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Aminosauren werden im Einbuchstabencode gemaf agrielBlungen zur Nomenklatur und
Symbolik fir Aminosduren und Peptide der interrmalen Kommission fur biochemische
Nomenklatur (JCBN, 1984) bezeichnet. Die Positiomerhalb der unmodifizierten
Primarsequenz der jeweiligen Aminosaurekette wircthl die hochgestellte Ziffer rechts des
Symbols angegeben.

Die vierstelligen Bezeichnungen der in der vorlieden Arbeit verwendeten Protein-
Rontgenkristallstrukturen, wie z.B. 3SI0 oder 4F%ihd der Proteindatenbank (PDB) der
Forschungsgemeinschatft fur strukturelle Bioinforkn@Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics — RCSB) entnommen (www.pdb.org) (Bean et al., 2000).

Bei der farbigen Darstellung chemischer Strukturfein wurde folgende Kodierung fur
Heteroatome verwendet: Sauerstoff — rot, Schwegglb, Stickstoff — blau.

Zitate mit Eigenanteil sind kursiv hervorgehoben.
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1 Einleitung

Etwa 5% des Genoms hodherer Eukaryonten kodierenynignzdie Proteine wahrend oder
nach deren Translation modifizieren (Walsh et aDP5). Dies schliel3t unter anderem
proteolytische Spaltungen (Abspalten von SignabgPquenzen) oder die kovalente
Verknipfung mit nicht-proteinogenen Bestandteilédadcharide, Phosphatgruppen) ein.
Derartige Veranderungen an Proteinen werden aldgraoslationale Modifikationen (PTM)
bezeichnet, von denen uber 200 Formen bekannt sPOM beeinflussen die
Proteinlokalisation (z.B. Membrananker, Signalsegea, Glykosylierungen), die
Proteininteraktion (z.B. Ligand — Rezeptor), dietiditat (z.B. Phosphorylierung, Abspaltung
von Prosequenzen) und die proteolytische/biologiscBtabilitat (z.B. C-terminale
Amidierung, N-terminale Pyroglutamatbildung). Sitellen dadurch einen wesentlichen
Faktor fur die Auspragung von Funktion oder Path&fion von Proteinen und Peptiden dar.
Eine dieser posttranslationalen Modifikationen d& intramolekulare Zyklisierung eines
Glutamins (Q) oder einer Glutaminsaure (E) untetdiBig von Pyroglutamat (pE)
(Schilling et al.,, 2004). Pyroglutamat ist am N-4T@rus von Peptiden und Proteinen
vorzufinden. Die Bildungsreaktion wird durch das zigm Glutaminylzyklase (QC,
EC 2.3.2.5) katalysiert. QC-Aktivitat wurde im Ti€Busby et al., 1987; Fischer et al., 1987),
Pflanzen- (Messer, 1963) und Bakterienreich (Qarmdt al., 2010; Huang et al., 2010)
nachgewiesen. Die Bedeutung der QC fur Prokaryolktamte bislang nicht aufgeklart
werden. Bei den Enzymen pflanzlichen Ursprungs wigine Beteiligung an
Abwehrmechanismen vermutet (El Moussaoui et aD12@zarkan et al., 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass der bei der Zyklisierung voterinalem Glutamin freigesetzte
Ammoniak das Mikroorganismenwachstum hemmt (Bafuab al., 2000). Auch an der
pflanzlichen Pathogenabwehr beteiligte Proteinesareieine N-terminale Modifikation mit
Pyroglutamat auf (Tabelle Al, Seite 71). Die Ralles pE-Restes ist bisher jedoch nicht
untersucht worden.

Im Gegensatz zu den pflanzlichen QCs ist die Fonkdier tierischen, speziell der humanen
QC, eingehend erforscht und besser verstandernhrBa Substraten zahlen Strukturproteine
(z. B Kollagen Typ I/1ll, Fibronektin), Enzyme (z.B-Amylase, Ribonuklease), Chemokine
(z.B. CCL2, CX3CL1) und Neuropeptide (z.B. Thyréeliin - TRH, Gonadoliberin - GnRH)
(Tabelle 1, Seite 8). Fur GnRH konnte gezeigt werdelass ein N-terminaler
Pyroglutamatrest die Rezeptorinteraktion beeinfl(Ssalfon et al., 1997). Gleichzeitig wird

durch die pE-Bildung das Peptidhormon gegentbeeneibbau durch Aminopeptidasen
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stabilisiert (Morty et al., 2006). Dem entsprechemgist auch das GnRH-Analogon
Leuprorelin, ein antiandrogener Arzneistoff, pEseiner Struktur auf.

Eine Bildung von pE am Peptid-N-Terminus von TRHfig dessen Rezeptorbindung und
-aktivierung ebenfalls essentiell (Goren et alZ,%Abraham und Podell, 1981). Gleichzeitig
wird das Peptidhormon gegenuber einem Abbau durmdokéalisierte Aminopeptidasen
stabilisiert (Morty et al., 2006).

Die Untersuchung des Chemokins CCL2 ergab, dasdNderminale pE-Rest sowohl eine
Verlangerung der biologischen Halbwertszéit Yitro / vivo) als auch eine Steigerung der
biologischen Aktivitat bewirkt (Cynis et al., 2011n jener Arbeit konnten Cynis und
Mitarbeiter mittels MALDI-TOF MS in vitro zeigen, dass eine pE-Modifikation CCL2 und
auch die verwandten Chemokine CCL7/8/13 vor demadilbdurch dien vivo kolokalisierten
Enzyme Aminopeptidase P (ApP, Prolylaminopeptidasir Dipeptidylpeptidase 4 (DP4)
schiutzt. Mit Hilfe von Monozyten-Migrationsversuchewurde nachgewiesen, dass
pE-modifizierte Chemokine (CCL2/7/8/13) verglichemit der ,unreifen® Form
(Q'-CCL2/7/8/13) oder dem DP4-Abbauprodukt®*(OCL2/8/13 bzw. V-CCL7) verstarkt
Chemotaxis auslosen.

Die pE-Modifikation von Peptiden/Proteinen spieiteabar auch bei pathophysiologischen
Prozessen eine Rolle. So konnte fiir amyloide PegAd, ABri, ADan) gezeigt werden, dass
ein N-terminaler Pyroglutamatrest gegeniiber demafdurch Aminopeptidasen stabilisiert
und deren Aggregationsneigung und Toxizitat steig€Bchilling et al., 2006;
Schlenzig et al., 2009; Wirths et al., 2009; Schigret al., 2012). Eine Bildung derartig
modifizierter Amyloidpeptide wird durch QC vermitte(Schilling et al., 2008a, b)Die
Expression des Enzyms ist bei AK-Patienten erhalt korreliert mit der Anreicherung von
pE-AB im Hirn (Schilling et al., 2008a).

Vor dem Hintergrund der klinischen Entwicklung v@C-Inhibitoren befasst sich die
vorliegende Arbeit mit der Aufklarung der Tertidsttur verschiedener tierischer QCs, um

Bindungsmodi von Wirkstoffen zu untersuchen.



Tabelle 1 Beispiele humaner, N-terminal pE-modifizierter Pégtund Proteine sowie deren Funktion und Rolle der
Bezeighon ist die

pE-Modifikation.  Unterhalb  der

generischen

Nummer

des jeweiligen

UniProt-Datenbankeintrages (http://www.uniprot.oggifgefiihrt. Da fir die Modifikation des Peptidefeins

durch QC-Aktivitat nur der N-Terminus von Bedeutusg wurde lediglich ein kurzer N-terminaler Absdh

der Aminosauresequenz aufgefuhrt. Die der pE-Bideugrunde liegende Aminosaure (Q oder E) ist kigen

Klammen angegeben (z.B. PpE[Q]...). Die Ziffer rechtler Sequenz gibt die Gesamtlange der
Aminosauresequenz des Proteins an.
Gruppe Peptid/ Funktion/Eigenschaft Sequenz Rolle der
Protein des Peptids/Proteins pE-Modifikation "
Kollagen Fibrillen formendes PE[QILSYGYDEKS-1218 Stabilisierung gegen den
a-1(1) Kollagen des Bindegewebes(Click und Bornstein, 1970) Abbau durch
P02452 (Haut, Knochen, Sehnen) Aminopeptidasen
“Fibronektin | Bindung verschiedener ~ pE[QJAQQMVQPQS-2386  Stabilisierung gegen den
o P02751 Zelloberflachenproteine (Garcia-Pardo et al., 1983) Abbau durch
-5 (Kollagen, Fibrin, Heparin); Aminopeptidasen
g_ involviert in die
E Zelladhasion, Motilitat,
% Opsonisierung,
Wundheilung, Formgebung
“Fibromodulin = Bindet an Kollagen des ~ pE[Q]YEDDPHWWF-376  Stabilisierung gegen den
Q06828 Typs | und II; (Onnerfiord et al., 2004) Abbau durch
tragt zur Fibrillenbildung Aminopeptidasen
bei
a-Amylase 1 Endohydrolyse von PE[Q]YSSNTQQGR-511 Stabilisierung gegen den
P04745 a(1-4)-Glykosidbindungen (Ramasubbu et al., 1996) Abbau durch
EC3.2.1.1 Aminopeptidasen
‘OE; ‘Ribonuklease 4 Hydrolysevon ~ pE[QIDGMYQRFLR-147  Stabilisierung gegen den
LIEJ P34096 Ribonukleinsauren (Zhou und Strydom, 1993) Abbau durch
EC 3.1.27.- Aminopeptidasen;
Enzymatische Aktivitat
(Boix et al., 1996)
CCL2 Attractant von Monozyten; pE[Q]PDAINAPVTCC-99 Stabilisierung gegen den
P13500 mogliche Rolle bei durch  (Yoshimura und Leonard, 1991)Abbau durch
Monozyteninfiltration Aminopeptidasen, z.B.
gekennzeichneten ApP, DP4;
Krankheiten (Psoriasis, Biologische Aktivitat
@ rheumatoide Arthritis, (Cynis et al., 2011)
% Arteriosklerose)
£ “Fraktalkin | Loslich: Attractantvon ~ pE[QJHHGVTKCNITC-397  Stabilisierung gegen den
6 CX3CL1 Monozyten, (Haegele, 2012, Dissertation) Abbau durch
P78423 T-Lymphozyten; Aminopeptidasen, z.B.

Membrangebunden:
Adhasion und Migration
von Leukozyten entlang des
Endothels

ApP, DP4;
Biologische Aktivitat
(Haegele, 2012,
Dissertation)




Gruppe Peptid/ Funktion/Eigenschaft Sequenz Rolle der

Protein des Peptids/Proteins pE-Modifikation "

Gonadoliberin Stimuliert hypophysare  pE[QIHWSYGLRPG-NH Stabilisierung gegen den

GnRH Sekretion von (Tan und Rousseau, 1982)  Abbau durch

P01148 Gonadotropinen Aminopeptidasen
(Schilling et al., 201}
Biologische Aktivitat /
Rezeptorinteraktion
(Saelfon et al., 1997)

Leuprorelin Synthetisches pEHWSYdLLRP-NH-GH;5

Thyreoliberin

Neuropeptide / Peptidhormone

GnRH-Analogon
Stimuliert die

PE[QIHP-NH,

Stabilisierung gegen den

TRH™ hypophysére Sekretion  (Scharfmann et al., 1989) Abbau durch
P20396 von Thyreotropin und Aminopeptidasen;
Prolaktin Biologische Aktivitat /
Rezeptorinteraktion
(Goren et al., 1977;
Abraham und Podell, 1981)
AB Amyloidpeptid, pPE[E]JFRHDSGYEV-40/42 Stabilisierung gegen den
P05067 Ablagerung im (Saido et al., 1995) Abbau durch
Hirngewebe bei der Aminopeptidasen;
Alzheimer-Krankheit Steigerung der
(Amyloidplaques) Aggregationsneigung
(Schlenzig et al. 2009);
und der Zytotoxizitat
(Wirths et al., 2009)
2 ABriS  Amyloidpeptide der SPE[EJASNCF-34 Stabilisierung gegen den
= Q9Y287 Familiaren Britischen (Saul et al., 2013) Abbau durch
8_" ADan® bzw. Danischen Demenz, Aminopeptidasen;
g Q9Y287 Ablagerung im Gesteigerte
% Hirngewebe und Aggregationsneigung
<E( zerebralen BlutgefafZen (Schlenzig et al. 2009);

Semenogelin
P04279

Abgelagertes Protein der
senilen seminal-
vesikularen Amyloidose
(SSVA)

(Linke et al., 2005)

PE[QIKGGSKGRLP-462
(pE-Modifikation durch
Kolokalisation mit QC-
Aktivitéat wahrscheinlich)

Stabilisierung gegen den
Abbau durch
Aminopeptidasen

[-Mikroglobulin
P61769

Abgelagertes Protein der

pE[QIRTPKIQVYS-119

Hamodialyse-assoziierten (Momoi et al., 1995)

Amyloidose (HAA)

Stabilisierung gegen den
Abbau durch
Aminopeptidasen

Fortsetzung vofTabelle 1

" Der N-terminale pE-Rest kann durch Pyroglutamylaipeptidase 1 (QINXJ5) abgespalten werden (Awacé.,e1994;
Cummins und O'Connor, 1998), was das Peptid/Pratim Abbau durch Aminopeptidasen zuganglich macht.

“Spezifisch durch Pyroglutamylpeptidase 2 (QOUKU®Xtiviert (Schomburg et al1,999)
8 Beide Peptide gehen aus aus C-terminal verlang¥deanten des integralen Membranproteins B2 heittio N-Terminus

ist identisch.



1.1 QCs - Biokatalysatoren der N-terminalen Pyroglutamatbildung

Pyroglutamat (pEwird am N-Terminus von Peptiden oc Proteinendurct intramolekulare
Zyklisierung von Glutamin (Q) ode Glutaminsaure (E gebildet Dabei greift die
a-Aminogruppe nukleophil amy-Carboxykohlenstoff an. Es kommt zur Bildung ei
Laktamring:, wasunter Freisetzung von Ammoniak (Q) beziehungswéissser (Everlauft
(Abbildung 1). Die Reaktion ist vom Protonierungszustand der reak Gruppen und amit
vom pH-Wert der wassrigen Losung abhancEssentiell isteine umrotoniere, das heifdt
nukleophile a-Aminogruppe (pta= 7,5). Fur die Umwandlung von Glutaminsdurezudem
eine protonierte y-Carboxygruppe notwendi¢ (pKaz = 4,2) (Schilling et al., 200«
(Abbildung1).

A Peptid, Peptid
NH NH
O + ~H o=
NH, NH,
NH,  pK,~75 (A NH, Peptid
HN_ _O
o) o)
NH,
B Peptid Peptid NH
NH NH H,O \
o) N ~H e (@]
NH, NH,
o pK,, ~7,5 (A OH
pPK,, ~ 4,2
(@) (@)

Abbildung 1 SchematischeDarstellung der Zyklisierung von Glutamin (Abeziehungsweis Glutaminsaure (B) ar
N-Terminus von Peptiden. Fur den nukleophilen Angtéf a-Aminogruppe any-Carboxylohlenstoff mus:
diese in unprotonierter Form vorliegen , = 7,5). Die Zyklisierung von Glutaminséure setzt zrigéh eine
protoniertey-Carboxygruppe voraus (j»= 4,2). Als Produkte dieser Reaktion entstehen Pytagiat sowit
Ammoniak (Q) oder Wasser (E(Abbildung modifizier, Seifert et al., 200).

Im Bereich zwischen pH 6 und pH 8 betragt die Halbregttvon Glutarinylpeptidenwenige
Tage vor Glutanylpeptiden Jalzehntebei nicht katalysierter Reaktico(Arii et al., 1999
Seifert et al., 200). Daher scheint die spontane-Bildung beiin vivo schnell ablaufende
Stoffwechselprzessen von untergeordneter Bedeutung zu sein. Baktien wird durch
Glutaminylzyklasen (QCs) um etwe das 2*10fache fir Glutamiylsubstrate
(QFRH: ket = 30, Ky = 300 pN bei pH 6,5) beziehungsweise 2*10°fache fiir
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Glutamylsubstrate (EFRH: & = 2*10%s", Ky = 5000 pM bei pH 6,5) beschleunigt
(Seifert et al., 2009

Innerhalb der verschiedenen Reiche der Lebewesédetdm sich zwei strukturell
unterschiedliche Enzymgruppen gleicher Wirkungssp#&#zaus (konvergente Entwicklung).
QCs vom Typ 1 (Pflanzen-, Bakterienreich) entwitdelsich als eigenstandige Enzymfamilie
(Dahl et al., 2000). Sie weisen keine strukturelEmologie zu tierischen QCs oder anderen
Enzymen auf. Die tierischen QCs sind dem QC-Typ uzuardnen, und zeigen eine
strukturelle Ahnlichkeit zu den bakteriellen, zibkgingigen Aminopeptidasen des Klans MH
(Familie M28) (Rawlings et al., 2012).

Durch Pyroglutamat modifizierte Peptide/Proteinedsim gesamten Tierreich vertreten
(Tabelle A2, Seite 72). Die Uberwiegende Mehrhaiser pE-modifizierten Peptide/Proteine
unterliegt einer Translokation in den extrazellatarRaum. Wahrend ihrer Sekretion
durchlaufen diese Peptide/Proteine eine limitirateolyse, in deren Folge der pE-Prékursor
gebildet wird. In einigen Fallen ist allein die katslationale Spaltung durch Signalpeptidasen
dafur verantwortlich. Dies ist zum Beispiel bei demmanen Proteinen Fibronektin, CCL2
und o-Amylase der Fall (Tabelle 1, Seite 8). Bei andelPaptiden/Proteinen (Uberwiegend
Neuropeptide/Peptidhormone, z.B. TRH) ist eine &eitN-terminale Prozessierung der
Prékursoren durch Prohormon-/Proproteinkonvertasemendig, um ein QC-Substrat zu
generieren. Dies erfolgt im sekretorischen WegZidie (Cynis et al., 2011).

Sauger besitzen zwei homologe QCs (Busby et a87;X0ynis et al., 2008a Wahrend eine
Enzymspezies ein Signalpeptid zum kotranslational@ansport ins endoplasmatische
Retikulum verbunden mit anschlieBender Sekretiofwaist (QC; Mensch: Gen QPCT,
Chromosom 2), gehoért das Isoenzym (isohQC; Men&am QPCTL, Chromosom 19) der
Gruppe der Transmembranproteine der Klasse Staplian et al., 2009Ein N-terminaler
Signalanker vermittelt den kotranslationalen Tramsps endoplasmatische Retikulum und
fixiert das Enzym in der Organellmembran, wobei Bestein-N-Terminus ins Zytosol ragt
(globularer Proteinteil luminal). Durch eine vonnkerproteinen vermittelte Kopplung des
zytosolischen N-terminalen Proteinteils an Aktiawfilente des Zytoskeletts wird die isoQC im
Golgi-Apparat der Zelle zurickgehalten (Abbildung Reite 14) (Schilling, personliche
Mitteilung).

Diese Lokalisation der isoQC sowie deren ubiquitieebreitung weisen auf eine Rolle bei
der Reifung konstitutiv sekretierter Proteine (zdBAmylase) Cynis et al.,, 2008ahin.
Aufgrund der Lokalisation des Enzyms innerhalb delte missen durch isoQC modifizierte
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Peptide/Proteine bereits im Golgi-Apparat als Q@shate vorliegen, das heil3t, sie weisen
dort einen freien N-terminalen Glutam(in)ylrest.dbfes trifft z.B. auf die Chemokine CCL2
und CX3CL1 zu. In Ubereinstimmung damit konnte gdgizaverden, dass CCL2 im
Organismus uberwiegend durch isoQC prozessiert (@yais et al., 2011).

Hingegen deutet das Vorkommen der QC in sekretwis®/esikeln auf eine Funktion bei der
posttranslationalen Modifikation von Peptiden unet®nen hin, welche der stimulierten
Sekretion unterliegen (z.B. TRH, GnRH). Dem entspemd wurde eine Expression des
QC-Gens vorwiegend in neuronalem Gewebe (HypopHysatum, Cortex, Hypothalamus,
Cerebellum, Hippocampus) nachgewiesen (Pohl et d1991). Ergebnisse der
Charakterisierung von Q&nockoutMausen weisen darauf hin, dass Thyreoliberin d@€h
prozessiert wird. Der Phanotyp homozygoter Kx@ckout Tiere entspricht dem von
TRH-Knockout Mausen, ist jedoch viel schwacher ausgepragt. iofty der geringen
Halbwertzeit von TRHn vivo (T2 < 10min, Morty et al., 2006), ist es nicht mogliche
TRH-Konzentration im Blut der Tiere zu bestimmenC-Rnockout Mause weisen eine
reduzierte Serumkonzentration von Thyroxin)(Teinem im thyreotropen Regelkreis dem
TRH nachgeschalteten Hormon, auf. Ebenso ist dieA@witat im Hirngewebe, besonders
im Hypothalamus (Ort der TRH-Ausschuttung), und Biat der QCKnockoutTiere stark
reduziert. In peripheren Organen wie Leber odezMdn QCKnockoutMausen, war keine
Veranderung der QC-Aktivitdt zu detektieren, wasgizedass hier Uberwiegend isoQC
synthetisiert wird. Ein Einfluss des Q@Ciockoutsauf die Serumkonzentration von GnRH
(QC-Substrat) und Testosteron, beides Hormone deadptropen Regelkreises, wurde nicht
festgestellt. Ebenfalls konnte keine Beeinflussdag Fertilitat sowie eine pranatale Letalitat
durch einen QQ<nockout beobachtet werden. Die untersuchten IQ@ckout Mause
unterscheiden sich nicht von Wildtyptieren in Bezaug Motorik, Kognition, Aktivitat und
Nahrungsaufnahmes¢hilling et al., 2011 So kann anscheinend ein Defizit an QC teilweise
durch das Isoenzym kompensiert werden.

Dennoch kann aufgrund ahnlicher katalytischer Esghaften beider Enzyme, das heil3t breite
Substratspezifitat, ahnliche Substratpraferenzehpki-Abhangigkeit $tephan et al., 2009
keine grundsatzliche Einteilung in QC- und isoQM4Srate getroffen werden. Lediglich
basierend auf ihrer Lokalisation im Organismus umgerhalb des sekretorischen Weges
existieren offensichtlich Praferenzen fur die Mddifion durch eines der beiden Isoenzyme
(Cynis et al., 2011Schilling et al., 2011
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Ahnlich zu den QCs der Sauger treten auch in lebeaten verschiedene Formen von QCs
auf. Fur die Schwarzbauchige TauflieDeosophila melanogastewurde eine — analog zur
QC der Sauger — sekretierte Form (DromeQC; Gen @GAR2UniProt-Eintrag Q9VRQ9)
identifiziert (Schilling et al., 200) Fir ein Isoenzym (isoDromeQC; Gen CG5976) exish
zwei Spleil3varianten der mRNA, welche zur Sekretlea reifen Enzyms (CG5976, Isoform
A, UniProt-Eintrag Q7KTY3) oder zur TranslokatiamsiMitochondrium (CG5976, Isoform
B, UniProt-EintragQ86PD7) fuhren. Schilling und Wtibeiter zeigten 2007, dass die ins
Mitochondrium transportierte Variante der isoDron@&@ominiert (Abbildung 2, Seite 14).
Eine vergleichbar lokalisierte QC existiert in Séuygoffenbar nicht. Dem gegeniber besitzt
D. melanogaster(allgemein Drosophila speciés offensichtlich keine im Golgi-Apparat
verankerte QC. Der Nachweis der pE-Modifikation auitondrialer Peptide/Proteine aus
D. melanogastewurde bislang nicht erbracht. Potentielle Substd®r isoDromeQC kdnnten
unter anderem das mitochondriale ribosomale Prot&h (UniProt-Eintrag Q9VVX4),
Rhombiod-7 (eine membrangebundene Serinproteas&Lfomolog, UniProt-Eintrag
A1Z8R8) sowie eine Aldehyddehydrogenase (UniProtfBg Q9VLC5) sein
(Koch, Kolenko et al., 2012a
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A Zytosol Extrazellularraum

endoplasmatisches Golgi- sekretorische
Retikulum (ER) Apparat Vesikel

) sekretierte QC
e QC-Substrate nach prapro-Prozessierung
© pE-Peptide/-Proteine nach QC-Aktivitat
= Sauger-isoQC
QC-Substrate nach Translokation
pE-Peptide/-Proteine nach QC/isoQC-Aktivitat

B Zytosol Extrazellularraum
endoplasmatisches Golgi- sekretorische
Retikulum (ER) Apparat Vesikel {
O \
\'\
O \ ) ) sekretierte QC
° ! e QC-Substrate nach prapro-Prozessierung
S o QC-Substrate nach Translokation
\-ﬁ% ofo pE-Peptide/-Proteine nach QC-Aktivitat
@ o isoDromeQC
o e isoDromeQC-Substrate
O Fi -]

; pE-Peptide/-Proteine nach isoDromeQC-Aktivitat

Mitochondrium

Abbildung 2 Schematisclt Darstellung de Lokalisation vonQCs,deren potentiellen Substratund Katalyseproduktein
Saugern(A) und D. melanogast¢ (B). Sowohl die humane QC als auch die QC D. melanogast¢ (graue
Kugeln) werdensekretiet und modifizieren wéahrenddess(sowie anschlielend im Extrazellurrg) die
kolokalisierten Substrate (graue Punk
(A) Das humane Isoenzyi(blaue Hantel)wird im Golgi-Apparat zuriickgehalt. Bei den Saugern kénn
demzufolge durch Signalpeptidaseaktivitat freigeseQC-Substrate sowo durchdie membrangebundene (
(isoQC) als auch durch die sekretieEEnzymform (QC) umgewandelt werd Die unterschiedlichExpression
der entprechenden Q-Genestellt hierbei einen Regelmechanismus fir die Unuseg der Substraidar. Die
Produkte der Q-Aktivitat (Kreise) bei S&ugern sind in den Orgaeelides sekretorischen Weges sowie

Extrazellularraunzu finden.

(B) Die isoDromeQC (magentafarbene Kugewird ins Mitochondriurrtransportiert Eine derartig lokalisiert

QC konnte bislang nur firD. melanogaste (Drosophila s.) nachgewiese werden. Bei

D. melanogast¢ existiert ansheinend lediglich eine G-Form (QC), die in den Organellen des sekretoris:
Weges bzw. im Extrazellularraum lokalisierte Q(-Substrate modifizieren ka. Die Produkte de
D. melanogaster QC-Aktivitdét sind sowohl in den Organellen des sekretorischen Weges unc
Extrazellularaum als auch intrazellu im Mitochondrium lokalisier
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1.2 QCs - Zielenzyme der Wirkstoffentwicklung

1.2.1 Rolle von QC bei der Reifung von Chemokinen

Einige der zuvor beschriebenen pE-Peptide/-Protdifi@belle 1, Seite 8) spielen in
pathophysiologischen Prozessen eine Rolle. Sorsahalie Chemokine CCL2 und CX3CL1
entscheidend am Krankheitsbild der Arteriosklerdmdeiligt zu sein. Ebenfalls ist die
Ablagerung pE-modifizierter Peptide ein charaktethes Merkmal neurodegenerativer
Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit.

Aufgrund der mutmalflichen Schltsselfunktion vonRéEptiden bei diesen Krankheitsbildern
ist die Unterdrickung der pE-Modifikation ein sidbrzeit in der Entwicklung befindliches
therapeutisches Konzept. Im Folgenden soll aufgdigannten Indikationen eingegangen und
der Wirkmechanismus der Hemmung von QC dargesteliden.

Zytokine wie die CC-Chemokine CCL2/7/8/13 oder @28 C-Chemokin CX3CL1 bewirken
die Rekrutierung von Zellen des Immunsystems (vdfema Monozyten) bei
inflammatorischen Prozessen (Charo und Taubmang4)2@ei Erkrankungen, die eine
(Uberschiel3ende oder chronische) Inflammation edgrales Element des Krankheitsverlaufs
aufweisen, ist die Reduktion an biologisch aktive®hemokin, und somit des
chemotaktischen Stimulus, ein therapeutisches Ziel.

Eine mogliche Indikation fir den Einsatz derartighirkstoffe wéare unter anderem die
Arteriosklerose. Hier kommt es in Folge eines imilaatorischen Reizes auf dieunica
intima der Arterie [z.B. durch Verletzung des GefalRenelsth(Ross, 1976), Infektion
(Kol und Libby, 1999), kontinuierliche mechaniscBeanspruchung wie Bluthochdruck
(Hollander, 1976), langfristige Stérung der Chaesthomdostase (Stemme et al., 1995)], zur
Expression proinflammatorischer Chemokine, wie uraederem CCL2 und CX3CL1
(Charo und Taubman, 2004) (Abbildung 3A-1 u. 3ASkite 16). Dadurch wird eine
Chemotaxis von Monozyten entlang eines CCL2/CX3@radienten ausgelost
(Abbildung 3A-3, Seite 16) (Jiang et al., 1992). waiteren Verlauf kommt es zur Adhasion
der Monozyten an die Gefallwand (Abbildung 3A-4,t&5di6) und einer anschlieBenden
Migration in den subendothelialen Raum (Abbildug3 Seite 16). Dort differenzieren die
Monozyten zu Makrophagen (Abbildung 3A-6, Seite 16hd entwickeln sich zu
Schaumzellen  durch  Aufnahme von  Lipoprotein  geningeDichte  (LDL)
(Abbildung 3A-7, Seite 16). Die Ansammlung diesetl@n bewirkt eine lokale Verringerung
des GefalRdurchmessers sowie den Verlust der Hiastizder Gefallwand
(Abbildung 3A-8, Seite 16). Ein weiteres Ubergreifder Entziindungsreaktion auf die
GefalBwand induziert den bindegewebsartigen Einsshtler Schaumzellansammlung, die
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Bildung arteriosklerotischer Plaques. Deren Aufhegtfihrt zu Blutgerinnungsreaktionen,
den GefalRdurchmesser weiter reduzieren. Die Austgiceiner arteriellen Thrombose kann
Ort der Thrombenbildung oder durch Wandern des mbis in Form einer Embolie zu
vollstandigen  Gefallverschluss fihren. Ein  Saudmsgofgel in dn  versorgter
Gewebsabschnitten/Organen (Ischamie) ist die | (z.B. Herz-oder Gehirrnfarkt).

Lumen o QC-Aktivitat
o CCL2
@ T CX3CL1
(o]
()
°

A

W CCR2
W CX3CR1

}Tunica intima*

inflammatorischer Tunica media

Reiz

Q'-CCL2 isoQC pE-CCL2
Q'-CX3CL1 | pE-CX3CLA1

QC-Inhibitor | ———| isoQC intrazellular

extrazellular

}-CCL2 Q'-CCL2 pE-CCL2

}-CX3CL1 T Q'-CX3CL1 pE-CX3CL1

Aminopeptidase

| Monozytenrekrutierung

Abbildung 3 Schematische Darstellung der zur ArterioskleroseciiiderProzesse¢A) und einer moglichen Jerapie nttels
QCHnhibitorer (B).
(A) Schematische Darstellung der zArterioskleros fuhrenden Prozesse: — inflammatorischer Rei:
2 — Chemokinexpression, & Chemotaxi von Monozyte, 4 — Adhasion, 5 — Transmigration
6 — Differenzieruny der Monozyten zu Makrophag, 7 — Schaumzellbildun durch LDL-Endozytos,
8 — Stenose.Die Applikation eines Q-Inhibitors reduziert die Konzentration an biolodisaktivem
CCL2/CX3CL1 und vermindert so die Chemotaxis von nelyter (Cynis et al., 201.
CCR2 — CCL2-Rezeptor, CX3CR1- CX3CL1Rezeptor, *Tunica intim: Endothel, Basalmembra
Membrana elastica intert
(B) VorgeschlageneWirkungsweise eines C-Inhibitors bei der Behandlung volArterioskleros. Ohne
Inhibitorgabe wandeliprimar die isoQC (-CCL2 und @-CX3CL1 in eine pl-modifizierte Form um
(PE-CCL2, pE-CX3CL1), die Monozyten rekrutiert. Wird die isot-Aktivitat inhibiert, erfolgt keine
pE-Modifikation der Chemokine. Durch den nicht gesekén N-Terminus sind sie anféllig gegeniteinem
Abbau durch Aminopeptidasen. Diwerkirztel Chemokine (-CCL2, }-CX3CL1) I6sen keine Rekrutierur
von Monozyten aus (Abbildung modifiziert, Cynisagt 2011)
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Es konnte gezeigt werden, dass die Neigung zueResg¢ nach einer Ballondilatation mit der
Expression von CCL2 korreliert (Mori et al., 200Daher wurde eine Reduzierung der
CCL2-Aktivitat als mogliche Strategie zur Vermeigwon Restenosen vorgeschlagen.

Fur CCL2 ist bekannt, dass eine Modifizierung déger@okin-N-Terminus mit Pyroglutamat
sowohl zur biologischen Stabilitat beitragt alsladiér die Rezeptoraktivierung essentiell ist
(Zhang et al., 1994; Proost et al.,, 1998, Hemmesmthal., 1999). Eine N-terminale
Verkiirzung fiuhrt zum Verlust der chemotaktischentivitét. Uber eine Regulierung der
QC-Aktivitat mittels kompetitiver Inhibitoren kénmtsomit in diesen Prozess eingegriffen
werden. Die Hemmung der isoQC fuihrt dabei zur Sekrevon ,unreifem” CCL2, welches
durch Aminopeptidasen wie Aminopeptidase P (ApPgroDipeptidylpeptidase 4 (DP4)
abgebaut wird. In Folge dessen wird der chemotadisStimulus unterbunden und eine
Invasion von Monozyten unterbleibt. Die Hemmung VQ&/isoQC stellt eine mdgliche
Strategie zur Unterdriickung der Reifung von CCL#] moglicherweise ebenfalls CX3CL1,
und somit zur Suppression der Bildung arterioskiscber Veranderungen der GefaRwand
dar (Abbildung 3B, Seite 16) (Cynis et al., 2011).

Dieses Prinzip konnte bereits in Tiermodellen dertedosklerose bestatigt werden
(Cynis et al., 2011). Des Weiteren bewirkte die &aon QC-Inhibitoren ebenfalls eine
Verbesserung der Pathologie in Tiermodellen deraltigp (NAFLD — non-alcoholic fatty
liver diseasg (Cynis et al., 2013) sowie der septischen Aithr{Hellvard et al., 2013).
Ursache flir die anti-inflammatorische Wirkung beéesgn Indikationen ist offensichtlich
primar die Unterdriickung der Generierung von bisog aktivem CCL2 und der damit
verbundenen Einwanderung von Monozyten/Makrophadenfir eine Gewebsschadigung
mitverantwortlich sind.

Obgleich in den erwdhnten praklinischen Studiemd&eaNebenwirkungen auftraten, muss,
basierend auf der physiologischen Funktion von Mgten/Makrophagen, eine mogliche
erhohte Anfalligkeit gegeniber Infektionen bertchksigt werden. Die physiologische Rolle
von Monozyten/Makrophagen besteht priméar in dernabime und dem Abbau von einen
inflammatorischen Reiz auslésenden Strukturen. édiganen koérperfremd sein, wie z.B.
Mikroorganismen, oder auch durch pathophysiologideiozesse vom Korper selbst generiert
werden, wie z.B. Aggregate/Ablagerungen amyloideptie. Die vorgeschlagene Therapie
der Reduzierung einer UberschieRenden Konzentratiorbiologisch aktivem Chemokin
(CCL2, CX3CL1) durch Inhibierung von QC, dem fle deifung verantwortlichen Enzym,

fuhrt zur Verringerung des inflammatorischen Reizesd der damit verbundenen
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Einwanderung von Monozyten. Eine derartige Therapedt demnach einen Eingriff in das
Immunsystem dar. In Folge der Behandlung mit QGhkitdren kdnnte eine Immunreaktion
auf inflammatorische Reize, beispielsweise mikrididnfektionsherde, reduziert oder
verzogert werden.

Ein weiterer bei der Therapie mittels QC-Inhibitorgu beachtender Aspekt ist die
Beteiligung von CX3CL1 und CCL2 an Wundheilung wthiogenese (Mehrad et al., 2007;
Raman et al., 2011; Owen und Mohamadzadeh, 201/8. \Eerringerung der Konzentration
an reifem* pE-modifiziertem Chemokin durch Redumieg der QC-Aktivitat kbnnte eine
Verzogerung dieser Prozesse zur Folge haben.

Mit Hilfe einer entsprechenden medizinischen Beirgu der Therapie (Dosierung des
QC-Inhibitors, Kontrolle des Gesundheits-/InfekBanstands/Verlauf der Wundheilung,
gegebenenfalls unterstitzende Therapien, z.B. Galre Antibiotika) lieRe sich den
potentiellen Nebenwirkungen einer Behandlung nstt€C-Inhibitoren entgegenwirken.
Beispielsweise ware bei bestimmten Indikationen, ldtiine systemische Therapie erfordern
(z.B. Reduzierung der Neigung zur Restenose beiazeffweitungen), eine lokale
Begrenzung der Therapie z.B. durch Wirkstoff-freéieade Implantate mdglich. Dadurch
bliebe das Immunsystem in anderen Korperregiondreeinflusst. Des Weiteren liel3e sich
durch Wirkstoffdesign oder Formulierung des Arznéms eine Anreicherung des
Wirkstoffs in bestimmten Kérperregionen erreichendusomit dessen Wirkung lokal

begrenzen.

18



1.2.2 Hemmung von QC als Konzept zur Behandlung der Alzhener-Krankheit

Eine weitere Indikation fir die Entwicklung kompgeter QC-Inhibitoren stellen
Erkrankungen des zentralen Nervensystems mit ckebar Neuroinflammation dar, wie zum
Beispiel die Alzheimer-Krankheit (AK).

Pathologische Merkmale der AK sind unter anderem ektrazellulare Ablagerung von
AB-Peptiden in sogenannten Plaques sowie intrazedlulBegenerationsfibrillen von
hyperphosphoryliertem Protein(Selkoe, 2001). Obgleich die Entstehung der spschdn
Form der AK noch weitgehend ungeklart ist, stel# dinreicherung von B-Peptiden
vermutlich am Beginn einer Kaskade degenerativerdédse, welche in einem Absterben von
Neuronen resultieren (Abbildung 4A, Seite 22).

Das A3-Peptid geht aus der enzymatisch katalysiertent@mpaldes in der Zellmembran
integrierten Amyloid-Préakursor-Proteins (APRingle pass Typ 1 Transmembranprotein)
durch Sekretaserp, y-Sekretase) hervor. Die physiologische Bedeutuny ABP konnte
bislang noch nicht vollstandig aufgeklart werdes. fEngiert vermutlich unter anderem als
Zelloberflachenrezeptor (Kang et al., 1987) und &h Wachstum von Neuriten
(Qiu et al., 1995) sowie der neuronalen Adhasiah(®ert et al., 1989) beteiligt. Auch eine
mogliche physiologische Rolle von BA wird diskutiert (unter anderem Yao und
Papadopoulos, 2002; Zou et al., 2002, Abramov et 2009; Igbavboa et al., 2009;
Soscia et al., 2010; Tabaton et al., 2010; Baiteat.e2011; Maloney und Lahiri, 2011).
Aufgrund des Abbaus despAPeptids durch Aminopeptidasen (z.B. DP4) oder liweine
alternativep-Sekretasespaltung kann eine Glutaminsdaure demmnéterminus bilden, was
eine pE-Modifikation in den sekretorischen Vesikelther im Extrazellularraum durch QC
ermoglicht. Eine Storung der Proteinhomoostase, zBrch gesteigerte Bildung von
AB-Peptiden mit N-terminaler Glutaminsaure, erhoht€-&ynthese oder reduzierter
Degradation von B, kann es jedoch zur Anreicherung von pE-modifieier A3-Peptid
kommen. Im Rahmen der Untersuchung der PathologlieA& konnte festgestellt werden,
dass 15 bis 50% der extrazellular abgelagertprP@ptide N-terminal durch Pyroglutamat
modifiziert sind (Saido et al., 1995; Kuo et al.99¥; Gulntert et al.,, 2006;
Schilling et al., 2008a; Wu et al., 2013). Mittatsvitro Untersuchungen wurde gezeigt, dass
pE-modifizierte A-Spezies aufgrund des Verlusts N-terminaler Ladumg der damit
einhergehenden gesteigerten Hydrophobizitat eihéhée Aggregationsneigung aufweisen
(Schilling et al., 2006; Schlenzig et al., 2009bl#gerungen der fxAggregate, aber auch

ihre l6slichen oligomeren Vorstufen, kdnnen zur lsang von neuroinflammatorischen
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Prozessen beitragen (Abbildung 4A, Seite 22). Bei Gharakterisierung der Bildung
l6slicher Oligomere riefen pE-modifizierteBA0ligomerein vitro eine starkere neurotoxische
Wirkung hervor als Oligomere mit nicht zyklisierteMTerminus (Wirths et al., 2009).
Zudem konnte gezeigt werden, dass pE-fit anderen B-Formen koaggregiert und
gemischte Oligomere bildet (Nussbaum et al., 20pEymodifizierte A-Peptide fungieren
als Bindeglied zwischen (A und Proteint-induzierter Pathologie der Alzheimer-Krankheit
(Nussbaum et al., 2012).

Ein Teilaspekt der gesteigerten Neurotoxizitatibhgr A3-Oligomere mit pE-modifizierten
Peptidformen lasst sich wie folgt erlautern: LdséicA3-Oligomere werden durch Neuronen
internalisiert und den Lysosomen zugefuhrt. Eingefrinale Modifikation mit Pyroglutamat
behindert jedoch die Degradation der Peptide, ss da zur Akkumulation und Aggregation
von pE-A3 in diesen Zellkompartimenten kommt. Ebenfalls bgassen A-Spezies
(AB3pE)-29 die lysosomale Membranintegritat, was zur Freiseg Lysosomen-spezifischer
Enzyme fihrt und zur Neurotoxizitat beitrdgt (Dentfie et al., 2012). Die lysosomale
Dysfunktion ist ein pathologisches Merkmal der Adizher-Krankheit (Nixon et al., 2008).
Untersuchungen zur Bildung pE-modifizierter Amyl@idPeptidein vitro undin vivo weisen
darauf hin, dass QC die Bildung von Pyroglutamat &f+-N-Terminus katalysiert
(Schilling et al., 2004; Cynis et al., 2008b). Zod&onnte nachgewiesen werden, dass im
Gehirngewebe von AK-Patienten die Expression desG@@s (QPCT) erhoéht ist. Die
Akkumulation von pE-modifizierten Spezies (Bspe)-49 korreliert mit dem Fortschreiten
der Erkrankung, der QPCT-Expression und QC-Synthé&Sehilling et al., 2008a;
De Kimpe et al., 2012viorawski et al., 2013 Durchin vitro Experimente konnte gezeigt
werden, dass QC, A und pE-modifizierte B-Spezies in Vesikeln des regulierten
sekretorischen Weges von Neuronen kolokalisiertl.sine Hemmung der QC-Aktivitat
reduziert die Menge an sekretiertem pR-ACynis et al., eingereicht Weitere
Untersuchungen deckten auf, dass QC-Aktivitdit durahterschiedliche zellulare
Mechanismen sowohl an der Entstehung diffuser @b &okaler A-Ablagerungen beteiligt
sein kannfartlage-Rubsamen et al., 2011

Der Beitrag der QC zum Krankheitsbild der AK konrehand verschiedener transgener
Tiermodelle aufgezeigt werden. Mause, die sowolsl @eansgen fur das humane APP als
auch fir die humane QC (hQC) trugen, wiesen im Maly zu einfach APP-transgenen
Tieren Beeintrachtigungen der Kognition auf. Hingedkonnte bei APP-transgenen Tieren
durch einerkKnockoutder endogenen murinen QC (mQC) der Phanotyp ¥ifileityp-Maus

20



erhalten werden (Jawhar et al. 2011). In einem r@md&odel wurde durclikKnockoutder
mQC eine Reduktion der Generierung von pE-modifieie B-Amyloid verzeichnet
(Alexandru et al., 2011). Bei beiden Arbeiten s¢eflich heraus, dass allein die Beeinflussung
der Konzentration der sekretierten QC einen sigaifien Effekt auslost. Somit scheint diese
QC-Form zum Uuberwiegenden Teil fur die posttramstaie pE-Modifikation von
AB-Peptiden verantwortlich zu sein. Die Kolokalisatiovon QC und -Amyloid in
sekretorischen Vesikeln und im extrazellularen Rauweist ebenfalls darauf hin
(Selkoe, 2001Cynis et al., eingereicht

Ldsliche Oligomere beziehungsweise extrazellulabdagerungen von Amyloi@-Peptiden
l6sen eine entzundliche Reaktion aus, was in deprdssion proinflammatorischer
Chemokine (z.B. CCL2) durch Mikroglia und Astroayteesultiert (Abbildung 4A, Seite 22)
(Szczepanik et al., 2001; Streit et al., 2004; [3ame et al., 2005). Es wird eine Chemotaxis
weiterer Mikroglia (Rock et al., 2004) sowie, b&rmeabler Blut-Hirn-Schranke, aktivierter
Monozyten aus der Peripherie induziert (Philip dt, d994; Ring et al.,, 1998;
Persidsky et al.,, 1999). Ebenfalls wird durch demflammatorischen Reiz die
QPCT-Expression und QC-Synthese gesteigert, wadHKdPatienten nachgewiesen werden
konnte (Schilling et al., 2008a). Dies resultiereiner weiteren Steigerung der Konzentration
an biologisch wirksamen Chemokin (CCL2/CX3CL1) (Abbng 4, Seite 22) und der
Verstarkung des chemotaktischen Reizes. Neben Gtieemo werden durch aktivierte
Mikroglia und Astrozyten auch proinflammatoriscineurotoxisch wirkende Botenstoffe wie
der Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-0) oder Interleukin-1  (IL-1) sekretiert
(Cacquevel et al., 2004), was zum Untergang lokd&rronen fihren kann. Eine Inhibierung
der QC-Aktivitat konnte auch hier die Konzentratian biologisch aktiven Chemokinen
(CCL2/CX3CL1) reduzieren.

Es wurde festgestellt, dass Mikroglia, welche duPttagozytose und Abbau v@rAmyloid
eine neuroprotektive Wirkung im Rahmen der AK awsiybandererseits auch an der
Eliminierung von Neuronen beteiligt sind. So konmtédirnarealen mit Neuronenverlust eine
erhohte Anzahl sowie eine gesteigerte Migrationsg@sdigkeit von Mikroglia beobachtet
werden. DerKnockoutdes CX3CL1-Rezeptors (CX3CR1) im Tiermodell untebalen
Untergang von Neuronen (Fuhrmann et al., 2010gHnlicher Weise kdnnte sich auch die
Reduktion der Konzentration des biologisch akti@d3CR1-Liganden, CX3CL1, durch
Hemmung des Reifungsprozesses mittels QC-Inhimtgénstig auf den, unter anderem

durch Neuronenverlust gekennzeichneten, Krankheisuf der AK auswirken.
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A nicht-amyloidogener Weg
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Abbildung 4 Rolle der QC bei deBildung von pE-Af3 in derAlzheimerKrankheit(A) und vorgesschlageneheregpeutischer
Wirkmechanismt durch Hemmung der Enzymaktivitét .
(A) An der APP-Prozessierung sii hauptsdchlic 3 Sekretasen hedligt. Im Rahmen eine
nicht-amyloidogenen Abbauweges wird APP dur@- und y-Sekretasn gespalten (-1). Durch B- und
v-Sekretaseaktivitat wird aus APPpB generiert (+~2). Dieses kann durcherschiedene Proteasen v
Neprilysin (NEP (El-Amouri et al, 2008) Insulinprotease (IDE— insulin-degrading enzyn)
(Bora und Prabhakar, 20:, Plasmin (Tucker et al., 2000joder Matri-Metalloproteinase 9 (MM-9)
(Backstrom et al., 1996; Yan et al., 20(abgebaut werden -3). Erfolgt eine MterminaleVerkirzungdes
AB-Peptids zu Position 3 oder 11 -4) wird eine pE-Modifikation durch QC ermdglicht (-5). Die so
prozessierten Peptide sind gegenuber wweiteren Abbau durch Aminopeptidasestabilisiert und zeige
aufgrund des Verlustes der-terminalen Ladung eine gesteigerte Neg zur Aggregation und Koaggregati
mit anderen B-Formen (46). AB-Aggregate, 6sliche Oligomere und Ablagerungen aiirlsich negativ at
Vitalitdt und Funktion von Nervenzellen aus, waghgiurch eine neuronaleysfunktion auf3ert, die schlief3li
zum Zellverlug/zur Demenz fihrt (-7). Des Weiteren wird ein inflammatorischer Stinserzeugt (~8), der
eine Steigerung der Synthese proinflammatorischegntkine wie dem i-/QC-SubstratCCL2 induziert
(A-9). Durch QC-Aktivitat wird das Pr-Chemokin (Pr-CCL2) in eine biologisch aktive Form Uberfu
(A-10) und tragt wiederum zur Aufrechterhaltung délaimmatorischen Reizes bei-11).
(B) Durch Inhibierung der G-Aktivitat konnte sowohl cr amyloidgyene als auch r neuroinflammatorisch
Zweig derAK-Pathologiebeeinflusst werderN-terminalverkirzte nicht pE-modifizierte A3-Formen zeige
eine geringere Neigung zur Aggregation wstiindendem Abbau zur Verfligung, was die Konzentratior
neuotoxischen A-Aggregaten, -Oligomeren und-Ablagerungen reduzieren wirdEbenso ware de
inflammatorische Stimulus herabgesetzt. Proinflatonsche Chemokine wie CCL2 wirden nicht in i
biologisch aktive Form Uberfuhrt sondeabgebaut
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Eine verbesserte Gedachtnisleistung sowie eine ingemung von pE-A kénnen in
Tiermodellen neben dem Eingreifen auf Genebene aw¢hProteinebene durch die Gabe
entsprechender  QC-Inhibitoren  erreicht werden (Abinig 4B, Seite 22)
(Schilling et al., 2008a). Gelingt es, die im Tiexhell gewonnenen Erkenntnisse auf den
Menschen zu Ubertragen, scheint eine medikameritiisamung der QC-Aktivitat zur
Reduktion von Pyroglutamat-modifizierten pAeptiden eine mdglichen Strategie zur
Verringerung der pE-Bassoziierten Toxizitat zu sein.

Derzeit stehen zur Therapie der AK weder praventinageh kurative Wirkstoffe zur
Verfigung. Die Behandlungsmethoden beschranken rsétien der nicht-medikamentdsen
Therapie durch mentales Training auf die medikagsntBehandlung der Kernsymptome,
wie kognitive Storungen und Beeintrdchtigung dettafystatigkeiten. Hier kommen die
Acetylcholinesterase-Hemmer Donepezil, Galantamidero Rivastigmin sowie der
N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Rezeptor-Antagonist Mentan zum Einsatz. Parallel zur
Behandlung der Kernsymptome kann die Minderung va@sychischen und
Verhaltenssymptomen, wie z.B. Depressionen, Halhtmnen oder Apathie, durch
entsprechende Medikation notwendig sein. Ein Fbr&sten der Erkrankung ist derzeit nicht
aufzuhalten.

Alternative Therapiekonzepte fokussieren auf diégethindung/Reduzierung der Generierung
pathogener B-Aggregate (Oligomere, Fibrillen, Plagues) sowi@eeNerminderung der
Neuroinflammation durch Reduktion der Bildung bmikch aktiver proinflammatorischer
Chemokine (CCL2/CX3CL1). Auf beide Schwerpunktdtzier Einsatz von QC-Inhibitoren
als Therapeutikum ab (Abbildung 4, Seite 22). VarzZem konnte Phase 1 der klinischen
Testung eines derartigen Therapieansatzes erfoilgrei beendet werden
(Weber et al., Konferenzbeitrag AD/PD2013).

Grundlage fur eine gezielte Optimierung/Weiterenkling entsprechender QC-Inhibitoren
ist die genaue Kenntnis der Struktur des Zielenzysosvie der Mdoglichkeiten zur
Inhibitorinteraktion. Der diesbeztigliche Beitragr deorliegenden Arbeit wird in den
folgenden Abschnitten erlautert.
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2 Stand der Forschung undZielstellung der Arbeit

Die Beteiligung pl-modifizierter Peptide/Proteine an verschiedenensioggischen uni
pathophysiologischen Prozessen im menschlichenn@masricki die human«QC (hQC)in
den Foku der Wirkstoffentwicklung. DieDarstellungerster kompetitiver Inhibitoren basie
auf einer Kopplung vonin vitro Screenin-Ansatzen undin silico-Berechnungen a
Enzymmodellen sowie damit einhergehender med-chemischer Optimierung d
Molekule (Schilling et al.,, 2003; Schilling et al., 2005; Buchholz et al., 20
Buchholz et al., 200.

Ein Ergebnis dieser Arbeiten war der -Inhibitor PBD150
[1-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-3(3-imidazo-1-yl-propyl)-thioharnstoff] Abbildung 5), dessel
Wechselwirkung mit der hQC im Rahmder vorliegende Arbeit mittels Mutatiinsstudien

genauer untersucht werden sol

%

L
Imidazol M

3,4-Dimethoxyphenyl

Abbildung 5 Strukturmodell von PBD150 -(3,4-Dimethoxy-pheny)-3-(3-imidazo-1-yl-propyl)-thioharnstof].

Durch die Gruppe um Huang wurdehQC und isohQC bereits kristallisiert und der:
Tertiarstruktur durch Analyse der Rontgenbeugungsenu  aufgeklar
(Huang et al., 20(¢; Huang et al.200¢, Huang et al.2011. Aufgrund der zytosolische
Synthesedes Proteinidurch Escherichiz coli weisen die genierten Strukturerjedoch kein
posttranslationan Modifikationer auf, wie sie fur Eukaryonten (Urspigsspezies, Menscl
typisch sind. So onntein diesen Strukturen keine Disulfidbrickenbilduregektiert werder
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Untersuchungen der durch die He®echia pastorissynthetisierten und sekretierten hQC
zeigten jedoch die Ausbildung dieser intramoleketaBindung (Schilling et al., 2002). Ein
Einfluss der Disulfidbriicke auf die Bildung einext&lytisch aktiven Struktur wurde vermutet
(Schilling et al., 2002). Des Weiteren konnte inge Arbeit gezeigt werden, dass die hQC
durch  Modifikation im  sekretorischen Weg 2 N-Glykbsrungen aufweist
(Schilling et al.,, 2002), die zur besseren Loslmhkdes Makromolekils beitragen
(personliche Mitteilung Schilling).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Kristadltson und Aufklarung der Tertiarstruktur
mittels Rontgenkristallstrukturanalyse von human®C, welche durchP. pastoris
synthetisiert und im sekretorischen Weg modifizierirde. Anhand eines Vergleichs der
generierten Struktur, mit der durch die Gruppe uoamty beschriebenen Struktur der hQC
(Huang et al., 2005; Huang et al., 2008; Huang let2011), welche nach heterologer
Synthese ausk. coli isoliert wurde, war ein moglicher Einfluss postiskationaler
Modifikationen (Glykosylierung, Disulfidbriickenbilhg) auf die Tertiarstruktur der hQC zu
untersuchen Ruiz-Carrillo, Koch et al., 20)1 Des Weiteren sollte anhand von
Mutationsstudien der hQC sowie der melanogasteQCs die Bedeutung der Ausbildung
einer intramolekularen Disulfidbriicke fur Katalysed Enzymstabilitat geklart werden.
Weiterhin wiesen die in den Jahren 2005 und 2008ffentlichten Kristallstrukturen der
hQC (Huang et al., 2005; Huang et al.,, 2008) eineden Konformeren A und B
unterschiedliche Ausrichtung einer in den QCs vomyp T2 konservierten
Tryptophanseitenkette (WhQC) auf. Es wurde eine Beteiligung dieser Aminosam&ohl an
der Katalyse (Huang et al., 2008) als auch an mterdktion mit dem kompetitiven Inhibitor
PBD150 (Huang et al., 2011) gezeigt. In der vodieden Arbeit sollten diese Ergebnisse
durch Mutationsstudien Uberprift, der Einfluss wf‘WhQC auf die Enzymstabilitat analysiert
sowie die Bedeutung als Sekundéarinteraktionspadnéderer Inhibitoren untersucht werden
(Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2001 Mit Hilfe der im Rahmen der vorliegenden Arbeit
aufgeklarten Tertiarstruktur galt es zu evaluienegelche der beiden Ausrichtungsvarianten
von W% oc die Wahrscheinlichste ist.

Da die humanen QC-lsoenzyme die bislang einzigerréter der QCs vom Typ 2 waren,
deren Tertiarstruktur beschrieben wurde, solltereimem weiteren Teil der vorliegenden
Arbeit die Rontgenkristallstruktur der sekretiert€@C der Maus (mQC) veréffentlicht
(Ruiz-Carrillo, Koch et al.,, 20)1sowie QC und isoQC debrosophila melanogaster

rekombinant synthetisiert, isoliert, kristallisiarhd deren Tertiarstruktur aufgeklart werden
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(Koch, Kolenko et al., 2012aZiel war es, anhand dieser Untersuchungen digki®t und
Wirkungsweise der QCs eines Invertebraten mit d& us Mensch und Maus zu
vergleichen. Diese Untersuchungen sollten zudemrekld ob QCs des tierischen
ModellorganismusD. melanogasterals Modellenzyme tierischer QCs angesehen werden
kdnnen.

Im Vordergrund der Arbeit stand dabei die Kokrissation der QCs mit dem Inhibitor
PBD150. Ziel war es, die Enzym-Inhibitor-Interaktider verschiedenen QCs zu beschreiben
und mit der Interaktion zwischen humaner QC und dehibitor (Huang et al., 2011) zu
vergleichen. Im Fokus der Untersuchungen standerCtiiarakterisierung unterschiedlicher
Bindungsmuster und deren Auswirkung auf die Bindiogstante sowie der Einfluss
intermolekularer Wechselwirkungen im Kiristallgitteauf die Position des Inhibitors
(Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011; Koch, Kolenkoatt, 20123. Die aus den Kristallstrukturen
beziehungsweise Modellen abgeleiteten Erkenntnmsesekundaren Wechselwirkungen
zwischen Inhibitor und humaner QC waren mit Hilfenvortsgerichteter Mutagenese zu
bewerten Koch et al., 2012b

Die Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehuegwkrschiedenen Enzyme dienen der
Ableitung von Strategien zur Optimierung von Wik&tn beziehungsweise zur effizienten
Charakterisierung von Bindungseigenschaften andehgoitoren. Die Ergebnisse der Arbeit

sollten dadurch einen Beitrag zur Entwicklung va@-@hibitoren als Wirkstoffe leisten.
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3 Tertiarstruktur der humanen QC sowie der homologen Enzyme aus

D. melanogaster

3.1 Tierische QCs und Zn-abhangige bakterielle Aminopefidasen: Vergleich von
Topologie und Struktur der aktiven Zentren
Die QCs vom Typ 2 (Tier-, Bakterienreich) sind auftd ihrer strukturellen Ahnlichkeit offenbar
aus bakteriellen Zn-abhangigen Aminopeptidasen digegangen (Klan MH, Familie M28)
(Booth et al., 2004). Typische Vertreter des Klansl sind die Leucyl-Aminopeptidase aus
Aeromonas proteolyticaLAp, UniProt-Eintrag Q01693) sowie die Aminop@atse S aus
Streptomyces griseufApS, UniProt-Eintrag P80561). Die Tertiarstruktdieser Enzyme ist
mittels rontgenkristallographischer Untersuchungerigeklart worden (Chevrier et al., 1994;
Greenblatt et al., 1997).
Durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erlgeroffentlichung der Tertidrstruktur einer
weiteren sekretierten Sduger-QC (mQC, PDB-Einti@id Bsowie zweier QCs eines Invertebraten
(DromeQC, PDB-Eintrag 4F9U; isoDromeQC, PDB-Eintrd§Al), konnen die zentralen
Strukturmerkmale der durch Huang und Mitarbeiteblizierten Kristallstruktur der humanen
QCs (Huang et al., 2005; Huang et al., 2008; Huezray., 2011) bestatigt und allgemein fiir QCs
des Typs 2 formuliert werden.
Auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufge&la Tertiarstrukturen von hQC, mQC,
DromeQC und isoDromeQC weisen die typisaffeHydrolasefaltung der strukturell verwandten
Zn-abhangigen bakteriellen Aminopeptidasen (ApS/LApf. Ein zentrales, leicht verdrehtes
B-Faltblatt wird von a-Helices umgeben (Abbildung 6, Seite 28). Bei deaktériellen
Aminopeptidasen setzt sich diespdaltblatt aus 8 Strangen zusammen. Von diesen sind
2 antiparallel §1, B2), 4 parallel B4, B3, Bs, Ps) und 2 entgegengesetzt parall&), 37) ausgerichtet.
Im Gegensatz hierzu wurden die entgegengesettgdanaStrangef{s, B der Aminopeptidasen)
bei den tierischen QCs nicht nachgewiesen (Abbdgdun7, Seite 29)
(Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011; Koch, Kolenkoatt, 20123.
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Abbildung 6 Vergleich der Tertidrstruktur von hQC (grau, F-Eintrag 3S10), mQC (blau, PL-Eintrag 3SI1), DromeQC (grii
PDB-Eintrag 4F9U) undisoDromeQC (magenta, PI-Eintrag 4FAl) durch Uberlagerung des Peptidriictes
(,Ribbon-Plot“). Die Strukturen unterscheiden sich nur imigen Bereichen (hauptséchlich schwacher konsee
Loop-Regionen). Die Zin-bindenden Aminosaureseitenketten @aktiven Zentrums (, — E; — Hs® Zn — graue
Kugel), V\thQc und die homologen Aminosauren der mQC D. melanogast¢ QCs sowie die Cysteinseitenkett
und die Polysaccharide sind als Stabchendarstefiergigt und entsprechend der Heteroatome eing. Es ist zL
sehen, dass die Cysteine der sekretierten QCsDaméfidbindung ausbilden, wéhrend sie in der ntitmedrial
lokalisierten isoDromeQC in reduzierter Form vagée (gelbe Umrahmung). Dizuséatzliche3-Faltblatt, das de
N-Terminus der isoDromeQC fixiert, ist durch einehvgarzen Rahmen hervorgehoben. Die Glykosylierunger
hQC (N%q0), MQC (Mo und DromeQC (Mpomeod Sind durch Pfeile markiert. Die dargestell
Tertiarstrukturn wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verdffem (Ruiz-Carrillo, Koch et al.,, 2011
Koch, Kolenko et al., 201).

Die tiefgestellten Ziffern bezeichnen dPosition innerhalb des Z-bindenden Motiv. Eine Zuordnung zt

jeweiligenPosition innerhalb der Primarstruktur des jeweilifRroteinsist derTabelle 2 Seie 32zu entnehme
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Abbildung 7 Topologiediagramme der bakteriellen Leucyl-Amindjaigse A. proteolytica (A, entsprechend PDB-Eintrag
1AMP), der humanen QC (B, entsprechend PDB-Eird@i§)) sowie der sekretierten (C, entsprechend PDiBds)
4F9U) und mitochondrial lokalisierten QC vdh. melanogaster(D, entsprechend PDB-Eintrag 4FAl). Blaue
Rechtecke stellem-Helices dar, braune Pfeile die Strénge @eBaltblattes. Grine Kugeln symbolisieren die
katalytischen Zinkionen. Die komplexierenden Amigua®reste sind als Punktlinie gezeigt. Disulfidkeicsind als
orange Linie gekennzeichnet. Die beiden, in deDismeQC konservierten, aber reduziert vorliegenGgateine
sind durch Kreuze markiert (D). Grine Quadrate &spntieren das mit dem Asparagin verknipfte
N-Acetylglucosamin der N-Glykosylierung (B und ©as Topologiediagramm der sekretierten murinen QQQC)
waére identisch zu (B), weist aber die in hellgriamgestellte N-Glykosylierungsstelle in C-terminRliehtung vorog
nicht auf. Die Struktur von (B), (C) und (D) wurdender vorliegenden Arbeit analysieRyiz-Carrillo, Koch et al.,

2011; Koch, Kolenko et al., 201R&ekundarstrukturelemente wurden nach KabsctSander, 1983 definiert.
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Die humanen QCs sowie die QCs &usmelanogasteund Maus weisen wie ApS/LAp in ihrer
Tertiarstruktur  eine  durch  Wasserstoffbriicken  $mbite, nicht Prolin-assoziierte
cis-Peptidbindung auf (Pdes Zn-bindenden Motivs, s. u., - in C-termindkchtung folgenden
Aminosaure; QC Typ 2: Serin, ApS/LAp: Asparagin/Asgginsaure).

Des Weiteren besitzen tierische QCs und die balieni Aminopeptidasen ApS/LAp in ihrer
Peptidkette jeweils zwei Cysteine. Deren Positieh in der Primarstruktur sowie in der
Tertiarstruktur zwischen ApS und LAp nicht konserti Der Abstand zwischen den Cysteinen
betragt bei der LAp 3, bei der ApS 4 Aminosaurerei Beiden Peptidasen wird eine
Disulfidbricke innerhalb eindtoop-Region ausgebildet (vergl. LAp: Abbildung 7A, ®eiz9).
Demgegenuber ist die Position der Cysteine in Rrinad Tertiarstruktur der tierischen QCs
stark konserviert (Abbildung 7B-D, Seite 29; Abbitd) A1, Seite 74). Sie befinden sich zentral
im Inneren des Molekils auf dem, vom N-Terminus, adistten p-Faltblattstrang und der
folgendena-Helix. Der Nachweis einer Disulfidbricke in denidtallstrukturen der sekretierten
humanen, murinen und. melanogaste@QC konnte erstmals im Rahmen der vorliegendenif\rbe
erbracht werdenRuiz-Carrillo, Koch et al., 2011; Koch, Kolenkoatt, 20123.

Das aktive Zentrum der bakteriellen Zn-abhangigenindpeptidasen und der QCs vom Typ 2
befindet sich oberflachennah. Obwohl das Zink-bnode Motiv der bakteriellen
Metalloaminopeptidasen (H D,— Es— Ds— Hs-) sowohl in der Primar- (Abbildung A1, Seite 74)
als auch in der Tertiarstruktur in den tierischebsxonserviert ist, weisen diese nur ein Zinkion
(Zn1) auf (Schiling et al., 2003a; Schilling et.,al2005; Schilling et al.,, 2007
Stephan et al., 2009Abbildung 8, Seite 31).

‘Die tiefgestellten Ziffern bezeichnen die Positiamerhalb des Zn-bindenden Motivs. Eine Zuordnung zur

jeweiligen Position innerhalb der Primarstruktus geweiligen Proteins ist der Tabelle 2, Seite 32mmehmen.
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Abbildung 8 Vergldch des Zrbindenden Motivs deLAp ausA. proteolytici (braun, PDBEintrag 1AMP), der hQC (gra
PDB-Eintrag 3SI0) sowie der in der vorliegenden Arheithrer Tertidrstruktur aufgeklarteD. melanogaste QCs
(DromeQC: grun, PD-Eintrag 4F9U; isoDromeQC: magenta, F-Eintrag 4FAl). Das Z-bindende Motiv
H;— D,— E;— D;— Hs der bakteriellen Metalloaminopeptidasen ist in @8s vom Typ 2 korerviert (Aminosaure
und raumliche OrientierungLediglich bei E; und D; ist eine geringfligige Verschiebung der Seitenkettgischer
beiden Enzymspezies zu beobachten. Letzteres li offenbar den Verlust von Zn2 bei den QEine Zuordnung
zur jeweiligen Position innerhalb der Priméarstruldes jeweiligen Proteins ist dTabelle2, Seite32 zu entnehmer
Die Tertiarstrukturen 3SI0, 4F9U und 4FAl wurden iRahmen der vorliegenden Arbeit analys
(Ruiz<Carrillo, Koch et al.,2011; Koch, Kolenko et al., 201).

Dieseskatalytisch aktive Zinkiorwird analog zum Znl der bakteriellen Aminopeptiagaderch
die Aminosauren ; — E; — Hs des Bindemotivs komplexiert, wobeis in ein elecHis-Zn-Motiv
(Alberts et al., 199¢der Form 0O — Hs —Zn1 integriert is(Abbildung9A, Seite 32

Bei diesem, sowohl an der Fixierung strukturellesr @uch katalytischer Zinkionen, beteiligl
Bindemotiv bildet ein Ringstickstoff einer Histidi@itenkette eine Wasserstoffbriiczu einenr
Carbony- oder Carboxsauerstoff einer anderen Aminosaureseitenketteebeagsweise zui
Sauerstoffatom eines Wassermolekils, dem sogemarelec-Atom, aus. In Folge dies
Interaktion wird die Basizitdt am zweiten Stick$addm des Imidazolrings gesteigert und
Ausrichturg der Histidinseitenkette zum Zinkion fixie

Wahrend das zweite Zinkion der bakteriellen Amingmasen Udber ein weitel
elecHis-Zn-Motiv der Form D— H; —Zn2 komplexiert wird Abbildung 9B, Seite32), bildet sich
bei den tierischen QCs ein derelec-His-Zn-Motiv komplementares Motiv d Form
D — H; — D, aus Abbildung9C, Seite32). Dadurch wird [, in seiner Position fixiert und fur eir
Interaktion mit dem kaalytischen Zinkion der QCs vom Typ 2 (entspricZnl der
strukturverwandten Aminopeptidas polarisiert

Auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmin ihrer Tertiarstruktur arlysierter
Invertebrate-QCs D. melanogast¢) weisen diesStrukturnerkmale auf.
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Tabelle 2 Position der Aminoséauren des Z-bindenden Motivs ; — D, — B - D, — H” in der Primarsequenz bakteriel

Aminopeptidasen und ausgewahlter tierischer QCdesdes Aspartats D irelecHis-Zn-Motiv (D — H; — Zn2) der
Aminopeptidase, welches bei den QCs eine Wasserstoffbriicke , ausbildet. b5 ist in daselec-His-Zn-Motiv
H,O- H; —Zn1 eingebunden (vercAbbildung9).

Hy D, Es Dy Hs D
ApS H85 D97 E132 D16C H24I D87
LAp HQ_I Dlll ElSz Dl7§ H25E D99
i _I:]_Q_C_: _______________ |__|_ 4C~ T 5 I5¢ T E_Z_O_z _____________ [_)_ 246 77T H 33C T [_) Y7V
|SOhQC HlSE DlSE E22E DZGE H35] Dl7c
mQC H14] DlGC EZOE D24S H331 D14E
DI’OIT]GQ( H114 Dl3] E17] DZlE H297 DllE
|SODromeQ( H137 Dl5f: ElQJ D225 H315 D13S
B
\
S
H,
A @
(-
v X
H,O0
D, D

H,
(”un)

D,

(D159 D
(])HZ)

Abbildung 9 Vergleich derelecHis-Zn Motive von hQC (grau, PC-Eintrag 3SI0) und LAp (braun, PI-Eintrag 1AMP).Da

hQC und die QCs alD. melanogaste eine hohe Strukturhomologie aufweisen (veAbbildung § Seite31), ist aus
Griinden der Ubersichtlichkeit lediglich die hQCgtsstellt.Zur Bindung vin Zn1 wird sowohl bei der hQC als at
bei der LAp eirelecHis-Zn-Motiv der Form 0 — H; — Zn1 aufgebaut (A)Wahrend }; des Znbindenden Motiv:
bei den bakteriellen Aminopeptidasen an der Fixigides zweiten ZinkionsZn2) beteiligt ist B), bildet e: bei den
im Rahmen der vorliegenc Arbeit untersuchten tierischen QCs eine Wassetsiiodke (blaue Linie) zu , des
Zn-bindenden Motivs C). Dadurch wird die an der Bindung von Znl bet&dli@€ arboxygruppe polarisiert und
ihrer Orientierung ixiert. D, der hQC sowieZn2 und C, der LAp sind in (B bzw. (C) zur Orientierung leict
schattiert dargestell

" Die tiefgestellten Ziffern bezeichnen (Position innerhalb des -bindenden Motiv.
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Obwohl nicht an der Bindung des katalytisch aktivémkions beteiligt, sind die Aminosaurere
Hy und LC, essentiell fur die katalytische Avitat der tierischen QC«(Huang et al., 20C
Huang et al.,2008. H; tragt zur Posionierung des Z-bindenden I, bei. D, stabilisiert die
y-Amidgruppe des Substrates beim Umsatz von Glutaminebeagsweise die protoniel
y-Carboxygruppe bei deintramolekulare Zyklisierung von GlutaminsaureAbbildung 10). Ein
Austausch von 4 durch z.B. Alanin fihrt zu einem katalytisch inaktiven Enz
(Huang et al., 200.

L
oH@

¢} @ %

L)
~ ~
A

Abbildung 10 Schematische Darstellung der imaBlichen Enzym-Substre-Interaktion un des vorgeschlagem
Katalysemechanismus der QCs vom Typ 2 am Beisgelh@®C. Der Sauerstoff deg-Carbwmylgruppe de:
N-terminalenQ (violett) oder Einteragiert mit denkatalytisch aktiven inkion (1), wodurchdie Elektrophilie
des Kohlenstoffs gesteigert wird. Weiterhin wirde dAusbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen
y-Carbonylsauerstoff und Indolstickstoff eines stkokservierten Tryptophans 1329th) vermuet (2) welche
die SubstreZn-Interaktion stabilisiert (Calvaresi et al., 2008)ie y-Amidgruppe (Q) bzw. die protonier
y-Carboxygrupp¢«(E) bildet ebenfalls eine Wasserstoffbriicke z (D248th) des Zinl-bindenden Motivs ai (3).
Die Interaktion delunprotonierteno-Amidgruppe mit dery-Carboxygruppe eirr konservierte Glutaminséurt
(E2°1th) steigert die Nukleophilie des Stickstc (4), dessen Angriff am elektrophile-Carbonylkohlenstof(5)
zum Ringschluss fiihrt. Ein Proton ca-Amidgruppewird auf diey-Amid-/-Carboxygrupp ubertrage (6). Ob
dies direkt erfolgt (*hoc—NHs) (Calvaresi et al., 2008) oder Uber eine Protaaesportkett
[(E*-D%**-D*®,5c—NH3] (Huang et al., 2008wurde noch nicht geklar Nach Zerfall des tetraedrisct
Intermediats weden Pyroglutamat sowie AmmoniWasser freigesetzt. Zur Stabilisierung
EnzymSubstratKomplexes tragt die Ausbildung weiterer Wasserbtoitken bei. So schlagt die Gruppe
Calvaresieine Wechselwirkung zwischen d-Stickstoff der dem -terminalem Q/E folgenden Aminoséure 1
Peptidsubstrates und dena-Sauerstoff von ‘3°4th vor (7). Die Zr-bindenden Aminosauren sind in sclrz,
die mit dem Mterminalem ( (violett) oder E interagierenden eitenketten in blau und die mit weiter
Aminoséuren des Peptidsubstrates (rosa) wechsemddn QtBereiche in gri dargestel.

(Abbildung modifiziert, Calvaresi et al., 20!
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Zn2 fixiert bei ApS/LAp dena-Aminostickstoff der N-terminalen Aminoséure desbSates
(Lowther und Matthews, 2002). Wie theoretische &sttungen zum Katalysemechanismus
vermuten lassen (Calvaresi et al., 2008), wird cdi@minogruppe des Substrates bei QCs vom
Typ 2 durch eine Glutaminsaureseitenkette (hQG®)Edes aktiven Zentrums stabilisiert
(Abbildung 10, Seite 33). Der nukleophile Charaldera-Aminogruppe wird dabei verstarkt. In
Analogie  zum Katalysemechanismus  der  strukturell rwaedten bakteriellen
Metalloaminopeptidasen (Lowther und Matthews, 200@)rde eine Interaktion mit dem
katalytisch aktiven Zinkion (Znl) digCarbonylgruppe des N-terminalen Q/E polarisiened so
die Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffs steigeln Folge dessen ware ein nukleophiler
Angriff des a-Aminostickstoffs erleichtert. Dies resultiert ierdAusbildung eines tetraedrischen
Intermediats, welches dann in das Pyroglutamat-fzcgtite Peptid/Protein und Ammoniak bei
der Zyklisierung von Glutamin bzw. Wasser bei dgklidierung von Glutaminsaure zerfallt.
Ammoniak/Wasser werden Ubej IPeigesetzt (Abbildung 10, Seite 33) (Calvaresalet2008).

Des Weiteren vermutet die Gruppe um Calvaresi, dasgndolstickstoff einer in den QCs vom
Typ 2 stark konservierten Tryptophanseitenkette GhQ\V*?% vergl. Abbildung 11) die
Substratbindung am katalytisch aktiven Zinkion tuAusbildung einer Wasserstoffbriicke zum
y-Carbonylsauerstoff stabilisiert (Abbildung 10, 8€83). Es konnte durch Mutationsstudien der
hQC im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werdass ein Austausch dieser Aminosaure
zu einer Verringerung vongk sowie zu einem Anstieg vonyKfihrt (Koch et al., 2012b Dies

stitzt die von Calvaresi und Mitarbeitern vorgeagkhe Beteiligung von W’hQC an der

Katalyse.
hQC \HTVDDNEENLDESTI DNLNKI LQVFVLEYLHL- = = = = = = - - - - - 361
i sohQC TPADTEVNLHPPTVHNLCRI LAVFLAEYLGL- - - = === === - - 382
mXC TVDDNEENLHASTI DNLNKI | QVFVLEYLHL- - - - - - - - - - - - 362
DromeQC TPRDNAANL HWPSI RNFNRVFRNFVYQYLKRHTSPVNLRFYRT 340
i soDromeQC 309 | PVPFP. TPDDNASVI DYATTDNLALI | RLFALEYLLAGTEAK- - - - - - - 354
. . b * * % .. * Y * . «kx

Abbildung 11 Vergleich der Primérstruktur des C-terminalen Bdre von humaner QC (hQC, UniProt-Eintrag Q1676@yen
Isoenzym (isohQC, UniProt-Eintrag QI9NXS2), muri@@ (mQC, UniProt-Eintrag Q9CYK?2) sowie den QCs der
D. melanogaste(DromeQC, UniProt-Eintrag Q9VRQ9; isoDromeQC, UniFEintrag Q86PD7). Das in den QCs
vom Typ 2 konservierte ¥,qoc ist durch einen Rahmen hervorgehobeg (#%%,o0 des Zink-bindenden Motivs
ist grun/fett/unterstrichen markiert. Die im Rahnuer vorliegenden Arbeit in den Mutationsstudietrdehteten
Aminoséuren sind in allen QC-Sequenzen fett heretoogen und fur die Enzyme, von denen Variantenrgahe

wurden, grau unterlegt. Symbole: * gleiche Aminaséu :, . ahnliche Aminosauren
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Eine sekundéare Enzym-Substrat-Wechselwirkung drfolger eine Wasserstoffbriicke zwischen
einema-Carbonylsauerstoff des Peptidriickgrates im aktXentrum (hQC: &* Abbildung A1,
Seite 74) und denu-Amidstickstoff der zweiten N-terminalen Aminosdudes Substrates
(Abbildung 10, Seite 33) (Huang et al., 2005). Bibsschriebenen Enzym-Substrat-Interaktionen
bedingen anscheinend die Stereoselektivitdt der @@s Typ 2 gegenuber L-Glutamin bzw.
L-Glutaminséaure. Die enzymatisch katalysierte Umsang von D-Glutamin zu Pyroglutamat
kann nicht beobachtet werden (Fischer und Spie®/)19

Weitere Untersuchungen zum Substratumsatz desdlen QCs zeigten, dass lediglich die vier
N-terminalen Aminosauren des Substrates mit demyiBnanteragieren und so fur die
Substratspezifitat der QC entscheidend sind (Sohiét al., 2003bSchilling et al., 200)

Ein Unterschied zwischen den im Rahmen der vorntidga Arbeit gewonnenen Kristallstrukturen
der sekretierten tierischen QCs (hQCRuiz-Carrillo, Koch et al, 2011
DromeQC: Koch, Kolenko et al, 2012a sowie der mitochondrialen isoDromeQC
(Koch, Kolenko et al., 2012&olenko et al., 201)3zu zuvor publizierten Strukturen der humanen
QCs (Huang et al.,, 2005; Huang et al., 2008) ist e@inheitliche Ausrichtung einer
Tryptophanseitenkette am Eingang des aktiven Zmﬂr()/\fWth, Abbildung 12, Seite 36). Der
Indolring weist stets mit seinem Benzolteil zum dkgiisch aktiven Zinkion. Eine
Konformationsvariante entsprechend des KonformedeAin den Jahren 2005 und 2008 durch
Huang und Mitarbeiter publizierten Rontgenkristallkturen der hQC, bei der der Pyrrolring zum
Zinkion weist, konnte nicht nachgewiesen werdenbiflung 12, Seite 36). Aus Abbildung 12,
Seite 36 wird eine abweichende raumliche Orientigrdier °7th einschlielRendebhoop-Region
[(D*%L**¥od des Konformers A (PDB-Eintrag 2AFM) ersichtlichiese Verschiebung sowie
die Ausrichtung des Indolrings vonZ'WAQC sind vermutlich auf Einflisse der kristallogramiien
Umgebung (intermolekulare Wechselwirkungen) zuruéliaren Ruiz-Carrillo, Koch et al.,
2011). Hingegen zeigen die im Jahr 2011 von der GruppeHuang verdéffentlichten Strukturen
der hQC eine einheitliche, dem Konformer B (PDBtEg 2AFM) entsprechende Ausrichtung
von \/\/2°7th (Huang et al.,, 2011). Intermolekulare Wechselwidem beeinflussen hier die
Orientierung det.oop-Region nicht. Dies lasst vermuten, dass eine Ahsrhg des konservierten
Tryptophans V?P7hQC entsprechend den im Rahmen der vorliegenden Arbeidlysierten
Rontgenkristallstrukturen von hQC (PBD-Eintrag 3SI@romeQC (PDB-Eintrag 4F9U),
isoDromeQC (PDB-Eintrag 4FAl) und der von der Grippm Huang im Jahr 2011
veroffentlichten hQC-Struktur (Huang et al., 201ldpminiert und die wahrscheinlichste

Konformation des physiologisch vorkommenden Pratemderspiegelt. Untersuchungen zum
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Austausch von V% oc in der hQC weisen auf einen Einfluauf die Katalyse sowie eir
Beteiligung als Sekundarinteraktiolartner bei der Ligandenbindu hin (Ruiz-Carrillo, Koch et
al., 2017). Eswurden hQCVarianten generiert, bei denen®*},oc durch eine Aminoséure
aromatische(W*°"Fro0), mit aliphatischer(W?Lyoc) oder mit polarer Seitenkette 2°'Qnoc)
ersetztist. Mittels enzymkinetischr Untersuchungelkonnte festgestel werden dassdies eine
Verringerung de Wechselzahl .5 zur Folge h: Ebenfalls konnte ein Anstievon Ky in
Abhangigkei von GroRe und Polaritat der eingefuhrten Seitee beobachtet werden. Wahre
sich ein Austausch von #°,oc durch Phenylalanin nur schwach auswir(Ky wao7e < 3Kw wr),
wurde flr die Varianten ‘2°7L/Qth ein im Vergleich zum Wildtyp bis zu 1(hohere Ky-Wert
ermittelt (Ky woo7uc > 10Kw wr). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, da52°7th zur
Substratpositionierung und Stabilisierung des Er-SubstratKomplexes beitra (Ruiz-Carrillo,
Koch et al., 201). Ahnliches wurde fur die Enzy-Inhibitor-Interaktion beobachtet. Auch hi
konntefiir die Varianten V**'L/Qnoc eine im Vergleich zumEnzymwildtyp bis zu 10x hoher
Inhibitorkonstante | fur die Inhibitoren -Benzylimidazol, Mw»-Acetylhistaminodel PBD15(
detektiert werde (K| wooruc > 10K wr), wahrend sich die Variante 2°'F,qc nicht auf die
Inhibitorinteraktior auswirkte. Dies deutet auf eine Beteiligung der aromatischeiteSkette be
der Enzyn-Inhibitor-Wechselwirkung  hin (RuizCarrillo, Koch et al.,, 201).
CD-spektroskopischeUntersuchungen er 07th-Varianten lassen keinen Einfluss auf

thermische Konformationsstabilitat des Enzyms veem(Ruiz-Carrillo, Koch et al., 201).

hQC, 3SI0

DromeQC, 4F91
isoDromeQC, 4FAI
Abbildung 12 Vergleich deiOrientierungen von \2°7th in verschiedenen Kristallstruktur. Verglichen wird die Ausrichtung d
Indolrings der im Rahmener vorliegenderArbeit analysierten Kristallstrukten (hQC: PDBEintrag 3SlI|, grat;
DromeQC: PDI-Eintrag 4F9U, riin; isoDromeQC: PD-Eintrag 4FAl, magen) mit den durch Huang et al. 20
publizierten Konformationsvarianten (PFEintrag 2AFM; Konformer A— blau, Konformer B- violett).

Dargestellt ist deLoop-Bereich (0% - L?9qc
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3.2 Postranslationale Maodifikationen und deren Rolle fur Sruktur und Funktion der
QCs aus Mensch uncD. melanogaster
Die von der Gruppe um Huang publizierten RoOntgestélistrukturen der humaneQCs
(Huang et al., 200 Huang et al.2008; Huang ¢ al., 2011)weisen aufgrund einezytosolischer
Proteirexpressio in E. coli keine intramolekulare Disulfidbriicke zwischp-Faltblattstrangs
und a-Helix os auf, einem charakteristischen Merknsekretieter tierischer QCs(Abbildung 7,
Seite 29) (Schilling et al., 200. Hingegen lasst sickdurch Nutzung eukaryontische
Expressionssyster eine Ausbildung der Disulfidbindung erreicl (Schilling et al., 200z Im
Rahmen de vorliegenden Arbeit wurde die methylotroph Hefe Pichia pastoris zur
rekombinanten Proteinsynthese ger. Der kotranslationale Transport in das sekrethe
Kompartimentist de' Bildung der Zielenzyme(hQC, DromeQC, mQC) in tierischen Zell
analog Anhand derim Rahmen der vorliegend Arbeit generierten Rontgenkristallstruktui
sekretierter tierischer QCs [mQC P-Eintrdge 3SI1/3SI2; hQC PIL-Eintrag 3SIC
(Ruiz<Carrillo, Koct et al., 201); DromeQC, PDK-Eintrag 4F9U(Koch, Kolenko et al., 201)]
konnte gezeigt werden, dass in allen tierischenQCs konservierte, Cysteine bei de
sekretierten Enzymspezies in oxidierter Form vgdie und so die beiden Strukturelem

B-Faltblattstrancunc a-Helix, kovalent verbinderAbbildung 13).

Abbildung 13 Detaildarstellung der intramolekularen Disulfidbk&aer sekretierten humanen QC (grau), murinen [6J&Li) und
D. melanogaste QC (grin). Fur die mitochondrial lokalisierte isabreQC (magenta) kann in ¢
Rontgenkristallstruktur keine Verknupfung deiiden, in den QCs vom Typ 2 konservierten, Cystéieebachte
werden. Die Tertiarstrukturen 3SI0, 3SI1, 4F9U u#BAl wurden im Rahmen der vorliegenden Art
verodffentlicht(RuizCarrillo, Koch et al., 2011; Koch, Kolenko et 82012¢).
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Die Annahme, dass die Bildung der Disulfidbriicksessiell fir die Ausbildung einer katalytisch
aktiven Struktur sei (Schilling et al., 2002), wardurch Mutationsanalysen an der humanen
sowie an den QCs deb. melanogasterwiderlegt Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011;
Koch, Kolenko et al., 2012aVorangegangene Untersuchungen zur Rolle diesgalé&nten
Bindung im Enzym basierten auf der Reduktion desubidbriicke mittels Dithiothreitol (DTT).
Zum damaligen Zeitpunkt war noch nicht bekannt,sdas sich bei QCs des Typs 2 um
Metalloenzyme handelt (Schilling et al., 2003a)r Deobachtete zeitabhéngige Aktivitatsverlust
bei Koinkubation mit dem Reagenz war somit wahrgdioh auf dessen metallbindende Wirkung
(Krezel et al., 2001) zurlickzufihren.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigiass die intermolekulare Disulfidbindung
eine stabilisierende Funktion gegeniber Denaturgedurch Guanidinhydrochlorid (GdmCI) oder
thermische Einflisse vermittelR(iz-Carrillo, Koch et al., 2011; Koch et al. 20)2&dierfur
wurde die Konformationsstabilitat von hQC und Dr@)de sowie deren CysAla Mutanten
vergleichend mittels CD- und Fluoreszenzspektroskaptersucht, entsprechend der von Schmid,
1997 und Pace et al., 1997 beschriebenen Methoden.

Betrachtet man die thermische Konformationsstaibilion hQC undD. melanogaste@QCs sowie
deren Cys»Ala Varianten (Abbildung A2, Seite 75), ist festimlen, dass ein Fehlen der
intramolekularen  Disulfidbricke bei der hQC zu eineVerschiebung des
Temperaturiibergangsmittelpunktes in Richtung ngeder Temperatur fuhrt. Bei der DromeQC
wird hingegen ein starkerer Verlust der Sekundakstr bei Temperaturanstieg durch Austausch
der Cysteine hervorgerufen, was sich aus eineregedlRAnderung des Betrages der mittleren
Elliptizitdt pro Aminosaure®yrw schlieBen lasst. Die untersuchten QCs (WT) wermsi@en
Temperaturiibergangsmittelpunkt varirca 50°C auf Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011;
Koch, Kolenko et al., 2012a

Hinsichtlich einer chemisch durch GdmCI induziert@anaturierung (Abbildung A3, Seite 76)
zeigte sich, dass ein Fehlen der Disulfidbindungado bei der hQC als auch bei der DromeQC
zur Reduktion des GdmCI-Konzentrationsiibergangstpithktes fuhrt. Es stellte sich ebenfalls
heraus, dass die Tertiarstruktur der DromeQC Hitigth einer chemisch durch GdmCl
induzierten Denaturierung weniger stabil ist alsdier hQC.

Demgegenlber zeigt ein Austausch der Cysteine stEdromeQC keinen Einfluss auf die
Konformationsstabilitdt des Enzyms (Abbildungen é&ad A3, Seiten 75 und 76). Bei diesem
mitochondrial lokalisierten Protein wird keine késate Bindung zwischen den

Cysteinseitenketten ausgebildet, die Cysteine tege reduzierter Form vor (isoDromeQC
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PDB-Eintrage 4FAI/4AFWU)Koch, Kolenko et al., 2012a; Kolenko et al., 2018nscheinend
wird die Proteinstruktur durch andere intramolekailldVechselwirkungen stabilisiert. Hierzu
konnte beispielsweise ein 2-stréngiges, anti-paledl p-Faltblatt beitragen, das den
Protein-N-Terminus fixiert (Abbildungen 6 und 7,it8a 28 und 29) Koch, Kolenko et al.,
20123. Dieses Strukturelement wurde bislang nur inisiedromeQC nachgewiesen.

Die Ruckfaltung zu einer katalytisch aktiven Stwrktwar nach thermisch oder chemisch
induzierter Denaturierung bei keiner der unterseicht QC-Spezies zu beobachten
(unverdffentlichte Daten).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuinti@tersuchungen weisen somit darauf hin,
dass die Disulfidbriicke der sekretierten QCs eiBeitrag zur Stabilisierung der Enzymstruktur
leistet. Essentiell fur die Auspréagung der katalyi aktiven Struktur — wie urspringlich
angenommen — ist diese jedoch nicht.

Eine weitere posttranslationale Modifikation tiehsr QCs, die in vorangegangenen Arbeiten
aufgrund der Proteinsynthese im prokaryontischeste®y nicht untersucht werden konnte, ist die
Glykosylierung. Eine Analyse der Primarstrukturesr dekretierten QCs zeigt zwei potentielle
N-Glykosylierungsstellen fur hQC R N°°% und DomeQC (Kf, N**% sowie eine fiir die mQC
(N*%) (Glykosylierungssequenz N X S/T,#R) (vergl. Abbildung Al, Seite 74). Mittels der
Rontgenkristallsturkturanalyse wurde jeweils fliis d&her am Protein-N-Terminus lokalisierte
Asparagin eine Derivatisierung der drei Enzyme gaehesen Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011;
Koch, Kolenko et al., 2012a

Fur die hQC konnten durch unvollstandige Deglykiesyhg von rekombinant synthetisiertem
Enzym @. pastori3 mittels Endoglykosidase :H (spaltet den Chitobioseteil des
Mannose-Oligosaccharids) und anschlieender MALOFTMS drei diskrete Molekilmassen
detektiert werden, die den moglichen Glykosyliemmgstern: zwei beziehungsweise eine
Glykosylierung sowie nicht glykosyliert, entsprenheEs wurde ein Massenunterschied von
ca. 2 kDa je Glykosylierung ermittelt (Schilling et.,a2002). Somit scheint die hQC tatsé&chlich
eine zweite Glykosylierung an Positiorf®Rloc zu besitzen. Das Oligosaccharid konnte durch
Rontgenkristallographie jedoch nicht detektiert chesr.

Bei der Analyse des Deglykosylierungsmusters deromi2QC in der SDS-PAGE
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektroph@)es unter denaturierenden Bedingungen
wurden lediglich zwei Proteinformen getrennt, dieea Migrationsunterschied entsprechend
einer Moleklilmasse von 2 kDa aufwiesen (Abbildury Beite 77). Somit konnte anhand dieser
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Methode fir die DromeQC nur die Derivatisierungeaner N-Glykosylierungsstelle aufgezeigt
werden. I\Jl56Dromcherféhrt bei Synthese duréh pastorisoffensichtlich keine Derivatisierung.

Die Derivatisierung von Proteinen mit Saccharidereeibflusst deren Lokalisation
(Sekretionsmerkmal) sowie Ldoslichkeit. So konnte rcu das Einbringen einer
Glykosylierungsstelle in die Aminosauresequenz ldenanen isoQC (Abbildung Al, Seite 74)
die Ausbeute der Reinigung des funktionalen Enzysitech Expression iR. pastorisdeutlich
gesteigert werderStephan et al., 2009Im Rahmen der Charakterisierung der DromeQC wurd
die Prazipitation des Proteins nach Deglykosyligrbaobachtet. Ein Einfluss auf die katalytische
Aktivitat wurde nicht nachgewiesen. Auch auf digywnatische Aktivitat der hQC wirkt sich die
Glykosylierung nicht aus (Schilling et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmaiglykosylierte QCs kristallisiert. Das
ExpressionssystemP. pastoris ersetzt die Organismen-spezifische Glykosylierudgrch
Oligosaccharid-Einheiten der Form N-(GlcNA¢Man).14 (Cregg et al.,, 1993). In den
Kristallstrukturen der murinen und humanen QC kenrdie ersten beiden Zucker an der, in den
Sauger-QCs konservierten, N-Glykosylierungssteli®@@: N° mQC: N9 strukturell aufgeldst
werden. Die N-Glykosylierungsstelle der sekretieromeQC (K?) befindet sich ebenfalls an
der Oberflache des Makromolekils (Abbildung 6, &&8). Da sich die Glykosylierungen der
sekretierten QCs vom Typ 2 an der Enzymoberflaahseits des aktiven Zentrums befinden,
scheinen diese hauptsachlich zur ProteinléslicHi@izutragen, was mit den Untersuchungen zur
Enzymaktivitat Gbereinstimmt (siehe oben). Die B#assung der Lokalisation/Sekretion des
Enzyms im Ursprungsorganismus wurde bislang niotersucht.

In den Kiristallstrukturen der DromeQC wurden nelden ersten beiden Acetylglucosaminen der
Glykosylierung 5 weitere Mannosemolekille sowie eWezweigung der Oligosaccharidkette
nachgewiesen (Abbildung 14, Seite 4&p¢h, Kolenko et al., 2012a
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Man a1-2 Man a.1-6 Man a.1-6 Man B1-4 GlcNAc B1-4 GIcNAc B1-N

Abbildung 14 Schematische Darstellung cGlykosylierung der DromeQVarianter WT (dunkelgriin, PD-Eintrag 4F9U) un«
C™3A/C¥A (hellgriin, PDE-Eintrag 4F9V) an Position * (Koct, Kolenkoet al., 201a). Neben den beide
N-Acetylglucosamiresten (GIcNAc) deiOligosaccharidket konnte die Struktur 5 weiterer Mannosemolet
(Man) einschlie3lich einer Verzweigung identifiziarerden.
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4 Evaluierung der Bindung des kompetitiven QC-Inhibitors PBD150 in

Kristallstrukturen von QCs
Die kompetitive Hemmung der QC-Aktivitat durch Irambl- und Benzimidazolderivate
wurde erstmals durch Mitarbeiter der Probiodrug B&schrieben (Schilling et al., 2003a;
Schilling et al., 2005). Auf dieser Erkenntnis leasnd stellten Imidazol und Benzimidazol
die Grundlage fir die Weiterentwicklung kompetitiv@C-Inhibitoren dar. Der QC-Inhibitor
PBD150 [1-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-3-(3-imidazol-1qgtopyl)-thioharnstoff] ist einer der
ersten potenten Inhibitoren, der aus dem Entwiddpnozess hervorging
(Abbildung 5, Seite 24) (Buchholz et al., 2006).f¢qund ihrer Eigenschaften wurde diese
Verbindung in verschiedenen Studien zur Prifungereipharmakologischen Wirkung in
zellularen  Modellen und in  Tierversuchen appliziefCynis et al.,, 2006;
Schilling et al., 2008a; Schilling et al., 2008b)jie Interaktion von PBD150 mit der hQC
sollte in der vorliegenden Arbeit analysiert werden
Bereits 1997 beschrieben Lee und Mitarbeiter diévteklung eines Carboxypeptidase A
Inhibitors auf Basis von Imidazol als Zink-koordinendem Liganden (Lee et al., 1997). Eine
Wechselwirkung zwischen dem basischen Stickstaffldedazolrings und dem katalytischen
Zinkion wurde auch als primare Enzym-Liganden-lakéion durch Kokristallisation von
hQC mit Imidazol und verschiedenen Imidazolderimateestéatigt (Huang et al., 2005;
Ruiz-Carrillo, Koch et al, 20)1 Mit Hilfe einer Analyse der quantitativen
Struktur-Wirkungssbeziehung konnte festgestelltdear dass Derivatisierungen an Position
1 und Position 4/5 des Imidazols sowie an Positl® des Benzimidazols die
Ligandeninteraktion verbessern konnen (Abbildung Agite 78) (Buchholz et al., 2006;
Buchholz et al., 200Ramsbeck et al., 20LDurch die folgende systematische Modifikation
der Imidazolderivate unter Auswertung der Strukiirkungsbeziehung wurden
Imidazol-1-alkylthioharnstoffe als eine Leitstrukider Wirkstoffentwicklung selektiert. Aus
diesem Entwicklungsprozess gingen die Struktur PEDIund &hnliche Inhibitoren
(z.B. PQO0352, Tabelle A3, Seite 79) hervor. Eiflexible alignmerit mit einem
Tripeptidsubstrat (QFA) zeigte eine Ubereinstimmutey pharmakophoren Merkmale des
Molekils mit essentiellen Eigenschaften des Sutesti@uchholz et al., 2006):
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— Die primare Interaktion zum katalytischen Zinkiafoigt beim Substrat mit hoher
Wahrscheinlichkeit Uber den-Carbonylsauerstoff, bzw. Uber den basischen
Stickstoff des Imidazolrings des Inhibitors.

— Der a-Amidstickstoff der zweiten N-terminalen Aminosadoaw. der Stickstoff 1
der Thioharnstoffgruppe koénnen als Protonendonataner Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke wirken.

— Es zeigte sich, dass eine Propylgruppe als Imidaamharnstoff-Linker eine
optimale rdumliche Ausdehnung besitzt und Flexdtivermittelt.

- Mittels der 3,4-Dimethoxyphenylgruppe ist eine lomitobe
Enzym-Liganden-Interaktion mdglich, die beim Suaistiurch die Seitenkette des
Phenylalanins erfolgt.

— Uber die Methoxygruppen kénnen weitere Wechselwigan (hydrophob oder
polar) aufgebaut werden.

Der Einfluss dieser Pharmakophorpunkte auf die k8irtWirkungsbeziehung ist in
Abbildung A5, Seite 78 zusammengefaganig-Carrillo, Koch et al., 2001

Parallel zu diesen Arbeiten gelang der Gruppe umangu die Aufklarung der
Rontgenkristallstruktur der ersten tierischen QQ@) in Interaktion mit verschiedenen, auf
Imidazol basierenden Liganden (Huang et al., 2088)en inhibitorische Potenz gegeniber
der hQC zuvor durch Mitarbeiter der Probiodrug AGacigewiesen wurde
(Schilling et al. 2003a). Durch diese und die inhRan der vorliegenden Arbeit gewonnenen
ErkenntnisseRuiz-Carrillo, Koch et al., 2011; Koch et al., 2@ Xonnten folgende, flr eine
Enzym-Liganden/Inhibitor-Interaktion bedeutsamemdsshe identifiziert werden (Abbildung
15, Seite 44):
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Z) katalytisch aktives Zinkion (Primarinteraktion metallbindender Gruppe),

A) hydrophober Bereich am Eingang des aktiven Zentrums
(hQC: BO3 _ 825 _ \7\p29 _ 8323,

B) polarer Bereich am Eingang des aktiven Zentrum&C(HQ™* — H® — W2%%),

C) Protonenakzeptor/-donator am Eingang des aktivetr@ms (hQC: &* a-Amid),

D) hydrophober Bereich im aktiven Zentrum (hQ&*— 1%,

E) Protonenakzeptor im aktiven Zentrum (hQG*iB-Carboxygruppe).

Abbildung 15 Schematische Darstellung der potentielle Interakti@reiche von hQC (PDB-Eintrag 3S10) und komjwetiti
Inhibitoren. Zur Erlauterung der Bereiclebis E und Z siehe Textpassage oberhalb der Abbildung. Die
BereicheF (L?® — Q@%noc und G (N**° — @®)oc sind weniger stark konservierteoop-Regionen der
tierischen QCs und konnten fur die Entwicklung ker Inhibitoren genutzt werden.

Diese potentiellen Interaktionsstellen sind in rllantersuchten QCs stark konserviert
(Abbildung A1, Seite 74), so dass ahnliche Bindumgdi und Bindungskonstanten von
PBD150 zu verschiedenen QCs, z.B. hQC und isoh@Q€&rwarten waren.

Interessanterweise ergab der Vergleich der Krgtakturen mit PBD150 Unterschiede in der

Ausrichtung der Verbindung im aktiven Zentrum. Antdader Strukturanalysen wurden die
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im Folgenden dargelegten Wechselwirkungen idergifiz (Huang et al., 2011,
Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011; Koch et al., 2@} 2

Die zu erwartende primare Enzym-Liganden-Interaktiies basischen Imidazolstickstoffs

mit dem Zinkion (Interaktion miZ) konnte durch die Rontgenkristallstrukturen beégtat

werden. Jedoch wurden drei verschiedene Ausricktundes Phenylthioharnstoffrests
ersichtlich (Abbildung 16, Seite 46):

Bei den Rontgenkristallstrukturen der hQC (PDB-&igt 3PBB), isohQC
(PDB-Eintrag 3PB7), isoDromeQC (PDB-Eintrage 4FAKBE) sowie des
Konformers A der DromeQC/CysAla Variante (PDB-Eintrag 4F9V) ist die Bildung
einer Wasserstoffbriicke zwischen dem Schwefel #éshBrnstoffgruppe und einem
Protonenakzeptor/-donator am Eingang des aktivetrdms C) festzustellen. Es tritt
eine Wechselwirkung der 3,4-Dimethoxyphenylgruppedem hydrophoben Bereich
am Eingang des aktiven Zentrum#\)( auf. Des Weiteren bildet sich ein
Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen den Sauerstaifan der Methoxygruppen
und dem o-Amid des Phenylalanins im hydrophoben Interakib@msich A
(Abbildung 16A-D, Seite 46).

Im Fall des Konformers B der DromeQC/Cyéla Variante ist durch eine Rotation
der Thioharnstoffgruppe keine Wechselwirkung mitdBrotonenakzeptor/-donator
am Eingang des aktiven Zentrunt) (mdglich. Stattdessen erfolgt eine Interaktion
dieser Bindungsregion des Enzyms mit einem Ldsuiigdmolekil (Wasser). Die
zum hydrophoben Bereich am Eingang des aktivenrdeast @A) beschriebenen
Wechselwirkungen bleiben erhalten (Abbildung 16&it6546) Koch et al., 2012

In der Kristallstruktur der mQC (PDB-Eintrag 3SEYmoglicht eine starkere Rotation
der Thioharnstoffgruppe des Inhibitors PBD150 dieusBildung einer
Wasserstoffbriicke zwischen N1 der Thioharnstoffgeupnd dem Protonenakzeptor/-
donator am Eingang des aktiven Zentru@¥ Ebenso ist eine Neupositionierung der
3,4-Dimethoxyphenylgruppe zu beobachten. Fur dieréktion mit dem hydrophoben
Bereich am Eingang des aktiven Zentrumg écheint der Beitrag des Isoleucins
verstarkt. Die Ausbildung eines Wasserstoffbricletnwerkes zum Phenylalanin
findet nicht statt (Abbildung 16F, Seite 46).
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Im Gegensatz zur gut definierten Position von PBD1H: den beschriebenen
Kristallstrukturen ist die Lage des Inhibitors beler Kokristallisation mit der
DromeQC/Wildtyp (PDB-Eintrag 4F9U) weniger exakt zestimmen. Eine Interaktion der
Thioharnstoffgruppe mi€ ist zu beobachten. Die 3,4-Dimethoxyphenylgruppigtziedoch

ein hohes Mal3 an Flexibilitat, was aus einer gernglektronendichte geschlussfolgert wird
(Koch et al., 2012n

\ p w5 ;Y
DromeQC/Cys—Ala/Konformer A, DromeQC/Cys—Ala/Konformer B,
4F9V 4F9V

Abbildung 16 Darstellung der Bindungsmodi des kompetitiven bitbrs PBD150 in Rontgenkristallstrukturen
verschiedener tierischer QCs. A) hQC (WT, PDB-Egtr 3PBB): Huang et al, 2011,
B) isohQC (WT, PDB-Eintrag 3PB7): Huang et al., 20T) isoDromeQC (WT, PDB-Eintrag 4FAl;
Cys—Ala, PDB-Eintrag 4FBE)Koch et al., 2012bD) u. E) DromeQC (CysAla, PDB-Eintrag 4F9V):
Koch et al, 2012b F) mQC (WT, PDB-Eintrag 3SI2):Ruiz-Carrillo, Koch et al., 2011
Ausrichtungsvariante déthenylthioharnstoffrests: A) - D); Il : E); Ill : F)

mQC, 3512

Die Ausrichtung des Inhibitors in den Rontgenkiisteukturen korreliert nicht klar mit einer
Abstufung der KWerte, welche fir die verschiedenen QCs und PBDIbiftels
enzymkinetischer Methoden ermittelt wurden. Zum sBml weist PBD150 in den
Kristallstrukturen von hQC und isohQC einen annétiggleichen Bindungsmodus auf, die
Inhibitorkonstante K unterscheidet sich gegeniber beiden Enzymen jedouh den
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Faktor 2 bzw. 19 (Tabelle 3) (Cynis et al., 2011aHg et al., 2011). Der;#Vert gegenlber
der DromeQC, bei der die Interaktion der 3,4-Diroattphenylgruppe in der Kristallstruktur
nicht definiert ist, weist einen um den Faktor Xihéren Wert als gegentber der hQC auf.
Dies trifft auch auf die DromeQC/CysAla Variante zu, die in ihrer Kristallstruktur eine
Flexibilitdt der Thioharnstoffgruppe zeigtdch et al., 20120 Dementsprechend konnte ein
hoher K-Wert ermittelt werden, was auf eine schwache &kigon des Phenylrings schlie3en
l&sst.

Der Bindungsmodus von PBD150 ist in der Rontgetddtsruktur von hQC (3PBB) und
isoDromeQC (4FAI/4FBE) annahernd identisch (Audtalgy | des Phenylthioharnstoffs;
Abbildung 16A und C, Seite 46). Es wurden ahnlicimhibitorkonstanten bestimmt
(Tabelle 3). Hingegen unterscheidet sich die Kam#tion von PBD150 in der
Kristallstruktur von hQC und mQC (Ausrichtungénund Il , Abbildung 16A und F,
Seite 46). Die enzymkinetisch ermittelten;-\Werte zeigen aber keinen Unterschied
(Tabelle 3).

Tabelle 3Dissoziationskonstante; Kkon PBD150 und verschiedenen tierischen QCs.

hQcY isohQC isoDromeQC”? DromeQC?” mQc?Y
Ki [nM] 100 +10 236 97 £5 940 +93 114 +11
1.817 +15%

D (Ruiz-Carrillo, Koch et al., 20912 (Cynis et al., 2011)? (Huang et al., 2011¥ (Schilling et al., 200y ~ pH 7, alle
Ubrigen pH 8

Dieser Widerspruch sollte durch eine semiempiris8eeechnungder Bindungsenergie von
PBD150 auf Basis der Kokristallisationsstrukturem WwQC und mQC untersucht werden. Es
zeigte sich, dass die Affinitdit von PBD150 gegemider QC bei einer Interaktion
entsprechend des in der mQC-Struktur 3SI2 gezeBjizsiungsmodusirca 4-10x héher sein
sollte, als bei einem Bindungsmodus, wie er sicdan hQC-Kristallstruktur 3PBB darstellt.
Der K-Wert von PBD150 musste demzufolge gegeniber de€ m€utlich geringer sein als
gegenuber der hQC (Abbildung 17, Seite 4Bpah et al.,, 2012h Diese Diskrepanz
(Tabelle 3) deutet darauf hin, dass die durch dimtgenkristallstrukturen abgebildeten
Interaktionen vom Enzym-Inhibitor-Interaktionsmegltsnus in einer wassrigen LAsung

abweichen kdnnen.

" Darstellung und Berechnung mittels der Software BMI@vCon (Molecular Operating Environmenvers
2010.10, Chemical Computing Group, Montreal, QCn&da mit integrierter DivCon Discovery Suitayild
438; QuantumBio Inc., State College, PA, USA)
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Abbildung 17 Darstellung der durch Kokristallisation ermittelitéeraktion des QC-Inhibitors PBD150 mit der huma(&)
bzw. murinen QC (B). Die Aminosauren der InteraksioereicheA (hQC: F% FP%, wf?° §23 ynd
C (hQC: %) (vergl. Abbildung 15, Seite 44) sind entsprecheies jeweiligen Attractionsterms Eag
eingefarbt, wobei ein dunklerer Farbton eine holBnelungsenergie symbolisierKdch et al., 2012b

Eine weitere Analyse der Rontgenkristallstruktureeigte, dass in allen abgebildeten
Konformationen eine Beeinflussung des Enzym-InbibiKomplexes durch intermolekulare
Wechselwirkungen stattfindeK¢ch, Kolenko et al.,, 2012a; Koch et al., 201L.2Bedingt
dadurch spiegeln die Kristallstrukturen eine scbaie Flexibilitat der Interaktion wider.
Vermutlich entsprechen die beobachteten Konformatiojedoch alle nicht vollstandig der
vorherrschenden Bindung von PBD150 - insbhesondere Rhenylthioharnstoffrests — in
wassriger Lésung.

Ein geeignetes Mittel, um den jeweiligen Beitragstbemter Aminosauren oder
Enzymbereiche zur Interaktion mit dem Ligandenfitor zu beurteilen, ist die
Mutationsanalyse. Hierbei werden bestimmte Aminosdausgetauscht, und der Einfluss auf
die katalytischen Parameter ermittelt. Anhand déntBenkristallstrukturen konnten die
potentiell an der Wechselwirkung mit PBD150 beggdn, und somit fir
Mutationsuntersuchungen interessanten AminosauecicEntifiziert werden.
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Die vorliegende Arbeit fokussiert auf den, fir eM&chselwirkung mit PBD150 zentralen,
Interaktionsbereich (1°%°— FF?°— W29~ §23), o

Um den Einfluss der ausgetauschten Aminosauren ldoavd die Katalyse als auch auf die
Inhibitorinteraktion zu beurteilen, wurden die emi&gnetischen ParametenkK kea: Sowie K
fur die jeweilige hQC-Variante ermittelt und mitrdé&ennwerten der nicht modifizierten
hQC/Wildtyp verglichen. Als Kenngrof3e wurde der teakWildtyp/Variante berechnet.
Einen Uberblick uber die Auswirkungen der in derrliegenden Arbeit diskutierten
hQC-Varianten auf Kvon kompetitiven Inhibitorgrundstrukturesowie PBD150bietet
Tabelle 4, Seite 50.

Anhand unveranderter [KVerte kleiner Inhibitormolekile (Imidazol, Benzihaizol,
Cysteamin), konnte nachgewiesen werden, dass e@eatdn der Aminosauren des
betrachteten potentiellen Interaktionsbereichs é&Wechselwirkung mit dem katalytischen
Zentrum nicht beeintrachtigt (Bindung tberwiegemign@rinteraktion -Z).

Die Aktivitat der hQC wurde durch Mutation vort?F und W?° beeinflusst, was eine
Beteiligung der Aminosauren bei der Substratbindbag. bei der Umsetzung impliziert
(Koch et al., 2012p

Der Austausch von %BhQCfUhrt zur Reduktion vond: und zum Anstieg von i Lediglich
Enzymvarianten, bei denen der Indolring des Trypams durch einen Benzolring
(Phenylalanin, Tyrosin) ersetzt wurde, zeigten a@usreichende katalytische Aktivitat fur die
Ermittlung von K-Werten. Im Fall der Enzymvariante WhQC sanken die KWerte der
kleinen Inhibitormolekile, welche hauptsachlich rilgge Primarinteraktion ) mit dem
Enzym in Wechselwirkung treten. Dies deutet aufeeuerbesserte Interaktion mit dem
katalytischen Zinkion hin. Auch auf die Enzym-Inibds-Interaktion zu Vertretern anderer
Inhibitorklassen scheint sich dieser Austausch tnader leicht begunstigend auszuwirken
(Tabelle 4, Seite 50Kfch et al., 2012bRamsbeck et al. 2013

Wahrend der Tyrosin-Austausch fW(hQC) die Potenz von PBD150 nicht beeinflusst, steigt
der K-Wert von Vertretern anderer Inhibitorklassen, aign Beispiel PQ1025 oder PQ1050
an (Tabelle 4, Seite 50). Bei diesen Ligandendedie Wechselwirkung zu WhQC offenbar
einen grolReren Beitrag zur Enzym-Inhibitor-Intei@ktals bei der Bindung von PBD150
(Ramsbeck et al. 2013
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Tabelle 4Zusammenfassung zum Einfluss der im Rahmen deegeriden Arbeit beschriebenen hQC-Varianten auf die
Dissoziationskonstante; Kon kompetitiven Inhibitoren. keine Bedeutung, iga@BedeutundiiossciBeaeniung
der betrachteten Aminosaure fiir die Enzym-Inhibitgeraktion,

Angegeben ist das Verhéltnis X Fc variandKiwr-0,02.< X < 0,1;0,1< X <10; 10 < X < S0k X

Inhibitor ~ PBD150 PQO0352 PQ1025 PQ1050 (Imidazol Benz- 1-Methyl- 1-Benzyl-| Cyste-
hQC-Variante imidazol imidazol imidazol amin
F 1 0,4 1 1 0,2 0,3 0,3 0,2 1
w320
Y 1 2 32 1 4 1 4 1
A 45 31 4 11 5 7 1
F325 N 19 29 4 7 6 7 1
Y 32 31 3 6 3 4 1
A 2 1 2 1 10 9 1
N 2 1 2 1 9 7 1
303
F 1 2 2 2 3 3 1
Vv 2 1 1 1 1 1 1 1 1
A 0,2 0,1 0,4 1 1 1 1 1 1
823 Vv 0,1 0,04 1 1 1 1 1 1 1
T 0,2 0,1 0,5 1 1 1 1 1 1

Die chemische Bezeichnung und Strukturformel diibiitoren sind in Tabelle A3, Seite 79 zu entnehmen

Der Austausch von®$oc oder B#oc lasst auf einen annéhernd gleichwertigen Beitrag
beider Aminoséaureseitenketten zur Bindung von PBDd4éhlieRen (Tabelle 4). Dies wirde
einer Interaktion entsprechen, wie sie sich in ddRontgenkristallstruktur
mQC-PBD150 darstellt (Abbildung 16, Seite 46) (PBitrag 3SI2). Eine derartige
Positionierung der 3,4-Dimethoxyphenylgruppe widdés Weiteren die Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke  zwischen Interaktionsbereid®  (Q**%oc a-Amid, vergleiche
Abbildung 15, Seite 44) und dem Stickstoff 1 (NEr d hioharnstoffgruppe von PBD150
ermdglichen. Wie Buchholz und Mitarbeiter 2006 eeidgkonnten, vermittelt dieser Stickstoff
einen wesentlichen Beitrag zur Interaktion von PBOLnd hQC (Abbildung A5, Seite 78).
Im Falle einer Interaktion des Schwefels der Thiokeoffgruppe mit Interaktionsbereich
(Q**%oc a-Amid) ware die Bedeutung von N1 fiir die Enzym-bitor-Interaktion nicht
widergespiegelt.

Die Aminoséauren ¥3oc, F?%oc und Woc des Interaktionsbereichd sind stark
konserviert. Es tritt aber eine Variation des hyth@ben Charakters eines Aminosaurerests
am Rand dieses Bereiches auf. So befindet sicloaitidh 323 in der Struktur der humanen
QC ein Serin. Die isohQC sowie die DromeQC weisedieser Position ein Threonin auf.
Bei der isoDromeQC befindet sich an dieser Steile alin, das den hydrophoben
Interaktionsbereick\ ausdehnt (Abbildungen 16C und Al, Seiten 46 urjd D¢ Ergebnisse
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der Mutationsanalyse vort&,oc weisen darauf hin, dass eine Ausweitung der hytben
Region zur verbesserten Wechselwirkung mit Inhileito die stark mit ?f'ShQC oder den
Aminosauren @¥F*%),oc interagieren, fiihrt (Tabelle 4, Seite 50). Besosdkeutlich wird
dies fir die hQC-Variante®$Voc. Der K-Wert von PBD150 reduziert sich gegeniiber der
Mutante auf circa %19 der Inhibitorkonstante gegeniber dem hQC-Wildtyp
(Koch et al., 2012b Fir den Inhibitor PQ0352, einem Derivat von PBD1mit
Methylierung an Position 5 des Imidazolrings, radrzsich der kWert gegentber dieser
hQC-Variante sogar aut/,s. Auf die Bindung von Inhibitoren, die starker miten
Aminosauren (BYW3?9),qc interagieren (PQ1025, PQ1050), wirkt sich ein Austh von
S*%3 oc hingegen kaum aus (Tabelle 4, Seite Brisbeck et al. 2013

Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen, dass hgdrophobe Interaktion mit
Aminosaureseitenketten am Eingang des aktiven destrder hQC [Interaktionsbereieti
(13 — P® - W — 9,4, Abbildung 15, Seite 44] wesentlich an der Binduran
PBD150 beteiligt ist, wobei die Aminosaureri®lund F?%),oc den gréReren Beitrag zur
Interaktion leisten. Eine Ausweitung des hydropobiarakters der Regior*{i - F?%)uoc
durch Austausch von *8V,oc verbesserte die Bindung von PBD150 deutlich. Diese
Ergebnisse der Mutationsuntersuchungen bestéarketudch semiempirische Berechnung der
Bindungsenergien zwischen PBD150 — hQC und PBD150QC Koch et al., 2012p
aufgestellte Vermutung, dass die in der Rontgetadissruktur 3PBB (PBD150 — hQC)
dargestellte Interaktion (Ausrichtungsvariante Abbildung 16A, Seite 46) nicht der in
Ldsung vorherrschenden Konformation des Inhibiemtspricht. Diese scheint eher mit der,
aus der Kristallstruktur 3SI12 (PBD150 - mQC) er8ichen Ausrichtung der
3,4-Dimethoxyphenylgruppe von PBD150 Ubereinzusttmm(Ausrichtungsvariantdll ,
Abbildung 16F, Seite 46).

Der ortsgerichtete Austausch von Aminosauren imelBbrdes aktiven Zentrums der hQC
leistete somit einen Beitrag zur Entschlisselung d#ndungsmodus von PDB150,
insbesondere der 3,4-Dimethoxyphenylgruppe. Darilieaus wurden die generierten
hQC-Varianten auch zur Charakterisierung anderefr@iitoren verwendet und erganzen

somit die Untersuchungen zur Entwicklung neuerlditbren anderer Substanzklassen.
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5 Zusammenfassung

Glutaminylzyklasen (QCs; EC 2.3.2.5) katalysierea mhtramolekulare Zyklisierung von
N-terminalen Glutaminyl- und Glutamylresten zu Rylutamat (pE). Bei dieser Reaktion
wird Ammoniak bzw. Wasser freigesetzt.

Substrate der humanen QC sind Strukturproteine. (EiBronektin, Kollagen), Enzyme
(u.a. a-Amylase, Ribonuklease 4), Chemokine (z.B. CCL2,3CK1) oder Peptidhormone
wie Gonadoliberin (GnRH) oder Thyreoliberin (TRH)ie N-terminale pE-Modifikation
vermittelt die Interaktion mit Rezeptoren und vineStabilitat gegeniber dem Abbau durch
Aminopeptidasen. Fur verschiedene Amyloidosen,zaiBe der Alzheimer-Krankheit, ist eine
Ablagerung von pE-Peptiden charakteristisch. Dig¢eMainale Modifikation verstarkt die
Aggregationsneigung und Toxizitat der Amyloidpeptid

Aufgrund der Rolle von QC bei der Bildung von pE-®pidpeptiden und pE-modifizierten
Chemokinen ist ein derzeitiges Ziel der Wirkstof§ithung die Entwicklung und Prifung der
therapeutischen Wirksamkeit von Inhibitoren der @Q@likationen fur eine Anwendung der
Substanzen sind die Alzheimer-Krankheit und Artgderose. Vor kurzem wurde
Phase 1 der klinischen Testung erster Wirkstoftgeabhlossen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die UntersuchungnvEnzym-Inhibitor-Interaktionen
verschiedener QCs. Im Vordergrund stand dabei dienduchung des Bindungsmusters des
kompetitiven Inhibitors PBD150. Die Substanz steile Leitstruktur fur die Entwicklung
von Inhibitoren dar und wurde in verschiedenensligtien appliziert.

Im Rahmen der Arbeit wurden erstmals die QCs Ruassophila melanogastefDromeQC
und isoDromeQC), einem bei der Erforschung der déilner-Krankheit eingesetzten
Modellorganismus, kristallisiert und deren Struk&wfgeklart. Zudem wurden die humane
QC und eine DromeQC nach Expression in einem eok#éischen Organismus, der Hefe
Pichia pastoris kristallisiert. Anhand der erhaltenen Tertidrktamen konnte nachgewiesen
werden, dass diese Enzyme die flUr sekretierte iReotéypischen posttranslationalen

Modifikationen N-Glykosylierung und Disulfidbricleaufweisen.
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Aus den Untersuchungen gingen die folgenden weskeat Ergebnisse hervor:

1. Durch Generierung von Cystein-freien Varianten va@QC, DromeQC und
isoDromeQC mittels Austausch der in den QCs vom Zykonservierten Cysteine
gegen Alanine konnte nachgewiesen werden, dassDaswfidverknipfung in den
QCs nicht fur die Ausbildung einer katalytisch skt Enzymstruktur essentiell ist,
sondern zur Konformationsstabilitdt der sekretieE@zymformen beitragt.

2. Der Vergleich der Kristallstrukturen der humanerer dnurinen sowie beider
D. melanogasterQCs weist auf eine hohe Strukturhomologie hin. Eentrales,
6-strangige$-Faltblatt wird vona-Helices umgeben. Ein katalytisches Zinkion wird
mittels eines konservierten Zn-bindenden Motivs gtaxiert. Das aktive Zentrum der
QCs befindet sich oberflachennah. Die InteraktiahSnbstrat oder Inhibitor erfolgt
Uber einen polaren und einen hydrophoben Bereickiagang des aktiven Zentrums.

3. Die Kokristallisation derD. melanogasterQCs mit dem kompetitiven Inhibitor
PBD150 weist auf einen ahnlichen Bindungsmodusiwiden S&duger-QCs hin. Die
primare Enzym-Inhibitor-Interaktion wird zwischemrd katalytischem Zinkion des
Enzyms und dem Zink-koordinierenden Teil von PBD18idazol, basischer
Stickstoff) ausgebildet. Die sekundaren Enzym-litbibinteraktionen zwischen den
hier betrachteten QCs und PBD150 bestehen im Wedent aus einer hydrophoben
Interaktion des Propyllinkers (WhQC), der Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung der Thioharnstoffgrup@s"o“ch), einer hydrophoben
Interaktion der 3,4-Dimethoxyphenylgruppe’{ti—- P — W*? _ $%%3,,d sowie
Wechselwirkungen der Methoxygruppen (polar oderbghtob, z. B. ﬁZShQC).

4. Wahrend die enzymkinetisch ermittelte Bindungskants von PBD150 gegenuber
humaner und muriner QC anndhernd identisch ist,gezrei sich deutliche
Abweichungen im rontgenkristallographisch dargéstel Bindungsmodus des
Inhibitors gegeniiber beiden Enzymen. Ursache hiedind intermolekulare
Wechselwirkungen der Enzym-Inhibitorkomplexe imdfail, welche die Bindung des
3,4-Dimethoxyphenylrings offenbar beeinflussen. Abei den Kristallstrukturen der
DromeQCs (DromeQC-°A/C'*°A, PDB-Eintrag 4F9V; isoDromeQC-WT bzw.
isoDromeQC-C*°A/C'®A, PDB-Eintrage 4FAl, 4FBE) wird die Ausrichtung sde
3,4-Dimethoxyphenylrings durch intermolekulare Wesllvirkungen beeinflusst und
entspricht in der Proteinstruktur PDB-Eintrag 3P@RC) dargestellten Orientierung.

Im Rahmen der Rontgenstrukturanalyse der Kokrisgibn von DromeQC-WT mit
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PBD150 (PDB-Eintrag 4F9U) konnte nur eine geringek&Eonendichte fur den
3,4-Dimethoxyphenylring des Inhibitors ermittelt nden, was auf eine hohe
Flexibilitat dieser Gruppe hinweist.

5. Die Bindung des Inhibitors PBD150 wurde mittelssgdrichteter Mutagenese und

P2 und P®)noc gegen

enzymkinetischer Methoden analysiert. Durch Austhuson (
Alanin und Asparagin konnte gezeigt werden, dasseb@&minosaurereste einen
bedeutenden Beitrag zur Sekundarinteraktion mit PREDleisten. Eine Ausweitung

%0c durch Austausch

des hydrophoben Wechselwirkungsbereiches im Bergoh
von $%%oc verstérkte die Interaktion von PBD150.

6. In zusammenfassender Betrachtung der Ergebnissiélutationsuntersuchungen und
der Resultate einer semiempirischen Berechnung BiEdungsenergien von
hQC/mQC und PBD150 sowie unter Einbeziehung der Rahmen der
Inhibitorentwicklung durchgefihrten Analyse deruBtur-Wirkungsbeziehung, lasst
sich schlussfolgern, dass eine Interaktion zwische®C und PBD150
wahrscheinlicher dem in der Réntgenkristallstruktier mQC (PDB-Eintrag 3SI12)
abgebildeten Bindungsmodus entspricht, als demsibér bei Kokristallisation von

PBD150 und hQC (PDB-Eintrag 3PBB) darstellt.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzeugten W@@anten stellen eine Basis fur die
guantitative Analyse der Struktur-Wirkungsbezieremgveiterer Inhibitorklassen dar, ohne
eine Kokristallisation von Enzym und Ligand vorausztzen. Anhand der erhobenen Daten
konnen Ergebnisse aus silico Experimenten besser evaluiert werden. Mithilfe dar
Verfigung stehenden Kiristallstrukturen ist es abauch mdglich, potentielle
Sekundarinteraktionsstellen fir die Ligandenwedchiskling in silico zu identifizieren, auf
deren Basis potentere und spezifischere Inhibitore8inne der therapeutischen Zielsetzung
entwickelt werden konnten. Analog der Untersuchangenit PBD150 mittels
enzymkinetischer Methoden k&men hierfir insbesa@nddre kirzlich beschriebenen

Benzimidazolderivate in FragRé&msbeck et. al., 2013
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Anhang
Enzymkinetische Grundlagen— Michaelis-Menten-Theorie
Mathematisches Modell zur Beschreibung der Kinetikymatisc katalysiertr Reaktione
Allgemeiner Mechanismu:
1) Freies Enzym der Konzentration [E] biit reversibel das Substrat der Konzentra
[S] und bildet einen Enzy-Substratkomplex der Konzentration [E. Die
kennzeichnenden Geschwindigkeitskonstanten <; flr die Assoziation und.; fir
die Dissoziation des Komplexes und k; charakterisiere die Substratbindun
2) Das im [ES] gebundene Substrat wird irreversibegewandelt.Der [ES] zerfallt
irreversibel in freies Enzym [E] und Produkt demgentration [P Die beschreibend
Gesclwindigkeitskonstante ist,. Sie charakterisiert dekatalytische Schritt der

Substratumsetzur
k1 k
[E] +[S] < 5 [ES] 2~ [E] +[P]

-1
Michaelis-MentenrKonstanteK y

Substratkonzentration bei halbmaximaler Umsatzgeischgkeit Vmax

k k
KM = % = [S](v:o,svmax)
1

Wechselzahkca:

Geschwindigkeitskonstante des geschwindigkeitsinestinden Schritts der Reakti

cat

Koy = VEmaX [Eq] ... Ausgangskonzentration des Enzym] = [E] + [ES]
[ 0]

O

Lineweaver-Burk-Diagramm

. 0

1/v

max
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Enzymkinetische Grundlagen— Kompetitive Hemmung

Kompetitive Inhibitorer[l] k onkurrierel mit dem Substri um eine reversible Interaktion n
dem Enzym und werden durch das Enzym in ihrer 8trukicht verandert. Inhibit- [EI]
und Substratbindun[ES] schlieRe sich wechselseitig auAssoziation und Dissoziation d
EnzymiInhibitor-Kkomplexes werden durch die Geschwindigkeitskonstank bzw. k,
widergegebenEine kompetitive Hemmung driickt sich durch einedadng des gemesser

Km-Wertes bei unverandertemay aus.

[E] +[8] —:‘1‘ [ES] —2 = [E]+[P]
n
kIHK_I
[EN]
InhibitorkonstanteK ;:
Dissoziationskonstante des EnzInhibitor-Komplexe:
Ki :kk__llz [EE]l[I] K beobachtet = KM(1+¥]

Lineweaver-Burk-Diagramm

Hyperbolische Darstellung 0,004

1000 v..[s] A [1]o=0
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Tabelle Al Pflanzliche Proteine mit N-terminaler pE-Modifikati Aufgefiihrt sindProteine, welche bei der pflanzlichen
Pathogenabwehr eine Rolle spielen und wéhrend dkreon in den oder im Apoplasten eine N-terminale
pE-Modifikation  erfahren. Unterhalb der Bezeichnungst die Nummer des jeweiligen
UniProt-Datenbankeintragéisttp://www.uniprot.org) aufgefihrt.

Peptid/Protein Sequenz Funktion

Arabidopsis thaliana

Peroxidase 34 PELTPTFYDRS-353 Oxidation von4@,, reaktiven

Q9smMU8 Sauerstoffspezies, Biosynthese und Abbau von

Lignin, Suberisation, Auxinkatabolismus,
Verstarkte Expression durch umweltbedingten
Stress wie Verletzung, oxidativen Stress oder
Pathogenbefall

Pathogenese-assoziiertes Protein pPEDSPQDYLRV-161  Beteiligung an der erworbenen

P33154 Pathogenresistenz
Verstarkte Expression bei Pathogenbefall

Nicotiana tabacum

B-1,3-Endoglukanase PEAGVCYGRQG-396 Beteiligung an der Pathogenabwehr

P36401 Verstarkte Expression bei Pathogenbefall
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Tabelle A2 Beispiele im Tierreich vorkommender pE-modifizierReptide/Proteine und ihre Funktion. Konnte insgésen Art eine QC nachgewiesen werden, wurde deéeeuenzidentitat zur
humanen sekretierten QC bestimmt. In Klammern siiedjeweiligen UniProt-Datenbankeintrage (http:/fmwniprot.org) angegeben. Da fur die ModifikatioesdPeptids/Proteins
durch QC-Aktivitat nur der N-Terminus von Bedeutusy wurde lediglich ein kurzer N-terminaler Absith der Aminosauresequenz aufgefiihrt. Die Ziflechts dieser Sequenz gibt

die Gesamtlange der Aminosduresequenz an.

Stamm Art Sequenzidentitat der pE-Peptid/Protein Funktion des Peptids/Proteins
jeweiligen QC zur hQC

Chordata (Chordatiere)

Mammalia Mus musculus 82% Interleukin-9 (P15247) Wachstumsfaktor fur T-Helferzellen
(Séaugetiere) (Hausmaus) (Q9CYK?2) pERCSTTWGIR-144
(Simpson et al., 1989)
~ Reptiia Boiga irregularis ~ 69% Irditoxin Untereinheit A (AOS864) Vogel- und Reptilien-spezifisches
(Kriechtiere) (Braune Nachtbaumnatter) (A7ISW1) PEAVGPPYTLC-109 Neurotoxin
(Pawlak et al., 2009)
e Amphibia Rana catesbeiana ~~  63% ] RNAse (P11916) | Hydrolyse einzelstrangiger RNA
(Lurche) (Afrikanischer (A1XA57 — potentielle QC) pEQNWATFQQK-133
Ochsenfrosch) (Leu et al., 2003) (PDB-Eintrag 1MQ7)
s Actinopterygii Danioreio ~ 62%  Thyreoliberin (QSEDF9) | Neurotransmitter/-modulator des
(Strahlenflosser)  (Zebrafisch) (Q1LWVO — potentielle QC) pEHP-NH zentralen und peripheren

Nervensystems; Regulator der
Thyreotropin-Synthese in der
Hypophyse

Aves Gallus gallus 67% Kollagena-1(1) (P02457) Fibrillen formendes Kollagen
(Vogel) (Bankivahuhn) (FINUWG) pPEMSYGYDEKS-1205
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Stamm

Art Sequenzidentitat der
jeweiligen QC zur hQC

pE-Peptid/Protein

Funktion des Peptids/Proteins

Arthropoda (Gliederfuler)
Crustacea
(Krebstiere)

Homarus americanus
(Amerikanischer Hummer)

Hyperglykdmisches Hormon A (P19806)ontrolle des Blutzuckerspiegels;

pPEVFDQACKGV-132
(Chang et al., 1990)

Regulation der Amylasefreisetzung;
Stresshormon; Inhibitor des
Hautungsprozesses

Arachnida

Mesobuthus martensii

Kaliumkanal Toxinu-KTx 1.5 (Q9NII6)

Blockade von Kaliumkanalen

(Spinnentiere) (Mandschurischer PEFTDVKCTGS-57 (Kalzium- und Spannungs-reguliert)
Skorpion) (Blanc et al., 1998) (PDB-Eintrag 1BIG)
~ lnsecta Drosophila melanogaster 35% ~~ Corazonin (Q26377) | Kardioaktives Peptid, involviert in -
(Insekten) (Schwarzbauchige (CG32412) PETFQYSRGWTN die physiologische Regulation des
Taufliege) (Baggerman et al., 2002) Herzschlags
Mollusca Conus striatus k-Konotoxin SIVA (P0C828) Blockade Spannungs-regulierter
(Weichtiere) (Gestreifte Kegelschnecke) PEKSILVPSVI-68 Kaliumkanale
(Craig et al., 1998)
Nematoda Caenorhabditis elegans (Q19165) Neuropeptid
(Fadenwirmer) pEQDSEVEREMM
(Husson et al., 2005)
Annelida Haementeria officinalis Antistatin (P15358) Inhibitor des Faktors Xa

(Ringelwurmer)

(Mexikanischer Blutegel)

pEGPFGPGCEE-136
(Nutt et al., 1988)

Cnidaria
(Nesseltiere)

Hydra vulgaris
(Gemeiner
SiuRwasserpolyp)

Hydramycin-1 (B3RFR8)
pEIVDCWETWS-84
(Bosch et al., 2009)

Kationisches antimikrobielles Peptid

Fortsetzung voiabelle A2
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hQc B VN c = HRRWGTLHLLLLVAALPWASRG- - - - - - VSPSAS 34

i sohQC MRSGGRGRPRLRL GERGL MEPL L PPKRRLLPRVRLLPLLLALAVGSAFYTI WSGAHRRTE 60
mC “MAGSE- - - === mmmmmmeon DKRWGTLHLLLLQATVLSLTAGN: - - - - LSLVSA 35
DromeQC  eemmeemmee e MAl GSVWWFAAAGLLLLLLP- - - - -« == === - P 20
i SODrOMEQC  <-mmmmmemmeaoaao oo VRLLLRNYSL VEAVKRL L PRPRKK- - - - - I YNLGA 30
ADS e eeeieiiiiao APDI PLANVKAHLTQLS- - - = === == === - = 17
hQc AVWPEEKNYHQPAI - - LNSSALRQI AEGTS| SEMAQNDL QPLLI ERYPGSPGSYAARGHI M 92

i sohQC ELPLGRELRVPLI GSLPEARL RRVWGQL DPQRLWSTYLRPLLVWRTPGSPGNLQVRKFLE 120
mC AWTQEKNHHQPAH- - LNSSSLQQVAEGTS| SEMAQNDLRPLLI ERYPGSPGSYSARQHI M 93
Dr omeQC SHQQATAGNI G- - - SQARD- - - - = = - - - = DEVHENRTLDSI LVPRVWGSRGHQQVREYLV 67

i soDr omeQC CFELVDI PKI SYNPSEL SEPRFLEYSNLSDKLHLREAI DKI LI PRVWGTTNHSI VREYI V 90
ADS e ieaeaaoas TI AANNGGNRAHGRPGYKASVDYVK 42

* * .
hQc QRI QRLQADW/LEI DTFLSQTP- YGYRSFSNI | STLNPTAKRHL VLACHYDSKYFSHWAN 151
i sohQC ATLRSL TAGWHVEL DPFTASTP- LGPVDFGNVVATLDPRAARHL TLACHYDSKLFPPG- S 178
nmC QRI QRLQAEW/VEVDTFLSRTP- YGYRSFSNI | STLNPEAKRHL VL ACHYDSKYFPRWDS 152
Dr omeQC QSLN- - GLGFQTEVDEFKQRVPVFGEL TFANVWGT! NPQAQNFLALACHYDSKYFPND- - 123
i soDr omeQC QSLR- - DLDWDVEVNSFHDHAPI KGKLHFHNI | ATLNPNAERYL VL SCHYDSKYMPG- - - 145
ApS AKLD- - AAGYTTTLQQFTSGGA- - - - TGYNLI ANVPGGDPNKVLMAGAHLDS- - - - - - - V 89
. . - * . . * * * %
hQc RVFVGATDSAVPCAMVL EL ARAL DKKL L SLKTVSDSKPDL SLQLI FFDGEEAFLESPQD 211
i sohQC TPFVGATDSAVPCAL L L EL AQAL DLEL SRAKKQAAP- - - VTLQLLFLDGEEALKEWGPKD 235
mC RVFVGAT DSAVPCAMVL EL ARAL DKKL HSLKDVSGSKPDL SLRLI FFDGEEAFHHWSPQD 212
Dr omeQC PGFVGATDSAVPCAI LLNTAKTLGAYLQKEFRNRSD- - - VGLM.| FFDGEEAFKEWIDAD 180
i soDr omeQC VEFL GATDSAVPCAM.LNLAQVL QEQLKPLK- - KSK- - - LSLM.LFFDGEEAFEEWGPKD 200
ApS SSGAGH NDNGSGSAAVLETALAVSRAGYQPDK- - - - - - - - HLRFAWAGAEE- - - - - - - - - 132
* * * I * . . * .

hQc S- LYGSRHLAAKMASTP- HPPGARGT SQLHGVDL LVLLDLI GAPNPTFPNFFPNSARWFE 269
i sohQC S- LYGSRHLAQLMESI| P- HSPGP- - - TRI QAl ELFM_LDLLGAPNPTFYSHFPRTVRWFH 290
nmc S- LYGSRHLAQKMASSP- HPPGSRGTNQLDGVDL LVLLDLI GAANPTFPNFFPKTTRWEN 270
Dr oneQC S- VYGSKHLAAKL ASKRSGSQAQLAPRNI DRI EVLVLLDLI GARNPKFSSFYENTDGLHS 239
i soDr omeQC S- | YGARHLAKKWHHEG: - - - - - - - - - KLDRI DMLVLLDLLGAPDPAFYSFFENTESWM 249
ApS LGLI GSKFYVNNLPSAD- - - - - - = = - - - RSKLAGYLNFDM GSPNPGYF- VYDDDPVI EK 180
hQc RLQAI EHELHELGLLKDHS- - - - - - - LEGRYFQWYSY- GBVIJQDD- HI PFLRRGVPVLHL 320
i sohQC RLRS| EKRLHRLNLLQSHP- - - - - - - QEVMYFQPGEP- SGSVEDD- HI PFLRRGVPVLHL 341
nmC RLQAI EKELYELGLLKDHS- - - - - - - LERKYFQNFGY- GNI | QDD- HI PFLRKGVPVLHL 321
Dr omeQC SLVQ EKSLRTAGQLE- - -~ =- - - - - GNNNVFLSRVS- GGLVDDD- HRPFLDENVPVLHL 287
i soDr omeQC Rl QSVETRLAKLQLLERYASSGVAQRDPTRYFQSQAVRSSFI EDD- Hl PFLRRNVPI LHL 308
ApS TFKNYFAGLNVPTE! ETEGD- - - GRSDHAPFKNVGVPVGGLFTGAGY TKSAAQAQKWGGT 237
hQc I'PSPEPEVIWATVDDNEENL DESTI DNLNKI LQVFVLEYLHL- - = = = = == = = - = 361

i sohQC | STPFPAVWHTPADTEVNLHPPTVHNLCRI LAVFLAEYLGL- = - - === - - - - - 382

mC | ASPFPEVWHTNVDDNEENLHASTI DNLNKI | QVFVLEYLHL- = - = === - - - - - 362

Dr omeQC VATPFPDVWHTPRDNAANL HWPSI RNFNRVFRNFVYQYLKRHTSPVNLRFYRT 340

i soDr omeQC | PVPFPSVWHTPDDNASVI DYATTDNLALI | RLFALEYLLAGTEAK- - - - - - - 354

ApS AGQAFDRCYHSSCDSLSNI NDTAL DRNSDAAAHAI WL SSGTGEPPT- - - - - - 284

*

k. * . .

Abbildung Al Vergleich der Primarstrukturen von humaner QC (hQiProt-Eintrag Q16769), deren Isoenzym (isohQC,
UniProt-EintragQ9NXS2), muriner QC (mQC, UniProt-Eintrd@9CYK?2), den QCs deb. melanogaster
(DromeQC, UniProt-Eintrag Q9VRQ9; isoDromeQC, UwniPEintrag Q86PD7) sowie der Aminopeptidase
S aus S. griseus (ApS, UniProt-Eintrag P80561). Die Sekretionssigequenz istrot/kursiv, die
Translokalisationssequenz fur das Mitochondrigriin/kursivund der Transmembranankielau (Zytosol)
bzw. blau/kursiv (Transmembranhelix) dargestellt. Das Zink-bindend#otiv der bakteriellen
Aminopeptidasen isgriun/fett hervorgehoben. Die Zink-bindenden Aminoséauren dé€s @ind zuséatzlich
unterstrichen. Cysteine sindot/fett gekennzeichnet. N-Glykosylierungsstellen simali/fett/unterstrichen
markiert. Die in den Mutationsstudien betrachtet@minosduren sind in allen QC-Sequenzésit
hervorgehoben und fir die Enzyme, von denen Vatageneriert wurdergrau unterlegt. Wurde in der
hQC ein ganzer Sequenzabschnitt variiert, ist diebenfalls grau unterlegt. Aminoséuren dieses iBlese
die separat untersucht wurden, sind durch einerkleen Hintergrund markiert. Symbole* gleiche
Aminosauren; :, . ahnliche Aminosauren
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Abbildung A2 GraphischeDarstellung derhermischa Strukturstabilitdt von hQC, DromeQC und isoDrome.
A) CD-Spektren im U\-Bereich (190 nn< A <260 nm) bei 20°C. Die untersuchten QCs zeigenygiis¢hes
CD-Spektrum fur Proteine mit hohewa-helikalem Anteil in ihrerSekundéarstruktui(lokale Minima del
mittleren Elliptizitdt pro Aminosdure®yry bei 208nm und 222nm). B— D) Thermisch induzierte
Denaturierun von humaner QC unQCs ausD. melanogast¢ sowie deren Cyste—Alanin Variante,
dargestellt als tempeurabhangige Veranderuider ©yrw beikonstante Wellenl&ngeh.
B) hQC A\ = 227 nm) Wahreni der Temperaturiibergangsmittelpunkt fir den WT 4€)3.°C betragt,
reduziert sich dieser Wert bei fehlender Disibriicke (G*A/C'%A) um 3 K auf 46,1 #0,1°
(RuizCarrillo, Kochet al., 201).
C) DromeQC A = 223 nm: Im Gegensatz zur hQC betragt der Temperaturiibesgaittglpunkt fir beid
Varianten der DromeQ(irca 50°C (WT: 50,6 +1,3°C, *A/C*¥A: 49,2 +0,4°C).Es ist jedoch ein vie
starkerer Verlust der Sekundarstruktur fir die Emgyezies ohne intramolekulare Disulfidbriicke dt
thermische induzierte  Denaturierung zu beobachteAOurw wr < ABwrw  cyeosaia)
(Koch, Kolenko et al., 201).
D) isoDromeQC A = 227 nm: Es ist kein Unterschied in der thermisctKonformationsstabiliti zwischen
WT und Cy—Ala Variante zu erkennen (WT: 520 #0,2°C, C®A/C™®A: 514 +0,1°C;
AOwrw wt = ABwrw cys-aia)- Bei diesem Enzym wird die thermische Konformasistabilitéioffenbardurch

andere intramolekulare Wechselwirkungen besti (Koch, Kolenko et al., 201).
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Abbildung A3 Graphische Darstellung deurch Guanidinhydrochlorid (GdmCI) induzieDenaturierun von humaner Q(
und beidenD. melanogastc QCs sowie deren Cyst—Alanin Varianter, dargestellt als GAMCI ggmc)
abhangige Veranderung c®yrw bei konstanteWellenlangeh (hQC: A = 227nm, CromeQC:A = 22: nm,
isoDromeQCA = 227 nm) beziehungsweise der relativen Fluoreszenz @Anrgswellenlangie, = 295 nm,
Detektionswellenlangie, = 337nm). Im Gegensatz zur thermisch induzierDenaturierun fiihrt die durch
GdmClinduzierte Entfaltung zum fast vollstdndigen Verlder Sekundérstrukti(©yrw — 0°cnrz/dmol,
bzw. relative Fluoreszer— 0) (vergl.Abbildung A2 Seite75).

A) Ein Verlust der intramolekularen Disulfidbrickéhrt bei der DromeQC zu einer Verringerung

chemischenKonformationsstabiliti. Der GdmC-Konzentrationsiibergangsmittelpunreduzier sich von
2,49 +0,0: Mggmc fir den WTum circa 0,3 M auf 2,17 +0,03Mggmc fir die Cy«—Ala Variante (Koch,
Kolenko et al., 2017).

B) Auch bei der hQC resultiert eine Mutation deiidee Cysteine in einer Verschiebung des Gd-
Konzentrationstibergangsmittelpunt von 3,19 +0,0 Mggmci (CD-Spektroskopie, link:/ 3,23 +0,( 3Mggmci
(Fluoreszenzspektroskopie, rechts) fur den umcirca 0,3 M zu2,87 £0,1" Mggmc / 2,94 £0,02M ggmc flr
die Cys—Ala Variante(RuizCarrillo, Koch et al., 201).

C) Fir die isoDromeQC konnte kein Einfluss der Mot C™°A/C™A auf die chemisch
Konformationsstabilitdt festgestellt werde[WT: 3,03 0,07 Mggmci (CD-Spektroskopie, link: /
2,95 +0,0: Mggmci (Fluoreszenzspektroskopie, rec, Cys—Ala Variante:3,09 +0,1' Mggmci/ 2,73 0,02
Mcamcl (Koch, Kolenko et al., 201).
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Abbildung A4 Darstellung der SDS-PAGE-Analyse von glykosylierter, unter ni-denaturierenden Bedingung
deglykosylierter sowie unter denaturierenden Bednggn deglykosylierter DromeQCDurch
Deglykosylierung tritt sowohl beim natin als auch beim denaturierten Enzym eine durchAtipaltunc
des Oligosaccharids hervorgerufene anderungder Migration vorca. 35kDa zuca. 33kDa auf. Da eit
direkter Ubergang zwischen beidFormenerfolgt (vergl. 1hinkubationdes nativen Proteins), wilauf
eine einzelne Glykosylierungsstelle der Dromegeschlosse. Da auch das native Protein deglykosyl
wird, lasst sich eine oberflachennahe Lage deso@digcharids vermuten. Nach einZeitraumvon t > 3h
konnte eine Prazipitation des nativen Enzy beobachtet werd. So dient die Glykosylierununter
anderer der Proteinlgslichkeit. Die Deglykosylierung nativBromeQC fir t = 1,5h beeinflusste 1

katalytische Aktivitét des Enzyms nic
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53* PBD150
K; =100 nM

Abbildung A5 Beitrag der Pharmakophoren zur Enzyminteraktion vBBD150 und abgeleiteten Strukturen

[*(Buchholz et al., 2006), **(Buchholz et al., 2009

Nr.  Bezeichnung
9 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3-(3-(5-methyl-1-imiddzl-yl)propyl)thioharnstoff (PQ0352)
11 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-N-(3-(5-methyl-1-imiddZbyl)propyl)cyclopropancarbothioamid
33 1-(3-(1-Imidazol-1-yl)propyl)-3-phenylthioharost
44 1-(3-(1-Imidazol-1-yl)propyl)-3-(3-methoxypheiyiioharnstoff
51 1-(3-(1-Imidazol-1-yl)propyl)-3-(3,4-dimethoxyphyl)harnstoff
53 PBD15( [1-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-3-(3-imidazol-1-yl-profythioharnstoff]
54 1-(2-(1-Imidazol-1-yl)ethyl)-3-(3,4-dimethoxypid)thioharnstoff
55 1-(4-(1-Imidazol-1-yl)butyl)-3-(3,4-dimethoxypimd)thioharnstoff
70 N-(3-(1-Imidazol-1-yl)propyl)-2-(3,4-dimethoxyphyl)ethanthioamid
81 N-(3-(1-Imidazol-1-yl)propyl)-1-(3,4-dimethoxyphyl)cyclopropancarbothioamid
85 5-(1-Imidazol-1-yl)-N-(3,4-dimethoxyphenyl)penthioamid
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Tabelle A3 Chemische Bezeichnung und Strukturformeln der gadeten kompetitiven hQC-Inhibitoren.

Bezeichnung Struktur
i HN—\\
Imidazol SN
H
I N
Benzimidazol § :@
\
N
1-Methylimidazol N/§N
-Methylimidazo — \%
1-Benzylimidazol N/§\ Q
N
H
N
N-w-Acetylhistamin \ W
NH N
o]
Cysteamin HaN~gpy
S
}*NH
o NH
S 1-(3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)-3-(3,4- /_/7
dimethoxyphenyl)thioharnstoff N O\
r
7 O
N> /
S
NH
1-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(3-(5- NH
PQO0352 methyl-1H-imidazol-1- /—/7 e}
y)propyl)thioharnstoff \[N \
V7 O
______________________________________________________________________________ N >/
2-(1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-5-((3,4- HN S o\
PQ1025 dimethoxyphenylthio)methyl)-1,3,4- <\ )
thiadiazol N NI o0—
HEQ@
Q N
N \ N
PQ1050 5-(1-(4-methoxyphenethyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol
O/
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