktivitat belief sich auf 2,4 umol PLP/h/L RBCs.

KNOBLOCH, G. charakterisierte die Enzymkinetik von PDXP mittels in vitro Malachit-
grin-Assays, in denen das durch Hydrolyse von PLP entstehende Phosphat optisch
quantifiziert werden kann. Er ermittelte dabei fur PDXP eine maximale Reaktionsge-
schwindigkeit vmax von 2895 nmol/min/mg (= 556 pmol/h/L RBCs) und eine Michaelis-
konstante Ku von 36,2 pM. (36, 163) Anhand dieser Konstanten lasst sich mittels der
Michaelis-Menten-Gleichung (155) eine PDXP-Aktivitdt von ~36 umol PLP/h/L RBCs
errechnen, die auf dem vorher gemessenen Substratangebot an erythrozytar freiem
PLP (= 2,5 umol PLP/L RBCs) basiert (siehe Kapitel 6.4.4). Die im Rahmen dieser
Arbeit gemessene Phosphatase-Aktivitdt von PDXP (siehe Kapitel 6.4.3.2) ist mit rund
2,4 umol PLP/h/L RBCs etwa 15-fach geringer als im Vergleich zu der, die aus in vitro

Bestimmungen durch KNoBLOCH, G. hervorgehen wirde. Zur Umrechnung der Phos-
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phatase-Aktivitdt von nmol/min/mg Enzym in pmol/h/L RBCs war die Ermittlung der
PDXP-Enzymkonzentration der isolierten Erythrozyten in mg/L RBCs nétig. Diese
gelang mittels Western Blot durch den Vergleich der Schwérzungsgrade aufgetragener
Proben mit PDXP-Standardproben bekannter Konzentrationen. Die untersuchten
Proben wiesen dabei eine ungefahre PDXP-Konzentration von 3,2 mg/L RBCs auf

(unveroffentlichte Daten).

Nach demselben Prinzip wurde die Geschwindigkeit von PDXP auf Basis der von
FONDA, M. ermittelten enzymkinetischen Parametern errechnet. Mit einer maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit vmax von 3,2 umol/min/mg Enzym (= 614 pmol/h/L RBCs)
und einer Michaeliskonstante Km vonl,5 pM wirde unter dem angenommenen
Substratangebot von 2,5 umol freies PLP/L RBCS eine PDXP-Aktivitat von 384 umol
PLP/h/L RBCs resultieren. Verglichen damit ist die hier gemessene PDXP-Aktivitat
sogar rund 150-fach verringert. (23) Der von FONDA, M. ermittelte Km-Wert bezieht sich
dabei jedoch auf kinetische Analysen von humanen Erythrozyten und féllt deutlich
kleiner aus als der Kmu-Wert von murinen Erythrozyten, was zu einer hoheren Aktivitat
beitragt. (26)

Anders als invitro ergeben sich intrazellular in Erythrozyten zusatzliche Einfluss-
faktoren, die das Angebot an PLP gewissermalRen einschranken kénnen. So liegt PLP
in Erythrozyten grol3tenteils gebunden an Hamoglobin vor, und ist so schwerer
zuganglich fur seine enzymatische Hydrolyse. (23) Ein interessanter von SALVO ET AL.
beschriebener Ansatz ist die Fahigkeit von PNPO, PLP an einer nicht-katalytischen
Seite zu binden. Daraus koénnte sich eine Konkurrenz um PLP ergeben. (63) Ferner
sollte bedacht werden, dass vorhandenes PNP auch als Substrat von PDXP agieren

kann, wenn auch mit geringerer Selektivitat. (24)

In der KO-Maus lief3 sich wahrend den Aktivitatsmessungen zwar kein signifikanter
PLP-Ruckgang feststellen, es zeichnete sich jedoch eine gewisse Tendenz zur PLP-
Verringerung ab. Da diese nicht aus einer PDXP-abhéngigen Dephosphorylierung von
PLP resultieren kann, werden an dieser Stelle zwei Ansatze zur Erklarung diskutiert.
Zum einen sollte bedacht werden, dass die gemessene PLP-Konzentration nicht aus-
schlief3lich von intrazellular rihren muss, da die Erythrozyten nach den jeweiligen
Messzeiten nicht erneut gewaschen wurden. So ist es méglich, dass die PLP-Verringe-
rung nicht intrazellular, sondern im Medium stattfand. Die mechanische Belastung

durch Zentrifugationsschritte sowie Inkubation Uber mehrere Stunden kann zur
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Schadigung und Hamolyse der Erythrozyten fuhren. (164, 165) Durch die Hamolyse
gelangt ihr zellulares PLP ins Medium, welches dort von unspezifischen alkalischen
Phosphatasen, die extern an Plasmamembranen lokalisiert sind, zu PL umgesetzt
werden konnte. (84) Daraus wlrde eine geringere Konzentration an messbarem PLP
im Medium resultieren. Diesen - aus der Hamolyse resultierenden PLP-Verlust - wiirde
man somit falschlicherweise dem intrazellularen PLP-Level zuschreiben. Der gleich-
zeitige PL-Anstieg, der auch fur den KO-Typ verzeichnet werden konnte, lie3e sich
damit ebenfalls erklaren. Zum anderen kann trotz der als zuverlassig beschriebenen
Methode zur Isolation von Erythrozyten aus Vollblut (117), die Anwesenheit einzelner
Leukozyten nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Diese beherbergen in speziellen
Granula, den sogenannten Phosphasomen, verhaltnismaRig hohe Konzentrationen an
unspezifischer alkalischer Phosphatase, die ebenfalls zur Hydrolyse des durch Hamo-
lyse entlassenen PLPs im Medium beitragen kénnte. (166) Naturlich darf die Anwesen-
heit weiterer derzeit noch unbekannter PLP-Phosphatasen, die ebenfalls intrazellular
lokalisiert sind, nicht ausgeschlossen werden. Bereits KyAaw, A. beschrieb eine weitere
fur PLP spezifische saure Phosphatase, die in der murinen Leber lokalisiert ist. (23,
167) Zuletzt sollte in Betracht gezogen werden, dass trotz des generierten Ganzkérper
PDXP-Knockouts eine gewisse Restaktivitat von PDXP in Erythrozyten bestehen
kénnte. Obwohl sich in den Western Blot Analysen der KO-Mause zwar kein PDXP
nachweisen lasst, ware es durchaus maoglich, dass nach Kreuzung der gefloxten
PDXP-Mause mit Ella-Cre Mausen keine 100%-ige Deletion in den hamatopoetischen

Erythrozyten-Vorlauferzellen stattgefunden hat.
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7.2 Dynamischer Gleichgewichtszustand zwischen gebundener
und freier Form von PLP

PLP stellt einen der vielseitigsten Kofaktoren im Organismus dar und nimmt an der
Katalyse von mehr als 140 Reaktionen teil. Die meisten PLP-abhangigen Enzyme sind
am Aminosaurestoffwechsel beteiligt. (39, 47) Wéahrend der Katalyse bindet PLP kova-
lent Uber seine reaktive Aldehydgruppe an einen Lysinrest des Substrates und stabili-
siert den Ubergangszustand durch Delokalisierung von Elektronen (siehe Kapitel 3.2).
(26, 43, 168) Um unspezifische Reaktionen seiner reaktiven Carbonylgruppe mit
umgebenden Nucleophilen zu vermeiden, kommt der Aufgabe zur Geringhaltung des
Levels an zellular freiem PLP besondere Bedeutung zu. Im Vergleich zum totalen PLP
fiel der Anteil an erythrozytarem, gemessenem freien PLP mit ~0,9 pumol/L RBCs im
WT und ~1,2 umol/L RBCs in der KO-Maus (siehe Kapitel 6.9) tatsachlich deutlich
geringer aus. SALVO, M. beschrieb das Level an freiem PLP in eukaryotischen Zellen
kleiner als 1 uM, was sich mit den hier ermittelten Werten fir Erythrozyten deckt. (63)
Der Grol3teil an PLP liegt in Erythrozyten gebunden an Hamoglobin, und im Plasma
gebunden an Albumin vor. (75, 169) Ein bestehendes Gleichgewicht zwischen der
freien und der gebundenen Form von PLP liegt nahe. Folgende Interpretation der
Ergebnisse, die aus den in Kapitel 6.4.4 beschriebenen Versuchen hervorgehen,

wirde dies unterstiitzen.

So konnte in den Versuchen zur Messung der PDXP-Aktivitdt gegen hier als ,frei”
definiertes PLP (d.h., ungebundenes PLP oder PLP in Komplexen <3 kDa) keine voll-
standige Hydrolyse dessen erreicht werden. Die vorher gemessene Phosphatase-
Aktivitat von 2,4 umol PLP/h/L RBCS hatte eine komplette Hydrolyse des freien PLPs
(2,5 umol/L RBCs) aus kapazitatstechnischer Sicht durchaus erwarten lassen, wenn
der Pool an zellular freiem PLP konstant vorliegen wirde. Die unvollstandige Hydro-
lyse des freien PLPs unterstitzt die Annahme, dass der Anteil an freiem (fir PDXP
zuganglichem) PLP in einem Gleichgewicht mit der gebundenen Form von PLP steht.
AuRerdem konnte der Versuch mit Zusatz von exogenem, aufgereinigtem PDXP
(siehe Kapitel 6.4.4) zu gebundenem PLP aufzeigen, dass die Phosphatase PDXP
sowohl im WT- als auch im KO-Modell in der Lage war, einen erheblichen Teil des
PLPs in der Fraktion mit gebundenem PLP zu dephosphorylieren. Dies untersttzt
ebenfalls die Annahme eines dynamischen Gleichgewichts zwischen freier und
gebundener Form, welches sich durch die Zugabe von aufgereinigtem, rekombinan-

tem PDXP verschoben und neu eingestellt hat.
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Unter der Annahme, dass ein konstanter Pool an freiem PLP vorliege, ohne im
Gleichgewicht mit gebundenem PLP zu stehen, wirde eine messbar héhere Phos-
phatase-Aktivitat gegen das freie PLP resultieren. Die Versuchsergebnisse konnten
dies jedoch nicht bestatigen und ergaben mit 0,4 umol freies PLP/h/L RBCs eine
scheinbar verringerte Phosphatase-Aktivitat gegen freies PLP verglichen mit der
Aktivitdt gemessen gegen totales PLP (2,4 umol PLP/h/L RBCs, siehe Kapitel 6.4.3).
An dieser Stelle sollte jedoch auf bestehende Limitationen des Versuchsaufbaus
hingewiesen werden. Die Rahmenbedingungen entsprachen exakt denen der zur
Messung der Phosphatase-Aktivitdt gegen das totale PLP. Es wurde nichts an der
Ausgangssituation fir PDXP geandert, d.h. die zellular vorhandene PDXP setzte unter
identischen Bedingungen die identische Menge an PLP um. Somit blieb auch die
Aktivitat dieselbe, und fiel nur vermeintlich geringer aus. Durch den Filtrationsschritt
am Ende zur Gewinnung des freien PLPs wurde nur ein willktrlicher Teil des Gleich-
gewichts betrachtet, der gerade zu diesem Zeitpunkt in der freien Form vorlag. Die
abgeleitete Aktivitat wird zwangslaufig von der Gleichgewichtslage der freien und
gebundenen Form von PLP beeinflusst. Somit kann unter den Versuchsbedingungen
kein Ruckschluss auf die Phosphatase-Aktivitat von PDXP, die sich rein gegen freies
PLP ergeben wirde, getroffen werden. Angesichts der hohen Reaktivitat von freiem
PLP wird - abgesehen von in vitro Versuchen - die Generierung eines Versuchsmo-
dells, das auf der Bestimmung der Phosphatase-Aktivitéat rein gegen freies PLP in

Zellen basiert, nur schwer zu realisieren sein.

Der Umgang mit freiem PLP stellt fir die Zelle eine besondere Herausforderung dar.
So muss die Konzentration an freiem PLP moglichst geringgehalten werden, um
schadlichen Konsequenzen aus unspezifischen und moglicherweise auch irrever-
siblen Reaktionen vorzubeugen. (26) Gleichzeitig muss ein adaquates Angebot an
freiem PLP fur die zahlreichen B6-Apoenzyme, die den Kofaktor bendtigen, vorhanden
sein. (63) SALvVO, M. beschrieb drei Prinzipien, die fir die Bereitstellung von freiem PLP
in Frage kommen. [1] Der bisher angenommene Mechanismus basiert auf freiem PLP,
welches die Apoenzyme direkt erreicht. Die Hydrolyse durch Phosphatasen oder die
unspezifische Reaktion mit nicht Vitamin B6-abhangigen Proteinen konnten die
Effektivitat jedoch mindern. [2] Ein wesentlich eleganterer Mechanismus stellt das
direkte Ubertragen von PLP durch Donorenzyme auf die B6-Apoenzyme (,channel-
ing“) dar. (26, 63, 150, 159) Die bisher bekannten Enzyme bzw. Proteine mit einer
solchen ,PLP channeling“-Aktivitdt sind PDXK, PNPO und PLPBP (PLP-binding
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protein), friher als PROSC (proline synthetase co-transcribed homologue) bezeichnet.
Bei PLPBP handelt es sich um ein zytoplasmatisches Protein mit einer PLP-Binde-
stelle. (159, 170) Genau wie PDXK und PNPO ist es fahig, freies PLP zur Ubermittlung
an B6-Apoenzyme voriubergehend zu binden. [3] Schlie3lich kdnnte eine an Amino-
sauren gebundene Vermittlung von PLP in Frage kommen. So vermutet SALVO, M.,
dass die Umwandlung von B6-Apoenzymen in entsprechende Holoenzyme durch die
Reaktion mit an PLP gebundenen Aminosauren (Aldiminen) stattfindet, deren Struktur
den Substraten der B6-Apoenzyme ahnelt. (63) Es wird angenommen, dass ein grof3er
Teil des freien PLPs gebunden an kleinere Aminosauren vorliegt und somit als
Speicher von freiem PLP dient. (63) Auch das im Rahmen dieser Arbeit durch Filtration

erhaltene freie PLP schliel3t die Bindung an kleinere Aminoséauren nicht aus.

7.3 Die PDXP-katalysierte Dephosphorylierung spielt in Zeiten
unzureichender Nahrungszufuhr keine Rolle fir die
Mobilisierung intrazellularem PLPs in Form von PL

Wie bereits in Abbildung 4 und Abbildung 17 dargestellt kbnnen Erythrozyten Uber die
Nahrung aufgenommenes Pyridoxin in den Kofaktor PLP umwandeln. (23) Dafur
stehen ihnen zwei Enzyme, die Pyridoxal Kinase (PDXK) sowie die Pyridox(am)in
Oxidase (PNPO), zur Verfugung. (171) Das neu synthetisierte PLP bindet an umlie-
gende Proteine oder kann durch die zellulare PDXP zu PL hydrolysiert werden. (23,
157) Daraufhin wird eine allmahliche Freisetzung des PL ins Plasma vermutet. (82,
172) Es ist moglich, dass PL eine Transportform von PLP darstellt und durch den Blut-
kreislauf in andere Gewebe gelangt, die dort wiederum mithilfe der PDXK PLP syntheti-
sieren konnten. (64, 82, 160) Im Gegensatz zu PDXK, deren Aktivitat in fast allen
Geweben vorhanden ist, ist die PNPO nur selektiv prasent. (157) KANG ET AL. analy-
sierten die Expressionsprofile von PDXK, PDXP und PNPO in unterschiedlichen
Geweben. (158) Dabei ist die PNPO im Gegensatz zu PDXK (und PDXP) in mehreren
Geweben verhaltnismalfiig nur gering exprimiert. Besonders der Appendix, die Lymph-
knoten und die peripheren Leukozyten fallen dabei mit ihren minimalen PNPO-Expres-
sionsleveln ins Auge. (158) Auch im Rahmen dieser Arbeit fiel die mittels Western Blot
analysierte PNPO-Expression im Hippocampus viel niedriger aus als im Vergleich zu
den Erythrozyten (siehe Western Blot-Analysen, Abbildung 30 und Abbildung 32).
Durch das Fehlen der PNPO waren die Gewebe nicht fahig, PLP ausgehend von PN

herzustellen, und somit auf die Versorgung mit PLP bzw. PL angewiesen. Der Bereit-
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stellung von PL mittels PDXP-abhéangiger Dephosphorylierung von PLP kdnnte dabei

eine entscheidende Rolle zukommen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden WT- und KO-Mé&use vor Versuchsbeginn gefastet,
um den Zustand eines verminderten Angebots an B6-Vitameren zu schaffen. Der
anschliel3ende Vergleich ihres erythrozytaren PLP- und PL-Gehalts mit normal ge-
futterten Mausen sollte einen Hinweis darauf liefern, ob PDXP fur die hydrolytische
Bereitstellung von PL in Fastenzeiten bendtigt wird. Die Ergebnisse konnten diese
Annahme jedoch nicht bestatigen. Sowohl die gefasteten Wildtypen als auch die
gefasteten Knockout-Mause wiesen gleichermalien signifikant verringerte PLP-Level
auf (siehe Abbildung 25). Daraus ergibt sich die Frage, was die Verringerung der
intrazellularen PLP-Level in den gefasteten PDXP-defizienten Mausen verursacht

haben kodnnte.

Unspezifische alkalische Phosphatasen waren zwar in der Lage, PLP enzymatisch zu
hydrolysieren, sind aber angesichts ihrer extrazellularen Lokalisation an der Plasma-
membran nur an der Regulation extrazellularer PLP-Level beteiligt. (83, 84) Die An-
wesenheit anderer bisher noch unbekannter PLP-Phosphatasen darf fur die Erythro-
zyten nicht ausgeschlossen werden, so wurden in Studien bereits unspezifische saure
Phosphatasen in Leber und Niere, sowie eine alkalische Phosphatase im mensch-
lichen Gehirn beschrieben. (84, 86-89)

Einen neuen Erklarungsansatz fur die verringerten PLP-Level in den gefasteten KO-
Mausen konnten kirzlich identifizierte mechanotransduktive Kationenkanale liefern,
die eine zellulare ATP-Freisetzung regulieren. Erythrozyten exprimieren auf ihrer Zell-
membran den sogenannten Piezo-1-Kanal. (173) Mechanische Stimuli induzieren das
Offnen des Piezo-1-Kanals mit einem darauffolgenden Calcium-Einstrom, der wiede-
rum zellulares ATP freisetzt. (173, 174) Den Kanélen wird eine regulatorische Funktion
zur Steuerung des erythrozytdren Volumens zugesprochen. (174) Mdoglicherweise
konnten die Piezo-1-Kanale auch einen Weg fur PLP darstellen, die Erythrozyten zu
verlassen. Initiale hier durchgefiihrte Versuche zur Stimulation des Kanals gaben
jedoch keinen Hinweis auf eine vermehrte PLP-Freisetzung aus den Erythrozyten
durch Kanal6ffnung (unveroffentlichte Daten).

Anstatt von einer PLP-Verringerung im gefasteten Tiermodell auszugehen, kame als
anderer Ansatz auch eine geringere Netto-PLP-Synthese in Frage. Diese kdnnte aus

dem durch das Fasten hervorgehenden eingeschrankten Angebot an B6-Vitameren
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resultieren. Tatsachlich beschrieb HAMFELT, A. einen Zusammenhang zwischen einer
Vitamin B6-Mangelerndhrung und einer geringeren Sattigung der erythrozytaren
PDXK mit PLP-Vorstufen, durch welche geringere PLP-Level bedingt sein kdnnten.
Der Zustand der Vitamin B6-Mangelerndhrung erfolgte dabei allerdings Uber drei
Wochen. (175) Der hier deutlich kiirzere Fastenzeitraum sollte die kurzfristigen Reak-

tionen auf ein geschaffenes Vitamin B6-Defizit darstellen.

Die ermittelten PL-Konzentrationen im Plasma erwiesen sich in den gefasteten Tieren
beider Genotypen ebenfalls als signifikant erniedrigt. Das lie3e sich mit oben vermu-
teter PL-Bereitstellung an umliegende Gewebe decken. UPLC-MS / MS-basierte
Vergleichswerte aus murinem Plasma lagen mit ~ 500 nmol PL/L (WT und KO) in
derselben Gréf3enordnung wie in den hier durchgefiihrten Versuchen mit ~ 450 nmol
PL/L. (47) Die analysierten PLP-Konzentrationen im Plasma ergaben keine signifi-
kanten Unterschiede der gefasteten Mause im Vergleich zu den normal gefitterten
Tieren. Die Werte lagen in beiden Genotypen bei rund 200 nmol/L Plasma. UPLC-
MS / MS-basierte Vergleichswerte aus murinem Plasma lagen fur beide Genotypen
bei ~ 150 nmol PLP/L, und wichen damit nur gering von den hier ermittelten Werten
ab. (47) Entsprechende Werte in der Literatur aus analysiertem menschlichem Plasma
bewegten sich dagegen zwischen 65-100 nmol PLP/L Plasma. (82, 176, 177)

Wie hier aus dem Vergleich von Wildtyp und KO-Maus hervorgeht, spielt die PDXP-
abhangige Dephosphorylierung von PLP in Fastenzeiten keine Rolle fir die erythro-
zytare Bereitstellung von PLP. Wie es zu der intrazellularen Verringerung der PLP-

Level auch in den KO-Mausen kommt, ist derzeit noch unklar.
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7.4 Die erythrozytare Konversion von PN zu PL ist PDXP-abhangig

Da PLP die einzig aktive Form von Vitamin B6 darstellt, kommt der zellularen Inter-
konversion der B6-Vitamere zu PLP besondere Bedeutung zu. Im Gegensatz zu den
Erythrozyten ist nicht jede Zelle gleichermalRen mit den dafir bendtigen Enzymen
PDXK, PDXP und PNPO ausgestattet (157, 158, 178) Es liegt nahe, dass die Zellen /
Organe, denen eine Interkonversion zu PLP nicht méglich ist, auf das PLP-Angebot
anderer Zellen angewiesen sind. In der Tat beherbergen Erythrozyten im Vergleich
zum Plasma grof3e Mengen an intrazellularem PLP. Die erythrozytare PLP-Konzen-
tration ist um ein 35-faches groRRer als der PLP-Gehalt im Plasma (siehe Abbildung
25). Der Vergleich der PLP-Konzentrationen gefasteter Mause mit normal gefutterten
Tieren (siehe Kapitel 6.5) konnte aufzeigen, dass die RBCs ihre PLP-Speicher in
Zeiten mangelnden Angebots mobilisieren. Die Mobilisation ihres intrazellularen PLPs

wahrend einem verminderten Vitamin B6-Angebot erfolgte jedoch PDXP-unabhangig.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, eine stattfindende PDXP-abhangige Hydrolyse
von PLP zu PL wahrend PN-Zufuhr nachzuweisen (siehe Kapitel 6.6). Dabei erwies
sich die Phosphatase PDXP als essenziell fur eine intrazellulare Konversion von PN
zu PL. Die erythrozytare PL-Produktion ausgehend von PN war im Wildtyp mit ~2 umol
PL/L RBCs rund vierfach héher als in der KO-Maus mit nur ~0,5 umol PL/L RBCs. So
wurden in den isolierten Erythrozyten aus WT-M&ausen etwa 10% des neu gebildeten
PLPs PDXP-abhangig zu PL hydrolysiert. Im WT-Vollblut war die PL-Produktion nach
PN-Zusatz ebenfalls rund vierfach héher als im Vollblut aus KO-Mausen. Insgesamt

wurden im Vollblut sogar 25% des neu gebildeten PLPs zu PL hydrolysiert.

Die PDXP-Aktivitat konnte anhand der PL-Produktion pro Zeiteinheit ermittelt werden.
In den isolierten Erythrozyten aus WT-Mausen ergab sich eine Phosphatase-Aktivitat
von ~2,4 pmol PL/h/L RBCs. Diese Aktivitat entspricht exakt derer aus vorherigen Ver-
suchen mit isolierten Erythrozyten, in welchen die PLP-Verringerung pro Zeiteinheit
zur Beurteilung der PDXP-Aktivitat herangezogen wurde (siehe Kapitel 6.4.3.2). Das
stutzt die Zuverlassigkeit der im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse. Interes-
santerweise konnte im Vollblut eine mehr als doppelt so gro3e PDXP-Aktivitat als im
Vergleich zu isolierten RBCs bestimmt werden. Sie belief sich auf rund 5,5 pmol
PL/h/L RBCs.

Nun stellt sich die Frage, weshalb die Phosphatase-Aktivitat von PDXP im Vollblut um
das Doppelte hoher ausfallt als in isolierten Erythrozyten. Im Vollblut befinden sich
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neben den Erythrozyten noch weitere Blutzellen, die Blutplattchen (Thrombozyten)
sowie die weil3en Blutkdrperchen (Leukozyten). (179) Es ware mdglich, dass diese
ebenfalls eine Phosphatase-Aktivitat besitzen und so zur gemessenen, erhohten
gesamt PDXP-Aktivitat im Vollblut beitragen. Da Leukozyten und Thrombozyten
zusammen jedoch nur ca. 1% der Blutzellen ausmachen (99% Erythrozyten), scheint
es zweifelhaft, dass die erhéhte PDXP-Aktivitat von diesen ruhrt. (180) Zudem expri-
mieren die peripheren Leukozyten verhaltnisméfdig wenig (bis nahezu keine) PNPO,
was ihnen eine Konversion von PN zu PLP unmdglich macht. Somit ware nach PN-
Zufuhr auch keine intrazellulare PDXP-abhé&ngige Dephosphorylierung von PLP zu PL
maoglich. So ist die erhdhte PDXP-Aktivitat im physiologischen Milieu Vollblut vermut-
lich den Erythrozyten zuzuschreiben. Es ist nicht auszuschliel3en, dass das Blutplasma
und die darin enthaltenen Plasmaproteine, Antikbrper sowie Hormone einen aktivie-

renden Einfluss auf die erythrozytare Phosphatase-Aktivitat von PDXP haben kénnte.

ANDERSON ET AL. charakterisierten die Konversion von Pyridoxin zu Pyridoxalphosphat
bzw. Pyridoxal in menschlichem Blut. (82) Nach Inkubation des Vollblutes mit PN
untersuchten sie in vitro dessen PL(P)-Bildung. Die Autoren bestatigten eine statt-
findende Konversion von PN zu PLP bzw. PL sowie eine allmahliche Freisetzung von
PL ins Plasma. (82) Um zu prifen, ob in den hier untersuchten isolierten Erythrozyten
ebenfalls eine PL-Freisetzung nach extrazellular erfolgt, wurde in Pilotversuchen der
PL-Gehalt der extrazellularen Losung bestimmt. Die Messungen ergaben jedoch keine
nennenswerten PL-Konzentrationen auf3erhalb der Erythrozyten (unveréffentlichte
Daten). ANDERSON ET AL. wiesen einen linearen Zusammenhang zwischen dem ins
Plasma freigesetzte PL und der Menge an vorhandenem Plasma im Blut nach. Dem-
nach vermuteten die Autoren einen Faktor im Blutplasma, der die PL-Freisetzung ins
Plasma beeinflussen konnte. (82) Auch nach Zugabe von Plasma zu den isolierten
RBCs konnte extrazellular keine nennenswert hohere PL-Konzentration nachgewie-

sen werden (unveroffentlichte Daten).

Neben moglichen Faktoren im Blutplasma konnte es weitere Trigger zur Freisetzung
des gebildeten PLs nach extrazellular geben. DANIELCZOK ET AL. konnten die moleku-
laren Ablaufe in Erythrozyten beim Passieren einer Kapillare darstellen. (181) Dabei
spielen die bereits erwahnten Piezo-Kanéle (siehe Kapitel 7.3) eine Rolle. Der mecha-
nische Reiz, der durch den Kontakt beim Durchwandern der RBCs mit den Kapillaren
entsteht, fihrt zum Offnen der mechanotransduktiven Piezo-Kanéle. Daraufhin kommt

es zu einem Calcium-Einstrom, der weitere Kanale 6ffnet, was letztlich zu einem
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Wasserverlust und somit zur Schrumpfung der RBCs flhrt. Da es sich bei den Piezo-
Kanalen um unspezifische Kationenkanale handelt, ware es mdglich, dass auch PL,
z.B. gebunden an Lysin, auf diesem Wege die Erythrozyten verlasst. Wahrend der
Passage von engen Kapillaren kommt es zudem zur Interaktion von Erythrozyten mit
Leukozyten. (182) So ware es durchaus vorstellbar, dass die Leukozyten einen Stimu-
lus zur erythrozytaren Freigabe von PL darstellen, zumal diese aufgrund ihrer geringen

Expression von PNPO auf die Versorgung mit PL angewiesen sein kdnnten.

Insgesamt ermoglicht die Fahigkeit zur Konversion von Pyridoxin zu Pyridoxal dem
Organismus gewissermal3en metabolische Flexibilitat. Unabhangig davon, welche
Form der B6-Vitamere durch die Nahrung aufgenommen wird, erlauben die Erythro-
zyten die Umwandlung in den Kofaktor PLP. Zudem scheint durch den Schritt der
PDXP-vermittelten Hydrolyse von PLP zu PL eine Versorgung anderer Gewebe oder
Zellen mit PL(P) maoglich.

7.5 Altersbedingter Rickgang erythrozytarer PLP-Konzentrationen

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, nimmt das physiologische Alter der Mause
Einfluss auf deren erythrozytare PLP-Konzentrationen. Sowohl im Wildtyp- als auch
im Knockout-Tiermodell liel3 sich ein signifikanter zeitlicher Rlickgang des PLP-Levels
nachweisen. In PDXP-defizienten Mausen betrug der Rickgang ~2,7 umol PLP/L
RBCs pro 100 Lebenstagen im Vergleich zu 1,4 pumol PLP/L RBCs pro 100 Lebens-
tagen in WT-Mausen. In der Literatur wurden bereits altersbedingte Schwankungen im
Vitamin B6-Metabolismus beschrieben, die sich jedoch auf Analysen des Plasmas
beziehen. So ermittelten FUKUWATARI ET AL. HPLC-basiert die Plasma PLP-Konzentra-
tionen aus mannlichen Wistar Ratten unterschiedlichen Alters. Im Vergleich von 8-
Wochen alten mit 80-Wochen alten Tieren, konnten diese Autoren ein verringertes
Plasma PLP-Level der alteren Tiere feststellen. (183) Die Analyse der PLP-Plasma-
konzentration in Abhangigkeit vom Alter der hier gewéhlten Tiere ist kein Gegenstand
dieser Arbeit, da PDXP auch aufgrund der intrazellularen Lokalisation offenbar keinen

Einfluss auf die Plasma PLP-Konzentrationen hat.

Ungeachtet dessen stellt sich die Frage, welche Mechanismen fir die altersbedingte
PLP-Abnahme im Plasma verantwortlich sein kdnnten. HAMFELT, A. setzte sich bereits
in menschlichen Individuen damit auseinander und beschrieb mogliche Ursachen, die

auch far eine alterskorrelierte erythrozytare PLP-Verringerung in Mausen in Frage

84



Diskussion

kdmen. (184) So koénnten eine [1] Vitamin B6-Mangelernahrung, [2] eine gestotrte
Resorption im Darm, [3] eine vermehrte Ausscheidung Uber den Urin, oder [4] eine
verminderte PLP-Synthese durch die verantwortlichen Enzyme eine Rolle spielen.
(184) Es muss jedoch betont werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit als alter
bezeichneten Tiere maximal mittelalten Erwachsenen gleichkommen wirden (bezo-

gen auf das Menschenalter).

[1] Unterschiede in der Nahrung lassen sich in den hier durchgefuhrten Versuchen
grof3tenteils ausschliel3en, da die Tiere identisches Futter auf gleicher Weise erhielten.
[2] Da die intestinale Aufnahme von Pyridoxin vermutlich Uber einen Carrier-vermit-
telten Mechanismus sowie passive Diffusion erfolgt, wéaren weitere Studien zur Bewer-
tung der intestinalen Resorption von B6-Vitameren in alteren Mausen hilfreich. (70-73)
[3] HPLC-basierte Untersuchungen von FUKUWATARIET AL. zur Messung von 4-
Pyridoxinsaure (dem Abbauprodukt von Vitamin B6) im Urin mannlicher Ratten erga-
ben keine erhdéhte Exkretion von 4-Pyridoxinsaure in élteren Tieren. (183) Das wirde
die These einer vermehrten Vitamin B6-Ausscheidung relativieren.

[4] Um einen Anhaltspunkt auf eine mogliche verringerte PLP-Synthese als Ursache
des dargestellten alterskorrelierten Rickgang der PLP-Konzentrationen in Erythro-
zyten zu bekommen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Tiere jeweils verschiedener
Altersgruppen auf ihre erythrozytare Enzymexpression von PNPO, PDXK und PDXP
hin analysiert (siehe Kapitel 6.7.3, Abbildung 30). Dabei konnte in den jingeren Tieren
beider Genotypen (WT und PDXP-KO) eine signifikant vierfach erh6hte PNPO-Expres-
sion festgestellt werden. Unter der Annahme, dass die PNPO-vermittelte Oxidation
den limitierenden Schritt bei der PLP-Synthese darstellt (157), konnten derart erhéhte
PNPO-Expressionen der jingeren Tiere durchaus fur die héheren erythrozytaren PLP-
Level verantwortlich sein. Zudem scheint ein linearer Zusammenhang zwischen der
PNPO-Expression und der erythrozytaren PLP-Konzentration zu bestehen (unver-
offentlichte Daten). Eine erhohte PNPO-Expression darf jedoch nicht ohne weiteres
mit einer erhdhten Enzymaktivitat gleichgesetzt werden. Dafir wéren kiinftige Studien

zur Bestimmung der PNPO-Aktivitat in murinen Erythrozyten erforderlich.

Fur den nachgewiesenen alterskorrelierten Ruckgang erythrozytarer PLP-Konzen-
trationen scheint die PDXP keine (oder nur eine untergeordnete) Rolle zu spielen,
zumal sich diese Erscheinung gleichermalRen in den PDXP-defizienten Knockout-
Tieren abzeichnet. Die Phosphatase-Aktivitdtsbestimmungen aus jingeren Wildtypen
verglichen mit Alteren ergaben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der
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PDXP-Aktivitat trotz variierender PLP-Level (siehe Kapitel 6.7.2, Abbildung 29). So
scheint vor dem Hintergrund analysierter Enzymexpressionen eher die erhdhte PNPO-
Expression in den jungeren Tieren einen Hinweis auf ihre erhéhten PLP-Konzen-

trationen zu liefern.

7.6 Vitamin-B6 Metabolismus in Hippocampi

Neben dem Aminosaurestoffwechsel stellt PLP im Gehirn fur die Synthese einiger
Neurotransmitter einen wichtigen Kofaktor dar. (47) Es wird jedoch angenommen,
dass die phosphorylierten B6-Vitamere die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kbnnen
und in Form ihrer Vorstufen PN, PL bzw. PM aufgenommen werden mussen. (77-79,
178) Ahnlich den Erythrozyten schlieRt der vermutete Metabolismus zur Herstellung
von PLP im Gehirn dabei die PDXK-abhangige Phosphorylierung sowie die darauffol-
gende PNPO-katalysierte Oxidation zu PLP ein. Das Angebot an unphosphorylierten
Vitamer-Vorstufen, insbesondere PL, wird dabei vom Blut bezogen. (77) WAYMIRE ET
AL. konnten zeigen, dass Mause mit fehlender Aktivitat der TNSALP (tissue non-speci-
fic alkaline phosphatase) reduzierte PLP-Konzentrationen im Gehirn aufwiesen. Das
Ektoenzym TNSALP hydrolysiert PLP im Plasma zu PL. Bei fehlender Aktivitat der
TNSALP wurden erhohte Plasma PLP- sowie erniedrigte Plasma PL-Konzentrationen
nachgewiesen. Die erniedrigten PLP-Konzentrationen im Gehirn bei nachgewiesenen
reduzierten Plasma PL-Konzentrationen wirden die These, dass Hirnzellen zur PLP-
Synthese auf das Plasma PL-Angebot angewiesen sind, stitzen. (185) Wie bereits
oben erwahnt, wurde in einigen Studien ein altersabhéngiger PLP-Riuckgang im
Plasma nachgewiesen. (148, 184, 186) Es ware vorstellbar, dass sich daher auch im

Hirngewebe altersabhangige Einflisse auf den Vitamin-B6 Metabolismus ergeben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die PLP-Konzentrationen isolierter Hippocampi aus
WT- und PDXP-defizienten Mausen chromatographisch analysiert und ebenfalls in
Abhangigkeit vom jeweiligen Alter des Tieres betrachtet (siehe Kapitel 6.8.1). Die
analysierten Mause deckten dabei eine Altersspanne von 14-391 Tagen ab. Es liel3
sich eine gewisse Dynamik der PLP-Level in beiden Genotypen beobachten, die aus
einem anfanglichen Anstieg der PLP-Konzentrationen mit darauffolgendem Rickgang
bis auf die Anfangswerte gekennzeichnet war (siehe Abbildung 31). FONDA ET AL.
analysierten die PLP-Level in Gehirnen aus C57BI/6J Mausen aus unterschiedlichen
Altersgruppen. (77) Sie konnten dabei keinen signifikanten Unterschied in der PLP-

Konzentration zwischen den Altersgruppen nachweisen. Die analysierten Tiere lagen
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dabei mit 10-33 Monaten jedoch auf3erhalb des hier untersuchten Zeitrahmens. So
waren auch im Hippocampus ahnlich konstante PLP-Konzentrationen ab dem
1. Lebensjahr der Tiere denkbar, zumal deren PLP-Level bereits gegen Ende des hier
untersuchten Zeitrahmens wieder nahezu auf die Anfangswerte gesunken sind. Wei-
tere Studien zur Bestimmung hippocampaler PLP-Level aus alteren Mausen erschie-

nen zur Vervollstandigung sinnvoll.

Obwonhl die steady state PLP-Konzentrationen im Hirngewebe aus jungeren und alte-
ren Mausen nicht variierten, stellten FONDA ET AL. in den alteren Mausen eine erhohte
Aufnahme von radioaktiv markierten Pyridoxin fest. (77) Damit kénnten die abfallenden
Plasma PLP-Level alterer Mause erklart werden, die womdglich auf Kosten der
erhohten Vitamer Aufnahme aus dem Plasma zur Aufrechterhaltung der Hirn PLP-
Konzentrationen im Alter entstinden. Der hier festgestellte Anstieg des PLP-Levels bis
zum 3. Lebensmonat der Mause liel3e sich durch eine in dieser Zeit vermehrten
Synthese von Neurotransmittern erklaren. Tatsachlich gibt es in der Literatur Hinweise
auf eine signifikant erhéhte hippocampale Noradrenalin-Konzentration in den ersten
drei Lebensmonaten von M&usen. Es wird davon ausgegangen, dass die Entwicklung
von Noradrenalin sowie Serotonin ein Uberwiegend postnatales Ereignis darstellt.
(187, 188) Generell wiesen die KO-Mause, verglichen mit gleichaltrigen Wildtyp-
Mausen, jeweils rund doppelt so hohe hippocampale PLP-Konzentrationen auf.
JEANCLOS ET AL. konnten fur das gesamte Hirngewebe entsprechend fast dreifach
erhohte PLP-Konzentrationen in den PDXP-defizienten Tieren feststellen. (47)

Auch im Gehirn wird PLP PDXP-abhangig zu PL hydrolysiert. (47, 77, 89) Die Unter-
suchungen von FONDA ET AL. zum Vitamin B6-Metabolismus im Hirngewebe jlingerer
und &lterer Mause zeigten zudem eine erhohte PLP-Hydrolyse in den alteren Mausen.
(77) Daraus folgerten sie entweder eine erhohte Phosphatase-Aktivitat in alteren M&u-
sen oder eine vermehrt vorliegende ungebundene Form des PLPs, in der PLP leichter
hydrolysiert werden kénnte. Die in Kapitel 6.8.2 dargestellte vierfach hohere hippo-
campale PDXP-Expression in alteren Mausen (255-456 Tage) im Vergleich zu Jinge-
ren (18-60 Tage) konnte eine Erklarung fur die von FONDA ET AL. beschriebene erhdhte
PLP-Hydrolyse in ihren alteren Mausen (915-946 Tage) sein. An dieser Stelle wéren
Assays zur Messung der Phosphatase-Aktivitat sicherlich hilfreich, da eine erhéhte

Expression nicht ohne weiteres zu einer hoheren Aktivitat des Enzyms fihren muss.
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Analysen zum freien PLP (siehe Kapitel 6.9) ergaben im Hippocampus einen deutlich
hoheren Prozentanteil des freien PLPs am gesamten PLP, verglichen mit Erythro-
zyten. Unter der bereits erwéhnten Problematik (Kapitel 7.2), die freies PLP fur Zellen
darstellt, erscheint es auf3erst erstaunlich, dass die Hirnzellen eine vierfach (im WT)
bzw. siebenfach (im KO) hohere freie PLP-Konzentration aufweisen. Natirlich muss
an dieser Stelle betont werden, dass der definierte Begriff freies PLP durchaus die
Bindung an beispielsweise Dopamin oder andere Neurotransmitter zulasst. Im Hippo-
campus konnte zudem ein deutlicher Unterschied in den freien PLP-Konzentrationen
zwischen den Genotypen festgestellt werden. So stellt sich der Anteil des freien PLPs
in der PDXP-defizienten Maus um rund 1/3 gr6Rer dar als im Wildtyp. Trotz der
potenziell grolReren Problematik, die eine grol3ere Menge an freiem PLP mit sich
bringen kann, sind die KO-Tiere lebensfahig. Der PDXP-Knockout scheint sogar Vor-
teile mit sich zu bringen. So wiesen die PDXP-defizienten Tiere in Verhaltensstudien
verbesserte rAumliche Lern- und Gedachtnis-Funktionen auf, die sich vermutlich aus
den nachgewiesenen héheren GABA-Leveln der KO-Tiere ergeben. (47) Ein leicht
angstliches Verhalten konnte jedoch fur die PDXP-defizienten Tiere festgestellt
werden. (47) Der grol3ere Anteil an freiem PLP in der KO-Maus konnte aber die
Ursache fir die Entwicklung von Pathophysiologien darstellen, die erst unter dem

Einfluss erheblicher Stresssituationen zum Vorschein kamen.
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7.7 Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Die Arbeitsgruppe Gohla konnte bereits demonstrieren, dass die Phosphatase PDXP
an der Regulation zellularer PLP-Konzentrationen von Gehirn, Erythrozyten und
Skelettmuskel beteiligt ist, und ein PDXP-Ganzkdrperknockout erhdhte PLP-Level
aufweist. (47) Im Rahmen dieser Arbeit lieBen sich die erhdéhten PLP-Spiegel in
Erythrozyten und im Hippocampus bestatigen. Dartber hinaus konnte erstmals eine
endogene Phosphatase-Aktivitat von PDXP in Erythrozytenlysaten ex vivo erfasst
werden. Dies eroffnet die Moglichkeit zur Charakterisierung des erythrozytaren Vitamin
B6-Metabolismus auf einer physiologischeren Ebene verglichen mit in vitro Studien.
KNOBLOCH ET AL. synthetisierten hydrolysestabile PLP-Analoge, die in vitro bereits
inhibitorische Wirkung auf die Phosphatase PDXP zeigten. (189) Weiterflihrende
Experimente zur Testung dieser Substanzen ware nun auch in Erythrozytenlysaten

maoglich.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphatase PDXP nicht an der
Mobilisation zellularem PLPs wéhrend Fastenzeiten beteiligt ist. So missen andere
Mechanismen existieren, die eine erythrozytare PLP-Mobilisation zulassen. Kirzlich
identifizierte mechanotransduktive Kationenkanale, die auf der Erythrozytenmembran
exprimiert sind, konnten dafir in Frage kommen. (173, 174) Erste Experimente zur
erythrozytdren Konversion von Pyridoxin zu Pyridoxal wéhrend Nahrungszufuhr
lieferten vielversprechende Ergebnisse. Die signifikanten Unterschiede in der PL-
Formation zwischen Wildtyp- und Knockout-Mausen machten deutlich, dass die
Phosphatase PDXP als Converter von PN zu PL in den Erythrozytenlysaten arbeitete.
Fur humane Erythrozyten wird in der Literatur angenommen, dass konvertiertes
Pyridoxal die RBCs verlasst. (82) Auf welche Art und Weise Pyridoxal die Erythrozyten
verlasst, ist bisher noch ungeklart. Auch hierbei kdnnten wiederum die von den RBCs
exprimierten mechanotransduktiven Kationenkanale eine Rolle spielen. Dazu wéren
Folge-Experimente mit Aktivierung dieser Kationenkanéle, beispielsweise durch
Induktion von Scherstress, und die anschlieBende Messung der PL-Konzentrationen
in Erythrozytenlysaten interessant.
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8 ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY

8.1 Zusammenfassung

Die Phosphatase PDXP (auch bekannt als Chronophin) gehért zur Familie der HAD
Phosphatasen, einer ubiquitdr exprimierten Enzymklasse mit wichtigen physiologi-
schen Funktionen. PDXP zeigt Phosphatase-Aktivitdt gegenlber seinem Substrat
Pyridoxal 5°-Phosphat (PLP), der aktivierten Form von Vitamin B6. PDXP-defiziente
Mause (Knockout-Mause) weisen im Vergleich zu Wildtypen verdoppelte PLP-Konzen-
trationen in Erythrozyten sowie im Gesamthirn auf. (47) Vermutlich kommt PDXP
daher eine wichtige Funktion in Erythrozyten und im Hirn zu. Ziel dieser Arbeit war es,

erste Einblicke in diese Funktion(en) von PDXP zu erlangen.

Hierzu wurden HPLC-basierte Analysen der erythrozytdren PLP-Konzentrationen in
Wildtyp- sowie PDXP-defizienten Mausen durchgefihrt. Dabei lieRen sich die rund
doppelt so hohen erythrozytaren PLP-Level in den KO-Mausen bestéatigen. Zudem ist
es gelungen, eine Methode zur Messung der endogenen Phosphatase-Aktivitat von
PDXP in Erythrozytenlysaten zu etablieren. So konnte im Wildtyp anhand der Verringe-
rung der PLP-Konzentrationen pro Zeiteinheit eine erythrozytare PDXP-Aktivitat nach-
gewiesen werden. Dazu waren die Inkubation mit Pyridoxin, sowie die Anwendung
eines Inhibitors der PDXK notwendig. Eine bis dato vermutete Funktion der PDXP, zur
Mobilisation von erythrozytarem PLP wahrend Fastenzeiten, konnte ausgeschlossen
werden. So zeigte der Vergleich der erythrozytaren PLP-Konzentrationen aus gefas-
teten mit normal gefltterten Tieren in beiden Genotypen exakt dieselbe prozentuale
PLP-Verringerung. Wahrend Nahrungszufuhr liel3 sich jedoch eine Funktion der Phos-
phatase PDXP als ,Converter von Pyridoxin zu Pyridoxal erkennen. Ausgehend von
PN konnte im Wildtyp (Uber die Zwischenprodukte PNP und PLP) eine PDXP-abh&n-
gige Dephosphorylierung von PLP zu PL erfolgen. So wies der Wildtyp eine rund vier-
fach hohere PL-Produktion auf, verglichen mit der PDXP-defizienten Maus. Die
Phosphatase PDXP erwies sich als essenziell fur die erythrozytéare Konversion von
Pyridoxin zu Pyridoxal. Dadurch erreicht der Organismus eine metabolische Flexibili-
tat, die ihn bis zu einem gewissen Grad unabhangig von der Nahrungsauswahl macht.
Zudem konnen Zellen oder Organe, denen durch das Fehlen der PNPO, die Konver-

sion zu PLP nicht moglich ist, mit PL versorgt werden.

Aus der hohen Reaktivitdt von PLP mit umliegenden Nucleophilen ergibt sich eine
gewisse Problematik fur die Zelle im Umgang mit freiem PLP. So liegt der Grol3teil des
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erythrozytaren PLPs gebunden an Proteine (vor allem Hamoglobin) vor. (23, 76)
Anhand von Filtern (MWCO, 3000) lief3 sich zwischen der hier definiert als ,freien“ und
der ,gebundenen® Form von PLP differenzieren. So konnten erste Erkenntnisse zur
Rolle von PDXP als Determinator freier PLP-Konzentrationen in Erythrozyten und
insbesondere im Hippocampus erlangt werden. Im Hippocampus ergaben sich
insgesamt deutlich hthere Konzentrationen an freiem PLP als in den Erythrozyten und
es bestand zudem ein Unterschied zwischen den Genotypen. So wiesen die KO-
Mause ~1/3 hohere freie PLP-Konzentrationen im Vergleich zu den Wildtypen auf.
Schlie3lich konnte ein Effekt des Tieralters auf den PLP-Metabolismus festgestellt
werden. Sowohl in den Erythrozyten als auch im Hippocampus ergaben sich
alterskorrelierte Anderungen ihrer PLP-Konzentrationen. Zudem zeigten Western Blot
Analysen altersbedingte Unterschiede ihrer Vitamin B6-Enzymexpressionen. So
wiesen altere Wildtypen im Hippocampus eine flnffach erhdhte PDXP-Expression
verglichen mit jingeren Tieren auf. In den Erythrozytenlysaten hingegen zeigten éltere
Tiere beider Genotypen eine rund vierfach geringere PNPO-Expression gegeniber
jingeren Tieren. Die mit dem Alter eintretende physiologische Verringerung der
erythrozytaren PNPO-Expression wirde somit fur den Organismus einen Verlust
seiner metabolischen Flexibilitdt bedeuten, die mit der Konversion von PN zu PL

einhergenht.

8.2 Summary

The phosphatase PDXP, also called Chronophin, is a member of the ubiquitously
expressed HAD-phosphatases, which have some important physiological functions in
the organism. Its substrate pyridoxal 5 -phosphate (PLP) is the active form of vita-
min B6, an important cofactor of several reactions. PDXP-deficient mice (KO-mice)
have PLP-concentrations in erythrocytes and in the whole brain twice as high as wild-
type mice. (47) It is assumed that PDXP therefore has an important function in erythro-
cytes and in the brain. The aim of the study was to gain initial insights into these
functions of PDXP.

For this purpose, HPLC-based analyses of the PLP-concentrations in erythrocytes
from WT- and KO-mice were carried out. The doubled PLP-levels in the RBCs of KO-
mice could be confirmed. In addition, a method for measuring the endogenous phos-
phatase activity of PDXP in red cell lysates was established. The activity of PDXP
could be measured by the reduction of its substrate PLP over time. This required the
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incubation with pyridoxine and the inhibition of PDXK by ginkgotoxine. An assumed
function of PDXP in mobilization of PL(P) from the erythrocytes in fasting conditions
could be ruled out. Therefore, a comparison between the PLP-concentrations in RBCs
of fasted mice with normal fed ones was done. Surprisingly the fasted KO-mice showed
the same percentaged decrease of cellular PLP-level as the fasted WT-mice. During
vitamin B6 intake however, a function of PDXP as being a “converter” of pyridoxine to
pyridoxal was found. Starting with PN, a PDXP-mediated dephosphorylation from PLP
to PL could take place in the wildtype mice (via the intermediate steps PNP and PLP).
Consequently, the WT’s production of PL quadrupled compared to the KO’s. PDXP
turned out to be essential for the conversion of pyridoxine to pyridoxal in erythrocytes.
This conversion confers some metabolic flexibility to the organism and to a certain
extent makes it independent of the choice of food. Moreover, cells and organs, that
due to the absence of PNPO cannot produce PL(P) themselves, can be provided via

erythrocytes.

The high reactivity of PLP with surrounding nucleophiles poses a certain problem for
the cell in dealing with free PLP. The majority of the PLP in RBCs is bound to proteins
(primarily hemoglobin). (23, 76) It was distinguished between the here termed “free”
PLP and the bound PLP by using filter devices with a MWCO at 3 kDa. First insights
could be gained about PDXP as a determinant of free PLP-levels in erythrocytes and
hippocampus. The amount of free PLP in the hippocampus was significantly higher
than in the RBCs. Additionally, the hippocampus showed some differences in the con-
centration of free PLP between WT- and KO-mice. The level of free PLP in PDXP
deficient mice was one third higher than in wildtype mice. Finally, some correlation
between the age of the mice and their PLP-metabolism was found. The results
revealed changes of the PLP-concentrations with age in the RBCs and the hippo-
campus. Moreover, western blot analyses showed some age-related differences in the
expression of vitamin B6 enzymes. In the hippocampus older wildtype mice showed a
quintupled expression of PDXP compared to younger ones. However, western blot
analyses of red blood cell lysates from older animals revealed a lower expression of
PNPO by a factor of four. For the organism this physiological reduction of its PNPO
expression with age would mean a loss of metabolic flexibility, that is accompanied by

the conversion from PN to PL.
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