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1. Einleitung

1.1 Die Parkinson-Krankheit

Als Morbus Parkinson wird eine neurodegenerative Erkrankung bezeichnet, die mit einer
fur Sie typischen klinischen Symptomatik, dem so genannten Parkinson-Syndrom oder
Parkinsonismus, einhergeht. Sie ist eine der h&ufigsten neurologischen Erkrankungen und
mit einem Durchschnittsalter von etwa 60 Jahren bei Krankheitsbeginn eine typische
Erkrankung des mittleren bis héheren Lebensalters (Lees et al., 2009). James Parkinson
beschrieb im Jahre 1817 erstmals eine Krankheit, der er aufgrund des auffalligen Zitterns
und der Bewegungsarmut seiner Patienten den Namen ,shaking palsy”, zu deutsch
Schiittellahmung, gab. Der Begriff des Parkinson-Syndroms steht heute stellvertretend fir
ein variables klinisches Bild extrapyramidaler Bewegungsstérungen, das durch die
Hauptmerkmale Ruhetremor, Rigor und Akinese, die zusammenfassend auch als
Parkinson-Trias bezeichnet werden, charakterisiert ist. Der Verlauf der Krankheit ist
langsam progredient, wobei der Ruhetremor, der bei etwa 70 % der Patienten auftritt, das
haufigste Frihsymptom darstellt (Standaert und Stern, 1993; Marsden, 1994). Neben den
motorischen Veranderungen treten insbesondere nach langerem Verlauf auch
neurovegetative und psychische Symptome auf, die den Krankheitsverlauf neben dem
Problem der zunehmenden motorischen Einschrédnkungen zusatzlich verkomplizieren.
Die klinische Symptomatik ist Ausdruck einer langsam fortschreitenden, weitgehend
selektiven Systemdegeneration im Zentralnervensystem, bei der es zum Untergang
pigmentierter dopaminerger Neurone vor allem in der Substantia nigra pars compacta
(Snc) kommt (Graybriel et al 1990; Braak et al 1995). Diese Gruppe melaninhaltiger
Nervenzellen im Mittelhirn ist ein wichtiger funktioneller Teil der Basalganglien und steht
in afferenter und efferenter Verbindung mit den Kernen des Striatums. Die Hauptfunktion
dieses nigrostriatalen Systems wird in der Verarbeitung und Weiterleitung motorischer
Impulse und anderer, die Planung und Durchfiihrung von Bewegungen betreffender
Informationen gesehen. Damit kommt der SNc als Bestandteil dieses extrapyramidal-
motorischen Regelkreises im Grof3hirn eine wichtige Bedeutung fur die Initiation und
Regulation von Bewegungsprogrammen zu. Der Neurotransmitter der Projektionen von
der SNc zum Striatum ist das zur Gruppe der Katecholamine gehdérende Dopamin,
dessen Wirkung am postsynaptischen Neuron vom Typ des jeweiligen Dopamin-
Rezeptors abhangig ist. Man unterscheidet funf verschiedene Dopamin-Rezeptoren (D1-
D5), wobei eine Stimulation der Rezeptoren D1 und D5 zu einem exitatorischen, eine
Stimulation der Rezeptoren D2-D4 hingegen zu einem inhibitorischen postsynaptischen
Potential fuhrt. Der Untergang der dopaminergen Neurone der SNc fiuhrt zu einem

Dopaminmangel im gesamten nigrostriatalen System, und damit zu einem
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neurochemischen Ungleichgewicht zugunsten der anderen beteiligten
Transmittersysteme. Diese Veranderung bildet die Grundlage fiir die Entwicklung
motorischer Symptome beim Morbus Parkinson.

Der Dopamin-Verlust in den Basalganglien bei M. Parkinson geht mit typischen
Verédnderungen, die einen Untergang dopaminerger Neurone markieren, einher
(Hornykiewicz, 2001). Es kommt zu einer Reduktion des Dopamin-Abbauproduktes
Homovanillinsaure (HVA), des Dopamin abbauenden Enzyms DOPA-Decarboxylase, der
transmembranen und vesikuldaren Transportproteine fir Dopamin, sowie zu einer
Reduktion der Proteinmenge und Aktivitdt des Enzyms Tyrosinhydroxylase, dem
Schlisselenzym  der Katecholaminsynthese.  Erwéhnenswert ist in  diesem
Zusammenhang, dass das Verhdltnis zwischen der Konzentraton von Dopamin und
dessen Metabolit HVA zugunsten von HVA verschoben ist, was als Ausdruck einer
erhdéhten Umsatzrate von Dopamin und als Kompensationsmechanismus gegen den
langsam voranschreitenden Verlust dopaminerger Innervation gesehen wird
(Hornykiewicz, 1993). Zudem konnte in neuropathologischen Befunden gezeigt werden,
dass die Erkrankung erst zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Neurodegeneration,
namlich erst bei einem Dopaminverlust von 80 % im Striatum, zu klinisch relevanten
motorischen Stérungen flihrt (Jellinger und Paulus, 1992). Die genaue Ursache flr die
Degeneration dopaminerger Neurone beim M. Parkinson ist bislang ungeklart. Aus
pathogenetischer Sicht finden sich neben der idiopathischen Erkrankung eine Reihe von
symptomatisch auftretenden Parkinson-Syndromen, beispielsweise bei der Blockade
striataler Dopamin-Rezeptoren durch Antipsychotika, bei dementiellen Erkrankungen als
Ausdruck einer fortschreitenden Degeneration multipler Systeme, bei affektiven
Storungen oder als toxischer Effekt bei systemischer Verabreichung von 1-Methyl-4-
Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP), einem Neurotoxin, das nach Umwandlung
durch die Monoaminoxidase-B (MAO-B) liber den prasynaptischen Dopamintransporter in
dopaminerge Neurone gelangt und dort zu einer Blockade mitochondrialer
Atmungskettenenzyme fihrt, die den Zelltod zur Folge hat. Die Entdeckung des
Neurotoxins MPTP fiihrte zu einer vermehrten Suche nach anderen potentiellen
exogenen oder endogenen Substanzen, die eine pathopysiologische Rolle bei der

Entstehung der Parkinson-Erkrankung spielen kénnten.

1.2 Die Tyrosinhydroxylase

Als pathobiochemisches Korrelat der oben beschriebenen pathomorphologischen
Veranderungen beim Morbus Parkinson kommt es zu einem Dopaminmangel, einer
Reduktion der Menge an Tyrosinhydroxylase (TH) und dessen Kofaktor 6-L-Erythro-

5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH,4), dem katecholaminsynthetisierenden Enzymsystem.



Die TH katalysiert die Hydroxylierung der Aminosdure Tyrosin zu 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa), den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
in der Katecholaminsynthese (Nagatsu et al., 1964; Levitt et al., 1965). L-Dopa ist die
gemeinsame Vorstufe in der Biosynthese von Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. Der
DNS-Abschnitt fur menschliche TH wurde als ein einziges Gen auf einem haploiden DNS-
Strang auf Chromosom 11 identifiziert und dessen Nukleotidsequenz entschliisselt
(Nagatsu et al., 1993). Bei der Transkription des Gens kdnnen vier verschiedene RNA-
Formen durch so genanntes alternatives SpleiBen des primdren DNS-Transkrites
entstehen, die fir 4 verschiedene Isoformen des Enzyms kodieren (Kobayashi et al.,
1988). Exprimiert wird die TH in den katecholaminergen Zellen des Gehirns, den
noradrenergen Ganglien- und Nervenzellen des Sympathikus, und in den noradrenergen
und adrenergen Zellen des Nebennierenmarks. Die Isoformen 1 und 2 bilden den
Hauptanteil der beim Menschen vorkommenden TH in den Basalganglien des Gehirns
und dem Nebennierenmark (Scholz und Moser, 1998). Die TH gehért zusammen mit der
Phenylalanin-Hydroxylase und der Tryptophan-Hydroxylase zur Gruppe der aromatischen
Aminosaure Hydroxylasen, die BH,; als Kofaktor benédtigen. Das Enzym besteht als
Tetramer mit einem Molekulargewicht von 240 Kilo-Dalton (KD) aus vier identischen
Untereinheiten von je 60 KD. Diese bestehen aus einem C-terminalen Abschnitt, in dem
sich das Kkatalytische Zentrum befindet, einem fir die Bildung des Tetramers
verantwortlichen Abschnitt und einem N-terminalen, regulatorischen Abschnitt. Die 4
Isoformen des Enzyms unterscheiden sich jeweils in ihrem N-terminalen Abschnitt
voneinander. Bei der Reaktion am C-terminalen, katalytischen Zentrum der TH werden
die Substrate L-Tyrosin, molekularer Sauerstoff, sowie der Kofaktor BH, und zweiwertiges
Eisen (Fe (1)) bendtigt. Der C-terminale, katalytische Abschnitt der TH besteht aus den
Aminoséaure-Abschnitten 156-498 und ist bei allen 4 Isoenzymen des Menschen, aber
auch zwischen verschiedenen Spezies wie dem Menschen, der Ratte und dem Rind,
identisch (Flatmark und Stevens, 1999). Die Anwesenheit eines zweiwertigen Eisenatoms
im katalytischen Zentrum ist fur den Ablauf der enzymatischen Reaktion essentiell
(Fitzpatrick, 2003). Basierend auf der Kristallstruktur der TH (Goodwill et al., 1998) konnte
die Struktur des katalytischen Abschnittes der TH genauer beschrieben werden (s.
Abb.1). Dabei geht das Eisenatom in der Mitte des katalytischen Zentrums als Chelator
eine hexagonale Bindung zu zwei Histidinen (His331 und His336), einem Glutamat (Glu
376) und 3 weiteren Bindungsstellen ein, letztere kbnnen von Wassermolekilen oder von
OH-Gruppen anderer Liganden besetzt werden. Die Aktivitat des Enzyms TH wird auf
verschiedenen Ebenen reguliert. Direkt am  katalytischen Zentrum erfolgt die
sogenannte feedback-Hemmung durch die Produkte der Katecholaminsynthese Dopamin,
Adrenalin oder Noradrenalin. Durch direkte Bindung an das katalytische Eisen der TH

kann das Eisenatom im katalytischen Zentrum der TH zu
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Abbl: Schematische Darstellung des Eisenatoms und seiner Liganden im katalytischen Zentrum
der TH. Dargestellt ist auch der natirliche feedback-Inhibitor Dopamin, welcher mit dem Kofaktor
BH, (nicht dargestellt) um dieselbe Bindungsstelle konkurriert.

dreiwertigem Eisen (Fe (lll)) oxidiert werden, was zu einer Inaktivierung des Enzyms fuhrt
(Fitzpatrick, 1999). Die Hemmung der TH durch Katecholamine ist dabei kompetitiv zum
Kofaktor BH,;, und nicht kompetitiv. zum Substrat L-Tyrosin, kann also durch die
Anwesenheit hodherer Konzentrationen des Kofaktors BH; kompensiert werden.
Untersuchungen Kristallstruktur der Tyrosinhydroxylase erlaubten neben einer genaueren
Charakterisierung des katalytischen Zentrums der TH auch Aussagen zu energetisch
wahrscheinlichen Positionen von Liganden am Eisenatom. So konnte gezeigt werden,
dass der Kofaktor eine enge, energetisch ginstige, koordinative Bindung mit dem
katalytischen Eisenatom der TH und dem Aminosaure-Rest Phe 300 eingeht (Goodwill et
al., 1998). Auch konnte anhand der Kristallstruktur der TH gezeigt werden, dass die
Anlagerung von Dopamin an das katalytische Eisenatom zu einer Blockade der
Bindungstelle des Kofaktors fuihrt (Almas et al., 1992). Abb. 1 zeigt eine schematische
Zeichnung des Eisenatoms und der potentiellen Bindungsstelle des naturlichen feedback-
Inhibitors Dopanin am katalytischen Zentrum der TH. Am N-terminalen, regulatorischen
Abschnitt kann eine Phosphorylierung der TH durch verschiedene Enzyme, sogenannte

Kinasen, erfolgen, welche eine Aktivierung des Enzyms zur Folge hat. Ein wichtiger



Aktivierungsweg ist dabei die Phosphorylierung an der Aminosdure Ser40 durch die
cAMP-abhéngige Proteinkinase A (Vulliet et al., 1980), die eine Konformationsanderung
des Proteins bewirkt und zu einer veranderten Bindungsaffinitdt fir Liganden am
katalytischen Zentrum fuhrt. Durch diese Phosphorylierung an Ser40 kann die
Katecholamin-induzierte, irreversible Hemmung der TH wieder aufgehoben werden, da
das oxidierte Eisenatom durch den Kofaktor wieder zu Fe (Il) reduziert werden kann. Eine
erneute Inaktivierung des Enzyms kann wiederum Uber eine Dephosphorylierung des
Proteins durch verschiedene Phosphatasen (Haavik et al., 1989) erreicht werden. Als
Schlisselenzym der Katecholaminsynthese kommt der TH eine zentrale Bedeutung fir
eine ganze Reihe physiologischer Prozesse z.B. im Gehirn, vegetativen Nervensystem
und Nebennierenmark zu. So zeigten Versuche an Mausen, die durch eine Null-Mutation
keine TH exprimieren konnten, eine perinatale Lethalitdt der Tiere aufgrund von
cardiovaskularer Dysfunktion (Kobayashi und Nagatsu, 2005). Punktmutationen des TH-
Gens beim Menschen lassen sich bei familiaren, L-Dopa-responsiven Dystonie-
Syndromen (Furukawa, 2003) und progressiven, infantilen Enzephalopathien (Hoffmann

et al., 2003) nachweisen.

1.3 N-Methyl-Norsalsolinol und andere 6,7-dihydroxy lierte

Tetrahydroisochinoline

N-Methyl-Norsalsolinol (NMNorsal), N-Methyl-Salsolinol (NMSal) und Salsolinol sind eine
Gruppe heterozyklischer Verbindungen, die als endogene Neurotoxine im Gehirn
entstehen, vermutlich durch eine nicht-enzymatische Kondensation von Dopamin mit
Aldehyden oder Pyruvat (Moser, 1998). Sie stellen eine Gruppe von Derivaten des
1,2,3,4-Tetrahydroisochinolins dar, welches in der Umwelt in verschiedenen
Nahrungsmitteln (Niwa et al., 1989) vorkommt, dar. Die an 6- und 7-Position
hydroxylierten Tetrahydroisochinoline NMNorsal und NMSal konnten im Liguor von
Patienten mit M. Parkinson nachgewiesen werden (Moser und Kémpf, 1992; Maruyama et
al., 1996). Ebenso gelang der Nachweis dieser Substanzen post mortem in der Substantia
nigra und dem Corpus striatum des menschlichen Gehirns (Maruyama et al.,, 1997).
Aufgrund dieser Nachweise und der strukturchemischen  Ahnlichkeit  der
Tetrahydroisochinoline mit dem Neurotoxin 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin

(MPTP, s. Abb.2) wurde untersucht, ob diese Substanzen als potentielle endogene
Neurotoxine an der Pathophysiologie des M. Parkinson beteiligt sein kénnten. Im
Gegensatz zu MPTP, welches Enzyme der Atmungskette an Mitochondrien hemmt,
kénnen jedoch die Tetrahydroisochinolin-Derivate die mitochondriale Membran nur
schwer Uberwinden (Mc. Naught et al., 1998). Auch zeigten Untersuchungen am

Tiermodell mit Ratten, dass nur wiederholte stereotaktische Injektionen von NMSal zu



einem Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra fuhrten (Naoi et al.,
1996). Das toxische Potential der Tetrahydroisochinoline erscheint also im Vergleich zu
MPTP relativ gering zu sein. Ein weiterer denkbarer Zusammenhang mit der Pathogenese
des M. Parkinson konnte jedoch die Beeinflussung des Katecholamin-Stoffwechsels sein.
So zeigten Moser et al. (1995) einen moglichen Zusammenhang zwischen der
Anwesenheit von NMNorsal im Liquor cerebrospinalis und einem erhéhten Dopamin-
Umsatz bei Patienten mit M. Parkinson auf. Des Weiteren konnten stereotaktische
Injektionen von NMSal in das Corpus striatum der Ratte eine Reduktion der TH-Aktivitat
bei gleichzeitig ausbleibender Neurodegeneration bewirken (Naoi et al., 1996). Schliel3lich
konnte in zahlreichen in vitro-Untersuchungen ein hemmender Einfluss verschiedener
Tetrahydroisochinoline auf die Aktivitdt der Tyrosinhydroxylase gezeigt werden (Scholz
und Moser, 1998). Scholz et al. (1997) zeigten dartber hinaus, dass die Hemmung der
TH aus dem Nucleus accumbens der Ratte nichtkompetitiv zum Substrat L-Tyrosin
verlauft. Denkbar ist, dass die an 6- und 7-Position dihydroxylierten
Tetrahydroisochinoline aufgrund ihrer Katecholstruktur, analog zum natirlichen feedback-
Mechanismus durch Katecholamine, die Tyrosinhydroxylase am katalytischen Zentrum

hemmen.

1.4  Zielsetzung der Arbeit

Anhand der in der Literatur beschriebenen Regulation der Tyrosinhydroxylase durch
Dopamin und andere Katecholamine und von der in Vorarbeiten gezeigten Hemmung der
Tyrosinhydroxylase- Aktivitdt durch 6,7-dihydroxylierte Tetrahydroisochinoline sollte mit
Hilfe humaner, rekombinant hergestellter Tyrosinhydroxylase aus Escherichia coli-
Bakterien untersucht werden, welcher Mechanismus der oben beschriebenen Hemmung
zugrunde liegt. Als Referenzsubstanz fir die Untersuchungen mit Tetrahydroisochinolin-
Derivaten diente bei allen Versuchen am Enzym dessen natirlicher feedback-Inhibitor
Dopamin. Vier Tetrahydroisochinoline, namlich NMNorsal, NMSal, Norsalsolinol (Norsal)
und N-methyl-1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin  (NMTIQ), die sich jeweils in den
entscheidenden funktionellen Gruppen unterscheiden, sollten zunachst in einem
biochemischen Ansatz mit Bestimmung ihrer Wirkung auf die Aktivitat der rekombinanten
TH untersucht werden. Drei Derivate, namlich NMNorsal, NMSal und Norsal besitzen eine
Katecholgruppe, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der Methylierung an 1- und 2-
Position. Hingegen besitzt NMTIQ keine Katecholgruppe an Position 6 und 7 (s. Abb.2).
Hiermit sollte geklart werden, ob die Hemmung der TH bei den Tetrahydroisochinolin-
Derivaten von der Dihydroxylierung in den Positionen 6 und 7 abhangig ist. Anschliel3end
sollte in weiteren Ansatzen untersucht werden, ob die durch die Tetrahydroisochinoline

gehemmte Aktivitdt der TH durch die Zugabe aufsteigender Konzentrationen des
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Kofaktors BH, oder des Substrates L-Tyrosin verandert werden kann, was eine genauere
biochemische Charakterisierung des Hemmmechanismus im Hinblick auf die Frage einer
konkurrierenden Bindungsstelle am Enzym erlaubt. Mittels einer biophysikalischen
Untersuchung, namlich der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie;
syn. elektronenparamegnetische Resonanz-Spektroskopie, EPR-Spektroskopie), die eine
Charakterisierung der Elektronenhiille, und damit des Redoxzustandes von Molekilen in
Proteinen erlaubt, sollte im Anschluss an die oben beschriebenen Untersuchungen das
Eisenatom im katalytischen Zentrum, in Anwesenheit von Dopamin und der
Tetrahydroisochinolin-Derivate, untersucht werden. AbschlieRend sollte in einem weiteren
biochemischen Ansatz geprift werden, ob eine durch Dopamin oder
Tetrahydroisochinoline inhibierte TH durch Phosphorylierung am N-Terminus, analog zu

Dopamin, wieder reaktiviert werden kann.

HO

HO
N
HomHz HO “CH,

CH,

Dopamin (DA) N-Methyl-Salsolinol

(NMSal)
POQ. )
NH N
HO CH,
Norsalsolinol N-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin
(Norsal) (NMTIQ)
HO
T
HO CH, |
N<
CH,
N-Methyl-Norsalsolinol 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin
(NMNorsal) (MPTP)

Abb. 2: Chemische Struktur von Dopamin, den 4 untersuchten Tetrahydroisochinolinen, die sich
jeweils in den entscheidenden funktionellen Gruppen an Position 6 und 7 (Hydorxylgruppen) und
am Stickstoffatom (Methylgruppe) des Isochinolinringes unterscheiden, sowie des Neurotoxins
MPTP.
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2. Material und Methoden

Dieses Kapitel dient der Beschreibung des praktischen Vorgehens bei meinen Versuchen
und bei der Auswertung der erhobenen Daten. Einer Beschreibung des verwendeten
rekombinanten Enzyms Tyrosinhydroxylase folgt eine systematische Auflistung der
verwendeten Reagenzien und Hilfsmittel unter Angabe der Bezugsquellen. Anschlie3end
wird die Methodik des biochemischen Versuchsansatzes und dessen Auswertung mittels
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) erlutert. Zuletzt wird auf die
Elektron-paramagnetische Resonanz (EPR) — Spektroskopie eingegangen, die im Institut

fur Physik der Universitét Liubeck fur die biophysikalischen Experimente verwendet wurde.

2.1 Material
2.1.1 Humane rekombinante Tyrosinhydroxylase

Die humane Tyrosinhydroxylase der Isoformen 1 und 4 wurde unserer Arbeitsgruppe

durch Prof. Dr. Jan Haavik von der Universitat Bergen (N) zur Verfigung gestellt:

Humane Tyrosinhydroxylase Typ 1 (hTH1)

aus Escherichia coli

Proteinkonzentration: 34 mg/ml
Konzentration TH Untereinheiten: 0,6 mmol/|
Aquivalente Eisen/Untereinheit: 1:1
Humane Tyrosinhydroxylase Typ 1 (hTH1)

aus Escherichia coli

Proteinkonzentration: 26 mg/ml
Konzentration TH Untereinheiten: 0,45 mmol/l
Aquivalente Eisen/Untereinheit: 0,1:1
Humane Tyrosinhydroxylase Typ 4 (hTH4)

aus Escherichia coli

Proteinkonzentration: 28 mg/ml
Konzentration TH Untereinheiten: 0,46 mmol/l
Aquivalente Eisen/Untereinheit: 0,1:1

Die Herstellung der rekombinanten Enzyme ist ausfihrlich beschrieben worden in Haavik
et al. (1991). Zusammengefasst wurden die Isoformen 1, 2, und 4 mit Hilfe von
Escherichia coli Bakterien exprimiert. Unter Zuhilfenahme eines Vektors wurde die cDNA
mit den codierenden Sequenzen in die Bakterienzellen tUberfihrt. Um die Transkription
der TH-Sequenz im Genom des Bakterienstammes wahrend der Anziichtung zu
gewadhrleisten, wurde mit dem Vektor zusatzlich eine Sequenz uberfuhrt, die fur die

Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin codiert. Anschlie3end wurden die Bakterien
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in einem Kulturmedium in Anwesenheit von Ampicillin inkubiert. Nach der Anzichtung
erfolgte die Synthese des TH-Proteins durch Induktion und Expression einer spezifischen
Polymerase. Das so gewonnene Enzymmaterial wurde anschlieBend in mehreren
Schritten isoliert und homogenisiert. Das Proteinkonzentrat befand sich in einer
Pufferlosung aus NaHepes (20 mmol/l) und NaCl (150 mmol/l), pH 7,5, und wurde bei -
85T gelagert. Fir die Ansatze zur Bestimmung der Tyrosinhydroxylase Aktivitat wurde
das Konzentrat in einem Verdinnungsverhdltnis von 1:10.000 eingesetzt. Hierflr fertigte
ich im voraus Portionen zu je 25 pl der Verdinnung 1:100 an. Unmittelbar vor jedem
Versuchsansatz wurden jeweils ein bis zwei dieser Proben aufgetaut und weiter bis auf
das gewulnschte Verhaltnis verdinnt. Fir die biophysikalischen Versuche zur ESR-
Spektroskopie war eine wesentlich hohere Proteinkonzentration notwendig, hier

verwendete ich fur jede Probe 100 pl unverdinntes Homogenat der hTH1 und hTH4.

2.1.2 Reagenzien des Enzymansatzes und der ESR-Unte rsuchungen

Firma Acros Organics (Gehl, BEL):
1,2-Dimethyl-6,7-Dihydroxy-1,2,3,4 Tetrahydroisochinolin (NMSal)
2-Methyl-6,7-Dihydroxy-1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (NMNorsal)
6,7-Dihydroxy-1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (Norsal)

Institut fur Chemie (Universitat Lubeck, D):
2-Methyl-1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (NMTIQ)

Firma Sigma (Deisenhofen, D):

Adenosin-3,5-zyklisches Monophosphat (CAMP)
Adenosin-5-Triphosphat (ATP)

Bovine Katalase (EC 2000-5000 U/mg)
6,7-Dimethyl-5,6,7,8-Tetrahydropterin (DMPH,)
Dihydropterinreduktase (EC 1.6.99.7), aus der Leber von Schafen (100 U/mg)
3,4-Dihydroxyphenylethylamin (Dopamin)
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa)

a-Methyl-para-L-Tyrosin

6-Methyl-Tetrahydropterin (MPH,)
B-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH)
N-(2-Hydroxyethyl-)Piperazin-N-(2-Ethansulfonsaure) (HEPES)
Proteinkinase A (EC 2.7.1.37), aus Rinderherzen (1000-2000 U/mg)

13



Firma Merck (Darmstadt,D):
Eisen(ll)-Sulfat

L-Tyrosin

Natriumchlorid

Perchlorsaure 3,3 %

Firma Knauer (Berlin, D):
Wasser (H,0) hochrein

2.1.3 System fur die Hochleistungsflissigkeitschrom

Firma Knauer (Berlin, D):

HPLC-Pumpe 64

HPLC Ofen, Ofen Kontrolleinheit

Injektionsventil 20 pul

Injektionsspritze 100 pl

Vorsaule Eurosphere 100, C18, 5 um, 35 x4 mm
Hauptsaule Eurosphere 100, C18, 5 pm, 250 x 4 mm

Firma Metrohm , Herisau (CH):
Elektrochemischer Detektor 656

Firma Epson , Meerbusch (D):
PC AX2

2.1.4 Verwendete Laborhilfsmittel
Firma Eppendorf , Hamburg (D):
Eppendorf-Pipetten 10, 100, 1000 pl

Varitip S Pipette 1-10 ml und Pipettenspitzen

Firma Greiner, Frickenhausen (D):
Pipettenspitzen 10, 100, 1000 pl ()

Firma Sarstedt , Numbrecht (D):

Einweg-Reaktionsgefasse 1 ml, 1,5 ml

atographie (HPLC)
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Firma Schott , Mitterteich (D):

Einweg-Reagenzglaser 10 ml Mehrweg- Reaktionsgefasse

Firma Sartorius , Gottingen (D):

Feinwaage

Firma Hassa, Lubeck (D):
Magnetischer Rihrer Hi 300 N

Schittelrthrer

Firma Knick Berlin (D):
pH-Meter 761 Calimatic

2.1.5 System fur die ESR-Spektroskopie

Firma Bruker, Karlsruhe (D):
Spektrometer 200D SRC

Firma Oxford Instuments, Witney (GB):
Helium Kryostat ESR 910

2.1.6 Verwendete PC-Software

Firma Microsoft , Redmond (USA):
Windows XP, Excel 2002, PowerPoint 2002, Word 2002

Firma GraphPad Software , La Jolla (USA):
Statistik- und Graphikprogamm Graph Pad Prism

2.2 Methoden

2.2.1 Ansatz zur Bestimmung der basalen Tyrosinhyd  roxylase Aktivitat

Um die Aktivitat der Tyrosinhydroxylase in vitro zu bestimmen, verwendete ich einen
Ansatz, bei dem das Protein mit allen fur die enzymatische Reaktion notwendigen
Komponenten im Wasserbad inkubiert wurde. Anschlie3end konnten die Proben direkt fur
die Analyse zur Bestimmung der L-Dopa-Konzentration mittels

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) verwendet werden (Naoi et al., 1988).
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Die folgenden Angaben beziehen sich auf die im Ansatz befindlichen Endkonzentrationen
der jeweiligen Komponenten. Das Proteinkonzentrat befand sich in einer Verdiinnung von
1:10.000 in jedem Reaktionsansatz, entsprechend einer Proteinkonzentration von 0,0034
mg/ml bzw. 0,0026 mg/ml fur die hTH1 und 0,0028 mg/ml fur die hTH4. Das geldste und
mit Eisen(ll)-Sulfat versetzte Protein wurde dem Basispuffer fir die Inkubation, einer
Losung aus Hepes (50 mmol/l) und boviner Katalase (1 mg/ml, entspricht einer Aktivitat
von 2000-5000 U/ml) pH 7,0, beigefugt. Es folgten der Zusatz von 6, 7-Dimethyl-
Tetrahydropterin (100 pumol/l), von NADH (100 pmol/l) und Dihydropterinreduktase (0,5
U/ml). Durch Zugabe des Substrates L-Tyrosin (100 pmol/l) wurde die Reaktion gestartet.
Zur Bestimmung des nicht enzymatischen L-Dopa Umsatzes verwendete ich bei je zwei
Proben pro Ansatz D-Tyrosin (100 umol/l) anstatt L-Tyrosin, zusatzlich hemmte ich dabei
die TH mit dem Inhibitor a-Methyl-para-L-Tyrosin (100 pumol/l). Die Inkubationszeit betrug
2 Minuten und erfolgte im 30 T warmen Wasserbad, i m Anschluss wurde die Reaktion
durch den Zusatz von Perchlorsaure (3,3 %) gestoppt. In der Perchlorsaure gelost befand
sich auBerdem der verwendete interne Chromatographiestandard a-Methyl-DOPA (0,45
umol/l). Die Proben wurden sofort eingefroren und bei -20C bis zur Chromatographie

gelagert.

2.2.2 Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit elektrochemischer Detektion
(HPLC/ED)

Chromatographie bezeichnet ein Verfahren zur Trennung von Substanzen eines
Gemisches durch Verteilung auf zwei Phasen, von denen die eine unbeweglich
(stationdre Phase), die andere beweglich (mobile Phase) ist. Die mit der mobilen Phase
transportierten Substanzen stromen an der stationaren Phase vorbei und werden
aufgrund unterschiedlich starker Affinitat zu dieser unterschiedlich lange zuriickgehalten,
durch multiplikative Verteilungsvorgdnge kommt es schlieBlich zur Trennung der
Komponenten. Die Abkirzung HPLC steht fur High Performance Liquid Chromatography,
Hoch-Leistungs-Flussig-Chromatographie, oder auch  High  Pressure  Liquid
Chromatography, Hoch-Druck-Flissig-Chromatographie, weil bei diesem Verfahren z.B.
im Vergleich zur Kklassischen Saulenchromatographie sehr hohe Dricke zum
Durchpressen der mobilen Phase verwendet werden. Der Aufbau des verwendeten
HPLC-Systems ist in Abb. 3 schematisch dargestellt. Als stationare Phase verwendete
ich eine kommerziell erhéltliche Standardsaule (SaulengréRe: 250 x 4 mm, PartikelgroR3e:
5 um) aus chemisch modifiziertem Silicagel (Octadecylsilan, ODS), dessen Oberflache
sehr apolar ist. Die mobile Phase, eine Ldsung aus Wasser, Methanol (11,5%),
Zitronenséure (100 mmol/l), Na,-EDTA (0,3 mmol/l) und Na-Octansulfonsaure 0,52

(mmol/l), pH Wert 3,0, war dagegen relativ polar. Bei einem solchen Verhaltnis von
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mobiler zu stationarer Phase spricht man auch von Umkehrphasen-Chromatographie. Der
Trennvorgang fand unter einer konstanten Betriebstemperatur von 30T statt, die
Flussrate der mobilen Phase betrug 1 ml/min. Das Probenmaterial durchlauft vor dem
eigentlichen Trennvorgang in der Hauptsaule eine kleinere, in der Zusammensetzung
identische Vorséaule (Saulengrosse: 35 x 4mm, Partikelgrésse: 5 um), die dem Schutz der
Hauptsaule vor Verunreinigungen und stark retardierten Substanzen dient. Nach dem
Trennvorgang werden die Substanzen durch einen Detektor transportiert, dessen
Schreiber bzw. Rechnerprogramm sie als Glockenkurven (Peaks) registriert. Ein solches
Chromatogramm liefert unmittelbare qualitative und quantitative Aussagen Uber den
untersuchten Probeninhalt. Qualitativ lassen sich Substanzen anhand ihrer Retentionszeit
identifizieren, die unter den gewahlten Bedingungen fir jede Komponente charakteristisch
ist. Quantitative Aussagen liefern sowohl die Hohe als auch die Flache der Peaks, die der
in der Probe befindlichen Stoffmenge proportional sind. Zur Registrierung der getrennten
(eluierten) Substanzen wurde ein elektrochemischer Detektor verwendet. Dieser besteht
aus einer Messzelle, in der ein wahlbares Arbeitspotential zwischen einer Arbeits- und
einer Referenzelektrode anliegt. Die mit der mobilen Phase transportierten Substanzen
gelangen in die Messzelle und werden, abhangig von ihrem Potential, entweder oxidiert
oder reduziert, es resultiert ein Stromfluss an der Arbeitselekirode, der vom Detektor
verstarkt und registriert wird. Eine dritte Elektrode, die so genannte Hilfselektrode, leitet
den bei der elektrochemischen Reaktion entstehenden Strom ab, damit das
Arbeitspotential an der Referenzelektrode unbeeinflusst bleibt. Die Betriebsspannung des
Detektors betrug + 800 mV bei einem eingestelltem Messbereich von 5 nA. Da die
Anwesenheit von Luft in der mobilen Phase ein empfindlicher Stérfaktor fur die
elektochemische Detektion ist, wurde diese vor der Verwendung fur 15 Minuten mit
Helium entgast. Um eine stabile Grundlinie fur die Auswertung der Peaks zu erhalten,
musste sich das Gerét fur etwa 1,5 Stunden aquilibrieren. Anschlieend wurden die bei -
20T eingefrorenen Proben aufgetaut und ein Volumen von 100 pl unmittelbar zur
Analyse eingespritzt, die Durchlaufdauer einer Probe betrug dabei etwa 15 Minuten. Alle
Proben eines Versuchsansatzes wurden zusammenhangend in einer Sitzung analysiert.
Zusatzlich wurden dabei immer der externe Standard L-Dopa und, zur Bestimmung des
Wiederfindungswertes (s. Abschnitt 2.2.3), der interne Standard a-Methyl-Dopa jeweils
doppelt bestimmt. Die vom HPLC-Programm aufgezeichneten Chromatogramme wurden

zur spateren Auswertung am PC gespeichert.

2.2.3 Auswertung der mit der HPLC gesammelten Daten

Zur Quantifizierung der in den Versuchsansatzen entstandenen L-Dopa-Menge orientierte

ich mich an der H6he der aufgezeichneten L-Dopa-Peaks. Durch dessen Ful3punkte ich
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Abb. 3: Schematischer Aufbau des verwendeten Systems flur die Hochleistungs-
Flussigkeits-Chromatographie. Aus einem Vorratsbehélter (1) gelangt die mobile Phase in
das HPLC-System, die HPLC-Pumpe (2) sorgt dabei fur konstanten, pulsationsarmen
Fluss. Uber eine Injektionsschleife (3) wird das zu untersuchende Probevolumen in das
System gespritzt und von der mobilen Phase zu den HPLC-Saulen, in denen sich die
stationdre Phase befindet, transportiert. Es durchlauft zunachst die Vorsaule (5), die der
Filterung der Probe vor Verunreinigungen dient, dann die Hauptséule (6), in der der
eigentliche Trennvorgang stattfindet. Der HPLC-Ofen (4) gewahrleistet dabei eine
konstante Temperatur fir den chromatographischen Prozess. Der elektrochemische
Detektor (7) registriert die eluierten Substanzen und ist mit einem HPLC-Programm am
PC (9) verbunden, das die Daten als Chromatogramm am Bildschirm darstellt. Mobile
Phase und Probe gelangen nach Durchlauf durch den Detektor zur Entsorgung in einen
Sammelbehalter (8).

eine Tangente legte. Anschliessend lasst sich die Peakhdhe in nA durch fallen des Lots
am Scheitelpunkt des Peaks und messen der Strecke zwischen dem Schnittpunkt mit der
Tangente und der Peakspitze bestimmen. Ich verwendete fur diesen Arbeitsschritt ein in

der HPLC-Software enthaltenes Integrationsprogramm, welches nach Markierung der
entsprechenden Fusspunkte die Peakhdhen automatisch ausrechnete. Die so
gewonnenen Daten fir die L-Dopa-Peakhdéhe mussten vor der Bestimmung des
enzymatischen Umsatzes noch mit Hilfe des fir jede Probe bestimmten

Wiederfindungswertes korrigiert werden. Man erhalt diesen durch Bildung des Quotienten
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aus der a-Methyl-Dopa-Peakhohe in der Probe und der gemittelten a-Methyl-Dopa-
Peakhthe des Standards:

W = a-Methyl-Dopaphe /' a-Methyl-Dopasiandard

(F1): W = Wiederfindungswert; a-Methyl-Dopag..,e = Peakhdhe (nA) von a-Methyl-Dopa in
der Probe; a-Methyl-Dopasindara = Mittelwert der Peakhdéhe (nA) von a-Methyl-Dopa im
Standard

Mit Hilfe des durch die Formel (F1) ermittelten Wiederfindungswertes berechnete ich

anschliessend die tatséchlich im Ansatz befindliche L-Dopa-Menge wie folgt:

L'Dopakorr = L'Dopaprobe / W

(F2): L-Dopayr = korrigierte Peakhdhe von L-Dopa; L-Dopa prove; L-DOpa prone: Peakhdhe
von L-Dopa in der Probe

Aus der Peakh6he in nA lasst sich die im Ansatz befindliche L-Dopa-Konzentration mit
Hilfe einer Eichgeraden bestimmen, die ich zu Beginn meiner Versuche erstellte. Dabei
setzte ich den Standard L-Dopa in verschiedenen Konzentrationen an und ermittelte die
zugehorige Anderung der Signalhthe in nA (Daten nicht gezeigt). Wie bereits erwahnt
bestimmte ich in jedem Versuchsansatz ausserdem zweifach den nichtenzymatischen
Umsatz von L-Dopa. Dabei verwendete ich D-Tyrosin, welches im Gegensatz zu L-
Tyrosin von der TH nicht als Substrat benutzt werden kann. Zuséatzlich wurde die TH in
diesen Proben durch Zusatz des Inhibitors a-Methyl-para-L-Tyrosin gehemmt. Durch
Subtraktion des korrigierten Wertes flr den nichtenzymatischen Umsatz von dem
korrigierten Wert fir den Gesamtumsatz erhalt man die enzymatisch entstandene L-Dopa
Menge, aus der man durch Einsetzen in die Formel (F3) den Wert fir die Aktivitat der
Tyrosinhydroxylase, angegeben in nmol L-Dopa pro Minute pro mg Protein, berechnen

kann:

Ay = (L-Dopages- L-Dopanenz) * brpopa* V/t*m

(F3): Ay = Aktivitat der TH (nmol/min/mg); L-Dopags = Gesamthohe des L-Dopa-Peaks
(nA); L-Dopanen, = H6he des nichtenzymatisch gebildeten L-Dopa-Peaks (nNA); bi.popa =
Steigung der Eichgraden (nmol/I/nA); t = Inkubationszit (min); m = Proteinmasse (mg)

Bei jedem Versuch zur Enzymaktivitat der TH wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt.
Zu den jeweiligen Fragestellungen wurden mehrere unabhéngige Versuche durchgefiihrt,
ein eventueller Unterschied der Datenmenge wurde anschliessend in der statistischen
Auswertung berlcksichtigt. Fir den Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen
Enzymaktivitdten verwendete ich den T-Test fur unverbundene Stichproben. Dabei

wurden Ergebnisse dann als statistisch signifikant angesehen, wenn der berechnete p-

19



Wert mindestens unter 0,05 lag. Die gezeigten Daten in Kapitel 3 sind entsprechend lhres

Signifikanzniveaus gekennzeichnet.

2.2.4 Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie

Bei der Oxidation von Eisen (Il) zu Eisen (lll) verliert das Eisenatom ein Elektron. Dies
fuhrt zu charakteristischen Veranderungen in der auReren Elektronenhdlle, welche man
mit Hilfe der ESR-Spektroskopie nachweisen kann. In einem Magnetfeld erzeugt die
Elektronenhille des oxidierten Eisenatoms einen charakteristischen paramagnetischen
Moment, dessen Resonanzfrequenz, der so genannte g-Faktor, anhand der Absorption
von Mikrowellen gemessen wird. Durch die Liganden in seiner Umgebung hat das
Eisenatom in einem Metallkomplex wie dem katalytischen Zentrum der TH ein anderes
ESR-Spektrum als z.B. frei in der Probe befindliches, ungebundenes Eisen. In der
Biochemie wird die ESR-Spektroskopie fur die Identifizierung und Quantifizierung von
paramagnetischen Molekilen in einer Probe genutzt, wie z.B. Metallkomplexe in
Proteinen oder freie Radikale. Fur eine ausfuhrliche Beschreibung der physikalischen
Grundlagen des ESR-Phadnomens sowie Einzelheiten zur Messtechnik sei auf die
Lehrbicher der Physik und Physikalischen Chemie verwiesen. Die Versuche zur ESR-
Spektroskopie wurden in Zusammenarbeit Herrn PD. Dr. Schinemann, Institut fir Physik

der Universitat Liubeck, durchgefiihrt.

20



3 Ergebnisse

3.1 Die enzymatische Aktivitat der humanen Tyrosinh  ydroxylase

Fur die Anséatze zur Bestimmung der Tyrosinhydroxylase Aktivitat wurde das Homogenat
wie in Kapitel 2 beschrieben aufgearbeitet und befand sich in einer Endverdiinnung von
1:10.000 im Ansatz. Diese Verdinnung entsprach einer Proteinkonzentration von 0,0034
mg/ml bzw. 0,0026 mg/ml fur die hTH1 und 0,0028 mg/ml fir die hTH4. Die im Ansatz
befindliche Konzentration an katalytischen Untereinheiten entsprach dabei 0,06 pmol/l
bzw. 0,05 pmol/l bei der hTH1 und 0,05 pumol/l bei der hTH4. Bei einigen Versuchen, z.B.
unter Abschnitt 3.1.4, arbeitete ich alternativ aufgrund von zu niedrigen Aktivitdten mit
einer Endverdiinnung von 1:5000, entsprechend der doppelten Menge an Protein. Ziel der
in diesem Abschnitt durchgefiihrten Versuche war das Herausarbeiten von
Ansatzbedingungen, unter denen dann die weiteren Versuche zur Wirkung der

verschiedenen Substanzen auf die TH-Aktivitat stattfanden.

3.1.1 Einfluss der Konzentration des Kofaktors auf die Aktivitdit der

Tyrosinhydroxylase

In den folgenden Ansétzen untersuchte ich den Einfluss der Konzentration des Pterin-
Kofaktors auf die enzymatische Aktivitdt der Tyrosinhydroxylase. Aufgrund ihrer héheren
Stabilitat finden neben dem natirlichen Kofaktor L-Erythro-Tetrahydrobiopterin (BH,)
haufig die synthetisch hergestellten Pterin-Abkémmlinge 6-Methyl-Tetrahydropterin
(MPH4) und 6,7-Dimethyl-Tetrahydropterin (DMPH,4) Anwendung. Ich bestimmte die TH-
Aktivitat  in  Anwesenheit dieser drei verschiedenen Pterine in  einem
Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und 100 pmol/l, wobei zunéchst auf den Einsatz
eines Tetrahydropterin regenerierenden Systems (s. Abschnitt 3.1.2) verzichtet wurde. L-
Tyrosin wurde in der Konzentration 100 pumol/l eingesetzt und die TH Aktivitat Uber 2
Minuten bestimmt. Zu den besten Ergebnissen fihrte hier der Einsatz von DMPH,; mit
vergleichsweise hohen Enzymaktivitaiten, wobei diese mit maximal 41 nmol L-

Dopa/min/mg Protein generell sehr niedrig waren.

3.1.2 TH Aktivitdt in Anwesenheit eines Redoxsystem s fir den Kofaktor

Ein limitierender Faktor beim Ablauf der enzymatischen Reaktion in vitro ist der rasche
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Abb. 4: Einfluss der Konzentration des Kofaktors DMPH, auf die Aktivitdt der hTH1. Die
gekennzeichneten Enzymaktivitaten sind statistisch signifikant groRer als die Aktivitat bei
0,1 pmol/l DMPH,.

Zerfall des Pterin-Kofaktors. Fir DMPH, ermittelte ich anhand der Abnahme der
Peakhdhen einen relativen Zerfall von 57% nach zehn Minuten Inkubation bei 30C. Unter
physiologischen Bedingungen kann das durch die enzymatische Reaktion entstandene L-
Erythro-Dihydrobiopterin (qBH,) durch die Dihydropterinreduktase (DPR, EC 1.6.99.7)
wieder zu BH, reduziert werden, welches dann erneut fiir die Reaktion zur Verfiigung
steht. In gleicher Weise wie BH,4 kdnnen auch die synthetischen Kofaktoren MPH, und
DMPH, als Substrat der DPR reduziert werden, weshalb ich mich fir den Einsatz eines
solchen Redoxsystems in meinen Ansétzen entschied. Ich verwendete dabei kommerziell
erhéltliches Konzentrat einer DPR aus der Leber von Schafen,
Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) als essentieller Kofaktor der DPR wurde in einer
Konzentration von 100 pmol/l angesetzt und das Homogenat darin geldst, so dass die im
Ansatz vorhandene Menge des Gemisches einer Aktivitatt der DPR von 0,5 U/ml
entsprach. Der Effekt auf die TH-Aktivitdt zeigte sich unmittelbar in Form einer
dramatischen Steigerung des L-Dopa-Umsatzes um das etwa 200 bis 300-fache.
Wahrend die TH-Aktivitat ohne Zusatz der DPR um Werte zwischen 30 und 60 nmol L-
Dopa/min/mg Protein betrug, konnten nun Aktivitdten zwischen 600 und 1000 nmol L-
Dopa /min/mg Protein bestimmt werden. Alle folgenden Versuche wurden in Anwesenheit
der Komponente DPR/NADH in den oben genannten Konzentrationen durchgefihrt.
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3.1.3 Einfluss der Substratkonzentration auf die Ak tivitat der Tyrosinhydroxylase

Der enzymatische L-Dopa Umsatz der Tyrosinhydroxylase ist abhéngig von der im Ansatz
befindlichen Menge an Substrat. Zur Uberprifung dieser Annahme bestimmte ich die
Aktivitdt der TH in Anwesenheit aufsteigender Substratkonzentrationen. L-Tyrosin wurde
dabei in einem Konzentrationsbereich zwischen 6,25 und 100 umol/l eingesetzt, und die
TH-Aktivitdt wurde Uber einen Zeitraum von 2 Minuten unter Einsatz von 100 pmol/l
DMPH, und in Anwesenheit der NADH-abhangigen Dihydropterinreduktase (s. Abschnitt
3.1.2) bestimmt. In Abwesenheit von L-Tyrosin waren keine L-Dopa Peaks detektierbar.
Ab einer eingesetzten L-Tyrosin Konzentration von 10 pmol/l stieg die TH-Aktivitat dann
steil an. Grol3ere Konzentrationen als die im Ansatz befindlichen 100 pumol/l lieBen sich
nicht zuverlassig untersuchen, da L-Tyrosin sich nur bis zu dieser Konzentration in
Wasser losen lieR. Abb. 5 gibt die Ergebnisse mit der hTH1 wieder. In meinem
Standardansatz zur Bestimmung der basalen TH-Aktivitat setzte ich im Folgenden L-
Tyrosin in einer Konzentration von 100 pmol/l ein, fur die enzymkinetischen
Untersuchungen wurde die Konzentration zwischen 12,5 und 100 pumol/l variiert. Dabei
stieg die Aktivitat im Bereich zwischen 0,1 und 10 pmol/l relativ steil an, wahrend bei den
héheren Konzentrationen 50 und 100 pmol/l nur noch eine leichte Zunahme zu
beobachten war. Der Einsatz von BH, und MPH,; zeigte einen &hnlichen Verlauf mit
Enzymaktivitditen von maximal 16,3 bzw. 11,8 nmol L-Dopa/min/mg Protein. DMPH,
wurde zur Bestimmung der basalen TH-Aktivitat mit 100 pmol/l eingesetzt, fur die

kinetischen Versuche wurde die Konzentration zwischen 12,5 und 100 pumol/l variiert.

3.1.4 Einfluss des Zusatzes von zweiwertigem Eisen im TH-Ansatz

Da die Anwesenheit von zweiwertigen Eisenionen fur die Funktion der TH essentiell ist,
setzte ich in meinen Vorversuchen Eisen(ll)-Sulfat (Fe(ll)) in verschiedenen
Konzentratipnen 0,1 und 100 pmol/l ein, um die fur die enzymatische Reaktion kritische
Konzentration zu ermitteln. Bei diesen Versuchen setzte ich das Proteinkonzentrat in
einer Verdinnung von 1:5000 an, die Konzentration der katalytischen Untereinheiten der
Tyrosinhydroxylase betrug dabei 0,12 umol/l. Zwischen 0,5 und 100 pumol/l eingesetztem
Fe (I1) war keine wesentliche Anderung der TH-Aktivitat mit Werten zwischen 200 und 300
nmol L-Dopa/min/mg Protein zu beobachten. Erst ab einer Fe (ll)-Konzentration von 0,1
pumol/l sank der L-Dopa Umsatz deutlich ab. In den folgenden Anséatzen zur Bestimmung

der TH-Aktivitat |oste ich das Proteinkonzentrat im letzten Verdinnungsschritt in
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Abb. 5: Aktivitat der hTH1 in Anwesenheit aufsteigender Substratkonzentrationen. Die
gekennzeichneten Enzymaktivitaten sind statistisch signifikant hoher als die Aktivitat bei
6,25 pumol/l L-Tyrosin.

Eisen(ll)-Sulfat-Losung (1 mmol/l), entsprechend einer Endverdinnung von 50 pmol/l im
Ansatz, um eine ausreichende Sattigung der TH mit Eisen zu gewahrleisten. Auch bei
der mit Eisen beladenen hTH1 (Verhdltnis Eisen zu Untereinheit: 1:1) fihrte der Zusatz

von zweiwertigen Eisenionen zu wesentlich héheren Enzymaktivitaten.

3.1.5 Abhé&ngigkeit der Produktformation von der Ink ubationszeit

Ich bestimmte die Formation des Reaktionsproduktes L-Dopa in nmol/mg Protein Uber
einen Zeitraum von insgesamt 10 Minuten bei einer Temperatur von 30C. Die
Konzentration von Substrat und Kofaktor betrug dabei 100 umol/l, und der Ansatz erfolgte
in Anwesenheit der Dihydropterinreduktase (s. Abschnitt 3.1.2). Am Anfang der Inkubation
ermittelte ich einen relativ raschen Anstieg der Produktformation, der Gber einen Zeitraum
von 3 Minuten linear war. Im weiteren Verlauf flachte die Kurve, bei der die L-Dopa Menge
gegen die Zeit aufgetragen wurde, dann deutlich ab. Nach Inkubationszeiten langer als 5
Minuten nahm die Menge des Reaktionsproduktes nur noch geringfiigig zu (s. Abb. 6).

Fur alle weiteren Anséatze erfolgte die Bestimmung der TH Aktivitéat Gber 2 Minuten.
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Abb. 6: L-Dopa-Formation in Abhangigkeit von der Inkubationszeit. Die Angaben zur Signifikanz
der gekennzeichneten Werte beziehen sich auf die entstandene L-Dopa Menge nach 1 Minute.

3.2 Hemmung der Tyrosinhydroxylase Aktivitat durch Dopamin und verschiedene

Tetrahydroisochinoline

Zunachst erfolgte die Bestimmung der Aktivitat der hTH1 und hTH4 in Anwesenheit von
Dopamin, einem natirlichen feedback-Inhibitor des Enzyms. Dopamin wurde dabei in
aufsteigenden Konzentrationen dem Assay beigeflgt und die ermittelten Aktivitaten mit
der basalen, also derjenigen Aktivitdt in Abwesenheit von Inhibitoren, verglichen. In
gleicher Weise wurden anschlie3end die verschiedenen Tetrahydroisochinoline beziiglich

ihrer Wirkung auf die basale TH-Aktivitat untersucht. Die basale Aktivitat der hTH1 lag bei
294,3 £ 22,0 nmol L-Dopa/min/mg Protein, die der hTH4 bei 564,3 = 39,3 nmol/mg/min.

3.2.1 Feedback-Hemmung der Tyrosinhydroxylase durch Dopamin

Die Konzentration von Dopamin wurde in einem Bereich zwischen 0,0001 und 100 pumol/l
variiert. Der Zusatz von Dopamin bewirkte eine konzentrationsabhangige Hemmung der

Aktivitat der hTH1 bis auf 2,6 £ 0,2 nmol L-Dopa/min/mg Protein bei der héchsten
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eingesetzten Dopaminkonzentration von 100 umol/l. Der gleiche Effekt liel3 sich bei der
hTH4 beobachten, dessen Aktivitat bis auf 188,7 £ 5,1 nmol L-Dopa/min/mg Protein bei
einer eingesetzten Dopamin Konzentration von 10 pmol/l absank. Fir den unteren
Konzentrationsbereich von 0,0001 bis 0,1 pmol/l war der Hemmeffekt von Dopamin relativ
gering, wahrend ab einer Konzentration von 0,5 pmol/l ein wesentlich steilerer Abfall der
TH-Aktivitdt zu beobachten war. Fir die Darstellung der Versuchsergebnisse in der
Gesamtauswertung wurden die absoluten Werte fur die ermittelten Aktivitdten in
prozentuale Werte umgerechnet, wobei die basale Aktivitat als Ausgangsaktivitat gleich
100 % festgelegt wurde und alle tibrigen Werte auf diese bezogen wurden (s. Abb. 7). Der
Wert fur die halbmaximale Hemmstoffkonzentration (ICsp) von Dopamin lag bei 0,2 umol/l
fur die hTH1 und bei 0,8 pmol/l fur die hTH4 und wurde graphisch ermittelt.

3.2.2 Hemmung der basalen Tyrosinhydroxylase Aktivi  tdt durch N-Methyl-

Norsalsolinol und andere Tetrahydroisochinoline

In gleicher Weise wie der Einfluss von Dopamin auf die TH-Aktivitat wurde der Einfluss
von N-Methyl-Norsalsolinol (NMNorsal) auf die basale Aktivitdit der hTH1 und hTH4
untersucht. Fur den eingesetzten Bereich zwischen 0,0001 und 100 pmol/l lie3 sich ein
konzentrationsabhangiger Hemmeffekt auf die Aktivitaten beider Isoenzyme nachweisen,
bis auf 2,9 £ 1,9 nmol L- Dopa/min/mg Protein bei der hTH1 und 144,6 * 15,5 nmol L-
Dopa/min/mg Protein bei der hTH4. Die ICs, fir NMNorsal lag bei 0,4 umol/l bei der hTH1
und 1,5 pmol/L bei der hTH4. Auch hier zeigte sich eine relativ rasche Abnahme der TH
Aktivitat ab einer eingesetzten Hemmstoffkonzentration von 0,5 pmol/l. Abbildung 7 zeigt
die konzentrationsabhangige Hemmwirkung von Dopamin und NMNorsal auf die hTH1.
Die Ergebnisse mit der hTH4 ergaben ein nahezu identisches Bild, weshalb aus Griinden
der Ubersichtlichkeit auf ihre Darstellung hier verzichtet wird. Die Aktivitat der TH sank

bei 100 umol/l Norsal bis auf 16,7 £ 1,6 nmol L-Dopa/min/mg Protein, die ICs, lag bei
5,5 umol/l. Bei NMSal hemmten100umol/L die Aktivitat bis auf 97,4 * 27,9 nmol L-

Dopa/min/mg Protein, bei einer ICs, von 4,5 umol/l. Demgegeniber zeigte der Einsatz
NMTIQ im Ansatz keinen mit den anderen Substanzen vergleichbaren Effekt auf die TH-
Aktivitdt. Diese sank zwar in Anwesenheit von NMTIQ geringfligig auf Werte zwischen
97,1 % und 86,6 % der basalen Aktivitdt Uber den untersuchten Konzentrationsbereich,
eine konzentrationsabhdngige Hemmung der TH-Aktivitat wie bei 6,7-dihydroxylierten

Tetrahydroisochinolinen liel3 sich jedoch nicht beobachten.
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Abb. 7: Wirkung von Dopamin (DA) und NMNorsal auf die basale TH-Aktivitat. Die eingesetzten
Hemmstoff-Konzentrationen sind logarithmisch dargestellt, die Werte fiir die enzymatische Aktivitat
der TH als Prozentwerte relativ zur basalen Aktivitat. Auf diese beziehen sich auch die Angaben
zur Signifikanz der gekennzeichneten Werte.

3.3 Kinetik des Hemmeffektes von Dopamin und N-Meth  yl-Norsalsolinol

Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, ist die Geschwindigkeit des enzymatischen Umsatzes
der TH unter anderem abhangig von der Konzentration des in den Versuchen
eingesetzten Substrates L-Tyrosin und des Kofaktors DMPH,. In den folgenden
Versuchen sollte deshalb untersucht werden, in welcher Weise die im Ansatz befindliche
Menge an Substrat bzw. Kofaktor einen Einfluss auf die in Abschnitt 3.2.2 gezeigte
Hemmung der TH hat. Zu diesem Zweck bestimmte ich die enzymatische Aktivitat der
hTH1 und hTH4 mit und ohne Hemmstoff in einer festen Konzentration, wahrend L-
Tyrosin bzw. DMPH, in aufsteigenden Konzentrationen dem Ansatz eingesetzt wurden.
Zunachst wurde auch bei diesen Versuchen der natirliche Feedback-Inhibitor Dopamin
eingesetzt, anschlieend untersuchte ich aus der Gruppe der Tetrahydroisochinoline N-
Methyl-Norsalsolinol. Zur Charakterisierung der Kinetik erfolgte die graphische
Auswertung der Versuchsergebnisse in einem Lineweaver-Burk-Diagramm, bei dem die
reziproken Werte fur die Enzymaktivitdit gegen die reziproken Konzentrationen des

Substrates bzw. Kofaktors gegeneinander aufgetragen wurden. Durch die Datenpunkte
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Abb. 8.: Wirkung von NMSal, Norsal und NMTIQ auf die TH. NMTIQ zeigte im Gegensatz zu den
anderen Tetrahydroisochinolinen keinen konzentrationsabhé&ngigen Hemmeffekt auf die
Enzymaktivitat.

fur die Enzymaktivitat mit und ohne Inhibitor wurde je eine lineare Trendlinie gelegt,
anschlieend wurden die Schnittpunkte dieser Geraden mit den Achsen des Diagramms
ermittelt. Auf diese Weise lassen sich Aussagen zur Michaelis-Konstante Ky sowie zur
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit V..o, der gehemmten und ungehemmten Reaktion

treffen.

3.3.1 Kinetik der Hemmung von Dopamin und N-Methyl-  Norsalsolinol im Hinblick

auf den Kofaktor

Ich setzte Dopamin und NMNorsal zunéachst in einer ungeféahr der 1Csy entsprechenden
Konzentration von 1 pumol/l an, die Konzentration des Kofaktors DMPH, wurde zwischen
25 und 100 umol/l variiert. Bei den durchgefiihrten Versuchen konnte ich fir beide
Inhibitoren eine Abschwachung des Hemmeffektes bei aufsteigenden Kofaktor-
Konzentrationen feststellen. Bei der Auswertung im Lineweaver-Burk-Diagramm schnitten
und sich die Geraden der ungehemmten und gehemmten Reaktion auf der y-Achse, an
einem Punkt, der definitionsgemanl dem Wert 1/V,ox entspricht. Demnach ist der Wert fiir
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit V. fir das gehemmte und ungehemmte Enzym

identisch. Beide Geraden schneiden die X-Achse an unterschiedlichen Stellen im
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Humane Humane
Tyrosinhydroxylase Typ 1 Tyrosinhydroxylase Typ 4
ICso [umol/I] ICso [umol/l]
Dopamin 0,2 0,8
N-Methyl-Norsalsolinol
0,4 15
(NMSal)
Norsalsolinol
5,5
(Norsal)
N-Methyl-Salsolinol
4,5
(NMSal)

Tabelle 1: Halbmaximale Hemmstoffkonzentration (ICsg) verschiedener Inhibitoren der hTH1 und
hTH4. Die Werte wurden graphisch aus Diagrammen ermittelt, in denen die Aktivitdt der TH als
Prozentwert der basalen Aktivitat gegen logarithmisch skalierte Hemstoffkonzentration aufgetragen
wurde.

negativen Bereich des Diagramms, und diese Punkte entsprechen den Werten —1/K, fur
das gehemmte und ungehemmte Enzym (siehe Abb.9). Dies bedeutet, dass die
Michaelis-Konstante K., fir den Kofaktor beim gehemmten Enzym erhdht ist, wahrend die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit V.« konstant bleibt. Der Verlauf der Trendlinien
zeigt somit das Bild einer kompetitiven Hemmung der TH durch Dopamin und NMNorsal
im Hinblick auf den Kofaktor DMPH,. Zur Uberpriifung der Ergebnisse setzte ich in
weiteren Versuchen Dopamin und NMNorsal in einer héheren Konzentration von 100
umol/l an, anschlieend in einer niedrigeren Konzentration von 0,1 umol/l. Auch bei
diesen eingesetzten Hemmstoffkonzentrationen oberhalb und unterhalb der 1Cs, fand ich
bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk das Bild einer kompetitiven Hemmung im
Hinblick auf den Kofaktor. Abb. 9 zeigt die Ergebnisse mit NMNorsal am Beispiel der
hTHA4.
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Abb. 9: Lineweaver-Burk-Darstellung der kompetitiven Hemmung der hTH4 durch NMNorsal
(Konzentration:1 pmol/L) im Hinblick auf den Kofaktor DMPH,4. Der Schnittpunkt der geraden mit
der Y-Achse zeigt eine identische V., der Schnittpunkt mit der x-Achse eine unterschiedliche K,
an.

3.3.2 Ermittlung der Dissoziationskonstanten fiir Do pamin und N-Methyl-

Norsalsolinol

Bei den Versuchen zur Kinetik des Hemmeffektes von Dopamin und NMNorsal im
Hinblick auf den Kofaktor zeigte sich, dass beide Substanzen die Michaeliskonstante fur
DMPH,; im Sinne einer kompetitiven Hemmung erhéhen. Aus den experimentell
gewonnenen Daten fir die Ky der jeweils gehemmten und ungehemmten Reaktion sowie
der eingesetzten Hemmestoffkonzentration lasst sich die Dissoziationskonstante K; flr den

Enzym-Inhibitor Komplex mit Hilfe folgender Formel (Karlson et al., 2005) berechnen:

Ki = Dissoziationskonstante
Kwm* [| } Kuv = Michaelis-Konstante fur das ungehemmte
Enzym

Km-Kw Kw = Michaelis-Konstante fur das gehemmte

Enzym
I = Hemmstoffkonzentration
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K; ist definiert als diejenige Konzentration eines Hemmstoffes, die bei aqimolarer
Konzentration enzymatischer Untereinheiten die Halfte der vorhandenen Bindungsstellen
besetzt. Die Dissoziationskonstante K; beschreibt auf diese Weise die Affinitat eines
Inhibitors zur Bindungsstelle am Enzym. Die Werte Fur Ky und Ky wurden aus jedem wie
unter Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Einzelversuch aus der Darstellung nach Lineweaver-
Burk graphisch ermittelt und zusammen mit der jeweils eingesetzten
Hemmstoffkonzentration in die oben beschriebene Formel eingesetzt. Aus den so
berechneten Werten fir die Ki aus den verschiedenen Versuchen bestimmte ich den
Mittelwert fur jeden Hemmstoff. Fir Dopamin und NMNorsal ermittelte ich eine fir die
hTH1 und hTH4 annahrend identische Dissoziationskonstante, dessen Wert bei etwa 0,5

umol/l lag. Tabelle 2 fasst die Ergebnisse zusammen.

Humane Humane
Tyrosinhydroxylase Tyrosinhydroxylase Mittelwert
Typ 1 Typ 4 + STABW

K; [umol/L] + STABW Ki [umol/L]

Dopamin 0,47 £ 0,03 0,33%* 0,43 £0,08

NMNorsal 0,84 + 0,06 0,50 £ 0,00 0,67 £0,20

Tab. 2: Dissoziationskonstante K; von Dopamin und N-Methyl-Norsalsolinol (NMNorsal) fur die
hTH1 und hTH4, berechnet aus den kinetischen Versuchen im Hinblick auf den Kofaktor DMPH,.
* keine Standardabweichung, da Einfachbestimmung.

3.3.3 Kinetik des Hemmeffektes von Dopamin und N-Me  thyl-Norsalsolinol im

Hinblick auf das Substrat L-Tyrosin

Nach der Beschreibung der Kinetik der Hemmung von Dopamin und NMNorsal im
Hinblick auf den Kofaktor untersuchte ich den Einfluss der Substratkonzentration auf die
Hemmung der TH. Auch bei diesen Versuchen wahlte ich zunachst eine
Hemmstoffkonzentration von 1 umol/l. Die enzymatische Aktivitat der TH mit und ohne
Dopamin bzw. NMNorsal wurde bei aufsteigenden L-Tyrosin-Konzentrationen zwischen

16.67 pmol/l und 100 pmol/l bestimmt und die Ergebnisse nach Lineweaver und Burk
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Abb. 10: Lineweaver-Burk-Darstellung der nichtkompetitiven Hemmung der TH durch NMNorsal im
Hinblick auf das Substrat L-Tyrosin.

dargestellt. Bei den durchgefihrten Versuchen zeigte sich, dass sich die Geraden der
gehemmten und ungehemmten Reaktion auf der x-Achse schneiden an einem Punkt, der
dem Wert -1/K, entspricht, wahrend die y-Achse an unterschiedlichen Stellen geschnitten
wird. Wahrend die Michaelis-Konstante K, fir das gehemmte und ungehemmte Enzym
also konstant bleibt, ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vi vermindert, was
dem Bild einer nichtkompetitiven Hemmung im Hinblick auf das Substrat L-Tyrosin
entspricht (Abb. 10).

3.4  Wirkung von Dopamin und verschiedenen Tetrahydr  oisochinolinen auf das

katalytische Eisenatom der Tyrosinhydroxylase

Zweiwertige Eisenionen spielen als essentieller Kofaktor der TH eine wichtige Rolle. In
den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, welchen Einfluss zunéchst Dopamin,
dann verschiedene Tetrahydroisochinoline auf das Eisenatom im katalytischen Zentrum
des Enzyms haben. In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Physik der Universitat Lubeck
wurde in mehreren Versuchen die elektroparamagnetische Resonanz des Eisenatoms im
katalytischen Zentrum der TH gemessen. Die Methodik der EPR-Spektroskopie wurde in
Kapitel 2, Abschnitt 2.2.4, kurz beschrieben. Ich verwendete bei diesen Versuchen

konzentriertes Homogenat der hTH1 und hTH4, die Konzentration der katalytischen
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Abb. 11: Elektroparamagnetische Resonanz des Eisenatoms im katalytischen Zentrum der TH.
Dargestellt sind die Ergebnisse mit drei der finf untersuchten Inhibitoren. In Anwesenheit NMTIQ
fehlt das fur TH-gebundenes Eisen (Ill) charakteristische Signal, der bei Dopamin und N-Methyl-
Norsalsolinol deutlich zu sehen ist (Pfeile).

Untereinheiten betrug dabei 100 pumol/l bei der hTH1 bzw. 200 umol/l bei der hTH4.
Eisen(ll)-Sulfat wurde in aquimolarer Konzentration dem Homogenat beigefligt, um eine
Beladung der katalytischen Untereinheiten zu gewahrleisten. Es folgte der Zusatz der
verschiedenen Inhibitoren in ebenfalls aquimolarer Konzentration und eine kurze
Inkubation des Gemisches fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Als Negativkontrolle
dienten bei diesen Versuchen Proben, die nur Eisen(ll)-Sulfat und Dopamin bzw.
NMNorsal enthielten. Unmittelbar nach der Inkubation erfolgte das Einfrieren der Proben
mit flissigem Stickstoff und die Messung der EPR-Spektren. Die Proben, welche
Dopamin als Zusatz enthielten, zeigten in ihrem Spektrum ein charakteristisches Signal,
welches fir die Anwesenheit von gebundenem Eisen (lll) im katalytischen Zentrum der
TH typisch ist (s. Abb. 8). Auch beim Zusatz von N-Methyl-Norsalsolinol und den anderen
6,7-dihydroxylierten  Tetrahydroisochinolinen  Norsal und NMSal konnte ein
entsprechendes Signal fur proteingebundenes oxidiertes Eisen identifiziert werden.
Hingegen konnte keine Formation von TH-gebundenem Eisen (lll) in den Proben mit
NMTIQ nachgewiesen werden. Die Quantifizierung der aufgenommenen Spektren ergab

eine etwa gleich grolie Menge an entstandenem Fe (lll) in Anwesenheit von Dopamin
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Abb. 12: Aus den Versuchen zur ESR-Spektroskopie wurde die entstandene Menge an Eisen(lll)
in Anwesenheit der funf untersuchten Substanzen berechnet.

und den dihydroxylierten Tetrahydroisochinolin - Derivaten, siehe Abb. 11. Dagegen
fuhrte der Zusatz von Dopamin bzw. NMNorsal bei den Kontrollproben, die keine
Tyrosinhydroxylase enthielten, zu keiner in der EPR-Spektroskopie nachweisbarer

Oxidation von Fe (II).

3.5 Tyrosinhydroxylase Aktivitat in Anwesenheit vo n oxidiertem Eisen.

Durch den folgenden Versuch sollte geprift werden, ob die Anwesenheit von oxidiertem
Eisen tatsachlich einen Einfluss auf die Aktivitat der Tyrosinhydroxylase hat. Zu diesem
Zweck musste dem TH-Ansatz vor Beginn der Reaktion dreiwertiges Eisen in
ausreichender Menge hinzugefugt werden, um eine Beladung der Kkatalytischen
Untereinheiten zu gewahrleisten. Neben der bisher verwendeten Lésung mit 50 pmol/l
Eisen(ll)-Sulfat setzte ich das Protein deshalb in Losungen mit Eisen(lll)-Sulfat in den
Konzentrationen 25, 50, und 100 pmol/l an und bestimmte danach auf herkémmlichem
Weg die TH Aktivitat. Der basale Wert bei diesem Versuch dabei um 800 nmol L-
Dopa/min/mg Protein in Anwesenheit von 50 pumol/l Eisen(ll)-Sulfat. Schon der Zusatz von
25 pmol/l Eisen(lll) dagegen bewirkte ein deutliches Absinken der Enzymaktivitat auf
Werte um 20 nmol L-Dopa/min/mg Protein, noch héhere Konzentrationen an oxidiertem
Eisen fihrten zu kaum noch messbaren Werten. Die Ergebnisse dieses Versuches,

wiedergegeben in Abb. 13, zeigen also, dass die Anwesenheit von Eisen(lll) im
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Abb. 13: Die Anwesenheit von oxidiertem Eisen im TH-Assay fiihrte zu einer nahezu vollstandigen
Blockade der enzymatischen Reaktion mit statistisch signifikant kleineren Werten als bei 50 pmol/l
eingesetztem Eisen(ll)-Sulfat.

Uberschuss zu einer nahezu vollstandigen Blockade des Reaktionsablaufes fiihrt.

3.6 Phosphorylierung der Tyrosinhydroxylase am N-te rminalen Abschnitt durch

die cAMP abhéngige Proteinkinase A

Wie bereits in der Einleitung erwahnt ist ein natirlicher Weg der Aktivierung der
Tyrosinhydroxylase in vivo die Phosphorylierung an der regulatorischen Untereinheit, die
sich am N-terminalen Abschnitt des Enzyms befindet. Die folgenden Versuche sollten
zeigen, ob und in welcher Weise ein im Ansatz befindliches Enzymsystem zur
Phosphorylierung der TH die basale und die durch Dopamin und NMNorsal gehemmte
Enzymaktivitdt beeinflusst. In Anlehnung an die Arbeiten anderer Autoren wéhlte ich
einen Versuchsablauf, in dem das Protein zundchst in Anwesenheit der Inhibitoren
fur kurze Zeit bei 30C im Wasserbad vorinkubiert wurde. AnschlieBend sollte die
Phosphorylierung der nun mit den Hemmstoffen beladenen TH am N-Terminus erfolgen,
dazu wurde die Proteinkinase A mit Ihrem Kosubstrat ATP zu den Proben gegeben und
die Reaktion durch den Zusatz von cAMP gestartet, wobei auch hier bei 30T im
Wasserbad inkubiert wurde. Danach erfolgte wie in den vorherigen Versuchen die
Bestimmung der basalen TH-Aktivitat Gber 2 Minuten durch Zugabe des Kofaktors und

des Substrates. Bei den Ansétzen, in denen die ungehemmte Tyrosinhydroxylase als
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Abb. 14: Wirkung der cAMP-abhangigen Proteinkinase A auf die basale und durch Dopamin und
N-Methyl-Norsalsolinol gehemmte Tyrosinhydroxylase. Statistisch signifikant grolRer sind die
Aktivitaten der phospohrylierten TH im Vergleich zu den Aktivitditen der durch 1 pmol/l
Dopamin/NMNorsal gehemmten TH. Diese waren wiederum statistisch signifikant kleiner als die
basale Aktivitat.

Substrat der Proteinkinase A phosphoryliert wurde, konnte keine wesentliche Anderung
des enzymatischen Umsatzes festgestellt werden. Die Aktivitat der mit 1 umol/l Dopamin
und NMNorsal vorinkubierten TH jedoch, ohne Zusatz der Proteinkinase A auf etwa 50 %
der basalen Aktivitat gehemmt, konnte durch die Phosphorylierung wieder gesteigert
werden und Erreichte anndhrend 100 % des Ausgangswertes (s. Abb. 14). Diese
Versuche zeigten, dass die Hemmung der Tyrosinhydroxylase durch NMNorsal, genau
wie beim natirlichen Feedback-Inhibitor Dopamin, prinzipiell durch die Phosphorylierung
am N-Terminus reversibel ist. Eine Aktivierung des ungehemmten Enzyms uber die
basale Aktivitat hinaus konnte hingegen in meinen Versuchen nicht nachgewiesen

werden.
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4 Diskussion

Die Tyrosinhydroxylase (TH), das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Katecholaminsynthese (Nagatsu et al., 1964), katalysiert die 3-Hydroxylierung von L-
Tyrosin zu L-Dopa. Das humane Enzym, welches in 4 verschiedenen Isoformen existiert,
befindet sich im Zytosol aller katecholaminproduzierender Zellen, vorwiegend im
Zentralnervensystem und der Nebenniere. Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin sind
potente Inhibitoren der TH-Aktivitdt und die physiologischen feedback-Inhibitoren des
Enzyms. Drei Gesichtspunkte der natirlichen Regulation des Enzyms durch die
Katecholamine waren fir meine Untersuchungen von Bedeutung: zum einen die
reversible, kompetitive Hemmung in Bezug auf den Kofaktor BH,, die Blockade der TH-
Aktivitdt durch die Oxidation des Eisenatoms im katalytischen Zentrum des Proteins
(Kumer und Vrana, 1996; Fitzpatrick 1999), und schliesslich die Phosphorylierung des
Proteins durch die PKA und damit die Wiederherstellung seiner Aktivitat (Andersen et al.,
1992). Anhand dieser drei Gesichtspunkte konnte in meinen Versuchen mit humaner
rekombinanter  Tyrosinhydroxylase gezeigt werden, dass 6,7-dihydroxylierte
Tetrahydroisochinoline das Enzym analog zur physiologischen feedback-Hemmung durch
Katecholamine hemmen. Die an 6- und 7- Position dihydroxylierten
Tetrahydroisochinoline waren zunachst wie Dopamin wirksame Inhibitoren der TH-
Aktivitat. Die Hemmung erfolgte dabei als zum Kofaktor kompetitive Bindung an das
Eisenatom im katalytischen Zentrum der TH, dessen Oxidation in den EPR-
spektroskopischen Untersuchungen nachgewiesen werden konnte und eine Inaktivierung
des Enzyms zur Folge hatte. Schliesslich konnte die Enzymaktivitdt der durch die
Tetrahydroisochinoline gehemmten TH durch Anwesenheit der Proteinkinase A
wiederhergestellt werden. Grundlage fur meine Untersuchungen bildete die Erkenntnis,
dass Dopamin sich mit seinen beiden OH-Gruppen an das katalytische Eisenatom der TH
anlagert (Almas et al, 1992). |Ich verglich deshalb vier verschiedene
Tetrahydroisochinolin-Derivate, die sich jeweils hinsichtlich ihrer funktionellen Gruppen
voneinander unterschieden. Drei Derivate, ndmlich N-Methyl-Norsalsolinol (NMNorsal), N-
Methyl-Salsolinol (NMSal) und Norsalsolinol (Norsal) besitzen eine Katecholgruppe,
unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der Methylierung an 1- und 2-Position. N-Methyl-
1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (NMTIQ) hingegen besitzt keine Katecholgruppe an Position
6 und 7. Die Substanzen wurden zum einen in biochemischen Anséatzen zur
Untersuchung ihrer hemmenden Wirkung auf die Enzymaktivitat der TH, zum anderen in
spektroskopischen Untersuchungen zur Darstellung ihrer Position im katalytischen
Zentrum der TH verglichen. Der naturliche feedback-Inhibitor Dopamin diente dabei als

Referenzsubstanz.
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4.1 Die enzymatische Reaktion der humanen rekombina  nten Tyrosinhydroxylase

Vor den eigentlichen Untersuchungen zur Wirkung der Tetrahydroisochinoline auf die TH-
Aktivitdt mussten zunachst Versuchsbedingungen geschaffen werden, unter denen die
enzymatische Reaktion stabil und reproduzierbar verlauft. In meinem in vitro Ansatz zur
Bestimmung der Tyrosinhydroxylase Aktivitdt verwendete ich rekombinantes humanes
Protein der Isoformen 1 und 4, hergestellt aus E. coli Bakterien (Haavik et al. 1991). Der
C-terminale Abschnitt des Enzyms, welcher das katalytische Zentrum enthélt, ist bei allen
4 Isoformen des Menschen, aber auch im Vergleich mit anderen Saugetieren wie z.B. der
Ratte identisch (Flatmark und Stevens, 1999). Naoi et al. (1988) beschrieben einen
biochemischen Ansatz zur Bestimmung der Aktivitdt der Tyrosinhydroxylase unter
Verwendung der Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit elektrochemischer
Detektion (HPLC/ED), bei dem Homogenat aus Gewebsschnitten menschlicher Gehirne
und aus Phaochromozytom-Zellen der Ratte als Enzymquelle diente. Das gewonnene
Enzymaterial wird bei diesem Ansatz in Anwesenheit aller flr die Reaktion notwendigen
Komponenten inkubiert, anschliessend wird die Menge des entstandenen Produktes L-
Dopa chromatographisch bestimmt. Scholz et al. (1997) verwendeten einen leicht
modifizierten Ansatz zur Bestimmung der TH-AKktivitdt im Nucleus accumbens der Ratte.
Der Ansatz erlaubt eine relativ genaue und leicht durchfihrbare Quantifizierung des
enzymatischen Umsatzes der Tyrosinhydroxylase. Das Reaktionsprodukt L-Dopa kann
reproduzierbar mittels HPLC/ED detektiert werden, und das Verfahren erlaubt sehr
sensitive Bestimmungen von Konzentrationsunterschieden im Bereich von wenigen
pmol/l. Ich orientierte mich bei der Auswahl der Reagenzien an der Vorarbeit von Scholz
et al. (1997), und ermittelte so in meinen Vorversuchen die optimalen
Versuchsbedingungen hinsichtlich der Inkubationszeit sowie der erforderlichen
Konzentrationen von Substrat, Kofaktor und zweiwertigem Eisen. Hinsichtlich der
Verwendung von reinem, rekombinantem Proteinkonzentrat ergeben sich fir die in
meinen Versuchen geplanten Aussagen zu den biochemischen Mechanismen am
katalytischen Zentrum des Proteins eine Reihe von Vorteilen gegeniber der Verwendung
von Homogenat aus lebenden Zellen. Bei den Versuchen war es notwendig, heben dem
reinen Proteinkonzentrat alle flir die Reaktion notwendigen Komponenten dem Ansatz
hinzuzufigen. Durch die Mdglichkeit der willkirlichen Verédnderung jeder dieser
Komponenten ist somit eine wesentlich genauere Kontrolle der Versuchsbedingungen
mdglich, was insbesondere im Hinblick auf den postulierten strikten Ablauf der
enzymatischen Reaktion mit ihren einzelnen Komponenten wichtig ist. Bei den oben

genannten Arbeiten wurde das gewonnene Homogenat vor der eigentlichen Inkubation
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zur Aktivitatsbestimmung zunachst in Anwesenheit eines Inhibitors der L-Dopa-
Dekarboxylase vorinkubiert, um eine weitere Verstoffwechselung von L-Dopa durch
dieses in den catecholaminergen Zellen vorhandene Enzym zu vermeiden. Da es sich bei
dem von mir verwendeten Homogenat um rekombinantes Proteinkonzentrat ohne andere
zellulare Bestandteile handelte, konnte ich dieses direkt fir den Ansatz zur
Aktivitdtsbestimmung verwenden und auf eine entsprechende Vorinkubation, die aufgrund
des schnellen Zerfalles der verwendeten hochempfindlichen Reagenzien immer kritisch
ist, verzichten. Des Weiteren erlaubt das Wissen um die genaue Konzentration an TH-
Untereinheiten stdchiometrisch genauere Aussagen zum postulierten Hemmechanismus
am katalytischen Zetrum der 6,7-dihydroxylierten Tetrahydroisochinoline, da die genaue
Konzentration an Eisenionen, mit denen das Enzym beladen ist, bekannt ist. Der Einsatz
boviner Katalase zum Schutz vor der Entstehung freier Radikale wahrend der Reaktion
erwies sich in meinen Versuchen, wie auch bei Scholz et al. (1997), als vorteilhaft in
Bezug auf die zu erreichenden Enzymaktivitaten. Ein fir die praktische Durchfiihrung der
Versuche kritischer Punkt ist der rasche Zerfall einiger Reaktionskompontenten,
insbesondere die Autooxidation des natirlichen Kofaktors BH,. Neben der Verwendung
des etwas stabileren und in der Literatur etablierten Kofaktor-Analogons DMPH, (Kappock
und Caradonna, 1996) fuhrte der Einsatz der NADH-abhangigen Dihydropterinreduktase
zu einem deutlichen Anstieg der Enzymaktivitat um das 20- bis 30-fache. Der Einsatz
eines solchen Redoxsystems wurde von Craine et al. (1972) anhand boviner
Tyrosinhydroxylase etabliert, erste Versuche mit humaner rekombinanter TH aus
Phaochmozytomzellen erfolgten durch Ribero et al. (1992). Hinsichtlich der basalen
Aktivitdt der hTH1 und hTH4 in meinem Ansatz konnte ich mit deutlich hoheren
Ausgangsaktivitaten, verglichen mit Scholz et al. (1997) arbeiten. Neben der in meinen
Versuchen erreichten relativ hohen Ausgangsaktivitat der hTH1 und hTH4 ist die relativ
kurz gewdhlte Inkubationszeit von 2 Minuten erwdhnenswert. Fir meine geplanten
Aussagen zur Enzymkinetik musste fur die Inkubation ein Zeitrahmen gewahlt werden, in
dem der Zuwachs der Produktentstehung linear verlauft, denn nur in dieser Phase besteht
ein Fliessgleichgewicht (steady state) der enzymatischen Reaktion. Die Konzentration des
Enzym-Substrat-Komplexes bleibt Gber die lineare Phase konstant, und die Steigung der
Geraden in dieser Phase ist Ausdruck der Aktivitdt des Enzyms, bestimmt als nmol L-
Dopa/ mg Protein/ Zeiteinheit. In meinen Untersuchungen verlief die enzymatische
Reaktion der hTH1 und hTH4 Uber einen Zeitraum von 3 Minuten linear, um sich danach
asymptotisch einem Maximum zu ndhern. FUr meine Untersuchungen wahlte ich daher
eine Inkubationszeit von 2 Minuten, die zwar deutlich kirzer als die der meisten anderen
Voruntersuchungen war, daflr aber zuverlassige Bestimmungen zur Kinetik erlaubte

(Kappock und Caradonna, 1996).
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4.2  Wirkung der Tetrahydroisochinoline auf die Akti vitat der Tyrosinhydroxylase

Bereits bei den Versuchen zur Hemmung der basalen TH-Aktivitat zeigte sich, dass die
Katecholstruktur bei den untersuchten Inhibitoren eine entscheidende Rolle zu spielen
scheint, denn nur an Position 6 und 7 dihydroxylierte Tetrahydroisochinoline bzw.
Dopamin konnten in meinen Versuchen die TH hemmen, wéhrend die Aktivitat des
rekombinanten Enzyms in Anwesenheit von NMTIQ nahezu unverandert blieb. Unter den
untersuchten Substanzen war NMNorsal der stérkste Inhibitor der TH, dessen
halbmaximale Hemmstoffkonzentration annahrend der von Dopamin entsprach. Hingegen
waren um den Faktor 3-4 hohere Konzentrationen der TIQ-Derivate Norsal und NMSal
erforderlich, um die Enzymaktivitat um die Halfte des Ausgangswertes zu reduzieren. Die
Methylierung an Position 1 oder 2 des Isochinolin-Ringes scheint also nicht von
entscheidender Bedeutung fiir den inhibitorischen Effekt zu sein, denn Norsal, welches
nicht methylert ist, vermochte die TH Aktivitat ebenfalls zu hemmen. Eine weitere Arbeit
verglich den Effekt vier verschiedener, nicht an 6- und 7- Position dihydroxylierter
Tetrahydroisochinoline mit der Wirkung von Salsolinol auf Tyrosinhydroxylase aus dem
Corpus striatum der Ratte und zeigte lediglich eine relevante Hemmwirkung von Salsolinol
auf die Aktivitdt des Enzyms (Patsenka und Antkiewicz-Michaluk, 2004), wahrend die an
1- oder 2- Position methylierten Tetrahydroisochinoline ohne Katechol-Gruppe zu keiner
Hemmung der Enzymaktivitat fihrten. Analog zur Kinetik der TH-Hemmung durch
Katecholamine, welche in biochemischen Ansétzen und Untersuchungen zur
Rontgenkristallsstruktur an rekombinanter TH des Menschen (Almas et al., 1992) und der
Ratte (Ribeiro et al., 1992) ausfuhrlich untersucht wurde, war die Kinetik der Hemmung
durch NMNorsal in meinen Ansatzen kompetitiv zum Tetrahydropterin- Kofaktor und
nichtkompetitiv zu dem Substrat L-Tyrosin. Scholz et al. (1997) charakterisierten diese
Art der Hemmung anhand von Lineweaver-Burk-Diagrammen bereits bei NMNorsal,
wobei Homogenat aus Gewebsschnitten des Nucleus accumbens der Ratte als
Enzymquelle diente. Die Untersuchungen von Patsenka und Ankiewicz-Michaluk (2004)
bestétigten die Ergebnisse einer kompetetiven Hemmung von Salsolinol in Bezug auf den
den Kofaktor. Weitere Hinweise auf den Hemmechanismus der Tetrahydroisochinoline mit
Katecholstruktur ergeben sich bei genauerer Betrachtung des katalytischen Zentrums der
TH und des Ablaufes der enzymatischen Reaktion. Untersuchungen zur
Rontgenstrukturanalyse  ermdglichen eine Aussage zu Bindungseigenschaften
verschiedner Liganden mit dem katalytischen Zentrum der TH. Basierend auf der
Kristallstruktur des katalytischen Zentrums der TH (Goodwill et al., 1998) erméglichen

computergestiitzte Protein-Ligand-Berechnungen, sogennante Docking-Experimente,
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einen Vergleich der verschiedenen Liganden anhand der berechneten Bindungsenergien
mit dem katalytischen Zentrum der TH. Diese Untersuchungen zeigten eine enge,
bindungsenergetisch giinstige, koordinative Bindung des Kofaktors mit dem katalytischen
Eisenatom der TH und dem Aminoséure-Rest Phe 300 im katalytischen Zentrum (Teigen
et al., 2004). Der natirliche Kofaktor BH, ist der erste Ligand in einer theoretischen
Reaktionsabfolge wahrend der enzymatischen Reaktion am katalytischen Zentrum,
gefolgt von Sauerstoff und dem Substrat L-Tyrosin (Fitzpatrick, 1991a; Teigen et al.,
2007). Die enzymatische Reaktion wird dabei durch die Anlagerung von BH, ermdglicht,
indem durch Elektronentransfer von der Carbonylgruppe des BH, auf das Eisenatom ein
intermediares, die Hydroxylierungsreaktion limitierendes Reaktionszwischenprodukt
entsteht (Fitzpatrick, 1991b, Almas et al., 1996). In Docking-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass die Anlagerung von Dopamin an das katalytische Zentrum der TH zu einer
Blockade dieser Bindungsstelle fihrt (Meyer- Klaucke et al., 1996; Maas et al., 2003). Fur
die 6,7-dihydroxylierten TIQs konnte eine identische Position am katalytischen Zentrum
der TH gezeigt werden (Scholz et al., 2008). Dabei lagern NMNorsal, NMSal und Norsal
sich beim molecular docking mit ihren OH-Gruppen an das katalytische Eisenatom der
TH, in nahezu gleicher Koordination und Bindungsaffinitat wie Dopamin, was zu einer
Blockade der enzymatischen Reaktion fihrt. Das untersuchte NMTIQ hingegen, welches
keine Katecholgruppe an den Positionen 6 und 7 besitzt, und auch das Neurotoxin MPTP
besetzten stattdessen die im molecular docking ermittelte Bindungsstelle fiir das Substrat
L-Tyrosin (Andersen et al, 2002). Beide Substanzen hatten dabei niedrige
Bindungsaffinitaten und zeigten kaum elektrostatische Interaktionen mit umgebenden
Aminoséaureresten des Proteins. Eine relevante und zu L-Tyrosin kompetitve Hemmung
der TH durch NMTIQ ist vor diesem Hintergrund eher unwahrscheinlich. Ein Einfluss der
Tetrahydroisochinoline auf die N-terminale, regulatorische Doméane der TH konnte bislang
aufgrund der noch nicht analysierten Kristallstruktur dieses Proteinabschnittes nicht

gezeigt werden.

4.3 Wechselwirkung der Tetrahydroisochinoline mit d em katalytischen Eisenatom

der Tyrosinhydroxylase

Die Bindung von Dopamin und anderer Katecholamine an das katalytische Eisenatom der
TH hat zwei Konsequenzen: Zum einen die Oxidation des zweiwertigen Eisenatoms und
damit die Blockade der enzymatischen Aktivitat (Almas et al., 1992; Meyer-Klaucke et al.
1996), zum anderen eine Erhéhung der Thermostabilitdt des Proteins, die es auch vor
Proteolyse schitzt (Martinez et al.,, 1996). Andersson et al. (1988) beschrieben bei
Beladung boviner TH aus der Nebenniere mit Katecholaminen eine charakteristische

blau-griine Farbung der Enzymldsung, die in einer weiteren Arbeit auch bei TH aus
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Phaochromozytomzellen der Ratte beschrieben und als Dopamin-Fe(lll)-Komplex
interpretiert wurde (Andersson et al., 1992). Diese Hypothese wurde von Almas et al.
(1992) und Meyer-Klaucke et al. (1996) fir die rekombinante humane TH bestétigt. Auch
wenn die Struktur des katalytischen Zentrums der TH, unabh&ngig von der Enzymquelle,
identisch ist (Flatmark und Stevens, 1999), so ist ein Problem bei Praparationen aus
Gewebschnitten die Beladung der gewonnenen TH mit Katecholaminen (Andersson et al.,
1988). Das Enzym enthalt somit eine nicht genau bekannte Menge an oxidiertem Eisen
(ln. Bei rekombinanter TH erlaubt das Wissen um die genaue Konzentration an TH-
Untereinheiten stochiometrisch genauere Aussagen zum Hemmechanismus der 6,7-
dihydroxylierten Tetrahydroisochinoline, da die genaue Konzentration an Eisenionen, mit
denen das Enzym beladen ist, bekannt ist. Die Formation von Eisen (lII) durch Dopamin
und die Tetrahydroisochinoline kann somit quantitativ genauer bestimmt werden.
Zweiwertiges, also reduziertes Eisen wurde in samtlichen von mir durchgeflhrten
Versuchen dem Proteinkonzentrat hinzugefugt, und ist ein essentieller Bestandteil fir den
Ablauf der enzymatischen Reaktion (Fitzpatrick, 2003). Fur die Tetrahydroisochinoline
NMNorsal, NMSal und Norsal, die in aquimolaren Konzentrationen zu den in der Losung
befindlichen TH-Untereinheiten und der Menge an Eisen(ll)Sulfat eingesetzt wurden,
konnte in meinen Anséatzen mittels EPR-Spektroskopie die Formation von Eisen(lll) im
katalytischen Zentrum der TH gezeigt werden, der Prozentsatz des oxidierten Eisens lag
dabei zwischen 64 und 78 %, im Vergleich zu 80 % in Anwesenheit von Dopamin. Die
Zugabe von NMTIQ hingegen bestatigte die Ergebnisse aus den zuvorigen
biochemischen Versuchen, bei denen kein signifikanter Einfluss diese Substanz auf die
TH Aktivitdt gezeigt werden konnte. Der Zusatz von NMTIQ in Aquimolarer Konzentration
zu den TH- Untereinheiten bewirkte lediglich eine unspezifische Formation von Eisen (llI),
die weniger als 4 % des insgesamt an Protein gebundenen Eisens entsprach. Der Aspekt
einer vermehrten Thermostabilitat bei Bindung von Katecholaminen und
Tetrahydroisochinolinen wurde von Scholz et al. (2008) untersucht. Sie inkubierten die
rekombinante TH mit den Inhibitoren Dopamin, NMNorsal und Norsal bei 37<C fur 20
Stunden, und fanden neben der hier bereits dargestellten initialen Hemmung der Aktivitat
eine Uber mehrere Stunden stabile Restaktivitdt in Anwesenheit, im Gegensatz zum

Ansatz in Abwesenheit von Inhibitoren.

4.4 Reaktivierung der Tyrosinhydroxylase durch die Proteinkinase A

Der Regulation der TH durch Katecholamine am katalytischen Zentrum gegentber steht
die mogliche Phosphorylierung des Proteins am N-terminalen Abschnitt durch die
Proteinkinase A (Dunkley et al., 2004), die zu einer Reaktivierung des Enzyms fihrt. Die

Phosphorylierung am Serin-Rest 40 bewirkt hierbei eine Konformationsénderung des

42



Proteins, durch die sich die Bindungsaffinitat der Katecholamine an das katalytische
Zentrum andert (Daubner et al., 1992; Ramsey und Fitzpatrick 2000; Frantom et al.,
2006). Hierdurch kann der Pterin-Kofaktor erneut an die jetzt freie Bindungsstelle am
katalytischen Eisenatom und dieses zu Eisen (Il) reduzieren. In meinen Ansétzen konnte
ich durch Dopamin, aber auch durch NMNorsal gehemmte TH durch den Zusatz von PKA
und cAMP nach einer kurzen Inkubation wieder reaktivieren. Aufgrund der oben
dargestellten Vermutung eines identischen Bindungsmodus von NMNorsal und Dopamin
am katalytischen Zentrum der TH lassen diese Ergebnisse vermuten, dass eine
Konformationsédnderung des Proteins nach Phosphorylierung an Ser 40 die
Bindungsaffinitat von NMNorsal genau wie bei Dopamin herabsetzt. Der genaue
Mechanismus einer solchen Reaktivierung der TH nach Phosphorylierung ist in seinen
Details noch unbekannt, denkbar sind elektrochemische Interaktionen mit den
Aminogruppen des Dopamins bzw. dem Tetrahydroisochinolin-Ring von NMNorsal, die zu
einer Entfernung der Liganden aus der Bindungsstelle am Eisenatom filhren (Ramsey et
al., 1996), oder eine Anderung der Bindungaffinitit durch Interaktion mit anderen

beteiligten Liganden (Haavik et al., 1990).

4.5 Wechselwirkungen 6,7-dihydroxylierter Tetrahydr  oisochinoline mit dem

dopaminergen System

N-Methyl-Norsalsolinol (NMNorsal), N-Methyl-Salsolinol (NMSal) und Salsolinol sind
Tetrahydroisochinoline, die im menschlichen Gehirn durch die nichtenzymatische
Kondensation von Dopamin mit Aldehyden oder Pyruvat entstehen kénnen. Ein weiterer
Entstehungsweg im menschlichen Gehirn ist die enzymatische Synthese von Salsolinol
und NMSal aus Dopamin und Acetaldehyd oder Pyruvat durch eine Salsolinol-spezifische
Synthase (Naoi et al., 2004). Die Tetrahydrosochinoline NMNorsal und NMSal wurden im
Liquor cerebrospinalis von Patienten mit M. Parkinson nachgewiesen (Maruyama et al.,
1996; Moser 1998). Der zusatzliche Nachweis von NMSal in der Substantia nigra und im
Corpus striatum des menschlichen Gehirns (Maruyama et al., 1997, Naoi et al., 1997),
sowie die strukturelle Ahnlichkeit mit dem Parkinson-induzierenden Neurotoxin 1-Methyl-
4-phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin  (MPTP) legten die Vermutung nahe, dass diese
Substanzen an der Degeneration dopaminerger Neurone bei M. Parkinson beteiligt sein
kénnten. Zudem konnte gezeigt werden, dass Salsolinol oder NMNorsal (Thimen et al.,
2002) die Blut-Hirn-Schranke tberwinden kénnen und dariber hinaus Gber den Dopamin-
Transporter in dopaminerge Neurone aufgenommen werden kénnen (Storch et al., 2002),
was deren Akkumulation in den nigro-striatalen dopaminergen Neuronen zusatzlich zur

endogenen, nichtenzymatischen und enzymatischen Synthese erklaren konnte.
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Hinsichtlich der potentiellen Neurotoxizitat zeigten Mc Naught et al. (1995) fiur NMNorsal
und NMSal eine im Verleich zum MPTP-Metaboliten MPP+ relativ starke Hemmung von
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette an Mitochondrienfragmenten. Dieser
hemmende Einfluss durch die Tetrahydroisochinolin-Derivate war jedoch an intakten
Mitochondrien im Vergleich zu MPP+ wesentlich geringer, da die Substanzen die
Mitochondrienmembran nur schwer Uberwinden kénnen (Mc Naught et al., 1996, 1998).
Auch sind in vitro im Vergleich zu MPTP relativ hohe Konzentrationen an NMSal
erforderlich, um in dopaminergen Zellen Apoptosevorgange zu induzieren (Akao et al.,
2002). In vivo fiuhrt nur die wiederholte stereotaktische Injektion von NMSal zu einem
Untergang Tyrosinhydroxylase-positiver Nervenzellen in der Substantia nigra der Ratte
und l6ste bei den Tieren ein dem M. Parkinson entsprechendes Syndrom aus. (Naoi et al.,
1996). Einige Studien belegten sogar einen neuroprotektiven Effekt N-methylierter
Tetrahydroisochinoline nach Verabreichung von Rotenon, einem Inhibitor der
mitochondrialen Atmungskette, oder anderer dopaminerger Neurotoxine (Antkiewicz-
Michaluk et al., 2004; Kotake et al., 2005), sowie eine Herabsetzung Glutamat-induzierter
Toxizitat (Antkiewicz-Michaluk et al.,, 2006). Die Zytotoxizitat der in den striatalen
Neuronen akkumulierenden Tetrahydroisochinoline erscheint also im Vergleich zu MPTP
relativ gering. Ein weiterer mdglicher pathobiochemischer Angriffspunkt dieser
Substanzen beim M. Parkinson ist deren Wirkung auf die Dopamin-Synthese der nirgro-
striatalen Neurone. Ein Einfluss der Tetrahydroisochinoline NMNorsal (Scholz et al., 1997)
und Salsolinol (Minami et al., 1992; Patsenka und Antkiewicz-Michaluk, 2004) auf die
Aktivitat des Enzyms Tyrosinhydroxylase, dem Schliisselenzym der Dopamin-Synthese,
konnte bereits in mehreren in vitro -Studien gezeigt werden. In vivo fiihrte dartiber hinaus
die einmalige Injektion von NMSal in das Corpus striatum der Ratte zu einer verminderten
TH-AKktivitdt und einem konsekutivem Verlust von Dopamin in dieser Region. Dabei wurde
bei den behandelten Tieren ein Parkinson-ahnliches, hypokinetisches Syndrom ausgelost,
ohne dass ein Nachweis neuronaler Degeneration in dieser Region gelang (Naoi et al.,
1996). Der genaue Mechanismus, mit dem Tetrahydroisochinoline die Tyrosinhydroxylase

hemmen, ist jedoch bislang ungeklart.

4.7 6,7-dihydroxylierte Tetrahydroisochinoline bei M. Parkinson

Endogen entstehende Tetrahydroisochinolin-Derivate wurden im Liquor von Patienten mit
neu diagnostiziertem M. Parkinson nachgewiesen (Moser et al., 1995). In diesem
Krankheitsstadium, bei Auftreten erster klinischer Symptome, sind bereits etwa zwei
Drittel der dopaminergen Neurone der Substantia nigra zerstort. Dies zeigten frihere

neuropathologische Untersuchungen (Bernheimer et al., 1973), deren Ergebnisse durch

44



neuere sterologische Methoden bestatigt wurden (Pakkenberg et al., 1991). Bei weiterem
klinischem Fortschreiten der Erkrankung kommt es wiederum zu einer Abnahme der
Tetrahydroisochinolin-Konzentrationen, wie Maruyama et al. (1999) anhand des NMsal
zeigen konnten. Die Hemmung der TH durch die Tetrahydroisochinoline ware demzufolge
in einem Krankheitsstadium denkbar, in dem das nigrostriatale System den Verlust
dopaminerger Neurone kompensieren muss. Neben Hinweisen auf nicht-dopaminerge
Kompensationsmechanismen (Bezard et al., 2003) mussen die im frihen
Krankheitsstadium verbleibenden Neurone das entstandene Dopamin-Defizit wieder
ausgleichen, was neben nachgewiesenen prasynaptischen Veranderungen (Lee et al.,
2000; Mc Callum et al., 2006) zu einem erhéhten Umsatz von Dopamin in diesen Zellen
fuhrt (Hornykiewicz, 1993). Dabei besitzt das nigrostriatale System eine hohe Plastizitat,
so dass erste klinische Symptome vermutlich erst Jahre nach Beginn der
Neurodegeneration auftreten (Dauer und Przedborski, 2003). Untersuchungen am
Tiermodell der Ratte konnten beispielsweise eine Remission motorischer Symptome bei
den Versuchstieren erreichen, nachdem durch Gentransfer DNA-Material fur
Tyrosinhydroxylase und GTP-Cyclohydrolase, letzteres ein Schlisselenzym fir die
Synthese des Biopterin-Kofaktors, direkt in das Striatum appliziert wurde (Kirik et al.,
2002). Die Ergebnisse meiner Untersuchungen, die einen identischen Hemmechanismus
der 6,7-dihydroxylierten Tetrahydroisochinoline und des Dopamins postulieren, legen die
Vermutung nahe, dass eine Blockade der Dopaminsynthese durch die
Tetrahydroisochinoline beim M. Parkinson von pathophysiologischer Bedeutung ist.
Relativ geringe Mengen von NMNorsal geniigten, um in meinen Experimenten das
rekombinante Enzym analog zur Wirkung von Dopamin zu hemmen. 6,7-dihydroxylierte
Tetrahydroisochinoline, und insbesondere NMNorsal, besitzen also Eigenschaften, die zu
einer potenten Inhibition der intrazellularen Dopamin-Synthese fuhren konnten. Das
ohnehin aufgrund der fortgeschrittenen Degeneration geschwachte dopaminerge System
konnte bei vermehrtem Aufkommen der Tetrahydroisochinoline, die als Nebenprodukt bei
gesteigertem Dopaminumsatz entstehen kénnen, dekompensieren. Hierflr spricht auch
die nachgewiesene Akkumulation der 6,7-dihydroxilierten Tetrahydroisochinoline in der
substantia nigra menschlicher Gehirne (Maruyama et al., 1997; Naoi et al., 1997). Auch
wenn die Anwesenheit von TIQ-Derivaten einen stabilisierenden Effekt auf die TH-
Aktivitat in vitro haben kann (Scholz et al., 2008), konnte ein Effekt dieser Substanzen in
vivo beim M. Parkinson eine Hemmung der Dopamin-Synthese sein, die zur funktionellen

Dekompensation des dopaminergen Systems der Substantia nigra beitragen kénnte.
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5. Zusammenfassung

Tetrahydroisochinoline entstehen im Gehirn durch eine nichtenzymatische Kondensation
von Dopamin und akkumulieren in der Substantia nigra und den Basalganglien. Erhthte
Konzentrationen dieser Substanzen konnten im Liquor und Gehirn von Patienten mit
Morbus Parkinson nachgewiesen werden. Ich konnte in meinen Untersuchungen zeigen,
dass bestimmte Tetrahydroisochinolin-Derivate entscheidende Aspekte der
physiologischen feedback-Hemmung der Tyrosinhydroxylase durch Katecholamine
imitieren. Die Tyrosinhydroxylase katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der Katocholaminsynthese, die 3- Hydroxylierung von L-Tyrosin zu L-Dopa. Vier
verschiedene Tetrahydroisochinoline, die sich jeweils hinsichtlich ihrer funktionellen
Gruppen voneinander unterschieden, wurden dabei einerseits in biochemischen
Ansatzen, andererseits in spektroskopischen Experimenten zur Untersuchung der
Wirkung auf die TH verglichen, der natirliche feedback- Inhibitor Dopamin diente dabei
als Referenzsubstanz. Analog Zu Dopamin lagern 6,7-dihydroxylierte
Tetrahydroisochinolin-Derivate sich mit ihren OH-Gruppen an das Eisenatom im
katalytischen Zentrum des Enzyms an. Die Hemmung der Tyrosinhydroxylase erfolgt
dabei wie bei Dopamin kompetitivn zum Kofaktor DMPH,;, der mit den
Tetrahydroisochinolinen um dieselbe Bindungsstelle konkurriert. Diese Bindung an das
katalytische Zentrum der Tyrosinhydroxylase bewirkt eine Oxidation des Eisenatoms, die
mittels Messung der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) in
Anwesenheit von Dopamin und 6,7-dihydroxylierten Tetrahydroisochinolin-Derivaten
nachgewiesen werden konnte und eine Inaktivierung der Enzymaktivitat zur Folge hat.
Schliesslich konnte die Enzymaktivitdt der durch die Tetrahydroisochinoline gehemmten
Tyrosinhydroxylase durch Anwesenheit der Proteinkinase A, analog zu Dopamin,
wiederhergestellt werden. In Zusammenhang mit Befunden, die ein vermehrtes
Vorkommen der Tetrahydroisochinolin-Derivate in frilheren Krankheitsstadien des M.
Parkinson vermuten lassen, liefern die oben dargestellten Ergebnisse wichtige Hinweise
fur eine mogliche pathophysiologische Bedeutung dieser Substanzen im Hinblick auf die
im Verlauf der Erkrankung auftretende Dekompensation des dopaminergen Systems, die
zu klinischen Symptomen fuhrt. Die Erkenntnisse Uber den Hemmechanismus der TH
durch bestimmte Tetrahydroisochinoline liefern somit einen Beitrag zum Verstandnis der
pathobiochemischen Verdnderungen in frihen Krankheitsstadien des M. Parkinson und
kénnten einen Beitrag zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien in diesem

Krankheitsstadium leisten.
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Grundschule Schimmelmannstrasse in Hamburg
Charlotte Paulsen Gymnasium in Hamburg
Abschluss: Abitur

Am Dialysezentrum Alter Teichweg in Hamburg

Medizinische Laufbahn:

10.1996

08.1998
04.2000
04.2001 - 07.2001

04.2001- 12.2001

04.2002

04.2002

04.2002 — 08.2002
08.2002 — 10.2002
10.2002 — 12.2002
12.2002 — 04.2003
10. 2003

Seit 02/2004

Beginn des Medizinstudiums an der Medizinischen Universitat zu
Lubeck

Bestehen der Arztlichen Vorprifung

Bestehen des 1. Staatsexamens

Arbeit als wissenschaftliche Hilfskraft im Institut fir Biochemie der
Medizinischen Universitat zu Libeck (D)

Arbeit als wissenschaftliche Hilfskraft im Institut fir Anatomie der
Medizinischen Universitat zu Libeck

Bestehen des 2. Staatsexamens

Beginn des Praktischen Jahres (PJ)

PJ in der Inneren Medizin der Universitatsklinik Libeck (D)

PJ in der Neurologie des Royal Melbourne Hospital (AUS)

PJ in der Neurologie des Auckland Hospital (NZ)

PJ in der Chirurgie im Spital Muri (CH)

Bestehen des dritten Staatsexamens

Assistenzarzt an der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie,

Charité Campus Benjamin Franklin, Berlin.
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