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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Alzheimer Krankheit

In Deutschland leben ca. 1,2 Millionen Patienten, die von einer Demenzerkrankung betroffen
sind. Medizinisch versteht man unter einer Demenz die fortschreitende Erkrankung des
Gehirns, bei der eine Minderung des Gedéachtnisses, der Intelligenz, der Orientierung, der
Urteilskraft und der Auffassungsgabe auftritt. Die Alzheimer Krankheit stellt die haufigste
Form der Demenz dar und wurde erstmals 1906 von Alois Alzheimer beschrieben. Das
Risiko einer Alzheimer Erkrankung erhéht sich mit zunehmendem Alter. Vor allem Menschen
von Uber 60 Jahren sind von der Krankheit betroffen, und aufgrund der steigenden
Lebenserwartung ist in den nachsten Jahren eine weitere Verbreitung der Erkrankung zu
erwarten. Die Alzheimer Demenz (AD) ist gekennzeichnet durch den zunehmenden Verlust
von cholinergen Nervenzellen und den damit verbundenen Mangel an Acetylcholin. Dies hat
Auswirkungen auf die geistige Leistungsfahigkeit der Betroffenen, wobei kontinuierlich
fortschreitende kognitive Stérungen spezifisch fir die Krankheit sind. Dabei treten unter
anderem Symptome wie Vergesslichkeit und zeitliche bzw. raumliche Orientierungslosigkeit
auf, sowie Stérungen der Sprache und des Denkvermdgens.

Es werden drei Stadien der Alzheimer-Demenz unterschieden: Das Pra-Demenz-Stadium,
das Fruh-/Mittelstadium und die fortgeschrittene Demenz. Das Pra-Demenz-Stadium beginnt
zum Teil Jahre vor einer diagnostizierbaren Demenz und auf3ert sich nicht nur durch
Gedachtnisstérungen, sondern auch durch unspezifische Symptome wie Depressionen oder
Sprachverstandnisstdorungen (Linn et al. 1995). Im Frih- und Mittelstadium kommt es bei den
meisten  Alzheimer-Patienten zur Diagnosestellung, da Lernprozesse und das
Kurzzeitgedachtnis eingeschrankt sind. Kommunikation und emotionales Erleben sind
hiervon nicht immer mitbetroffen (Carlesimo und Oscar-Berman 1992; Jelicic et al. 1995). An
das Frih- und Mittelstadium schlie3t sich die fortgeschrittene Demenz an, in der die
Patienten nahestehende Personen nicht mehr wiedererkennen und alltagliche Fertigkeiten
verlernen. Hinzu kommen vegetative Probleme wie Muskulaturabbau, Inkontinenz und eine
zunehmende Immobilitat. In diesem Stadium sind die Patienten vollkommen auf fremde Hilfe
angewiesen und benétigen intensive Betreuung, da tagliche Routineaufgaben wie
Nahrungsaufnahme und Hygiene unmoglich werden.

Neuropathologisch ist die Krankheit durch eine Gehirnatrophie des Kortex, besonders in
frontalen, parietalen und temporalen Bereichen gekennzeichnet. Das Vorhandensein
extrazellularer Plaques aus [(B-Amyloiden, sowie intrazellularerer Neurofibrillenblindel aus
inkorrekt phosphoryliertem Tau-Protein stellen die wichtigsten pathologischen Merkmale dar
(Braak & Braak, 1991, Selkoe, 2001) (Abbildung 1-1). Die Akkumulierung von AB-Peptiden
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und hyperphosphorylierten Tau-Proteinen fihrt zu entziindlichen Prozessen und oxidativen
Schaden, welche in synaptischen Fehlfunktionen und dem Verlust von Neuronen resultieren
(Querfurth & LaFerla, 2010).

Abbildung 1-1:
Neuropathologische  Kennzeichen
der Alzheimer Erkrankung,

Vergleich eines gesunden und eines
erkrankten Neurons: Im gesunden
Neuron liegen Tau Proteine
Mikrotubuli-assoziiert vor spielen eine
wichtige Rolle bei der Stabilitdét des
Cytoskeletts sowie dem vesikularen
Transport. Im erkrankten Neuron
assoziieren die hyperphosphorylierten
Tauproteine zu unldslichen Fibrillen
wodurch  keine  Mikrotubuli-Bindung
mehr vorliegt. Diese verlieren dadurch
ihre Stabilitast und zerfallen. Des
Weiteren sind erkrankte Neuronen
durch extrazellulare Amyloide Plaques
gekennzeichnet, bestehend aus
akkumulierten AB-Peptiden. (Abbildung
modifiziert: https://www.Alzheimer-
Forschung.de)

Gesundes Neuron

Amyloid

Erkranktes Neuron Plaque

- Tau
. Fibrillen

Zerfallende
Mikrotubuli

1.1.1 Tau-Protein-Fibrillen

In gesunden Neuronen liegen Tau-Proteine in den Axonen Mikrotubuli-assoziiert vor und
gewahrleisten die Stabilitat des Cytoskeletts, den vesikuldren Transport und somit die
neuronale Funktion. Durch Kinasen hyperphosphoryliertes Tau-Protein hingegen lagert sich
zu unléslichen paarigen Helices zusammen, wodurch es die Affinitdt zu den Mikrotubuli
verliert (lllenberger et al. 1998). Dies fuhrt zum Stabilitatsverlust und Zerfall der Mikrotubuli,
was die betroffenen Neuronen in ihrer Funktion stark einschrankt und schlie3lich zur
Degeneration fihren kann (Igbal et al. 2005). Neurofibrillare Ablagerungen kénnen nicht nur
bei AD-Patienten nachgewiesen werden, sondern auch bei anderen neurodegenerativen

Erkrankungen, welche als Tauopathien bezeichnet werden (Lee et al. 2001).
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1.1.2 Amyloid-Plaques

Ein weiteres Kennzeichen der Alzheimer Krankheit sind Amyloide Plaques, bestehend aus
akkumulierten AB-Peptiden. In gesunden Menschen ist AR ein Produkt des neuronalen Zell-
Metabolismus und Bestandteil des Plasmas und Liguors. Besteht jedoch ein Ungleichgewicht
zwischen der Produktion und dem Abbau von AB-Peptiden, fihrt dies zu einer abnormalen
und erhdhten Akkumulierung von AB, was nach der Theorie der Amyloid-Kaskade als
Hauptereignis fiur die Neurotoxizitdt und die extrazellulare Ablagerung von B-amyloiden
Fibrillen im Gehirn angesehen (Hardy & Selkoe, 2002).

1.1.3 APP-Prozessierung

AB-Peptide werden durch die enzymatische Spaltung des transmembranen
Amyloidvorlauferproteins APP (Amyloid Precursor Protein) freigesetzt, welches insbesondere
in neuronalen Zellen gebildet wird. Durch alternatives SpleiRen entstehen aus dem APP
Transkript 8 verschiedene Isoformen, wobei die drei haufigsten eine GroRe von 695, 751
bzw. 770 Aminosauren aufweisen. APP695 stellt die Hauptisoform im humanen ZNS dar
(Bayer et al. 1999). APP ist ein Typ-I-Transmembranprotein, dessen groRRerer Amino-
terminaler Bereich auf3erhalb der Zelle liegt (Ektodoméne), wéahrend sich der Carboxy-
Terminus innerhalb der Zelle befindet (intrazellulare Doméane). Der Bereich, der spater das
AB-Peptid bildet (AB-Doméne), liegt sowohl in der Ektodoméane als auch in der Zellmembran
(Abbildung 1-2). Durch Sekretasen wird das APP proteolytisch gespalten, wodurch es zur
Freisetzung des ApB-Peptids kommen kann. APP kann auf zwei verschiedene Arten
prozessiert werden (Abbildung 1-2): den Amyloidogenen und den Nichtamyloidogenen Weg.
Bei beiden wird das APP in zwei Schritten durch Sekretasen gespalten, wobei sich nur der
erste Schritt unterscheidet. Beim nicht-amyloidogenen Weg spaltet die a-Sekretase (ADAM
10, ADAM17/TACE) das APP innerhalb der AB-Doméane zwischen den Aminosauren 16 und
17, was zur Freisetzung des ldslichen APP-Fragments sAPPa fiihrt. Da die amyloidogene
Prozessierung von APP dabei verhindert wird, kann sAPPa eine neuroprotektive Wirkung
zugewiesen werden (Selkoe, 2001; Esler und Wolfe, 2001). Im zweiten Schritt spaltet ein als
y-Sekretase bezeichneter Enzymkomplex, der aus den vier Komponenten Préasenilin,
Nicastrin, APH-1 (anterior pharynx defective 1) und PEN-2 (presenilin enhancer 2) besteht
(Wolfe, 2008), den in der Transmembranregion verbliebenen Anteil des APP. Dabei wird das
sezernierte Peptid P3 freigesetzt, dem eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben wird,
sowie ein intrazellular verbleibendes Fragment, das AICD (amyloid intracellular domain)
(Haass und Selkoe 1993). AICD wird anschlieBend dber das Zytoplasma zum Kern
transportiert, wo es als Transkriptionsaktivator fungiert (Esler und Wolfe, 2001). Die Rolle
des AICD in der Alzheimer Erkrankung ist Gegenstand der aktuellen Forschung. So
beschreiben Ceglia et al., dass AICD die AB-Bildung reduziert, indem es das Gen fir WAVE1
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reguliert. WAVEL ist ein Protein, welches fur den Transport des APP vom Golgi-System zur
Zellmembran notwendig ist. AICD unterdrickt die Bildung von WAVE1, wodurch der
Transport von APP zur Zellmembran verringert wird damit weniger AR freigesetzt werden
kann (Ceglia et al. 2015). AICD wird in der Literatur ebenfalls als mdglicher
Transkriptionsregulator fir die AR-spaltende Metalloprotease Neprilysin diskutiert (Belyaev et
al. 2009, Grimm et al. 2013).

Im Amyloidogenen Weg fihrt die Spaltung von APP durch die B-Sekretase und die y-
Sekretase zur Freisetzung von AB-Peptiden mit einer Lange von vorwiegend 40 (AB40) oder
42 (AB42) Aminosauren. Die Aspartatprotease BACE | (beta-site APP cleaving enzyme |)
wurde dabei als ein Enzym mit B-Sekretase-Aktivitdt charakterisiert und generiert den N-
Terminus von AR (Vassar et al. 1999). Die Spaltung erfolgt zwischen den Aminosauren 596
und 597 des APP, wodurch das lésliche APP (sAPP) entsteht. Die C-terminale Domane
verbleibt in der Membran und wird B-C-terminales Fragment (BCTF, C99) genannt. Die
Freisetzung von AB aus dem C99 wird wiederum durch die y-Sekretase vermittelt. Dabei
entstehen hauptsachlich zwei Formen von AB mit einer Lange von 40 beziehungsweise 42

Aminosauren.

A Amyloid-Vorlaufer Protein (APP)
extrazellular intrazellular
Lipiddoppelschicht
Nicht-amyloidogene Prozessierung amyloidogene Prozessierung
B ( X X ) C Y X )
c-Sekretasel B-Sekretase 1
C83 C99
[ S G ) Q ) ( X ]
sAPPa
v-Sekretasel v-Sekretasel
( 0 @ ( ) ( ) ( ) (
sAPPa P3 AICD sAPPB AB
Abbildung 1-2

Schematische Darstellung der Prozessierung des Amyloidvorlauferproteins (APP).

A) APP ist ein Typ-lI-Transmembranprotein mit einer groReren N-terminalen extrazellularen Doméne und einer Carboxy-
terminalen intrazellularen Domane.

B) Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird durch die a- und y-Sekretase-Spaltung des APP l&sliches sAPPa
gebildet. Ebenfalls entstehen bei der Spaltung das sezernierte Peptid P3 und eine intrazellular verbleibende Doméne.

C) Bei der Amyloidogenen Prozessierung kommt es bei der APP Spaltung durch - und y-Sekretase zur Entstehung
amyloidogener Peptide (AB-Peptide) mit einer Lange von vorwiegend 40-42 Aminosauren.

(Abbildung modifiziert nach Bayer & Wirths, 2008)
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1.1.4 Risikofaktoren der Alzheimer Krankheit

Es werden zwei Arten der Alzheimer-Erkrankung unterschieden: die sporadische und die
familiare (vererbbare) Form der Alzheimer-Krankheit. Mutationen im APP bzw. in den
Prasenilin Genen gelten bei der familiar vererbbaren Alzheimer Form als Ausgangspunkt fur
ein frihes Auftreten der Krankheit (Kumar-Singh et al. 2000; Wolfe 2007). Die meisten
bekannten APP Mutationen befinden sich in der Nahe der Sekretase-Spaltstellen und flihren
zu einer Uberproduktion von AB-Peptiden oder in der Generierung von AB-Spezies mit
erhohter Aggregationsneigung. Die Doppelmutation KM596/596NL beispielsweise liegt
innerhalb der (-Sekretase Spaltstelle des Amyloidvorlauferproteins und wird als
Schwedische Mutation (APP-SW) bezeichnet. Sie resultiert in einer erhdhten Spaltaktivitéat
der B-Sekretase, was eine verstarkte AB-Entstehung zur Folge hat (Selkoe, 2001). Die
London Mutation V642I liegt dagegen C-terminal der y-Sekretasespaltstelle und fuhrt zu
einer verstarkten Bildung von AB42 (Eckmann et al. 1997). Die familiar vererbbaren, friih
beginnenden Alzheimer Formen, die vor dem 65. Lebensjahr auftreten, stellen nur einen
Bruchteil der Gesamtzahl an Erkrankungen dar. Eine weitaus gré3ere Rolle spielen die in
spaterem Lebensalter (65 Jahre und alter) auftretenden sporadischen Formen, welche 95%
der Alzheimer Patienten betreffen (Bayer & Wirths, 2010). Bei der sporadischen Alzheimer
Form sind aul3er dem hohen Lebensalter auch Risikofaktoren wie z.B. Bluthochdruck und
Ubergewicht bekannt. Als einziger bisher bekannter genetischer Risikofaktor fir die
sporadische Variante gilt das e€4-Allel des Apolipoprotein-E (ApoE)-Gens auf dem
Chromosom 19. ApoE ist als Plasmaprotein in den Cholesterol-Transport und
Fettstoffwechsel involviert. In Menschen treten drei wichtige ApoE-Allele auf: ApoE €2, ApoE
€3 und ApoE €4 (Nickerson et al. 2000). ApoE €3 tritt bei etwa 75% der europaischen
Bevolkerung auf und wird als der neutrale ApoE-Genotyp bezeichnet (Zannis et al. 1993).
Das Allel €2 kommt mit 8% selten vor und spielt eine Rolle bei der Erbkrankheit Typ-lll-
Hyperlipoproteindmie und sowohl bei erhdhtem als auch bei vermindertem Risiko fur
Atherosklerose. Diesem Allel wird jedoch ebenfalls eine protektive Wirkung und ein
vermindertes Risiko fir eine Alzheimer-Erkrankung zugeschrieben, wenn der Genotyp €2/€3
auftritt (Farrer et al. 1997, Karren et al. 2011). Der Besitz des ApoE €4 Allels, was ca. 15%
der euopdischen Bevdlkerung betrifft, wird mit einer erhdéhten Wahrscheinlichkeit, friiher an
Alzheimer zu erkranken, in Verbindung gebracht (Corder et al. 1993). Als Ursache vermutet
man dabei unter anderem eine verstarkte Amyloid-Fibrillenbildung und Neuritendegeneration
(Holtzmann et al. 2000). Etwa 60% der Patienten mit klinisch diagnostizierter Alzheimer

Krankheit sind ApoE €4-Trager.
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1.1.5 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die ursprungliche Amyloid-Hypothese der Alzheimer Krankheit geht von einer zentralen
Rolle des AB-Peptids in der pathologischen Kaskade aus, dem weitere neuropathologische
Veranderungen, wie die Bildung von neurofibrillaren Bindeln, nachgeschaltet sind (Hardy
and Allsop 1991). Es wurde postuliert, dass das Krankheitsauslésende Ereignis die
extrazellulare Aggregation von AB-Peptiden zu amyloiden Plaques sei, die durch ein
Ungleichgewicht zwischen der Produktion und dem Abbau von AB-Peptiden hervorgerufen
wird und Uber Dysfunktion von Nervenzellen und Synapsen, Nervenzellverlust, sowie einer
Atrophie spezieller Hirnregionen zur Auspragung der Alzheimer Demenz mit ihren typischen
klinischen Symptomen fihrt. Mit dieser Hypothese ist beispielsweise vereinbar, dass Tau-
Pathologien allein nicht zu Alzheimer-spezifischen Symptomen flhren. Spatere
Forschungsergebnisse fiihrten zu einer Uberarbeitung der Amyloid-Hypothese. Es hatte sich
gezeigt, dass die Anzahl extrazellularer AB-Plaques schlecht mit dem Neuronenuntergang
(Casas et al. 2004) und dem Verlust kognitiver Fahigkeiten korrelieren (McLean et al. 1999).
Neuere Forschungen gehen davon aus, dass intrazellulare I6sliche AB-Peptide und Kkleinere
Aggregate, sogenannte AB-Oligomere, eine zentrale Rolle in der pathologischen Kaskade
einnehmen (Wirths et al. 2004). Demzufolge gehen der extrazellularen Plague-Pathologie
erhdhte Spiegel an intrazelluldaren AB-Peptiden voraus, was insbesondere in einer
vermehrten Akkumulation der schlechter sekretierbaren und toxischeren AB42-Varianten
resultiert. Dies fuhrt ebenfalls zu synaptischer und neuronaler Dysfunktion und den weiteren
pathologischen Veranderungen, die bereits in der klassischen Amyloid-Hypothese
beschrieben wurden (Bayer und Wirths, 2009).
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Abbildung 1-3

Schematische Darstellung der Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese geht von einer zentralen Rolle des AB-Peptids und einem Ungleichgewicht zwischen dessen
Produktion und Abbau in der Alzheimer-Pathogenese aus. Bei der familiaren Alzheimer Form fiihrt ein gestorter APP-
Metabolismus zu erhdhter AB-Produktion. Bei der sporadischen Alzheimer Form gelten fortgeschrittenes Lebensalter sowie das
Vorhandensein des ApoE €4 Allels als Hauptrisikofaktoren, die zu einer Alzheimer Demenz fiihren kénnen. Die Akkumulierung
von AB-Peptiden fuhrt zur Bildung I6slicher Oligomere, denen Fibrillenbildung und das Entstehen diffuser Plaques und spéter
neuritischer Plaques folgt. Es wird postuliert, dass AB-Oligomere ebenfalls zu gestdrter neuronaler Funktionalitat fihren und
Entziindungsprozesse hervorrufen, die in neuronaler Degeneration und Mangel an Neurotransmittern fithren.

Die Tau Pathologie wird als ein nachfolgendes Ereignis betrachtet, wobei durch AB-Akkumulation Kinase-und
Phosphataseaktivitdten modifiziert werden, die zur Hyperphosphorylierung von Tau und Bildung neurofibrillarer Bundel fihren.
(Abbildung modifiziert nach Forlenza et al. 2010, Blennow et al. 2010 und 2015)

1.1.6 Heterogenitat der AB-Peptide

Innerhalb der Amyloid-Ablagerungen in den senilen Plaques konnten verschiedene AR-
Formen identifiziert werden. Diese Heterogenitat zeigt sich schon bei der APP-Spaltung
durch die y-Sekretase, die den C-Terminus des Peptids definiert, was zur Entstehung von
AB40 bzw. AB42 fihrt. AB42 weist im Vergleich zu AB40 zwei zusatzliche hydrophobe
Aminosauren am C-Terminus auf. Dadurch ist die Aggregationsneigung sowie die
Neurotoxizitat von AB42 hoher als die des ABR40. Deswegen wird ABR42 als die starker
amyloidogene Spezies angesehen und spielt eine grofRere Rolle in der Neuropathologie der
Alzheimer-Krankheit, obwohl sie in vivo 10fach geringer konzentriert als AB40 vorkommt (Irie
et al. 2005). Zusatzlich treten N-terminal heterogene Spezies zum Beispiel durch die
alternative BACE | Spaltstelle auf, wodurch neben AB40/42 auch AB(11-40/42) entstehen
kann. Weitere N-terminal verkirzte Formen, die aus einer Spaltung des APP hervorgehen
konnen, sind beispielsweise AB(2-40/42) und AB(3-40/42). Es wird vermutet, dass diese
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Spezies durch die kombinierte Aktivitat von BACE | und der Aminopeptidase A freigesetzt
werden (Wiltfang et al. 2001; Sevalle et al. 2009). Generell zeigen die verkurzten AB-Peptide
eine erhdhte Aggregationsneigung im Vergleich zu AB40/42 (Pike et al. 1995; He & Barrow,
1999; Schilling et al. 2006).

In den Plaques treten ebenfalls N-terminale posttranslationale Modifikationen der ABR-Peptide
auf. Dazu zahlt die spontane, nicht-enzymatische Isomerisierung von Aspartat zu Isoaspartat
(isoAsp) an den Positionen 1, 7 und 23. Diese strukturell verdnderten ABR-Peptide zeigten in
in-vitro-Experimenten eine erhohte Tendenz zur B-Faltblatt- (Fabian et al. 1994) und
Aggregatbildung (Fukuda et al. 1999), sowie eine verringerte Loslichkeit und verstarkte
Resistenz gegenlber enzymatischer Degradierung (Fonseca et al. 1999).

Zusatzlich kann die Bildung von Pyroglutamat (pE) bei N-terminal verkirztem AB an den
Positionen 3 oder 11 stattfinden (Roher et al. 1993, Saido et al. 1995). Die pE-Modifikation
entsteht durch die Zyklisierung von N-terminalem Glutamat, welche von dem Enzym
Glutaminylzyklase (QC) katalysiert wird (Schilling et al. 2004, Cynis et al. 2008).

Die Pyroglutamat-Modifikation hat einen Einfluss auf die pH-abhangige Ldoslichkeit,
Aggregationsneigung und Fibrillenmorphologie (Schilling et al. 2006, Schlenzig et al. 2009).
Die pE-Modifikation schitzt die Peptide vor dem proteolytischen Abbau durch
Aminopeptidasen und geht mit einem N-terminalen Ladungsverlust einher, weshalb pE3-
AB40/42 hydrophober als AB40/42 ist. Die daraus resultierende geringere Loslichkeit von pE-
AB im physiologischen pH-Bereich fuhrt zu einer erhohten Aggregationsneigung (Schlenzig
et al. 2009). Die Bildung der Aggregate ist hierbei bis um das 250fache gegeniiber AB40/42
beschleunigt (Schilling et al. 2006). Die pGlu-Modifikation fuihrt zu einer schnelleren Bildung
von Oligomeren und kurzen fibrillaren Aggregaten. Des Weiteren zeigen die pE-Abeta-
Peptide eine erhohte Neurotoxizitdt in neuronalen und glialen Zellkultur-Experimenten
(Russo et al. 2002). In LTP Experimenten (hippocampal long term potentiation of synaptic
response) wurde auBBerdem gezeigt, dass sich pE-modifiziertes AP negativ auf die
synaptische Funktion auswirkt, wahrend der Einfluss anderer AB-Spezies auf die LTP nicht
signifikant oder nur mit héheren Konzentrationen nachweisbar war (Schlenzig et al. 2012).
Post-mortem Analysen neuritischer Plagues von Alzheimer Patienten zeigten, dass N-
terminal verkirzte AB-Peptide und dabei im Besonderen pE-modifizierte AB-Peptide den
Hauptanteil der AR-Spezies bilden (Saido et al. 1996). Bis zu 45 % der Gesamtheit der ApB-
Peptide tragen dabei einen N-terminalen pyro-Glutamatrest (Wu et al. 2014). Zudem gibt es
Hinweise, dass pE3-AB42 die eigentlich toxische Form in der Amyloidkaskade ist (Schilling et
al. 2006; Guintert et al. 2006) und die keimbildende Spezies neurotoxischer Aggregate
darstellt. Dadurch wird pE-Abeta eine entscheidene Rolle bei der Initiierung der Alzheimer
Krankheit zugeschrieben wird (Saido, 1998; Hosoda et al. 1998).
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1.1.7 Die Rolle der Glutaminylzyklase

Die Inhibierung der Pyroglutamat-Entstehung bei N-terminal verkirzten AB-Peptiden stellt
demnach einen wichtigen Therapieansatz zur Behandlung der Alzheimer Krankheit dar. Die
Ausbildung des N-terminalen Pyroglutamats wird unter schwach sauren Bedingungen
katalysiert durch die Glutaminylzyklase (QC) (Schilling et al. 2004), wodurch sie als ein
potentielles Zielenzym der Wirkstoffentwicklung gilt. Die Katalyse folgt einer Michaelis-
Menten-Kinetik (Fischer and Spiess, 1987). Die Zyklisierung des Glutaminyl- bzw.
Glutamylrestes ist in Abbildung 1-4 dargestellt. Der Stickstoff der freien a-Aminogruppe des
Glutamins greift den y-Carbonylkohlenstoff der Seitenkette nukleophil an, woraufhin es zum
Ringschluss und zur Abspaltung von Ammoniak kommt. Tragt das Substrat ein Glutamat,
welches die natirlich vorkommende Aminosaure im AB-Peptid darstellt, erfolgt die
Zyklisierung langsamer, und anstelle von Ammoniak wird Wasser freigesetzt. In der
Forschung der Probiodrug AG werden spezifische Inhibitoren der Glutaminylzyklase
entwickelt, um die Ausbildung von Pyroglutamat zu verhindern und eine AD-Behandlung zu
ermoglichen (Schilling et al. 2008). Dadurch waren die ApR-Peptide zudem wieder zuganglich
fur den Abbau durch Aminopeptidasen. Die Plaques-Entstehung kénnte unterbunden oder

zumindest verlangsamt werden.
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Abbildung 1-4:
Schematische Darstellung der Zyklisierung von N-terminalen Glutaminyl- und Glutamylresten.

Es wurde bereits in Zellkulturexperimenten an Saugerzellen gezeigt, dass bei einer
Inhibierung der Glutaminylzyklase eine verminderte Bildung von pE-AB auftrat (Cynis et al.
2006). Weiterhin konnten Schilling et al. Erfolge durch die orale Applikation eines QC-
Inhibitors bei transgenen Mausen, welche unter anderem die Schwedische Mutation des

APP trugen, erzielen (Schilling et al. 2008). Bei Mausen, die den Inhibitor vor der
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nachweisbaren Plaquebildung (in einem Alter zwischen 10 und 12 Monaten) erhielten,
wurden uber 50 % weniger Plaques detektiert als in der Kontrollgruppe. Ebenfalls konnte
eine reduzierte Plaquezahl fir behandelte Mause gezeigt werden, welche den Wirkstoff erst
nach dem Einsetzen der Plaquebildung erhielten.

Wahrend durch die Inhibierung der Glutaminylzyklase die Entstehung von pE-AB unterdriickt
werden soll, stellen bereits gebildete N-terminal pE-modifizierte AB-Isoformen einen weiteren
wichtigen Ansatzpunkt zur Therapieentwicklung dar. Da bei einer Diagnose der Alzheimer
Erkrankung schon ein signifikanter Anteil an pE-modifizierten AB-Peptiden vorliegt, steht
dabei unter anderem die Entwicklung spezifischer Antikorper gegen diese Peptide im
Vordergrund (Acero et al. 2009; Perez-Garmendia & Gevorkian, 2013).

1.1.8 Rekombinante Herstellung von AB-Peptiden

Um Therapieansatze weiter zu entwickeln, ist es von Bedeutung, AR als pathogenes Agens
naher zu charakterisieren und weitere Einblicke in den Metabolismus des Peptids zu
erzielen. Dazu gehort auch die Erweiterung und Verfeinerung bereits existierender
struktureller Daten von AB-Oligomeren, um Verbindungen zwischen der Struktur und der
Toxizitéat der Peptide abzuleiten. Die Verflgbarkeit von AB-Peptiden stellt dabei die
Grundvoraussetzung fur die Untersuchungen dar. Der Grofteil der Forschung an AB in den
Bereichen der Biochemie, Biophysik und Zellbiologie wird mit synthetisch hergestellten
Peptiden durchgefiihrt. Die chemische AB-Synthese ist zwar Routine, jedoch relativ
zeitaufwendig. Spezielles Equipment ist zudem erforderlich und besonders bei der
Isotopenmarkierung gestaltet sich die Synthese kostenintensiv. Zusétzlich kbnnen steigende
Peptidlangen zu Aggregationen oder zu Abbaufragmenten fihren (Zarandi et al, 2007;
Tickler et al. 2001).

Eine Alternative zur chemischen Synthese ist die rekombinante Herstellung der Peptide in
Escherichia coli. Die Expression in Prokaryoten bietet mehrere Vorteile. Es kann bei
geringen Kosten eine hohe Wachstums- und Expressionsrate erzielt werden und auf
standardisierte Klonierungs- und Expressionsprotokolle zuriickgegriffen werden (Sgrensen &
Mortensen, 2005). Die rekombinante Expression ist ebenfalls fiir Strukturanalysen attraktiv,
da Isotopenmarkierte Peptide im grolen Malistab produziert und fir NMR-
Strukturuntersuchungen eingesetzt werden kénnen.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung der rekombinanten Expression von AB-Peptiden im
groRen Mal3stab, im besonderen N-terminal verkirzte Pyroglutamat-modifizierte AB-Peptide.
Rekombinante und synthetische Peptide sollten anschlielRend charakterisiert und verglichen
werden. Ein weiteres Ziel war die Herstellung von uniform **N-markiertem pE3-AB40, um den
Einfluss des Pyroglutamatrestes auf die fibrillare AB-Struktur mittels NMR-

Strukturuntersuchungen zu analysieren.
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1.1.9 Alzheimer Therapien

Die Therapie der Alzheimer Patienten richtet sich nach Stadium, Ausprdgung und
vordergriindigem Symptom ihrer Erkrankung. Die Therapiemdglichkeiten reichen von einer
antidepressiven Therapie im Frihstadium bis hin zu einer primar palliativen Therapie im
Spatstadium.

Eine symptomatische Therapie der Alzheimer Erkrankung beinhaltet zum Beispiel die
Behandlung mit Acetylcholinesterase-Inhibitoren. Die Verflugbarkeit von Acetylcholin wird
erhoht, um die Menge an cholinergen Neurotransmittern zu modulieren, wodurch das
Erinnerungs- und Denkvermdégen verbessert wird. Donepezil, Rivastigmin und Galantamin
sind zugelassene Medikamente und werden zur Behandlung von leichter bis mittelschwerer
Alzheimer Erkrankung eingesetzt (Bayer und Wirths, 2008). Ein Medikament zur Behandlung
von mittelschwerer bis schwerer Alzheimer Krankheit stellt Memantin dar. Bei
neurodegenerativen Erkrankungen wird tber verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel AR,
die Konzentration des Neurotransmitters Glutamat erhoht, was eine bestandige Aktivierung
des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptors zur Folge hat und eine Signalweiterleitung
unterbindet. Memantin wirkt als ein nichtkompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors und
es wird angenommen, dass Memantin die Neuronen vor glutamatinduziertem Zelltod schutzt,
ohne dass die physiologische Funktion der NMDA-Aktivierung, die fur kognitive Funktionen
notig ist, gestort wird. Lern- und Gedachtnisvorgdnge konnen weiter ablaufen (Wilcock
2003).

Neben der symptomatischen Behandlung gibt es auch Therapiestrategien mit
krankheitsmodifizierendem Potential. Das Konzept der p-Amyloid-Kaskade besteht seit ca.
25 Jahren und ist bis heute die bedeutendste Hypothese zur Entwicklung von AD-
Therapiestrategien (Hardy and Allsop 1991). Die Inhibierung der Glutaminylzyklase zur
Reduktion von Pyroglutamat-modifizierten Ap-Peptiden und die Immunotherapie mit
spezifischen Antikbrpern gegen verschiedene AB-Formen stellen Beispiele dieser
Behandlung der Alzheimer Erkrankung dar, um die Bildung von AB zu regulieren. Wie zuvor
erwahnt, ist Amyloid-B ein normales Produkt des zellularen Metabolismus (Haass et al.
1993), dass durch die Aktivitat der B- und y-Sekretasen aus APP freigesetzt wird. Wie bei
anderen Peptiden wird die Produktion von AR normalerweise ausgeglichen durch seine
gleichzeitige Eliminierung. Daflr sind verschiedene parallel ablaufende Mechanismen
verantwortlich, die proteolytische Degradation, Zell-vermittelten Abbau, passiven und aktiven
Transport, sowie die Aggregation und Ablagerung unldslicher Aggregate umfassen (Saido
and Leissring 2012). Einerseits stellen Biosynthetische Enzyme wie - und y-Sekretasen
primére Ziele der Wirkstoffentwicklung dar, um die Bildung von AR zu regulieren. [3-
Sekretase-Inhibitoren beispielsweise vermindern die AB-Produktion im Tiermodell (Chang et

al. 2004). Aber auch katabolische Enzyme sind wichtige Ziele, um die AB-Akkumulation zu
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verhindern oder riickgéngig zu machen (Nalivaeva et al. 2012, Hersh and Rodgers 2008).
Dabei geht es nicht um die komplette Eliminierung von AB, da dem Peptid wichtige
physiologische Funktionen zugeschrieben werden. Es gilt unter anderem als regulatorisches
Peptid und auch als Transkriptionsfaktor in neuronalen Zellen (Pearson and Peers, 2006,
Bailey et al. 2011). Die Vielzahl der Funktionen von A ist noch nicht vollstandig aufgeklart,
jedoch geht man davon aus, dass physiologische Mengen wichtig fir den normalen Zell-
Metabolismus sind und es erst als toxisch angesehen wird, wenn ein Ungleichgewicht
zwischen Produktion und Degradation auftritt. Der stabile Zustand der Konzentration an AB-
Peptiden ist essentiell und Amyloid-degradierende proteolytische Enzyme, sowie
perivaskuldare Drainage des Zentralen Nervensystems spielen eine groRe Rolle in der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts. Diese Mechanismen verschlechtern sich im Alter und
Krankheit (Weller et al. 2008, Nalivaeva et al. 2012, Hawkes et al. 2014). Es besteht die
Hypothese, dass der sporadischen Form der Alzheimer Krankheit der ungentigende Abbau
von AB zugrunde liegt (Selkoe 2001). Die Rate der Produktion und des Abbaus von AR
konnte in der Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) quantifiziert werden (Bateman et al. 2006). Es
zeigte sich, dass Patienten, die an der sporadischen Form der Alzheimer Krankheit leiden,
signifikante Defekte in der Reduktion von AR im CSF aufwiesen (Mawuenyega et al. 2010).
Diese Experimente kdnnen nicht exakt charakterisieren, welche Prozesse der AB-Reduktion
in diesen Patienten beeintrachtigt sind, jedoch deuten sie stark darauf hin, dass ein
fehlerhafter proteolytischer Abbau von A diesen Mechanismen zugrunde liegt (Saido and
Leissring 2012). Amyloid-degradierende Enzyme sind somit als ein weiterer Therapieansatz
zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit in den Fokus der Forschung geriickt.

1.1.10 Amyloid-degradierende Enzyme

Bis Anfang des 21. Jahrhunderts war das Interesse an APB-Degradation als mogliche
Behandlung der Alzheimer Erkrankung noch nicht weit verbreitet. Ein Wendepunkt in diesem
Forschungsfeld kam durch die erste Studie, die sich explizit mit dem Abbau von AR
beschaftigte (Iwata et al. 2000). Mit der Identifizierung von Neprilysin (NEP) als eine der
wichtigsten AB-abbauenden Proteasen hob diese Studie ebenfalls die Signifikanz von ApB-
Degradation bei der Alzheimer Pathogenese hervor. Weitere wichtige Ap-abbauende
Enzyme sind unter anderem Plasmin (Van Nostrand and Porter 1999; Tucker et al. 2000),
Endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1; Eckmann et al. 2001), Angiotensin-converting
enzyme (ACE; Hu et al. 2001) und das Insulin-degrading enzyme (IDE; Vekrellis et al. 2000).
Diese Proteasen, die aus verschiedenen Zelltypen stammen, degradieren AB
unterschiedlicher Konformationen und in verschiedenen Zellkompartimenten. Sie reduzieren
die AB-Akkumulation in AD-Maus-Modellen, wodurch die kognitive Leistungsfahigkeit erhdht

wurde. Von Yamin et al. wurde in aktuellen Studien die Serinprotease Acylpeptidhydrolase
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(APH) als ein AB-abbauendes Enzym postuliert, welches monomeres und oligomeres AB
degradieren kann (2007, 2009). Sie zeigten aul3erdem, dass die APH-Menge im
Gehirngewebe bei einer Alzheimer Erkrankung im Vergleich zu gesunden gleichaltrigen
Kontroll-Probanden erniedrigt ist (Yamin et al. 2007). Um dieses Enzym n&her zu
charakterisieren, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die rekombinante Herstellung und
Reinigung der APH, sowie die Untersuchung der Kinetik der AB-Spaltung. Die APH, die
mdglicherweise einen weiteren Therapieansatz in der Behandlung der Alzheimer Krankheit

darstellt, wird im folgenden Abschnitt naher beschrieben.

1.2 Acylpeptidhydrolase (APH)

Proteasen sind Enzyme, die Proteine oder Peptide spalten, indem sie die Hydrolyse von
Peptidbindungen katalysieren. Anhand ihres Katalyse-Mechanismus und der funktionellen
Gruppe im aktiven Zentrum konnen sie in die Gruppen der Serinproteasen,
Cysteinproteasen, Threoninproteasen, Aspartatproteasen, sowie Metalloproteasen
klassifiziert werden. Das Enzym APH (EC 3.4.19.) gehoOrt zur Famile der Prolyl-
Oligopeptidasen (Clan SC, Familie S9), die eine Gruppe der Serinproteasen darstellt. Zu
dieser Familie gehéren ebenfalls die Dipeptidyl Peptidase 1V, Oligopeptidase B, sowie die
Prolyl-Oligopeptidase selbst (Polgar, 2002). Tsunasawa et al. (1975) beschrieben erstmals
die Isolierung und Reinigung der APH aus Rattenleber. Der APH wird als vorwiegend
cytoplasmatisches Protein eine wichtige Rolle im Katabolismus intrazellularer, N-terminal
acetylierter Proteine zugeschrieben (Perrier et al. 2005). Das Enzym katalysiert dabei die
Hydrolyse der N-terminalen Peptidbindung, bei der als Spaltprodukte eine N-acetylierte
Aminosaure und ein Peptid mit freiem N-Terminus entstehen (Rosenblum and Kozarich,
2003). Des Weiteren spielt die APH eine Rolle bei der Entfernung oxidierter Proteine. In der
Literatur wird die Acylpeptidhydrolase auch als OPH (oxidized protein hydrolase) bezeichnet,
da sie die Eigenschaft besitzt, durch Oxidation modifizierte Proteine wie z.B.
Rinderserumalbumin proteolytisch abzubauen (Fujino et al. 2000a, Fujino et al. 2000b).
Shimizu et al. (2003, 2004) beschrieben ebenfalls die in vitro Degradation oxidativ
beschadigter Proteine durch die APH in Koordination mit dem Proteasom System, was zum
Schutz der Zelle bei oxidativem Stress beitrdgt. Zudem stellt sie ein sensitives Target fur
phosphoorganische Verbindungen dar und wurde deshalb, wie auch andere Mitglieder der
Prolyl-Oligopeptidase-Familie, als ein mdgliches Target fur Acetylcholinesterase-Inhibitoren
zur Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit bei der Behandlung von Alzheimer
genannt (Richards et al. 2000).

Das APH-codierende Gen konnte auf dem kurzen Arm des humanen Chromosoms 3p21

lokalisiert werden. Eine Deletion an dieser Stelle wird mit Lungenkrebs assoziiert, weswegen
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vermutet wird, dass die APH in der Bildung oder Ver&nderung dieser Tumore involviert ist
(Jones et al. 1991, Scaloni et al. 1992b).

Die Verbreitung der APH ist ubiquitar und wurde von mehreren Arbeitsgruppen in
unterschiedlichen Spezies und Geweben nachgewiesen, unter anderem in der Leber (Rind,
Ratte), dem Gehirn (Ratte), der Skelettmuskulatur (Kaninchen), der Darmschleimhaut
(Schwein), der Augenlinse (Rind), sowie im Cytosol von humanen und Schafserythrozyten
und im Plasma (Tsunasawa et al. 1975, Gade and Brown 1981, Marks et al. 1983, Witheiler
and Wilson 1972, Schonberger and Tschesche 1981, Radakrishna and Wold 1989, Sharma
and Ortwerth 1993, Raphel et al. 1999, Fujino et al., 2000a).

Die native APH besitzt ein Molekulargewicht von etwa 300 kDa und setzt sich aus vier
identischen, nicht kovalent verbundenen Untereinheiten zusammen, die jeweils ein
Molekulargewicht von 75-80 kDA aufweisen. N-terminal besitzt die APH die fir die Prolyl-
Oligopeptidase-Familie charakteristische B-Propeller Domane, welche fur die spezifische
Erkennung von Kkleinen Peptiden notwendig ist (Bartlam et al. 2004). Die C-terminale
Protease-Doméne der APH weist eine a/B-Hydrolase-Faltung auf, mit einer von a-Helices
umgebenen zentralen B-Faltblattstruktur. Diese beinhaltet das aktive Zentrum, bestehend
aus der fur Serinproteasen charakteristischen katalytischen Triade Serin, Aspartat und
Histidin.

Die Primarstrukturen der Ratten- und Schweine-APH konnten bereits in den 80er Jahren
aufgeklart werden, wobei zwischen den Spezies eine 90%ige Sequenzidentitat besteht (Mitta
et al 1989, Kobayashi et al, 1989). Die Nukleotidsequenz der humanen APH wurde erstmals
1996 von Mitta et al. beschrieben. Sie weist eine 91,5%ige Sequenzidentitdt zu den
Primarstrukturen der APH aus Ratte und Schwein auf. Eine weitere Strukturaufklarung der
humanen APH erfolgte 1999 von Scaloni et al. Eine Untereinheit besteht aus 732
Aminosauren und das Protein ist am N-Terminus acetyliert. Alle 17 Cysteinreste liegen in
reduzierter Form vor, es werden keine Disulfidbriicken innerhalb des Proteins ausgebildet.
Der aus der Aminosauresequenz abgeleitete theoretische isoelektrische Punkt eines
Monomers betragt 5,46, der mittels isoelektrischer Fokussierung experimentell bestimmte pl-
Wert des aus humanen Erythrozyten isolierten Homotetramers ist mit 4,1 beschrieben
(Scaloni et al. 1994).

Hinsichtlich der Substratspezifitit bevorzugt die APH acetylierte N-Termini von Alanin,
Methionin, Serin und Glycin. Positiv geladene Aminosauren (Lysin, Histidin, Arginin) haben
einen negativen Effekt auf die APH-Aktivitat (Jones and Manning 1985, Sokolik et al. 1994).
Das Enzym degradiert vorwiegend Peptide mit einer Léange von 20-50 Resten (Tsunasawa
and Sakiyama 1984), mit steigender Peptidlange verringert sich die enzymatische Aktivitat
(Scaloni et al. 1992a, 1994). Das pH-Optimum der APH ist abhdngig vom verwendeten
Substrat: Mit Acetyl-Glutamat p-Nitroanilin beispielsweise liegt das Optimum bei pH 6,
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wahrend es sich im Fall von Acetyl-Alanin p-Nitroanilin bei pH 8,4 befindet (Jones et al.
1986; Raphel et al. 1999). Da dieses Enzym eine Seringruppe im aktiven katalytischen
Zentrum besitzt, lasst es sich durch DFP (Diisopropylfluorophosphat) irreversibel inhibieren.
Acetyl-Leucin-Chloromethylketon (Ac-Leu-CMK) wirkt ebenfalls als ein Inhibitor (Scaloni et
al. 1992a).

2007 wurde die APH von Yamin und Kollegen erstmals als ein ABR-degradierendes Enzym
beschrieben. Man vermutet eine Endopeptidase-Aktivitat, wie sie zum Beispiel fur die APH
aus den Prokaryoten Pyrococcus horikoshii und Aeropyrum pernix beschrieben wurde
(Szeltner et al. 2009) und bisher bei APH aus Saugetieren nicht nachweisbar war. Yamin et
al. beschrieben, dass die vorwiegend intrazellular auftretende APH durch einen bisher
unbekannten Mechanismus ebenfalls in geringen Mengen sekretiert und aus dem
konditionierten Medium von Neuroblastoma-Zellen isoliert werden konnte. Die hydrolytische
Spaltung des AB-Peptids fand an den Positionen 13, 14 und 19 statt (Yamin et al. 2009).
Dabei degradiert das Enzym vorwiegend monomeres und oligomeres AB. Ein starker
Einfluss in der Alzheimer Krankheit wird vermutet, da man in AD Gehirnen weniger APH
nachweisen konnte als in Gehirnen gleichaltriger gesunder Probanden, was die Hypothese
untermauert, dass eine fehlerhafte oder ungeniigende Degradation zu einem
Ungleichgewicht in der Homodostase der AB-Peptide im Gehirn fuhrt und die Amyloid-
Aggregation verstarkt.
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1.3 Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Einfluss der APH auf die Homo6ostase der AB-Peptide
untersucht werden. Dieser Ansatz beruht auf der Verdéffentlichung von Yamin et al., die eine
Spaltung der AB-Peptide durch die APH beschreiben, was sie zu einem potentiellen
Zielenzym fir einen therapeutischen Ansatz zur Behandlung der Alzheimer Demenz macht.
In diesem Zusammenhang soll auch die in der Literatur diskutierte Fragestellung adressiert
werden, inwiefern Unterschiede in den Eigenschaften von chemisch synthetisierten bzw.
biologisch generierten AB-Peptiden bestehen. Die Hauptziele der vorliegenden Arbeit waren
somit die Etablierung der rekombinanten Expression der APH sowie verschiedener Ap-
Peptide und deren Charakterisierung.

Zur rekombinanten Expression der APH sollte ein System etabliert werden, welches eine
moglichst hohe Expression des Enzyms gewahrleistet. Im folgenden Schritt sollte eine
Reinigungsstrategie etabliert werden und anschlieBend die APH hinsichtlich ihrer
Substratspezifitat charakterisiert werden und mit kommerziell erhaltlichem Enzym sowie mit
Literaturdaten verglichen werden. Die rekombinante Herstellung verschiedener AB-Peptide
stellt einen weiteren wichtigen Aspekt dieser Arbeit dar. In einem geeigneten System sollte
die Expression im mg-Mal3stab etabliert werden, woraufhin sich die Optimierung der
Reinigung der Peptide anschlie3t. Darauffolgend sollte die Charakterisierung der Peptide
durchgefuhrt werden. Dabei steht die Untersuchung moglicher Unterschiede zwischen
synthetisch hergestellten und rekombinant exprimierten AB-Peptiden im Vordergrund. Die
Aggregationskinetik der Peptide wird mittels Thioflavin-T-Assay untersucht und die Fibrillen-
Morphologie der Aggregate durch Elektronenmikroskopische Aufnahmen visualisiert.
Bezugnehmend auf bereits publizierte Daten wird die APH hinsichtlich ihrer postulierten AB-
spaltenden Eigenschaft untersucht. Die Kinetik dieser Spaltung, sowie Unterschiede
hinsichtlich verschiedener AB-Varianten sollten im Rahmen dieser Arbeit betrachtet werden.
Bei der Untersuchung der enzymatischen Spaltung durch die APH soll ebenfalls auf
Unterschiede zwischen rekombinant exprimierten und synthetisch hergestellten AB-Peptiden
eingegangen werden. Die APH-Verteilung im humanen Gewebe wird ebenfalls analysiert.
Dabei werden zusatzlich vergleichende Untersuchungen von Gewebe gesunder Probanden
und von Alzheimer Patienten durchgefihrt, um einen moglichen Einfluss der APH auf die
Pathologie der Alzheimer Demenz zu charakterisieren.

Die Anwendbarkeit der rekombinant hergestellten Peptide in der Praxis wird mittels eines
BrdU-Assays untersucht. In einem letzten Schritt sollte die rekombinante Expression einer
Variante der AB-Peptide, pE3-AB40, dazu genutzt werden, dieses Peptid isotopenmarkiert
herzustellen, und es in NMR-Strukturanalysen hinsichtlich des Einflusses des

Pyroglutamatrestes bei N-terminal verkurzten AB-Peptiden zu untersuchen.
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2. Material und Methoden
Verwendete Gerédte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien, Puffer, Antikorper,

Oligonukleotide, sowie industriell gefertigte Préaparationsmaterialien (Kits) befinden sich im

Anhang.

2.1 Vektoren

Die in der Arbeit eingesetzten Vektoren sind unter Angabe des jeweiligen
Verwendungszwecks aufgelistet.

Tabelle 2-1: Verwendete Vektoren

Vektor, Hersteller Merkmale Verwendung

5369 bp, N-terminaler 6 x His-tag

pET28a+ . T7 Promotor, lacl-codierende Expression in E.coli
(Life Technologies) . r
Region, Kan
pcDNA3.1+ 5428 bp, Polyhedrin Promotor Expression in CHO-Zellen/COS-7-
(Life Technologies) Amp', Neo' Zellen
pFastBac™1 4775 bp, Polyhedrin Promotor Donor-Plasmid im Bac-to-Bac
(Life Technologies) Amp', Gentamycin' Baculovirus Expressionssystem
5643 bp, N-terminaler 6x His-tag
pET-SUMO T7 Promotor, lacl-codierende

(Life Technologies)

Region

TA cloning site, Kan'

Expression in E.coli

pET4la+
(GST-Fusions
Vektor) (Novagen)

Kan'

5929 bp, T7-Promotor, GST-tag, 6x
His-tag, lacl-codierende Region

Expression in E.coli

pJET1.2/blunt
(Life Technologies)

r

Amp

2974 bp, T7 Promotor, lacl-
codierende Region

Zwischenklonierungen in E.coli

2.2 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2-2: Verwendete Plasmide

Plasmid Merkmale Verwendung
4613 b Klonierung in pcDNA 3.1+ zur Expression in CHO-
APH in pOTB? P /COST7-Zellen

(ImaGenes GmbH,
Berlin)

Chloramphenicol’
GengrélRe 2199 bp

Klonierung in pFastBacl zur Expression im Bac-to-Bac®
Baculovirus System
Klonierung in pET28a(+) zur Expression in E.coli

AB40 in pET-
SUMO
(Klonierung durch
Dr. Schlenzig,
Probiodrug AG)

5583 bp

Kan'

GengréfRe SUMO-
AB40 474 bp

Expression in E.coli
Klonierung in pET41a+ zur Expression in E.coli
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E)T\IAAK'\-I;)QN-AB“Z n i;? bp Klonierung in pET28a(+) zur Expression in E.coli,

(Life Technologies) | GengroRe 437 bp (Herstellung weiterer A Varianten in diesem Vektor)

TEV-Protease in 2450 bp
pEX-A Amp' Klonierung in pET28a(+) zur Expression in E.coli,
(Eurofins MWG) Gengrolie 782 bp

2.3 Verwendete Bakterienstamme

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 2-3 aufgefihrt.

Tabelle 2-3: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Verwendung

E.coli DH5a F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl Allgemeine

(Life Technologies) | hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl Klonierungsarbeiten

. Stamm fur

E.coli BL21 (DE3) F ompT hsdSg (rg'mg) gal dcm rnel131 (DE3) rekombinante

(Novagen) .
Genexpression
Stamm fur

E.coli Rosetta

- - - R .
(DE3) (Merck) F ompT hsdSg(rg" mg’) gal decm (DE3) pRARE2 (Cam™) rekombinante

Genexpression

Produktion von

EffclglhenMca)Z@ F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) d80lacZAMA5 AlacX74 | rekombinantem
DHloBaZTM recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL Bacmid im Bac-to-

nupG/pMON14272/pMON7124 Bac® Baculovirus

Life Technologi i
(Life Technologies) Expressionssystem

2.4 Bakterielle Nahrmedien

Die Kultivierung der E.coli Bakterien erfolgte entweder unter Schiitteln als Suspensionskultur
(180-220 rpm) in Luria-Bertani (LB)-Medium (10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl)
oder auf Petrischalen mit LB-Agar (10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 10 g/l Agar-
Agar) bei 37 °C. Zur Selektion rekombinanter Bakterienklone wurden je nach Zielvektor
verschiedene Antibiotika und/oder Substrate in folgenden Konzentrationen (soweit nicht
anders angegeben) verwendet: Kanamycin (50 upg/ml), Ampicillin (50 pg/ml),
Chloramphenicol (50 pg/ml), Gentamycin (7ug/ml), Tetracyclin (10 pg/ml). IPTG als Induktor
des Lac-Operons wurde in einer Endkonzentration von (40 pg/ml) eingesetzt, das Substrat
X-Gal zur Blau-Weil3-Selektion mit 100 pg/ml.

2.5 Molekularbiologische Standardmethoden

2.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Mit der Methode der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction oder PCR;
Mullis et al. 1986) wird eine ausgewdahlte DNA-Sequenz gezielt in vitro vervielfaltigt. Fir die

Reaktion ist neben einer DNA Polymerase, einem geeigneten Puffer, einer Ausgangs-DNA




Material und Methoden 19

und einem Nukleotidmix das Vorhandensein von zwei sequenzspezifischen Oligonukleotiden
(Primern) notwendig. Diese wurden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen und sind
im Anhang aufgefuhrt. Fir die Amplifizierung von DNA-Fragmenten zur anschlie3enden
Klonierung wurde die thermostabile Pfu-Polymerase mit Korrekturlesefunktion aus dem
thermophilen Archaebakterium Pyrococcus furiosus verwendet. Zum Nachweis positiver
Transformanten (Kolonie PCR) erfolgte die PCR-Reaktion mit der Thermostabilen Tag-
Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Die Mutagenese-PCR Reaktionen
wurden mit Hilfe des Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla,
USA) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Zusammensetzung der Standard-
PCR Reaktionen ist in Tabelle 2-4 dargestellt.

Tabelle 2-4: Zusammensetzung von Standard-PCR Reaktionen

Komponente PCR fur Klonierung Kolonie PCR
1 pl Plasmid oder DNA aus der

Ausgangs-DNA (50 ng/pl) 1 pl Kolonie

. 5 pl 10x Pfu Polymerase 3 pl 5x Green GoTaq®-
Reaktionspuffer Reaktionspuffer Reaktionspuffer
Polymerase 1 pl Pfu-Polymerase (3U/ul) 0,1 pl GoTag® (5U/ul)
5-Primer (Forward Primer)
20 pmol/pl 1l 0.25 1
3'-Primer (Reverse Primer)
20 pmol/pl 1l 0.25 1
Nukleotidmix (10 mM) 1l 0,25 ul
Wasser 40 ul Auf 10 pl aufgefillt

Die Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktionen erfolgte mit dem Master Cycler von
Eppendorf bzw. Bio-Rad. Fir die unterschiedlichen PCRs wurden verschiedene

Temperaturprogramme benutzt (Tabelle 2-5).

Tabelle 2-5: Exemplarisches Temperaturprogramm fir eine Polymerase-Kettenreaktion
(* Die Temperaturen zur Primer Hybridisierung wurden variiert)

Schritt Temperatur Zeit Zweck
1 95 °C 2 min Denaturierung
2 95 °C 45 sec Denaturierung
3 55-65 °C* 45 sec Primer Hybridisierung
o GoTag® DNA-Polymerase: 0,7-1 kb/min .
4 [E Pfu DNA-Polymerase: 0,4-0,6 kb/min Elongation

Wiederholung der Schritte 2-4, ca. 25-30 Zyklen

5 72 °C 7 min Abschliel3ende Elongation
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2.5.2 Agarosegelelektrophorese

Zur horizontalen elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GréRRe
wurden Agarosegele in TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borséure, 2 mM EDTA, pH 8,0)
verwendet. Dabei wurden Agarosekonzentrationen je nach Fragmentgréf3e zwischen 0,8-2%
gewahlt und Spannungen zwischen 1 bis 6 V/cm angelegt. Zum Anfarben der DNA
enthielten die Agarosegele 0,5 pg/ml Ethidiumbromid. Den DNA-Proben wurde zum
Auftragen auf das Gel 0,2 Volumen Ladepuffer zugesetzt, welcher Glycerol und
Bromphenolblau enthalt. Als Referenz wurde je nach FragmentgroRe ein 1kb bzw. 100 bp
GroRenmarker verwendet. Zur Dokumentation der aufgetrennten DNA-Fragmente kam das
BioDoc-It™ Geldokumentationssystem in Verbindung mit einem Transilluminator zur
Anwendung. DNA-Fragmente, die zur Klonierung eingesetzt werden sollten, wurden aus
dem Agarosegel isoliert und mit dem Gel Extraction Spin Kit / 50 JETquick von Genomed
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die DNA wurde in 30 ul sterilem und RNAse

freiem Wasser aufgenommen.

2.5.3 Restriktionsverdau und Ligation

Zur Klonierung wurden das jeweilige gereinigte DNA Fragment und der Zielvektor mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen (NEB, Schwalbach) nach Angaben des
Herstellers verdaut. Der Reaktionsansatz fur die anschlie@ende Ligation ist in Tabelle
Tabelle 2-6 dargestellt. Die Inkubation erfolgte fur 1h bei Raumtemperatur.

Tabelle 2-6: Ansatz zur Ligation des DNA-Fragmentes in den Zielvektor

Komponente Menge
DNA-Fragment (100ng/ul) 3ul
Vektor (50ng/ul) 1l
10 x T4 DNA Ligase Puffer 1u
T4 DNA Ligase (3 U/ml) 1u
Wasser 4 ul

2.5.4 Transformation von E.coli

Nach der Ligation schloss sich die Transformation chemisch kompetenter E.coli-Zellen des
Stammes DH5a mit dem entstandenen, rekombinanten Plasmid an. Dafur wurde ein 50 pl
Aliquot der kompetenten Zellen im Eisbad aufgetaut und 5 pl des Ligationsansatzes
zugegeben. Nach der Inkubation im Eisbad fir 30 min erfolgte ein Hitzeschock fir 45 sek bei
42 °C. AnschlieRend wurden 200 pl LB-Medium zugegeben und die Zellen fur 1 h bei 37 °C
und 180 rpm im Schittelinkubator kultiviert. Zur Selektion auf transformierte Zellen wurde der
Ansatz auf eine LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Selektiv-Antibiotikum ausplattiert
und fir ca. 16 h bei 37 °C inkubiert.
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2.5.5 Isolierung von rekombinanten Plasmiden

Nach der Anzucht transformierter E.coli-Zellen ber Nacht in einem Malstab von 5 ml (siehe
2.4) wurde die Plasmid-DNA mit dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific)
entsprechend des Herstellerprotokolls aus den Zellen isoliert. Die Elution der gebundenen
Plasmid-DNA fand mit 30 pl sterilem und RNAse freiem Wasser statt. Fur die spatere
Transfektion in der Zellkultur (von CHO-/COS Zellen oder Insektenzellen) wurde die Plasmid-
DNA mit dem EndoFree® Plasmid Maxi Kit von Qiagen aus einer 100 ml-Ubernachtkultur
gewonnen. Die DNA-Konzentrationen wurden photometrisch bei 260 nm mit dem
NanoDrop2000 von Thermo Scientific nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die
Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA fuhrte die Firma GATC Biotech AG in Konstanz
durch.  Zur  Auswertung der Sequenzen kam das Programm  ClustalW
(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html), sowie die Chromas Lite Software zum

Einsatz.

2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Verwendete Zelllinien

Die in der Zellkultur verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2-7 aufgefthrt.

Tabelle 2-7: Verwendete Zelllinien (Life Technologies)

Zelllinie Bedeutung Ursprungs-Spezies Ursprung Referenz
. Cricetulus griseus .
CHO-K1 Ch'”ezsar;amswr (Chinesischer € %’:lrz'iﬂen) Puck et al. 1958
y Zwerghamster) P
Cercopithecus . . .
cos? aethiops, origin- | ¢/ copithecus aethiops _ Niere Gluzman, 1981
defective SV-40 (Grune Meerkatze) (Fibroblasten)
Spodopt . . Vaughn et al.
Sf21 ffuogisgr(j;a Spodoptera frugiperda Ovarien augigr;; a
’ . ™ -
(Bﬁ'rllg-'rllnlz-g/;-@ Trichoplusia ni Trichoplusia ni Ovarien chk2;g12et al.

2.6.2 Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte in T-Kulturflaschen, Zellkulturplatten mit
6, 24 oder 96 Vertiefungen (wells) oder Schuttelkolben bei 37 °C und 5% CO, fir Saugerzell-
Linien, bzw. 28 °C und 5% CO. fur Insektenzell-Linien. CHO- und COS7-Zellen wurden in D-
MEM:F12 (Life Technologies), 5% FBS und 50 pg/ml Gentamycin kultiviert, Sf21- und High5-
Zellen in SFM-900. Zum Passagieren wurden die Zellen entweder abgeklopft, mit
Trypsin/EDTA oder Accutase behandelt und standardmafig zweimal pro Woche nach
Angaben des Herstellers verdiinnt. Dazu wurde die Lebendzellzahl mittels Casy® Zellzahler
bestimmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte maximal bis Passage 30, anschlieend wurde

ein neuer Kryostock der entsprechenden Zelllinie in Kultur genommen.
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2.6.3 Plasmidtransfektion von COS-7, HEK293, CHO-Zellen

2.6.3.1 Transiente Transfektion von CHO- und COS7-Zellen

24 h vor der Transfektion wurden 6x10° Zellen pro well einer unbeschichteten 6-well-Platte
mit 2 ml D-MEM:F12 mit 5% FBS eingesetzt und bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Die
Transfektion erfolgte nach dem Erreichen von 80-90% Konfluenz. Dafur wurden 3-4 ug DNA
sowie 10 pl Lipofectamin 2000 (Life Technologies) jeweils in 250 pl Opti-MEM geldst und 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end mischte man beide Ansatze und inkubierte
sie fur weitere 20 min bei Raumtemperatur, wodurch sich ein DNA-Lipid-Komplex ausbildete.
Nachfolgend wurden aus dem jeweiligen well 500 ul des Mediums entfernt und 500 ul des
Transfektionsgemisches auf die Zellen pipettiert und bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Zur
Analyse der Expression erntete man die Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h. Daflr erfolgte
zunéachst das Waschen mit PBS und das Ablésen mit 800 ul Trypsin pro well. Die Reaktion
wurde nach ca. 5 min durch Zugabe von 800 pl Medium gestoppt, und die Suspension fir 5
min bei 600xg zentrifugiert. Nach dem Waschen des Pellets mit PBS erfolgte der Aufschluss
der Zellen. Dafur wurde das Pellet in 200 pl Puffer (30 mM Tris, pH 7,4) aufgenommen und
3x10 sek mit Ultraschall behandelt. Es erfolgte eine Zentrifugation flr 20 min bei 13.000xg
zum Abtrennen der Zelltrimmer, der Uberstand (= Zell-Lysat) wurde fir weitere
Untersuchungen verwendet. Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der APH wurden
20 pul des Lysats verwendet und die Ergebnisse auf das Gesamtvolumen normiert.

2.6.3.2 Transiente Co-Transfektion von APH und APP in HEK293-Zellen

Die transiente Transfektion von HEK293-Zellen wurde vergleichbar wie in CHO- und COS7-
Zellen durchgefuhrt. Bei der Co-Transfektion wurden insgesamt 6 pug DNA eingesetzt. 24 h
nach der Transfektion ersetzte man das Medium durch frisches phenolrotfreies D-MEM ohne
FBS. Nach weiteren 24 h Inkubation erfolgte das Abnehmen des Mediums zur Analyse und
das Entfernen der Zelltrimmer durch Zentrifugation fir 5 min bei 500xg. Der Uberstand
wurde aliquotiert und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C aufbewahrt. Die Anzahl der
verbliebenen Zellen der Kavitaten wurde fir die spatere Normierung der Ergebnisse (ELISA
siehe 2.9.3) mittels Casy® Zellzahler ermittelt.

2.6.3.3 Stabile Transfektion von CHO-Zellen

Die Voraussetzung fir eine stabile Expression der Fremd-DNA ist die Integration dieser in
das Wirtsgenom. Die aufgenommene DNA wird in der Zelle innerhalb von wenigen
Tagen groRtenteils abgebaut. Aus diesem Grund erfolgte die Selektion der stabil-
transfizierten Zellen Uber die Geneticin-Resistenz des Plasmids. Die Transfektion wurde
zunéchst wie in Abschnitt 2.6.3.1 durchgefiihrt. Nach ca. 3 Tagen Wachstum erfolgte die
Zugabe des Selektionsantibiotikums G418 (800 pg/ml), wodurch die nicht-transfizierten

Zellen abstarben. Nach 3-5-maligem Passagieren der Zellen wurden diese geerntet, die
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Zellzahl bestimmt und mit einer errechneten Verdinnung von einer Zelle/well in eine 96-well
Platte eingesetzt. Nach ca. 5 Tagen werden die wells auf Einzelklone hin tberpruft und
markiert. Nach dem Erreichen von 90% Konfluenz erfolgte das Uberfiihren von 30
Einzelklonen in 6-well-Platten. Nach mehrmaligem Passagieren wurden die Zellen, wie in
Abschnitt 2.6.3.1 beschrieben, geerntet und die Zell-Lysate der einzelnen Klone hinsichtlich
ihrer APH-Aktivitdt untersucht. Dazu wurden 20 pl des Lysats zur Messung der
enzymatischen Aktivitat mit dem fluorogenen Substrat Ac-Ala-AMC eingesetzt. Die Zellzahl
jedes wells wurde bestimmt und die Ergebnisse anschlieBend fiir eine bessere
Vergleichbarkeit auf eine Zellzahl von 1x10” Zellen normiert. Die Klone, welche die héchste
APH-Aktivitat aufwiesen, wurden selektiert und fir weitere Untersuchungen in vergroRertem

Malf3stab unter Zusatz von 400 pg/ml G418 weiter kultiviert.

2.6.4 Immunfluoreszenzfarbung von APH in stabil transfizierten CHO-Zellen

Die stabil transfizierten CHO-Zellen wurden zur zellularen Lokalisation der APH
folgendermafen untersucht: Am Vortag der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte das Auftragen
von 1x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 500 pl D-MEM:F12 mit 5% FBS auf ein
Deckglaschen, welches vorher in einer Kavitat einer 24-well Platte platziert wurde. Am
folgenden Tag entfernte man das Medium und wusch die Zellen mit 500 pl gekihltem PBS.
Die Fixierung der Zellen und Permeabilisierung der Membran erfolgte durch die Zugabe von
500 pl gekuhltem Methanol. Nach der Inkubation fir 20 min auf Eis wurden die Zellen 2x15
min mit PBS auf dem Schittelinkubator gewaschen. AnschlieRend wurden 2,5 ul anti-Flag-
tag Antikoérper geldst in 250 ul PBS auf die Zellen gegeben und fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte die Detektion mit Hilfe
von 2,5 pl Goat-anti-Rabbit-RedX-Antikorper in 250 ul PBS. Dies wurde auf die Zellen
pipettiert und fur zwei Stunden abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Waschen mit PBS wurde das Deckglaschen vorsichtig aus der Kavitat entfernt und auf einen
Objekttrager platziert, der mit einem Tropfen Fluorescent Mounting Medium (Dako)
vorbereitet wurde. Mit Lack wurde das Deckglas auf dem Objekttrager fixiert und zum
Trocknen bei 4 °C gelagert. Die Analyse der subzellularen Lokalisation der gefarbten

Proteine erfolgte mithilfe eines Laser-Scanning-Mikroskops (LSM; Carl Zeiss Jena).

2.6.5 Baculovirus-System

Das Bac-to-Bac® Baculovirus-Expressionssystem der Firma Life Technologies ist ein virales
Transfektionssystem zur effizienten Produktion rekombinanter Proteine in Insektenzellen.
Nach der Klonierung der APH mit einem C-terminalen Hisg-tag und einem N-terminalen Flag-
tag in den Vektor pFastBac™1 wurden kompetente E.coli-Zellen des Stammes DH10Bac™
nach Angaben des Herstellers mit dem rekombinanten Plasmid transformiert. Diese

enthalten den Baculovirus-Transfervektor (Bacmid), sowie ein Helferplasmid zur korrekten
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Insertion des Fremdgens. Dies wurde mittels Kolonie-PCR Uberprift und eine Einzelkolonie
in einem 100 ml-MaRRstab mit den entsprechenden Selektivantibiotika vermehrt. Nach der
Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA aus den Zellen (Maxiprep siehe Abschnitt 2.5.5)
erfolgte die Liposom-vermittelte Transfektion der Insektenzellen der Linie Sf21 nach
Angaben des Herstellers. Rekombinante Baculoviren wurden nach 72 h geerntet. Dieser
sogenannte P1-Stock hat einen relativ geringen Virus-Titer von ca. von 1x10°-1x10° plaque
forming units (pfu) pro Milliliter. Sf21 Zellen wurden damit erneut infiziert, um die Virusmenge
und den Virustiter zu erhéhen. Die Generierung des P2- bzw. P3 Stocks erfolgte nach
folgender Formel: Menge P1 Stock [ml] = (MOI [pfu/Zelle] x Zellzahl)/Virustiter [pfu/ml]. Die
MOI (Multiplicity of infection) ist definiert als die Anzahl der Viruspartikel pro Zielzelle. Die
Amplifizierung erfolgte mit einer MOI von 0,1 und einer Zelldichte von 1,5x10° Zellen/ml. Die
Titerbestimmung der viralen Stocks wurde mit dem End point dilution assay nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Die viralen Stocks P2 und P3 erreichen einen Virustiter von ca.
1x10°-1x108. Mit dem viralen P3-Stock wurden nun neue Sf21-Zellen oder HighFive™-Zellen
zur Proteinexpression infiziert. Daftr fand zunachst ein Expressionstest in einer
unbeschichteten 6-well-Platte statt. Pro Kavitat wurden 2x10° Zellen in 2 ml Gesamtvolumen
eingesetzt und P3-Virusstock mit einer MOI von 1 zugegeben (Virustiter 1-1,5x10" pfu/ml).
Nach der Kultivierung der infizierten Zellen wurde der Zellkulturiiberstand nach 48 h, 72 h
bzw. 96 h analysiert. Fiir die Ernte des Uberstandes erfolgte die Zentrifugation der Zellen fir
5 Minuten bei 500%xg. Zur Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt der APH (siehe 2.8.1)
wurden jeweils 20 pl des Uberstandes eingesetzt. Nach der Bestimmung der optimalen
Bedingungen erfolgte die Expression des Zielproteins im 100 ml-Maf3stab im Schiittelkolben.

2.6.6 Quantitative PCR (QRT-PCR)

Um die Transkriptmenge der APH in verschiedenen humanen Geweben zu untersuchen,
wurden quantitative PCR (gRT-PCR)-Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurde Gesamt-
RNA aus verschiedenen humanen Geweben bezogen (FirstChoice® Human Total RNA
Survey Panel, Life Technologies). Des Weiteren sollten vergleichende Untersuchungen an
Gehirngewebe (Temporallappen) von an Alzheimer erkrankten Patienten und dem Gewebe
gesunder Probanden durchgefiihrt werden. Die daflir verwendeten RNA-Proben wurden von
Banner Health, Arizona, bezogen. Nach der Reversen Transkription der RNA (1pg) in cDNA
erfolgte die quantitative PCR, bei der die SYBR® Green I-Technologie angewendet wurde.
Der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green wird dabei zur Detektion und
Quantifizierung der entstandenen doppelstrangigen DNA eingesetzt. Es wurden 1 pl cDNA
mit 0,75 pl Primer 1 (Konzentration 100 pmol/pl), 0,75 pl Primer 2 (Konzentration 100
pmol/ul), 7,5 pl gPCR Mastermix Rotor-Gene®-SYBR®-Green versetzt. Die Messung der
Proben erfolgte im Cycler Rotor-GeneTM 3000 unter Verwendung des folgenden PCR-

Programms: Initialer Aktivierungsschritt (5 min, 95 °C), Denaturierung (5 sek, 95 °C) und
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Anlagerungs-und Extensionsschritt (15 sek, 60 °C). Die verwendeten Primer sind in Tabelle
2-8 dargestellt. Die Ergebnisse wurden mit der Rotor-Gene Operating-Software mit der
komparativen Methode ausgewertet. Dabei erfolgte eine Auswertung der relativen mRNA-
Expressionsrate im Vergleich zu einer Kontrolle, beziehungsweise zu den Referenzgenen
YWHAZ, Sysl und TTI2.

Tabelle 2-8: Primer der qRT-PCR

Genname Verwendete Primer Primer Sequenz

APH (Homo sapiens N-

acylaminoacyl-peptide hAPEH-Forward GGCAACATCTCTGTGCTTGA

hydrolase (APEH), mRNA) hAPEH-Reverse AAGAGACAGCCAGGGAGTCA

NM_001640.3

YWHAZ (Homo sapiens

tyrosine 3-

22:22%32::22/25\5‘;52?” > | hYWHAZ-Forward AGCAGGCTGAGCGATATGAT
. . hYWHAZ-Reverse TCTCAGCACCTTCCGTCTTT

protein, zeta polypeptide

(YWHAZ), transcript variant 1,

mRNA) NM_003406.2

hSysl (Homo sapiens SYS1

22%;?;:2'f)ergtgil;eﬁ;?rlmlog (s, | nSysi-Forward GGCTGTGCTGATAGTGCTGA
- . hSysl-Reverse AAAGGGAGAAGGTGGCCTAA

cerevisiae) (SYS1), transcript

variantl,mRNA),NM_033542.3

?;('j S&T\/‘;;T‘:ﬁ;fotr'szsue hTTI2-Forward GGGCCCTACTTCTCCGTTAC

hTTI2-Reverse CACACTGGTCGTCCACACTC

(TFPI2),MRNA),NM_006528.2

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Expressionsanalyse in E.coli

Der Expressionstest in den E.coli Stammen BL21 (DE3) und Rosetta™ (DE3) erfolgte in
einem Maf3stab von 3 ml. Dazu wurde eine Vorkultur mit LB-Medium verdunnt und Kulturen
mit einer OD600 von 0,3 angesetzt und bei 37 °C bis zum Erreichen einer OD600 von ca. 0,8
schittelnd inkubiert. Anschlielend erfolgte die Induktion der Expression mit IPTG-
Konzentrationen in einem Bereich von 10 uM bis 1 mM im Ansatz. Bei dem Expressionstest
wurden verschiedene Inkubationszeiten nach der Induktion getestet, die zwischen 4 und 16
Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen (Raumtemperatur, 30 °C, 37 °C) lagen. Eine
madgliche Optimierung der Expression wurde auch durch die Zugabe von 1% Glukose
und/oder 2% Ethanol untersucht. Zur Analyse der Expression erfolgte die Aufnahme der
E.coli Zellen in 500 pl Lyse-Puffer (50 mM Kaliumphosphat, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, 10
% Glycerol, 0,5 % Triton, 10 mM Imidazol), gefolgt von einem dreimaligen Frost-Tau-Zyklus
zur Lyse (Trockeneis, 42 °C Wasserbad). AnschlieRend wurden die Proben sonifiziert (3
Zyklen, 75%, 10 sec). Nach der Zentrifugation bei 13.000xg fir 20 min bei 4 °C wurde der
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Uberstand (lésliche Fraktion) abgenommen. Das Zellpellet (unlésliche Fraktion)
resuspendierte man in 400 pl Puffer (30 mM Tris, pH 7,5). Uberstand und Pellet wurden zur
Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt, sowie zur Analyse mittels SDS-PAGE und
Western Blot verwendet.

Nach der Bestimmung der optimalen Bedingungen zur Proteinexpression, erfolgte diese im
vergrof3erten Maf3stab von 6 L E.coli Schittelkultur. Dazu wurde eine Vorkultur aus 3x100 ml
LB Medium aus dem entsprechenden Glycerolstock unter Zugabe des Selektivantibiotikums
angesetzt und Uber Nacht bei 37 °C und 120 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurde daraus
eine Hauptkultur mit einem Volumen von 6 L mit einer Ausgangs-OD600 von 0,3 angesetzt.
Diese inkubierte man schuttelnd bei 37 °C (Infors HAT multitron bei 90-120 rpm), beim
Erreichen einer OD600 von 0,8 erfolgte die Induktion mit der beim Expressionstest
ermittelten optimalen IPTG-Konzentration sowie die Zugabe von Ethanol und/oder Glukose.
Die Expressionsbedingungen der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2-9

dargestellt.

Tabelle 2-9: Rekombinante Expression in E.coli: Verwendete Plasmide und Expressionsbedingungen

Plasmid E.coli IPTG Expressionsbedingungen Zusatze
Expressionsstamm
APH Rosetta (DE3) 10 uM Raumtemperatur 2% Ethanol
(pET28a+) 16 Stunden
SUMO-AR40 Rosetta (DE3) 50 uM Raumtemperatur
(PET-SUMO) 16 Stunden
GST-AB BL21 (DE3) AB42, Q3-AB40: Raumtemperatur
(pET41la+) 100uM 16 Stunden
NANP-AB BL21 (DE3) AB40, Ap42, Raumtemperatur
(PET28a+) Q3-AB42: 100 uM 16 Stunden
Q3-AB40: 500 pM
scULP Rosetta (DE3) 750 uM 37 °C, 4 Stunden
(PET28a+)
TEV-Protease BL21 (DE3) 1 mM Raumtemperatur 1% Glukose
(PET28a+) 16 Stunden

2.7.2 Zellaufschluss mittels Hochdruck-Homogenisation

Die E.coli Suspensionskulturen wurden nach der Expression im groRen Maflistab (6L)
folgendermalen aufgeschlossen: Nach der Zentrifugation der Kultur (Beckmann Avanti J20;
8000xg, 15 min, 20 °C, Rotor JLA 8.1000) wurde das Zellpellet in ca. 250 ml Puffer
(Auftragspuffer/Equilibrierungspuffer  fiur  die  folgende  Reinigung) resuspendiert.
AnschlieRend erfolgte der Aufschluss mittels Hochdruck-Homogenisation (French Pressure
Cell Press, Thermo Scientific) bei 1000-1200 psi in drei Wiederholungen nach Angaben des

Herstellers. Dazwischen wurde die Suspension auf Eis gekuhlt. Die Zelltrimmer wurden
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durch anschlieRende Zentrifugation (4 °C, 1 h, 108.000xg) entfernt, die Reinigung des
Uberstandes erfolgte entsprechend der Beschreibung im jeweiligen Abschnitt.

2.7.3 Proteinreinigung

Bei der Reinigung der rekombinanten Proteine nach dem Zellaufschluss wurden folgende
chromatographische Verfahren angewendet: Die Metall-Chelat-Affinitatschromatographie
unter Verwendung einer Ni-NTA-S&ule beruht auf der reversiblen Bindung der Histidinreste
des Zielproteins (6x His-tag) an die Nickel-lonen des Saulenmaterials. Die Elution erfolgt
unter Zusatz von Imidazol. Bei der Gelfiltration (Gr63enausschlusschromatographie) handelt
es sich um ein nicht-adsorptives Chromatographieverfahren, dass auf der Trennung von
Proteinen oder Peptiden aufgrund ihrer unterschiedlichen molekularen GréRe beruht. GroR3e
Molekule durchlaufen die Gelmatrix schneller, kleine Molekile eluieren spater, da sie in die
Poren des Gelfiltrationsmaterials eindringen kénnen. Bei der lonenaustausch-
Chromatographie werden Proteine anhand ihrer Interaktion mit dem geladenen
Saulenmaterial getrennt. Bei der Anionenaustausch-Chromatographie binden negativ
geladene Proteine oder Puffermolekile an positive Ladungstrager der Matrix. Die Elution
erfolgt durch Erhdéhung der Salzkonzentration, was die Verdrdngung des gebundenen
Proteins zur Folge hat. Bei der Hydrophoben Interaktionschromatographie beruht die
Trennung auf Wechselwirkungen unpolarer Oberflachenregionen des Proteins mit der
hydrophoben stationdren Phase. Die Wechselwirkungen entstehen dabei durch eine erhéhte
Salzkonzentration (Ammoniumsulfat), die Elution wird anschlieRend mit einem sinkenden

Salz-Konzentrationsgradienten durchgefihrt.

2.7.3.1 Expression und Reinigung von APH aus Sf21 Zellen (Baculovirus-
Expressionssystem)
Die Reinigung der rekombinanten Acylpeptidhydrolase erfolgte aus 100 ml
Suspensionskultur transfizierter Sf21 Zellen. Dazu wurden 1,5x10° Zellen in einem
Gesamtvolumen von 100 ml mit APH-P3-Virusstock mit einer MOl von 1 (Virustiter 1x10’
pfu/ml) infiziert. Der Uberstand wurde nach 72 Stunden durch Zentrifugation bei 500xg
geerntet und auf eine Endkonzentration von 15% Ammoniumsulfat eingestellt. Nach einer
anschlieRenden Zentrifugation bei 30.000xg fiir 30 min wurde der Uberstand mittels Ni-NTA-
Affinitatschromatographie und anschlieBender Gelfiltration, wie in Tabelle 2-10 beschrieben,
gereinigt. Anschliel3end erfolgte das Aliquotieren der gereinigten APH und das Einfrieren bei

-20 °C unter Zusatz von 10% Glycerol (v/v).
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Tabelle 2-10: Reinigung der Acylpeptidhydrolase aus Sf21 Zellen

Reinigungsschritt 1 2
Chromatographische Ni-NTA Gelfiltration
Methode Affinitdtschromatographie
Saulenmatrix Chelating Sepharose Fast Flow Superdex 200
(Amersham Biosciences) (10 mm x 300 mm)
Saulenvolumen 20 ml 24 ml
Equilibrierung

Puffer | 40 mM Tris 40 mM Tris
300 mM NacCl 50 mM NacCl
15% Ammoniumsulfat
pH | 7,4 7.4
Volumen | 5CV 5CV
Probenauftrag 100 mi 500 pl
(von ca. 15 ml)
Waschen
Puffer | 40 mM Tris
50 mM NaCl
15% Ammoniumsulfat
pH | 7,4
Volumen | 4 CV
Elution
Puffer | 40 mM Tris 40 mM Tris
50 mM NaCl 50 mM NaCl
15% Ammoniumsulfat
500 mM Imidazol 7,4
pH | 7,4 5CVv
Volumen | Gradient Uber 6 CV
Probenvorbereitung fur den Konzentrierung der Probe mittels
folgenden Schritt Zentrifugal-Ultrafiltrationseinheit
(Ausschlussvolumen 10.000 Da)

2.7.3.2 Expression und Reinigung von APH aus E.coli

Die Expression der rekombinanten Acylpeptidhydrolase in E.coli Suspensionskultur fand im 6
L MaRstab unter den zuvor optimierten Bedingungen statt (sieche Tabelle 2-9). Nach dem
anschlieenden Aufschluss der Zellen mittels Hochdruck Homogenisation (siehe Abschnitt
2.7.2) Ni-NTA-Affinitats- und
Anionenaustausch-Chromatographie wie in der folgenden Tabelle 2-11 beschrieben. Die

erfolgte die Reinigung des Uberstandes mittels

gereinigte APH wurde bei 4°C aufbewahrt.

Tabelle 2-11: Reinigung der rekombinanten Acylpeptidhydrolase aus E.coli Rosetta (DE3)

Reinigungsschritt 1 2 3

Chromatographische Ni-NTA Ni-NTA IEX
Methode Affinitdtschromatographie Affinitdtschromatographie | Anionenaustausch-
Chromatographie

Saulenmatrix EBA Streamline Column

(Amersham Biosciences)

Chelating Sepharose Mono Q
Fast Flow (GE Healthcare)

Saulenvolumen Volumen expandiert 245 20 ml 8 ml
ml (Auftrag, Waschen)
Volumen verdichtet 100 ml

(Elution)
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Equilibrierung
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris 30 mM Bis-Tris
300 mM NacCl 100 mM NacCl
pH | 7,4 pH 7,4 7,0
Volumen | 5 CV 5CV 5CV
Probenauftrag 1L 90 ml 100 mi
Waschen 1
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris 30 mM Bis Tris
300 mM NacCl 300 mM NacCl
10 mM Imidazol 10 mM Imidazol
pH | 7,4 7,4 7,4
Volumen | 5 CV 5CV 3CV
Waschen 2
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris
50 mM NacCl 50 mM NacCl
10 mM Imidazol 50 mM Imidazol
pH | 7,4 7,4
Volumen | 5 CV 5CvV
Elution
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris 30 mM Bis-Tris
50 mM NaCl 50 mM NaCl 500 mM NaCl
500 mM Imidazol 350 mM Imidazol
pH | 7,4 7.4 7,0
Gradient tiber 10 CV Gradient Giber 10 CV
Volumen | 90 ml 90 ml 15 mi
AnschlieBende Dialyse
Puffer | 50 mM Tris 30 mM Bis-Tris 40 mM Tris
100 mM NacCl 50 mM NaCl
pH | 7,4 7,0 7,4

2.7.3.3 Expression und Reinigung der SUMO-Protease scULP aus E.coli

Die Isolation der C-terminalen katalytischen Domane der Ulpl (EC=3.4.22.68, 621 AA),
welche als scULP bezeichnet wird (gi 8569259) und eine GréRe von 221 Aminosauren hat,
erfolgte aus dem Hefestamm Saccharomyces cerevisiae. Dazu wurde eine Hefekolonie in 20
pl 0,25% DMSO in Wasser (v/v) aufgenommen und 5 min bei 95 °C erhitzt. Die
anschlielende PCR zur Amplifikation der scULP, wobei man gleichzeitig die
Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung einfligte, wurde mit der Pfu-Polymerase
durchgefuhrt (siehe Anhang). Das entstandene Konstrukt mit einer Lange von 681 bp wurde
in den Vektor pJET nach Angaben des Herstellers zwischenkloniert. Nach der Uberprifung
der Sequenz wurde diese mittels der eingefiigten Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol
gerichtet in den Expressionsvektor pET28a+ kloniert, sodass die Sequenz zusatzlich den
vektorinternen N- und C-terminalen His-tag beinhaltet und eine Groéf3e von 750 bp aufweist
(249 Aminosauren, Molekulargewicht 28995.9 Da). Nachdem die optimalen Bedingungen
ermittelt wurden (Tabelle 2-9), erfolgte die Expression in einer E.coli Suspensionskultur mit
einem Volumen von 1 L. Nach dem Zellaufschluss (Abschnitt 2.7.2) wurde der Uberstand
mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie Uber den N- und C-terminalen His-tag gereinigt,

wie in Tabelle 2-12 beschrieben. Nach der Reinigung wurde die scULP durch Dialyse in den
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Reaktionspuffer (Malakhov et al. 2003) uberfiihrt und bei -80 °C unter Zusatz von 50% (v/v)
Glycerol gelagert.

Tabelle 2-12: Reinigung der rekombinanten scULP aus E.coli Rosetta (DE3)

Reinigungsschritt 1
Chromatographische Methode Ni-NTA
Affinitatschromatographie
Saulenmatrix Chelating Sepharose Fast Flow
(Amersham Biosciences)
Séaulenvolumen 5ml

Equilibrierung
Puffer | 50 mM NaH2PO,4
300 mM NaCl
pH | 7,2
Volumen | 5CV

Probenauftrag 150 ml

Waschen
Puffer | 50 mM NaH2PO4
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
pH | 7,2
Volumen | 4 CV

Elution
Puffer | 50 mM NaH2PO,4
300 mM NaCl
200 mM Imidazol
pH | 7,2
Volumen | Stufengradient: 100 mM Imidazol 6 CV
150 mM Imidazol 6 CV

Dialyse
Puffer | 50 mM Tris
300 mM NaCl
1ImM DTT
0,2% Triton
pH | 8,0
Volumen | 2x 2L

2.7.3.4 Expression und Reinigung von SUMO-AB40 aus E.coli

Die kodierende Sequenz des Peptids AB40 lag bereits als Fusionskonstrukt im Vektor pET-
SUMO vor, die Klonierung wurde zuvor von Dr. D. Schlenzig (Probiodrug AG) durchgefuhrt.
Nachdem die optimalen Bedingungen ermittelt wurden (Tabelle 2-9), erfolgte die Expression
in einer E.coli Suspensionskultur mit einem Volumen von 6 L. Nach dem Zellaufschluss
(Abschnitt 2.7.2) erfolgte eine Zwei-Schritt-Reinigung bestehend aus Ni-NTA-
Affinitatschromatographie tber den vektorinternen N-terminalen His-tag und anschlieRender
Hydrophober Interaktionschromatographie, wie in Tabelle 2-13 beschrieben. Nach der
abschlielenden Dialyse wurde die Probe mittels Zentrifugal-Ultrafiltrationseinheit

(Ausschlussvolumen 10.000 Da) auf 75 ml konzentriert und bei -20 °C aufbewahrt.
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Tabelle 2-13: Reinigung des rekombinanten Fusionsproteins SUMO-AB40 aus E.coli Rosetta (DE3)

Reinigungsschritt 1 2
Chromatographische Ni-NTA Hydrophobe
Methode Affinitatschromatographie Interaktionschromatographie
Saulenmatrix EBA Streamline Column Butylsepharose (GE Healthcare)
(Amersham Biosciences)
Saulenvolumen Volumen expandiert 245 ml 10 ml
(Auftrag, Waschen)
Volumen verdichtet 100 ml
(Elution)
Equilibrierung
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris
500 mM NacCl 1M (NH4)2S04
pH | 8,0 8,0
Volumen | 5 CV 5CV
Probenauftrag 1L 180 ml
Waschen
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris
500 mM NacCl 1M (NH4)ZSO4
50 mM Imidazol
pH | 8,0 8,0
Volumen | 4 CV 5CV
Elution
Puffer | 50 mM Tris 50 mM Tris
350 mM Imidazol
pH | 8,0 8,0
Ammoniumsulfat Stufengradient
(A M,09M,0,8M,0M (NH4)2SOa4)
Volumen | 120 ml Uber 210 ml
Probenaufbereitung Zugabe von 60 ml 3 M Dialyse gegen folgenden Puffer
Ammoniumsulfatldsung 30 mM Tris
(1 M (NH4)2S0O4 im Ansatz) pH 8,0

Zur anschlieBenden Abspaltung des SUMO-Fusionspartners und Freisetzung des Ap40-
Peptids wurde die scULP1-Protease in einem molaren Verhaltnis von 1:80 eingesetzt und
die Losung fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die weitere Reinigung der A[-
Peptide wurde mittels Umkehrphasen-HPLC durchgefiihrt, beschrieben in Abschnitt 3.2.1.2.

2.7.3.5 Expression und Reinigung von (NANP)1s-AB aus E.coli

Die AB-Fusionsproteine wurden rekombinant im Vektor pET28a+ im E.coli
Expressionsstamm BL21(DE3) mit N-terminalem His-tag exprimiert. Nach der Ermittlung der
optimalen Bedingungen (Tabelle 2-9), erfolgte die Expression in einer E.coli
Suspensionskultur mit einem Volumen von 6 L. Nach dem Zellaufschluss (Abschnitt 2.7.2)
wurde der Uberstand mittels Ni-NTA-Affinitaitschromatographie unter Zusatz von 6M
Guanidiniumchlorid Uber den N-terminalen His-tag gereinigt, wie in Tabelle 2-14

beschrieben.
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Tabelle 2-14: Reinigung des rekombinanten Fusionsproteins (NANP)1o-AB aus E.coli BL21

Reinigungsschritt 1 2
Chromatographische Methode | Ni-NTA Entsalzung
Affinitdtschromatographie (GréRenausschlusschromatographie)
Saulenmatrix EBA Streamline Column Sephadex G25 ( ,Hi Prep 26/10
(Amersham Biosciences) Desalting Column®)
Saulenvolumen Volumen expandiert 245 ml 53 ml

(Auftrag, Waschen)
Volumen verdichtet 100 ml

(Elution)
Equilibrierung
Puffer | 30 mM Tris 10 mM Tris
6 M Guanidiniumchlorid 0,5 mM EDTA
1 mMDTT
0,1 M NacCl
pH | 8,0 8,0
Volumen | 5 CV 5CV
Probenauftrag 1000 mi Ca. 10 ml
Waschen
Puffer | 30 mM Tris
6 M Guanidiniumchlorid
20 mM Imidazol
pH | 6,0
Volumen | 4 CV
Elution
Puffer | 30 mM Tris
6M Guanidiniumchlorid
250 mM Imidazol
pH | 6,0
Volumen | Ca. 250 ml
Probenvorbereitung fur den Konzentrierung der Probe mittels
folgenden Schritt Zentrifugal-Ultrafiltrationseinheit

(Ausschlussvolumen 10.000 Da)

Um die Proben mittels SDS-PAGE zu analysieren, erfolgte eine Ethanolfallung zur
Entfernung des Guanidiniumchlorids. 25 ul Probe wurden dazu mit 225 pl kaltem Ethanol
versetzt, durchmischt und fiir 20 min auf Trockeneis inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
Zentrifugation fur 5 min bei 4 °C (15.000xg). Die Pellets wurden mit 250 pl kaltem, 90%igem
Ethanol gewaschen. Danach wurden sie getrocknet, in Probenpuffer geldst, denaturiert und
mittels SDS-PAGE analysiert. Die Probe wird anschlie@end entsalzt, um das
Guanidiniumchlorid zu entfernen und das Fusionsprotein in den TEV-Protease-
Reaktionspuffer zu Uberfuhren. Fir die folgende Spaltung wurde die rekombinant
hergestellte TEV-Protease in einem molaren Verhdltnis von 1:20 eingesetzt. Zur Erzeugung
des N-terminalen Pyroglutamats bei Q3-AB40/42 erfolgte gleichzeitig die Zugabe der
Glutaminylzyklase im molaren Verhdltnis von 1:2000. Die Inkubation fand fur 12-16h bei
Raumtemperatur statt. Durch die Aggregation der AB-Peptide nach der Abspaltung kdnnen
diese durch Zentrifugation (10 min, 9000xg) sedimentiert werden. Das Pellet wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die weitere Reinigung der AB-Peptide erfolgte
mittels Umkehrphasen-HPLC/Umkehrphasen-Chromatographie (siehe Abschnitt 3.2.2.2).
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2.7.3.6 Expression und Reinigung der TEV-Protease aus E.coli

Die TEV-Protease wurde rekombinant im Vektor pET28a+ im E.coli Stamm BL21(DE3) mit
N-terminalem His-tag und C-terminalem Flag-tag exprimiert. Nach dem Expressionstest und
der Optimierung der Bedingungen (Tabelle 2-9), erfolgte die Expression in einer E.coli
Suspensionskultur mit einem Volumen von 6 L. Nach dem Zellaufschluss (Abschnitt 2.7.2)
wurde der Uberstand mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie tiber den N-terminalen His-
Tag gereinigt, wie in Tabelle 2-15 beschrieben. Es schloss sich eine Dialyse (50 mM
HEPES, 50 mM NacCl, 10% Glycerol, pH 7,5), sowie ein Aufkonzentrierungsschritt mittels
Zentrifugal-Ultrafiltrationseinheit (Ausschlussvolumen 10.000 Da) auf ca. 5 mg/ml an. Die
TEV-Protease wurde bei -80 °C aufbewabhrt.

Tabelle 2-15: Reinigung der rekombinanten TEV-Protease E.coli BL21 (DE3)

Reinigungsschritt 1
Chromatographische Methode Ni-NTA
Affinitdtschromatographie
Saulenmatrix EBA Streamline Column
(Amersham Biosciences)
Saulenvolumen Volumen expandiert 245 ml

(Auftrag, Waschen)
Volumen verdichtet 100 ml
(Elution)

Equilibrierung
Puffer | 50 mM HEPES
800 mM NaCl
10% Glycerol
10 mM Imidazol
pH | 7,5
Volumen | 5 CV

Probenauftrag 700 ml

Waschen
Puffer | 50 mM HEPES

50 mM NacCl

10% Glycerol

Schritt 1: 50 mM Imidazol
Schritt 2: 200 mM Imidazol

pH | 7,5
Volumen | 5 CV

Elution
Puffer | 50 mM HEPES
50 mM NacCl
10% Glycerol
250 mM Imidazol
pH | 7,5
Volumen | Ca. 200 ml

2.7.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Analyse von Proteinen, die
entsprechend ihres Molekulargewichts im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Durch den

Zusatz des Detergens SDS werden die Proteine denaturiert, auRerdem wird die Eigenladung



Material und Methoden 34

der Proteine durch die Anlagerung des negativ geladenen SDS (ca. 1 Molekul pro 1,6
Aminoséauren) Uberdeckt. Dadurch bewegen sich die Proteine im Gel annéhernd proportional
zu ihrer Grof3e. In der vorliegenden Arbeit wurden verschieden prozentige Polyacrylamidgele
mit einer Starke von 1 mm zur Analyse von Proteinen verwendet (Tabelle 2-16). Fir die
reduzierende Elektrophorese wurden die Proben mit 4 x SDS-Probenpuffer (Roti®-Load 1,
Roth) im Verhaltnis 1:3 (v/v) versetzt und 5-10 min bei 95 °C inkubiert. Die Elektrophorese
fand in einer mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1% (w/v) SDS) geflillten

vertikalen Trennkammer bei einer konstanten Spannung von 120 V statt.

Tabelle 2-16: Zusammensetzung eines Polyacrylamidgels

Komponente Sammelgel Trenngel
P 3% 10 % 12% 17,5 %
Wasser 4,85 ml 3,95 ml 1,95 ml
Sammelgel-Puffer
(500 mM Tris/HCI, pH 6,8) e ml e e
Trenngel-Puffer
(1L,5MTris’HCl, pH8,8) | 7 2,8 ml 2,80 ml 2,8 ml
Acrylamid 0,75 ml 3,75 ml 4,50 ml 6,5 ml
10 % APS 40 pl 60 pl 60 pl 60 pl
10 % SDS 150 ul 225 pl 225 ul 225 i
TEMED 12 ul 18 pl 18 ul 18 pl

Zur Untersuchung der AB-Peptide kamen zusatzlich Novex® 10-20% Tris-Tricin Fertiggele
(Life Technologies) zum Einsatz. Die Proben wurden dazu mit 2x Novex® Tricin
Probenpuffer versetzt und 5-10 bei 95 °C inkubiert. Die Elektrophorese wurde bei 100 V mit
dem Tris-Tricin SDS Puffer (Biorad) durchgefiihrt. Die Farbung der Proteinbanden erfolgte
durch Inkubation des Gels fir 10-20 min in Coomassie Farbelésung (50 % Methanol, 10 %
Essigsaure, 0,025 % Serva blue W), die Entfarbung des Hintergrundes fand durch
mehrmaliges Waschen in 10 % Essigsaure statt. Zur sensitiveren Detektion geringer Protein-
und Peptidmengen wurde alternativ eine Silberfarbung nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt (Thermo Scientific, Pierce)

2.7.5 Western Blot-Analyse

Beim Western Blot wurden die zuvor Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mittels
Elektrophorese im Semi-Dry Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, um das
immobilisierte Zielprotein anschlieBend durch Antikorper spezifisch detektieren zu kénnen.
Es kam ein diskontinuierliches Puffersystem zur Anwendung (Kyhse-Andersen, 1984).
Filterpapier und Membran wurden auf die jeweilige GelgrofRe zugeschnitten und im
dazugehorigen Losungsmittel fir funf Minuten equilibriert. Auf die Anode der Blotapparatur
(BioRAD) wurden anschlieRend in folgender Reihenfolge aufeinandergelegt: Filterpapier

(Anodenpuffer 1), Filterpapier (Anodenpuffer 2), Nitrocellulosemembran (Wasser), Gel,
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Filterpapier (Kathodenpuffer). Die Ubertragung der Proteine auf die Nitrocellulosemembran
fand bei einer konstanten Stromstéarke von 0,8 mA/cm? {iber einen Zeitraum von 90 min statt.
Um unspezifische Proteinbindungsstellen abzuséattigen, wurde die Membran fir 2 h in TBS
mit 0,1% Tween-20 mit 5% Trockenmilch (Blockierldsung) inkubiert. Der primére Antikorper
wurde nach Angaben des Herstellers in Blockierlosung verdunnt (siehe Anhang) und
entweder Uber Nacht im Kudhlraum oder fur 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken
inkubiert. Nach dem mehrmaligen Waschen mit TBS mit 0,1% Tween-20 erfolgte die Zugabe
des spezifischen, in Blockierldsung verdinnten, sekundaren Antikorpers. Dieser bindet
spezifisch an den konstanten Bereich des primaren Antikorpers und ist mit Meerrettich-
Peroxidase (Horse radish Peroxidase, HRP) bzw. Alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelt.
Darauf folgend konnte die Detektion der Zielproteine abhangig vom verwendeten Enzym
durch das Hinzufiigen der jeweiligen Substrate stattfinden. Bei der Reaktion mit der
alkalischen Phosphatase wurde die Membran zunachst fir 5 min mit AP-Puffer equilibriert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Substrate: 33 upl BCIP (5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat; 50 mg/ml, in 100% DMF) und 66 pl NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid; 50
mg/ml, in 70% DMF) wurden dazu in 10ml AP-Puffer geldst. Bei der Reaktion mit der
Alkalischen Phosphatase entsteht daraufhin ein violett-blauer Farbstoff. Die horse radish
Peroxidase katalysiert die Umsetzung von Luminol zu seiner oxidierten Form. Es kam der
SuperSignal® West Pico bzw. Femto Chemiluminescent Substrate Kit der Firma Thermo
Scientific  nach Angaben des Herstellers zur Anwendung. Die entstandene
Chemolumineszenz wurde durch Exposition eines Roéntgen-Films (Thermo Scientific)

visualisiert.

Tabelle 2-17: Fur Western Blot-Analysen verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung
20 mM Tris, pH 7,5
TBS 150 mM NacCl

300 mM Tris, pH 10,4

Anodenpuffer 1 5% (V/V) Methanol

25 mM Tris, pH 10,4

Anodenpuffer 2 5% (V/V) Methanol

25 mM Tris, pH 9,4
Kathodenpuffer 40 mM 6-Aminohexansaure
5% (V/V) Methanol

100 mM Tris, pH 9,5
AP-Puffer 100 mM NacCl
5 mM MgCl, x 6H,0

Waschen 3 x 10 min in TBS-Tween 20
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2.7.6 UVIVIS Spektroskopie

Die Konzentration der gereinigten Proteine wurde mit Hilfe des Nanodrop ND-2000 (Peglab,
Erlangen) bestimmt. Dabei erfolgte die Aufnahme des UV-Spektrums fur den
Wellenlangenbereich von 220 nm bis 340 nm. Bei 280 nm liegt das Absorptionsmaximum
der Proteine, bedingt durch die Absorption der beiden aromatischen Aminosauren
Tryptophan und Tyrosin, sowie vorhandener Disulfidbriicken. Die Proteinkonzentration liel3
sich aus der Absorption bei 280 nm unter Zuhilfenahme des Extinktionskoeffizienten
bestimmen. Der molare Extinktionskoeffizient wurde zuvor aus der Aminosauresequenz mit
Hilfe des Programms ExXPASy- Prot Param (us.expasy.org) ermittelt. Der 280 nm Wert wurde
zusatzlich um den 320 nm Wert Kkorrigiert, da hier Proteinaggregationen durch
Streulichteffekte sichtbar werden. Die molaren Extinktionskoeffizienten bei einer Wellenlange
von 280 nm aller im Verlauf dieser Arbeit exprimierten Proteine und Peptide sind in Tabelle

2-18 zusammengestellt.

Tabelle 2-18: Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte der verwendeten Proteine und Peptide (alle
Cysteinreste werden als gepaarte Cystine angenommen)

Peptid/ Protein €280nm [M™ - cm™] Abs 0,1% (=1 g/l) Molekulargewicht [Da]
TEV-Protease 33710 1,166 28918,6
APH (pET28a+) 121780 1,460 83387,8
APH (pcDNA3.1) 123270 1,484 83042,3
scULP1 31525 1,087 28995,9
SUMO-AB40 2980 0,168 17727,8
(NANP),o-AB42 2980 0,207 14413,2
(NANP)1-AB40 2980 0,209 14229,0
(NANP)1-Q3-AB42 2980 0,209 14226,1
(NANP),-Q3-AB40 2980 0,212 14041,8
AB40 1490 0,344 4329,8
Ap42 1490 0,330 4514.,4
pE3-AB40 1490 0,360 4126,7
pE3-AB40 1490 0,344 4309,9

2.7.7 Konzentrationsbestimmung nach der Bradford Methode

Proteinkonzentrationen wurden mittels Smart Spec Plus Spectrophotometer (Bio-Rad) und
der Methode nach Bradford (Bradford, 1976) durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf der
Reaktion des Farbstoffes Coomassie Blau mit den basischen Aminosauren eines Proteins,
und einer damit verbundenen Verschiebung des Absorptionsmaximums in Abhéngigkeit der
Proteinkonzentration von 470 nm zu 595 nm. Durch die Messung der Absorption bei dieser
Wellenldange kann die Konzentration einer unbekannten Proteinlosung mit Hilfe einer
Standardgeraden bestimmt werden. Diese wurde mit bekannten Proteinkonzentrationen an
Rinderserumalbumin erstellt. Im Konzentrationsbereich von 0-1 mg/ml lag eine lineare

Abhangigkeit der Absorption bei 595nm von der Proteinkonzentration vor. Zur Bestimmung
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wurden 750ul Bradford Reagenz mit 25ul einer wéassrigen Probe gemischt und vor der

Messung 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.8 Enzymatische Methoden

2.8.1 Fluoreszenzgekoppelter Aktivitatstest und Bestimmung kinetischer
Parameter

Die Aktivitatsbestimmung der APH beruht auf der katalytischen Abspaltung des AMC (7-
Amino-4-Methylcoumarin) vom Substrat Ac-Ala-AMC. Das freigesetzte AMC fluoresziert bei
einer Anregungswellenlange von 380 nm und Emissionswellenlange von 460 nm. Der
zeitliche Verlauf der AMC-Freisetzung wurde am Mikroplattenphotometer FLUOstar Optima
verfolgt. Das Substrat wurde in einer Stammlésung von 0,432 M in DMF geldst und vor der
Verwendung mit Messpuffer (30 mM Tris, pH 7,4) auf eine Konzentration von 0,02 M
verdinnt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 270 ul pro Kavitat einer 96-well Platte.
Zunachst wurden 200 pl Messpuffer und 20 pl Probe (Enzym) pro well pipettiert und fir 10
min bei 37 °C vorinkubiert. Die Enzymkonzentration wurde dabei so gewahlt, dass wahrend
des gesamten Messzeitraums ein linearer Anstieg der AMC-Fluoreszenz zu beobachten war.
Nach der Vorinkubation erfolgte die Zugabe von 50 pl Substrat mit einer Endkonzentration
von 4 mM im Ansatz. Wahrend der anschlieBenden Messung bei 37 °C wurde der zeitliche
Verlauf der freigesetzten relativen fluoreszierenden Einheiten (RFU) bei 460 nm bei
definierter Detektorempfindlichkeit (Gain 1511 bzw. 1244) Gber 15 min aufgezeichnet. Mit
Hilfe einer AMC-Standardgerade lasst sich aus den RFU die freigesetzte Menge AMC
berechnen. Zur Erstellung dieser Standardgerade wurde die Fluoreszenz verschiedener
AMC-Konzentrationen im Messpuffer ermittelt. Dafir wurde eine 0,1 M Stamml6sung AMC in
100 % DMSO hergestellt und mit dem Puffer 30 mM Tris, pH 7,4 1:500 verdinnt. Die
Erstellung der AMC-Standardgerade erfolgte im Konzentrationsbereich zwischen 3x10° M
bis 3,9x10® M. Da eine Unit die Enzymmenge ist, die unter Standardbedingungen in 1 min 1
pmol Substrat umsetzt, lieRen sich mit Hilfe der Standardgeraden aus den erhaltenen RFU
die Units und damit die Spezifische Aktivitat der APH berechnen.

Zur Charakterisierung rekombinant hergestellter APH wurden aul3erdem die kinetischen
Parameter keu, K, sowie ke/Knm mit dem Substrat Ac-Ala-AMC  bestimmt. Die
Michaeliskonstante K., gibt die Substratkonzentration an, bei der die halbmaximale
Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird. Grundlage fur die Ermittlung ist die Bestimmung der
enzymatischen Aktivitat bei verschiedenen Substratkonzentrationen im Bereich von ca.
0,25%xK, bis 10xK; des erwarteten K,-Wertes. 50 pul Substrat Ac-Ala-AMC, welches in
Messpuffer (50 mM Tris, pH 7,4) gelost war, wurde in den verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 200 pl Messpuffer und 50 ul APH, die

ebenfalls in Messpuffer vorlag. Durch die Zugabe des Enzyms wurde die Reaktion gestartet
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und Uber einen Zeitraum von 25 min bei 37°C dokumentiert. Eine Berechnung der
kinetischen Parameter erfolgte anhand des Modells nach Michaelis-Menten (Software Grafit,
Version 5.0.4 fur Windows; Erithacus Software Ltd., Horley, GB).

2.9 Analytische Methoden

2.9.1 HPLC

Die Umkehrphasen-HPLC (Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie) ist ein weiteres
chromatographisches Trennungsverfahren und wurde im Rahmen dieser Arbeit zur
Reinigung und Detektion der AB-Peptide verwendet. Dabei wird die zu untersuchende
Substanz zusammen mit einem Losungsmittel oder Ldsungsmittelgemisch (Eluent oder
mobile Phase) unter hohem Druck Uber eine Trennsaule transportiert. Diese enthalt die
stationdre Phase, bestehend aus chemisch modifizierten Kieselgelen, die an ihrer
Oberflache bestimmte hydrophile Gruppen wie zum Beispiel n-Octadecyl (C18) oder n-Octyl
(C8) tragen. Je nachdem wie stark die Bestandteile der zu trennenden Probe mit der
stationdren Phase wechselwirken, verbleiben sie unterschiedlich lange in der S&ule. Die
Trennung kann durch den Einsatz verschiedener stationarer Phasen,
Lésungsmittelgemische sowie Temperatur beeinflusst werden. Bei der im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Gradienten-Elution wird das Laufmittel wahrend des Trennvorgangs
variabel zusammengesetzt, was im jeweiligen Abschnitt detaillierter beschrieben wird. Die
Detektion der Peptide bei 214 nm nach der Trennung erfolgte Uber den UV-Vis-
spektrophotometrischen Detektor (Hitachi L-7455). Die Stofftrennung wurde dabei in einem
Chromatogramm dargestellt, das die Retentionszeit und die Intensitat der jeweiligen
Probenkomponente zeigt. Die aus der Umkehrphasen-HPLC resultierenden Fraktionen
wurden mittels Massenspektrometrie (siehe 2.9.2) bzw. SDS-PAGE-Analyse (siehe 2.7.4)
auf das Vorhandensein des rekombinanten AB-Peptids Uberprift. Positive Fraktionen wurden
bei -80 °C eingefroren und anschlieBend durch Lyophilisierung im Vakuum
(Gefriertrocknungsanlage, Christ) getrocknet, um zu gewahrleisten, dass Losungsmittel und
Wasser der Probe im Vakuum verdampfen und das AB-Peptid in pulverisierter Form

zurickbleibt.

2.9.2 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein analytisches Verfahren zur Bestimmung der Masse eines
Proteins und wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Uberprufung der korrekten GroRe der AB-
Peptide nach der Spaltung vom Fusionspartner bzw. nach der Umkehrphasen-HPLC
durchgefuhrt. Das Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, in der die Proteine
ionisiert werden, einem Analysator, in dem die lonen nach ihrem Masse-Ladungs-Verhaltnis
getrennt werden und einem Detektor, der die Signale der lonenstrome empfangt, verstarkt

und aufzeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Voyager DE Pro Biospectrometry
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Workstation (Applied Biosystems) benutzt (Stickstofflaser, 337 nm, Pulshalbwertsbreite 3 ns,
max. Folgefrequenz 20 Hz). Die jeweilige Probe wurde 1:1 mit gesattigter 3,5-Dimethoxy-4-
hydroxy-Zimtsaure, (SA sinapic acid, in 50 % Acetonitril) gemischt, in der Dried Droplet-
Methode auf die Messplatte aufgetragen und im positiven Reflektormodus gemessen. Fir
ein Spektrum wurden die Ergebnisse aus 300 Laserpulsen angereichert, gemittelt und
geglattet und der Mittelwert aus 6 validen Spektren bestimmt.

2.9.3 ELISA

Zur Bestimmung des AB-Peptid-Gehalts des Zellkultur-Uberstandes nach der transienten Co-
Expression von APH und APP Varianten in HEK293-Zellen wurde ein ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) durchgefiihrt. Pro Kavitét einer 96-well Mikrotiterplatte (Nunc
Maxisorp) erfolgte zunachst die Zugabe von 100 pl Primarantikdrper 4G8 (Firma Chemikon)
mit einer Konzentration von 2 pg/ml in PBS. Die Immobilisierung der Antikbrper an der
Oberflache der Mikrotiterplatte erfolgte durch Inkubation tber Nacht bei 4 °C. Am nachsten
Tag wurde die Losung entfernt und 200 ul ELISA-Blocker (Fa. Thermo Scientific, PIERCE)
pro Kavitat zugegeben und 1 h bei RT inkubiert. Daraufhin folgte die Entfernung
ungebundener Antikérper durch 6maliges Waschen mit je 300 pl TBS + 0,1% Tween20 pro
well. Je 100 pl des 1:10 verdiinnten Zellkultur-Uberstandes wurden in die Kavitaten der
Mikrotiterplatte gegeben. Nach zweistindiger Inkubation bei 4 °C erfolgte ein erneuter
Waschschritt, wobei 6mal je 300 pyl TBS + 0,1% Tween20 in die wells gegeben wurde. HRP-
konjugierter 6E10 anti-B-Amyloid Antikorper (BioLegend, San Diego, USA) diente als
Detektionsantikorper und wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml in ELISA-Blocker
verwendet. 100 pl wurden pro Kavitat appliziert und fur 1 h bei 4 °C inkubiert. Nach dem
erneuten 6maligen Waschen mit TBS + 0,1% Tween20 erfolgte die Entwicklung der
Farbreaktion durch die Zugabe von 100 ul Peroxidase Substrat SureBlue (Fa. KPL). Dieses
Substrat enthalt den Farbstoff Tetramethylbenzidin (TMB), welcher nach Umsatz durch die
Peroxidase eine blaue Farbung aufweist. Die Mikrotiterplatte wurde 15 min bei RT im
Dunkeln inkubiert und die Peroxidase-Reaktion anschlieRend durch Zugabe von 100 pl
Stopp-Losung (1M H,SO,) beendet. Durch Zugabe der Stopplosung erfolgt ein
Farbumschlag zu gelb, wonach die Lésung ein Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweist.
Die Signalstarke des Reaktionsprodukts ist proportional zur AB-Peptidkonzentration in der

Probe und wurde mit dem TECAN Sunrise Mikrotiterplatten Photometer erfasst.
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2.9.4 Thioflavin-T (Th-T) — Assay

Der Thioflavin-T-Assay wurde durchgefiihrt, um die Aggregationskinetik von synthetischen
und rekombinanten ApB-Peptiden zu untersuchen. Der Fluoreszenzfarbstoff wird zur
Visualisierung und Quantifizierung sich bildender amyloider Strukturen eingesetzt. Thioflavin-
T lagert sich dabei an B-Faltblattreiche Strukturen an, die in der Quartarstruktur amyloider
Fibrillen vorhanden sind, was in einer starken Fluoreszenz resultiert.

Die lyophilisierten AR-Peptide wurden fir die Untersuchung zunachst in HFIP geldst und die
Konzentration anschlieBend im Spektrophotometer (BioRad) bei 280 nm bestimmt (siehe
auch Konzentrationsbestimmung 2.7.6). Das Aliquotieren der Proben erfolgte so, dass die
Konzentration bei einem spateren Lésen in 1 ml Puffer 40 uM betrug. Die in HFIP geldsten
Peptide wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Nach dem Abdampfen des HFIP
Uber Nacht wurde das jeweilige Peptid in 100 pl 0,1 M NaOH gel6st. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von 800 pl Puffer (50 mM Tris, 100 mM NacCl, pH 8,0) und die Titration auf pH
8,0 mit ca. 100 pl 100 mM HCI, wodurch die Stammlésung eine Konzentration von 40 pM
aufwies. Fur die anschlieBende Messung wurden noch weitere Verdinnungen im Puffer
hergestellt (20 uM, 10 uM). Das Losen des Farbstoffs Thioflavin-T erfolgte in einer
Konzentration von 40 uM in 0,01% NaN; in H,O. 100 ul der jeweiligen Peptidlésung und
100ul Th-T-Losung wurden in die Kavitaten einer Mikrotiterplatte (MicroWell™ 96-well-Platte
schwarz, Nunc™) pipettiert. Die Messung der Thioflavin-T-Fluoreszenz erfolgte bei 37°C im
microplate reader (NOVOstar, BMG) bei einer Anregungswellenldnge von 490 nm und
Emissionswellenlange von 440 nm und einer definierten Detektorempfindlichkeit (Gain
1600). Die Messung erfolgte Uber einen Zeitraum von 250 Stunden, wobei alle 30 min ein

Messpunkt datiert wurde.

2.9.5 Transmissions Elektronenmikroskopie

Die aggregierten AB-Peptide des Th-T-Tests (siehe 2.9.4) wurden zusatzlich mittels
Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Dazu wurde ein Tropfen der jeweiligen
Probe auf ein Formvar-(Polyvinylformal) beschichtetes Kupfernetzchen (Plano GmbH,
Wetzlar) aufgetragen. Nach 5 min wurde der Tropfen mittels Filterpapier entfernt und das
Netzchen dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde es mit
Kontrastmittel (1% Uranylactet) 2 min gefarbt. Es erfolgte die Untersuchung der Aggregate
mit dem TEM 900 (Carl Zeiss SMT, Oberkochen) mit einer Beschleunigungsspannung von
80 kV. Die Bilder wurden mit einer Slow-Scan-Kamera (Variospeed SSCCD camera SM-1k-

120, TRS, Moorenweis) aufgenommen.
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3. Ergebnisse

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die rekombinante Herstellung der Serinprotease APH in
einem geeigneten Expressionssystem und die Etablierung einer Reinigungsstrategie.
Anschlieend sollte die APH enzymatisch charakterisiert werden, im Speziellen hinsichtlich
ihrer publizierten Eigenschaft der AB-Spaltung (Yamin et al. 2007, 2009).

Ebenfalls sollte die rekombinante Herstellung verschiedener AR-Peptide in einem geeigneten
Expressionssystem erfolgen, welche nach der optimierten Reinigung mit synthetisch
hergestellten AB-Peptiden z.B. hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens oder der Spaltung

durch die APH verglichen werden sollten.

3.1 Acylpeptidhydrolase (APH)

Um die Acylpeptidhydrolase zu charakterisieren und unter anderem hinsichtlich ihrer Ap-
spaltenden Fahigkeit zu untersuchen, wurde die rekombinante Expression in verschiedenen
Systemen getestet und optimiert. Die Expression wurde zunachst mit Hilfe eukaryotischer
Systeme durchgefihrt, um ein mdglichst authentisches Protein zu generieren. Diese bieten
einige Vorteile gegeniiber der Expression in Prokaryoten, wie zum Beispiel das
Vorhandensein von Mechanismen zur posttranslationalen Modifikation. Des Weiteren war die
Expression verwandter Proteasen im eukaryotischen System in der Probiodrug AG bereits
gut etabliert, dazu gehdorten die transiente und stabile Expression in Chinese Hamster Ovary
Cells (CHO-Zellen). Diese Zelllinie aus Ovarien des chinesischen Hamsters (Cricetulus
griseus) ist eine der am haufigsten verwendeten Zelllinien, die zur Produktion von
rekombinanten Proteinen genutzt wird (Puck et al. 1958). Weiterhin sollte die Expression mit
Hilfe des Bac-to-Bac® Baculovirus-Expressionssystems der Firma Life Technologies in
Insektenzellen etabliert werden. Die Expression in Insektenzellen bietet im Vergleich zu
Saugerzellen den Vorteil, dass einfache Kulturmedien ohne Additive verwendet werden
konnen. Es wurden Zellen vom Typ Sf21 (Spodoptera frugiperda, Vaughn et al. 1977) bzw.
High-Five (Trichoplusia ni, Wickham et al. 1992) genutzt. Die Expression der APH wurde
dabei jeweils mittels Western Blot Uberpriift und hinsichtlich ihrer enzymatischen Aktivitat im
Fluoreszenzgekoppeltem Aktivitatstest mit dem spezifischen Substrat Ac-Ala-AMC

untersucht.

3.1.1 Rekombinante Expression der APH in CHO-Zellen

Zur APH-Expression wurde die Sequenz der humanen Acylpeptidhydrolase mit einem
zusatzlichen N-terminalen His-tag und C-terminalen Flag-tag in den Vektor pcDNA3.1+
kloniert und intrazellular in CHO-Zellen zun&chst transient exprimiert. Nachdem mittels

Fluoreszenzgekoppeltem Aktivitdtstest mit dem spezifischen Substrat Ac-Ala-AMC und



Ergebnisse 42

Western Blot die Expression der enzymatisch aktiven APH bestatigt wurde, erfolgte die
Herstellung stabil transfizierter APH-exprimierender CHO-Zellen wie in Abschnitt 2.6.3.3
beschrieben. Das Vorhandensein und die enzymatische Aktivitat der APH im Zell-Lysat
konnte auch hier mittels Aktivitatstest und Western Blot Analyse verifiziert werden (Abbildung
3-1 A/C). Die enzymatische APH-Aktivitat war im Vergleich zu untransfizierten Zellen, bzw.
zu mit pcDNAS3.1+-Leervektor transfizierten Zellen um ca. das 10fache gesteigert (Abbildung
3-1A).
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Abbildung 3-1:

APH Expression in CHO-Zellen.

A) APH-Aktivitat im Zell-Lysat stabil transfizierter CHO-Zellen: Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der APH im
Zell-Lysat von CHO- Zellen wurde unter Verwendung des fluorogenen Substrats Ac-Ala-AMC mit einer Konzentration von 4 mM
im Ansatz im Puffer bestehend aus 30 mM Tris, pH 7,4 bei 37 °C durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden auf 1x10” Zellen
normiert. Die Untersuchung erfolgte mit APH-exprimierenden, stabil transfizierten CHO-Zellen (Klon 26, 46), sowie
untransfizierten CHO-Zellen und mit pcDNA3.1+-Leervektor stabil transfizierten CHO-Zellen.

B) Immunfluoreszenz stabil transfizierter CHO-Zellen: Detektion der APH mittels anti-Flag-tag Antikorper, als
Sekundarantikdrper wurde der Rhodamin Red-X Antikdrper verwendet. Die Antikorper wurden jeweils 1:100 in PBS verdinnt.

C) Western Blot-Analyse stabil transfizierter CHO-Zellen: Untersucht wurden je 20 ul des entsprechenden Zell-Lysats. Als
Priméarantikérper wurde anti-Flag-tag Antikorper (1:1000) verwendet. Als Sekundarantikorper diente Ziege-anti-Kaninchen-lgG
(AP) (1:10000). M = Marker; 1 = CHO-Zellen, untransfiziert; 2 = CHO-Zellen, stabil transfiziert mit pcDNA3.1+; 3 und 4 = CHO-
Zellen, stabil transfiziert mit APH Klon26/46.
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Um die Lokalisation der rekombinanten APH zu untersuchen, wurde Immunozytologische
Diagnostik unter Verwendung eines anti-Flag-tag Antikérpers und dessen Detektion durch
den Rhodamin-Sekundarantikbrper Rhodamin Red-X durchgefihrt, wie in Abschnitt 2.6.4
beschrieben. Dabei konnte gezeigt werden, dass die rekombinante APH intrazelluléar vorliegt
(Abbildung 3-1 B).

Zur Mal3stabsvergrofRerung und Expressionsoptimierung wurde die stabil transfizierte APH-
CHO-Zelllinie in Suspensionskultur Uberfuhrt, jedoch war die Expressionsrate der APH im
Vergleich zur adharenten Kultur geringer. Zusatzliche Versuche zur Fermentation fihrten
nicht zum Erfolg, sodass keine Proteinreinigung durchgefuhrt wurde.

Da das Baculovirus-Expressionssystem die Mdglichkeit der Proteinherstellung in
Insektenzellen mit hohen Ausbeuten bietet (Smith et al. 1983), sollte die APH nachfolgend

mit Hilfe dieses Sysetms hergestellt werden.

3.1.2 Rekombinante Expression der APH in Sf21 Zellen

Das Bac-to-Bac® Baculovirus-Expressionssystem der Firma Life Technologies ist ein virales
Transfektionssystem zur effizienten Produktion rekombinanter Proteine in Insektenzellen.
Dabei wird das Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV)
verwendet, welches in der Natur Insekten der Ordnung Lepidoptera beféllt. Zur Nutzung des
Virus als Expressionsvektor wird das fiir das Hullprotein Polyhedrin codierende Gen durch
ein Fremdgen ersetzt. Die Expression des eingefligten Gens steht somit unter der Kontrolle
des viralen Polyhedrin-Promotors und erméglicht die Produktion der virusfremden Proteine in
hohem Malfistab. Das fur die humane APH kodierende Gen wurde mit einem N-terminalen
His-tag und einem C-terminalen Flag-tag im Vektor pFastBac™1 kloniert und in Sf21 Zellen
exprimiert. Diese immortalisierte Zelllinie stammt aus den Ovarien von Spodoptera
frugiperda (Vaughn et al. 1977), der zur Familie der Eulenfalter gehotrt. Fir den
Expressionstest wurden Sf21-Zellen im 6-well Format mit APH-enthaltendem Virusstock
infiziert (P3 Stock, MOI 1, 1x107 pfu/ml), wie in Abschnitt 2.6.5 beschrieben. Die Aktivitat der
APH im Zell-Uberstand konnte durch den Fluoreszenzgekoppeltem Aktivitatstest mit dem
Substrat Ac-Ala-AMC bestatigt werden. Im Vergleich zu untransfizierten Zellen steigt die
enzymatische Aktivitdt Uber den Zeitraum von 72 h bis auf das einhundertfache an
(Abbildung 3-2). Da Sf21 Zellen sowohl in adhérenter als auch in Suspensionskultur kultiviert
werden konnen, war eine VergrofRerung auf ein Volumen von 100 ml im Schittelkolben
problemlos moglich und damit eine Herstellung rekombinanter APH im vergrof3erten
Maflistab.
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Abbildung 3-2:

APH-Aktivitat im Uberstand transfizierter Sf21 Zellen und untransfizierter Sf21 Zellen: Die Bestimmung der
enzymatischen Aktivitat der APH im Uberstand der Sf21 Zellen wurde unter Verwendung des fluorogenen Substrates Ac-Ala-
AMC mit einer Konzentration von 4 mM im Ansatz im Puffer bestehend aus 30 mM Tris, pH 7,4 bei 37 °C durchgefuhrt. Die
Zellen wurden mit dem P3-Virusstock mit einer MOI von 1 infiziert (Titer = 1x10” pfu/ml). Die Uberpriifung der Expression
erfolgte 24 h, 48 h und 72 h nach der Infektion. Fiir die Messung wurden jeweils 20 ul des 2 ml-Uberstandes aus einer Kavitét
einer 6-well Platte eingesetzt.

Fur die Expression im Schuttelkolben wurden 100 ml Sf21-Suspensionskultur mit P3-
Virusstock infiziert (MOI 1, 1x10’ pfu/ml) und die APH nach 72h aus dem Uberstand mittels
Ni-NTA Affinitatschromatographie und anschlie3ender Grof3enausschlusschromatographie
gereinigt (siehe Abschnitt 2.7.3.1). Die gereinigten Fraktionen wurden mittels Coomassie
gefarbtem SDS-Gel und Western Blot analysiert (Abbildung 3-3). Es konnten 1 mg gereinigte
APH mit ca. 25 U/mg (Ac-Ala-AMC) erhalten werden. Aus dem SDS-Gel wird ersichtlich,
dass wahrend der Expression bzw. Reinigung offenbar ein proteolytischer Abbau der APH
stattgefunden hat, da zusatzlich zur distinkten Bande bei ca. 80 kDa, welche die APH
reprasentiert, zwei weitere Banden bei ca. 55 kDA und 25 kDa auftreten (Abbildung 3-3 A).
Mit dem His-tag-Antikdrper konnte mittels Western Blot Analyse eine Bande bei 80 kDa
detektiert werden, welche die intakte APH représentiert, sowie eine Bande auf einer H6he
von 25 kDa (Abbildung 3-3 B), die dem N-terminalen Spaltprodukt der APH zugeordnet
werden kann. Durch die Verwendung des Flag-tag Antikdrpers konnte im Western Blot
ebenfalls die intakte APH bei 80 kDa nachgewiesen werden, sowie das putative C-terminale
Fragment der APH mit einer Gro3e von 55 kDa (Abbildung 3-3 C).
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Abbildung 3-3:

SDS PAGE und Western Blot-Analyse gereinigter APH: M = Marker; 1 = gereinigte APH, aufgetragen wurden 8 pg Protein
A) SDS-PAGE: 12%iges Gel, Coomassie gefarbt

B) Western Blot-Analyse: Als Primarantikdrper wurde anti-penta-His Antikdrper (1:1000) eingesetzt. Als Sekundéarantikérper
diente Ziege-anti-Maus IgG (AP) (1:10000)

C) Western Blot-Analyse: Als Primarantikorper wurde anti-Flag-tag Antikorper (1:1000) verwendet. Als Sekundarantikorper
diente Ziege-anti-Kaninchen 1gG (AP) (1:10000). Zur besseren Anschaulichkeit wurden in der Abbildung zwei separate Gele
bzw. Membranen fusioniert, was durch die gepunktete Linie gekennzeichnet ist.

Um eine Spaltung der APH zu verhindern, wurde wahrend der Expression der APH der
Protease-Inhibitor AEBSF (1mM) bzw. Roche Complete™ Proteaseinhibitor-Cocktail
hinzugefiigt. AEBSF (4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid) ist ein wasserloslicher
Serinprotease-Inhibitor, welcher Proteasen wie Chymotrypsin, Kallikrein, Plasmin, Thrombin
und Trypsin hemmt. Der Roche Complete™ Proteaseinhibitor-Cocktail inhibiert Serin-,
Cystein- und Metalloproteasen. Des Weiteren wurde die Zugabe von FBS (2% FBS, 5%
FBS) getestet, um moglichen vorhandenen Proteasen ein Substrat bereitzustellen. Wie aus
Abbildung 3-4 A ersichtlich ist, wurde die APH-Aktivitat durch den Einsatz der verschiedenen
Inhibitoren bzw. FBS nicht beeintrachtigt. Die Spaltung konnte jedoch nicht verhindert
werden (Abbildung 3-4 B). So ist innerhalb der Western Blot Analyse unter Verwendung des
Flag tag Antikdrpers neben der Bande bei 80 kDa, die die intakte APH reprasentiert, jeweils
zusatzlich das putative APH Abbauprodukt 55 kDa zu detektieren. Scaloni et al. (1999)
beschreiben eine Trypsin-spezifische Spaltung der humanen APH, bei der ebenfalls
Produkte mit der GrofRe ca. 53 kDa und 22 kDa entstehen. Bei dieser Spaltung tritt kein
Aktivitatsverlust auf, die APH Fragmente bleiben auch nach der Hydrolyse eng assoziiert.
Mittels Edman Degradierung wurde dabei das 53 kDa grof3e Fragment als C-terminaler
Bereich identifiziert, was mit den Beobachtungen des zuvor gezeigten Western Blots
Ubereinstimmt. Auch bei der in dieser Arbeit durchgefihrten Reinigung konnten die intakte
APH und die hydrolytisch abgebauten Fragmente nicht mittels Gelfiltration voneinander
getrennt werden. Es wurde zur Charakterisierung der Spaltung noch ein Trypsinverdau von
kommerziell erhaltlicher APH (Takara) durchgefuhrt. Wie aus dem SDS-Gel in Abbildung 3-4

C ersichtlich wird, trat das gleiche Spaltungsmuster wie bei rekombinanter APH auf.
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Abbildung 3-4:

APH-Expression in Sf21 Zellen unter Verwendung verschiedener Zusatze zur Inhibierung der Spaltung: Die Expression
wurde im 6-well Format durchgefiihrt (Expression fir 48 h mit P3 Stock, MOI1, Titer = 1x10” pfu/ml). Fiir Western Blot-Analyse
und Aktivitatsbestimmung wurden jeweils 20 pl des Uberstandes verwendet. Verschiedene Zusétze wurden wéhrend der
Expression getestet.

A) APH-Aktivitat im Uberstand transfizierter Sf21 Zellen: Die enzymatische Aktivitat der APH im Uberstand von Sf21 Zellen
wurde unter Verwendung des fluorogenen Substrats Ac-Ala-AMC mit einer Konzentration von 4 mM im Ansatz im Puffer
bestehend aus 30 mM Tris, pH 7,4 bei 37 °C Uber einen Zeitraum von 15 min durchgefuhrt.

B) Western Blot-Analyse der Expressionsuberstande: Als Primarantikbrper wurde anti-Flag-tag Antikérper (1:1000)
verwendet. Als Sekundarantikorper diente Ziege-anti-Kaninchen IgG (AP) (1:10000). M = Marker, 1= untransfizierte Sf21 Zellen,
2 = APH ohne Inhibitor, 3 und 4 = APH + 1 mM AEBSF, 5 = APH + 2% FBS, 6 = APH + 5% FBS, 7 = APH + Protease-Inhibitor,
8 = Flag-tag Positivkontrolle

C) SDS-PAGE-Analyse des Trypsinverdaus kommerziell erhéltlicher APH (Takara): 12%iges Gel, Silberfarbung; Trypsin
wurde im Masse-Verhdltnis 1:10 zur APH eingesetzt, die Inkubation fand bei 37 °C statt. Die Reaktion wurde nach
verschiedenen Inkubationszeiten durch Kochen der Probe gestoppt (5 min bei 95°C). 1 = APH ohne Trypsin, 2 = APH + Trypsin
(2 min), 3 = APH + Trypsin (10 min), 4 = APH + Trypsin (60 min)

3.1.3 Rekombinante Expression der APH in HighFive™-Zellen

Um die Spaltung der APH moglicherweise zu verhindern, wurde die Expression mit dem
Baculovirus-System zusatzlich in einer anderen Zelllinie durchgefuhrt. Die hierfur
verwendeten HighFive™-Zellen (Life Technologies) stammen aus Ovarien von Trichoplusia
ni (Wickham et al. 1992), einem weiteren Vertreter der Familie der Eulenfalter. Sie zeichnen
sich durch eine schnellere Wachstumsrate aus, und sind laut Herstellerangaben dazu in der
Lage, bis zu zehnmal mehr rekombinantes Protein im Vergleich zu Sf9/Sf21 Zellen zu
produzieren. Fur den Expressionstest wurden HighFive™-Zellen im 6-well Format mit APH-
enthaltendem Virusstock aus Sf21 Zellen infiziert (P3 Stock, MOI 1, 1x10’ pfu/ml). Die
enzymatische Aktivitat der APH im Zelluberstand wurde mittels Aktivitatstest mit dem
Substrat Ac-Ala-AMC Uberprift und war im Vergleich zur Expression in Sf21 Zellen um das
5-7fache gesteigert (Abbildung 3-5 A). Jedoch konnte auch in diesem Zellsystem der
proteolytische Abbau der APH nicht verhindert werden, was aus dem Western Blot in

Abbildung 3-5 B/C hervorgeht. Wie bei der Expression in Sf21-Zellen waren auch hier
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zusatzliche Banden bei 25 kDa und 55 kDa detektierbar, welche das N- bzw. C-terminale

Spaltprodukt der APH reprasentieren.
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Abbildung 3-5:

APH Expression in HighFive™ Zellen: Die Expression wurde im 6-well MaBstab durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit dem P3-
Virusstock mit einer MOI von 1 infiziert (Titer = 1x10" pfu/ml). Die Expression wurde 24 h, 48 h und 72 h nach Infektion
tiberpruft. Fiir die Aktivititsmessung sowie die Western Blot- Analyse wurden 20 ul des 2 ml-Uberstandes aus einer Kavitét
einer 6-well Platte eingesetzt.

A) APH-Aktivitat im Uberstand transfizierter HighFive™ Zellen: Die enzymatische Aktivitat der APH im Uberstand von
HighFive™ Zellen wurde unter Verwendung des fluorogenen Substrats Ac-Ala-AMC mit einer Konzentration von 4 mM im
Ansatz im Puffer 30 mM Tris, pH 7,4 bei 37 °C fur 15 min durchgefihrt.

B) Western Blot-Analyse der Expressionsiiberstande: Als Primé&rantikrper wurde anti-penta-His Antikorper (1:1000)
verwendet. Als Sekundarantikdrper diente Ziege-anti-Maus-Antikorper (1:10000). Zur besseren Anschaulichkeit wurden in der
Abbildung zwei separate Membranen fusioniert, was durch die gepunktete Linie gekennzeichnet ist.

C) Western Blot-Analyse der Expressionsiuberstande: Als Priméarantikorper wurde anti-Flag-tag Antikorper (1:1000)
verwendet. Als Sekundérantikérper diente Ziege-anti-Kaninchen IgG (AP) (1:10000). M = Marker, 1 = untransfizierte Zellen, 2 =
Uberstand APH-transfizierter HighFive™ Zellen.

3.1.4 Rekombinante Expression der APH in E.coli-Zellen

Aufgrund der unbefriedigenden Ausbeute bei der Expression in CHO-Zellen und der
auftretenden Spaltung der Acylpeptidhydrolase bei der Expression mittels des Baculovirus-
Expressionssystems wurde anschlieRend ein prokaryotisches Expressionssystem getestet.
Prokaryoten, insbesondere E. coli, zeichnen sich durch geringe Anforderungen an das
Nahrmedium, sowie hohe Wachstums- und Expressionsraten aus. Durch die Verwendung
dieses Expressionssystems erhoffte man sich eine héhere Proteinausbeute, sowie geringere
proteolytische Aktivitat wahrend der Expression und damit die Produktion intakter
enzymatisch aktiver APH. Das fur die APH kodierende Gen mit einer GroRe von 2250 bp
wurde in den pET28a+-Vektor (Life Technologies) kloniert, welcher einen N-terminalen His-
tag enthalt. Der Expressionstest in den E.coli Stammen BL21 (DE3) und Rosetta (DE3)
erfolgte in einem MalRstab von 3 ml. Die Induktion der Expression wurde mit IPTG-
Konzentrationen in einem Bereich von 10 uM bis 200 uM im Ansatz durchgefihrt. Bei dem
Expressionstest wurden verschiedene Inkubationszeiten nach der Induktion getestet, die
zwischen 4 und 16 Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen (Raumtemperatur, 30 °C,
37 °C) lagen. Eine mdgliche Optimierung der Expression wurde auch durch die Zugabe von

1% Glukose und/oder 2% Ethanol untersucht. In Abbildung 3-6: A ist exemplarisch der



Ergebnisse 48

Expressionstest in E.coli Rosetta (DE3) bei Raumtemperatur fur 16 Stunden unter Zugabe
von 2% Ethanol und verschiedenen IPTG-Konzentrationen dargestellt.
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Abbildung 3-6:

APH Expression in E.coli Rosetta (DE3) Zellen: Die Expression wurde in einer 3 ml Schittelkultur durchgefihrt. Induziert
wurde mit IPTG bei OD600=0,8, die Inkubation erfolgte anschlieBend bei Raumtemperatur (120 rpm) fur 16 Stunden. Nach dem
Aufschluss der Zellen wurden 20 pl der I6slichen Fraktion (aus 500 pl) und ebenfalls 20 pl der unléslichen Fraktion (Pellet wurde
zuvor in 400 pl Puffer geldst) fur Aktivitatsbestimmung und Western Blot-Analyse verwendet.

A) SDS-PAGE Analyse der APH-Expression in E.coli Rosetta (DE3): 12%iges Gel, Coomassie gefarbt; Abgebildet ist der
Expressionstest im Stamm E. coli Rosetta (DE3) bei Raumtemperatur fir 16 Stunden unter Zugabe von 2% Ethanol.
Unterschiedliche IPTG Konzentrationen wurden verwendet: 1,2 = ohne IPTG, 3,4 = 10 uM IPTG, 5,6 = 50 puM IPTG, 7,8 = 200
UM IPTG. 1,3,5,7 stellen jeweils die Iosliche Fraktion des Zelllysats dar, 2,4,6,8 die dazugehérige unldsliche Fraktion des
Zelllysats.

B) Western Blot-Analyse: Die Expression der APH erfolgte fir 16 Stunden bei Raumtemperatur nach einer Induktion mit 10
UM IPTG im Ansatz und Zugabe von 2% Ethanol. Als Primé&rantikdrper wurde anti-APH Antikdrper (1:1000) verwendet. Als
Sekundéarantikdrper diente Esel-anti-Ziege 1gG (AP) (1:10000). M = Marker, 1 = losliche Fraktion des Zelllysats, 2 =
Positivkontrolle (kommerziell erworbene APH (Takara)). Zur besseren Anschaulichkeit wurden in der Abbildung zwei separate
Membranen fusioniert, was durch die gepunktete Linie gekennzeichnet ist.

C) APH-Aktivitat in E.coli Rosetta (DE3): Dargestellt ist die enzymatische Aktivitat der APH nach der Expression fiir 16 h bei
RT unter Zugabe von 10 uM IPTG und 2% EtOH. Es wurde das fluorogene Substrat Ac-Ala-AMC mit einer Konzentration von
4mM im Ansatz im Puffer bestehend aus 30 mM Tris, pH 7,4 verwendet. Die Messung erfolgte bei 37 °C fir 15 min.

Das beste Ergebnis konnte dabei nach einer Induktion mit 10 pM IPTG erreicht werden (Spur

3). Mit steigender IPTG Konzentration erhoht sich die APH Expression, jedoch steigt auch



Ergebnisse 49

der Anteil exprimierten Proteins, der in der unléslichen Fraktion des Zelllysats vorliegt (Spur
8).

Die enzymatische Aktivitat der APH wurde durch den Fluoreszenzgekoppeltem Aktivitatstest
mit dem Enzym Ac-Ala-AMC bestatigt (Abbildung 3-6: C). Gegenuber nicht-induzierten Zellen
war die Aktivitdt deutlich gesteigert. Zuséatzlich zeigte sich im Western Blot mit anti-His-tag
Antikodrper ausschliel3lich die intakte APH durch eine distinkte Bande bei 80 kDa (Abbildung
3-6: B). Somit lieR sich nachweisen, dass bei der Expression der APH in E.coli kein Abbau
stattfindet. Durch die hohen Ausbeuten an aktivem Enzym war dieses Expressionssystem flr
die Herstellung rekombinanter APH geeignet.

Fur die Proteinreinigung wurde eine Expression der APH in einem Mal3stab von 6L E.coli
Schiittelkultur durchgefihrt. Die Reinigung erfolgte nach dem Aufschluss der E.coli Zellen
mittels Hochdruck-Homogenisation (Abschnitt 2.7.2) durch Ni-NTA- und Anionen-Austausch-
Chromatographie und ist im Abschnitt 2.7.3.2 beschrieben. Die Fraktionen sind im
Coomassie-gefarbten SDS-Gel dargestellt (Abbildung 3-7 A). Es konnten 9 mg gereinigte
APH mit einer enzymatischen Aktivitat von ca. 10 U/mg (Ac-Ala-AMC) produziert werden. Bis
zur weiteren Verwendung wurde die gereinigte APH bei 4 °C aufbewahrt.

Mit dem gereinigten Enzym wurden die kinetischen Parameter K, ke Und koK, flr das
Substrat Ac-Ala-AMC im Vergleich zur kommerziell erhaltichen APH (Takara) bestimmt
(Abbildung 3-7 B). Fur die rekombinante APH konnte ein K,-Wert von 117 pM ermittelt
werden, welcher mit der bei Takara erhaltichen APH vergleichbar ist (95 pM). Beim
Vergleich der Spezifitatskonstanten (k../Kn) wurde fur die rekombinante APH ein Wert von
160 mM™* * s ermittelt, der deutlich niedrigere Wert der kommerziell erhaltlichen APH ist
madglicherweise auf eine Verringerung der katalytischen Effizienz durch einmaliges Einfrieren
zuriickzufuihren. Nach der erfolgreichen Etablierung der Expression und Reinigung der

humanen rekombinanten APH in E.coli wurde das Enzym flir weitere Untersuchungen

eingesetzt.
A B
Km-Wert , Kcat/Km
M 1 2 3 4 Probe i Keat [$™ e -
[mM] cat [S7] [mM™* s
Rekombinante
. 0,117+0,0088 | 18,80 160,00
APH (E.coli)
kDa .
95 i Kommerziell
- .
72 - g - erhaltliche APH 0,095+0,0075
—— (Takara)

SR == Abbildung 3-7: Reinigung APH aus E.coli.
A) SDS PAGE: 12%iges SDS Gel, Coomassie geféarbt. 1 = Probenauftrag Ni-NTA,
2 = Probenauftrag 2. Ni-NTA, 3 = Probenauftrag Anionenaustausch-

36 Chromatographie (MonoQ), 4 = vereinigte Fraktionen nach MonoQ); aufgetragen
wurden 20 pl der jeweiligen Fraktion

28 B) Bestimmung der kinetischen Parameter der Substratumsetzung durch die

. APH unter Verwendung des Substrats Ac-Ala-AMC: Die Messung fand bei

37°C statt (Abschnitt 2.8.1). (*=Aktivitatsverlust durch Einfrier-Auftau-Zyklen)
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3.2 Rekombinante Expression von AB-Peptiden in E.coli

Viele Daten zur in vitro Aggregation von AR basieren auf Untersuchungen mit synthetisch
hergestellten Peptiden. Die entsprechenden Ergebnisse sind teilweise kontrovers oder
schlecht reproduzierbar. Ein Grund flr diese Problematik bei der Alzheimer-Forschung ist
unter anderem auf Verunreinigungen wahrend der AB-Synthese zurtickzufiihren (Dobeli et al.
1995; Zagorski et al. 1999). Aggregations-Kinetiken von synthetisch hergestelltem A
variieren oft zwischen verschiedenen Herstellungs-Chargen, sowie auch innerhalb
unterschiedlicher Lagerungs- oder Ldslichkeitsbedingungen (Soto et al. 1995). Zusatzlich ist
das Rohmaterial bei der chemischen Fest-Phasen-Synthese sehr teuer, besonders bei der
Herstellung isotopenmarkierter Peptide. Durch die Mdglichkeit der preiswerten Herstellung
von Proteinen in E.coli, sowie hoher Ausbeuten, die dabei erzielt werden kdnnen, war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, verschiedene AB-Spezies fur weiterfihrende Untersuchungen
herzustellen. Diese wurden zur allgemeinen Charakterisierung sowie zum Vergleich mit
synthetischen Peptiden hergestellt, unter anderem hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens.
Weiterhin sollten mit den Peptiden Spaltungsuntersuchungen durch die Acylpeptidhydrolase
durchgefuhrt werden. Rekombinantes Isotopenmarkiertes Peptid sollte auRerdem fir
Strukturanalysen mittels Festphasen-Kernresonanzspektroskopie (ssNMR-solid state
Nuclear Magnetic Resonance) hergestellt werden.

Die Peptide wurden mit einem N-terminalen Fusionspartner exprimiert, wodurch die
Loslichkeit und Stabilitdét der Peptide wahrend der Expression erhoht werden sollte.
Zusatzlich sollte dies die mdgliche Aggregation und Toxizitdt der Peptide wahrend der
Expression verringern. Der His-tag des Fusionspartners ermdglicht eine vereinfachte
Reinigung und Detektion. Die Expression wurde zunachst mit dem pET-SUMO
Expressionssystem (Life Technologies) durchgefiihrt. Neben ABR40 und ABR42 sollten
auRerdem Q3-ApR40 und Q3-AB42 rekombinant hergestellt werden. Dazu wurde das natirlich
vorkommende Glutamat an dritter Position der AB-Sequenz durch ein Glutamin ersetzt, um
nach der Expression eine schnellere Konvertierung zu Pyroglutamat durch die Zugabe der

Glutaminylzyklase zu ermdglichen.

3.2.1 Rekombinante Expression von AB-Peptiden mit dem Champion™pET-
SUMO Expressionssystem
Im Champion™ pET-SUMO Expressionssystem (Life Technologies) wird ein SUMO Protein
(Small Ubiquitin-like Modifier) als N-terminaler Fusionspartner genutzt, um die Expression
und Reinigung nativer Proteine in E.coli zu ermdglichen. SUMO ist das 11 kDa grolie
Saccharomyces cerevisae Smt3 Protein, welches homolog zum S&uger SUMO-1-Protein
(Saitoh et al. 1997) ist. SUMO gehort zur Familie der Ubiquitin-ahnlichen Proteine und kann
durch eine kovalente Bindung an die Lysin-Seitenketten von Proteinen oder Peptiden deren

Eigenschaften und Funktionen beeinflussen. Dabei beeinflusst es unter anderem zellulére
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Prozesse wie den nuklearen Transport oder die Zellzyklus-Progression (Muller et al. 2001).
Das pET-SUMO System wurde im Rahmen dieser Arbeit zur rekombinanten Expression von
AB-Peptiden in E.coli genutzt. Die Fusion mit SUMO am N-Terminus erh6ht dabei die
Expressionsrate und die Stabilitdt der Peptide (Malakhov, 2004) und schiitzt vor Abbau
durch Peptidasen/Proteasen. Weiterhin wirkt SUMO als Ldslichkeitsvermittler und
vereinfacht damit u.a. die anschlieRende Reinigung (Malakhov, 2004). Nach der Expression
wird die Tertiarstruktur des SUMO-Proteins durch eine Cysteinprotease, die SUMO-Protease
(scULP) spezifisch erkannt und gespalten. Zwischen der Spaltstelle und der ersten
Aminosaure des Proteins befinden sich keine zusatzlichen Aminoséuren, wodurch der
natirlich vorkommende definierte N-Terminus der ApR-Peptide vorliegt. AnschlieRend werden
SUMO und scULP Uber den Histidin-Tag mittels Nickelaffinitaitschromatographie aus der

Ldsung entfernt.

3.2.1.1 Rekombinante Expression der SUMO-Protease scULP

In Hefezellen existieren zwei SUMO-Proteasen Ulpl (= SUMO Protease 1) und Ulp2, die
eine Rolle bei der SUMO-Prozessierung spielen. Das SUMO-Protein liegt als
Vorlauferprotein in der Zelle vor. Durch die Proteasen erfolgte eine Hydrolyse der a-
Peptidbindung die Sequenz —GGATY am C-Terminus des SUMO-Vorlauferproteins zu -GG,
wodurch das reife SUMO-Protein freigesetzt wird. Eine weitere Reaktion beinhaltet bei einem
Fusionsprotein die Dekonjugation des SUMOs vom Zielprotein durch die Spaltung einer ¢-
Peptidbindung zwischen dem C-terminalen Glycin des SUMO-Proteins und der e¢-
Aminogruppe des Zielproteins (Li and Hochstrasser, 1999; Mossessova and Lima, 2000).
Zwischen Ulpl und Ulp2 besteht eine 27%ige Sequenzhomologie, welche die C-terminale
Cysteinproteasedomane mit einer GréRe von 221 AS umfasst und als scULP bezeichnet
wird (Mossessova and Lima, 2000; Eckhoff and Dohmen, 2015). Die scULP1 wurde im
Rahmen dieser Arbeit rekombinant hergestellt, um nach der Expression des SUMO-AR
Fusionsproteins das AB-Peptid abzuspalten. Hierzu wurde die scULP aus kompetenten
Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae — Backerhefe) durch PCR amplifiziert und so in den
Vektor pET28a+ kloniert, dass sie nach der Expression zusatzlich einen vektorcodierten N-
und C-terminalen His-tag aufweist. Die Expression wurde im Stamm E.coli Rosetta (DE3)
optimiert. Das beste Ergebnis konnte bei einer Expression fiir 4 Stunden bei 37°C nach einer
Induktion mit 750uM IPTG erzielt werden. Nach dem Zellaufschluss durch Hochdruck-
Homogenisation (Abschnitt 2.7.2) wurde der Uberstand mittels Affinitatschromatographie
unter Verwendung des His-tags gereinigt, wie in Abschnitt 2.7.3.3 beschrieben. Abbildung
3-8 A zeigt die Fraktionen der NiNTA-Reinigung. Die scULP ist bei einem Molekulargewicht
von ca. 29 kDa sichtbar. Der Nachweis der scULP erfolgte durch Western Blot Analyse unter
Verwendung eines His-tag Antikdrpers (Abbildung 3-8 B). Aus 1L E.coli Suspensionskultur

konnten 60 mg scULP1 gewonnen werden. Nach der Reinigung wurde die scULP mittels
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Dialyse in den Reaktionspuffer (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,2% Triton, pH 8,0;
Malakhov et al. 2003) uberfuhrt. Zur Lagerung bei -80 °C wurden aufl3erdem 50% Glycerol

zugegeben.
A B
Abbildung 3-8:

M1 2 3 M 1 23 Reinigung der scULP aus E.coli — SDS-PAGE und Western
Blot-Analyse: M = Marker; 1 = Probenauftrag Ni-NTA, 2 =
kDa Waschschritt mit Zusatz von 20 mM Imidazol, 3 = Elution mit 200
95 mM Imidazol; Aufgetragen wurden 20 pl der jeweiligen Fraktion, die

72 zuvor mit Probenpuffer versetzt wurde.

V— A) SDS-PAGE: 12%iges SDS Gel, Coomassie gefarbt

55 p— B) Western Blot-Analyse: Als Primarantikdrper wurde anti-penta-

His Antikorper (1:1000) verwendet. Als Sekundéarantikdrper diente
Ziege-anti-Maus 1gG (AP) (1:10000). Zur besseren Anschaulichkeit
36 wurden in der Abbildung zwei separate Gele bzw. Membranen
o8 fusioniert, was durch die gepunktete Linie gekennzeichnet ist.

"

3.2.1.2 Rekombinante Expression von SUMO-AB40

Zunachst wurde das AB40-Peptid als SUMO-Fusionsprotein mit einer Grol3e von 17,7 kDa in
E.coli exprimiert. Der dafiir genutzte Vektor pET-SUMO-AB40 wurde von Dr. D. Schlenzig
(Probiodrug AG) zur Verfigung gestellt. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte anschliel3end die
Bestimmung der optimalen Expressionsbedingungen in E.coli. Das beste Ergebnis konnte
bei einer Expression im Stamm Rosetta (DE3) bei Raumtemperatur fir 16 Stunden bei 120
rpm nach einer Induktion mit 50 uM IPTG (bei OD600 = 0,8) erzielt werden. Die Reinigung
des Fusionsproteins SUMO-AB40 erfolgte in einem 2-Schritt-Protokoll, wie in Abschnitt
2.7.3.4 beschrieben. Nach der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und anschlieRender
hydrophober Interaktionschromatographie mittels Butylsepharose konnten aus einem
Expressionsvolumen von 6 L Schuttelkultur 150 mg homogenes Protein erhalten werden
(Abbildung 3-9 A). Dieses wurde anschlie3end mittels Dialyse in einen Puffer bestehend aus
30 mM Tris, pH 8,0 tberfuhrt. Durch die folgende Spaltung mit der scULP sollte das Ap40
vom Fusionspartner abgetrennt werden. Ein optimales Spaltungsergebnis erzielte man,
wenn die scULP in einem molaren Verhaltnis von 1:80 (scULP:SUMO-AB40) eingesetzt
wurde und die Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur stattfand. In Abbildung 3-9 B
sieht man in der ersten Spur das ungespaltene Fusionsprotein mit einer Gro3e von 17,7
kDa. In Spur 2 ist die SUMO-Protease bei ca. 29 kDa sichtbar. SUMO und AB40 zeigen ein
leicht verandertes Laufverhalten im Vergleich zu ihrer theoretischen Grof3e: SUMO ist mit
einer molekularen Masse von 13,4 kDa im Tricin-Gel bei ca. 15 kDa sichtbar und AB40 mit
einer erwarteten Masse von 4,3 kDa bei ca. 5 kDa. Als Positivkontrolle wurde synthetisches
AB40 genutzt (Spur 3), welches ebenfalls bei einer apparenten Molekularmasse von ca. 5-6

kDa auftritt. Die korrekte Abspaltung des AB40 vom SUMO Fusionspartner wurde zusatzlich
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mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie verifiziert (Abbildung 3-9 C). Die theoretische
Masse von AB40 mit 4329,8 Da wurde durch das MALDI-TOF Massenspektrum bei [M+H]+ =
4330,2 bestatigt.
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Abbildung 3-9:

A) Reinigung des Fusionsproteins SUMO-AB40 aus E.coli: SDS-PAGE, 12%iges Gel, Coomassie gefarbt; M = Marker, 1 =
Zellaufschluss, 2 = Elution Ni-NTA, 3 = Elution Butylsepharose. Aufgetragen wurden 20 pl der jeweiligen Fraktion, die zuvor mit
Probenpuffer versetzt wurde. Zur besseren Anschaulichkeit wurden in der Abbildung zwei separate Gele fusioniert, was durch
die gestrichelte Linie gekennzeichnet ist.

B) Spaltung des Fusionsproteins SUMO-AB40: 10-20% Tricin-Gradienten Gel, silbergefarbt; M = Marker, 1 = Fusionsprotein
SUMO-AB40, 2 = SUMO und AB40 nach der Spaltung, 3 = Positivkontrolle synthetisches AB40, die Auftragsmenge betrug ca.
159

C) MALDI-TOF Massenspektrum von rekombinantem AB40 nach der Spaltung des SUMO-AB Fusionsproteins durch die
scULP1. Die detektierte Masse von [M+H]" = 4330,2 stimmt mit der berechneten Masse des AB40 (4329,8 Da) innerhalb des
Toleranzbereiches von + 5 Da Uberein. Sinapinsaure wurde als Matrix verwendet.

Durch diese Untersuchung lieR sich die erfolgreiche Spaltung nachweisen. Die
anschlieende Abtrennung des AB-Peptids vom SUMO-Fusionspartner erwies sich als

problematisch. Eine Reinigung mittels Ni-NTA Affinitditschromatographie zum Entfernen des
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SUMO uber den vorhandenen His-tag erfolgte mit einer Saule mit einem Volumen von 5 ml.
Hierbei war jedoch keine deutliche Abtrennung sichtbar, weshalb im zweiten
Reinigungsschritt eine Umkehrphasen-HPLC im analytischen Maf3stab durchgefiihrt wurde.
Verschiedene Saulen (C12, C18), Gradienten und Pufferbedingungen kamen zum Einsatz,
jedoch wiesen SUMO und AB40 nahezu gleiche Retentionszeiten in der HPLC auf, was eine
eindeutige  Trennung nicht  moglich machte. Es wurde  weiterhin die
GroRenausschlusschromatographie getestet, auch hier war trotz des unterschiedlichen
Molekulargewichts des AB-Peptids und des SUMO keine eindeutige Trennung mdglich. Mit
Hilfe des Zusatzes von 6M Guanidiniumchlorid konnten beide Proteine getrennt werden,
jedoch waren die Ausbeuten sehr gering.

Eine direkte Trennung mittels Umkehrphasen-HPLC unmittelbar nach der Spaltung erbrachte
auch keine zufriedenstellende Trennung des AB40 vom SUMO-Fusionspartner, da sie
ahnliche Retentionszeiten aufwiesen. Eine direkte Fallungsreaktion mit anschlieRender
Zentrifugation zur Trennung wurde mit Ammoniumsulfat, Aceton sowie Uber Veranderung
des pH-Wertes durchgefihrt, auch hier war die Trennung nicht méglich.

Im kleineren Malstab mittels His SpinTrap Saulen (GE Healthcare) wurden anschlie3end
noch einmal Versuche zur Trennung unter Verwendung des His-tags durchgefiihrt. Dabei
wurden verschiedene Zusatze wie Triton, Tween, B-Mercaptoethanol sowie Arginin benutzt,
um eine mdogliche Bindung bzw. Aggregation zwischen SUMO und AB zu Iésen bzw. um
SUMO zu denaturieren. Als eine zusétzliche Methode zur Denaturierung des SUMO-Proteins
erfolgte das Erhitzen der Probe auf 100°C. Das beste Ergebnis erzielte man, wenn die Probe
5 min bei 100 °C inkubiert wurde, sowie mit dem Zusatz von 20 mM Imidazol im
Auftragspuffer/Equilibrierungspuffer.

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte eine erfolgreiche Trennung unter Verwendung einer Ni-
NTA Saule mit einem Volumen von 1 ml und einer anschlieBenden Reinigung des Eluats
mittels Umkehrphasen-HPLC mit einer C18-Saule (Luna, Phenomenex) erzielt werden. Die
Trennung erfolgte mit einer konstanten Flussrate von 1 ml/min und einem Gradienten aus
Laufmittel A (Wasser + 0,1% TFA) und B (Acetonitril + 0,1% TFA), der in Abbildung 3-10 B
dargestellt ist. Wie aus dem Chromatogramm der Reinigung und der Analyse der Fraktionen
mittels Tricin-SDS PAGE ersichtlich wird (Abbildung 3-10 A/D), konnte das AR40-Peptid
abgetrennt werden und ist durch den Peak 12 reprasentiert.

Nach der Reinigung wurde jedoch bei der Uberprifung mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie ein zusatzliches Produkt mit einer Masse von [M+H]+ = 3787,9
detektiert, welches mit der kalkulierten Masse von ABR34 Ubereinstimmt (Abbildung 3-10 D).
Auch durch die Zugabe der Protease-Inhibitoren AEBSF (Pefablock™, Serinprotease-
Inhibitor, Sigma, 1mM im Ansatz), EDTA (1mM im Ansatz), E64 (Cysteinprotease Inhibitor,
Sigma, 10 pM im Ansatz), Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablette (Roche), oder



Ergebnisse 55
Bovines Serum Albumin (10% im Ansatz) wahrend des Aufschlusses und der Reinigung,
konnte der partielle Abbau nicht verhindert werden.
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Abbildung 3-10:

Abtrennung des AB40-Peptids vom SUMO-Fusionspartner.

A) Chromatogramm der analytischen HPLC-Reinigung unter Verwendung einer C18 Saule.

B) Bei der HPLC-Reinigung verwendeter Gradient: Flussrate 1 mil/ml; Laufmittel A (Wasser + 0,1% TFA), Laufmittel B
(Acetonitril + 0,1% TFA)

C) MALDI-TOF Massenspektrum nach der Reinigung und Abtrennung des AB40 vom SUMO. Ein Produkt mit der Masse
[M+H]+ = 3787,9 entstand, welches mit der berechneten Masse von AB34 Ubereinstimmt (innerhalb des Toleranzbereiches + 5
Da). Sinapinsaure wurde als Matrix verwendet.

D) 10-20% Tricin-Gradienten Gel: Das Gel wurde silbergefarbt. Aufgetragen wurden jeweils 15 pl der mit Probenpuffer
versetzten Fraktionen, die wéhrend der HPLC gewonnen wurden

Um die Retentionszeit von SUMO zu erhdhen und die Reinigung zu vereinfachen, wurde
ebenfalls der Vektor pET41a+ mit internem GST-tag als Expressionssystem fir SUMO-ARB
getestet. Das SUMO-AB40-Konstrukt wurde dabei C-terminal an den GST-tag kloniert, um
den Fusionspartner zu vergrofRern, und damit moéglicherweise die Retentionszeit wéhrend
der HPLC zu beeinflussen. Die Expression und Reinigung mittels Affinitatschromatographie
(Ni-NTA, Glutathion-Sepharose) wurden auch hier optimiert, sowie die Spaltung durch die
scULP. Dabei wurde jedoch ebenfalls ein partieller Abbau des AB40 zu AB34 beobachtet, der
auch nicht durch die Zugabe der zuvor aufgefiihrten Protease-Inhibitoren unterbunden
werden konnte. Es wurde aul3erdem ein Spaltungstest mit kommerziell erworbener scULP

Protease durchgefuihrt, um auszuschlieBen, dass es sich um eine Verunreinigung der
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rekombinanten scULP handelt, welche flir das Auftreten von x-AB34 verantwortlich ist. Auch
dabei wurde ein Abbau des rekombinanten AB40 zu ABR34 beobachtet.

Fur zukinftige Untersuchungen war es essentiell, intaktes und stabiles rekombinantes A
herzustellen, deshalb wurde diese Methode an dieser Stelle beendet und ein alternatives
Expressionssystem zur Herstellung der AB-Peptide getestet.

3.2.2 Rekombinante Expression von AB-Peptiden mit dem (NANP)io-
Expressionssystem

In Anlehnung an Finder et al. (2010) wurden die AB-Peptide AB40/42 und Q3-AB40/42 als
Fusionsprotein mit einem ldslichkeitsvermittelnden Polypeptidsegment exprimiert, welches
aus 19 Wiederholungen der Aminosauresequenz NANP und einem N-terminalen His-tag
besteht (Abbildung 3-11). Daran schlief3t sich die spezifische Erkennungssequenz der TEV-
Protease ENLYFQ/! (der Pfeil kennzeichnet die Schnittstelle) und die Sequenz des humanen
AB40/42 beziehungsweise der verklrzten Q3-AB40/42 Form an. Die natirlich auftretende
TEV-Erkennungssequenz beinhaltet ein C-terminales Glycin in P1‘ Position, welches die
erste Aminosaure des C-terminalen Spaltprodukts darstellt. Es konnte aber gezeigt werden,
dass die Effizienz der Protease auch bei 90% liegt, wenn Aspartat statt Glycin vorliegt
(Kapust et al. 2002). Da Aspartat die erste Aminosaure der humanen AB-Sequenz darstellt,
wurde diese Eigenschaft genutzt, wodurch das AB-Peptid nach der Spaltung in seiner
nativen Sequenz vorliegt.

Es wurden ebenfalls die N-terminal verkirzten AB-Varianten Q3-AB40/42 hergestellt, bei
denen das Glycin der TEV-Protease Erkennungsstelle durch ein Glutamin ausgetauscht ist.
Glutamin wird dabei statt dem in der humanen AB-Sequenz vorkommenden Glutamat
verwendet, um eine spatere Zyklisierung zum Pyroglutamat durch Zugabe der
Glutaminylzyklase zu beschleunigen. Fir die Expression in E.coli wurde der Vektor pET28a+
(Life Technologies) benutzt. AulRerdem wurde die TEV-Protease rekombinant hergestellt und

gereinigt, um sie fur die Spaltung einzusetzen.

His6 L1 (NANP)9 L2 CSAB-Peptid c
=L X ) X Y -
>

TEV Protease Schnittstelle

Abbildung 3-11:

Schematische Darstellung des Fusionsproteins (NANP),g-AB: L1 — Linkersequenz 1 = GS (Glycin-Serin); L2 —
Linkersequenz 2 = RS (Arginin-Serin); (NANP),9 — Léslichkeitsvermittelnder AR Fusionspartner (Asparagin-Alanin-Asparagin-
Prolin);o; CS — Cleavage site — Spaltstelle der TEV-Protease ENLYFQ|
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3.2.2.1 Expression und Reinigung der TEV-Protease

Als TEV-Protease wird die 27 kDa grol3e katalytische Domé&ne des Nuclear Inclusion a (Nia)
Proteins des Tobacco Etch Virus (TEV) bezeichnet, die verwendet wird, um den
Fusionspartner vom N- oder C-Terminus eines rekombinanten Zielproteins abzuspalten. Im
Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Expression der TEV-Protease in E.coli. Die
Originalsequenz der TEV-Protease wurde durch drei Mutationen optimiert: S219V, wodurch
eine Autolyse verhindert wird (Lucast et al. 2001), sowie L56V und S135G, was die
Ldslichkeit und Thermostabilitdt des Proteins erhéht (Cabrita et al. 2007). Die entsprechende
Sequenz mit zusatzlichem N-terminalem His-tag und C-terminalem Flag-tag wurde von
MWG Eurofins synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit in den Vektor pET-28a+ kloniert.
AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der optimalen Expressionsbedingungen in E.coli. Das
beste Ergebnis konnte bei einer Expression im Schittelkolben im Stamm BL21 (DE3) bei
Raumtemperatur fir 16 Stunden bei 120 rpm nach einer Induktion mit 1 mM IPTG (bei
OD600 = 0,8) und dem Zusatz von 1% Glukose erzielt werden. AnschlieRend wurde das
Zell-Lysat mittels Ni-NTA Affinitaitschromatographie gereinigt (Abbildung 3-12), wie in
Abschnitt 2.7.3.6 beschrieben. Aus einem Expressionsvolumen von 6L Schittelkultur
konnten 130 mg gereinigte rekombinante TEV-Protease gewonnen werden. Diese wurde
anschliel3end mittels Dialyse in den Reaktionspuffer (50 mM HEPES, pH 7,5, 50 mM NacCl,
10% Glycerol) tberfuhrt und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Abbildung 3-12:
M 1 2 3 4 Reinigung der TEV-Protease aus E.coli: SDS-PAGE, 12%iges Gel,
kDa Coomassie gefarbt; M = Marker; 1 = Probenauftrag Ni-NTA, 2 = Durchlauf, 3
2 - = = Waschen mit 50 mM Imidazol, 4 = Elution mit 250 mM Imidazol
52 Aufgetragen wurden 20 pl der jeweiligen Fraktion, die zuvor mit Probenpuffer
versetzt wurden. Zur besseren Anschaulichkeit sind in der Abbildung zwei
36 Mg separate Gele fusioniert, was durch die gestrichelte Linie gekennzeichnet ist.
30
i —
17

3.2.2.2 Expression und Reinigung von (NANP)1s-AB

Das Fusionskonstrukt (NANP)s-AB42 mit N-terminalem His-tag und einer Grof3e von 14,4
kDa wurde von der Firma Life Technologies im Vektor pMK-RQ synthetisiert. Im Rahmen
dieser Arbeit erfolgte die Klonierung dieses Konstrukts in den Expressionsvektor pET28a+.
AulRerdem erzeugte man durch Mutagenese die Varianten AB40, Q3-AB40 und Q3-Ap42.
Die Expression in E.coli wurde fir jede AB-Variante optimiert, das beste Ergebnis konnte mit
dem Stamm BL21 (DE3) nach einer Induktion mit 100 uM IPTG (AB40/42, Q3-AB42) bzw.
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500 puM IPTG (Q3-AB40) erzielt werden. Die Inkubation erfolgte fur 16 Stunden bei 23 °C im
Schittelkolben (120 rpm) in einem Mal3stab von 6 L. Die Expression des Proteins fand zum
einen in loslicher Form im Zytoplasma statt, zum anderen in unldslicher Form in bakteriellen
Einschlusskorpern. Um die Gesamtheit des rekombinanten Fusionsproteins zu isolieren,
wurde ein denaturierender Aufschluss unter Zusatz von 6 M Guanidiniumchlorid
durchgefuhrt. Anschlie3end erfolgte die Reinigung des Fusionsproteins mittels Ni-NTA-
Affinitatschromatographie (Abbildung 3-13 A), wie in Abschnitt 2.7.3.5 beschrieben. In Spur 4
ist das gereinigte Fusionsprotein bei einer GroRe von ca. 20 kDa sichtbar. In dieser
Elutionsfraktion treten noch leichte Verunreinigungen bei einer Gréf3e von ca. 80 kDa auf.
Diese konnten mittels Western Blot-Analyse dem Fusionsprotein zugeordnet werden, wobei
es sich vermutlich um Aggregate handelt. AnschlieBend erfolgte die Konzentrierung des
Eluats der Ni-NTA-Reinigung mittels Zentrifugal-Ultrafiltrationseinheit (Amicon) mit einem
Ausschlussvolumen von 10 kDa auf ca. 5mg/ml. Zum Entfernen des Guanidiniumchlorids
und Uberfiihren der Probe in den TEV-Protease kompatiblen Puffer, der fiir die nachtragliche
Spaltung und Zyklisierung notwendig ist, erfolgte die Entsalzung mit einer Sephadex G25
Saule. Aus einem Expressionsvolumen von 6L Schiuttelkultur wurden 160 mg gereinigtes

Fusionsprotein gewonnen.

A B
KDA M 1 2 3 4
100 i
e ey <— AB42 (Oligomer)
ig kDa
42 <«— (NANP),o-AB42
30 = s= 26
o0 (s NN . i <«— AB42 (Oligomer)
L 10
<«— AB42 (Monomer)
46

Abbildung 3-13:

A) Reinigung des Fusionsproteins (NANP).,-AB42 aus E.coli, SDS PAGE: 12%iges Gel, Coomassie gefarbt; M = Marker; 1
= Probenauftrag Ni-NTA, 2 = Durchlauf, 3 = Waschen mit 20 mM Imidazol, 4 = Elution mit 250 mM Imidazol; Aufgetragen
wurden 20 pl der jeweiligen Fraktion, die zuvor mit Probenpuffer versetzt wurde.

B) Spaltung des Fusionsproteins (NANP)o-AB42 mittels TEV-Protease, Western Blot-Analyse nach Tricin-SDS-PAGE:
Als Primarantikdrper wurde anti-B-Amyloid Antikorper (Positionen 17-24) (4G8) (1:1000) verwendet. Als Sekundarantikbrper
diente Ziege-anti-Maus 1gG (HRP) (1:10000). M = Marker, 1 = ungespaltenes Fusionsprotein, 2 = partiell gespaltenes
Fusionsprotein (TEV-Protease im molaren Verhéltnis 1:100), 3 = vollstandig gespaltenes Fusionsprotein (TEV-Protease im
molaren Verhaltnis 1:20), 4 = synthetisches AB42

An die Reinigung schloss dich die Spaltung des Fusionsproteins durch die TEV-Protease an.
Im Fall von AB40/42 ist die resultierende N-terminale Aminoséure Aspartat (P1‘-Position der
Spaltstelle), die N-terminal verkirzte Variante weist ein Glutamin in dieser Position auf. Da

diese Aminosauren nicht die optimale Schnittstelle darstellen, wurde die TEV-Protease in
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einer erhdhten Konzentration eingesetzt, um eine optimale katalytische Aktivitat der TEV-
Protease zu gewahrleisten und die Spaltung zu beschleunigen. Eine nahezu vollstindige
Spaltung konnte erzielt werden, wenn die Protease in einem molaren Verhaltnis von 1:20
eingesetzt wurde und die Inkubation fur 12 Stunden bei Raumtemperatur stattfand. Dies wird
aus der Western Blot-Analyse mit dem A-spezifischen Antikérper 4G8 (Chemicon) in
Abbildung 3-13 B ersichtlich. In Spur 1 ist das ungespaltene Fusionsprotein. Spur 2 zeigt
partiell gespaltenes Fusionsprotein, wobei die TEV Protease im molaren Verhéltnis 1:100
verwendet wurde. In Spur 3 ist die vollstandige Spaltung sichtbar, bei der man die TEV
Protease im molaren Verhéltnis 1:20 einsetzte. Als Kontrolle wurde in Spur 4 synthetisch
hergestelltes AB42 aufgetragen. Generell sieht man in der Western Blot-Analyse nach der
Tricin-SDS-PAGE zusatzlich Aggregate des AB42-Peptids, sichtbar in Spur 3 und Spur 4.
Diese SDS-induzierte Oligomerenbildung der AB42-Peptide in der Tricin-SDS-PAGE-Analyse
wurde bereits in der Literatur beschrieben (Kawooya et al. 2003, Bitan et al. 2005, Hepler et
al. 2006). Zur Zyklisierung des Glutamins, wodurch das N-terminale Pyroglutamat (pE)
entsteht, wurde bei Q3-AB40/42 wahrend der Spaltung die Glutaminylzyklase (Maus QC,
rekombinant hergestellt durch A. Stephan, Probiodrug AG) in einem molaren Verhéltnis von
1:2000 zugegeben. Mittels Elektrospray-lonisation (ESI) gekoppelt mit LC/MS (M. Mdller,
Probiodrug AG) konnte die Zyklisierung quantitativ bestatigt werden. 99,5% der AB-Peptide
zeigten einen N-terminalen Pyro-Glutamat Rest. Somit konnte erstmalig modifiziertes,
rekombinantes AB hergestellt werden, dass den N-terminalen pGlu-Rest aufweist.

Wahrend der Abspaltung vom Fusionspartner und gleichzeitiger Zyklisierung aggregierten
die AB-Peptide in der Losung. Durch einen Zentrifugationsschritt (10 min, 9000xg) konnte
der Grof3teil des AB im Pellet isoliert werden. Zur vollstandigen Féllung des AR wurde der
pH-Wert des Uberstandes auf den isoelektrischen Punkt des jeweiligen AB-Peptids
eingestellt und die Losung Uber Nacht inkubiert Am nachsten Tag schloss sich ein weiterer
Zentrifugationsschritt (10 min, 9000xg) an. Fir die weitere Reinigung mittels HPLC wurde
das jeweilige Pellet in 0,1 M NaOH gelst.

Fur die Analyse sowie die Reinigung der ApB-Peptide nach der Abspaltung des
Fusionspartners (NANP),9 wurde die aus einer Polymermatrix bestehende Source 5RPC
Saule (Amersham) mit einer Grof3e von 4,6x150 mm verwendet. In Abbildung 3-14 A ist das
Chromatogramm der analytischen Reinigung beispielhaft fir das Peptid pE3-ABR40
dargestellt. Vor dem Auftrag auf die Saule wurde das Pellet (Fusionspartner und AB-Peptid)
in ca. 300 pl 0,2 M NaOH gelést. Der Proteingehalt betrug 4 mg, pro Lauf wurden 50-100 pl
auf die Saule appliziert. Die Trennung erfolgte mit einer konstanten Flussrate von 5 ml/min
und einem Gradienten aus Laufmittel A (0,1 % Ammoniumhydroxid-Lésung, mit
Ameisensaure auf pH 9 eingestellt) und Laufmittel B (60:40 Acetonitril:Laufmittel A) bei einer

Saulentemperatur von ca. 37 °C. Der Gradient ist in Abbildung 3-14 B dargestellt. Fur die
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verschiedenen AB-Varianten wurden dabei unterschiedliche Retentionszeiten ermittelt
(Abbildung 3-14 C). Der erste Peak des Chromatogramms (Abbildung 3-14 A) bei einer
Retentionszeit von ca. 15 Minuten stellt den Fusionspartner da, der zweite Peak bei ca. 17
Minuten zeigt pE3-AB40, dessen Reinheit im Tricin-Gel bestétigt wurde (Abbildung 3-14 E).
Die kalkulierte Masse von 4326,9 Da stimmt mit dem mittels MALDI-TOF ermittelten Produkt
mit einer Masse von [M+H]+ = 4127,8 Uberein (Abbildung 3-14 D).
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Abbildung 3-14:

Analytische Reinigung des Peptids pE3-AB40.

A) Chromatogramm der analytischen RP-HPLC Reinigung des AB-Peptids am Beispiel von pE3-AB40: Es wurde eine 5
RPC Source Saule verwendet. Peak A = Fusionsprotein, Peak B = pE3-AB40.

B) Bei der RP-HPLC-Reinigung verwendeter Gradient: Laufmittel A (0,1% Ammoniumhydroxid-Lésung, pH 9,0), Elution mit
Puffer B (60:40 Acetonitril: Laufmittel A), 37°C Saulentemperatur, Flussrate 5 ml/min

C) Retentionszeiten der AB-Peptide bei der analytischen 5RPC-Umkehrphasen-HPLC

D) MALDI-TOF Massenspektrum des Produkts nach der Reinigung und Abtrennung des pE3-AB40. Das Produkt mit der
Masse [M+H]+ = 4127,8 stimmt mit der berechneten Masse von pE3-Ap40 mit 4126,7 Da Uberein (innerhalb des
Toleranzbereiches + 5 Da). Als Matrix wurde Sinapinséure verwendet.

E) 10-20% Tricin-Gradienten Gel: Coomassie gefarbt. M = Marker, 1 = rekombinantes pE3-AB40 (aus Peak B), 2 =
synthetisches AB40

Die BRPC-Saule wurde nicht ausschlie3lich zur Analyse verwendet, sondern auch zur
Gewinnung des gereinigten AB-Peptids. Aus 5-7 Laufen konnten ca. 1,5 mg gereinigtes AR
gewonnen werden. Die AB-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert. Um
diesen Prozess der AB-Gewinnung zu vereinfachen, wurde eine Malstabsvergrof3erung

durchgefihrt. Zu diesem Zweck erfolgte die Reinigung und Optimierung im préaparativen
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MaRstab mit einer 15RPC (Reversed phase) Source Saule (GE Healthcare) mit einem
Volumen von 20 ml als Umkehrphasen-Chromatographie in Verbindung mit einem Akta
Avant Purifier. Das Pellet aus abgespaltenem, N-terminal zyklisiertem pE3-AB40 (aus
urspriinglich ca. 50 mg gespaltenem Fusionsprotein) wurde in 4 ml 0,1 M NaOH gelést und
auf die Sdule appliziert. Es erfolgte die Verwendung der gleichen Laufmittel wie bei der
analytischen Umkehrphasen-HPLC mit folgendem Gradienten: 0-30% B tber 80 ml und
anschliel3end 30-80% B tber 500 ml. Dabei wurde mit einer Flussrate von 10-20 ml/min und
einer Saulentemperatur von 37°C gearbeitet. pE3-AB40 eluierte bei ca. 48% B (ca. 29%
Acetonitril) (Abbildung 3-15 A).
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Abbildung 3-15:

Praparative Reinigung des Peptids pE3-AB40.

A) Chromatogramm der praparativen Reinigung von pE3-AB40: Umkehrphasen-Chromatographie unter Verwendung einer
15 RPC Source Saule. Laufmittel (A) 0,1% Ammoniumhydroxid-Losung, pH 9,0, Elution mit Puffer (B) (60:40 Acetonitril:
Laufmittel A) Gradient: 0-30% B tber 80 ml, 30-80% B tber 500 ml, Flussrate 10-20 ml/min, Saulentemperatur 37°C.

B) 10-20% Tricin-Gradienten Gel: Coomassie gefarbt. M = Marker, B6-B12 = Fraktionen der Reinigung

C) MALDI-TOF Massenspektrum des Produkts nach der Reinigung und Abtrennung des pE3-AB40. Das Produkt mit der
Masse [M+H]+ = 4127,7 stimmt mit der berechneten Masse von pE3-AB40 mit 4126,7 Da uberein (innerhalb des
Toleranzbereiches + 5 Da). Sinapinséure wurde als Matrix verwendet.

Mit dieser Umkehrphasen-Chromatographie konnten wahrend einer Praparation ca. 7-8 mg

AB aus urspringlich 50 mg Fusionsprotein gewonnen werden. Die AB-enthaltenden
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Fraktionen wurden anschlieRend lyophilisiert. Die Reinheit der Peptide wurde mittels SDS-
PAGE und MALDI-TOF Massenspektrometrie tberprift (Abbildung 3-15 B/C).

3.2.2.3 Expression von **N-(NANP).s-Q3-AB40

Fir spatere NMR-Strukturanalysen war es notwendig, *>N-markiertes AR herzustellen. Dies
erfolgte durch eine N-Anreicherung der Proteine wahrend der Expression in E.coli. Dazu
wurde die Expression im Minimalmedium mit **N-Ammoniumchlorid als einzige
Stickstoffquelle durchgefihrt. Nachdem dberprift wurde, dass das Fusionsprotein in
ausreichenden Mengen im Minimalmedium exprimiert wird, erfolgte die Fermentation des
>N-markierten Fusionsproteins (NANP)1,-Q3-AB40 in Jena (Dr. Uwe Horn, Hans-Knéll-
Institut far Naturstoff-Forschung, Jena). Die Reinigung des Fusionsproteins und
anschlielende Abspaltung sowie Zyklisierung des N-Terminus der AB-Peptide erfolgte wie
bereits in Abschnitt 3.2.2.2 beschrieben. Die Umkehrphasen-Chromatographie, welche den
letzten Schritt der Reinigung und Abtrennung der AB-Peptide darstellt, wurde nahezu analog
durchgefuhrt. In diesem Fall erfolgte die Elution aber mit einem langsamer steigenden
Acetonitril-Gradienten (0-30% B tber 90 ml, 30-45% B tber 350 ml, 45-100% B tber 50 ml)
und einer verringerten Flussrate von 3 ml/min, um die Abtrennung der AB-Peptide noch zu
verbessern (Abbildung 3-16 A). Peak 1 des Chromatogramms stellt den Fusionspartner dar,
im Tricin-SDS-Gel in den Fraktionen B4 und B5 bei einer Grof3e von ca. 26 kDa sichtbar
(Abbildung 3-16 B). Die Fraktionen C3-C5, die den zweiten Peak des Chromatogramms
reprasentieren, weisen nahezu homogenes AB-Peptid auf. Diese Ap-enthaltenden
Fraktionen wurden anschlieBend lyophilisiert. Die Reinheit der Peptide wurde zusatzlich zur
Tricin-SDS-PAGE Analyse noch mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie Uberprift
(Abbildung 3-16 C). Das Peptid wies eine GrofRe von 4177 Da auf, es ist damit um 50
Masseeinheiten grof3er als unmarkiertes pE3-AB40. Dies bestatigt, dass eine vollstandige
Anreicherung von °N-Stickstoff stattgefunden hat. Aus 100 g Zellmaterial wurden ca. 120 mg
gereinigtes Fusionsprotein gewonnen. Daraus konnten anschlieBend ca. 15 mg *N-

markiertes pE3-AB40 erhalten werden.
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Abbildung 3-16:

Praparative Reinigung von ®N markiertem pE3-AB40 aus Minimalmedium.
A) Chromatogramm der praparativen Reinigung von *N pE3-AB40: Umkehrphasen-Chromatographie mit 15 RPC Source
Saule, abgespaltenes und N-terminal zyklisiertes pE3-AB40 aus urspringlich 50 mg Fusionsprotein wurde nach der
Aggregation und dem Abzentrifugieren in 3 ml 0,1M NaOH geldst und anschlieBend auf die S&aule appliziert. Laufmittel (A) 0,1%
Ammoniumhydroxid-Lésung, pH 9,0, Elution mit Puffer (B) (60:40 Acetonitril: Laufmittel A). Gradient: 0-30% B tiber 90 ml, 30-
45% B Uber 350 ml, 45-100% B Uber 50 ml. S&ulentemperatur 37°C, Flussrate 3 ml/min. AR eluierte bei ca. 45% B (27%

Acetonitril).

M B4 B5 C1C2C3C4C5

B) 10-20% Tricin-Gradienten Gel: Coomassie gefarbt. M = Marker, B4-D3 = Fraktionen der Reinigung.

C) MALDI-TOF Massenspektrum des Produkts nach der Reinigung und Abtrennung des "*N-pE3-AB40: Das Produkt mit
der Masse [M+H]+ = 4176,9 stimmt mit der berechneten Masse von '°N-pE3-AB40 mit 4176,7 Da uberein (innerhalb des
Toleranzbereiches + 5 Da). Sinapinsdure wurde als Matrix verwendet.
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3.3 Untersuchungen an APH und AB

3.3.1 Spaltung von AB-Peptiden durch APH

Yamin et al. beschrieben 2007 erstmals die APH als ein AB-degradierendes Enzym. Die
Acylpeptidhydrolase wurde aus SK-N-MC Zellen isoliert. Nach der Inkubation der gereinigten
APH mit iodiertem AR ([**°I]-AB40) erfolgte die Auftrennung mittels SDS-PAGE. In der
anschlieRenden Autoradiographie konnte keine AB-Bande mehr detektiert werden, was auf
eine Spaltung des Peptides hinweist. Unter zusatzlicher Verwendung des APH-spezifischen
Inhibitors Ac-Leu-CMK konnte die Degradation von [**[]-AB40 verhindert werden, was die
Vermutung der APH-abhangigen Spaltung von AB zusatzlich untermauerte. In einer spateren
Studie zeigten Yamin et al. (2009) mittels ESI-FTICR-MS, dass die APH-Spaltung nach den
Positionen 13,14 und 19 des AB-Peptids stattfindet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der beschriebene Abbau von AB-Peptiden durch die
Acylpeptidhydrolase mittels MALDI-TOF-MS verifiziert werden. Dabei sollte auch auf
mdogliche Unterschiede zwischen synthetisch hergestelltem AP und rekombinant
hergestelltem AR eingegangen werden. Fiur die Spaltungsuntersuchungen wurde
rekombinante, gereinigte APH aus E.coli (siehe Abschnitt 3.1.4), sowie kommerziell
erhaltliche APH (Takara) verwendet. Die enzymatische Aktivitdt der APH wurde zuvor mit
dem Substrat Ac-Ala-AMC bestétigt (siehe 2.8.1). Die folgenden synthetischen und
rekombinanten AB-Peptide wurden fir die Untersuchung genutzt: AB40, AB42 und pE3-
AB40. Die AB-Peptide wurden im Spaltungsansatz in einer Konzentration von 20 puM
eingesetzt und die APH im molaren Verhéltnis von 1:10 (2 pM im Ansatz) zugegeben. Die
Spaltung erfolgte in Low Binding Tubes (Eppendorf) in einem Volumen von 85 pl im
Reaktionspuffer (50 mM Tris, pH 8,0) bei 37°C uber einen Zeitraum von 20 Stunden. Nach O
h, 3 h, 5 h, 8 h und 20 h wurden jeweils Proben entnommen und mittels MALDI-TOF-MS
analysiert. Zu keinem Zeitpunkt konnte dabei eine Spaltung der APB-Peptide detektiert
werden. In

Abbildung 3-17 ist exemplarisch der Zeitpunkt nach 20 h Inkubation dargestellt. In Spalte A
sieht man die Spaltungsuntersuchungen rekombinanter AB-Peptide, in Spalte B sind die
synthetisch hergestellten Peptide dargestellt. Aus der

Abbildung 3-17: wird deutlich, dass bei keinem der untersuchten ABR-Peptide eine Spaltung
durch die APH auftritt. Es sind ausschlieBlich die Ausgangspeptide und keine
Abbaufragmente sichtbar. Dabei bestanden keine Unterschiede zwischen rekombinantem
und synthetischem ApB-Peptid. Diese Spaltungsuntersuchungen wurden ebenfalls mit
kommerziell erhaltlicher APH durchgefiihrt. Dabei wurden die gleichen Ergebnisse erhalten,
wie aus Abbildung 3-18 ersichtlich wird, in der exemplarisch der Zeitpunkt nach 20 h
Inkubation dargestellt ist. Zu keinem Zeitpunkt konnte eine Spaltung der Peptide detektiert

werden.
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Abbildung 3-17:

Untersuchung des moglichen Abbaus von AB-Peptiden durch rekombinante APH mittels Maldi-TOF-MS. AB-Peptide
wurden in einer Konzentration von 20 uM im Ansatz eingesetzt, die APH im molaren Verhaltnis 1:10 (2 pM im Ansatz). Der
Spaltungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 85 pl wurde fir 20 Stunden bei 37°C inkubiert. Exemplarisch ist in dieser
Abbildung der Zeitpunkt nach 20 Stunden dargestellt.

A) Analyse der Stabilitat rekombinanter AB-Peptide: Es konnte keine Spaltung nachgewiesen werden.

B) Analyse der Stabilitat synthetischer AB-Peptide: Auch hier konnte keine Spaltung durch die APH nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-18:

Untersuchung des moglichen Abbaus von AB-Peptiden durch kommerziell erhéltliche APH (Takara) mittels Maldi-TOF-
MS. AB-Peptide wurden in einer Konzentration von 20 pM im Ansatz eingesetzt, die APH im molaren Verhéltnis 1:10 (2 pM im
Ansatz). Der Spaltungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 85 pl wurde fur 20 Stunden bei 37°C inkubiert. Exemplarisch ist in
dieser Abbildung der Zeitpunkt nach 20 Stunden dargestellt.

A) Analyse der Stabilitdat rekombinanter AB-Peptide: Es konnte keine Spaltung nachgewiesen werden.

B) Analyse der Stabilitdt synthetischer AB-Peptide: Unter Verwendung der kommerziell erhaltlichen APH trat ebenfalls keine
Spaltung bei synthetischen und rekombinanten AB-Peptiden auf.

3.3.2 Gewebelokalisation der APH

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine Spaltung der AB-Peptide durch die APH in vitro
nachgewiesen werden. Um jedoch einen moglichen Einfluss der APH auf AB-Peptide und die
damit verbundene Alzheimer Krankheit in vivo zu untersuchen, wurden gPCR
Untersuchungen (siehe 2.6.6) von Gehirngewebe (Temporallappen) von Alzheimer Patienten
durchgefuhrt. Dazu erfolgte die Untersuchung des Gewebes von 12 AD-Patienten und 12
Kontroll-Probanden ohne AD. Die Proben wurden von Banner Health, Arizona bezogen. Die
Normalisierung erfolgte auf die Referenzene Sysl und TTI1. Wie in Abbildung 3-19 B zu
erkennen ist, wird in den AD-Patienten signifikant weniger APH exprimiert verglichen zu den
Probanden, die keine Alzheimer Erkrankung aufwiesen. Anhand dieses Ergebnisses wird

deutlich, dass ein Einfluss der APH auf A in vivo nicht auszuschlieRen ist.
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Um zusatzlich eine generelle Aussage Uber die Verteilung der APH in verschiedenen
humanen Geweben zu erhalten, wurden mittels qPCR Experimenten noch weitere Organe
Uberpruft. Zur Quantifizierung der APH-Transkriptmenge wurde Gesamt-RNA aus 20
verschiedenen humanen Geweben untersucht (FirstChoice® Human Total RNA Survey
Panel, Life Technologies). Wie aus Abbildung 3-19 A ersichtlich ist, wird die APH in den
humanen Geweben generell ubiquitar exprimiert, im Skelettmuskel und in der Leber ist die
Expression dagegen erhoht. Bei der allgemeinen Gewebeuntersuchung erfolgte eine

Normalisierung auf das Referenzgen YWHAZ.
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Abbildung 3-19:

Untersuchung der relativen APH Transkriptmenge.

A) Relative APH-Expression in verschiedenen humanen Geweben (Normalisierung auf das Referenzgen YWHAZ).

B) Relative APH-Expression in Gehirngewebe von an Alzheimer erkrankten Patienten im Vergleich zum Gehirngewebe
von gesunden Probanden. Die Normalisierung erfolgte auf die Referenzgene Sysl und TTI1.

3.3.3 Uberexpression von APP und APH in HEK293 Zellen

Aus den vorhergehenden Untersuchungen war ersichtlich, dass keine AB-Spaltung durch die
APH in vitro nachweisbar war, jedoch eine Reduktion der APH im Gehirngewebe von
Alzheimer Patienten auftrat. Um den Einfluss der Acylpeptidhydrolase auf AR im
Zellkultursystem in vivo zu untersuchen, wurden HEK293 Zellen mit APH und verschiedenen
Amyloid-Vorlaufer Proteinen (APP Varianten) transient co-transfiziert (siehe 2.6.3.2). Fir den
Versuch wurden drei verschiedene APP-Formen benutzt: die APP Wildtyp-Form, die APP-
SW-Mutante, und die APP-E3Q Variante. Die schwedische Mutante (APP-SW) weist eine
Mutation im Bereich der B-Sekretase-Spaltstelle auf. Die Wildtyp-Sequenz (APP-WT)
KMDAE ist dabei zu NLDAE mutiert. Dabei spaltet die B-Sekretase nach NL, wobei DAE die
N-terminalen Aminosauren des resultierenden AB-Peptides darstellen. Die Schwedische

Mutation (SW) bewirkt, dass das APP ein besseres 3-Sekretase-Substrat darstellt, was eine
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erhohte AB-Freisetzung zur Folge hat (Selkoe, 2001). Bei der APP-E3Q Mutante mit der
Sequenz der B-Sekretase Spaltstelle KMQ wurden die ersten beiden Aminosduren des AB-
Peptides DA aus der Sequenz entfernt, wodurch ein N-terminal verkirztes AB-Peptid
freigesetzt wird. An dritter Position befindet sich ein Glutamin anstelle des Glutamats, was
nach der Freisetzung des AB-Peptids eine verstarkte Pyroglutamatbildung des N-Terminus
zur Folge hat. Die Bestimmung des AB-Gehalts des Zelllberstands erfolgte anschlie3end
mittels ELISA (siehe 2.9.3) unter Verwendung spezifischer AB-Antikorper. Als
Primarantikorper diente Anti-Amyloid-f 4G8, der die Aminosauren 17-24 des humanen ApB-
Peptids erkennt, als Sekundarantikbrper wurde der HRP-gekoppelte Anti-Amyloid-$
Antikoérper (6E10) verwendet, welcher die Positionen 1-17 detektiert.

Wie aus Abbildung 3-20 ersichtlich wird, konnte AP in allen Proben detektiert werden. Die
hdchste Menge an AB-Peptid trat nach der Co-Transfektion von APH mit der schwedischen
APP-Variante auf. Eine leichte Erhéhung im Vergleich zum Wildtyp-APP ist auch bei der
Verwendung der E3Q Variante zu verzeichnen. Die ABR-Sekretion ist bei der Co-Transfektion
aller APP-Konstrukte mit APH tendenziell erhdht. Ein Einfluss der APH auf die AB-Sekretion
in vivo ist somit nicht auszuschlielBen, misste aber in weiterfiihrenden Experimenten noch

naher untersucht werden.
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Abbildung 3-20:

ELISA-Untersuchung zur Bestimmung des AB-Gehaltes bei der Co-Transfektion von APH mit verschiedenen APP
Varianten in HEK293 Zellen: Fiur den Versuch wurden folgende APP Varianten benutzt: APPE3Q, APPsw, APPwt. Nach der
gemeinsamen Uberexpression erfolgte ein ELISA unter Verwendung des 4G8-anti-Amyloid-B-Antikérpers als Fangantikdrper
(Primarantikorper) und HRP-konjugiertem 6E10-anti-Amyloid-B-Antikdrper als Detektionsantikdrper.
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3.4 Vergleichende Untersuchungen an synthetisch und rekombinant
hergestellten AB-Peptiden

3.4.1 Vergleich des Aggregationsverhaltens: Thioflavin-T-Assay

Um das Aggregationsverhalten von synthetischen und rekombinanten AR-Peptiden
miteinander zu vergleichen, wurde ein Thioflavin-T (Th-T) Assay durchgefihrt (siehe 2.9.4).
Mit dieser Methode ist es mdglich, die Fibrillenbildung von Ap-Peptiden zu visualisieren und
zu quantifizieren. Der Fluoreszenzfarbstoff Th-T lagert sich an B-Faltblattreiche Strukturen
an, wie die Quartarstruktur amyloider Fibrillen, was in einer starken Fluoreszenz sichtbar
wird. Die Reaktion erfolgte Uber einen Zeitraum von 250 h bei 37°C, alle 30 Minuten wurde
die Absorption gemessen. Um die Konzentrationsabhangigkeit der Fibrillenbildung zu
vergleichen, wurden die AB-Peptide in Konzentrationen von 5 pM - 20 UM eingesetzt.
Abbildung 3-21 A =zeigt die vergleichende Aggregation von rekombinantem und
synthetischem ABR42. Das rekombinante AB42 weist dabei einen charakteristischen
Kurvenverlauf auf. Bei einer Konzentration von 5 uM bzw. 10 uM ist zunachst eine Lag-
Phase erkennbar, an die sich ein starker Anstieg der Fluoreszenz anschlie3t. Nach dem
Erreichen des Maximums bleibt die Fluoreszenz konstant, was darauf hindeutet, dass keine
weiteren Fibrillen mehr gebildet werden. Bei einer AB-Konzentration von 5 pM des
synthetischen Peptids Ap42 ist keine Aggregation erkennbar, bei 20 pM wird eine
Fibrillenbildung sichtbar. Generell zeigt rekombinantes AB42 im hier dargestellten Zeitraum
von 40 Stunden eine starker ansteigende Fluoreszenz und damit eine schnellere
Aggregation als synthetisches AB42. Bei einer Konzentration von 20 pM wurden bei
rekombinantem AB42 Fluoreszenzwerte von bis zu 13000 RFU ermittelt, wahrend bei
symthetischem AB42 das Maximum bei 2700 RFU verzeichnet wurde. Rekombinantes und
synthetisches pE3-Ap42 weisen hingegen nur leichte Unterschiede in der
Aggregationskinetik auf (Abbildung 3-21 B). Bei beiden Peptiden ist ein biphasischer Verlauf
der Peptidaggregation sichtbar, jedoch zeigt pE3-AB42 bei einer eingesetzten Konzentration
von 20 puM ein schnelleres Erreichen des Fluoreszenzmaximums. Bei der vergleichenden
Untersuchung von rekombinantem und synthetischem AB40 ist im untersuchten Zeitraum
von 250 h keine Fluoreszenz und damit keine Aggregation sichtbar (Abbildung 3-21 C). Die
pE3-AB40 Peptide weisen im Gegensatz dazu eine leicht ansteigende Fluoreszenz und
damit eine Fibrillenbildung auf. Bei synthetischem 3pE-40 ist der Anstieg bei einer AB-

Konzentration von 20 puM leicht erhéht gegentiber rekombinantem Ap.
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Abbildung 3-21:

Thioflavin-T-Fluoreszenzuntersuchung der Aggregationskinetik von rekombinanten und synthetischen AB-Peptiden:
Verglichen wurden unterschiedliche Konzentrationen der jeweiligen Peptide, welche im Puffer 25 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 8,0
geldst wurden. Thioflavin-T wurde in einer Konzentration von 20 pM im Ansatz zu den geldsten Peptiden gegeben und die
Messung anschlieBend gestartet. Die Messung fand bei 37 °C Uber einen Zeitraum 250 h statt, Messpunkte wurden jede 30 min
datiert. (Em 490 nm, Ex 440 nm, gain 1600)
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3.4.2 Untersuchung der Fibrillen Morphologie der AB-Peptide mittels
Transmissionselektronenmikroskopie

Die Morphologie der Fibrillen und Aggregate der AB-Peptide des Th-T Tests wurde
zusatzlich mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM 900, Zeiss) in Zusammenarbeit
mit Dr. Gerd Hause (MLU Halle-Wittenberg) untersucht.

In Abbildung 3-22 A sind die vergleichenden Aufnahmen von rekombinanten und
synthetischen AB42 dargestellt. Korrelierend zum Ergebnis des ThT-Assays zeigt sich bei
rekombinantem Ap42 eine starkere Fibrillen-Bildung mit deutlich abgrenzbaren und
strukturierten Fibrillen. Beim synthetischen AB42 treten tberwiegend kleine Bruchstiicke auf.
Die Fibrillen wirken schmaler und auch deren Anzahl ist im Vergleich zum rekombinanten
AB42 reduziert. Die Fibrillen-Bildung erfolgte langsamer als bei rekombinantem AB42.
Abbildung 3-22 B zeigt die aggregierten Strukturen von rekombinanten und synthetischen
pE3-AB42-Peptiden. Rekombinantes pE3-AB42 zeigt in diesem Fall weniger Fibrillen, die
schlechter voneinander abgrenzbar und weniger strukturiert erscheinen als die des
rekombinanten AB42. Synthetisches und rekombinantes pE3-AB42 unterscheiden sich nicht
hinsichtlich ihrer Morphologie. Synthetische und rekombinante AB40-Peptide sind im
gemessenen Zeitraum unter den verwendeten Bedingungen nicht aggregiert (Abbildung 3-23
A), was auch im Th-T Assay sichtbar war. In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen
sind keine Aggregate oder Fibrillen sichtbar. Im Gegensatz dazu aggregierten die N-terminal
verklrzten pE3-AB40-Peptide bei einer eingesetzten Konzentration von 20uM zu Fibrillen
(Abbildung 3-23 B). Dies bestétigt wiederum den starken Einfluss des N-terminalen
Pyroglutamatrests auf die Aggregation der Peptide. Die Fibrillen der synthetischen und
rekombinanten pE3-AB40-Peptide zeigten dabei eine vergleichbare Morphologie. Verglichen
mit den x-AB42 Peptiden waren die hier auftretenden Fibrillen jedoch kirzer und von

geringerer Anzahl.
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Abbildung 3-22:

Transmissions-Elektronenmikroskopie verschiedener AB(x-42)-Peptide: Die Fibrillen wurden im Puffer 50 mM Tris, 100mM
NaCl, pH8.0 hergestellt, die VergréRerung betrug 1:50.000 (200 nm Balken), 1:20.000 (kurzer 500 nm Balken), 1:30.000 (langer

500 nm Balken)
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Abbildung 3-23:

Transmissions-Elektronenmikroskopie verschiedener AB(x-40)-Peptide: Die Fibrillen wurden im Puffer Die Fibrillen wurden

im Puffer 50 mM Tris, 100mM NaCl, pH8.0 hergestellt. Die VergroRerung betrug 1:50.000 (200 nm Balken), 1:20.000 (500 nm
Balken)
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3.4.3 BrdU Zell-Proliferationsassay

Die meisten Regionen des normalen erwachsenen menschlichen Gehirns sind nahezu frei
von sich teilenden Neuronen. Die nicht-proliferierenden, ausdifferenzierten Zellen verbleiben
in der Ruhephase (Go-Phase) des Zellzyklus und fuhren als solche ihre Funktion bis zum
Zelltod aus, ohne noch einmal teilungsaktiv zu werden. Bei einer Alzheimer Erkrankung
treten post-mitotische kortikale Neuronen auf, die nach einer Ruhephase wieder in den
Zellzyklus eintreten, jedoch ohne sich dabei zu teilen. Dieser ektopische Wiedereintritt in den
Zellzyklus betrifft einen erheblichen Anteil von Neuronen, die wahrend einer Alzheimer
Erkrankung absterben (Arendt et al. 2010). Eine wichtige Erkenntnis in der Aufklarung der
Mechanismen, die post-mitotische Neuronen dazu veranlassen, wieder in den Zell-Zyklus
einzutreten, war der Nachweis, dass oligomerisiertes AB42 die Replikation genomischer
DNA in der Zellkultur in priméaren kortikalen Neuronen induzieren kann (Varvel et al. 2008).
Um diesen Vorgang in der Zellkultur zu identifizieren, wird Bromdesoxyuridin (BrdU)
verwendet. Dabei handelt es sich um ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin
bzw. Desoxyuridin. Es wird zur labordiagnostischen Markierung proliferierender Zellen in
vitalen Geweben verwendet. BrdU kann von der Zelle aufgenommen werden und in
phosphorylierter Form anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP) wahrend
der S-Phase des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA als Markierung eingebaut werden.
Es wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob das rekombinant hergestellte AR42
vergleichbar wie das synthetische AB42 den ektopischen Wiedereintritt in den Zellzyklus in
kortikalen Neuronen hervorruft. Der BrdU Zell-Proliferationsassay erfolgte durch A. Reimann
(Probiodrug AG) und wurde an der Universitdt von Virginia (Charlottesville, USA) unter der
Leitung von Prof. Bloom durchgefihrt. Kortikale Neuronen von WT Méausen wurden dazu mit
rekombinant hergestelltem, oligomerisiertem Ap42 (6 uM) und BrdU (10 uM) behandelt. Die
immunhistochemische Farbung erfolgte mit Antikorpern gegen MAP2 (microtubule
associated protein 2) und BrdU, um Neuronen mit neu synthetisierter DNA zu identifizieren.
Abbildung 3-24 zeigt kortikale Neuronen nach der Inkubation mit rekombinantem
oligomerisierten AB42 (Abbildung 3-24 A), die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurde,
sowie mit synthetischem AB42 (Abbildung 3-24 A), welches Seward et al. (2012) darstellte.
Es wird ersichtlich, dass nach der Inkubation der Neuronen mit oligomerisiertem
rekombinanten AB42 eine Einlagerung von BrdU stattgefunden hat, die mit den fir
synthetisches AB42 erhobenen Daten Ubereinstimmt. Durch den Nachweis der Einlagerung
von BrdU konnte gezeigt werden, dass das rekombinante AB42 die gleiche Wirkung auf die
Zellen wie synthetisches AB42 aufwies und in den behandelten Neuronen den ektopischen

Wiedereintritt in die S-Phase des Zellzyklus hervorrief.
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Abbildung 3-24:
BrdU Assay: Einfluss von AB42-Oligomeren auf die Proliferation kortikaler Neuronen.

A) rekombinantes oligomerisiertes AB42 wurde in einer Konzentration von 6 uM eingesetzt, BrdU in einer Konzentration von
10 pm. MAP2 Antikérper (polyklonal, Kaninchen 1:1000), BrdU Antikdrper (monoklonal, Maus, 1:500, Sigma Aldrich) Als

Negativkontrolle dienten unbehandelte Neuronen.

B) synthetisches A42: Diese Abbildung wurde modifiziert nach Seward et al. 2013. Dargestellt sind primére kortikale

Neuronen nach der Inkubation mit synthetischem oligomerisierten AB42
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3.5 Untersuchung des Einflusses der pE-Modifikation auf die fibrillare
Peptidkonformation von AB mittels NMR-Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Herstellung und Reinigung rekombinant exprimierter *>N-
markierter pE3-AB40-Peptide etabliert. Dies ermdglichte die Durchfiihrung von NMR (nuclear
magnetic resonance)-Strukturuntersuchungen mit Wasserstoff-Deuterium (H/D)-Austausch.
Dadurch wurde der Einfluss der Pyroglutamat-Modifikation auf die Struktur der AB-Fibrillen
charakterisiert und konnte mit Wildtyp-AB verglichen werden. Bei den H/D-Austausch-NMR-
Messungen kdnnen B-Faltblatt-Strukturen der AB-Fibrillen identifiziert werden, da diese durch
einen verzdgerten Austausch der Rickgrat-Amid-Protonen gegen Deuterium gekennzeichnet
sind. Die Untersuchungen fanden in Kooperation mit Prof. Fandrich (Pharmazeutische
Biotechnologie Universitdt Ulm) statt. Die NMR-Messungen fihrte die Arbeitsgruppe um
Prof. Balbach (Institut fir Physik, MLU Halle) durch.

Zur Fibrillenbildung wurden die Peptide pE3-AB40 und AB40 mit einer Konzentration von 20
MM in 50 mM Phosphat pH 7,4 eingesetzt und bei 37 °C (100 rpm) fir 7 Tage inkubiert. Nach
dem Zentrifugieren (60 min bei 15.000%g) wurden die Fibrillen in 50 mM Phosphatpuffer pH
7,4 (protonierte Probe) oder 50 mM deuteriertem Phosphatpuffer pH 7,4 (deuterierte Probe)
gelost. Der Wasserstoff-Deuterium-Austausch erfolgte bei 25 °C Uber einen Zeitraum von
100 Stunden.

In Abbildung 3-25 A/B ist das *H,”>N-fHSQC (fast heteronuclear single quantum coherence)
Spektrum von pE3-AB40 (rot) und AB40 (schwarz) in deuteriertem DMSO dargestellt. Dieses
zwei-dimensionale Spektrum stellt die Korrelation der chemischen Verschiebung der direkt
gebundenen 'H->N Atome dar. Ein Signal entsteht dabei fiir jedes einzelne Wasserstoff-
Atom, das an die Amid-Gruppe einer Peptidbindung gebunden ist. Auf der x-Achse ist die
chemische Verschiebung der 'H-Kerne aufgetragen, auf der y-Achse die chemische
Verschiebung der *N-Kerne. Abbildung 3-25 A zeigt das Spektrum der protonierten Proben,
in Abbildung 3-25 B ist das Spektrum der deuterierten Proben nach dem Wasserstoff-
Deuterium-Austausch abgebildet. Fand ein Austausch des Wasserstoffs gegen Deuterium
statt, ist kein Signal detektierbar und lasst darauf schliel3en, dass dieser Bereich des Peptids
zuganglich fur wassrige Losungen ist und keine B-Faltblatt-Struktur aufweist. Die pE3-ABR40
Fibrillen zeigten bei den NMR-Untersuchungen Bereiche, die vor einem Austausch geschiitzt
sind und somit Bestandteil der B-Faltblatt-Strukturen sind. Dies betraf im Speziellen die
Positionen 17-25 und die Positionen 31, 32, 35 und 36 (Abbildung 3-25 C). Bei pE3-Ap40
konnten fur die Aminosauren 3-5 keine Signale zugeordnet werden. Alle zusatzlich
auftretenden Signale im Vergleich zu AB40, welche in der Abbildung A mit pE bzw. mit einem
roten Stern gekennzeichnet sind, verschwinden nach 100 h H/D Austausch. Dieser N-

terminale Bereich ist also nicht vor dem Austausch geschiitzt.



Ergebnisse

Die NMR-Strukturuntersuchungen von AB40-Fibrillen wiesen die gleichen vor einem
Austausch geschutzten Bereiche auf (Abbildung 3-25 D). In der vergleichenden Darstellung
der Protonierungsdaten von pE3-AB40 und WT AB40 (Abbildung 3-25 E) wird dieses
Ergebnis verdeutlicht. Es ist somit ersichtlich, dass die generelle fibrillare Peptidkonformation
bei pE3-AB40 mit der von APB40 Ubereinstimmt. Diese Ergebnisse konnten in einer

gemeinsamen Publikation verdffentlicht werden (Wulff et al. 2016).
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Abbildung 3-25:

NMR-Strukturuntersuchungen des Wasserstoff-Deuterium-Austauschs von *N-markierten AB-Peptid-Varianten. 'H,"*N-
fHSQC (fast heteronuclear single quantum coherence) Spektrum in deuteriertem DMSO von pE3-AB40 (rot dargestellt) und

AB40 (schwarz dargestellt).

A) Spektrum der vollstandig protonierten Proben

B) Spektrum nach 100 h Wasserstoff-Deuterium-Austausch

C) Quantifizierter Aminosaurespezifischer Protonierungsgrad nach H/D-Austausch fir pE3-AB40 und D) fiir AB40: ein

Stern markiert dabei die Aminoséuren, die nicht analysiert werden konnten.
E) Vergleichende Darstellung der Protonierungsdaten.

Abbildung modifiziert nach Wulff et al. 2016
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die rekombinante Expression der APH und verschiedener
AB-Peptide erfolgen. Geeignete Expressionssysteme, sowie Reinigungsstrategien wurden
getestet und etabliert. Anschlie3end fanden die Charakterisierung der AB-Peptide, sowie ein
Vergleich mit synthetisch hergestellten Peptiden statt. Diese Untersuchungen beinhalteten
unter anderem das Aggregationsverhalten, die Evaluierung der Funktion der APH als
putatives AB-spaltendes Enzym und die experimentelle Charakterisierung der rekombinanten

Peptide.

4.1 Rekombinante Expression der Acylpeptidhydrolase (APH)

Die bisherigen in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zur APH beziehen sich
vorwiegend auf Protein, das aus verschiedenen Geweben unterschiedlicher Spezies, wie
Ratte, Schwein und Mensch, isoliert wurde (Tsunasawa et al. 1975, Schonberger and
Tschesche 1981, Jones and Manning 1985, Miyagi et al. 1995). Tsunasawa et al.
beschrieben 1975 erstmals die Isolierung der APH aus der Rattenleber. 1981 erfolgte die
Reinigung des Enzyms aus humanem Erythrozytenlysat von Schoénberger und Kollegen.
Ebenfalls fanden Untersuchungen der APH aus Gewebe von Rind (Gade and Brown, 1981),
Schaf (Witheiler 1972 and Wilson) oder Kaninchen statt (Radhakrishna and Wold 1989). Um
hohere Ausbeuten des Enzyms zu generieren, sowie die Anfligung eines Tags zur
Optimierung der Reinigung zu ermdglichen, wurde die humane APH im Rahmen dieser
Arbeit rekombinant exprimiert.

Fiar die Produktion rekombinanter Proteine existieren verschiedene Expressionssysteme,
von denen jedes sowohl Vor- als auch Nachteile gegeniber den anderen Systemen
aufweist. So zeichnen sich beispielsweise bakterielle Expressionssysteme wie E.coli
gegenlber eukaryotischen Systemen durch hdohere Wachstumsraten und eine leichtere
Kultivierung aus, sie sind hingegen fur die Produktion grofer, glykosylierter Proteine mit
Disulfidbriicken nicht vorteilhaft. Als ein zusatzliches Argument gegen die Nutzung von E.coli
stand neben dem Ausbleiben posttranslationaler Modifikationen auch die mégliche Bildung
von Einschlusskodrpern (inclusion bodies) mit unldslichem und inaktivem Protein.
Eukaryotische Expressionssysteme bieten unter anderem den Vorteil der posttranslationalen
Modifikation, was deren Verwendbarkeit fir die Expression komplexer Molekile erméglicht.
In der Probiodrug AG war die Expression APH-verwandter Proteasen in eukaryotischen
Expressionssystemen sehr gut etabliert, weshalb dieses System zur Herstellung der
Serinprotease APH zunachst favorisiert wurde. Es existieren wenige Literaturdaten zur

rekombinanten Expression der humanen APH. Yamin et al. fuhrten 2007 erstmals eine
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transiente Uberexpression der APH in COS7-Zellen, sowie in SK-N-MC Zellen (Humane
Neuroblastom Zelllinie) durch. 48 h nach der Transfektion der SK-N-MC Zellen erfolgte die
Untersuchung des Zellkulturiiberstandes, sowie des Zelllysats. Die enzymatische APH-
Aktivitdt wurde Uberwiegend im Zellaufschluss nachgewiesen, nur ein geringer Anteil konnte
im Zelliberstand detektiert werden. Analog zu dieser Arbeit wurde die APH Expression im
Rahmen dieser Arbeit in einem verwandten Zellsystem durchgefuhrt und fuhrte zu
vergleichbaren Ergebnissen. So konnte enzymatisch aktives, intaktes Protein in CHO-Zellen
generiert werden. Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-Flag-Tag Antikdrper
konnte eine intrazellulare Lokalisation der APH nachgewiesen werden (Abbildung 3-1 B).
Innerhalb dieser Untersuchungen lie sich allerdings auch eine Grundaktivitdt gegeniber
dem Substrat Ac-Ala-AMC in untransfizierten Zellen und in den mit Leervektor transfizierten
Zellen detektieren (Abbildung 3-1 A). Dabei ist es moglich, dass es sich um intrinsische APH
handelt, wie es unter anderem fiir K-562 Zellen (Humane Leukamiezelllinie) oder SK-N-MC
Zellen beschrieben ist (Fujino et al. 2000a, Yamin et al. 1999, 2007). Es ist aber nicht
auszuschlieRen, dass diese Aktivitat auch auf eine weitere, unbekannte Protease
zurickzufiihren ist. Eine Fermentation der stabil transfizierten CHO-Zellen zur
MalRstabsvergrof3erung der Expression war nicht erfolgreich, wodurch die Ausbeute an
rekombinantem Protein gering blieb.

Um hohere Mengen l6slichen Proteins zu erhalten, wurde anschlieend das Baculovirus
Expressionssystem getestet, das ein virales Transfektionssystem zur effizienten Produktion
rekombinanter Proteine in Insektenzellen darstellt. Bei der Expression der rekombinanten
APH in Sf21 Zellen konnten hohe Ausbeuten des aktiven Enzyms im Uberstand der
transfizierten Zellen erzielt werden. Bei der anschlieenden Reinigung wurden aus 100 ml
Sf21-Suspensionskultur 1 mg gereinigte APH mit einer enzymatischen Aktivitdt von 25 U/mg
erhalten werden, gemessen mit dem spezifischen Substrat Ac-Ala-AMC.

Problematisch bei der Expression in diesem System erwies sich die proteolytische Spaltung
der APH. Im SDS Gel waren zusétzlich zu einer Bande von 80 kDa, welche die intakte APH
reprasentiert, 2 Fragmente mit einer Gro3e von ca. 22 kDA und 55 kDA sichtbar, die durch
Western Blot Untersuchungen eindeutig dem N- bzw. C-terminalen Bereich der
rekombinanten APH zugeordnet werden konnten (Abbildung 3-3). Fragmente mit der
gleichen GréfRe wurden von Scaloni et al. 1999 als Resultat einer Trypsin-spezifischen
Spaltung der humanen APH beschrieben. Die Hydrolyse findet dabei zwischen Arg193 und
Leul94 statt. Die enzymatische Aktivitdt des Enzyms wird nicht beeintrachtigt, weswegen
man davon ausgeht, dass die Spaltung die generelle Struktur des Enzyms nicht zu
verandern scheint. Es wird auRerdem beschrieben, dass das Spaltungsmuster auch unter
nicht-reduzierenden Bedingungen erhalten bleibt, was darauf hinweist, dass es zwischen

den zwei Fragmenten keine Disulfidbriicken gibt.
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Dieses Spaltungsmuster konnte zusatzlich mit kommerziell erhaltlicher APH nach
Trypsinzugabe detektiert werden (Abbildung 3-4 C), wodurch die These einer Spaltung der
APH durch eine Protease mit Trypsinahnlicher Substratspezifitat wahrend der Expression
untermauert wird. Es liegt demnach nahe, dass die auftretende Spaltung zwischen Arg193
und Leul194 stattfindet, wie es von Scaloni et al. beschrieben wurde.

Ein weiteres Indiz fur die Spaltung wahrend der Expression ist das gleichbleibende
Verhéltnis der Fragmentbanden im SDS-Gel, die bereits direkt nach dem Aufschluss
auftraten und auch Uber einen langeren Zeitraum hinweg nicht starker wurden. Es waére
mdoglich, dass in den Insektenzellen eine intrinsische Protease vorliegt, welche die Spaltung
der APH verursacht. 2005 wurde von Johnson und Jiang Cathepsin L charakterisiert, das
von Sf21 Zellen sekretiert wird und homolog zum Sauger-Cathepsin L ist. Diese Cystein
Protease der C1 Familie (Papain Familie) bevorzugt Arginin in P1 Position. Diese Erkenntnis
legt die Vermutung nah, dass die beobachtete Spaltung der APH in Sf21 Zellen durch das
intrinsisch gebildete Cathepsin L hervorgerufen wird.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach der Expression der APH HighFive Zellen erhalten.
Diese Zellen haben den Vorteil, dass sie eine schnellere Verdopplungszeit haben und laut
Hersteller (Life Technologies) bis zu zehnmal mehr I6sliches rekombinantes Protein
verglichen mit Sf9/Sf21 Zellen produzieren. Dieses Ergebnis konnte bestétigt werden, bei
gleichen Ausgangs-Zellzahlen zeigten die HighFive Zellen im Expressionstest eine 5-7fach
gesteigerte enzymatische Aktivitat der APH. Jedoch wurde auch bei dieser Zelllinie das
gleiche Spaltungsmuster der APH nach der Expression wie unter Verwendung der Sf21
Zellen beobachtet. Generell wird fur High Five Zellen eine erhdhte proteolytische Aktivitat
gegenuber den rekombinant exprimierten Proteinen beschrieben (Hopkins et al. 2010).
Zudem liegt die Vermutung nahe, dass diese Zellen auch die Cysteinprotease Cathepsin L
produzieren. Bei einem anderen Insekt, der Zecke, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
wurde beispielsweise ebenfalls Cathepsin L identifiziert, mit Substratspezifitat fir Leucin oder
Arginin in P1 Position (Clara et al. 2011).

Die Zugabe von Inhibitoren wahrend der Expression wurde getestet, was jedoch den
proteolytischen Abbau nicht verhindern konnte. Der Roche Complete™ Proteaseinhibitor-
Cocktail inhibiert Serin-, Cystein- und Metalloproteasen. Dieser héatte theoretisch auch die
Cathepsin L-Aktivitat wahrend der Expression hemmen sollen, es ist aber mdglich, dass die
Inhibitor-Konzentration zu gering war oder der Inhibitor Gber den Zeitraum von 72 Stunden
bei 28 °C instabil wurde. Ein Versuch zur Unterbindung der Spaltung bei der Expression in
Insektenzellen wére die Mutation der putativen Spaltstelle zwischen Arg193 und Leul94,
wodurch moglicherweise intakte APH exprimiert werden konnte.

Urspringlich sollten eukaryotische Expressionssysteme verwendet werden, um hohe

Ausbeuten an ldslichem, intaktem Protein zu erzielen. Bei der Expression in Insektenzellen
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wurden hohe APH-Mengen erhalten, jedoch resultierte die Expression in proteolytisch
gespaltenem Protein. Die Verwendung von CHO-Zellen erbrachte nicht die erwiinschten
Ausbeuten. Da die humane APH keine Glykosylierungsstellen oder Disulfidbriicken aufweist
(Raphel et al. 1999), wurde im nachsten Schritt ein prokaryotisches Expressionssystem unter
Verwendung von E.coli Zellen getestet.

Die Prokaryoten, insbesondere das Bakterium E.coli sind leicht kultivierbar und zeichnen
sich durch geringe Anforderungen an das Nahrmedium, sowie hohe Wachstums- und
Expressionsraten aus. Allgemein ist es das am haufigsten genutzte Expressionssystem fir
die Produktion industrieller und pharmazeutischer Proteine, was unter anderem darauf
zurlckzufuhren ist, dass dieser Organismus sehr gut erforscht und in anndhernd jedem
Labor etabliert ist (Terpe, 2006). Zudem ist E.coli zur Produktion im industriellen Mal3stab
aufgrund des schnellen Wachstums, der geringen Kosten fir Medien und der Kultivierbarkeit
in groBen Fermentern vorteilhaft (Huang et al. 2012). Unter Verwendung von E.coli (Rosetta)
konnte die humane APH rekombinant hergestellt werden. Es lieBen sich hohe Ausbeuten
des enzymatisch aktiven, intakten Proteins generieren. Die Reinigung mittels Ni-NTA- und
Anionen-Austausch-Chromatographie wurde optimiert, aus 6 L Schuttelkultur wurden 9 mg
gereinigte APH mit einer enzymatischen Aktivitat von ca. 10 U/mg (Ac-Ala-AMC) erhalten. Es
erfolgte die Bestimmung kinetischer Parameter des gereinigten Enzyms. Zum Vergleich
wurde die kommerziell erhéltiche APH der Firma Takara verwendet, die aus der
Schweineleber isoliert und gereinigt wurde, und eine 91,5%ige Sequenzidentitat zur
humanen APH aufweist. Die ermittelten K,-Werte fur das Substrat Ac-Ala-AMC sind
vergleichbar, der K,-Wert der rekombinanten APH lag bei 117 uM, der ermittelte Wert fir die
APH von Takara betrug 95 uM. 1999 beschrieben Raphel et al. die Reinigung der APH aus
dem Dinndarm des Schweins. Der kalkulierte K,,-Wert aus den kinetischen Messungen der
Hydrolyse von Ac-Ala-pNA lag bei 180 uM und ist damit auch vergleichbar mit dem K,,-Wert
fir die rekombinante humane APH. Die ermittelten Daten entsprechen ebenfalls den K, -
Werten der APH flr Ac-Ala-Substrate aus Rattenleber (Kobayashi et al. 1989) und humanen
Erythrozyten (Jones et al. 1991). Die Spezifitatskonstante (k../Ky) der in dieser Arebit
hergestellten rekombinanten APH betragt 160 mM™ * s™, bei der APH von Takara wurde ein
deutlich niedrigerer Wert von 23,16 mM™ * s* ermittelt. Die Ursache dieser Diskrepanz und
Verringerung der katalytischen Aktivitat der kommerziell erhaltlichen APH ist vermutlich auf
einmaliges Einfrieren der Probe zurtickzufuhren.

Die Expression und Reinigung der humanen rekombinanten APH konnte im Rahmen dieser
Arbeit erfolgreich etabliert werden und das Enzym wurde fir weitere Untersuchungen, wie

die mdgliche Spaltung von AB-Peptiden, eingesetzt.
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4.2 Rekombinante Expression der AB-Peptide

Besonders in der Alzheimer Forschung und der damit verbundenen Untersuchung der
Struktur von ApB-Peptiden bzw. Peptid/Ligand-Verbindungen ergaben NMR Analysen
wichtige Erkenntnisse und sind auch fir zuklnftige Forschungen essentiell. FiUr diese
Studien ist die Verfugbarkeit groRer Mengen isotopenmarkierter, reiner Peptide grundlegend.
Problematisch bei der synthetischen Festphasen-Synthese von Peptiden sind hohe Kosten
des Rohmaterials, insbesondere bei der Herstellung isotopenmarkierter Peptide, sowie
teilweise auftretende Unreinheiten oder Inhomogenitaten. Mit zunehmender Kettenlange des
Peptids erhéht sich auBerdem die Problematik der Aggregation und das Auftreten von
Kettenabbriichen. Die Reinigung langerer Peptide ist zudem aufwendiger, und es ergeben
sich dabei haufig nur geringe Ausbeuten. Die rekombinante Expression in E.coli bietet eine
kostengiinstige Alternative zur Festphasen-Synthese. Die prokaryotische Expression und
Reinigung von amyloidogenen Peptiden wie AB hat sich aber aufgrund ihrer geringen GréR3e,
ihrer Aggregationstendenz und der Toxizitat der gebildeten Aggregate als kompliziert
erwiesen. Ein weiteres Problem stellt die geringe Ldslichkeit der Peptide dar, sowie ihre
Anfalligkeit gegenuber dem Abbau durch Peptidasen. Durch die Verbindung mit einem
Fusionspartner kann die Loslichkeit generell erhoht und ein Schutz gegen Proteolyse
gewahrleistet werden (Sharpe et al. 2005). Die Verwendung spezifischer Fusionspartner
ermdglicht zudem die vereinfachte Reinigung mittels Affinitdtschromatografie.

Die Expression von AB40 und ApP42 wurde bereits mit verschiedenen Fusionspartnern
beschrieben. Dazu gehdren unter anderem das Maltose-Bindeprotein (Hortschansky et al.
2005), Ubiquitin (Lee et al. 2005), GST (Zhang et al. 2008) oder das HEL (Hen egg white
lysozyme) (Nagata-Uchiyama et al. 2007). Einige Nachteile der Expression unter
Verwendung eines Fusionspartners sind aber beispielsweise die oft notwendige erhéhte
Temperatur von 37°C zur Spaltung, sowie zusatzlich verbleibende N-terminale Aminosauren
am Zielpeptid (Macao et al. 2008). Bei der Verwendung der im Rahmen dieser Arbeit
gewahlten Fusionspartner konnten diese Schwierigkeiten umgangen werden. Durch die
Nutzung von SUMO, sowie (NANP),9 und der damit verbundenen Spaltung durch die ULP1
bzw. die TEV-Protease wird das Peptid in diesem Fall keinen erhthten Temperaturen
ausgesetzt, da die Spaltung bei Raumtemperatur stattfinden kann. Ebenfalls wird nach der
Spaltung die native humane AB-Form ohne zusatzliche N-terminale Aminosauren freigesetzt,
was einen weiteren Vorteil dieser Fusionspartner darlegt.

Im Gegensatz zur Ubiquitinierung werden Proteine durch die Sumoylierung nicht fir eine
folgende Degradation gekennzeichnet, sondern SUMO erhoht die Stabilitdt der Proteine
(Mdller et al. 2001). Bei der Verwendung als Fusionspartner verstarkt es die Expressionsrate
des Peptids und erhoht die Loslichkeit. Die Expression und Reinigung der fir die Spaltung
notwendigen SUMO-Protease ULP1 wurde im Rahmen dieser Arbeit optimiert. Die ULP1
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erkennt die SUMO-Tertiarstruktur und spaltet am C-Terminus der konservierten Gly-Gly
Sequenz des SUMOs (Mossessova and Lima, 2000). Im Rahmen dieser Arbeit konnte das
Fusionsprotein SUMO-AB40 in E.coli exprimiert, sowie nachfolgend gereinigt und der
Fusionspartner durch die ULP1-Protease abgespalten werden. Problematisch erwies sich
darauffolgend jedoch die weitere Isolation des AB-Peptids. So konnte mittels NINTA-
Affinitatschromatographie oder Grolenausschlusschromatographie keine Trennung von
SUMO und AB40 erreicht werden. Es ist vorstellbar, dass SUMO und AR nach der Spaltung
Aggregate bilden, die unter nativen Bedingungen nicht zu trennen sind. Es wéare maoglich, die
Temperatur bei der Spaltung zu erniedrigen, um eine Aggregation zwischen SUMO und A
zu verringern. Mit einem vorhergehenden Denaturierungsschritt der Probe durch Zusatz von
6 M Guanidiniumchlorid oder Erhitzen auf 100 °C konnte eine partielle Isolation des AB-
Peptids erreicht werden, wobei die Ausbeuten sehr gering waren. Auch unter Verwendung
der Umkehrphasen-HPLC konnten AB-Peptid und der SUMO-Fusionspartner nach der
Spaltung aufgrund &hnlicher Retentionszeiten nicht getrennt werden. Mit einer Kombination
der zuvor beschriebenen Methoden war eine Isolation des ABR40 moglich. Nach dem
Denaturieren durch Erhitzen der Probe auf 100 °C und der partiellen Abtrennung mittels
NINTA-Affinitdtschromatographie unter Zusatz von 20 mM Imidazol im Auftrags- und
Equilibrierungspuffer, erfolgte im finalen Schritt die Isolation von AB40 mittels HPLC. Die
Ausbeuten blieben jedoch gering und problematisch erwies sich ebenfalls das Auftreten
verklrzter AB-Peptide (Abbildung 3-10 C). Laut Kalkulation mit dem Programm GPMAW
handelte es sich hierbei um das Fragment AB34. Auch unter Verwendung eines anderen
Expressionsvektors, dem pET4la mit zusatzlichem GST-tag wurde das verkirzte AB-
Fragment detektiert.

Eine Verunreinigung durch die rekombinant exprimierte ULP1, die zur C-terminalen
Degradation des AB-Peptids fiihrt, kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da auch bei
der Spaltung mit kommerziell erhaltlicher ULP1 das verkirzte AB-Konstrukt auftrat. Wurde
synthetisch hergestelltes AB mit rekombinanter oder gekaufter ULP1 versetzt, fand keine
Degradation statt. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass das C-terminal verkirzte AB-
Fragment durch eine alternative Spaltung der ULP1 hervorgerufen wird. Mdglicherweise ist
die Tertiarstruktur des SUMO-AB-Fusionsproteins besser angreifbar fiir die Protease, als das
synthetisch hergestellte AB-Peptid ohne Fusionspartner. Das Auftreten der verkirzten AB-
Fragmente konnte ebenfalls in der Expression in E.coli Zellen begrindet sein. Es ist
denkbar, dass es teilweise zu verfrithten Translationsabbriichen wahrend der Expression
kommt, oder das Fusionsprotein in seiner Struktur in der Zelle partiell instabiler und der C-
Terminus angreifbarer fir Proteasen ist. Da im Rahmen dieser Arbeit bei der Verwendung
des SUMO-AB Abbauprodukte entstanden und die Ausbeute gering blieb, wurde der

Fusionspartner geandert, um sicher zu gehen, dass intakte AB-Peptide fur die kommenden
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Versuche zur Verfigung stehen. Die Expression in E.coli mit dem Fusionspeptid (NANP)q
wurde in Anlehnung an die Publikation von Finder et al. (2010) durchgefiihrt, in der die
Herstellung von rekombinantem AB42 beschrieben ist. Die Expression und Reinigung der zur
Spaltung bendétigten TEV-Protease wurde im Rahmen dieser Arbeit optimiert, wodurch die
Kosten zur Produktion von rekombinanten AB-Peptiden weiter minimiert werden konnen.
Durch Verwendung dieses Fusionspartners konnten alle in der Arbeit verwendeten ApB-
Peptide exprimiert und gereinigt werden. Obwohl das Aspartat bei AB40/42, sowie das
Glutamin im Fall der verkirzten AB-Peptide Q3-AB40/42 nicht die optimalen Aminoséauren in
P1‘-Position zur Spaltung durch die TEV-Protease darstellen (Kapust et al. 2002), erfolgte
die korrekte Freisetzung der AB-Peptide. Die rekombinanten AB-Peptide AB40/42 und Q3-
AB40/42 lagen nach dem finalen Reinigungsschritt intakt und stabil vor. Da die katalytische
Aktivitat der QC fir Glutamin als Substrat mindestens drei GréRenordnungen hoéher als fiir
Glutamat ist, wurde bei Q3-AB40/42 Glutamin statt Glutamat eingesetzt (Seifert et al. 2009).
Durch die Zugabe rekombinanter muriner QC wahrend der Spaltung war es unter
Verwendung dieses Expressionssystems moglich, kosteneffektiv qualitativ hochwertige
Pyroglutamat-modifizierte AR-Peptide herzustellen, die wegen ihrer erhdhten Neurotoxizitat,
Stabilitét und Aggregationsneigung ein potentielles Ziel zur Wirkstoffentwicklung zur
Behandlung der Alzheimer Krankheit darstellen (Harigaya et al. 2000, Saido 1998, He et al.
1999, Russo et al. 2002). Durch Verwendung der QC konnte die vollstandige Zyklisierung
(99,5 %) von Glutamin zu Pyroglutamat gewdahrleistet werden und wurde mittels
Elektrospray-lonisation gekoppelt mit LC/MS bestéatigt. 15 mg gereinigtes pE3-ABR40 wurden
aus 100 mg Fusionsprotein gewonnen. Bezogen auf die Menge von 1 L E.coli Schittelkultur
sind dies 4 mg AB. Auch die rekombinante Expression von Ap40, sowie der
pathophysiologisch relevanteren Formen AfB42 und 3pE-AB42 konnte ebenfalls mit
vergleichbaren Ausbeuten in diesem System gewahrleistet werden. Ahnliche Mengen
beschrieb auch die Arbeitsgruppe um Macao (2008) fiir die rekombinante Expression von
AB40 und AB42 unter Verwendung des  Affinitatsliganden = Z,g;,  einem
aggregationshemmenden Bindeprotein.

Im Rahmen dieser Arbeit war es aufRerdem moglich, pE3-AB40 uniform isotopenmarkiert
(**N) zu generieren, was die Grundlage fir NMR-Strukturanalysen zur Untersuchung von
Pyroglutamat-modifiziertem AR darstellte. Aus 100 g Zellmasse einer 1 L E.coli Fermentation
wurden 120 mg Fusionsprotein und daraus 15 mg pE3-AB40 (15N) gewonnen (Abbildung
3-16).

Dammers et al. (2015) nutzen ebenfalls dieses Expressionssystem zur Herstellung
rekombinanter pE-modifizierter Ap-Peptide. Die Ausbeute war &hnlich, aus 100 mg
Fusionsprotein wurden 20 mg 3pE-AB40 erhalten. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit

beschrieben Dammers et al. bei der Herstellung von 3pE-AB die nicht-enzymatische
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Zyklisierung des Glutamins zu Pyroglutamat unter schwach sauren Bedingungen in Acetat-
Puffer bei pH 3,5 und einer Temperatur von 45 °C in einem Zeitraum von 24 h. In In vitro-
Untersuchungen der spontanen und QC-katalysierten pGlu-Bildung aus Glutamin wurde
jedoch gezeigt, dass die enzymkatalysierte Reaktion um 2-3 GrofRenordnungen schneller
ablauft. Das im Rahmen dieser Promotion entwickelte enzymatische Verfahren unter
Verwendung der QC ist jedoch vorteilhaft, da in diesem Fall eine schnellere und vollstandige
Zyklisierung gewahrleistet ist und die AB-Peptide keinen erhdhten Temperaturen ausgesetzt

sind, die zur Aggregation fihren kénnten.

4.3 APH als AB-spaltendes Enzym

4.3.1 Spaltung von AB-Peptiden durch APH

Bei einer Alzheimer Erkrankung ist der Gehalt an AB40 und AB42 im Gehirn sehr viel héher
als in der Peripherie (9.7 ng/ml im AD CSF vs. 0.14 ng/ml im Plasma fiir AB40, sowie 0.61
ng/ml im AD CSF vs. 0.009 ng/ml im Plasma fur AB42; Mehta et al. 2001). Diese 70-fache
Differenz reflektiert die Balance zwischen AB-Produktion und AP-Eliminierung im Gehirn
verglichen mit der Peripherie (Yamin et al. 2007). Die Anreicherung von AB-Peptiden im
Gehirn kann durch verschiedene Mechanismen verhindert oder reduziert werden, die in drei
Hauptgruppen unterteilt werden. Dazu gehdrt zum einen die direkte Rezeptor-vermittelte
Absorption von AB in das Blut beispielsweise Uber den ApoE-Rezeptor oder LRP-1 (low-
density lipoprotein receptor-related protein) (Weller et al. 2008). Ein weiterer Mechanismus
ist die perivaskuldre Drainage von AB mit anderen geldsten Stoffen und Interstitieller
Flussigkeit entlang der Kapillaren und Arterienwéande (Weller et al. 1998, Preston et al.
2003). Dies geschieht zwar etwa sechsmal langsamer als bei der Rezeptor-vermittelten
Absorption ins Blut Gber LRP, jedoch scheint die perivaskulare Drainage beispielsweise
einen geblockten oder defekten LRP-Mechanismus kompensieren zu kénnen (Shibata et al.
2000). Eine weitere Mdoglichkeit, um die Akkumulierung von AB-Oligomeren im Gehirn zu
reduzieren, ist die Steigerung der Aktivitdit von AB-spaltenden Enzymen. Besonders
Neprilysin und IDE (Insulin Degrading Enzyme) zeigten in vitro und in vivo eine effektive
Reduktion des AB-Gehalts in Maus Gehirnen (Iwata et al. 2000, Vekrellis et al. 2000). Diese
Proteasen sind jedoch nicht AB-spezifisch. IDE reguliert zusétzlich Insulin und B-Endorphin,
wahrend Neprilysin verschiedene physiologische Peptide wie Substanz P, Bradykinin,
Oxytocin, Leu- und Met-Enkephaline und Neurotensin spaltet (Bernstein et al. 2008,
Sumitomo et al. 2005). Wegen der pleiotropen Effekte dieser Enzyme missen IDE- und
Neprilysin-Aktivatoren zur Behandlung der Alzheimer Erkrankung sehr potent und selektiv

funktionieren, und zwar in der Form, dass die AB-spaltende Aktivitat erhdht wird, wahrend die
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Aktivitat gegenuber anderen physiologischen Substraten nur minimal beeinflusst wird (Song
et al. 2003, Song and Hersh 2005).

Durch die von Yamin et al. 2007 erstmalig postulierte AB-spaltende Aktivitat der APH stellte
dieses Enzym ein mdgliches neues Zielenzym fir die Wirkstoffentwicklung zur Behandlung
der Alzheimer Erkrankung dar. Wirde AB dabei ein spezifischeres Substrat fir die APH
darstellen als fir IDE oder Neprilysin, konnte die Aktivierung der APH zu weniger
Nebenwirkungen fuhren als die Aktivierung von IDE oder Neprilysin, die wie eingangs
erwahnt ebenfalls Insulin oder verschiedene Neuropeptide degradieren (Yamin et al. 2007).
Die Erkenntnis, dass die APH neben der enzymatischen Aktivitit gegeniber dem
acetylierten N-Terminus eines Peptids ebenfalls oxidierte Peptide mit einer Lange von 20-50
Aminosauren degradieren kann (Fujino et al. 2000a, 2000b; Shimizu et al. 2003, 2004),
wulrde einhergehen mit ihrer potentiellen Rolle in der AB-Degradation, da das Methionin an
Position 35 der AB(1-x)-Peptide oxidiert ist (Varadarajan et al. 2001, Schdneich 2005).
Weiterhin konnte bei bakterieller APH (Pyrococcus horikoshii) eine Endopeptidase Aktivitét
nachgewiesen werden (Szeltner et al. 2009), weshalb man davon ausging, dass diese auch
bei der humanen APH nicht auszuschlie3en ist.

Die APH wurde von Yamin und Kollegen aus dem serumfreien konditionierten Medium der
humanen Neuroblastoma Zellinie SK-N-MC gewonnen und gereinigt. Fir die
Spaltungsuntersuchungen wurde das Tyrosin an Position 10 des AB40 Peptids radioaktiv
markiert (iodiert) ([**°I]-AB40) und (iber einen Zeitraum von bis zu 4 Stunden bei 37 °C mit
den gereinigten APH Fraktionen inkubiert. AnschlieBend analysierten Yamin et al. die
Ansatze mittels 4-12%iger Gradientengele und anschlieRender Autoradiographie, um die
radioaktive Markierung zu visualisieren. Die radioaktive Markierung verschwand nach der
Inkubation mit den Fraktionen der APH-Reinigung, weswegen man davon ausging, dass ein
Abbau des AB-Peptids stattgefunden hat. Da die radioaktive Markierung das Tyrosin an
Position 10 betraf, schlussfolgerten Yamin und Kollegen, dass die Spaltung nach dieser
Position auftrat. Unter Verwendung des APH-spezifischen Inihibitors Acetyl-Leucin-
Chloromethylketon (Ac-Leu-CMK) fand keine Spaltung des ABs statt.

2009 publizierten Yamin et al. erneut die AB-Spaltung durch die APH und identifizierten die
Positionen 13, 14 und 19 als Spaltungsstellen. Die Degradation erfolgte bei monomeren und
oligomeren AB-Peptiden. Die Detektion erfolgte mittels ESI-FTICR Massenspektrometrie
nach einer Inkubation mit gereinigter APH fir 5 Stunden bei 37°C im Wasserbad. Fir die
Untersuchungen wurde synthetisch hergestelltes AB40 (Bachem) benutzt. Nach 5 Stunden
erfolgte die Detektion, nach 8 und 24 Stunden waren die Ergebnisse nicht mehr damit
vergleichbar und man ging davon aus, dass ein Teil der AB-Peptide zum Beispiel an den

Wanden der ReaktionsgefalRe haftete.
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Mit der im Rahmen dieser Arbeit rekombinant exprimierten und gereinigten APH aus E.coli
wurden aufgrund der von Yamin et al. publizierten enzymatischen Degradation von AR
ebenfalls Spaltungsuntersuchungen durchgefihrt. Zum Vergleich wurde aufRerdem
kommerziell erhaltiche APH (Takara) verwendet. Weiterhin wurden synthetisch und
rekombinant generierte AR-Peptide untersucht. Um ein mogliches Haften der Peptide an den
Wanden der Reaktionsgefale zu unterbinden, wurden Low Binding Tubes (Eppendorf)
benutzt. Die Reaktionsbedingungen wurden vergleichbar zu Yamin und Kollegen
durchgefuhrt. Die Ap-Peptide wurden im Rahmen dieser Arbeit in einer Konzentration von 20
UM eingesetzt und die APH im molaren Verhéltnis von 1:10 (2 uM im Ansatz), sowie 1:100
zugegeben. Die mdgliche Spaltung wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels MALDI-TOF-
Analyse untersucht. Jedoch konnten die Daten von Yamin und Kollegen nicht reproduziert
werden, da zu keinem Zeitpunkt eine Spaltung der AB-Peptide detektiert wurde. Es erfolgte
ebenfalls eine Untersuchung mittels SDS-Tricin-Gelen, wobei auch kein Abbau sichtbar war.
Die Bandenstarke blieb tiber den gesamten Versuchszeitraum konstant. Es konnte auch kein
Unterschied zwischen synthetischen und rekombinanten Peptiden festgestellt werden.

Die in vitro AB-Spaltung durch die APH wurde bis zum heutigen Zeitpunkt ebenfalls von
keiner weiteren Arbeitsgruppe publiziert. Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte mit den
verwendeten Methoden keine Spaltung der AB-Peptide durch die APH detektiert werden.

4.3.2 APH Expression in der Alzheimer Erkrankung

Um weiterhin einen méglichen Einfluss der APH auf AB in vivo zu untersuchen, sollten die
Expressionslevel der APH in Gehirngewebe von Alzheimer Patienten Uberprift werden. Es
wurden in einem ersten Schritt gPCR Experimente durchgefihrt, um eine generelle Aussage
Uber die relative Expression der APH in verschiedenen humanen Geweben zu erhalten.
Dabei zeigte sich eine ubiquitare Verbreitung der APH (Abbildung 3-19 A), die auch in der
Literatur beschrieben wurde (Fujino et al. 2000). Eine Erhdéhung der relativen Expression
wurde im Gewebe des Skelettmuskels, sowie der Leber detektiert.

Nachfolgend wurden qPCR Experimente an Gehirngewebe von Alzheimer Patienten sowie
gesunden Kontroll-Probanden durchgefiihrt. Verschiedene Bereiche des Gehirns sind bei
einer Alzheimer-Erkrankung betroffen, unter anderem der Temporal- und Frontallappen, die
je nach Krankheitsstadium erhéhte Mengen an AB-Peptiden und Plaques aufweisen (Fein et
al. 2008, Rowe et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die APH Expression im Temporallappen von 12 AD-
Patienten und 12 Kontroll-Probanden untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante
Verringerung der APH Expression bei einer Alzheimer Erkrankung gegeniiber den Kontrollen
(Abbildung 3-19 B). Diese signifikante Reduktion der internen APH bei einer Alzheimer

Erkrankung legt nahe, dass die APH einen indirekten Einfluss auf die Homdostase der AB-
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Peptide hat. Es ist moglich, dass durch die verringerten APH-Mengen weniger AB-Peptid
abgebaut werden kann, was zur Akkumulierung und Plaquebildung fuhrt. Kénnen diese
Daten bestatigt werden, ware die APH moglicherweise auch im Plasma oder CSF ein
potentieller Marker fur eine frihzeitige Alzheimer Diagnose.

Yamin et al. beschrieben 2007 ebenfalls, dass die APH-Menge im Gehirngewebe
(Frontallappen) bei Patienten mit einer Alzheimer Erkrankung im Vergleich zu gesunden
gleichaltrigen Kontroll-Probanden erniedrigt ist. Yamin et al. verglichen ihre Ergebnisse mit
friheren Daten (Yasojima et al. 2001; Cook et al. 2003), bei denen gezeigt wurde, dass auch
die AB-spaltenden Enzyme IDE und Neprilysin bei einer Alzheimer Erkrankung geringere
Expressionslevel aufwiesen.

2009 verdffentlichten Yamin et al. erneut Daten hinsichtlich der APH-Menge im
menschlichen Gehirngewebe, die den Daten von 2007 und den im Rahmen dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnissen kontrovers gegeniberstehen. Die Untersuchung erfolgte hinsichtlich
einer moglichen Korrelation zwischen APH-Expression und dem Plaque-Gehalt im
Gehirngewebe bei einer Alzheimer Erkrankung. Dabei wurden 12 AD-Gehirnproben und 9
Proben gesunder Probanden verglichen. Die APH Expression wurde pro Probe in jeweils 3
Bereichen des Gehirngewebes bestimmt: im Cerebellum, welches bei einer Alzheimer
Erkrankung generell wenig Plaques aufweist, und im Temporal- und Frontallappen, die bei
der Krankheit eine erhéhte Menge an AB-Peptid und Plaques enthalten (Fein et al. 2008,
Rowe et al. 2008). Im Cerebellum zeigte die relative APH Expression keine signifikanten
Unterschiede zwischen den AD-Proben und den Kontrollen. Das gleiche Ergebnis wurde fur
Proben des Frontallappens erhalten. Dieses Ergebnis widerspricht damit den Daten von
2007, bei denen eine signifikante Verringerung der APH Expression bei einer Alzheimer
Erkrankung gegeniiber der Kontrolle festgestellt wurde. Diese Diskrepanz wird von der
Arbeitsgruppe so erklart, dass bei der frilheren Publikation weniger Proben verwendet
wurden (6 AD und 6 Kontrollen). Bei Proben des Temporallappens wurde in der Publikation
von 2009 eine signifikante Erhéhung der relativen APH Expression bei AD gegeniber der
Kontrolle dargestellt, was den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten kontrovers
gegenlbersteht. Yamin et al. nehmen an, dass die erhéhten APH-Spiegel als Antwort auf
gesteigerte AB-Mengen und Plagques entstehen. Da die APH Expression nur im
Temporallappen und nicht im Frontallappen erhéht ist, obwohl beide Bereiche hohe Mengen
an Plagues aufweisen, vermutet die Arbeitsgruppe, dass die APH Level starker mit den
Mengen an loslichen AB Monomeren und Oligomeren korrelieren statt mit der Anzahl der
Plaques. Yamin und Kollegen postulieren ebenfalls, dass die erhthten APH-Level auf deren
Uberexpression in Microglia Zellen und Astrocyten zuriickzufiihren sind, die bei einer

Alzheimer Erkrankung aktiviert werden.
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Die im Rahmen dieser Arbeit und in den Publikationen von Yamin et al. erhaltenen Daten
sind kontrovers und lassen sich schwer vereinbaren. Es ware beispielsweise mdglich, dass
sich die APH Expressionslevel wahrend des Fortschreitens der AD Erkrankung veréndern,
was die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren wirde. Weitere Untersuchungen und gro3ere
Probenzahlen sind notwendig, um einen mdglichen Einfluss der APH auf die AB-Homdostase
zu bestatigen und aufzuklaren. Man kann nicht ausschliel3en, dass APH einen Einfluss auf
AB hat, jedoch sind hier moglicherweise die in vivo und in vitro Daten nicht miteinander

vergleichbar.

4.3.3 Einfluss der APH auf APP in HEK293 Zellen

Eine Spaltung der AB-Peptide war in dieser Arbeit in vitro nicht nachweisbar, jedoch zeigte
sich eine signifikante Reduktion der internen APH im Temporallappen bei Patienten mit einer
Alzheimer Erkrankung im Vergleich zu gesunden gleichaltrigen Kontroll-Probanden. Ein
zusatzlicher Ansatzpunkt, um den Einfluss der APH auf AB zu untersuchen, war die
transiente Co-Expression der APH mit verschiedenen Amyloid-Vorlaufer Proteinen (APP
Varianten) im eukaryotischen Zellkultursystem unter Verwendung von HEK293-Zellen.
Obwohl sie von Primarkulturen humaner embryonaler Nierenzellen abstammen, zeigen
HEK293 Zellen Eigenschaften einer neuronalen Linie (Shaw et al. 2002, Gordon et al. 2013).
Auch in friilheren Arbeiten wurde diese Zelllinie zur Expression von APP genutzt (Cynis et al.
2006, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression verschiedener APP-Varianten
zu signifikanten Anstiegen in der Konzentration von AB(x-40) und AB(x-42) fuhrt, wodurch
diese Zelllinie ein geeignetes System zur Co-Expression der APP-Varianten mit APH
darstellt.

Neben der Wildtyp-APP-Form wurde die Schwedische Variante verwendet, die durch eine
Punktmutation in der B-Sekretase Schnittstelle ein besseres Substrat fir die Sekretase
darstellt und zu einer vermehrten Freisetzung von AB-Peptiden fuhrt (Selkoe, 2001).
Ebenfalls wurde die am N-Terminus um zwei Aminosauren verklirzte N3Q Variante benutzt,
die durch die zusatzliche Punktmutation von Glutamat zu Glutamin eine verstarkte Bildung
von Pyroglutamat-AB (pE3-AB40/42) zur Folge hat.

Zur Detektion und Quantifizierung der freigesetzten AR Peptide wurde ein ELISA mit
spezifischen AB-Antikérpern durchgefihrt. Der verwendete Primar-Antikbrper 4G8 detektiert
die Aminosauren 17-24 und der HRP-gekoppelte Sekundarantikbrper 6E10 die Aminosauren
1-17 der Sequenz des humanen AB-Peptids. Da die von Yamin et al. 2009 mittels FTICR-MS
detektierte Spaltung der AB-Peptide an den Positionen 13, 14 und 19 stattfindet, wiirde man
unter Verwendung der beschriebenen Antikérper generell eine geringere nachweisbare AB-

Menge bei einer Co-Transfektion der APP-Varianten mit der APH erwarten.
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Bei der APP-Expression ohne APH zeigt, wie erwartet, die schwedische Mutante die hdchste
AB-Menge, die verkirzte Form mit N-terminalen Glutaminrest weist ebenfalls eine leichte
Erhdéhung im Vergleich zur WT-Variante auf. Bei der Co-Transfektion der APP-Konstrukte mit
APH ist die nachweisbare AB-Menge tendenziell vergleichbar mit der Transfektion der APP-
Konstrukte ohne APH, generell zeigt sich jedoch sogar eine leichte Erhéhung der AB-Menge
(Abbildung 3-20).

Eine Reduktion der AB-Menge durch die APH konnte in diesem Versuch somit nicht
nachgewiesen werden. Damit stehen diese Ergebnisse den Daten von Yamin et al. (2009)
kontrovers gegeniiber. Sie beschrieben die Uberexpression von APH in 7PA2-Zellen. Diese
stabile CHO Zelllinie exprimiert die APP Variante APP.s;, welche die familiare Mutation
V717F aufweist, die zu einer generellen Erhéhung des AB42/AB40 Verhaltnisses und der
damit verbundenen verstarkten Bildung von oligomeren AB-Formen im konditionierten
Medium fuhrt (Tamoaka et al. 1994, Klyubin et al. 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
ELISA zur Quantifizierung der AB-Mengen verwendet, Yamin und Kollegen benutzten
Immunoprézipitation unter Verwendung der gleichen Ap-spezifischen Antikérper (4G8 und
6E10). Die Pellets wurden mittels 10-20%igem Tris-Tricine Gel untersucht und anschlie3end
Western Blot Analysen mit 6E10 Antikérper durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass durch die
APH-Transfektion der Gehalt an AB-Peptiden im konditionierten Medium der 7PA2 Zellen
deutlich abnahm.

Ein Einfluss der APH auf die Sekretion von AB in der Zellkultur konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht nachgewiesen werden. Es ware moglich, die Uberexpression von APH und AB in
einer anderen Zelllinie zu untersuchen, ebenfalls misste die Probenanzahl fiir eine sichere
Statistik erhoht werden. Um eine Positivkontrolle einzufiihren, kénnte man diesen Versuch
zusatzlich mit AB-spaltenden Enzymen wie Neprilysin durchfiihren. Als Negativkontrolle ware
die Verwendung eines APH-Inhibitors wahrend der Co-Transfektion sinnvoll.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine direkte Beeinflussung der AR-
Konzentration durch die APH im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte,

ein indirekter Einfluss jedoch nicht auszuschlieRen ist.

4.4 Vergleichende Untersuchungen von synthetisch und rekombinant
hergestellten AB-Peptiden: Aggregationsuntersuchungen und

Elektronenmikroskopie
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die vergleichende Analyse von rekombinant und
synthetisch hergestellten AB-Peptiden. Bei der Untersuchung des Aggregationsverhaltens
von AB42 mittels Thioflavin-T-Tests zeigten synthetisches und rekombinantes Peptid den
charakteristischen sigmoidalen Kurvenverlauf bestehend aus einer Lag-Phase, einer

Elongationsphase und einer stationdren Phase. Es konnte gezeigt werden, dass
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rekombinantes AB42 schneller als synthetisches AB42 aggregiert, sichtbar in der starker
ansteigenden Fluoreszenz. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls von Finder et al. (2010)
beobachtet. Es ist moglich, dass geringe Verunreinigungen, die bei der chemischen
Synthese von AB-Peptiden nicht verhindert werden konnen, wie z.B. die Bildung von
Racematen, zur verlangsamten Ausbildung der Fibrillenstruktur fuhren konnen. Die
Morphologie der Fibrillen wurde im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich mittels
Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Bei synthetischem und rekombinantem
AB42 waren Fibrillenstrukturen sichtbar, jedoch zeigte rekombinantes AB42 eine hohere
Anzahl an Fibrillen, sowie eine homogenere Morphologie und weniger Verzweigungen als
synthetisches AB42. Generell erschienen die synthetischen AB42 Fibrillen ungeordneter und
mit mehreren Bruchstiicken. Diese Beobachtungen stimmen mit den Untersuchungen von
Finder et al. (2010) Uberein. Die Arbeitsgruppe beschrieb fir das rekombinante AB42 zudem
eine starkere Neurotoxizitat. Diese wurde sowohl bei in vitro Untersuchungen an
Primarkulturen kortikaler Neuronen der Ratte gezeigt, als auch bei in vivo Experimenten an
P301L Tau transgenen Mausen. Das Injizieren von rekombinantem AB42 in die
Hirnstrukturen fiihrte verglichen mit synthetischem AR42 zu einer verstarkten Tau-
Phosphorylierung und erhdhten Aggregation zu neurofibrillaren Bindeln. Die verstérkte
Toxizitdt konnte in diesem Fall auf die gesteigerte Menge uniformer Oligomere
zurickzufiuihren sein. Das rekombinante AB42 kann sich somit als vorteilhafter bei der
Medikamentenentwicklung erweisen, beispielsweise beim Uberprufen von Wirkstoffen, die
die Polymerisierung inhibieren oder bei Antikorpern, die gegen definierte Epitope von [3-
Amyloid-Fibrillen gerichtet sind.

Rekombinantes und synthetisches AB40 zeigten bei eingesetzten Konzentrationen von 10
und 20 pM in einem Zeitraum von 250 h keine Aggregation und Fibrillenbildung.
Moglicherweise ware in diesem Fall eine langere Inkubationszeit oder hdhere
Peptidkonzentration von Vorteil gewesen. Schlenzig et al. (2012) zeigten die Aggregation
und Fibrillenbildung von AB40, und beschrieben eine lange Lag-Phase von 150-200 h. Das
Maximum der Fluoreszenz wurde nach 250 Stunden erreicht. Die Konzentration der Peptide
von 25 pM war in diesem Fall etwas hoher.

Die beobachtete starkere Aggregation von AB42 im Vergleich zu AB40 kann durch die zwei
zusatzlichen hydrophoben Aminosduren am C-Terminus erklart werden, die eine erhdhte
Aggregationsneigung und Neurotoxizitat zur Folge haben, weswegen AB42 als die starker
amyloidogene Spezies angesehen wird (Schilling et al. 2006, Jarrett et al. 1993).

Unter Bedingungen, bei denen AB40 nicht aggregierte, zeigt pE3-AB40 die Bildung von
Fibrillen, wobei kein Unterschied zwischen synthetischem und rekombinantem AR besteht.
Die starkere Aggregation von pE3-AB40 bestatigt die Literaturdaten. Durch die pE-

Modifikation kommt es zur schlechteren Loslichkeit im physiologischen pH Bereich und
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verstarkten Hydrophobizitat und damit verbundenen zu einer starkeren Aggregation
(Schlenzig et al. 2009), welche die Toxizitat der Peptide erhéht (Pike et al. 1995, He et al.
1999, Schilling et al. 2006, Russo et al. 2002). Die N-terminale Verkiurzung fuhrt zu einer
verstarkten Fibrillenbildung, die durch den pE-Lactam-Ring zusatzlich erhoht wird (Wulff et
al. 2015). Es wird ebenfalls vermutet, dass die starkere Aggregationsneigung der pE-Peptide
auf Interaktionen der hydrophoben N-Termini zurickzufihren ist. Es st nicht
auszuschlieRen, dass diese nicht nur die interfibrillaren Interaktionen beeinflussen, sondern
auch hydrophobe Interaktionen mit zellularen Proteinen, Membranen oder anderen
Oberflachen hervorrufen und damit die Toxizitat dieser Peptide bedingt (Schlenzig et al.
2009).

Die Aggregation von synthetischem und rekombinantem pE3-AB42 zeigt einen biphasischen
Verlauf. Die aus pE3-Ap42 gebildeten Fibrillen sind kirzer und treten gebiindelter auf als
AB42-Fibrillen, was mit den Literaturdaten tbereinstimmt (Schlenzig et al. 2012, Wulff et al.
2015). Es wird vermutet, dass die N-terminale pE-Modifikation zu einer verstarkten
Oligomeren-Bildung fiihrt und damit Oligomer-induzierte neurophysiologische Schaden
hervorruft (Schlenzig et al. 2012). Es wurde gezeigt, dass selbst sub-mikromolare
Konzentrationen von AB-Oligomeren bereits schadliche Wirkungen auf Gehirnzellen haben,
unter anderem die Beeintrachtigung der synaptischen Funktion (Ronicke et al. 2010),
weswegen das Vorhandensein von AB-Oligomeren eher mit der Entwicklung einer Alzheimer
Erkrankung in Zusammenhang gebracht wird, als die Gesamtmenge an AB-Peptiden
(Shankar et al. 2008).

Um die generelle Verwendbarkeit der rekombinanten Peptide in biologischen Testsystemen
zu gewabhrleisten, wurde das im Rahmen dieser Arbeit hergestellte AB42 zusatzlich im BrdU
Zell-Proliferationsassay in primaren kortikalen Neuronen eingesetzt. Dabei wies
oligomerisiertes rekombinantes AB42 die gleiche Wirkung wie synthetisches Ap42 auf
(Abbildung 3-24). Die Replikation genomischer DNA post-mitotischer Neuronen wurde
induziert und der ektopischen Wiedereintritt der Neuronen in den Zellzyklus hervorgerufen.
Somit konnte verdeutlicht werden, dass das rekombinant hergestellte AR die Qualitat und

Reinheit zur Verwendung in biologischen Assays erfillt.

4.5 Untersuchung des Einflusses der pE-Modifikation auf die fibrillare
Peptidkonformation von AB mittels NMR-Spektroskopie
NMR-Strukturuntersuchungen zahlen zu den wichtigsten Technologien um Struktur und
Dynamik biologischer Molekiile auf atomarer Ebene zu untersuchen. Besonders
Pyroglutamat-modifizierte AB-lsoformen stehen im Fokus der aktuellen Alzheimer
Forschung, da sie die Hauptform der N-terminal verkiirzten AB-Peptide bilden und eine

zentrale Rolle im Auslésen der Neurodegeneration und todlicher neurologischer Schaden
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spielen (Wirths et al. 2009, Perez-Garmendia et al. 2013). Ein besseres Verstandnis der
molekularen Mechanismen der pE-AB-Formation, -Aggregation und -Struktur kann tiefere
Einblicke in die Unterschiede zu unmodifizierten AB-Isoformen, sowie die Rolle von
Pyroglutamat-modifiziertem AR in der Alzheimer Krankheit geben. Mit Hilfe von NMR
Strukturanalysen kdnnen weitere Kenntnisse Uber die pE-AB Pathogenitat erlangt werden,
sowie Untersuchungen von Ligandeninteraktionen fir Medikamentenentwicklung
durchgefihrt werden. Es wird vermutet, dass die Zyklisierung zu strukturellen
Veranderungen des N-terminalen Bereichs der Peptide fuhren, welche die Neigung zur
Aggregationskeimbildung verstarkt (Wulff et al. 2015). Die Qualitat und die Quantitat der im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Pyroglutamat-modifizierten *°N-
markierten AB-Peptide ermdglichte die Untersuchung mittels NMR Spektroskopie. Bisherige
Untersuchungen an der supramolekularen Struktur von APB-Aggregaten mittels NMR
Analysen mit H/D-Austausch zeigten einen strukturell ungeordneten und fir Lésungsmittel
zuganglichen N-Terminus der Volllangen-Ap-Peptide (Balbach et al. 2002, Kheterpal et al.
2001, Petkova et al. 2002). Es wird vermutet, dass durch die Einfihrung des
Pyroglutamatrests dieser ungeordnete Zustand des N-Terminus noch verstarkt wird.

Der Vergleich der Peptide pE3-AB40 und AB40 zeigte eine ubereinstimmende fibrillare
Peptidkonformation. Die pE3-AB40 Fibrillen weisen die gleichen vor einem Austausch
geschitzten Bereiche wie AB40 auf (Garvey et al. 2016), die somit Bestandteile der B-
Faltblattstrukturen darstellen. Diese Bereiche beinhalten die Positionen 17-25 und 31, 32, 35
und 36. Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass der N-terminale Bereich von pE3-
AB40 nicht vor einem Austausch geschitzt ist, und somit eine ungeordnetere Struktur
aufweist. In bisherigen NMR-Untersuchungen wurde den ersten beiden Aminosduren
unmodifizierter AB-Peptide eine geordnetere Struktur zugewiesen, die dem N-Terminus eine
gewisse Stabilitat verleiht (Scheidt et al. 2011, 2012). Es wird vermutet, dass die zwei
zusatzlichen N-terminalen Reste der unmodifizierten AB-Peptide eine Rolle bei der
Stabilisierung der Peptide spielen und die Fibrilen vor mechanischem Stress und
Fragmentierung schitzen. Die hier gezeigte ungeordnetere Struktur des N-Terminus von pE-
AB40 bietet zudem eine Erklarung dafir, warum diese Peptide im Vergleich zu
unmodifizierten AB-Peptiden eher kleinere Aggregate mit teils toxischer Wirkung bilden und

die Fibrillen unstrukturierter erscheinen (Schlenzig et al. 2012, Wulff et al. 2015).
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5. Zusammenfassung

Die Bildung amyloider Plaques aus akkumulierten ApR-Peptiden stellt ein wichtiges Merkmal
der Alzheimer Demenz dar. Die vorliegende Arbeit untersucht die Fragestellung, inwiefern
die Protease APH an der Homoostase der AB-Peptide beteiligt ist und somit ein mogliches
Target zur Behandlung der Alzheimer Erkrankung darstellt. Um diese Untersuchungen
durchzufihren, wurde die Protease APH zunachst rekombinant hergestellt. Die Expression in
E.coli erzielte die besten Ergebnisse. Durch die Etablierung der Reinigung war anschlie3end
die biochemische Charakterisierung des Enzyms mdglich. In einem weiteren Teil dieser
Arbeit wurden AB-Peptide, die moglicherweise APH-Substrate darstellen, rekombinant
hergestellt. Die Expression erfolgte mit dem Fusionspartner (NANP);9 im E.coli
Expressionssystems. Es wurden homogene Peptide in hohem Mal3stab erzeugt. Zudem
konnte die Herstellung N-terminal verkirzter Peptide mit Pyroglutamatrest etabliert werden,
die eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Demenz spielen. Die
Anwendbarkeit der rekombinanten Peptide in biologischen Testsystemen wurde mittels BrdU
Assay unter Verwendung von rekombinantem AB42 nachgewiesen.

Die publizierte in vitro Spaltung durch die APH konnte nicht bestatigt werden. Bei einer
Uberexpression der APH mit APP im Zellkultursystem konnte ebenfalls keine Reduktion der
AB-Menge durch die APH nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich mittels gPCR Analysen
eine signifikant verringerte APH Menge im Temporallappen von Alzheimer Patienten
gegenlber den Kontrollprobanden, was einen indirekten Einfluss der APH auf AR vermuten
lassen konnte. Es ist nicht auszuschlief3en, dass die in vivo und in vitro Daten in diesem Fall
nicht Gbereinstimmen.

Des Weiteren wurden vergleichende Untersuchungen hinsichtlich der Aggregation
rekombinanter und synthetischer Peptide durchgefuhrt. Der Thioflavin-T-Test zeigte eine
raschere Aggregation des rekombinanten AB42 verglichen mit synthetisch generiertem ApR42.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten zudem eine geordnetere Struktur der
rekombinanten Fibrillen mit weniger Verzweigungen. Die erhdhte Menge uniformer
Oligomere konnte die in der Literatur beschriebene stérkere Toxizitat des rekombinanten
AB42 erklaren. Um abschlieRend NMR-Analysen zur Untersuchung des Einflusses des pE-
Restes auf die Konformation von AB-Fibrillen durchzufthren, erfolgte die rekombinante
Expression und anschlieRende Reinigung von *N-markiertem pE3-AB40. Im Vergleich zu
AB40 war die generelle fibrillare Peptidkonformation unverandert. Der N-Terminus von pE3-
AB40 zeigte eine ungeordnetere Struktur als bei AB40, was eine Erklarung dafir bietet,
warum pE-modifizierte Peptide eher kleine und teilweise toxische Aggregate bilden und die

Fibrillen unstrukturierter erscheinen.
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7. Anhang

Chemikalien

Produkt

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Serva, Heidelberg

Acetonitril (,gradient grade®)

VWR, Darmstadt

Acrylamid Roth, Karlsruhe

Agar Difco, Heidelberg
Agarose AGS GmbH, Heidelberg
Borsaure Roth, Karlsruhe

Bradford Reagenz

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg

Coomassie Brilliant Blue G250

Roth, Karlsruhe

BSA

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

DMF (Dimethylformamid)

Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol

Ducheva, Haarlem, Niederlande

dNTP Promega, Mannheim
EDTA Roth, Karlsruhe
Essigséaure Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Glycerol Roth, Karlsruhe
Glycin Roth, Karlsruhe

HFIP (1,1,1,3,3,3 Hexafluoro-2-propanol)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

H,SO,

Roth, Karlsruhe

H,PO, Sigma-Aldrich, Schnelldorf
HCI Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Difco, Heidelberg
HEPES Merck, Darmstadt
Imidazol Roth, Karlsruhe
Isopropanol Roth, Karlsruhe
KCI Roth, Karlsruhe
KOH Roth, Karlsruhe
MES Roth, Karlsruhe
Methanol Roth, Karlsruhe
MgCl, Merck, Darmstadt
MgSO, Roth, Karlsruhe
Milchpulver Roth, Karlsruhe
NacCl Merck, Darmstadt
Na,HPO, Roth, Karlsruhe
NaH,PO, Roth, Karlsruhe
Natriumacetat Sigma-Aldrich, Schnelldorf
(NH;).S0,4 Merck, Darmstadt
Pepton Difco, Heidelberg
Roti®-Load 1 (4x) Roth, Karlsruhe
SDS Roth, Karlsruhe
TEMED Roth, Karlsruhe
Trifluoressigséaure (TFA) VWR, Darmstadt
Tris Roth, Karlsruhe

Tween 20

Roth, Karlsruhe
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Materialien

Produkt

Hersteller

Amicon Zentrifugal-Filtrationseinheit (10kDa)

Merck Millipore, Darmstadt

(EBA) (Streamline 25 column, Amersham)
(Volumen expandiert: 245 ml, volumen
gepackt: 100 ml)

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Butylsepharose Fast Flow

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Nunc Platten Maxi Sorb

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Mikrotiterplatte (MicrowWell™ 96-well-Platte
schwarz, NuncTM)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Dialyseschlauch (0,0025-0,005 Microns)

Roth, Karlsruhe

HPLC Saule C18 (Luna)

Phenomenex, Aschaffenburg

HiPrep 26/10 Desalting

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

HisSpinTrap-Saulchen GE Healthcare

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Ni-NTA Superflow Saulenmaterial

Quiagen, Hilden

Nitrocellulosemembran

Roth, Karlsruhe

Sephadex G25 (Amersham, ,Hi Prep 26/10
Desalting Column®)

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Superdex 200 HR 10/30

Pharmacia, Erlangen

6-well-Platte, 96-well Platte, unbeschichtet

Greiner

T-Kulturflaschen

Greiner, Frickenhausen

10-20% Tricin-Gradienten-Gele

NOVEX (Life Technologies), Darmstadt

Gerate

Gerat Hersteller

Akta Purifier GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Allegra TM21 Beckmann Coulter, Krefeld

Avanti J-20 (Zentrifuge)

Beckmann Coulter, Krefeld

JA 25.50 (Rotor mit fixiertem Winkel)
Fur 50 ml Zentrifugenréhrchen

Beckmann Coulter, Krefeld

JLA-8.1000 (Rotor mit fixiertem Winkel fur 1
L Zentrifugenbecher)

Beckmann Coulter, Krefeld

JS-4.3 (Schwingrotor far 50 ml

Beckmann Coulter, Krefeld

Zentrifugenréhrchen oder 10 ml
Falconréhrchen)

Biofuge fresco Heraeus
Biofuge pico Heraeus

BioDoc-It™ Imaging System UVP

Upland (USA)

CASY®Cell Counter (Model DT)

Innovatis AG, Reutlingen

DNA-Gelelektrophorese GEB1A-UVT

Hybaid AGS, Heidelberg

French Pressure Cell Press

Thermo Ficher Scientific, Schwerte

FLUOstar OPTIMA

BMG LABTECH GmbH, Offenburg

Gefriertrocknungsanlage

Christ, Osterode

HPLC L4000

Merck Hitachi, Darmstadt

Infors HAT multitron bei 90-100 rpm

Infors, Einsbach

Inkubationsschrank B6 FUNCTION line

Heraeus, Hanau

Laser-Scanning-Mikroskops (LSM)

Carl Zeiss Jena

MALDI Voyager DE Pro Applied Biosystems

Life Technologies, Darmstadt




Anhang

110

MasterCycler

Eppendorf, Hamburg

Nanodrop ND-2000

Peqlab, Erlangen

PCR-Cycler

Bio-Rad Miinchen

pH-Meter inoLab Serie 720

WTW, Weilheim

Power Pac 200, 300

Bio-Rad, Miinchen

Reinstwasser-Anlage PURELab Plus

Seral, Ransbach

Cycler Rotor-GeneTM 3000

Qiagen, Venlo, Niederlande

Schuttelinkubator KS15/TH-15;SM-30/TH-30

Buhler, Tubingen

SDS-PAGE Laufkammer + Zubehor fir SDS
Gele

Bio-Rad, Miinchen

SmartSpec Plus Spectrophotometer

Bio-Rad, Miinchen

Sterilwerkbank Biowizard Kojair

Vilppula, Finnland

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

TECAN Sunrise Mikrotiterplatten-Photometer

Mannedorf, Schweiz

Transmissionselektronenmikroskop EM900

Zeiss, Jena

Vortex 2 Genie

Scientific Industries, Bochemia, USA

Kits

Produkt

Hersteller

CloneJet™ PCR Cloning Kit

Fermentas, St. Leon-Roth

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Thermo Scientific, Pierce, lllinois, USA

JETquick DNA Clean-up Kit

Genomed, Bad Oeynhausen

JETsorb Gel Extraction Kit

Genomed, Bad Oeynhausen

Super Signal West Pico/Femto

Chemiluminescent Kit

Thermo Scientific, Pierce, lllinois, USA

PCR product purification Spin Kit

Genomed, Bad Oeynhausen

QuickChange Site Directed Mutagenesis Kit

Stratagene, La Jolla, USA

Silver Stain Kit

Thermo Scientific, Pierce, lllinois, USA

Enzyme und dafiir benétigte L6sungen

Produkt Hersteller

GoTaq® Polymerase Promega, Mannheim
Ligase Fermentas, St. Leon-Roth
Ligationspuffer Fermentas, St. Leon-Roth
Nukleotidmix Promega, Mannheim

Oligo(dT)-Primer

Promega, Mannheim

Pfu DNA-Polymerase und Puffer

Promega, Mannheim

Rekombinante hQC

Probiodrug AG

Rekombinante mQC

Probiodrug AG

Restriktionsenzyme und Puffer

NEB, Schwalbach

SuperScript™ Il Reverse Transkriptase

Life Technologies, Darmstadt

T4-DNA-Ligase

Fermentas, St. Leon-Roth

T4-DNA-Ligase-Puffer

Fermentas, St. Leon-Roth
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Molekulargewichtsmarker

Produkt

Hersteller

PAGE-Ruler Plus Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Roth

PAGE-Ruler Plus unstained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Roth

Multicolor Low Range Protein Ladder

Thermo Scientific

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fermentas, St. Leon-Roth

Gene Ruler 100 bp plus DNA Ladder

Fermentas, St. Leon-Roth

Substrate und Inhibitoren

Produkt

Hersteller

Ac-Ala-AMC (1M = 288,31 g/l)

Bachem, Torrence (USA)

Complete® Protease Inhibitor Cocktail

Roche Applied Science, Indianapolis, USA

Pefabloc® SC (AEBSF)

Roche Applied Science, Indianapolis, USA

Software/Programme

Produkt

Hersteller

Grafit, Version 5.0.4 fur Windows

Erithacus Software Ltd., Horley, GB

GraphPadPrism 6.0

GraphPad, USA

Kaleidagraph

MetaMorph Microscopy Automation & Image
Analysis

Nashville, USA

Origin 7.0

Northampton, USA

Adobe Photoshop

ExPASY Translate Tool

http://www.expasy.ch/tools/dna.html

Clustalw

http://www.ch.embnet.org/software/ClustalWw.
html

ExPASY ProtParam Tool

http://us.expasy.org/tools/protparam.html

Medien und Zusétze fur die Zellkultur

Produkt

Hersteller

Accutase

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)

Life Technologies, Darmstadt

D-MEM:F12

Life Technologies, Darmstadt

FBS Life Technologies, Darmstadt
Fluorescent Mounting Medium Dako, Hamburg

G418 Life Technologies, Darmstadt
Gentamycin Life Technologies, Darmstadt
L-Glutamin Life Technologies, Darmstadt
Lipofectamin 2000 Life Technologies, Darmstadt
SFM-900 Life Technologies, Darmstadt
Trypsin/EDTA Life Technologies, Darmstadt
Cellfectin Life Technologies, Darmstadt

Grace’s Medium

Life Technologies, Darmstadt
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Haufig verwendete Puffer und Lésungen

Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Farbeldsung (Coomassie-Farbung): 50 % Methanol
10 % Essigsaure
0,025 % Serva blue W

Entfarbelésung (Coomassie-Farbung): 10 % Essigsaure
Probenpuffer (reduzierende SDS-Page): Roti®-Load 1 (4x) von BioRad
Probenpuffer (nicht-reduzierende SDS-Page): 250 mM Tris-HCI, pH 8,0

5 % (w/v) SDS
50 % Glycerol
0,005 % Bromphenolblau

SDS-Puffer 25 mM Tris
192 mM Glycine
0,1% (w/v) SDS

Puffer und Lésungen fir den ELISA:

ELISA-Blocker (ThermoScientific, PIERCE)

TBS-Tween-20

Stopp-Losung: 1,2 N H,SO,

Substrat SURE BLUE (KPL, Gaithersburg, Maryland 20878 USA)
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Antikérper
Prim&rantikorper
Produkt Hersteller Typ Konzentration Verdinnung Anwendung
Anti-GST Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Kaninchen 1 mg/ml 1:500 WB
Anti-APH (C-Terminus) Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA Polyklonal, Ziege 200 pg/ml 1:200 WB
(human, murin, Ratte)
Anti-Sumo3 (human) Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Kaninchen 5 mg/mi 1:500 WB
Anti-Smt3 Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Kaninchen 1 mg/ml 1:1000 WB
(S.cerevisiae)
Anti-Amyloid B (AB)x.40 Upstate via Merck, Darmstadt Maus-Aszites 1:1000 WB
(AS 34-40) (human, murin)
Anti-Flag-tag Cell Signaling, Boston, USA Polyklonal, Kaninchen 1:1000 WB

1:100 IF
Anti-His-tag Abcam, Cambridge, UK Monoklonal, Maus 1:1000 WB
Anti-Amyloid B (17-24) (4G8) Chemicon International Monoklonal, Maus 1 mg/ml 1:1000 WB,
(human) 1:500 ELISA
Sekundarantikorper
Produkt Hersteller Typ/Ursprung Konzentration | Verdinnung Anwendung
Anti-Maus-1gG-(H&L)-AP Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Ziege 1 mg/ml 1:10.000 WB
Anti-Maus-1gG-HRP Dianova, Hamburg Polyklonal, Ziege 1:10.000 WB
Anti-Ziege 1gG-(H&L)-AP Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Esel 1 mg/ml 1:10.000 WB
Anti-Human-1gG-(H&L)-AP Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Kaninchen 1 mg/ml 1:10.000 WB
Anti-Kaninchen-lgG-(H&L)-AP Abcam, Cambridge, UK Polyklonal, Ziege 1 mg/ml 1:10.000 WB
Rhodamine Red™-X Life Technologies, Darmstadt Polyklonal, Ziege 2 mg/ml 1:100 IF
Anti-Amyloid-$ (1-17) 6E10 - HRP BioLegend, San Diego, USA Monoklonal, Maus 1 mg/ml 1:2000 ELISA
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Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert und in einer Konzentration von 100

pmol/ul geliefert. Die Oligonukleotide sind in 5°-3' Orientierung dargestellt (RV = reverse, FW = Forward)

Verwendungszweck Ausgangsplasmid | Zielvektor PCR Bedingungen Bezeichnung Nukleotidsequenz 5-3°
Klonierung APH APH in pOTB pET28a+ Pfu Polymerase, APH-pET-FW CGCCATATGGAACGTCAGGTGCTGCTGAGCGAGCCC
zur Expression in E.coli Produktgrofie: 2220 bp Ndel-Schnittstelle und Start-Codon
Annealing Temp.: 65 °C
Elongationszeit: 5 min APH-pET-RV CCGCTCGAGTCAGCTGCCCAAGTGTGTGCGTAGCCAG
Xhol-Schnittstelle und Stopp-Codon
Klonierung APH zur Expression | APH in pOTB Pfu Polymerase, APH-1-FW GTGGAATTCATGCATCATCATCATCATCATGAACGTCAGG
in CHO/COS7--Zellen, pcDNA3.1 ProduktgrofRe 2255 bp TGCTGCTGAGCGA
Annealing Temp.: 65°C EcoRI-Schnittstelle, Start-Codon und His-tag
sowie im Baculovirus-System: pFastBac™1 | Elongationszeit: 5 min
APH-2-RV CGAGCGGCCGCTCACTTGTCGTCGTCGTCCTTATAGTCG
CTGCCCAAGTGTGTGCGTAGCCAG
Notl-Schnittstelle, Stopp-Codon und Flag-tag
Primer zur Uberpriifung der Tag Polymerase, M13 FW GTTTTCCCAGTCACGAC
Klonierung in DH10Bac Zellen Annealing Temp.: 55°C
(Bacmid) Elongationszeit abhangig M13-RV CAGGAAACAGCTATGAC
von der GengrolRe
Klonierung von SUMO-Q3-AB40 | Q3-AB40 in pET- pET4l1la(+) Pfu-Polymerase, pPET41-FW CGGGGATCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCAC
in pET41a(+) (mit GST-tag) zur SUMO Produktgrof3e: 490 bp BamHI-Schnittstelle und Start-Codon
Expression in E.coli Annealing Temp.: 65°C
Elongationszeit: 1 min pET41-RV CTCGCCTGCAGTTAGACAACACCGCCCACCATGAGTC
Pstl-Schnittstelle und Stopp-Codon
Klonierung scULP1 DNA kompetenter pET28a+ Pfu Polymerase, Ulp1-Ndel FW ACGTATCATATGCTTGTTCCTGAATTAAATG
Saccharomyces (Zwischen- Produktgrof3e: 681 bp, Ndel-Schnittstelle und Start-Codon
cerevisiae Zellen klonierung in Annealing Temp.: 60°C,
Vektor pJET) Elongationszeit: 1 min Ulp1-Xhol RV ATCTCGAGATATTTTAAAGCGTCGG

Xhol Schnittstelle

Klonierung (NANP)19-AB42 zur
Expression in E.coli

(NANP)19-AB42 in
pMK-RQ (Life
Technologies)

pET28a+

Pfu Polymerase,
ProduktgréRRe: 437 bp
Annealing Temp.: 65°C
Elongationszeit: 1 min

NANP-Abeta-FW

NANP-1-42-RV

GATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATC
Ncol Schnittstelle und Start-Codon

GAATTCGGATCCTTATGCGATAACAACAC
BamHI-Schnittstelle und Stopp-Codon
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Klonierung (NANP)1g-AB40 (NANP)19-AB42 in pET28a+ Mutagenese nach Muta x-40 FW TGGTTGGTGGTGTTGTTTAAGGATCCGAATTC
Zur Expression in E.coli pET28a Angaben des Herstellers Stopp-Codon
Muta x-40 RV GAATTCGGATCCTTAAACAACACCACCAACCA
Stopp-Codon
Klonierung (NANP)19-Q3-Ap42 (NANP)19-AB42 in pET28a+ Mutagenese nach Muta 3GIn-42 FW | GAAAATCTGTATTTTCAGCAGTTTCGCCATGATAGCGGT
zur Expression in E.coli pET28a(+) Angaben des Herstellers
Muta 3GIn-42 RV | ACCGCTATCATGGCGAAACTGCTGAAAATACAGATTTTC
Klonierung (NANP)19-Q3-AB42 | pET28a+ Mutagenese nach Muta x-40 FW Siehe oben
(NANP)19-Q3-AB40 zur in pET28a(+) Angaben des Herstellers
Expression in E.coli Muta x-40 RV
Klonierung TEV-Protease TEV-Protease in pET28a+ Pfu Polymerase, TEV-FW GATATACCATGGGTCATCATCATCATCATC
zur Expression in E.coli pEX-A (Eurofins Produktgrof3e: 782 bp Ncol Schnittstelle und Start-Codon
MWG operon) Annealing Temp.: 65°C
Elongationszeit: 2 min TEV-RV GAATTCGGATCCTTACTTGTCGTCGTCGTC

BamHI-Schnittstelle und Stopp-Codon
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Messdaten

Bestimmung kinetischer Parameter der APH

Ansatzvolumen 270 pl (96-well Mikrotiterplatte)

50 pl Substrat
20 pl Enzym
200 plI Puffer (50 mM Tris, pH 7,4)

rfu/min

Charakterisierung rekombinanter

APH aus E.coli
10000 —
8000 —
] op ] =
0.0024 8
6000 — ”-U"%%Z
0,0015
N £ 00076
. E 4
4000 = 0.001 4
4 = 10,0008
0;0006
2000 — 8:888‘%-
B 0 200 40
0 : : I : 1/ [Substnate]
N N4 o

Substratkonzentration [mM]

Parameter Value Std. Error
Vmax 12801,5123 43372860
Km 0,1170 0,0088

APH (21.09.11) aus E.coli
Proteinkonz. = 0,01 mg/ml
Substrat: Ac-Ala-AMC

Km =0,117 mM

rfu/min

10000

8000

6000

4000

2000

Charakterisierung gekaufter
APH (Takara)

0 200

400

T T I T 1/ [Substrate]

N

Substratkonzentration [mM]

Parameter Value Std. Error
Vmax 12377,3031 394 6714
Km 0,0958 0,0075

APH (erworben von Takara)

(geldst in Tris-Puffer, Lagerung -20°C)
Proteinkonz. = 0,08 mg/ml

Substrat: Ac-Ala-AMC

Km =0,0958 mM
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Nukleotid-Sequenzen der verwendeten rekombinanten Proteine und Peptide

AB42:

GATGCAGAATTTCGCCATGATAGCGGTTATGAAGTTCATCATCAGAAACTGGTGTTTTTTGCCGAAGA
TGTGGGTAGCAATAAAGGTGCAATTATTGGTCTGATGGTTGGTGGTGTTGTTATCGCA

SUMO-ABA40:

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTC
GGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCA
ATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGG
CTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTAT
TAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACA
GAGAACAGATTGGTGGTGATGCAGAATTCCGACATGACTCAGGATATGAAGTTCATCATCAAAAATTG
GTGTTCTTTGCAGAAGATGTGGGTTCAAACAAAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGTGTTGT
CTAA

(NANP);s-AB42:

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCACCATCATGGTAGCAATGCAAATCCGAATGCCAATCCTAATGCGAA
CCCGAACGCGAATCCAAACGCAAACCCAAATGCTAACCCTAACGCCAACCCGAATGCTAATCCGAATG
CAAATCCAAACGCTAATCCTAACGCAAATCCGAACGCGAACCCTAATGCCAATCCAAACGCGAATCCG
AATGCCAACCCGAACGCTAACCCTAATGCGAACCCTAATGCAAACCCAAATGCCAATCCGCGTAGCGA
AAATCTGTATTTTCAGGATGCAGAATTTCGCCATGATAGCGGTTATGAAGTTCATCATCAGAAACTGG
TGTTTTTTGCCGAAGATGTGGGTAGCAATAAAGGTGCAATTATTGGTCTGATGGTTGGTGGTGTTGTT
ATCGCATAA

scULP1 (in pET28a+):

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTTGT
TCCTGAATTAAATGAAAAAGACGATGACCAAGTACAAAAAGCTTTGGCATCTAGAGAAAATACTCAGT
TAATGAATAGAGATAATATAGAGATAACAGTACGTGATTTTAAGACCTTGGCACCACGAAGATGGCTA
AATGACACTATCATTGAGTTTTTTATGAAATACATTGAAAAATCTACCCCTAATACAGTGGCGTTTAA
TTCATTTTTCTATACCAATTTATCAGAAAGGGGTTATCAAGGCGTCCGGAGGTGGATGAAGAGAAAGA
AGACACAAATTGATAAACTTGATAAAATCTTTACACCAATAAATTTGAACCAATCCCACTGGGCGTTG
GGCATAATTGATTTAAAAAAGAAAACTATAGGTTACGTAGATTCATTATCGAATGGTCCAAATGCTAT
GAGTTTCGCTATACTGACTGACTTGCAAAAATATGTTATGGAGGAAAGTAAGCATACAATAGGAGAAG
ACTTTGATTTGATTCATTTAGATTGTCCGCAGCAACCAAATGGCTACGACTGTGGAATATATGTTTGT
ATGAATACTCTCTATGGAAGTGCAGATGCGCCATTGGATTTTGATTATAAAGATGCGATTAGGATGAG
AAGATTTATTGCCCATTTGATTTTAACCGACGCTTTAAAATATCTCGAGCACCACCACCACCACCACT
GA

APH (in pET28a+):

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGAACG
TCAGGTGCTGCTGAGCGAGCCCGAGGAGGCGGCGGCTCTGTATCGGGGCCTTAGCCGCCAGCCCGLGL
TGAGCGCCGCCTGCCTGGGCCCGGAGGTCACCACGCAGTACGGCGGCCAATACCGGACGGTGCACACT
GAGTGGACCCAGAGGGACCTGGAACGCATGGAGAACATTCGATTCTGCCGCCAATACCTGGTGTTCCA
TGACGGGGACTCAGTGGTGTTTGCAGGACCTGCAGGCAACAGTGTGGAGACCCGGGGGGAACTGCTGA
GCAGAGAGTCTCCTTCAGGCACCATGAAAGCTGTGCTGCGCAAGGCTGGAGGCACGGGCCCTGGGGAA
GAGAAGCAGTTCCTGGAGGTCTGGGAGAAGAACCGGAAGCTCAAGAGCTTCAACCTGTCAGCGCTGGA
GAAACATGGGCCTGTTTATGAGGATGACTGCTTTGGCTGCCTGTCCTGGTCGCACTCGGAGACACACT
TGTTGTATGTGGCAGAGAAGAAGCGCCCCAAGGCCGAGTCCTTCTTTCAGACCAAAGCCTTGGACGTC
AGTGCCAGCGATGATGAGATAGCCAGGCTGAAGAAGCCAGACCAAGCCATCAAGGGGGATCAGTTTGT
GTTTTATGAAGACTGGGGAGAAAACATGGTTTCCAAAAGCATCCCTGTGCTCTGCGTGCTGGATGTCG
AGAGTGGCAACATCTCTGTGCTTGAGGGGGTCCCTGAGAATGTGTCCCCTGGACAGGCATTTTGGGCC
CCTGGAGATGCTGGTGTGGTGTTTGTGGGCTGGTGGCATGAGCCCTTCCGGTTGGGCATCCGCTTTTG
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CACCAATCGCAGGTCAGCCCTGTATTACGTGGACCTCATCGGGGGGAAGTGTGAGCTCCTCTCGGATG
ACTCCCTGGCTGTCTCTTCTCCCCGGCTGAGCCCAGACCAATGTCGCATTGTCTACCTGCAGTACCCA
TCTCTGATCCCCCATCACCAATGCAGCCAGCTGTGCCTGTATGACTGGTATACCAAGGTTACCTCAGT
GGTGGTAGATGTTGTGCCTCGGCAGCTGGGAGAGAACTTCTCTGGGATCTACTGCAGCCTTCTGCCTT
TGGGATGCTGGTCAGCTGACAGCCAGAGAGTGGTCTTTGACTCGGCTCAGCGCAGCCGGCAGGALCCTG
TTTGCTGTGGACACCCAAGTGGGCACTGTGACCTCCCTCACAGCTGGAGGGTCAGGTGGGAGCTGGAA
GTTGCTCACAATTGACCAGGACCTCATGGTGGCACAGTTTTCCACACCCAGCCTACCTCCAACCCTGA
AAGTTGGGTTCCTGCCTTCTGCAGGGAAGGAGCAGTCAGTGTTGTGGGTGTCCCTGGAGGAGGCCGAG
CCCATTCCCGACATCCACTGGGGCATCCGGGTGCTACAGCCACCCCCAGAGCAAGAGAATGTGCAGTA
TGCTGGCCTTGACTTTGAAGCAATCCTGCTGCAGCCTGGCAGCCCTCCAGATAAGACCCAAGTGCCCA
TGGTGGTCATGCCCCACGGGGGGCCCCATTCATCCTTTGTCACTGCCTGGATGCTGTTCCCAGCCATG
CTTTGCAAGATGGGCTTTGCGGTACTACTAGTGAACTATCGTGGCTCCACGGGCTTTGGCCAGGACAG
CATCCTCTCCCTCCCAGGCAATGTGGGCCACCAGGATGTGAAGGATGTCCAGTTTGCAGTGGAACAGG
TGCTCCAGGAGGAACACTTTGATGCAAGCCATGTGGCCCTTATGGGTGGTTCCCATGGTGGCTTCATT
TCCTGCCACTTGATTGGTCAGTACCCAGAGACCTACAGGGCCTGCGTGGCCCGGAACCCCGTGATCAA
CATCGCCTCCATGTTGGGCTCCACTGACATCCCTGACTGGTGCGTGGTGGAGGCTGGCTTTCCTTTCA
GCAGTGACTGCCTGCCAGACCTCAGCGTGTGGGCTGAGATGCTGGACAAATCGCCCATCAGATACATC
CCTCAGGTGAAGACACCACTGTTACTGATGTTGGGCCAGGAGGACCGGCGTGTGCCCTTCAAGCAGGG
CATGGAGTATTACCGTGCCCTCAAGACCCGGAATGTGCCTGTTCGGCTCCTGCTCTATCCCAAAAGCA
CCCACGCATTATCAGAGGTGGAGGTGGAGTCAGACAGCTTCATGAATGCTGTGCTCTGGCTACGCACA
CACTTGGGCAGCTGA

APH (pcDNA 3.1, pFastBac):

ATGCATCATCATCATCATCATGAACGTCAGGTGCTGCTGAGCGAGCCCGAGGAGGCGGCGGCTCTGTA
TCGGGGCCTTAGCCGCCAGCCCGCGCTGAGCGCCGCCTGCCTGGGCCCGGAGGTCACCACGCAGTACG
GCGGCCAATACCGGACGGTGCACACTGAGTGGACCCAGAGGGACCTGGAACGCATGGAGAACATTCGA
TTCTGCCGCCAATACCTGGTGTTCCATGACGGGGACTCAGTGGTGTTTGCAGGACCTGCAGGCAACAG
TGTGGAGACCCGGGGGGAACTGCTGAGCAGAGAGTCTCCTTCAGGCACCATGAAAGCTGTGCTGCGCA
AGGCTGGAGGCACGGGCCCTGGGGAAGAGAAGCAGTTCCTGGAGGTCTGGGAGAAGAACCGGAAGCTC
AAGAGCTTCAACCTGTCAGCGCTGGAGAAACATGGGCCTGTTTATGAGGATGACTGCTTTGGCTGCCT
GTCCTGGTCGCACTCGGAGACACACTTGTTGTATGTGGCAGAGAAGAAGCGCCCCAAGGCCGAGTCCT
TCTTTCAGACCAAAGCCTTGGACGTCAGTGCCAGCGATGATGAGATAGCCAGGCTGAAGAAGCCAGAC
CAAGCCATCAAGGGGGATCAGTTTGTGTTTTATGAAGACTGGGGAGAAAACATGGTTTCCAAAAGCAT
CCCTGTGCTCTGCGTGCTGGATGTCGAGAGTGGCAACATCTCTGTGCTTGAGGGGGTCCCTGAGAATG
TGTCCCCTGGACAGGCATTTTGGGCCCCTGGAGATGCTGGTGTGGTGTTTGTGGGCTGGTGGCATGAG
CCCTTCCGGTTGGGCATCCGCTTTTGCACCAATCGCAGGTCAGCCCTGTATTACGTGGACCTCATCGG
GGGGAAGTGTGAGCTCCTCTCGGATGACTCCCTGGCTGTCTCTTCTCCCCGGCTGAGCCCAGACCAAT
GTCGCATTGTCTACCTGCAGTACCCATCTCTGATCCCCCATCACCAATGCAGCCAGCTGTGCCTGTAT
GACTGGTATACCAAGGTTACCTCAGTGGTGGTAGATGTTGTGCCTCGGCAGCTGGGAGAGAACTTCTC
TGGGATCTACTGCAGCCTTCTGCCTTTGGGATGCTGGTCAGCTGACAGCCAGAGAGTGGTCTTTGACT
CGGCTCAGCGCAGCCGGCAGGACCTGTTTGCTGTGGACACCCAAGTGGGCACTGTGACCTCCCTCACA
GCTGGAGGGTCAGGTGGGAGCTGGAAGTTGCTCACAATTGACCAGGACCTCATGGTGGCACAGTTTTC
CACACCCAGCCTACCTCCAACCCTGAAAGTTGGGTTCCTGCCTTCTGCAGGGAAGGAGCAGTCAGTGT
TGTGGGTGTCCCTGGAGGAGGCCGAGCCCATTCCCGACATCCACTGGGGCATCCGGGTGCTACAGCCA
CCCCCAGAGCAAGAGAATGTGCAGTATGCTGGCCTTGACTTTGAAGCAATCCTGCTGCAGCCTGGCAG
CCCTCCAGATAAGACCCAAGTGCCCATGGTGGTCATGCCCCACGGGGGGCCCCATTCATCCTTTGTCA
CTGCCTGGATGCTGTTCCCAGCCATGCTTTGCAAGATGGGCTTTGCGGTACTACTAGTGAACTATCGT
GGCTCCACGGGCTTTGGCCAGGACAGCATCCTCTCCCTCCCAGGCAATGTGGGCCACCAGGATGTGAA
GGATGTCCAGTTTGCAGTGGAACAGGTGCTCCAGGAGGAACACTTTGATGCAAGCCATGTGGCCCTTA
TGGGTGGTTCCCATGGTGGCTTCATTTCCTGCCACTTGATTGGTCAGTACCCAGAGACCTACAGGGCC
TGCGTGGCCCGGAACCCCGTGATCAACATCGCCTCCATGTTGGGCTCCACTGACATCCCTGACTGGTG
CGTGGTGGAGGCTGGCTTTCCTTTCAGCAGTGACTGCCTGCCAGACCTCAGCGTGTGGGCTGAGATGC
TGGACAAATCGCCCATCAGATACATCCCTCAGGTGAAGACACCACTGTTACTGATGTTGGGCCAGGAG
GACCGGCGTGTGCCCTTCAAGCAGGGCATGGAGTATTACCGTGCCCTCAAGACCCGGAATGTGCCTGT
TCGGCTCCTGCTCTATCCCAAAAGCACCCACGCATTATCAGAGGTGGAGGTGGAGTCAGACAGCTTCA
TGAATGCTGTGCTCTGGCTACGCACACACTTGGGCAGCGACTATAAGGACGACGACGACAAGTGA
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TEV-Protease:

ATGGGTCATCATCATCATCATCATCATGGAGAAAGCTTGTTTAAGGGGCCGCGTGATTACAACCCGAT
ATCGAGCACCATTTGTCATTTGACGAATGAATCTGATGGGCACACAACATCGTTGTATGGTATTGGAT
TTGGTCCCTTCATCATTACAAACAAGCACTTGTTTAGAAGAAATAATGGAACACTGGTCGTCCAATCA
CTACATGGTGTATTCAAGGTCAAGAACACCACGACTTTGCAACAACACCTCATTGATGGGAGGGACAT
GATAATTATTCGCATGCCTAAGGATTTCCCACCATTTCCTCAAAAGCTGAAATTTAGAGAGCCACAAA
GGGAAGAGCGCATATGTCTTGTGACAACCAACTTCCAAACTAAGAGCATGTCTAGCATGGTGTCAGAC
ACTAGTTGCACATTCCCTTCAGGCGATGGCATATTCTGGAAGCATTGGATTCAAACCAAGGATGGGCA
GTGTGGCAGTCCATTAGTATCAACTAGAGATGGGTTCATTGTTGGTATACACTCAGCATCGAATTTCA
CCAACACAAACAATTATTTCACAAGCGTGCCGAAAAACTTCATGGAATTGTTGACAAATCAGGAGGCG
CAGCAGTGGGTTAGTGGTTGGCGATTAAATGCTGACTCAGTATTGTGGGGGGGCCATAAAGTTTTCAT
GGTGAAACCTGAAGAGCCTTTTCAGCCAGTTAAGGAAGCGACTCAACTCATGAATGACTATAAGGACG
ACGACGACAAGTAA
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