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1 Einleitung

Peroxisomen sind membrangebundene Organdlen mit einem Durchmesser bis zu eénem Mikrometer,
die in fag dlen eukaryotischen Zdlen vebratet snd. 1954 wurden von Rhodin
elektronenmikroskopisch zytoplasmatische Einschltisse in Nierentubuluszellen von Mausen entdeckt
(Rhodin, 1954). Diese waren nur morphologisch as Mikrokorperchen (microbodies) bekannt,
bevor se 1966 von C. de Duve biochemisch charakterisert und as Organdlen mit mindestens einer
Wasserstoffperoxid-bildenden Oxidase und ener H,O.-abbauenden Katalase definiert wurden
(De Duve & Baudhuin, 1966). Peroxisomen wurden lange Zeit fir unbedeutende Uberreste
primitiver Oxidetionssysteme gehdten, da in ihnen nur einige wenige Enzyme gefunden wurden, die
man gemeinhin as unwichtig betrachtete. Mittlerweile ist die zentrale Bedeutung der Peroxisomen fir
den zdluldren Stoffwechsd unumdritten, da ihnen eine Vidzahl wichtiger Stoffwechsalresktionen
zugeordnet werden konnte.

Mit Ausnahme der Erythrozyten kommen Peroxisomen in dlen menschlichen Zdlen vor, wobei ihre
Grole und Form, sowie ihre Haufigkeit gewebsabhangig i (Rods et al., 1991). Besonders
konzentriert treten de in Leber- und Nierengewebe auf, wdhrend de in Fibroblasten und
Amnionzyten in sehr vid geringerem Umfang zu finden snd. Abgesshen von den wurmférmigen
Peroxisomen im Duodendepithd (Roels et al., 1991) handdt es sch um runde Organellen mit einem
Durchmesser zwischen 0,1 - 1,0 um. Die enfache Organdlmembran ist aus peroxisomenspezifischen
integralen Membranproteinen zusammengesatzt, in der Matrix befinden sch mehr ds flinfzig Enzyme
fur anabole und katabole Stoffwechsawege.

Peroxisomen besitzen ein breit geféchertes Aufgabenspektrum, wozu nicht nur der oxidative Abbau
exogener Subgtanzen zahlt, wie D-Aminosauren, und endogener Stoffwechsdprodukte, wie
Dicarbonsauren (Kolvraa & Gregersen, 1986; Vamecq & Draye, 1987), L-Pipecolinsdure (Mihdik
et al., 1989), Polyaminen (Beard et al., 1985; Holtta, 1977), a-Hydroxysiuren und Glyoxylsaure
(Danpure & Jennings, 1986; Nakatani et al., 1985) bis hin zur Oxidation Uberlangkettiger und
verzweigter Fettsduren, sondern auch einige Biosynthesen, z.B. von Plasma ogenen und Gallenséuren

(Hajraet al., 1979; Hajraet al., 1982; zur Ubersicht Siehe van den Bosch et al., 1992).
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Die Peroxisomen verfigen Uber eine eigene (3-Oxidation, die zwar andog zur mitochondriaen (3
Oxidetion verlauft, aber dennoch wesentliche Unterschiede aufweist. Im Gegensatz zu der 3
Oxidetion in den Mitochondrien dient Se weniger der Energiegewinnung, sondern dem oxidativen
Abbau von Subdgraten, die im songtigen zdluldren Stoffwechsdl nicht abgebaut werden konnen.
Wahrend die kurz- und langkettigen Fettsduren in den Mitochondrien oxidiert werden, findet die -
Oxidetion der Uberlangkettigen und methylverzweigten Fettsiuren in den Peroxisomen dett. Die
Fettsaureoxidation unterliegt in beiden Organdlen dem gleichen Reaktionsmechanismus. Nach der
Aktivierung zum Acyl-CoA-Ester erfolgen Dehydrierung, Hydratation, erneute Dehydrierung und
schlieldich thiolytische Freisetzung. Dabel liegt der entscheidende Unterschied darin, dal3 be der
Dehydrierung der aktivierten Fettsiuren die entstehenden Reduktionsiquivaente auf molekularen
Sauerstoff Ubertragen werden und nicht wie be der mitochondriden [-Oxidetion in die
Atmungskette eingeschleust werden. Das dabel gebildete HO, wird von Katalase in HO und O,
disproportioniert.

Die Bedeutsamkeit der Peroxisomen wird durch die schweren Krankhetsbilder deutlich, die schon
beim Fehlen eines einzelnen peroxisomaen Enzyms auftreten. Es sind bereits ene ganze Rehe
angeborener Stoffwechsa stérungen des Menschen bekannt, die vom Fehlen einzelner peroxisomaler

Enzyme bis hin zur Stérung der Peroxisomenbiogenese reichen. Ein vdlliges Fehlen der Peroxisomen

bel Petienten mit Zdlweger-Syndrom fuihrt zu schwersten Mif3ildungen, die wenige Monaten nach
der Geburt zum Tode fiihren (Moser, 1988).

‘ Abb. 1- 1. Elektronenmikroskopische
: Aufnahme eines Peroxisoms in der
Rattenleber. In der Organelle, die von
einer  einzelnen  Lipiddoppelschicht
begrenzt ist, liegt ein Kristall aus Urat-
' Oxidase. Die dunklen Strukturen
e aulBerhalb des Peroxisoms sind
' Glykogenpartikel  (entnommen aus:

L. Stryer, 1998).
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Per oxisomenbiogenese

Peroxisomen entstehen, wie bisher angenommen, nicht nur durch Tellung bereits exidtierender
Organdlen (Lazarow & Fujiki, 1985), sondern vermutlich auch unabhéngig von bereits existierenden
Peroxisomen (South & Gould, 1999). Peroxisomade Proteine werden im Cytoplasma an freien
Polysomen zumeist zu ihrer endguiltigen Grole synthetisert und posttrandationd in die Peroxisomen
trangportiert (Lazarow & Fujiki, 1985). Ausnahmen sind z.B. die Acyl-CoA-Oxidase und die 3-
Ketoacyl-CoA-Thiolase, die ds Vorstufen und nicht as reife Proteine in das Organd| transportiert
werden (Subramani, 1993). Da die peroxisomden Proteine zum grofden Tell komplett gebildet
werden, mul3 das Signa fir den weiteren Transport ins Peroxisom aso schon in ihrer DNA-Sequenz
enthaten sain (Osumi & Fujiki, 1990).

Peroxisomde Zidsequenzen (peroxisomal targeting signals, PTS) snd primé& durch
Komplementierungssysteme identifiziert worden, in vitro mit dem posttrandationalen Proteinimport
in die Peroxisomen (Miyazawa et al., 1989; Fujiki et al., 1982) und in vivo mit kultivierten Zdlen
durch rekombinante DNA-Transfektion (Gould et al., 1989; Swinkds et al., 1992). Fir den
Trangport ins Peroxisom sind bis jetzt zwel peroxisomae Sequenzmotive ermittelt worden, das
carboxyterminde Signd PTS 1(peroxisomal targeting signal), ein kurzes, nicht abgespatenes
Sequenzmotiv mit der Consensussequenz (S/A/C)(K/R/H)(L/M), und das aminoterminae PTS 2 mit
dem Sequenzmoativ (R/K)(L/V/N)Xs(Q/H)(L/A), welches im Vorlauferprotein im Abstand von 2-12
Aminosiuren zum N-Terminus lokaisert ist und im reifen Protein herausgeschnitten ist.

Das Sequenzmotiv —SKL ist im Gegensatz zu Trangportsequenzen anderer Organdlen hoch
konsarviert (Miura et al., 1992; Osumi & Fujiki, 1990). Daneben exidieren aber auch eine Rethe
abweichender Sequenzen, wie das Tetrapeptid -KANL der humanen Katalase (Purdue & Lazarow,
1996), die ds PTS | agieren. 1993 wurden in der Katalase A von S cerevisiae zwe unabhangige
peroxisomae Trangportsgnde identifiziert, von denen das eine C-termind, das andere Signamotiv
aber intern lokdigert ig (Kragler et al., 1993). In der Hefe Candida tropicalis wurden ebenfdls
interne PTS entdeckt, die bidang aber noch unvollstandig charakterisert snd (Smdl et al., 1988).
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Peroxisomale Trangportsgnale vom Typ PTS | und |1 konnten nicht in alen der bisher sequenzierten
peroxisomaen Matrixproteinen gefunden werden. Neben dem in wenigen Proteinen vorkommenden
PTS 2, wie z.B. in der humanen 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (Bout et al., 1988; Fujiki et al., 1985;
Miuraet al., 1984), snd PTS 1-Mative nur in 40 % der cytosolischen Proteine identifiziert worden
(de Hoop & Ab, 1992; Fujiki, 1997; Osumi & Fujiki, 1990; Subramani, 1993). Dies legt die
Vemutung nahe, dald neben den bereits beschriebenen PTS noch weltere peroxisomale
Transportsgnae exidieren.

Zur Untersuchung der Peroxisomenbiogenese und des Proteinimportes sowie der moglicherweise
daran  bedligten  cytosolischen und  membrangtdndigen Komponenten  wurden
Komplementierungssstudien mit  Hefemutanten, CHO-Zdllen (chinese hamster ovary) und
menschlichen Fibroblasten durchgefiihrt (zur Ubersicht siehe Digtd et al., 1996). Es konnte gezeigt
werden, dal3 an der Entstehung der menschlichen Peroxisomen mindestens dreizehn Gene (Lazarow
et al., 1995; Roscher et al., 1989) betelligt snd. Fir die Biogenese in S. cerevisiae Snd his jetzt
zwanzig Gene identifiziert worden (Kunau et al., 1992; Zhang et al., 1993; Olsen et al., 1998).
Genkomplementationsstudien  wurden  zuers mit  Hefemutanten von  Candida  species,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha und Yarrowia lipolytica
durchgefiihrt (Elgersma et al., 1996; McNew & Goodman, 1996; Spong & Subramani, 1993;
Subramani, 1993). Hefezdlen kénnen auch ohne funktionelle Peroxisomen auf Komplettmedium
Uberleben, so dal3 Mutationen in der Peroxisomenbiogenese durch den Wachstumsstopp auf
dternativen Kohlenstoffquellen, wie Olsiure oder Methanol, identifiziert werden koénnen. Solche
peroxisomendefizienten (PEX) Mutanten (PEX-Gen-Nomenklatur, Sehe Dige et al., 1996) kénnen
as Veglech zur zdluldren Diagnostik von bestimmten peroxisomaen Erkrankungen des Menschen
herangezogen werden. Zur genaueren Andyse der moglichen pathogenetischen Auswirkungen von
Peroxisomenbiogenesedefekten wurden somatische Zelmutanten von CHO-Zdlen entwickdt, die
mit Humanzellen phano- und genotypisch besser korrdlieren (zur Ubersicht siehe Elgersma & Tabak,
1996; McNew & Goodman, 1996; Subramani, 1993). Mit Hilfe von Komplementationsstudien
konnten beispidsweise die genetischen Ursachen fir das sogenannte Zelweger-Syndrom (ZS)
untersucht werden. Bel Patienten mit ZS fehlen intakte Peroxisomen und es kommt zum Verlust dler
peroxisomaen Funktionen aufgrund eines generaisierten peroxisomaen Biogenesedefekts.
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Genotypisch basert diese Stoffwechsdstérung auf dem Ausfall unterschiedlicher Faktoren, die an
der Peroxisomenbiogenese betelligt snd. Bidang konnten fur das ZS 12 Komplementationsgruppen
(CG) ermittelt werden.

Zu den bisher identifizierten Peroxisomenbiogenesefaktoren, den sogenannten Peroxinen, gehdren
auch die peroxisomalen Membranproteine PEX 11p und PEX 16p (Erdmann & Blobdl, 1995; Sakai
et al., 1995). PEX 11p (27-32 kDaQ) ist an der Peroxisomenproliferation beteiligt (Marshdl et al.,
1996). Neben der PEX 1lp-vermitteten Tellung berets exidierender Organelen, konnte
mittlerweile auch ene unabhéngige Neuformation von Peroxisomen gezeigt werden, in die das
Peroxin P16p (45 kDa) involviert ist (South & Gould, 1999; Eitzen et al., 1997).

Aus verschiedenen Hefen, namentlich S cerevisiae, P. pastoris, H. polymorpha und Y. lipolytica,
wurden Mutanten isoliert, die einen Defekt im SKL-Import bestzen. Der sogenannten PEX 5-
Mutante, einem Mitglied der TPR-Proteinfamilie (tetratricopeptide repeat) fehlt der PTS I-
Rezeptor (Goebl & Yanagida, 1991). Das humane PEX 5, von dem auch eine zweite Isoform mit
ener Insartion von 37 Aminosduren gefunden wurde, codiert ein 67 kDa Protein, fir das in vitro
eine Bindung an die PTS I-Sequenz belegt werden konnte (Fransen et al., 1995). Eine Mutation des
PEX 5-Gens konnte eine Ursache fir die neonatale ALD und das Zdlweger-Syndrom CG2 sain
(Baeset al., 1997; McCollum et al., 1993).

Einen Defekt im PTS-2-Proteinimport konnten Marzioch und Lazarow bel der PEX 7-Mutante S.
cerevisiae pas’ (pebl) zeigen. PEX 7 codiert den PTS 2-Rezeptor, ein 42 kDa-Protein (Marzioch
et al., 1994; Zhang & Lazarow, 1995). Hierfir konnte eine in vivo-Bindung an das PTS 2-Moativ
nachgewiesen werden (Zhang & Lazarow, 1995). Ein Auddl des humanen Homologs dieses
Proteins is vermutlich fir eine Form der rhizomdischen Chondrodysplasia punctata (RCDP)
verantwortlich (Braverman et al., 1997; Fujiki, 1997). Die intrazellulére Lokdisation der PTS
Rezeptoren wird zur Zeit noch kontrovers diskutiert. Sowohl fur die Lokdisation des PTS I-
Rezeptors im Cytosol ds auch fir die Asoziation mit dem Peroxisom konnten Hinwelse gefunden
werden (Dodt et al., 1995; Wiemer et al., 1995; Dodt et al., 1996). Marzioch zeigte fUr den PTS
2-Rezeptor, dald dieser cytosolisch und hochstens partiell peroxisoma assoziert ist (Marzioch et al.,
1994). Die Arbetsgruppe um Lazarow bestimmte im Gegensatz dazu den Standort dieses Rezeptors
ausschliefdich innerhab des Peroxisoms (Zhang et al., 1995).
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Mit der Klonierung der PEX 13-Mutante von S cerevisiae und P. pastoris wurde 1996 ein
integrdes peroxisomaes Membranprotein (40 —-43 kDa) identifiziert, deren cytoplasmatisch
orientierte SH3-Doméne an den PTS1-Rezeptor bindet und somit méglicherweise ads docking
Protein fir den Proteinimport fungiert (Elgersma et al., 1996; Erdmann & Blobel, 1996; Gould et
al., 1996). Am Proteinimport Uber den PTS 2-Rezeptor ist vermutlich das Genprodukt von PEX 17
betaligt, en reativ klenes Peroxin (23kDa), das an der cytoplasmatischen Oberfléache der
Peroxisomen liegt (Huhse et al., 1998; Subramani, 1997). Eine gemeinsame Anlaufstdle flr den
PTS 1- und PTS 2-abhéngigen Proteinimport kénnte PEX 14p darstellen. Es handelt sich dabei um
ein zum Cytosol gerichtetes, peripheres Membranprotein mit einer Molekulargrof3e von 38-39 kDa
(Brocard et al., 1997; Subramani, 1997). PEX 14p kann ds Membranrezeptor sowohl den PTS 1-
asauch den PTS 2-Rezeptor binden (Albertini et al., 1997).

Weitere an Biogenese beteiligte Membrankomponenten sind durch PEX 2-Mutanten in CHO-Zédllen
emittelt worden (Eitzen et al., 1996; Waterham et al., 1996). PEX 2 codiet en integrdes
peroxisomaes Membranprotein in der Grole von 35kda Das Membranprotein PAF-1
(peroxisome assembly factor-1) besitzt zwel Transmembransegmente, wobel das N- und C-
terminde Ende des Proteins ins Cytosol reicht. Dieses kénnte damit den transmembranden
Proteinimport von neusynthetiserten Proteinen Ubernehmen. Eine Mutation von PEX 2 gdlt
vermutlich eine Ursache fir das Zdlweger Syndrom CG5 und CG10 dar (Shimozawa et al., 1992;
Tsukamoto et al., 1994). Eine wetere an der Peroxisomenbiogenese betelligte Proteinvariante
konnte Tsukamoto mit der PEX 6-Mutante in CHO-Zéllen identifizieren. Das Genprodukt von PEX
6 it PAF-2 (peroxisome assembly factor-2). Das humane PAF-2-Protein hat ene
Molekulargrof¥e von 104 kDa und bestzt zwel mogliche ATP-Bindungsstdlen. Es zéhit zu den
Mitgliedern der AAA-Familie ATPase associated with diverse cdlular activities) von ATPasen
(Kunau et al., 1993).

ATP Ubernimmt be der Biogenese der Peroxisomen verschiedene Aufgaben. Mehrere
Arbetsgruppen konnten eine ATP-Hydrolyse beim Import von peroxisomaen Matrixproteinen
nachweisen (Horng et al., 1995; Imanaka et al., 1987; Wendland & Subramani, 1993). Einige
Peroxine gehdren zu der AAA-Familie der ATPasen (PEX1p, PEX6p) (Erdmann et al., 1991;
Nuttley et al., 1994; Yahraus et al., 1996), auBerdem it ATP zB. fir die Aktivitd des
peroxisomaen Membranprotein PMP 70 nétig, das zu der ABC (ATP binding cassette)-Familie
gehdrt (Kamijo et al., 1990).
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Dessen Audtdl wird fr einige Formen von ZS, nALD (Gértner et al., 1992) und ALD (Contreras
et al., 1996; Mosser et al., 1993) verantwortlich gemacht. FUr die Aktivitét von cytoplasmatischen
Chaperones, von denen vermutet wird, dal3 Se Uber eine Stabiliserung der Proteinkonformation am
Import beteligt snd, spidt die ATP-Hydrolyse ebenfdls eine Rolle (Crookes & Olsen, 1998;
Wadton et al., 1994). Am Beispid der Isocitratlyase, deren monomere Form effizienter ds das
oligomere Enzym importiert wird, wurde gezeigt, dal3 der Transport peroxisomader Proteine durch
die Struktur des zu importierenden Protein beeinflufd wird (Crookes & Olsen, 1998).

An der Peroxisomenbiogenese beteiligte Faktoren und zur Zeit diskutierte Modelle fir den
Proteinimport sndin Abb. 1- 2 dargestdt.

ParTp
a) b) i
1 el |
'\-\.{-:.{j o ...-f_. B 2
N
: i .
! !
VR, €
u:“-".':'f o, TR
v B f
i, o ~ 17y
M ; T
oA \ I.' Pexip
— g, 3
; T @,
,i" - ‘i
P T . é b
.'\ | \..E_F
R i — ]
A (2 3 =
s A & T .y
L ) | B o
w, e ol m Lo %_ _|!. Gytasol 3% - 'ﬁ” 1/_1? T cybosal
=t 1 | i ] | i
a' i — _'l_ _,._".._,I_ — N p— _ull_ L I
kq'i:lllf L) S mats e
ae | /& Ay
-~ - "\ =
'
Ilr. >

Abb. 1- 2: Peroxisomale Proteinimportmodelle und daran beteiligte Peroxine. (a) PTSL-
Proteine interagieren mit dem |ddichen PTS1-Rezeptor (PEX5p) und binden an die
membrangebundenen Rezeptoren PEX 13p und PEX 14p. (1) Das Protein wird an der
Oberflache freigesetzt und importiert. (2) Das Protein wird rezeptorgebunden in die Matrix
transportiert und erst dort freigesetzt. (3) PEX 5p ist intraperoxisomal lokalisiert, PTS1-
Proteine gelangen Uber mdgliche Translokationskandle in die Matrix. (b) PTS 2-Proteine
binden an den PTS2-Rezeptor (PEX 7p). PEX 7p interagiert mit dem peripheren
Membranrezeptor PEX 14p direkt (1) oder indirekt (2) Uber PEX 5p. Das Protein wird
entweder schon vor dem Proteinimport freigesetzt oder erst gebunden an PEX 7p in die

Matrix transportiert, bevor es proteolytisch abgespalten wird (Olsen, 1998).
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Per oxisomale Stoffwechseler krankungen

Ein Defekt in der Peroxisomenbiogenese kann zu schwerwiegenden Erkrankungen fhren. Obwohl
die meisten dieser angeborenen Stoffwechsalkrankheiten schon langer bekannt Sind, ist es et in
neuerer Zeit gelungen, ihre genetischen Ursachen zu erforschen. Ein entscheldender Fortschritt gelang
in diesem Zusammenhang mit der 1solierung Peroxisomen-defizienter Hefestdmme (PEX-Mutanten),
sSiehe Kapitd Peroxisomenbiogenese.

Man unterscheidet drel Typen peroxisomaler Stoffwechse storungen:

Typ 1. Peroxisomen sind visudl nicht erkennbar und es liegt ein generdiderter Verlug dler
peroxisomalen Funktionen vor [cerebrohepatorendes Zdlweger-Syndrom  (ZS), neonatde
Adrenoleukodystrophie (NALD), infantiles Refsum-Syndrom (IRD)].

Typ 2: Peroxisomen sind vorhanden und haben eine normade Grof¥e, mehrere peroxisomae
Funktionen d¢nd dlerdings gestort [rhizomdische Chondrodysplasa punctata (RCDP),

Hyperpipecolinazidamie].

Typ 3: Defekt eines einzelnen peroxisomalen Enzyms [Refsum-Syndrom, Adreno-leukodystrophie
(X-ALD), Acyl-CoA-Oxidase-Mangd, peroxisomaer  ThiolaseMangel,  trifunktionaler
Enzymdefekt, prim&e Hyperoxdurie Typ | (PH 1), Alkyl-DHAP-Synthetase-Mangd,
Dihydroxyacetonphosphat-Acyltransferase (DHAP-Atase)-Mangel, Akatalasamie].

Die folgende Tabelle (Tab. 1- 1) zeigt einen Uberblick tber haufigere peroxisomale Erkrankungen
(vergleiche auch Moser, 1989; Wanders et al., 1990). Das hier nicht ndher erléuterte Refsum-
Syndrom wird im folgenden Kapitel behanddt.
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Peroxisomale Pathogenese Morphologie und Biochemische
Erkrankung Klinische Manifestierung Analyse
Cerebro- autosomal rezessiv kraniofaziale Abnormitaten, Erhéhung von VLCFA,
hepatorenales  yererpte Krankheit; Hepatomegalie mit lkterus und Phytansaure,
Zellweger- Leberzirrhose, glomerulare Pipecolinséaure und

Syndrom (ZS)

Fehlen funktioneller
Peroxisomen, Verlust
aller peroxisomalen

Mikrozysten der Nieren; psycho-
motorische Retardierung, schwere

Gallensaureinter-
mediaten, Abnahme

Enzymaktivitaten Hypotonie der Skelett-muskulatur,  der Plasmalogen-
schwere Leberfunktionsstorung, Synthese
Tod im Sauglingsalter.
neonatale autosomal rezessiv extensive Demyelinisierung im siehe ZS
Adrenoleuko- vererbte Krankheit; ZNS, Leberzirrhose; Zellweger-
dystrophie verringerte Anzahl und ~ @hnliche Symptomatik, Erkrankung
(nALD) GroRenverlust der nach dem ersten Lebensjahr.
Peroxisomen, Verlust
aller peroxisomalen
Enzymaktivitaten
infantiles autosomal rezessiv abgeschwachte Zellweger-Variante; siehe ZS
Refsum- vererbte Krankheit; faziale Dysmorphie,

Syndrom (IRD)

Chorioretinopathie, Hepatomegalie;
Krankheitsverlauf beginnt im ersten
Lebensjahr

Adrenoleuko-
dystrophie
(X-ALD)

x-chromosomal
vererbte Krankheit;

normale Peroxisomen,

Defekt in Transport oder
Aktivierung der VLCFA-

CoA-Synthetase durch
Defekt des ALD-
Proteins [ABC-(ATP-
Bindungskassette)
Membrantransporter-
superfamilie]

Cerebrale Demyelinisierung,
neurologische Symptome: Gehor-
und Visusverlust, Demenz,
Bewegungsstorungen;
Nebennierenrindeninsuffizienz
spatinfantile Erkrankung;Tod meist
im ersten Lebensjahrzehnt

Akkumulation von
VLCFA

Adrenomyelo-
neuropathie
(AMN)

siehe ALD

Abgeschwéchte klinische Variante
von ALD, tritt erst im dritten
Lebensjahrzehnt auf und betrifft
hpts. das periphere NS und
Ruckenmark, z.T. Nebennieren-
rindeninsuffizienz

siehe ALD

Tab. 1- 1: Einige haufiger auftretende peroxisomale Erkrankungen.
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Katabolismus ver zweigtkettiger Fettsduren

Neben den linearen diphatischen Carbonsduren, die im Stoffwechsd ds Hauptbestandtell von
Triglyceriden und Membranlipiden ene zentrde Rolle spiden, werden auch komplexere
Carbonsauren metabolisert, denen bespid sweise ds Hormone, wie Prostaglandine und Retinsaure,
oder Membranbestandteile, wie a-Hydroxysduren, eine wichtige Bedeutung zukommt. Daneben
gehdrt zu diesen Carbonsauren auch eine Vidzahl von katabolen Zwischenprodukten. Zu diesen
Intermediaten zéhlen enige methylverzweigte Fettsiuren, die beim Abbau von 1soprenciden
entstehen, as quantitativ bedeutenster Vertreter ist in diesem Zusammenhang die Phytansiure
(3,7,11,15-Tetramethylhexadecansdure) zu nennen. Phytansdure kann von Sdugetieren nicht de
novo synthetisert werden, sondern wird hauptsachlich mit der Nahrung aufgenommen und auch zu
einem geringen Tell durch Umsetzung aus freem Phytol gewonnen (Steinberg et al., 1967). Phytol
(3,7,11,15-Tetramethylhexadec-2-en-1-0l), eine Seitenkette des Chlorophylls, wird von
verschiedenen Bakterien im Pansen von Wiederkéuern abgespdten und weiter zu Phytansiure
umgesetzt (Patton & Benson, 1966). Mit der Nahrung, und zwar vor dlem aus Rindfleisch und
Milchprodukten, gelangt die Phytansiure in den menschlichen Stoffwechsd und wird dort zu
Pristansdure (2,6,10,14- Tetramethylpentadecansdure) abgebaut (Mize et al., 1966; Steinberg,
1989). Neben der vom Phytol abstammenden Pristansaure werden auch geringe Mengen dieser
Saure direkt aus der Nahrung aufgenommen (Avigan et al., 1966).

Der Kaabolismus verzwegtkettiger Fettsturen gelangte zu dlgemeinem Interesse durch die
Beobachtung, dal3 sowohl Phytansdure (Poulos et al., 1984) ds auch Pristansiure (Poulos et al.,
1988) in den Seren von Patienten akkumulierten, die einen Defekt in der Peroxisomenbiogenese
aufwiesen, und somit feststand, dal3 wenigstens einige Schritte ihres Abbaus in den Peroxisomen
gattfinden missen. Normaerweise liegt Phytansdure nur zu ca. 0,1 % im menschlichen Serum vor.
Beim sogenannten Refsum-Syndrom hingegen steigt der Anteil der Phytansiure in Serum und Leber
bis auf 30 % der gesamten Fettsduren, meist in Form von Triglyceriden (Klenk, 1963).

Das Refsum-Syndrom (Morbus Refsum) wurde 1946 von S. Refsum ersmas ds Herodopathia
atactica polyneuritiformis beschrieben. Es handelt sich hierbei um eine autosoma rezessv vererbte
peroxisomale Erkrankung, die Sch in erser Linie durch ene aypische Retinitis pigmentosa,
cerebdl&re Ataxie und chronische Polyneuropathie aulert.

Die Ursache dieser Stoffwechsd erkrankung beruht auf einem Defekt im Phytansaurekatabolismus.
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1 Einleitung

Phytanséure kann aufgrund der S-gténdigen Methylverzweigung nicht Uber die S-Oxidation der

linearen Fettsuren abgebaut werden. Statt dessen wird in den Peroxisomen durch die sogenannte

a-Oxidation die Carboxylgruppe oxidativ abgespaten. Nach Aktivierung der Phytanséure zum

CoA-Eder efolgt eine Hydroxylierung zu 2-Hydroxyphytanoyl-CoA. Bel der anschlief3enden

Decarboxylierung entsteht Pristanal, welches dann zu Pristansaure weiter oxidiert wird, Sehe Abb.

1- 4 (Verhoeven et al., 1997ab). Die betreffende Methylgruppe der Pristansiure befindet sich jetzt
ina-Stellung, so dal? der weitere Abbau Uber die 3-Oxidation erfolgen kann, sehe Abb. 1- 5. Nach

der Dehydrierung der aktivierten Fettsaure, Hydratation und erneuter Dehydrierung werden
abwechsaind Propionyl-CoA und Acetyl-CoA thiolytisch freigesetzt (zur Ubersicht Sehe Verhoeven
et al., 1998 b). Der vollsgtandige Phytansuregbbau ist in der folgenden Abbildung dargesteIt (Abb.

1- 3).

CHg3 CHg CHg CH3

)\/\/I\/\/I\/\/I\;’{ COOH Phytansaure

CH3 .

i a-Oxidation

CH3 CH3 CHg CH3

)\/\/l\/\/l\/\./’(l\ +CO; Pristansaure
L]
CHs + ~COOH
i B-Oxidation

CHg CH3 CHg
)\/\/I\/\/l\)"\ + CH,CH.CO0H
CH3 ‘¢~ COOH

CH3 CHg CH3

CH . * T Ce * ~ COOH
3 ®x kA X

Sukzessive 3-Oxidation

Produkte des vollstandigen Phytansiureabbaus: 1 CO, + 3 CH3CH,COOH + 3 CH3COOH +
1 (CH3),CH-COOH

Abb. 1- 3: Phytansaureabbau.
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1 Einleitung

Die Akkumulation von Phytansiure in Gewebe und Serum von Patienten mit Morbus Refsum konnte
inzwischen auf enen Defekt der Phytanoyl-CoA-Hydroxylase zurlickgefiihrt werden. Die
Hydroxylase kataysiert den ersten Reaktionsschritt der a-Oxidation von Phytansaure (Abb. 1- 4).

Bel enem Audfdl des Enzymswird die Hydroxylierung von Phytanoyl-CoA zu 2-Hydroxyphytanoyl-
CoA unterbunden und der Abbau von Phytansaure blockiert (Castedls et al., 1997).

Da es sich ba Phytansiure um eine exogene Substanz handdt, konnen bel Petienten mit Refsum-
Syndrom durch eine Phytansdure-arme Dié (< 10 mg/d) jedoch gute Behandlungsarfolge erziet

werden (Steinberg et al., 1967).
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1 Einleitung

Stereochemieder B-Oxidation der a-M ethylacyl-CoAs

Pristansdure (2,6,10,14- Tetramethyl pentadecanséure) fdlt nach der «-Oxidation von Phytansaure
as Gemisch von zwe verschiedenen Sterecisomeren an, da Phytansaure (3,7,11,15
Tetramethylhexadecansdure) natirlicherweise ds Mischung enes (3R7R11R)- und enes
(3S7R 11R)-Diastereomeren vorliegt (Ackman, 1967).

Die a-Oxidation verandert die Stellung des Wasserstoffatoms in S-Podition nicht (Avigen et al.,
1966; Fingerhut et al., 1993) und fuhrt somit zu enem Diastereomerengemisch aus (2R,6R 10R)-
und (2S6R 10R)-Prigansiure. Die betelligten mitochondriden Acyl-CoA-Dehydrogenasen und
peroxisomalen Acyl-CoA-Oxidasen konnen stereospezifisch jedoch nur das (29)-2-Methylacyl-
CoA ekennen und umsetzen (Schmitz & Conzdmann, 1997). Fir den weiteren Abbau
methylverzweigter FettsBuren missen dso Enzyme vorkommen, die in der Lage snd, die
Stereoisomere von der (R)- in die (S)-Konfiguration zu GberfUhren.

Die ergen drei Zyklen der §-Oxidation von Pristanséure zu 4,8-Dimethylnonanoyl-CoA finden in
den Peroxisomen doait, anschlieffend wird das verkirzte Acyl-CoA ds Carnitinester in die
Mitochondrien transportiert, wo es zu CO, und HO abgebaut wird (Verhoeven et al., 1998a). Da
sowohl Mitochondrien ds auch Peroxisomen am oxidativen Abbau von Phytansiure bzw.
Pristanséure beteiligt Snd, miissen zur vollstndigen S-Oxidation der Pristansaure zu CO, und HO
in beiden Organdlen Racemasen vorkommen. In den Peroxisomen wird die Racemase-Aktivitét zum
Pristansduresbbau zweima bendtigt, in den Mitochondrien nur fiir die Racemiserung von (2,6R)-
Dimethylheptanoyl-CoA zu (2,65)-Dimethylheptanoyl-CoA (Abb. 1- 6).

Neben den methylverzweigten FettsBuren konnte gezeigt werden, da3 auch andere
a-Methylcarbonséuren, wie die Galensdure-Intermediate THCA (3, 7c,12a-Trihydroxy-53-
cholestan-26-séure) und DHCA (3, 7a-Dihydroxy-53-chol estan-26-séure), stereospezifisch in der
(9-Konfiguration oxidiert werden (Pedersen et al., 1996; Van Veldhoven et al., 1996). Da bel der
mitochondridlen Hydroxylierung der Cholesterin-Saitenkette sdektiv das (25R)-Diastereomer
gebildet wird (Shefer et al., 1978), mul3 die Racemisierung auch in der Gallensiurebiosynthese einen
wichtigen Schritt dargellen. In Rattenleber wurde 1994 die Exigenz ener spezifischen a-
Methylacyl-CoA-Racemase nachgewiesen, die die a-methylverzwei gten Fettsturen ds Coenzym A-
Thioester isomeridert (Schmitz et al., 1994) und auch in der Lage i, (25R)-THCA und (25R)-
DHCA zu (255)-THCA und (25S5)-DHCA zu racemiseren (Schmitz & Conzemann, 1997).
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1 Einleitung

R R S R R
* * CO-SCoA * 0O-SCoA
15 11 7 3 15 11 7 3
(3S,7R,11R)-Phytansaure o (3R,7R,11R)-Phytanséaure
i a-Oxidation ¢
R R s R R R
AMCR % x *
* ‘
14 14 10 6 2 CO-SCoA
10 6 2 "CO-SCoA _ )
(2S,6R,10R)-Pristansaure (2R,6R,10R)-Pristanséure
P -Oxidation
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* * .
12 8 4 CO-SCoA Peroxisom
B Oxidation
g £ AMCR,, )\/\/w
10 6 2 CO-SCoA 10 6 2 CO-SCoA
i B -Oxidation
S
8 4 CO-SCoA
Transport als Carnitinester Cytosol
CO-SCoA
i B -Oxidation
2 CO-SCoA CO-SCoA
i B -Oxidation
4 CO-SCoA
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B -Oxidation
CO-SCoA Isobutyryl-CoA

Abb. 1- 6: Schematische Darstellung des Phytansiureabbaus hinsichtlich der subzelluldren
Lokalisation der Racemaseaktivitét (AMCR: a-Methylacyl-CoA-Racemase) (Verhoeven et al.,

19984).
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1 Einleitung

Zid der vorliegenden Arbat war es, die a-Methylacyl-CoA-Racemase aus humanem Gewebe zu
isolieren und protein-chemisch und biochemisch zu charakterisieren.

Daran anschliel}end sollte die Racemase pardld zu den Enzymhomologen von Ratte und Maus
molekularbiologisch andysiert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen dazu beitragen, die Aufgabe der a-Methylacyl-CoA-
Racemase im menschlichen Stoffwechse welter aufzukl&ren.

In diesem Zusammenhang <ollte die Beteligung der Racemase an katabolen und anabolen
Vorgdngen, wie dem Katabolismus verzwegtkettiger FettsBuren und der Biosynthese von
Gadlensauren untersucht werden. Von besonderem Interesse waren dabel mogliche Auswirkungen
eines Enzymdefekts und die Frage, inwieweit die Racemase an der Entstehung angeborener
peroxisomaer Stoffwechsa storungen beteiligt it
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