4 Diskussion

4 Diskussion

Fettsturen nehmen im menschlichen und tierischen Organismus eine Reihe wichtiger Funktionen ein.
Mengenm&ldg stehen dabel die gesditigten und ungeséitigten linearen diphatischen Carbonsauren im
Vordergrund, die insbesondere as Bestandtelle von Membranlipiden sowie ds Energiereserve in
Form von Triglyceriden ene zentrde Rolle spiden. Zur chemischen Substanzklasse der
Carbonséuren gehdren aber auch komplexere Molekile, wie bspw. «a-Hydroxysduren oder
Hormone, wie Prostaglandine, andere Eikosatriene oder Retinsaure.

Die p-Oxidation linearer FettsBuren zur Energiegewinnung it bel hoheren Eukaryoten fast
auschlieldich auf die Mitochondrien beschrénkt. Inzwischen hat sich jedoch herausgestdlt, dal3 auch
die sogenannten Peroxisomen Uber einen andogen [-Oxideationswveg verfigen, der sch in enigen
Punkten vom mitochondrialen Abbauweg unterscheidet. Einer der wesentlichen Unterschiede i, dal3
bel der Oxidation der Acyl-CoAs die Reduktionsaquivaente nicht Uber eine Dehydrogenase auf die
Atmungskette Ubertragen werden, sondern, in einer fur Peroxisomen typischen Resktion, durch ene
Oxidase auf molekularen Sauerdtoff. Dabel kommt es zur Bildung von H,O,, das dann durch
Kataase in HO und O, disproportioniert wird.

Vor dlem aber snd Peroxisomen im Gegensatz zu Mitochondrien in der Lage, auch komplexere
Fettsduren zu oxidieren, z.B. solche mit Kettenldngen von mehr as 22 C-Atomen, langkettige
Dicarbonsduren oder methylverzweigte Fettsiuren. Peroxisomen dienen damit weniger der

Energiegewinnung as vidmehr der zdluldren ,, MUllverbrennung'”.

Methylverzweigte Fettsduren werden nicht nur von einer Vidzahl verschiedener Organismen
synthetisert (Jakob, 1976), wie beispielsweise den Mycobakterien (Assdlineau, 1966), sondern
entstehen auch beim Abbau von Isoprenoiden. Den quantitativ bedeutendsten Vertreter stellt hier
scher die Phytansdure (3,7,11,15-Tetramethylhexadecanséure) dar, die aus Phytol (3,7,11,15
Tetramethylhexadec-2-en-1-0l), einer Seitenkette des Chlorophylls, Uber die Nahrung in den
menschlichen Stoffwechsdl gelangt. Der Abbau von Phytanséure in den Peroxisomen kann aufgrund
der B-gandigen Methylverzweigung nicht Uber die 8-Oxidation erfolgen.
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Statt dessen mulid zuerst durch a-Oxidation die Carboxylgruppe oxidativ abgespaten werden, bevor
die, um eine Methylengruppe verkirzte Pristansaure (2,6,10,14-Tetramethyl pentadecansdure) Uber
die f-Oxidation weiter abgebaut werden kann, da sich die betreffende Methylgruppe der
Prigtansdure jetzt in a-Stellung befindet.

Ein wesentliches Problem bem Abbau a-methylverzweigter Fettsiuren it ihre Stereochemie.
Phytansdure kommt natirlicheeweise ds (BR7R11R)- und (3S7R11R)-Diastereomer vor
(Ackman, 1967). Da die a-Oxidation die Podtion des g-gandigen Wasserstoffatoms nicht
verandert (Avigan et al., 1966; Fingerhut et al., 1993), fdlt die daraus resultierende sowie auch die
nattrrlich vorkommende Pristansaure als Gemisch von zwel verschiedenen Stereoisomeren an, der
(2RBR10R)- und (2S6R 10R)-Pristansdure (Lough, 1973). Die am welteren Abbau beteiligten
mitochondriden Acyl-CoA-Dehydrogenasen und peroxisomaen Acyl-CoA-Oxidasen konnen
dereogpezifisch nur Subgtrate mit einer S-Methylgruppe in (S)-Konfiguration  umsetzen
(Schmitz & Conzelmann, 1997). Fir die Oxidation methylverzweigter Fettsduren ist deswegen die
Exisenz von Enzymen notwendig, die in der Lage sind, die Stereoisomere von der R)- in die (S-
Konfiguration zu Uberfihren. 1994 konnte aus Rattenleber eine spezifische a-Methylacyl-CoA-
Racemase isoliert werden, die die a-methylverzweigten Fettsturen ds Coenzym A-Thioester
isomeridert (Schmitz et al., 1994).

In der hier vorliegenden Arbelt wurde zunéchst die a-Methylacyl-CoA-Racemase aus humanem
Gewebe isoliert und im Verglech zu dem entsprechenden Enzym aus Rattenleber biochemisch
charakterisert. Anschlief?end wurde die Racemase pardld zu den Enzymhomologen von Ratte und
Maus molekularbiologisch andysert. Subgtratspezifitéat und subzdluldre Lokdisation waren fir die

physiologische Rolle der Racemase hierbel von besonderem Interesse.

Reaktionsmechanismus und Aktivitatsbestimmung

Die a-Methylacyl-CoA-Racemase katalysiert unter Umkehr der Konfiguration am Stereozentrum
den Austausch des Acyl-a-Protons gegen ein Proton aus H,O (Schmitz et al., 1994).
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Analog des podiulierten Resktionsmechanismus fir die Methylmaonyl-CoA-Racemase (Stabler et
al., 1985), kénnte der Austausch tber die Abstraktion des a-Protons durch eine basische Gruppe
und der Bildung enes resonanzgtabiliserten Carbanions erfolgen (Mazumder, 1962), wobel der
schndlle Augtausch auf einen Mechanismus schlief3en |8, an dem zwel Basen betelligt Sind.
Baserend auf dem schndlen Audausch des «-Protons, wurde, entsprechend der Aktivitéts
bestimmung der Methylmaonyl-CoA-Racemase (Stabler et al., 1985), durch den Einsatz von |o-
3H]-a-Methylacyl-CoAs eine radiometrische [3H]H,O-Mel3methode fur die a-Methylacyl-CoA-
Racemase entwickdt (Schmitz et al., 1994). Ba dieser indirekten Aktivitdsbestimmung der «-
Methylacyl-CoA-Racemase mulde zundchst sichergestellt werden, dal3 die [3H]H,O-Bildung in
eder Linie auf die Racemasesktivitét selbst und nicht auf die Aktivité konkurrierender Enzyme
zurlickgeht. Beispid sweise zeigte Rhead fur die [3H]H,O-Bildung aus [2,3-H]Butyryl-CoA enen
sgnifikanten Einfluf3 der beteiligten Oxidasen und Dehydrogenasen (Rhead et al., 1981). Fir die a-
Methylacyl-CoA-Racemase aus Ratte wurde hingegen nachgewiesen, dal3 die Aktivitét der
peroxisomden  a-Methylacyl-CoA-Oxidase und  mitochondridlen  a-Methylacyl-CoA-
Dehydrogenase in keinem quantitativen Zusammenhang zur Freisetzung von [3H]H,O aus [2-3H]
Pristanoyl-CoA steht (Schmitz et al., 1994). Wie hier gezeigt wurde, geht in menschlichen Geweben
die [3H]H,O-Bildung aus [2-*H]Pristanoyl-CoA fast ausschlieflich auf die Aktivitd der -
Methylacyl-CoA-Racemase zurtick. In Immunpréazipitationstests wurde mit Antikorpern gegen die
Racemase ene vallgéndige Hemmung des Protonenaustauschs in Humanleberextrakten erreicht
(2.2.6.2). Daneben konnte bel der Trennung von Racemase und Dehydrogenase gezeigt werden,
dal? der Anteil der Dehydrogenase an der Bildung von [3H]H,O vernachléssgbar gering it (Schmitz
et al., 1994).

Die radiometrische Messung der [3H]H,O-Freisetzung zur Bestimmung der Racemaseaktivitét ist aus
mehreren  Grinden  vortellhaft. Im  Gegensatiz  zur direkten Methode anhand einer
gaschromatographischen Produktandyse ist se sehr schnell durchfthrbar und auRerst empfindlich.
Sdbg in subzdluld&ren Fraktionen sowie in Homogenaten von Fibroblasten und fetden Zdlen, in
denen nur ene geringe Racemasesktivitét zu verzeichnen ig, 18% die hohe Empfindlichkelt dieser
Messung ene zuverldssge Aussage zu. Da auch geringe Mengen von [3H]H,O noch genau gemessen
werden konnen, kann die Inkubationszeit kurz gehdten werden. Die [3H]H,O-Austauschmethode ist

deswegen weniger soranfdlig gegeniiber inhibierenden Faktoren.
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Bea Messungen in Rohextrakten bzw. nur wenig angereicherten Pr8paraten it die Messung der
[BH]H.O-Freisetzung gegentiber der direkten Produktbestimmung insofern von Vortell, ds dal3 das
Ergebnis vom weiteren Abbau des Produkts nicht beeinflufd wird.

Die Aktivitéasbestimmung Uber die radiometrische Messung der [3H]H,O-Bildung konnte aus diesen
Grinden nicht nur zur Verfolgung der Proteinrenigung und der Untersuchung der enzymatischen
Eigenschaften des humanen Enzyms, sondern daneben auch fur diagnostische Zwecke eingesetzt
werden. Die exakte Bestimmung der Racemaseektivitét in Zellen fetaler Herkunft, wie Chorionzyten
und Amnionzyten, ermdglichte darlber hinaus den Einsaiz diessr Mef3methode in der
Prénataldiagnostik (Sehe 3.3.9).

Biochemische Char akteriserung

Die a-Methylacyl-CoA-Racemase wurde aus Humanleber zur Homogenitét gereinigt. Die mittels
SDS-Geldektrophorese und Gdfiltration ermittelten Molekulargrof}en der a-Methylacyl-CoA-
Racemasen liegen mit 47 kDa fir das humane Enzym und 45 kDa fir das Rattenenzym dicht
beleinander. Da durch Gdfiltration und SDS-PAGE innerhab der Mef3genauigkeit dieselbe Grole
ermittelt wurde, mul’ die Racemase a's Monomer vorliegen. Dementsprechend zeigte das gereinigte
Enzym in der SDS-PAGE auch nur eine einzige Bande.

Gegentber Temperaturerhthungen Uber die physiologischen 37°C igt die humane Racemase &ullerst
empfindlich, bei einer Temperatur von 50°C liegt die Habwertszeit bei 15 min, das Rattenhomolog
zeigt dagegen auch nach 30 min noch keinen Aktivitétsverlug.

Die Racemasen aus Mensch und Ratte besitzen beide ein 8hnliches pH-Profil, das pH-Optimum des
menschlichen Enzyms it mit enem Wert von pH 8 dlerdings etwas dkdischer as das Optimum des
Rattenenzyms mit pH 7. Etwa 80 % der maximaen Aktivitdt der humanen Racemase werden im
Bereich von pH 6.5 — 9.0 erreicht. Bel pH-Werten unter 5.0 zeigt das Enzym keine Aktivitét, bel
einem pH-Wert Uber 9.5 kann die Aktivitét aufgrund der schnellen Hydrolyse der Thioestersubstrate
unter akaischen Bedingungen nicht mehr gemessen werden. Der isodektrische Punkt der -
Methylacyl-CoA-Racemase aus humanem Gewebe liegt mit einem Wert von pH 5.8 sehr dicht an
dem pl der Ratten-Racemase mit einem pH-Wert von 6.1.

Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen kinetischen Kongtanten des menschlichen Enzyms sind in
Tab. 4- 1 denen des Enzyms aus Rattenleber (Schmitz et al., 1994) gegenlbergestdlt. Wéhrend
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sch die ky-Werte etwa in dersdlben GrofRenordung bewegen, sind die Wechsdzahlen des
Rattenenzyms offenschtlich wesentlich hoher. Dabel it dlerdings zu berlickschtigen, dal? amphiphile
Substanzen, wie Acyl-CoAs, in wassriger Lésung Micellen bilden. Die Grofe und Struktur solcher
Aggregate und damit ihre Zuganglichket fir das Enzym, wie auch die damit im Glechgewicht
stehenden Konzentration an Monomeren, hangen von zahlreichen Faktoren &b, u.a von pH und

lonengtérke, so dal3 derartige Vergleiche nur mit Vorbehalt moglich sind (Tanford et al., 1967).

Mensch Ratte
K [UM] Priganoyl-CoA 172 76
THCA-CoA 31,6 60
Vima [Umoldmin?3 (mg Protein)’| Pristanoyl-CoA 0,1 35
THCA-CoA 03 31

Tab. 4- 1: Kinetische Konstanten der a-Methylacyl-CoA-Racemase aus Mensch und Ratte.

Im Wedernblot lield sich in Humanleberextrakten mit enem polyklonden Kaninchen-Antiserum
gegen die Racemase aus Rattenleber eine Bande, entsprechend eines Molekulargewichts von 45
kDa, anférben. Mit diesem monospezifischen Antissrum konnte in einem Immunprézipitationstest in
Rohextrakten aus Human- und Rattenleber sowohl die Freisetzung von [3H]H,O aus [2-
SH]Pristanoyl-CoA und [24,25-3H] Trihydroxycoprostanoyl-CoA as auch die Racemiserung von
(2R) und (29)-2-Methylmyristoyl-CoA verhindert werden. Neben der Kreuzreaktivitét zwischen
dem menschlichen und dem Rattenenzym konnte damit gleichzeitig nachgewiesen werden, dal3 beide
Aktivitdten, dso sowohl die [3H]H,O-Freisetzung ds auch die Racemigerung, zum sdben Enzym
gehdren.

Die Aktivitd der a-Mehylacyl-CoA-Racemase i nicht nur auf die Racemiserung von
a-methylverzweigten Acyl-CoAs, wie Prisanoyl-CoA und einiger seiner -Oxidationsprodukte
(2,6,20-Trimethylundecanoyl-CoA und 2,6-Dimethylpentanoyl-CoA) (Schmitz et al., 1994)
beschrénkt, sondern umfald dle Arten a-methylverzweigter Isoprenoidderivate. Inhibitionsstudien
mit verschiedenen Acyl-CoAs (Abb. 3-18) zeigten eine dgnifikante kompetitive Inhibition der
humanen Racemase mit 2-Methylacyl-CoAs mit ener Kettenl&nge von mindestens acht C-Atomen.

Neben den Coenzym A-Thioestern verzweigtkettiger Sauren (2-Methylmyristinsaure, Pristansiure)
werden auch CoA-Ester von  Steroidderivaten (THCA, DHCA) und aromatischer
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Phenylpropionsauren (Ibuprofenoyl-CoA) umgesetzt. Als Substrate der Racemase kommen
auschliefdich a-Methylacyl-Coenzym A-Thioester in Frage, freie Fettsduren, geradkettige oder (-
methylverzweigte Acyl-CoAs, wie z.B. Pamitoyl-CoA bzw. Phytanoyl-CoA werden nicht gebunden
(Schmitz & Conzelmann, 1997).

Entscheidend fir ene Racemiserung i demzufolge das Strukturmerkma ener a-Methyl-
carbonsaure. Fur die Erkennung und spezifische Bindung der a-Methylgruppe spricht, dald weder
das lineare Padmitoyl-CoA noch das S-methylverzweigte Phytanoyl-CoA ads Subgrate bzw.
kompetitive Inhibitoren akzeptiert werden. Da darlber hinaus ausschligldich CoA-Thioester
umgesetzt werden, mul3 man von einer festen Bindung sowohl der a-Methylgruppe ds auch des
Coenzyms A ausgehen. Die Tasache, dald die Racemase sowohl verzweigte und cyclische
aiphatische as auch aromatische Saitenketten akzeptiert, deutet darauf hin, dal? der Rest hinter dem
a-C-Atom nicht spezifisch gebunden wird. Der Kohlenwasserstoffrest ist jedoch nicht ganz ohne
Einflu auf die Subgratbindung, da fir ene Inhibition der Enzymresktion eine Kettenlange von
mindestens acht C-Atomen erforderlich ist (Sehe 3.3.7).

Der Veglech der Proteinsequenz der Racemase mit den Sequenzen anderer CoA-bindender
Proteine erbrachte nicht, wie erhofft, einen Hinwels auf konservierte Sequenzmotive. Von finfzehn
derartigen Enzymen it bidang die 3D-Struktur aufgeklart. Der Vergleich dieser Strukturen ergab
zwar gewisse Ahnlichkeiten in der Art der Substratbindung — so ist die 3-Phosphatgruppe zur
wéssrigen Phase gerichtet - aber keine konservierten Bereiche fir die Interaktion von Protein und
Coenzym A (zur Ubersicht siehe Engel & Wierenga, 1996). Fir die CoA-Bindung werden somit
ancheinend keine sequenzidl homologen Aminosduresequenzmotive benutzt, vidmehr snd die

Aminosaurereste, die mit dem Subdirat interagieren, zum Tell weit Uber das Protein vertellt.

Aus pharmakologischer Sicht ist die Rolle, die die a-Methylacyl-CoA-Racemase im Stoffwechsd
von lbuprofen und &hnlichen andgetischen und entzindungshemmenden Substraten des 2-
Arylpropionsiuretyps spielt, von grol¥em Interesse. Wie hier ba Inhibitionsstudien gezeigt werden
konnte, it der CoA-Ester der 2-Arylpropionséure lbuprofen, der auch ds a-
Methylarylessgsiurederivat angesehen werden kann, in der Lage, die Racemasesktivitéat stark zu

inhibieren.
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Daneben wurde auch eine direkte Isomeriserung von Ibuprofenoyl-CoA durch die gereinigte a-
Methylacyl-CoA-Racemase nachgewiesen (Schmitz et al., 1994). In vivo konnte die Racemisierung
von |buprofen (Kaiser et al., 1976) und ihre pharmakologische Bedeutung (Adams et al., 1976)
schon 1976 gezeigt werden. Dal3 die Aktivierung zum CoA-Ester eine notwendige Voraussetzung
fur die Isomeriserung von Ibuprofen ist, wurde von Knihinicki und Chen nachgewiesen (Chen et al.,
1991; Knihinicki et al., 1989). 1993 konnte das diese Resktion katayserende Enzym ds
» 2-Arylpropionyl-CoA-Racemase’ aus Rattenleber gereinigt werden (Shieh & Chen, 1993). 1997
wurde die Racemase aus Rattenleber von C. Reichd und Mitarbeitern ds ,,2-Arylpropionyl-CoA-
Epimerase” genauer charakterisert (Reichd et al., 1997).

Biologische Funktion

Die «a-Methylacyl-CoA-Racemase kann CoA-Derivate sehr  unterschiedlicher  a-Methyl-
carbonsauren as Substrate akzeptieren. Mittlerweile krigtdlisert sch heraus, dal? die Racemase
nicht nur beim Abbau exogener verzweigtkettiger Fettsiuren, wie Prigtanséure, eine wichtige Rolle
spielt, sondern auch fir die Biosynthese von Galensauren von entscheidender Bedeutung ist. Thre
Beteiligung an der Gallensdurebiosynthese stellt wahrscheinlich die Hauptaufgabe der a-Methylacyl-
CoA-Racemase dar (Schmitz et al., 1994).

Die Gdlensdure-Intermediate THCA (3a,7c,12c-Trihydroxy-53-cholestan-26-saure) und DHCA
(3a,7a-Dihydroxy-53-cholestan-26-saure) konnen nur as (259-Ester stereospezifisch zu den
jewelligen Gdlensduren Cholséure bzw. Desoxycholséure weiter oxidiert werden (Pedersen et al.,
1996; Van Vedhoven et al., 1996). Natrlicherweise liegen Di- und Trihydroxycoprostansaure
jedoch zundchgt ds (25R)-Isomere vor, da be der mitochondriden Hydroxylierung der
Cholesterinsaitenkette ausschlieldich das (25R)-Stereoisomer anfédlt (Batta et al., 1983; Shefer et
al., 1978). Voraussatzung fur eine wetere Umsatzung der Gdlensiure-Intermediate it somit die
Racemisierung dieser Isomere.

1997 konnte gezeigt werden, dal3 die a-Methylcarbonséuren THCA und DHCA ds Substrate von
der a-Methylacyl-CoA-Racemase akzeptiert werden (Schmitz & Conzelmann, 1997). In Zdlinien
von Patienten mit enem generdigerten peroxisomaen Defekt (Zdlweger-Syndrom), in denen nur
noch eine geringe Restaktivitét der Racemase vorliegt, wurde in der vorliegenden Arbeit eine starke
Reduktion der H,O,-Bildung aus [24,25-3H] THCA-CoA nachgewiesen.
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(25R)- und (259)-THCA werden in der Ratte (Gustafsson, 1980) und im Menschen (Swdl et al.,
1981) in gleichem Ma3e zu Cholsdure umgesetzt. Diese Beobachtung 183 den Schlul zu, dal? eine
schndle Racemiserung des (25 R)- zum (25 S)-Isomer erfolgt.

Bisher igt nicht bekannt, ob es aul}er den Intermediaten der Gallensdurebiosynthese noch andere
endogene Substrate der a-Methylacyl-CoA-Racemase gibt. Ein gewisses Indiz in diese Richtung
ergibt sich aus enigen pathobiochemisch/ klinischen Beobachtungen, die bel Petienten gemacht
wurden, die an einer angeborenen Stoffwechsastérung der S-Oxidation verzweigtkettiger Fettsiuren
leiden, wie einem Defekt des MFE-II (multifunktionelles Enzym 2). MFE-II ist fUr die peroxisomae
B-Oxidation von 2-Methylacyl-CoAs notwendig, es handdt sch hierbe um an trifunktiondles
Enzym mit Enoyl-CoA-Hydratase-, 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase- und Enoyl-CoA-
Isomerase-Aktivitdt. Bei Petienten mit enem MFE-II-Defekt kommt es neben den erwarteten
hepatischen Dysfunktionen von Geburt an zu schweren neurologischen Audfalerscheinungen (Suzuki
et al., 1997; van Grunsven et al., 1998). Es missen aso auch verzwelgtkettige Substrate
endogenen Ursprungs exigtieren, die Uber diesen Weg in dlen Geweben verstoffwechselt werden
und fUr deren Abbau die Racemase zumindest zum Tell notwendig sein sollte. Es konnte gezeigt
werden, dal3 die Racemase in alen untersuchten menschlichen Geweben exprimiert wird. Allerdings
ig ihre Aktivitédt gewebsspezifisch ausgeprégt. In Leber und Niere ist eine besonders hohe
Enzymaktivité zu finden, sehe 34.3.

Zur genaueren Kldrung der physiologischen Rolle der a-Methylacyl-CoA-Racemase und der
Konsequenzen eines moglichen Enzymdefekts kann das zur Zeit etablierte transgene Mausmodd| mit
enem a-Methylacyl-CoA-Racemase-Defekt weitere Aufschllisse bringen. Nach dem derzeitigen
Kenntnisstand wirde ein Ausfal der Racemase sowohl die Galensaurebiosynthese ds auch den
Pristanséureabbau blockieren. Allerdings wurden bisher keine eindeutigen Racemase-Defekte beim
Menschen beschrieben. In enigen Fédlen, zB. be isolieter THCA/DHCA-Speicherung in
Fibroblasten (Wanders et d., 1991) oder gleichzeatiger Erhthung des Serumspiegels von
THCA/DHCA und Phytansdure (Christensen et d., 1990) wurde ein Defekt der a-Methylacyl-
CoA-Racemase diskutiert. Eine isolierte Pristansdurespeicherung wurde noch nicht beschrieben.
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cDNA-Sequenzanalyse

Die cDNA-Sequenz der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase besteht aus 2039 Nukleotiden mit
einem offenen Leseraster von 1146 Nt. Die unterschiedlichen GroRen der cDNA-Sequenzen von
2039 Nt beim Menschen, 1749 Nt der Ratte und 1532 Nt der murinen Sequenz, beruhen auf den
unterschiedlichen untrandatierten Bereichen an den 5- und 3-Enden. Die humane 5-UTR-Sequenz
besteht aus 88 Nukleotiden, bel der Ratte wurde eine Sequenz von 197 Nt ermittelt werden
(Schmitz et al., 1997). Die cDNA der Maus besitzt dagegen eine kiirzere untrandatierte Region am
5-Ende. Im trandatierten Bereich fehlt der murinen cDNA ein komplettes Basentriplett von Pogition
124-126 bp (Schmitz et al., 1997). Der C-Terminus beim Menschen endet mit der Sequenz —
KASL und unterscheidet sich damit nur unwesentlich von dem Sequenzmotiv —-KANL von Ratte und
Maus, das ds sogenanntes PTS I-Motiv (peroxisomal targeting signal) schon von viden
Saugetier-Katalasen bekannt ist (Purdue & Lazarow, 1996) und auf das spéter noch naher
eingegangen wird. Zwischen den untersuchten Spezies herrscht grofie Ubereingtimmung hinsichtlich
der cDNA-Sequenz der a-Methylacyl-CoA-Racemase. Wie in Abb. 4- 1 gezeigt wird, liegt
zwischen den Nagetieren Ratte und Maus eine Sequenzidentitét von 86,5 % vor. Im Vergleich zum

Menschen snd zur Ratte immerhin noch 79,5 % und zur Maus 79,3 % |dentitét vorhanden.

Rat t e cDNA 109 L . GTGGAAACT
Ratte cDNA -100 AGITTTCAGG GCTGCGAGGG AGACACCCAG TGGACTACCA CAGCCTTTGG
Ratt e cDNA -50 TCTAAGTAGI GAGGTGCTTG GGTACCTTTA GICACGTAGT GCGGGGTGAG
10 20 30 40 50

%Ensch Cgm 1 GGCGCCGGGA TTGGGAGGGC TTCTTGCAGG CTGCTGGGCT GGGGCTAAGG
us CDINA e e e e e e e e
Ratte cDNA AGTAAGGATT CAGGCCGCGC AGTGAGAGTG TCAGAAGAGG ACCCGCACAA
60 80 90 100

Mensch cDNA 51 GCTGCTCAGI TTCCTTCAGC GGGGCACTGG GAAGCGCCAT GGCACTGCAG
Maus cDNA A*C*A* *GCTG**AT G TG ***GI
Ratte CcDNA CACGGGGITG TCAAGGTCCG GAGA* CGFA* *GITG **AT G *G *** Gl
110 120 130 140 150

Mensch cDNA 101 GGCATCTCGG TCATGGAGCT GTCCGGCCTG GCCCCGGECC CGTTCTGIGC
Maus cDNA Kokk (GEk AGF* KT(GFrkrkkkk k(GF Ak kkkkk kkkkkkkk (GF kkkkkxkk Ok
Ratte cDNA Kkk (GER AGF* *TCH* **kkk k(G Axkkkdhk kkkkk Akk (GF *kkkxkx* Gk G
160 170 180 190 200

Mensch cDNA 151 TATGGICCTG GCTGACTTCG GGGCGCGTGT GGTACGCGTG GACCGGECCCG
Maus cDNA PArkkkkxkkkk kk (Grkkxkkkk ok Chk CGAGH* **x* (Grrxrk* Akkkkxx TG
Ratte cDNA Grrx [r*kkk *k(Grhkkkhrk *Chx CGAGH* *** GrTH*** **% Ak Ak TGH
210 220 230 240 250

Mensch cDNA 201 GCTCCCGCTA CGACGIGAGC CCGCTTGGGCC GGGGCAAGCG CTCCGCTAGIG
Maus cDNA kkkkk o ANC GGFAYFAT TTTCE* > Cr* * Ak kkkkkkk  kokkkkkk* Ck
Ratte cDNA *kkkk GTGA* *C*CCCH*T *A*Cr** Cr*x * Ak vk kkkkk *kkkxx (Gr Cr
260 270 280 290 300

Mensch cDNA 251 CTGGACCTGA AGCAGCCGCG GGGAGCCGCC GIGCTGCGGEC GICTGIGCAA
Maus cDNA Kkkkkkkkkk kkk (GOTHTHA *****x Th A% (G *** Thxkkkx * CA***x* % (3C
Ratte cDNA Kkkkkkkkkk kkk (GFTHTHC *khkkkkkkk (G kkk Thrkkkx * CA**x** (C
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301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

951

1001

310
GCGGT CGGAT
A**CG\'***C
A**CGk***C

360
TCCAGCT GGG

*******T**
*******T**

410
GCCAGGCTGA

*kkkkhkkkkhkx
*khkkkkhkkkkx

460
CCACGATATC
***T**Ck**
***T**C\'**

510
GAAGTGGTGA

****C\'****

*Gk*Ck****

560
GGTGGTGGCC

*****A****
**C\'******

610
CACACGCACT

*******T**

***Gk*G'I’**

660
CAGCATATTT
*T*****Ck*
*G\'****C\'*

710
GAAGCACCTC
A**CAG\'***
*Cr CAGH** *

760
GACTTACAGG
A**Ck***A*
A**C\'***A*

810
CCCAGITCTA

*kkkkhkkkkhkx
khkkkkhkkkkx

860
CTTCCCTCTC
**Ck****ck
* % Cx * % AGCH

910
TGCAGATGTA

*********G
*********G

960
ACGGCACAGA

****Gk****
****G\'****

1010
CATCATGATC
*HC*FCCF G
**CH*FCCF G

320
GIGCTGCTGG

***T******
***T******

370
CCCAGAGATT
Gk******Ck
G\'******C\'

420
GIGGATTTGG

*C\'*******
*khkkkkhkkkkx

470
AACTATTTGG

khkkkkhkkkkx
******G\'**

520
GAATCCGTAT
***C\'*C\'*C
***Ck*A**C

570
TTATGTGIGC
*Ck****CA*
*C\'****CA*

620
GACAAGCGTC
* G CGA* * G*
*G CTA** G

670
AAGTTCTTTT

*********C
****A****C

720
GAGGACAGAA

*******A**

****Gk*A**

770
ACAGCAGATG
**Gk****ck

**C\'******

820
CGAGCTGCTG
T*CA******
*ACA******

870
AGATGAGCAC

********T*
*********T

920
TTTGCAAAGA

*kkkkhkkkkhkx
*******Gk*

970
TGCCTGIGTIG

***Gk*****
***A******

1020
ACAACAAGCGA

******m**
******m**

330
AGCCCTTCCG

*kkkkhkkkkhkx
*khkkkkhkkkkx

380
CTGCAGCGGG
**A*T**A**
**A*G\'*A**

430
CCAGTCAGGA
***A**G\'**

******Gk**

480
CTTTGICAGG

****A*****
*kkkkhkkkkhkx

530
GCCCCGCTGA
C\'A*******
CkT**Ck***

580
ACTGGGCATT

khkkkkhkkkkx
*T********

630
AGGTCATTGA
**A****C\'*

khkkkkhkkkkx

680
CTGT

khkkkkhkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

730
CATGITGGAT
***C\'*A***
*Ck***A***

780
GGGAATTCAT

****Gk****
****G\'****

830
ATCAAAGGAC
C\'T*******
CkT*******

880
GGATGATTGG
A* CA* *kk k%

A**A******

930
AGACGAAGCC

****T*****
****T*****

980
ACTCCGGTTC
**Ck*A**Gk
**C\'*A**G\'

1030
ACGGGCCTCG
*****C\'**C

*********C

340
CCGCCGTGTC

*T********
TT********

390
AAAATCCAAG
*Ck******A
*C\'******A

440
AGCTTCTGCC
*TT****C)(A
*TT****CkA

490
TGTTCTCTCA
Ck****Gk**
***C\'*G\'**

540
ATCTCCTGCC

*kkkkhkkkkhkx
*Ck*******

590
ATAATGGCTC
ka*****
T*q}\'*****

640
TGCAAATATG
*T***q}\'**
***Gk*Ck**

690
CTCAGAAATC

* C*** CCCAT *

*****q:CAT

740
GGTGGAGCAC
**C\'*T****
**Ck*Gk***

790
GCCTGTTGGA

******A**T
******A**T

840
TTGGACTAAA
*******CG\'
*******TGk

890
CCAGAAATGA

*****Gk***
*kkkkhkkkkhkx

940
AGAGTGGTGT

***A*****C
*********C

990
TGACTTTTGA

* k k% * k k%
*****C\'***

1040
TTTATCACCA
**C\'****TG
**Ck****TG

350
ATGGAGAAAC

*kkkkhkkkkhkx
*khkkkkhkkkkx

400
GCTTATTTAT
***Ck*Ck**
***C\'*Ck**

450
GGTTAGCTGG
AAG\'******
AAGk******

500
AAAATTGGCA

**Gk******
**G\'******

550
TGACTTTGCT

*kkkkkkk

Ck******Gk

600
TTTTTGACCG
*Ck****A**
*C\'*C\'*A**

650

GTGGAAGGAA

********G\'
khkkkkhkkkkx

700
GAGTCTGI GG

*kkkkk*x
*G\'*******

750
CTTTCTATAC

*******C\'*
*******Ck*

800
GCAATAGAAC

**Ck******
*kkkkhkkkkhkx

850
GICTGATGAA

******G\'**
******Gk**

900
AGAAGAAGTT

*******A**
*******A**

950
CAAATCTTTG

**G\'******
**Gk******

1000
GGAGGITGIT
*****CCCkC
*****CCC\—C

1050
GTGAGGAGCA
A**G\'*****

A*********
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1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001

1060
GGACGTGAGC
*CT*CC\'***
* Cr T CAT* *

1110
CTTCTTTCAA
*A***w**
*****q}\'**

1160
GAAGAATTTG
AG\'**G\'A**
A****CkA**

1210
AATCATTGAA

****Gk****
*kkkkhkkkkhkx

1260
GCCTCAAGTG

* k k k kkxk A%
A A

*kkkkkkkx
A

1310
ATTGTATGCA
*****Gk*T*
*C\'**CC\'T*

1360
CTAATCAAGA
*C\'****C\'*

*Ck*******

1410
CTAAAAATGG
T+ CEC* C
*xCECECE*C

1460
ATACTAAATT
G G TAG
G % G TA

1510
TTGATATTAA
AGIG* * * CC*
AGTGCH** C*

1560
GAATGATATA
TT* AATA* AC
TT* AATG* AC

1610
TCTACAATGT
CAA* A* * AAA

CATGATCTCC
TTGTAATTTG

GIGITTGATT
CACACAGCAA

1070
CCCCCCCCTG

*kkkkhkkkkhkx
*****T****

1120
AAGGGATCCT

******Ck**
******C\'**

1170
GATTCAGCCG

*******T*A
*******T*A

1220
AGTAATAAGG
***Gk****c

*********C

1270
AATTTGAATA
***C\'***%
***Ck***%

1320
TGGAAACATG
******TGk*
******TG\'*

1370
AAAGAATTAC
-TCC*CG A
-C-C*CG A

1420
TTATCATTA

kkkkkk_ _ _*

*CrkR*RCo o *

1470
ATGGTAGTITA
TAACH T** GG
TAACH T** GG

1520
GATTCTTGAC
TT* AT* AA* A
CTGAT* AA* A

1570
TTCTTGAAGA
* AT* AT** CT
* AA* AT** CT

1620
AGAAAATGAG
*A****AA*A

1670
CAGAGTGATT

CTCTAAGCAC
CAAAGAAAAG
ACATATCCAA
AGGGACAGTC
TCCCCGT GGG
TCTCCTCAGG
CATCCAGAAA

1080
CACCTCTCCT

*kkkkhkkkkhkx

****CkA***

1130
TTCATAGGAG
*CTGH*** G
*CTGEGH***

1180
CGAAGAGATT

G\'*******C

Gk*******c

1230
TAAAAGCTAG
TAAAAGCCAA
TAAAAGCCAA

1280
CTGCATTTAC
******Ckc\'
***T**CkG‘I’

1330
GAGGAACAGT

**T******C
A*T*******

1380
AGACTCTGAT
PG G

kkkkk _ _kk*

1430
GCCTTTTGAT
AA*Cka***
A**C\—C\—***

1480
TTCTGCCTTC
CAGCTTTC* G
CAGTTTC*G

1530
TTATATTTTG
CCCT**A*A
CCC-T**G A

1580
CATCGATATA
TTAAT* A% * *
TTAAT* A* * *

1630
GAAATGCCAC
AR %% AAAAT A

1680
GGTTGCATCC

ATTCCAAACT
TTTCACCTGI
AATAATGAGG
AGTTTTAGGG

TAAAGATCTC

1090
GTTAAACACC
T* CC* GA* * T
T* CCr GA* * *

1140
AACACACTGA
*Gk****CkT
*G\'******T

1190
TATCAGCTTA
CT******&:
Ck******q:

1240
TCTCTAACTT
TCTCTGA* * -
TCTCTGA* * -

1290
AGTGTAGAGT
*CHEGE G
*Cr G+ AG

1340
ATTACAGT- G
* A% GA* * * CA
* A% GA* % * AA

1390
TCTACAGTGA
* AC* GGA* A*
* AC* G+ * AA*

1440
TTATAAAACT
* G GG * AF
* G+ GG* GTA*

1490
CAGTTTGCTT
* CT* * CAG* *
* CT* * CAGC*

1540
AATGGGTTCT
* %% ACAACTC
* %% * CAACTC

1590
CATTTATTTA
A* ACF C** GT
A GCFT** T

1640
AAATTGTATG
* 5% AAAAT AA

1690
AGCCCTTTTG

TTAGCAACAG
ATTGAATCAG
AAATGIGITG
TTGCCTGTAT
GICACCTTTC
GITCTGGATC
AGGACCCCCC

1100

CCAGCCATCC
**T***G\'**
**T**TGkT*

1150

GGAGATACTT
A**AGka**
A***G\'G\'**

1200

ACTCAGATAA

*********G

****Gk***G

1250

CCAGGCCCAC
_*****TT*T

_****TT***

1300

AACACATAAC
G TG CC*CA
G TG CCC*

1350

TCCTACCACT
* 5 AR ATETC
***A*AT*T*

1400

TGATTGAATT
Ck****Cq:C
*% % Cr + TGCH

1450

TTGGGTACTT
***T**G'I'Gk
*:TT** GTG*

1500

GATATATTTG
CCCT* GG* GA
T* CT* GG* GA

T*ATC* T* TA
T* AT** T* TA

1600

CACTCTTGAT
TTTC**CCTC
TT* CT* GA* A

1650

GIGATAAAAG
AAA*A****A

TTATCACACT
AATGCCTTCA
GCTCACTACG
CCAGTAACTC
CTTTCTCCAT
TTATACCCAA

Abb. 4- 1: Vergleich der cDNAs der a-Methylacyl-CoA-Racemasen von Mensch, Maus und

Ratte (Start- und Stopcodons sind durch Fettdruck markiert).
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Innerhalb des tranddierten Bereichs igt die Sequenz der a-Methylacyl-CoA-Racemase hoch
konsarviert. Die humane Proteinsequenz verbindet mit den Sequenzen der Ratten- und Maus-
Racemase 78 % identische zuziiglich 9 % homologe Aminoséuren (Abb. 4- 2). Der Vergleich der
Proteinsequenzen von Ratte und Maus zeigt eine Sequenzidentitét von 90 %, zusétzlich liegen roch
ca. 3 % physko-chemisch nahverwandte Aminosduren vor. Ein detalllierter Vergleich der cDNA-
Sequenzen und der daraus resultierenden Aminosauresequenzen der Racemasehomologen aus
Mensch, Ratte und Maus it im Anhang dargestdit.

Die berechneten MolekulargroRen der Racemase aus Ratte (41,8 kDa), Maus (41,7 kDa) und
Mensch (42,4 kDa) liegen dicht beienander. Ba den isodektrischen Punkten stelt man jedoch
grol¥ere Differenzen fet, die von einem pl des Mausenzyms von 7.0 Uber 6.4 bel der Ratte zu einem
pl von 6.1 beim Menschen reichen. Die mit Hilfe von SDS-Geld ektrophorese bestimmte Grof3e von
47 kDa liegt mit 9,8 % etwas Uber der theoretisch bestimmten GrofRe von 42,4 kDa. Diese
Abwechung 18% gch wahrschenlich auf ein ewas verdndetes Laufverhdten im SDS-Ge
zurtickfihren, ein Phanomen, das auch schon fir das Rattenenzym beobachtet wurde (Schmitz et
al., 1997). Die dektrophoretische Beweglichkeit von Proteinen, auch wenn sie mit einem ionischen
denaturierenden Detergenz wie SDS beladen snd, ist nur in erder Naherung proportiond zur
Molmasse (Johnson, 1983).

Beim Vergleich geeigneter DNA- (EMBL, GenBank, DDBJ, PDB) und Protein- (SwissProt, PDP,
PIR, CDS trandations, S. cerevisiae) Sequenzdatenbanken wurden neben den beiden homologen
Enzymen in Ratte und Maus (Schmitz et al., 1997) keine Ubereéingtimmungen der «-Methylacyl-
CoA-Racemase mit bekannten Proteinen gefunden.

Einige bakteridle Enzyme, wie die Carnitin-Dehydratase von Archaeoglobus fulgidus und
Escherichia coli und die Formyl-CoA-Transferase von Oxalobacter formigenes verfligen tber
einen dhnlichen Reaktionsmechanismus, wie er fir die Racemase postuliert wird. Auch hier wird das
Acyl-a-Proton gegen ein Proton aus H,O ausgetauscht (Schmitz et al., 1994).

Die Sequenzhomologien zur Racemase sind jedoch eher gering. Die L-Carnitin-Dehydratase von E.
coli hat in mehreren kurzen Regionen bel einer Gesamtlange des Proteins von 176 Aminosauren 45
identische sowie zusétzlich 16 homologe Aminosduren, die Identitét zur humanen Sequenz betrégt ca
25 % (Abb. 4- 2).
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Aufgrund der Betelligung der a-Methylacyl-CoA-Racemase an der Gallensiurebiosynthese war zu
vermuten, dal3 Se in Organismen verbreitet i, die Uber einen Cholesteringtoffwechsd verfligen, und
somit neben hoheren Eukaryoten auch in parastisch Iebenden Organismen vorkommen sollte.
Tatszchlich betétigte sich diese Annahme aufgrund entsprechender genetischer Ubereingimmungen
zwischen verschiedenen Spezies Weder be Prokaryoten, mit Ausnahme eniger pathogener
Bakterien, noch bel dem niederen eukaryotischen Organismus Sacchromyces cerevisiae konnten
squenzidle Ubereingimmungen zur a-Methylacyl-CoA-Racemase festgestellt werden. In den
humanpathogenen Mycobakterien Mycobacterium tuber culosis und Mycobacterium leprae, die in
der Lage snd, methylverzwegte Fettsiuren zu synthetiSeren, konnten dagegen ahnliche
hypothetische Proteine aus Sequenzierungen moglicher trandatierter Bereiche identifiziert werden
(Abb. 4- 2). Hierzu z&hlen zwe Proteine von M. tuberculosis (EMBL-Acc.-Nr.: Z95584|M TCI65
und AL022004|MTV043), ein Protein von M. leprae (EMBL-Acc.-Nr.: Z94723MLCB33) sowie
zwe hypothetische Proteine des eukaryotischen Caenorhabditis elegans (ZK892.4 auf dem
Cosmid ZzK892, Chromosom 11 und C24A3.3 auf Cosmid C24A3), sehe Abb. 4- 2. Die
Sequenzen von C.elegans wurden aus maglichen Exons abgeleitet, die aus genomischer DNA durch
Exon erkennende Algorithmen identifiziet wurden, dieses Vorgehen is naturgemd3 nur von
begrenzter Zuverlassigkeit. Tatsichlich war auch erst durch den Vergleich der EST-Sequenzen, die
eine Korrektur der Exongrenzen ermoglichten, eine verlésdiche Aussage Uber die genomische
Struktur der C.elegans-Gene moglich (vgl. Abb. 4- 5). Fir ZK892.4 sind die Sequenzen C55642
und C66345 eingesetzt worden, fir das hypothetische Protein C24A3.3 die Sequenzen C35941
und C47779. Die Proteine ZK892.4 und C24A3.3 haben mit 340 bzw. 343 Aminosauren eine
ahnliche Grofe wie die a-Methylacyl-CoA-Racemase. Die cDNA-Sequenzen der codierenden
Bereiche simmen zwischen den C. elegans-Genen zu 75 % miteinander Uberein, Se enthdten im
Leseraster sechs Introns an genau den gleichen Positionen. Das hypothetische Protein ZK892.4 zeigt
bel 340 Aminoséuren 137 identische und 51 homologe Aminosauren zur Racemase. Das entspricht
ener Sequenzidentitét von 40 % und einer Homologie von 55%. C24A3.3 verfugt bel ener
Gesamtlénge von 343 Aminosiuren Uber 141 identische sowie 57 homologe Aminosauren und
besitzt damit eine Identitét von 41 % und eine Homologie von 58 %. Am 3-Ende von C24A3.3 liegt
en peroxisomaestargeting Signd -SKL vom Typ | (PTSI).
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Der Sequenzvergleich unterschiedlichster Spezies zeigt, dal? die cDNA-Sequenz der a-Methylacyl-
CoA-Racemase hoch konserviert is. Es ist nicht nur eine ausgeprégte Homologie zwischen den
Vetretern der Mammadia zu erkennen, sondern auch zu Proteinen niederer Organismen wie
C. elegans und humanpathogener Bakterien. Die a-Methylacyl-CoA-Racemasen scheinen zu einer
egenen Enzymklasse zu gehdren, die nur in hoheren Eukaryoten sowie enigen pathogenen
Prokaryoten vorkommen. Verwandte Gene konnten nicht gefunden werden, neben den zwel
Proteinen aus C. elegans trat in keinem Organismus mehr ds en a-Methylacyl-CoA-Racemase-
Gen auf. Es ig vorgdlbar, da? die Racemasen der pathogenen Prokaryoten im Laufe der
Entwicklung Uber ihren Wirt ins bakterielle Genom gelangten.
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1113710 SR D\V\PEVKKKFADVFAKKTKAEWCQ FDGTDACVTPVLTFEEREHHEH 'EF\ﬂSFI D ERYECHE SPRPAPL

127Y0 =N D\\PEVKKKFADVFAKKTKAEWCQ FDGTDACVTPVLTFEEWWHHDHNKERGSFI TSERE(BYSPRPAPL
(22710 S D\\PEVKKKFADVFARKTKAEWCQ FDGT DACVTPVL TIREEQRHHEHNRERGSFI D: HA"Q

CERAL  ---KI T- EDLESRaL QeIRDKANEEKECECOYEYAC HEYGSYGOHVOENSETKTS- - - SNW A
CERA2  ---R T- RVLEETEL QURORSHsEe BCONIEVAC! HaYGTYGOHVDEQNg TKNDKFGSTW

M MCR =L RALL TEAIINSHCRDHY GAVEANS D NoVa=Vl AR HNE&II'J\ YEAN- - G GAJ3
MFAR  CYgQYYD FRERFASRIROBYTR ‘GI'DACVTPVL sEAANNDEL R EsTVIRIAH - G

EcCDH  GTQLTHR ECPYGPLVEEKLDAW ATH]! BEYKERFAELNI ACAKVL TVPELESNPQYVARES! TQAQTM
hRACE EE] %

RACE s GE z L

RRACE SVes KD L

CERA1 RVWIQDELAAL SSKK
CERA2 RVKTPEEL FAARSKL

M MR Z%SSQ =AATI DI EAITDWDG

M FAR  FSRUE: aPAAATPI DEI N- W

EcCDH NI NPKFKNNPGQ WRGVPSHGVDTAAI LKNI GYSENDI QELVSKGLAKVED

Abb. 4- 2: Proteinsequenzvergleich der humanen a-Methylacyl-CoA Racemase mit homologen
Proteinen. Folgende Abkilrzungen wurden verwendet: hRACE: humane «-Methylacyl-CoA-
Racemase; RRACE: Ratten-a-Methylacyl-CoA-Racemase; mRACE: murine «-Methylacyl-
CoA-Racemase; CERA1L: erstes a-Methylacyl-CoA-Racemase Homologes von C. elegans
(ZK892.4); CERA2: 2zweites a-Methylacyl-CoA-Racemase Homologes von C. elegans
(C24A3.3); MIMCR: «a-Methylacyl-CoA Racemase-Homologes von M. tuberculosis
(Z295584/MTCI65); MtFAR: M. tuberculosis "fatty acyl-CoA racemase”" (AL022004/MTV043);
MIMCR: a-Methylacyl-CoA-Racemase Homologes von M. leprae (Z94723/MLCB33); EcCDH:
E.coli L-Carnitin-Dehydratase.

Alternative Polyadenylierung

Be e@nem Sequenzvergleich des 3-Endes der cDNA der humanen Racemase mit den zur Verfigung
stehenden EST-Klonen wurden Uberraschenderweise auch cDNA-Sequenzen mit einem verklrzten
3-Ende gefunden. Die EST-Klone werden vom poly A-Ende aus sequenziert, so dal die
verschieden langen 3-Enden nicht auf einen Sequenzierabbruch zurtickzufihren sind.

Von den dargestelten Sequenzen enden sieben nach 1662-1675 Nukleotiden bzw. nach einem
kurzen poly A-Schwanz (funf Sequenzen enden nach 1662 Nt, eine weitere nach 1666 Nt sowie
nach 1675 Nukleotiden).
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Die cDNA-Sequenz von vier weiteren Klonen reicht dagegen bis zum bekannten 3-Ende der
humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase nach 2039 Nukleotiden (Abb. 4- 3). Ein audfthrlicher
Sequenzvergleich mit der Beschrelbung der verwendeten Kloneist im Abschnitt 3.4.1.5 zu finden.
Bae der Andys da entgrechenden EST-Sequenzen zeigten dch zwe  mogliche
Polyadenylierungsstellen. Bl 2020 Nt liegt mit der Sequenz AAUAAA en typisches Poly-
adenylierungssgnd, auf das die Polyadenylierung nach einem Abstand von 20 Basenpaaren nach den
Nukleotiden CA efolgt. Weiter aufwérts liegt an den Podtionen 1640-1650 bp mit der
nahverwandten Sequenz GAUAAA en schwécheres Signd, nach welchem die Polyadenylierung
nach GA beginnt.

Unterschiedlich starke Polyadenylierungssignde fir Proteine, die zu verschieden langen 3-Enden
fUhren konnen, snd sat langerem bekannt (Sheets et al., 1990). Die mégliche Signasequenz
GAUAAA liegt zwischen den Nukleotiden 1641 und 1647, vor ihr befindet sich eine Uracil-reiche
Region (95 UTPs von 245 NTPs = 40,4 %). Daran anschlief3end folgt eine G/U-reiche Region
(75% der né&chsten 36 Nukleotide snd GTP (11) oder UTP (16)). Eine charakteristische
Signdsequenz fehlt diesem schwachen Polyadenylierungssignd. Durch den korrekten Abstand von
20 bp zum U,-Element zum folgenden GA konnte aber dennoch eine Polyadenylierung erfolgen,
obwohl die Schnittstelle nicht die gew6hnlich verwendete Sequenzfolge CA darstdlt (Chou, 1994).
Tasachlich kommt die Polyadenylierung nach GA in ungefahr 7-8 % adler mRNAS vor (Sheets,
1990).

Eine dternaive Polyadenylierung ist anscheinend ein relativ weit verbretetetes Phdnomen. Be der
Untersuchung einer grof¥en Zahl von EST-Clugtern konnten Gautheret und Mitarbeiter 1998 einen
deutlichen Beweis fur den Einsatiz verschiedener Polyadenylierungsstdlen erbringen. Von 1000
andyserten Clugtern lag in fagt 20 % von 189 untersuchten Fale eine dternative Polyadenylierung
vor, wobe die unterschiedliche Polyadenylierung zum Tell gewebsabhdngig zu sein schien
(Gautheret, 1998).

Be den EST-Sequenzen der menschlichen a-Methylacyl-CoA-Racemase wurde die kurze Form in
Gehirn (H19272) und Niere (AA996010, Al244669, A1245832, AA969459) gefunden, wahrend
die langere Variante in Lymphknoten (A1468850), Uterus (A1369058), Darm (AA534857) und
Neuronen (AA666340) auftritt (Abb. 4- 3).Die geringe Anzahl der EST-Sequenzen lief? dlerdings
keinen eindeutigen Schiul3 Uber eine gewebsspezifische Ausprégung der humanen Racemase zu.
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1650 1660 1670 1680 1690
RACEMASE. SEQ TGATAAAAGT CACGTGAAAC AGAGTGATTG GITGCATCCA GGCCTTTTGT
AA779728. SEQ TGATAAAAGI CACGTGAAAC AGAGTGATTG GITGCAAA. . . ... ......

AA996010.
Al 244669.
Al 245832.
AA969459.
Al 288257.
H 19272.
Al 080267.
Al 369058.
AA534857.
Al 468850.

SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATANAAGT
SEQ TGATAAAAGT
SEQ TGATAAAAGT

CACGTGAAAC AGAGTGAA. .
CACGTGAAAGCAG
CACGTGAAAC AGAGTIGATTG
CACGTGAAAC AGAGTIGATTG
CACGTGAAAC AGAGTGATTG
CACGTGAAAC AGAGTIGATTG

GITGCATCCA GECCTTTTGTI
GITGCATCCA GCECCTTTTGTI
GITGCATCCA GECCTTTTGI
GITGCATCCA GECCTTTTGI

(171

2010

SEQ CACACAGCAA
SEQ CACACAGCAA
SEQ CACACAGCAA
SEQ CACACAGCAA
SEQ CACACAGCAA

[

2020 2030

CATCCAGAAA TAAAGATCTC
CATCCAGAAA TAAAGATCTC
CATCCAGAAA TAAAGATCTC
CATCCAGAAA TAAAGATCTC
CATCCAGAAA TAAAGATCTC

Racenase.
Al 080267.
Al 369058.
AA534857.
Al 468850.

Abb. 4- 3: Alternative Polyadenylierung verschiedener EST-Klone.

Anhand ener Northern Blot-Andyse konnte zwar gezeigt werden, dal3 die humane a-Methylacyl-
CoA-Racemase  gewebsspezifisch exprimiert wird, dlerdings i dabel die Expresson dler
Transkripte gleichermalen betroffen (Abb. 3-33).

In peroxisomenreichen Geweben, wie Leber und Niere, wurde eine sgnifikante Expression der
Racemase-mRNA nachgewiesen, im Gegensatz dazu fid die Expresson in anderen menschlichen
Geweben, wie Herz, Gehirn, Skelettmuskel und Pankreas, deutlich niedriger aus. In Plazenta und
Lunge wird die Racemase nur in aullerst geringem Umfang exprimiert. Die Banden im Northern Blot
entsprachen, wie erwartet, Transkripten der GrofRen 1,6 und 2,0 kb. Allerdings ist dartber hinaus
eine Bande ba 3,1 kb zu erkennen, fir deren Existenz noch eine Erkl&rung gefunden werden mul3,
Eine gewebsabhangige Polyadenylierung, wie 1998 von Gautheret beschrieben, scheint im Fal der
a-Methylacyl-CoA-Racemase nicht vorzuliegen, denn obwohl die Expresson in den einzelnen
Geweben unterschiedlich stark austélt, liegt keine pezifische Expresson eines einzelnen Transkripts

VOor.
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Subzdlulédre Lokalisation

Die Aktivitét der a-Methylacyl-CoA-Racemase igt nicht nur gewebsspezifisch unterschiedlich
ausgepragt, sondern in den untersuchten Spezies auch subzdlulér verschieden vertellt. In Rattenleber
ist die Racemase zu Uber 90 % in den Mitochondrien zu finden, wahrend sie bel der Maus und dem
chinesschen Zwerghamdter zu gleichen Teillen mitochondrid und peroxisomd lokdisert i (Schmitz
et al., 1995; Schmitz et al., 1994; Schmitz et al., 1997). Mit subzdluldren Fraktionierungen von
humanen Zedlen (Hautfibroblasten und Hep G2-Zdlen) konnte hier gezeigt werden, dal3 die Aktivitét
der humanen Racemase ebenfdls bimodd vertelt i, wobe ihre Hauptaktivitét peroxisoma
lokdigert is. 80—90 % der Enzymaktivitét trat in den Peroxisomen auf, wohingegen in den
Mitochondrien nur eine Aktivitét von 10 — 20 % nachgewiesen werden konnte.

Einen weteren Hinwels auf die dude Kompartimentierung der humanen Racemase lieferte die
Beobachtung, dald3 bel Peroxisomen-defizienten Zdlen (Zdlweger-Syndrom) nur noch ene
Regaktivitdt von 10- 20% festgestellt werden konnte, entsprechend der Aktivitdt des
mitochondriden Enzyms, und dal3 diese Aktivitét auch tatsachlich in den Mitochondrien lokaisert ig.

Die bimodde Vetelung der «a-Methylacyl-CoA-Racemase beruht vermutlich auf  der
physiologischen Roalle, die das Enzym beim Abbau exogener verzweigtkettiger Fettsiuren und der
Synthese von Gallenséuren spiet (Schmitz et al., 1994). Wéhrend letztere peroxisoma lokaisert ist
(Prydz et al., 1986), snd an der Fettsaureoxidation auch mitochondride Resktionsschritte beteiligt
(Verhoeven et al., 1998a; Verhoeven et al., 1998Db).

Von der a-Oxidation der Phytansaure ist bekannt, dal3 se ausschlieldich peroxisomd abl&uft
(Casteds et al., 1997). In menschlichen Geweben findet die B-Oxidation von verzweigten
Fettséuren, wie Pristansdure, (Pedersen, 1987; Singh et al., 1990) und Di- und Trihydroxy-
coprostansaure (Kase, 1989; Pedersen & Gustafsson, 1980) ebenfals zum grof¥en Teil in den
Peroxisomen dtait. 1998 konnte Verhoeven in kultivierten Fibroblasten zeigen, dal3 nur die ersten
drel Zyklen der B-Oxidation von Pristanséure in den Peroxisomen ablaufen. Das entstandene 4,8
Dimethylnonanoyl-CoA wird vor dem weiteren Abbau as Carnitinester in die Mitochondrien
trangportiert, sehe Abb. 1-6 (Verhoeven et al., 1998a). Aufgrund der Stereospezifitét der
beteiligten Enzyme, die nur (25)2-Methylacyl-CoAs erkennen kdnnen, ist in beiden Kompartimenten
ene a-Methylacyl-CoA-Racemaseaktivitét erforderlich.
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Neben der natlrlich vorkommenden (2R 6R 10R)-Pristansdure missen auch die beim weiteren
Abbau entstehenden (2R)-Enantiomere in die (25)-Konfiguration Uberfihrt werden, bevor se von
den peroxisomaen Acyl-CoA-Oxidasen und mitochondriden Acyl-CoA-Dehydrogenasen umgesetzt
werden kénnen (Schmitz & Conzelmann, 1997).

Die dude Kompatimentierung der a-Methylacyl-CoA-Racemase wirft die Frage nach dem
Mechanismus der subzdlluldren Lokdisation auf. Hierba snd verschiedene Ursachen denkbar, die
zur Zeit noch untersucht werden. Eine Erklérung fir die bimodae Vertellung der Racemase konnte
bespidsweise die Exigenz unterschiedlicher Gene sein, aber auch verschiedene Transkripte oder
Trand ationgprodukte sind vorstellbar.

Die haufigste Erklarung fur gleiche Enzymektivitdten in unterschiedlichen Kompartimenten ist das
Auftreten von Isoenzymen durch zwar dhnliche aber unterschiedliche Gene. Es gibt jedoch keinen
Hinwes fir mehrere Racemasegene im Menschen. Be  Immunprézipitationstests mit  dem
polyklonden Antissum gegen das Ratenenzym wurde die Enzymaktivitd in  humanen
Gewebshomogenaten vollsténdig ausgefdlt. Sollte es Sch dso um verschiedene mitochondride und
peroxisomae Enzyme handeln, miften se wenigstens sehr nah miteinander verwandt sein. Die aus
unterschiedlichen humanen cDNA-Banken erhatenen Sequenzen konnten jedoch nur einer einzigen
cDNA-Sequenz zugeordnet werden. Vergleiche mit den zur Verfigung stehenden humanen EST-
Banken flhrten ebenso zu keinem Anhdtspunkt fir ein zweltes Gen. Be der genomischen Analyse
verschiedener humaner PAC-Klone und genomischer Leukozyten-DNA wurde ebenfdls nur eine
einzige DNA-Sequenz gefunden. Auch fir die homologen Enzyme aus Ratte und Maus erbrachten
entsprechende EST-Bank-Vergleiche keine Hinwelse auf die Existenz weiterer Racemasegene
(Schmitz et al., 1997). Ferner lielfen Southern Blots mit muriner genomischer DNA nur auf en
einziges Gen schlief¥en (T.Kotti, personl. Mittellung).

Die subzdlul&e Vertelung enes einzednen Genprodukts badert bei den mesen Protenen auf
verschiedenen Trangportsgnalen, die auf RNA-Ebene durch differentidlle Transkription oder
differentidles SpleiRen und auf Proteinebene durch unterschiedliche Trandationsstat punkte
entstehen konnen (zur Ubersicht siehe Danpure,1 995). Bei der Suche nach Lokalisationssignalen
konnten in dlen dre homologen Racemase-cDNAs sogenannte PTS (peroxisomal targeting
signal)-Moative identifiziert werden. Der C-Terminus der humanen Racemase endet mit der Sequenz
—KASL, die nur geringfligig vom Sequenzmotiv —-KANL der Maus- und Ratten-Racemase abweicht
(Schmitz et al., 1997).
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Bel dem homologen hypothetischen Protein C24A3.3 des niederen Eukaryoten Caenorhabditis
elegans liegt ebenfdls eine peroxisomde Zidsequenz vor. C24A3.3 endet mit dem klassischen
peroxisomden targeting Signad PTS1 (SKL), vgl. Abb. 4- 2. Das peroxisomde PTS Typ | it
dlerdings stark degeneriert. Von humanen sowie viden anderen Saugetier-Katalasen ist die Sequenz
-KANL bereits ds funktionae peroxisomade Zielsequenz bekannt (Purdue & Lazarow, 1996). Bei
der Untersuchung verschiedener Sequenzmotive mit dem two-hybrid system zeigte sogar die
Sequenz —ANL zum humanen PTS I-Rezeptor PEX 5p en deutliches Signal (Lametschwandtner et
al., 1998). Die Sequenz —-KASL dgdlt deshdb mit hoher Wahrschenlichket ein glltiges
peroxisomaestargeting Signd dar.

Be der Suche nach mitochondriden Signasequenzen konnten keine klassschen Sequenzmotive
identifiziert werden. Das Signd fur den Import in Mitochondrien (MTS, mitochondrial targeting
signal) ist gewohnlich eine N-terminde Sequenz von 20-30 AS, die meist mehrere basische und
hydrophobe Aminosduren, aber Ublicherweise keine sauren Reste enthdlt. Bel den Racemasen von
Mensch, Ratte und Maus kommt jedoch an Pogtion 10 in dlen dre Homologen ein saurer
Glutamatrest vor, vgl. Abb. 4- 2. Allerdings konnten auch in anderen funktionsféghigen MTS saure
Regte identifiziert werden, bspw. enthdlt die 8-Untereinheit der humanen Pyruvatdehydrogenase zwei
Glutamatreste an den Positionen 10 und 14 (Koike et al., 1988). Im Gegensatz zum menschlichen
Enzym befinden sich an den Sequenzpositionen 4 und 7 der Maus- und Reatten-Racemase zwel
basische Argininreste. Die N-Termini der Ratten- und Mausenzyme fungieren somit wahrscheinlich
as reativ passable mitochondride Lokaisationssgnae. Aufgrund von Punktmutationen kénnte die
N-terminde Sequenz der humanen Racemase im Laufe der Evolution ihren basischen Charakter
verloren haben, so dal? sich die Funktiondité der MTS verringert hat. Die unterschiedliche Stérke
der mitochondriden Trangportsequenzen konnte damit eine Erklarung fir die speziessbhdngige
Vertellung der Racemasen liefern.

Denkbar igt auch, dal3 die Effektivitdt des mitochondriden Lokadisationssgnds moglicherweise
zusitzlich durch noch nicht néher untersuchte Strukturelgenschaften der Racemasen unterstiitzt wird.
Ein Moddl dafir konnte die von Danpure und Mitarbetern untersuchte Alanin/Glyoxylat-
Aminotrandferase | (AGT) darstellen. Ein Defekt dieses Enzyms, das beim Menschen auschlieldich
peroxisomd lokaisert ist, verursacht die primére Hyperoxadurie Typ 1 (PH 1). Ba enigen Patienten
mit PH 1 wurde gefunden, dald das Enzym an sich zwar intakt ist, aber nicht mehr in den

Peroxisomen, sondern stattdessen in den Mitochondrien lokaisiert ist.
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Der fehlerhafte Trangport der Transferase wird durch eine Kombination von zwel Punktmutationen
verursacht. Eine dieser Mutationen (Pro 11-->Leu) sdlt einen rdativ haufigen Polymorphismus dar,
der zu einem funktiondl schwachen mitochondriden Transportsgna fihrt. Die sdtenere Gly 170--
>Arg Mutation verstérkt die Effizienz dieses Signds, indem die Proteinfatung und —Dimeriserung
verlangsamt wird und 0 dald3 das schwache MTS lange genug exponiert bleibt, um vom
mitochondridlen Trandokationsgpparat erkannt und transportiet zu werden (Danpure, 1998).
Anaog dieses Moddls kdnnte moglicherweise auch im Fal der a-Methylacyl-CoA-Racemase das
schwache MTS auf d@hnliche Weise aufgrund struktureller Charakteridtika des Enzyms verstérkt
werden.
Abgesehen von der N-terminden Sequenz konnten eventudl andere, noch nicht identifizierte
mitochondride Sequenzmotive ene Rolle spiden. Be der Adenylakinase 2 snd neben der
klassschen MTS noch intern lokdiserte Trangportsagnade fir den Trangport ins Mitochondrium
verantwortlich (Bandlow et al., 1998). Fur zwe [soformen von Cytochrom b5 und die Untereinheit
6 des Cytochrom bcl-Komplexes konnten C-terminde mitochondride Trandokationssignae
identifiziert werden. Die N-Termini dieser Cytochrome setzen sich Uberwiegend aus sauren Resten
zusammen und haben keinerle Einflul? auf den Trangport (Delabre et al., 1999; Kuroda et al.,
1998).
Fusonsexperimente mit der Adenylatkinase 2 zeigten, da3 das Auftreten unterschiedlicher
Trangportsignae zu einer bimodaen Verteilung eines Proteins fihren kann, indem diese je nach
Stérke und Présentation auf der Proteinoberflache von dem entsprechenden Trand okationsapparat
erkannt werden (Bandlow et al., 1998).
Die subzdluldre Vertellung der -Methylacyl-CoA-Racemase beruht moglicherweise ebenfdls auf
der Konkurrenz der verschiedenen Trangportagnae. Das MTS konnte bei der Fatung des Proteins
verdeckt werden, so dal3 nur noch die PTS 1-Sequenz prasentiert wird. Infolgedessen gelangt nur
en kleiner Tell der Molekile ins Mitochondrium, der grofde Tell wird dagegen in die Peroxisomen
transportiert. Fur diese Hypothese spricht, dald bel Patienten mit einem generaliserten Defekt der
peroxisomden Biogenese (Zdlweger-Syndrom) die Racemaseektivitét auf die mitochondride
Restaktivitdt von 10-20 % reduziert i, die auch nachweidich mitochondrid lokdisert is (Sehe
3.3.8). Alle Proteine, die nicht frih genug vom mitochondriden Importsystem erkannt werden,
konnen spéter nicht mehr ins Mitochondrium transportiert werden, da nach der Proteinfaltung ihr
MTS verdeckt ist, sondern werden im Cytosol abgebadt.
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Eine wetere Erkl&rung fir die subzdluldre Vertalung der Racemase konnte eine dterndive
Transkription bieten, wie z.B. von Elgersma und Mitarbeitern fUr die Carnitin-Acetyl-transferase
(CAT) aus S cerevisiae gezeigt werden konnte. Die dud lokaiserte CAT wird ebenfalls nur von
einem einzelnen Gen kodiert, auf dem mitochondride (N-termind) und peroxisomae (C-termina und
intern) Transportsgnde identifiziert wurden. Der Transport der Trandferase wird  auf
Transkriptionsebene reguliert, indem zwe verschiedene mRNAs mit bzw. ohne MTS transkribiert
werden (Elgersma et al., 1995). Auch die speziessbhdngige Kompartimentierung der
Alanin/Glyoxylat Aminotrandferase | (AGT) id auf unterschiedliche Transkripte enes Gens
zurtickzufUhren. Die Enzymaktivitét im Menschen, Altwdtaffen, Kaninchen und Meerschweinchen ist
peroxisoma lokaisert (Danpure et al., 1990; Noguchi & Takada, 1979; Takada & Noguchi, 1982;
Yokota et al., 1987). In Neuwdtaffen (Kralenaffen) sowie anderen Nagetieren, wie Ratte, Maus
und Hamdter liegt die Enzymaktivitét bimodd vertelt vor (Danpure et al., 1990; Noguchi et al.,
1978). Fagt vollsténdig mitochondrid, mit einer geringen peroxisomaen Redaktivitédt, wurde die
Trandferaseaktivitét bel enigen Carnivoren, wie Katze und Hund nachgewiesen (Danpure et al.,
1990; Okuno et al., 1979). Die dude Kompartimentierung der AGT konnte in Lebern von Ratten
und Krallenaffen auf den Einsaiz aterndtiver Transkriptionstarts zurtickgefiihrt werden (Oda et al .,
1990; Purdue et al., 1992). Das langere Transkript bestzt am 5-UTR eine 22 Aminoséure lange
N-terminde targeting Sequenz, dem kirzeren fehlt dieses Signdl. Durch eine Punktmutation des
Startcodons von ATG zu ATA verlor der Mensch diese Sequenz wahrend der Evolution (Takada et
al., 1990).

Fur verschiedene Transkripte des «-Methylacyl-CoA-Racemase-Gens wurden keine Hinweise
gefunden. Vergleiche der Racemase-cDNAs von Mensch, Maus und Ratte mit entsprechenden
EST-Sequenzen liel}en keine unterschiedlichen N-Termini oder zusétzliche Prasequenzen, die ds
MTS fungieren konnten, erkennen. Alternaives Spleiffen konnte ebenfals ausgeschlossen werden,
da in Northern blots keine mMRNAS des humanen, murinen oder Ratten-Enzyms mit verschieden
langen 5'-Enden gefunden werden konnten, siehe 3.4.2 Schmitz & Conzedmann, 1997; T.Kotti
personl. Mitteilung). Fur die murine Racemase wurde kirzlich gezeigt, dal3 die mRNAs in
Mitochondrium und Peroxisom die gleiche Grole haben und die Proteine identische N-Termini
bestzen (D.Novikov, W.Schmitz, personl. Mitteilung).
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Eine dude Kompartimentierung von Proteinen kann auch auf einem dternativen Trandationsstart
baseren, wie im Fal der cytosolischen und mitochondriden Fumarasen aus Rattenleber (Suzuki et
al.,, 1992). Knox zeigte an Moddl von S cerevisiae, dal3 der Vertelung der Fumarasen
wahrscheinlich ein cotrandationaer Trangport zugrunde liegt, der mit der Trandation gekoppelt ist.
Ein einziges Genprodukt von FUM 1 mit ener typischen N-terminden MTS wird zuerst zum
Mitochondrium trangportiet. Es kommt 2zu edner Insation des Protens in die
Mitochondrienmembran und proteolytischer Prozesserung, wobel der grofde Teil der Molekille
(70 —-80 %) wahrschenlich in einer Rickwartsbewegung durch einen Trandokationskana wieder
ins Cytosol gdangt (Knox et al., 1998). Solche Ruckwértsbewegungen durch die mitochondriae
Membran konnten in vitro mit DHFR-Fus onsexperimenten (Schneider et al., 1994; Ungermann et
al., 1994) und in vivo bem Abbau von Proteinen im ER gezeigt werden (Garcia & Walter, 1988;
Ooi & Weiss, 1992; Yang et al., 1998). Viele mitochondride Matrix-Proteine werden nach Import
ins Mitochondrium anschlief?end zu anderen Kompartimenten re-exportiert. Vermutlich besitzen
Mitochondrien aufgrund ihrer bakteridlen Herkunft spezifische Mechanismen fur den Proteinexport
(Soltys & Gupta, 1999).

Gegen enen dternativen Trandaionsstart der Racemase spricht die Beobachtung, dald die
mitochondrialen und peroxisomaen murinen Racemasen identische N-Termini besitzen (D.Novikov,
W.Schmitz, personl. Mitteilung). Ferner gab es bel der Auftrennung von Gesamtzdlextrakten keine
Hinweise auf Proteine unterschiedlicher Groleen (so.). Alledings is ene Kopplung von
Trandokation und Trandation vorgelbar, die zu der unterschiedlichen Kompartimentierung der
Racemase fuhren konnte. Ein dhnlicher Vertellungsmechanismus wird fir die Adenylakinase 2
(AK 2) diskutiert. AK 2 kommt sowohl in der mitochondriden Membran (6-8 %) ds auch im
Cytoplasma (ca. 90 %) vor, es besitzt eine nicht abgespatene MTS und noch zusétzliche interne
mitochondride Trangportsignde (Bandlow et al., 1998). Der Import von AK 2 verlauft
wahrscheinlich cotrandational und trégt dabel moglicherweise zu der bimodden Vertellung auf
Cytosol und Mitochondrien bei (Nobumoto et al., 1998).

Es ig denkbar, dal3 auf dhnliche Weise ein einziges Trandationgprodukt der a-Methylacyl-CoA-
Racemase zum Tell vollgdndig cotrandaiond ins Mitochondrium trangportiert bzw. in einen Import-
inkompetenten Status gefatet und in ener Rickwértsbewegung durch eine Trandokationgpore ins
Cytosol freigesetzt wird.
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Wédhrend der Trandokation wirde das MTS eventuel durch die schnelle Fatung der
Proteindoménen des trandatierten Enzyms verdeckt, ihre Vorwértsbewegung somit eingeschrankt
und eine Rickwartsbewegung ins Cytosol verursacht. Aufgrund srukturdler Unterschiede und
sarkerer mitochondrider Lokaisationssgnae verblieben die Enzyme von Ratte und Maus eher m
Mitochondrium, wéhrend die humane Racemase zum grofden Tell wieder re-exportiert und dann in
die Peroxisomen transportiert wirde. Auch die Interaktion von Ribosom und Trand okationsapparat
sowie molekulare Chaperones konnten zu diesem Ruicktransport beitragen (Knox et al., 1998).

Die Beteligung von dem mitochondriden Matrix Heat-shock—Protein mt-Hsp70 konnten Gaume
und Mitarbeiter 1998 bel Faltung und Transport der mitochondriden Dihydrofolatreduktase (DHFR)
zeigen. Faltung und Trandokation der DHFR konkurrieren dergestdt miteinander, dal3 das Protein
vor dem endguiltigen Import mehrere Zyklen von Fatung und Entfaltung durchlaufen muld (Gaume et
al., 1998).

Der Einfluld der verschiedenen Trandokaisationdgnde auf die subzdluldre Lokdisation der
Racemase kann vermutlich genauer erst durch en transgenes Mausmodd| mit einer a-Methylacyl-
CoA-Racemase-Defizienz nach Transfektion mit nativen und mutierten Racemase cDNAS geklart

werden.

Genomische Organisation der humanen a -M ethylacyl-CoA-Racemase

Bel der Analyse der cDNA und der daraus resultierenden Aminoséuresequenz der a-Methylacyl-
CoA-Racemase igt die grole sequenzielle Ubereingimmung zwischen den untersuchten Spezies
auffdlig. Nicht nur auf Protein-, sondern auch auf RNA-Ebene it die Racemase-Sequenz hoch
konsarviert. Ein Vergleich des genomischen Aufbaus der Racemase-Gene aus Mensch und Maus
zeigt auch hier signifikante Ubereingimmungen (Abb. 4- 4). Die Exon- und Intronstrukturen des
menschlichen Gens entsprechen der bekannten Struktur des murinen Racemase-Gens (T.Kaotti,
personl. Mitteilung). Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist die Anzahl der Exons bzw.
Introns in beden Spezies identisch, dlerdings unterscheiden sch die Introns in ihrer Grole z.T.
betréchtlich. Beim Menschen unterteilen vier Introns die finf Exons an den Stellen 339/340 bp,
479/480 bp, 640/641 bp sowie 827/828 bp. Die Grofken der Introns betragen 1,8 kb (Intron), 1,3
kb (Intron I1), 8,8 kb (Intron 111) sowie 2,2 kb (Intron 1V).
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Die Intronpositionen der Maus sind gegentiber der humanen Sequenz zwischen Exon 1 und 2 sowie
Exon 2 und 3 um ene Aminosiure versetzt. lhre Grof3en weichen von den Introngrofen der
humanen Sequenz ab und betragen 2,0 kb fir Intron I, 1,5 kb fur Intron 11, 4,0 kb far Intron 111 und
5,0 kb fur Intron IV (Abb. 4- 4). Eine detalllierte Darsellung der Exon-/Intronstruktur der humanen

Racemase und ihrer DNA-Sequenz ist im Anhang abgebildet.

90 100
Exonlhuman 89 AT GGCACTGCAG
Exonl Maus AT G TG ***GlI
110 120 130 140 150
Exonlhuman 101 GGCATCTCGG TCATGGAGCT GTCCGGCCTG GCCCCGGECC CGTTCTGIGC
Exonl NBUS ***Gk*AGk* *Tg****** *GkA****** ********Gk *******CkG
160 170 180 190 200
Exonlhuman 151 TATGGTCCTG GCTGACTTCG GGGCGCGTGT GGTACGCGTG GACCGGCCCG
EXOI’]].NBUS A********* **Gk****** *Ck*C@\Gk* ***Gk***** A******TGk
210 220 230 240 250
Exonlhuman 201 GCTCCCGCTA CGACGTGAGC CCGCTTGGGCC GGGGCAAGCG CTCGCTAGIG
Exonl NBUS *****___AC Gka*A**AT TTTC***C** *A******** ********Ck
260 270 280 290 300
Exonlhuman 251 CTGGACCTGA AGCAGCCGCG GGGAGCCGCC GIGCTGCGGEC GTCTGTGCAA
Exonl NBUS ¥k kkkkkkkk ***mT*T*A *****T*A*G ***T****** *CA*****&
310 320 330
Exonlhuman 301 GCGGTCGGAT GTGCTGCTGG AGCCCTTCCG CCGCG —»
Exonl NBUS A**Cg***c ***T****** ¥k kkkkkkkk *T -
340 350
Exon2human 336 Intron | human (1,8 kb < GIGIC ATGGAGAAAC
Exon2 Maus Intron | Maus (2 kb « CCGr**** *xxkxkhxskx
360 370 380 390 400
Exon2human 351 TCCAGCTGGG CCCAGAGATT CTGCAGCGGG AAAATCCAAG GCTTATTTAT
EXOI’]Z NBUS *******T** Gk******Ck **A*T**A** *Ck******A ***Ck*Ck**
410 420 430 440 450
Exon2human 401 GCCAGGCTGA GIGGATTTGG CCAGTCAGGA AGCTTCTGCC GGTTAGCTGG
EXOI’]Z NBUS ¥k kkkkkkkk *Ck******* ***A**Gk** *TT****C*A AAG%******
460 470 480 490 500
Exon2human 451 CCACGATATC AACTATTTGG CTTTGICAG -
EXOI’]Z NBUS ***T**Ck** ¥k kkkkkkkk ****AT -
Exon3human 480 Intron Il human El,3 kbg < G TGITCTCTCA AAAATTGGCA
Exon3 Maus Intron Il Maus 1,5 kb) <« CAGG Crr***Gr** ** Grxkxkxs
510 520 530 540 550
Exon3hunan 501 GAAGTGGTGA GAATCCGTAT GCCCCGCTGA ATCTCCTGGC TGACTTTGCT
Exon3 Naus ****Ck**** ***Ck*Ck*C CkA******* EIRE R I I S O ‘k‘k‘k‘k‘k‘k*‘km
560 570 580 590 600
Exon3hunan 551 GGTGGTGGCC TTATGTGTGC ACTGGGCATT ATAATGGCTC TTTTTGACCG
Exon3 Naus *****A**** *Ck****CA* EIRE R I I S O kak‘k*‘k*‘k *Ck****A**
610 620 630 640
Exon3hunan 601 CACACGCACT GACAAGGGTC AGGTCATTGA TGCAAATATG -
Exon3 Naus *******T** *G\'C@\**G\' **A****Ck* *T***w*‘k -
650
Exon4human 641 Intron 11l human (8,8 kb) < GIGGAAGGAA
Exon4 Maus Intron 11l Mus 4 kb) SN C
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Exond4hunman
Exon4 Maus

Exond4hunman
Exon4 Maus

Exond4hunman
Exon4 Maus

Exond4hunman
Exon4 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

Exon5hunman
Exon5 Maus

651

701

751

801

827

851

660
CAGCATATTT
*T*****C**

710
GAAGCACCTC
A**CAG\'***

760
GACTTACAGG
A**C****A*

810
CCCAGITCTA

*kkkkhkkkkhkx

Intron IV
Intron IV

860
CTTCCCTCTC

human
Maus

670 680
AAGTTCTTTT CTGIGGAAAA

*********C *kkkkhkkkkhkx

720 730
GAGGACAGAA CATGITGGAT

*******A** ***C**A***

770 780
ACAGCAGATG GGGAATTCAT
**G*****C* ****G*****

820
CGAGCTGCTG ATCAAAG -
T*CA*X***** CrTr*** _5

830
2,2 kb) GAC
5' kb)

870 880

<«
« *HRk Khkkkk

790
GCCTGTTGGA

******A**T

840

890

700
GAGTCTGI GG

*G\'*******

750
CTTTCTATAC

*******C**

800
GCAATAGAAC

**C*******

850

TTGGACTAAA GTCTGATGAA
* **CG: ******G:**

900

GATGAGCAC GGATGATTGG CCAGAAATGA AGAAGAAGTT

****T*

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

**C*****C* * % % %
0

91
TGCAGATGTA

*********G

960
ACGGCACAGA

****G\'****

1010
CATCATGATC
FRCHFCCF G

1060
GGACGTGAGC
*CT*CC****

1110
CTTCTTTCAA
*A***m***

1160
GAAGAATTTG
AG***G\'A**

1210
AATCATTGAA

****G\'****

920
TTTGCAAAGA

*kkkkhkkkkhkx

970
TGCCTGIGTG

***G\'*****

1020
ACAACAAGCGA

******m**

1070
CCCCCCCCTG

*kkkkhkkkkhkx

1120
AAGGGATCCT

******C***

1170
GATTCAGCCG

*******T*A

1220
AGTAATAAGG
***G\'****C

A*CA****** *****G\'*** *******A**

930
AGACGAAGCC

****T*****

980
ACTCCCGTITC
**C**A**G\'

1030
ACGGGCCTCG
*****C***C

1080
CACCTCTCCT

*kkkkhkkkkhkx

1130
TTCATAGGAG
*CTGH*** G

1180
CGAAGAGATT
G********C

1230
TAAAAGCTAG
*******C*A

940
AGAGTGGTGT

***A*****C

990
TGACTTTTGA

****G\'****

1040
TTTATCACCA
**C*****TG

1090
GITAAACACC
T*CCrGA** T

1140
AACACACTGA
*GRAERRCHT

1190
TATCAGCTTA
CT******&

1240
TCTCTAA
A5 ETGA

950
CAAATCTTTG

**G\'******

1000
GGAGGTTGIT
* 4% %% COCF C

1050
GTGAGGAGCA
A**G\'*****

1100
CCAGCCATCC
**T***G\'**

1150
GGAGATACTT
A * AGH G- * *

1200
ACTCAGATAA

*********G

Abb. 4- 4: Exon-/Intronstruktur des ORF der a-Methylacyl-CoA-Racemasen von Mensch und

Maus (die angegebenen Sequenzpositionen sind auf die Gesamtsequenz der humanen

Racemase bezogen).

Im Gegensatz zu dem fast identischen Aufbau der Mensch- und Mausgene ist be den

Caenorhabditis elegans-Genen der Proteine ZK892.4 und C24A3 eine vallig andere genomische

Organisation erkennen, vgl. Tab. 4- 1. Zum einen Snd die C.elegans-Gene in Seben gt in finf

Exons untertallt, zum anderen unterscheidet sich ihre Auftellung vollsténdig von den beiden Sauger-
Genen (Abb. 4-5).
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Die Proteine ZK892.4 und C24A3.3, verbindet untereinander nur eine 75 %ige Sequenzidentité,
interessanterwelse stimmt die Organisation der beiden C.elegans-Gene jedoch vollig Uberein. Im

offenen Leseragter enthalten Sie sechs Introns an exakt den gleichen Positionen, sehe Tab. 4- 1.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7
(Intron- (Intron- (Intron- (Intron- (Intron- (Intron-
position ) | position Il) | position Il) | position IV) | position V) | position VI)
247 bp 144 bp 161 bp 187 bp 410 bp
Mensch (247/248 bp) |(391/392 bp) | (552/553 bp) | (739/740 bp) (-)
M aLs 244 bp 144 bp 161 bp 187 bp 410 bp
(244/245 bp) |(388/389 bp) | (552/553 bp) | (739/740 bp) (-)
114 bp 84 bp 196 bp 135 bp 139 bp 188 bp 167 bp
C1(C24A3) (203/204 bp) | (287/288 bp) | (483/484 bp) | (618/619 bp) | (757/758 bp) | (945/946 bp)
114 bp 84 bp 196 bp 135 bp 139 bp 188 bp 167 bp
C2(ZK89%2) (114/115 bp) | (198/199 bp) | (394/395 bp) | (529/530 bp) | (668/669 bp) | (856/857 bp)

Tab. 4- 1. Genomischer Aufbau des ORF der «a-Methylacyl-CoA-Racemasen aus Mensch,
Maus und der zwei hypothetischen Proteinen C1 und C2 aus C.elegans.

human
| L 2 L 4 L 4 4 !
Start Stop
murin
{ L2 4 L 4 4 i
Start Stop
C24A3
} L 4 4 L 4 L 4 L 4 L 4 j
Start Stop
ZK892
I L 4 4 L g L g L 4 L 4 i
Start Stop

Abb. 4- 5: Exonstruktur der a-Methylacyl-CoA-Racemasen aus Mensch, Maus und der zwei
hypothetischen Proteinen Cl1 (ZK892) und C2 (C24A3) aus C.elegans (die jewelligen

Intronpositionen sind mit E markiert).

Im Laufe der Evolution hat sch die genomische Struktur der Racemasen sark verandert. Bel
Mensch und Maus ds Vetreter der Sugetiere |83 sich eine hoch konservierte genomische
Organisation festgdlen (vgl. Tab. 4- 1 und Abb. 4- 5). Um ene genauere Aussage Uber den
phylogenetischen Ursprung der Racemase zu treffen, fehlen jedoch noch weltere Daten einer
grofleren Zahl verschiedener Spezies.
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