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1 Zusammenfassung

1.1 SAmyloid-Vorlduferprotein (APP)

Die Alzheimer Krankheit ist die hiufigste aller Demenzerkrankungen, allein in Deutschland gibt
es iiber 1 Million Betroffene. Die Ursache der Krankheit ist bisher noch nicht bekannt, es werden
aber eine Reihe von Theorien diskutiert, die genetische, toxische, infektitse und immunologische
Faktoren beriicksichtigen. Unbestritten ist, dass das fAmyloid-Vorlauferprotein (APP) und das
durch Sekretasen abgespaltene Peptid AS eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Alzheimer
Krankheit spielen. Um die Ursachenkette weiter aufzulésen, wurden Fragmente des SAPP zum
Mittelpunkt dieser Arbeit gemacht.

Die C-terminale Hélfte der SAPP-Ektodoméne, die in eigenen Vorarbeiten kloniert wurde (Keil,
2003), konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich iiberexprimiert werden, so dass grofie Men-
gen an l6slichem und homogenem Material gewonnen werden konnten. Durch eine optimierte
Reinigungsstrategie gelang es, das Protein hochrein zu erhalten und sowohl rontgenkristallogra-
phische Arbeiten als auch detaillierte biochemische Studien durchzufiihren. Die Kristallisation
des Proteinfragmentes und seine Rontgenstrukturanalyse erlaubten die Anfertigung eines in-
itialen dreidimensionalen Modells der Struktur. Detaillierte, biochemische Untersuchungen zum
Bindepartner Heparin brachten zusétzliche Informationen iiber die Bindefihigkeit des Proteins
und die daran anschlieBenden Auswirkungen in Hinblick auf die Struktur und Stabilitét.

Auch die in eigener Vorarbeit klonierte N-terminale Hilfte der SAPP-Ektodoméne (Keil, 2003)
konnte trotz Cysteinen in der Sequenz 16slich in E.coli-Bakterien exprimiert werden und iiber eine
optimierte Reinigungsstrategie hochrein gewonnen werden. Die Ausbeute war fiir initiale Kristal-
lisationsansétze ausreichend, zusédtzlich wurden auch fiir dieses Fragment Experimente beziiglich
des Oligomerisierungsverhaltens durchgefiihrt. Die Daten konnten wichtige Informationen fiir ein
Verstindnis der Strukturierung der gesamten Ektodoméne beitragen.

Das Konstrukt, das die gesamte Ektodomine umfasst, konnte ebenfalls 16slich {iberexprimiert
werden, und bei der Reinigung wurde Nutzen aus den verschiedenen Bindedoménen der SAPP-
Ektodoméne gezogen. Das hochreine Material war ausreichend, um Kristallisationsansétze anzu-
setzen. Allerdings zeigte sich, dass beim Kristallisieren ein proteolytischer Abbau in unterschied-
liche Fragmente erfolgte. Die einzelnen Fragmente wurden intensiv biochemisch untersucht, so
dass sich ein schematisches Gesamtbild der Struktur der SAPP-Ektodoméne in Hinblick auf die
unterschiedlichen Doménen und das Oligomerisierungsverhalten aufstellen lief. Dies sind wich-
tige Schritte auf dem Weg, das Rétsel um das SAPP und die Alzheimer Krankheit weiter zu
16sen.



1 Zusammenfassung

1.2 Carboxypeptidase N (CPN)

Die Carboxypeptidase N ist ein Mitglied der CPN/E-Unterfamilie der regulatorischen Metallo-
Carboxypeptidasen und spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Peptidhormonen sowie
zelloberflachen-basierter Aktivitdt von Wachstumsfaktoren. Dies geschieht iiber eine C-terminale
Abspaltung speziell von Lysin- oder Argininresten von Peptiden und Proteinen. Einzigartig unter
den Metallo-Carboxypeptidasen ist der Aufbau der CPN aus zwei unterschiedlichen Doménen, die
im Blutplasma als Heterotetramere zirkulieren. Dabei werden je zwei sogenannte regulatorische
83 kDa-Untereinheiten (CPN2) von zwei katalytisch fungierenden 48 bis 55 kDa-Untereinheiten
(CPN1) flankiert. Das Zusammenspiel der beiden Doménen untereinander ist bis heute noch
relativ unklar, und auch tiber die Wechselwirkungen, die beide Doménen zusammenhalten, gibt
es nur Spekulationen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die katalytische Untereinheit CPN1 der Carboxypeptidase N
rontgenkristallographisch untersucht und die Struktur mittels der Methode des molekularen
Ersatzes erfolgreich gelost. Das Atommodell konnte bei einer Auflésung von 2,1/01 bis zu ei-
nem kristallographischen R-Faktor von 17,9 % verfeinert werden. Vergleiche der CPN1-Struktur
mit den homologen Strukturen CPD-2 der Ente, humaner CPM (beide Mitglieder der CPN/E-
Unterfamilie), sowie auch der CPA (CPA/B-Unterfamilie) machen die Unterschiede und Gemein-
samkeiten zwischen den Carboxypeptidasen deutlich und erklidren verschiedene durch experimen-
telle Studien bekannte Substratpréferenzen und Inhibitorwirkungen.

Aufgrund biochemischer Daten und einer entsprechend dem elektrischen Potential erstellten
Oberfldche der CPN1 konnte ein Vorschlag zur Tertidrstruktur gemacht werden sowie der Bereich
der Interaktion zwischen den beiden Doménen deutlich eingegrenzt werden.

Zusatzlich angefertigte Modellierungsstudien mit einem den letzten Aminoséuren des natiirlichen
Substrats Bradykinin nachempfundenen Tripeptid erméglichen Einblicke in den katalytischen
Mechanismus der CPN. Eine Uberlagerung der Struktur mit dem Enzym-Inhibitor-Komplex
CPD-2 mit GEMSA 148t auch Riickschliisse auf die Wirkungsweise mancher Inhibitoren zu. Ein
Blick in das aktive Zentrum offenbart auch die Griinde fiir die préiferentielle Spaltung von Lysin-
gegeniiber Argininresten.



2 Einleitung

2.1 Die Alzheimer-Krankheit

Krankheiten, die allgemein als Demenz (De: ohne, mens: Geist, Verstand) bezeichnet werden —
zu ihnen gehoren die Alzheimer-Krankheit, die Parkinson Krankheit sowie Prionenerkrankungen
— haben meist einen dhnlichen Verlauf. Es beginnt damit, dass Betroffene leicht vergesslich wer-
den, Neuem nicht mehr so aufgeschlossen gegeniibertreten und ihr Leben oft nur teilnahmslos
fithren. Im Laufe der Zeit nimmt die Vergesslichkeit immer mehr zu, Urteilsvermogen und klares
Denken gehen verloren und es kommt zu Orientierungs-, Handlungs- und Bewegungsstérungen.
Die Betroffenen sind zunehmend in der Bewéltigung alltéglicher Anforderungen beeintréichtigt,
was bis zur vollstdndigen Pflegebediirftigkeit fithren kann (Bickel, 2000).

Allein in Deutschland leiden etwa 1 Million Menschen an der Alzheimer-Krankheit (Morbus Alz-
heimer, ,alzheimer’s disease®, AD), was etwa 75 % aller Demenzerkrankungen entspricht. Jéhrlich
treten etwa 120.000 neue AD-Fille auf, und 60 % der Neuerkrankungen sowie zwei Drittel aller
Patienten sind iiber 80 Jahre alt, was auf die enge Korrelation der Erkrankung mit dem Alter
zuriickzufiihren ist. Die Hiufigkeit der Krankheit nimmt mit steigendem Lebensalter stetig zu. So
leiden im Alter zwischen 65 und 74 Jahren 3 % an dieser Form der Demenz, bei iiber 85-jihrigen
sind bereits 12 % betroffen und bei iiber 95-jihrigen steigt die Zahl der Patienten gar auf 24 %.
In Anbetracht der steigenden Lebenserwartung stellt die Aufklirung der zur Demenz fithrenden
pathogenetischen Mechanismen eine grofle Herausforderung dar. Fiir die klinische Diagnosestel-
lung wurden verschiedene Kriterien festgelegt, um die AD von anderen Demenzen abzugrenzen
(Mc Khann et al., 1984). Eine definitive AD-Diagnose kann jedoch bisher nur anhand einer
postmortalen Untersuchung gestellt werden.

Auch Menschen, die am Down Syndrom (DS, Trisomie 21) leiden, entwickeln ohne Ausnahme im
vierten Lebensjahrzehnt die klassischen Merkmale einer Neuropathologie, wie sie beim Morbus
Alzheimer beobachtet wird (Wisniewski et al., 1985; Mann, 1989). Bei dieser ,eigenartigen Er-
krankung der Hirnrinde“, wie sie 1907 erstmalig von Alois Alzheimer beschrieben wurde, ist bei
einer pathologischen Analyse schon rein duflerlich eine Degeneration des Hirngewebes erkennbar.
Dieser Schwund an Gehirnmasse kann betréichtlich sein. Wie in Abbildung 2.1 sichtbar, schwindet
bei Alzheimerpatienten sogar die Furchung der dufleren Hirnrinde.

Nahere Untersuchungen ergeben schliellich einen Verlust von Nervenzellen in ganz bestimmten
Hirnregionen; zum Einen im Hippocampus, der vor allem fiir das Gedéchtnis von grofler Bedeu-
tung ist und zum Anderen in der Grohirnrinde — der Hauptschaltstelle fiir Vernunft, Sprache,
Lernen und anderen wichtigen Denkprozessen. Bei einer mikroskopischen Betrachtung fallen vor
allem Aggregationen von Proteinen oder deren Fragmenten auf. Diese sogenannten amyloiden
oder auch senilen Plaques (Selkoe et al., 1988) sind ein charakteristisches Merkmal der AD und
treten schon relativ frith im Krankheitsverlauf auf (vgl. Abb. 2.2).

2.1.1 Die pathomorphologischen Veranderungen der AD

Vorangestellt werden muf, dass auch im normal alternden Gehirn senile Plaques auftreten. Im
Vergleich zu an AD-Erkrankten ist die Zahl der Plaques jedoch um den Faktor 10 geringer (Bles-
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Abbildung 2.1: Das Gehirn eines an Alzheimer erkrankten Menschen (links) im Vergleich zu dem eines gleichalt-
rigen gesunden Menschen (rechts). Die Degeneration des Hirngewebes bei einem Alzheimer-Patienten ist betrécht-
lich. Schon bei einer rein duflerlichen Untersuchung kann man einen Schwund der Furchung der dufleren Hirnrinde
erkennen.
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Abbildung 2.2: Amyloide Plaques im Gehirn eines Alzheimer-Patienten. In diesem Schnitt durch das Gehirn
eines Alzheimer-Patienten sind die klassischen neuropathologischen Veridnderungen der Erkrankung dargestellt.
Diese amyloiden Plaques bestehen aus kompakten extrazelluliren Ablagerungen von (-Amyloid.

sed et al., 1968; Roth et al., 1966; Tomlinson et al., 1970). Neben der Zahl der Plaques ist auch
ihre Lokalisation in bestimmten Regionen, insbesondere im entohirnalen Kortex, entscheidend
fiir die Korrelation mit der Demenz (Cummings and Cotman, 1995; Cummings et al., 1996).

Senile plaques - JA4

Die schon von Alzheimer (Alzheimer, 1907) als ,Drusen® beschriebenen senilen Plaques sind
extrazelluldre Ablagerungen, deren Hauptbestandteil sogenanntes $-Amyloid-Peptid (A3, 5A4)
darstellt. Amyloid ist der Terminus fiir eine Gruppe sonst nicht verwandter Peptidkomplexe, die
unter physiologischen Bedingungen zu unléslichen Filamenten aggregieren kénnen. Diese sind mit
Farbstoffen wie Kongorot und Thioflavin S., die sich in §-Faltblattstrukturen einlagern (Glenner,
1981), anfirbbar. Ahnlich wie Stirke lassen sie sich auch mit Jod anfirben. Die Plaques weisen
einen Durchmesser von 5-200 ym auf und treten insbesondere in kortikalen und hippocampalen
Regionen auf. Die Isolierung von Plaques aus dem Hirngewebe von AD-Patienten gelang erstmals
im Jahre 1983 durch Allsop und Mitarbeiter (Allsop et al., 1983).

Das isolierte Material erwies sich als unléslich und proteaseresistent. Erst durch Verwendung von
Ameisensiure konnte die §-Faltblattstruktur zerstort werden, und aus perivaskulidrem Amyloid
und Plaque-Amyloid konnte ein 4,2 kDa grofies Peptid isoliert und sequenziert werden (Glenner
and Wong, 1984b; Masters et al., 1985). Es handelt sich um ein aus 39-43 Aminoséuren bestehen-
des Peptid, das durch proteolytische Spaltung des transmembranen Amyloid-Vorlauferproteins
(,amyloid precursor protein“, APP) entsteht (Kang et al., 1987). Damit riickte die Aufklarung
der Rolle des APP bei der Ausprigung der bei AD auftretenden pathomorphologischen Verén-
derungen in den Mittelpunkt der Forschung.
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Identisches 8-Amyloid-Peptid wurde auch in Amyloidablagerungen von DS-Patienten identifiziert
(Glenner and Wong, 1984a). Der Name A4 bezeichnet die Grofie von 4kDa und die Féhigkeit
der Peptide, g-Faltblattstrukturen zu bilden, die histologisch als Amyloid erscheinen. Da DS-
Patienten eine Triplikation des CChromosoms 21 besitzen und damit ein zusétzliches Gen fiir
das Amyloid-Vorlduferprotein, kommt es bei ihnen zur verstédrkten Prozessierung und Ablagerung
von Af. Diese Ablagerungen gehen neurofibrillaren Verédnderungen und der Demenz vorraus. Dies
kann als erster Hinweis fiir die zentrale Rolle des A5 bei der Ausbildung der neurodegenerativen
Verdnderungen gesehen werden, die allgemein als Ursache der AD angenommen werden.

2.1.2 Das Amyloidvorlduferprotein (APP)
Lokalisation, genomische Organisation und alternatives SpleiBen des APP-Genes

Das APP-Gen ist auf dem langen Arm (q) des Chromosoms 21 (Chromosom 21 von Homo sapiens
sapiens, HSA 21q) lokalisiert (Goldgaber et al., 1987; Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987) und
in 18 Exons organisiert, die sich beim Menschen {iber einen Bereich von 400 kb erstrecken. Das
APP-Gen ist ein ,housekeeping gene®, welches ubiquitér in allen Organen exprimiert wird (Tanzi
et al., 1989). Der Promotorbereich weist einen hohen G/C-Gehalt auf und besitzt keine TATA-
Box, was typisch fiir Promotoren derartiger Gene ist (Salbaum et al., 1988).

Alternatives Spleifien des Primértranskripts an den Exons 7/8 und 15 fiihrt zu 8 verschiedenen
mRNA-Isoformen, die fiir Proteine mit Lingen zwischen 677 und 770 Aminoséuren kodieren.

Die Expression erfolgt gewebespezifisch und entwicklungsabhéingig. APPggs5 ist die hiufigste APP-
mRNA-Form in Neuronen (Tanzi et al., 1988; Weidemann et al., 1989). In Gliazellen und in
peripheren Geweben dominieren die lingeren mRNA-Isoformen, die zusétzlich eine durch Exon
7 kodierte Proteinase-Inhibitordoméne vom Kunitztyp (KPI) enthalten (Kitaguchi et al., 1988;
Ponte et al., 1988; Tanzi et al., 1988). Fiir die KPI-Doméne wurde in vitro eine Funktion bei der
Blutkoagulation gezeigt, wobei der Faktor XI inhibiert wird (Smith et al., 1990).

Die Isoform APP7y4, der nur Exon 7 fehlt, wurde auf RNA-Ebene ebenfalls nachgewiesen (Golde
et al., 1990; Kang and Miiller-Hill, 1990). Durch Spleiien von Exon 15 entsteht eine Anheftungs-
stelle fiir Chondroitin-Sulfat-Glykosaminoglykane (Pangalos et al., 1995), was auf eine Funktion
bei der Zelladhésion hindeutet. Die Isoformen ohne Exon 15 wurden zuerst in Leukozyten nach-
gewiesen und aus diesem Grund LAPP genannt (Konig et al., 1992). Sie werden in Rattengewebe
ubiquitér, jedoch nicht in Neuronen exprimiert (Sandbrink et al., 1994).

Struktur und Funktion des APP

APP ist ein integrales Membranprotein und besteht aus einer transmembranen, einer grofien
extrazelluldren N-terminalen und einer kurzen, intrazelluldren C-terminalen Doméne (Kang et al.,
1987). Das Protein hat ein relatives Molekulargewicht von ca. 120kDa (Selkoe et al., 1988) und
gelangt wiahrend der Translation in das endoplasmatische Retikulum und iiber die Golgivesikel
zur Membran. Auf diesem konstitutiv sekretorischen Weg wird es durch N- und O-Glykosylierung
(Dyrks et al., 1988; Weidemann et al., 1989), Phosphorylierung (Hung and Selkoe, 1994) und
Sulfatierung (Weidemann et al., 1989) modifiziert.

Das APP-Molekiil weist verschiedene funktionelle und strukturelle Doménen auf, die von un-
terschiedlichen Exons kodiert werden (vgl. Abbildung 2.3). Nachdem ein Signalpeptid wéihrend
der Proteinreifung abgespalten wird, beginnt die APP-Struktur N-terminal mit einer Wachs-
tumsfaktor #hnlichen Doméne (growth factor like domain - GFLD). Daran schlieft sich eine
Kupferbindedoméne (CuBD) an, gefolgt von einer sauren Doméne und den Insertionsstellen
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Abbildung 2.3: (A) Schematische Darstellung von humanem APPggs, inklusive der Schnittstellen fiir a-, §-
und ~-Sekretase. (B) Uberblick iiber die wichtigsten Dominen des APP: growth factor like domain (GFLD),
Kupferbindedoméne (CuBD), E2-Domiéne oder zentrale APP-Doméne (CAPPD), Transmembran-Doméne sowie
die intrazellulire Doméne (AICD). Die roten Punkte markieren die N-Glykosylierungsstellen. A3 bezeichnet die
amyloide (-Peptid Sequenz. Zusétzlich sind die Insertionsstellen fiir die Protease-Inhibitor-Doméne vom Kunitz
Typ (KPI), die nur in APP751 und APPr7 existiert, sowie der Ox2-Sequenz, die nur in APP77¢ vorkommt,
eingezeichnet. (C) Bekannte stabile Strukturen von APP-Fragmenten. (Reinhard et al., 2005)

fiir die Protease-Inhibitordoméne vom Kunitz-Typ (Hynes et al., 1990, KPI) sowie eine OX-2-
Sequenz, die grofle Homologie zu dem Glykoprotein MRC OX-2 aufzeigt. Nach der sogenannten
extrazellularen Glykosylierungsdoméne folgen die Transmembrandoméne und die cytosolische
Domine (Dyrks et al., 1988), die eine Konsensussequenz fiir Clathrin-vermittelte Endocytose
enthélt (Chen et al., 1990). Durch alternatives Spleifien des Exons 15 wird aus Exon 14 und 16
eine Konsensussequenz fiir Chondroitinsulfat zusammengesetzt (Pangalos et al., 1996). Die Se-
quenz des APP weist Bindungsstellen fiir Komponenten der extrazelluldren Matrix wie Kollagen,
Laminin und Heparin (Schubert et al., 1989; Breen, 1992; Narindrasorasak et al., 1992; Multhaup
et al., 1995) und fiir Metalle wie Zink (Bush et al., 1993) und Kupfer (Hesse et al., 1994) auf. Die
Funktion des APP ist nicht eindeutig geklirt. Die ubiquitéire Expression und die evolutionére
Konservierung deuten allerdings auf eine essentielle physiologische Rolle des Proteins hin.

Proteolytische Prozessierung des GAPP

Das reife APP wird auf zwei Wegen proteolytisch prozessiert. An diesem Prozess sind drei ver-
schiedene Proteasen, sog. Sekretase, beteiligt (Steiner and Haass, 2000). Dabei erfolgt zunéchst
eine Spaltung durch die 3-Sekretase (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Hussain et al., 1999;
Yan et al., 1999, ,beta-site APP-cleaving enzyme“, BACE, auch als ,,Asp2“ bezeichnet), die APP
innerhalb der extrazelluliren Domé&ne am N-Terminus der AS-Region, 12 Aminoséiuren vor der
Transmembranregion, schneidet. Dabei wird l6sliches sAPP g sezerniert. Nachfolgend generiert die
~- Sekretase-Spaltung den C-Terminus des #-Amyloid-Peptids. Vergleiche hierzu auch Abb. 2.4.
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Abbildung 2.4: Metabolismus des Amyloid Vorlduferproteins (APP) mit AB-Generierung. Dargestellt ist die
proteolytische Spaltung iiber den a- (oben) bzw. 8- (unten) sekretorischen Weg des APP77o (Reinhard et al.,
2005).
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Sowohl das AB40 als auch das ldngere Peptid A(42 werden von der «-Sekretase produziert. Die
fiir die Alzheimer-Krankheit charakteristischen Plaques entstehen, wenn die y-Sekretase durch
Mutationen falsch schneidet und damit eine erh6hte Konzentration der toxischen Form A342
freigesetzt wird oder wenn eine erhdhte Sekretase-Konzentration bzw. Aktivitdt besteht und so
generell vermehrt A gebildet wird.

Die dritte Sekretase ist die a-Sekretase (Lammich et al., 1999), die durch ADAMI10 als auch
ADAM17/TACE représentiert wird. Sie spaltet APP innerhalb der -Amyloid-Region, wobei
es wie schon bei der Spaltung durch die §-Sekretase zur Sekretion der l6slichen Ektodoméne
(sAPP,) in das Vesikellumen oder in den extrazelluldren Raum kommt. Durch die Aktivitat der
a-Sekretase wird die Entstehung des A3-Peptids inhibiert. Durch die anschlielende Aktivitat der
~v-Sekretase kommt es zur Freisetzung eines kleinen, harmlosen und nicht-toxischen Peptids, des
sog. p3.

Damit die y-Sekretase aktiv werden kann, muf3 das Vorlduferprotein in jedem Fall zuerst mit einer
anderen Sekretase geschnitten werden. Welche Sekretase die erste endoproteolytische Spaltung
durchfiithrt — a- bzw. 3-Sekretase — bestimmt, welches Peptid freigesetzt wird — p3 oder AS (vgl.
Abbildung 2.4).

2.1.3 Die Rolle des Aj4; bei der Plaque-Bildung

Fiir die Bildung der Plaques aus den AB-Peptiden wird der lingeren Form A(45 eine entschei-
dende Rolle zugeschrieben. In den Gehirnen von AD/DS-Patienten konnte gezeigt werden, dass
die Ablagerung von Af49 der Ablagerung von A3,y vorausgeht (Iwatsubo et al., 1994; Iwatsubo
et al., 1995; Lemere et al., 1996). Diese Beobachtung wird mit der stérkeren Aggregationstendenz
der léingeren Peptide in Verbindung gebracht, welche durch die beiden zusétzlichen C-terminalen
Aminoséuren Isoleucin und Alanin hervorgerufen wird (Dyrks et al., 1992; Jarrett et al., 1993).
So erfolgt die Bildung der Plaques wahrscheinlich in zwei Stufen. In der initialen Phase kommt
es zur Bildung von Aggregationskernen, fiir die verschiedene Kofaktoren und AS45 notwendig
sind (Jarrett and Lansbury, 1992). In der zweiten Phase erfolgt eine konzentrationsabhingige
Anlagerung der AS-Peptide.

Gestiitzt wird diese Theorie durch die Beobachtung, dass bei allen bekannten Formen der famili-
dren AD Mutationen auftreten, die entweder zu einer Erhohung des Anteils der lingeren Peptide
oder zur Verstirkung der Aggregationstendenz der kiirzeren Form fiithren. Neben A(-Peptiden
wurden in den Plaques auch aj-Antichymotrypsin (Abraham et al., 1988), Apolipoprotein E
(Namba et al., 1991), Komplementfaktoren (Eikelenboom et al., 1989), Zytokine (Bauer et al.,
1991) und Serumamyloid P (Kalaria et al., 1991) nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, dass
das Immunsystem bei der Ausbildung der neurodegenerativen Veranderungen beteiligt ist. Diese
Annahme wird gestiitzt durch das Auftreten reaktiver Mikroglia/Makrophagen und Astrozyten
im Bereich der Plaques (Alzheimer, 1911; Wisniewski and Terry, 1973; Wisniewski and Weigel,
1993; Meda et al., 1995).

2.1.4 Genetische Ursachen der Alzheimer-Krankheit

Neben der Triplikation einer Reihe von Genen auf HSA 21 konnen weitere genetische Veradnde-
rungen zu einer frithzeitigen Erkrankung an AD fiihren. Diese Formen, die nur etwa 10% der
AD-Fille betreffen, weisen eine familiire Hiaufung auf. Bei der nicht familidr bedingten Form
spricht man von der sporadischen AD. Mit Ausnahme des fritheren Erkrankungsbeginnes unter-
scheiden sich die familifr gehéduften klinisch nicht von den sporadischen AD-Fillen. Abhéingig
davon, ob die Krankheit vor oder nach dem 65. Lebensjahr eintritt, werden eine friih einsetzende
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(yearly onset®, EOAD) und eine spit einsetzende (,late onset“;, LOAD) Form der familiiren AD
unterschieden. Bis heute sind Verdnderungen in drei verschiedenen Genorten, auf HSA 21, HSA
14 und HSA 1 beschrieben, die zu einer familiir bedingten AD (FAD) fiithren kénnen (Schellen-
berg et al., 1993; Levy-Lahad et al., 1995). Fiir diese Genorte ist die Vererbbarkeit entsprechend
eines autosomal-dominanten Erbganges gesichert (Duara et al., 1993). In den zugeordneten Genen
wurden verschiedene Mutationen beschrieben, die in Tabelle 2.1 als Uberblick zusammengefasst
sind und in Abbildung 2.5 grafisch dargestellt sind.

Die Mutationen im APP-Gen treten in den Exons 16 und 17 auf, fiihren zu Verdnderungen der
Aminosduresequenz im Bereich der Sekretaseschnittstellen und beeinflussen damit die proteo-
lytische Prozessierung des APP. Das hat eine insgesamt vermehrte Bildung von A oder eine
vermehrte Prozessierung der stérker amyloiden Form Af4s zur Folge (Haass et al., 1994; Suzuki
et al., 1994; Tamaoka et al., 1994).

Die Priéseniline PS1 und PS2 sind zwei Polypeptide, die vorwiegend im endoplasmatischen Reti-
kulum lokalisiert sind (Kovacs et al., 1996). Hier kommt es wahrscheinlich zu Interaktionen mit
APP (Weidemann et al., 1997). Die Mutationen im PS1- und PS2-Gen fithren ebenfalls zu einer
Erhohung der stiarker amyloiden Form Af2, wie Befunde in PS-FAD-Patienten gezeigt haben
(Scheuner et al., 1996). Experimente mit kultivierten Zellen und transgenen Méusen haben diese
Beobachtung bestétigt (Borchelt et al., 1996; Citron et al., 1997).

Tabelle 2.1: Eine Auswahl der bekannten Genorte mit Assoziation zur FAD

HSA | Gen | Mutationen Anteil FAD | Erkrankungsbeginn | Quelle

21 | APP | KM — NLgr/em (Mullan, 1992)
(schwedisch)

21 APP | A — Gegog2 <5% 50-60 Jahre (Hendriks et al.,
(flamisch) 1992)

21 APP | E — Q93 (Van Broeckhoven
(holléndisch) et al., 1990)

21 APP |V —  LF Grry (Goate et al., 1991)
(London)

14 PS1 | >35 missense Mu- <50 % 40-50 Jahre (Sherrington et al.,
tationen 1995)

1 PS2 | 2 missense Muta- ca. 5% 55-65 Jahre (Levy-Lahad et al.,
tionen 1995; Rogaev et al.,

1995)

2.1.5 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Anormale Prozessierung von APP und erhéhte Produktion von 8-Amyloid spielen eine zentrale
Rolle in der Pathogenese vererbbarer AD-Formen, denen Mutationen im APP-Gen oder in den
beiden Prisenilinen zugrunde liegen. Sporadisch auftretende AD und vererbbare AD zeigen die
gleichen pathologischen Merkmale und den gleichen klinischen Phénotyp. Daraus 148t sich ab-
leiten, dass eine verdnderte APP-Prozessierung in beiden Féllen eine zentrale Rolle spielt. Als
Modell fiir die Entstehung von Alzheimer wird derzeit die Amyloid-Kaskaden-Hypothese ange-
nommen. Diese Hypothese basiert auf der Vermutung, dass die Ablagerung von -Amyloid die
Ursache fiir die Neurodegeneration bei AD ist. Wahrscheinlich wird die Entstehung der charak-
teristischen Plaques durch eine erhchte Konzentration von fibrillirem A(G4o im Vergleich zu 16sli-
chem Ay gefordert. Im Gegensatz zu AfBy zeigt das hydrophobere ABy9 in vitro eine verstirkte
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Abbildung 2.5: Die Abbildung zeigt die Mutationen von APP, die mit familiiren Formen von AD gekoppelt sind.
Markiert sind der N-(NH32) und C-Terminus (COOH) sowie die Protease-Inhibitor-Doméne vom Kunitz-Typ (KPI),
saure Doméne (Ac), cysteinreiche Region (Cys), Signalpeptid (SP), Transmembranregion (TM) und der zytoplas-
matische Abschnitt (Z). Die Spaltstellen der Sekretasen sind durch Pfeile markiert. Im unteren Bildbereich ist die
Aminosduresequenz des f-Amyloid-Peptids dargestellt. Rot markiert sind die AS, fiir die ,,missense“~-Mutationen
gefunden wurden, welche zu vererbbaren familidiren Formen von AD fiihren.

Tendenz zur Prézipitatbildung (Jarrett et al., 1993). Dies wird auch dadurch bestétigt, dass die
langere Form (Af,2) bereits in fritheren Stadien von AD in sogenannten , diffusen Plaques® gefun-
den wurde (Yamaguchi et al., 1998). Derzeit wird angenommen, dass zunéchst diffuse Plaques
durch die Aggregation der verlingerten Amyloidform entstehen und diese sich durch weitere
Anlagerung von sowohl A(,y als auch AfB4s zu reifen, neuropathogenen neuritischen Plaques
weiterentwickeln (Selkoe, 1999).

Bisher ist allerdings noch nicht nachgewiesen, ob die pathologischen Verdnderungen im Gehirn
von Alzheimer-Patienten primér auf die Amyloid-Plaques zuriickzufiihren sind. Dagegen wiirde
eine nur teilweise bestehende Korrelation zwischen der Anzahl neuritischer Plaques und dem
Ausmafl der Demenz sprechen, desweiteren sind die nachgewiesenen Amyloidablagerungen nicht
in dem Bereich des Neuronenverlustes lokalisiert. Es ist anzumerken, dass auch bei &lteren, ge-
sunden Menschen diffuse Plaques auftreten.

2.1.6 Dreidimensionale Strukturen von APP und mégliche Funktionen

Forschungsarbeiten in Zellkultur rund um das Amyloid-Vorlduferprotein konzentrieren sich oft
auf spezielle Segmente oder Subdoménen (vgl. Abbildung 2.3), und jedem dieser Segmente wurde
eine Vielzahl an Funktionen zugeschrieben (vgl. Tabelle 2.2). Viele dieser Studien basieren auf
iiberexprimiertem APP und/oder gereinigtem APP in hoher Konzentration, was Riickschliisse
auf physiologische Vorgéinge schwierig macht. Eine Moglichkeit, die funktionelle Rolle von APP
besser zu verstehen, ist die Identifikation von Bindungspartnern. APP ist in der Lage, viele
unterschiedliche Proteine zu binden (vgl. Tabelle 2.2), und viele der vorgeschlagenen Funktionen
betreffen allgemeine biologische Vorgénge.

Eine andere Moglichkeit, die physiologischen Funktionen von APP zu untersuchen, beruht auf
strukturellen Analysen des Proteins und der Identifizierung bestimmter Regionen fiir entspre-
chende Funktionen. Diese Subdoménen koénnen eine Hilfe darstellen, um die Rezeptoren und
Bindungspartner, die mit APP interagieren, zu erkennen. Die Ektodoméne des Transmembran-
proteins besteht hochstwahrscheinlich aus einer Anordnung verschiedener unabhéingiger Domé-
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2 FEinleitung

nen, wobei die meisten davon wohl auch unabhingige Faltungseinheiten darstellen (vgl. Abbil-
dung 2.3 B & C). Einige dieser APP-Einheiten wurden bereits strukturell beschrieben und geben
wichtige Informationen, um die Funktionen des APP zu entschliisseln.

Die Ektodomane des APP

Die extrazellulire Doméine von APP hat eine komplexe Struktur, und mehr als 70 % der Amino-
séuren sind an der Bildung von Sekundérstrukturelementen beteiligt (Gralle et al., 2002). Dieje-
nigen Aminoséurereste, die nicht in eine Sekundérstruktur-Faltung involviert sind, konzentrieren
sich auf zwei definierte Bereiche von Aminoséurerest 190-264 und etwa 507-589. Die erstgenannte
Region ist stark negativ geladen und der sauren Doméine zuzuordnen. Mehr als 56 % der Reste
sind Glutamate oder Aspartate, manchmal acht in aufeinanderfolgender Sequenz. Dies lifit es
unmoglich erscheinen, den Bereich in eine geordnete Struktur zu falten. Die zweite Region liegt
aminoterminal zur Af-Sequenz und ist der sogenannten ,Linker-Region“ zuzuordnen (Dulubova
et al., 2004; Wang and Ha, 2004). Mehrere unterschiedliche Algorithmen zur Sekundérstruktur-
Vorhersage zeigen diesen Bereich frei von jeglichen Sekundérstruktur-Elementen an, und beide
unstrukturierte Bereich weisen auch keinerlei Homologie zu den APP-#hnlichen Proteinen auf,
die sich in anderen Bereichen sehr stark mit APP gleichen. Daher konnten diese Doménen fiir
APP-sperzifische Funktionen verantwortlich sein. Wahrscheinlicher ist aber, dass sie flexible Lin-
ker darstellen, die die unabhéingigen Faltungseinheiten miteinander verbinden und so die ent-
sprechende Distanz der Doménen zueinander sowie die Beweglichkeit in allen drei Dimensionen
sicherstellen. Ein genaues Versténdnis wird erst die Strukturlésung der vollstéandigen Ektodomé-
ne ermoglichen.

N-terminale Wachstumsfaktor-dhnliche Doméne (GFLD) Die N-terminale Doméne von APP
(Rest 23-128) wurde bereits im Jahr 1999 strukturell beschrieben (Rossjohn et al., 1999) und
wurde im Folgenden als Wachstumsfaktor-ahnliche Doméne (growth factor like domain - GFLD)
bezeichnet. Die GFLD besteht aus neun [-Stringen und einer a-Helix (vgl. Abbildung 2.6).
Diese Doméne ist reich an Cysteinen und enthélt drei Disulfidbriicken, die zusammen mit dem
hydrophoben Kern der Struktur innerhalb der gesamten APP-Familie hoch konserviert sind. Die
Disulfidbriicke zwischen Cys98 und Cys105 stabilisiert die Haarnadel-Kehre, der entscheiden-
de Bedeutung fiir axonales Wachstum (Small et al., 1999) und Aktivierung von MAP-Kinase
(Greenberg et al., 1995) beigemessen wird (vgl. Abbildung 2.6 A, markiert in griin). Aulerdem
besteht die Kehre aus mehreren basischen Resten, was in einer stark positiv geladenen Oberfla-
che resultiert. Diese Oberfliche konnte eine der Heparin-Bindedoménen des APP darstellen (vgl.
Abbildung 2.6 B, markiert in rot). Allerdings stellt die Haarnadelkehre auch eine der beweglichs-
ten Regionen dieser Struktur dar, und nur einige wenige der basischen Reste sind innerhalb der
APP-Familie konserviert. Direkt angrenzend an diese vermeintliche Heparin-Bindedoméne ist
ein hydrophober Oberflichenbereich (vgl. Abbildung 2.6 B, markiert in griin). Derartige Regio-
nen spielen oft Schliisselrollen bei Interaktionen zwischen Proteinen. Dieser Bereich ist innerhalb
der gesamten APP-Familie konserviert und kénnte ein Kernmolekiil von Proteoglykanen binden.
Ebenso denkbar wére, dass dieser Bereich Dimerisierungen zwischen einzelnen APP-Molekiilen
vermittelt, &hnlich wie auch andere Wachstumsfaktoren in Anwesenheit von Heparin dimerisieren
(Mohammadi et al., 2005). Auch die Moglichkeit einer Bindestelle fiir einen anderen Liganden
darf nicht aufler Acht gelassen werden, bevor nicht experimentelle Daten die Funktion dieser
Oberfldchenregion eingrenzen.

Zwar zeigt die Struktur der N-terminalen Doméne von APP keinerlei Ahnlichkeit mit anderen
bekannten Strukturen und erschwert somit eine funktionelle Zuordnung, aber es wurden &dhnli-
che disulfidverbriickte Haarnadelkehren in mehreren Wachstumsfaktoren beschrieben (Chirgadze
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Abbildung 2.6: Struktur der Wachstumsfaktor-dhnlichen Doméne (growth factor like domain - GFLD) von APP
(PBD:1IMWP). (A) Riickgrat-Diagramm, Disulfidbriicken sind in gelb dargestellt, 8-Faltblitter in rot, die a-Helix
in blau und die Haarnadel-Kehre in griin. (B)Riickgrat-Diagramm und Oberflichendarstellung um 90 ° gedreht,
verglichen mit Bild (A). N- und C-Termini sind braun dargestellt, die hydrophobe Oberflichenregion griin und die
HSPG-Bindestelle rot. (Reinhard et al., 2005).

et al., 1998; Kadomatsu and Muramatsu, 2004, Reviews). Experimentelle Daten zeigen, dass die
N-terminale Doméne (E1 mit saurer Doméne, vgl. Abbildung 2.3 B) in der Lage ist, axonales
Wachstum zu férdern (Ohsawa et al., 1997; Ohsawa et al., 1999).

Kupferbinde-Doméne (CuBD) An die GFLD schliefit sich C-terminal die gut untersuchte
Kupfer-Bindedoméne (CuBD) an, und beide Doménen lassen sich zur El-Domé#ne von APP
zusammenfassen (Daigle and Li, 1993). Die Kupfer-Bindedoméne umfasst die Aminosdureres-
te 124-189 von APP, und die Struktur besteht aus einer a-Helix und einem dreistrangigen (-
Faltblatt (Barnham et al., 2003). Drei Disulfidbriicken und ein hydrophober Kern stabilisieren
die Struktur. Die Reste His147, His151, Tyr168 und Met170 sind tetraedrisch angeordnet und
bilden die so die in Abbildung 2.7 dargestellte Kupfer-Bindestelle.

Eine tetraedrische Anordnung von Cu(II) kann die Redoxchemie erkldren, die mit Kupferbindung
von APP verbunden ist. Ublicherweise bevorzugen Cu(II)-Ionen eine planare Koordination, Cu(I)
dagegen préferiert die tetraedrische Anordnung. Auflerdem sind Histidinreste eher dafiir bekannt,
Cu(I) zu binden, wéhrend fiir die Bindung von Cu(II)-Komplexen eher Sauerstoff-Liganden be-
obachtet wurden (Casella and Gullotti, 1993). Daher ist wahrscheinlich das uniibliche Tyrosin
innerhalb des Kupfer-Koordinationsbereiches verantwortlich dafiir, die Cu(II)-Bindung zu er-
leichtern, an die sich direkt die Redoxreaktion anschlieft. Da die relativ starre Kupferbindestelle
eine Cu(I)-Bindung bevorzugen wiirde, wird die Reduktion von Cu(II) erméglicht (Multhaup
et al., 1996). Interessanterweise ist die Kupferbindestelle an der Oberfliche exponiert und zeigt
starke strukturelle Ahnlichkeiten mit Kupfer-Chaperonen. Auch wenn diese Kupfer-Chaperone
eine andere Koordinationsebene mit Thiolresten (CXXC-Motiv) aufweisen, bestehen sie ebenfalls
aus einer a-Helix und einem dreistriangigen §-Faltblatt (Huffman and O’Halloran, 2001; Markos-
sian and Kurganov, 2003, Reviews). Bei einem Vergleich der Lokalisation zeigen sich allerdings
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Abbildung 2.7: Riickgratdarstellung der Struktur der Kupfer-Bindedoméne (CuBD) von APP (PBD:10WT).
Disulfidbriicken sind gelb markiert, eine orange Kugel deutet die ungefihre Lage des Cu(I)-Ions an, das derart
modelliert wurde, dass sich eine tetraedrische Konformation zwischen His147 (rot), His151 (rot), Tyr168 (blau)
und Met170 (griin) ergibt (Reinhard et al., 2005).

Unterschiede, da die Chaperone hauptséchlich im Cytosol zu finden sind, wihrend APP extra-
zelluldir vorkommt und daher keine Cysteine fiir die Metallkoordination einsetzen kann. Ahnlich
anderen Membranproteinen wie zum Beispiel der CopB copper ATPase aus Enterococcus hirae
bildet auch APP sein Metall-Bindemotiv aus Histidinresten (Cobine et al., 2002).

Die E1-Doméne (GFLD und CuBD) ist {iber einen wahrscheinlich unstrukturierten und flexiblen
Bereich mit der Kohlenhydrat-Doméne verbunden, die sich wiederum in die E2-Doméne, auch
zentrale APP-Doméne (CAPPD) und eine Linker-Region unterteilen ldfit. Innerhalb der E2-
Doméne finden sich viele Subdoménen, die unterschiedliche Bindestellen enthalten.

A(-Region

Da das AS-Peptid eine wichtige Rolle innerhalb der Alzheimer-Krankheit spielt und Bestandteil
der senilen Plaques darstellt, haben sich viele Forschungsarbeiten auf dieses Peptid konzentriert.
So konnten mit verschiedenen Methoden I6sliches A3, Aggregations-Intermediate, sowie AS-
Fibrillen charakterisiert werden. Mittlerweile sind 40 Strukturen des Peptids unterschiedlicher
Lénge veroffentlicht (Serpell, 2000; Morgan et al., 2004, Reviews). A340/42 Peptide sind auf-
gebaut aus zwei a-Helices , die iiber einen Knick oder eine Kehre miteinander verbunden sind
(vgl. Abbildung 2.8). Im Gegensatz zu dieser Struktur in Losung von ApS, liegt das Molekiil in
amyloiden Fibrillen mit einem hohen Anteil an S-Faltbléttern vor. Der konformationelle Wechsel
zwischen a-helikaler und g-striangiger Faltung kénnte mafigebend fiir die amyloiden Eigenschaf-
ten des Peptids sein. Der Ausloser dieses konformationellen Wandels ist bis jetzt noch nicht ganz
verstanden, aber krankheitsverursachende Mutationen befinden sich in der ersten a-Helix (10-24)
und verursachen die Destabilisierung der Helix und eine bevorzugte g-Faltblatt-Strukturierung
(Levy et al., 1990; Wisniewski et al., 1991).

Intrazellulare Doméane (AICD)

Die cytoplasmatische oder auch intrazellulire Doméne von APP (AICD) wird durch proteolyti-
schen Abbau des APP freigesetzt und umfasst 49-50 Aminosdurereste (Gu et al., 2001; Sastre
et al., 2001; Yu et al., 2001; Weidemann et al., 2002). Die meisten der identifizierten Bindepartner
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Abbildung 2.8: Lésliche Struktur des AS-Peptids von APP. (A) in 40 % Trifluorethanol (PDB:1AML) und (B)
in 80 % Hexafluoroisopropanol (PDB:1IYT) (Reinhard et al., 2005).

von APP interagieren mit der intrazelluliren Doméne (vgl. Tabelle 2.2). Dabei spielt das von
C.elegans bis zum Menschen komplett konservierte YENPTY-Motiv (Aminosdurereste 682-687)
innerhalb von AICD eine besonders wichtige Rolle bei Clathrin-vermittelter Endocytose, sowie
bei der Bindung zu diversen Interaktionspartnern, wie Fe65, JIP und X11/Mint (De Strooper
and Annaert, 2000; King and Scott Turner, 2004, Reviews). Strukturelle Analysen haben aller-
dings gezeigt, dass diese APP-Domine in Losung keine stabile Konformation annimmt (Keil,
2003). Jedoch konnten einige kurzlebige Strukturen iiber einen weiten pH-Bereich erhalten wer-
den, die eine hydrophobe Gruppe, eine Typl #-Windung und eine eventuell entstehende Helix
in der C-terminalen Hélfte des Peptids zeigen (Ramelot et al., 2000). Allerdings zeigen diese
strukturellen Analysen keinerlei Tertidrkontakte, weshalb nicht auszuschliefen ist, dass es sich
nur um ein frithes Stadium der Proteinfaltung handelt. Interaktionen mit Bindepartnern kénn-
te weitere Proteinfaltung induzieren und die resultierende Struktur stabilisieren. Ein derartiges
Verhalten konnte bei Kokristallen von AICD mit der PDI-Doméne von X11 beobachtet werden
(Zhang et al., 1997). Die Stabilitéit eines AICD-Ligandenkomplexes hingt stellenweise zusétzlich
von einer Phosphorylierung der AICD ab. Wie Tabelle 2.2 zeigt, scheint AICD in verschiedenen
Signalwegen zu wirken, von einem Phosphoinositid-vermittelten Calcium Signalweg (Leissring
et al., 2002) iiber Apoptose (Passer et al., 2000; Kinoshita et al., 2002a; Kim et al., 2003) bis zu
Gentranskription (Cao and Sudhof, 2001; Cupers et al., 2001; Kimberly et al., 2001; Kimberly
et al., 2005; Kinoshita et al., 2002b; Walsh et al., 2003; von Rotz et al., 2004; Pardossi-Piquard
et al., 2005).

2.1.7 Ziel der Arbeit

Nach heutigem Stand der Forschung ist klar, dass eine gestorte Prozessierung des Proteins SAPP
und seines Peptidfragmentes G-Amyloid eine Ereigniskette auslost, die letztendlich zur Schadi-
gung und Zerstérung von Nervenzellen fithrt und schliefSlich den Beginn der Alzheimer-Krankheit
einleitet. Auf dem Weg, Arzneistoffe gegen diese Erkrankung zu entwickeln, gibt es Ansétze, bei
denen die (3- oder y-Sekretase daran gehindert werden sollen, SAPP zu spalten. So wiirde das
toxische A342-Fragment erst gar nicht entstehen. Andere Uberlegungen gehen dahin, das bereits
entstandene Peptid in seiner toxischen Wirkung abzuschwéchen, den Prozess der Plaque-Bildung
zu storen oder auch bereits existierende Plaques aufzulésen. Viele Fragen sind allerdings trotz
aller Forschungsergebnisse immer noch offen; so ist auch sehr wenig iiber die Zusammenhénge
der Proteine und der Krankheits-Entstehung bekannt.

In jedem Fall steht am Anfang der Ursachenkette das Vorlauferprotein SAPP, und ein erweitertes
Verstidndnis dieser Krankheit setzt Kenntnisse tiber die Struktur, Funktion und Bedeutung des
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BAPP voraus. Ziel der Arbeit war es daher, moglichst grole Mengen homogener Préparate von
16slichen Fragmenten des SAPP zu erhalten und diese sowohl biochemisch als auch strukturell
zu charakterisieren. Dreidimensionale Strukturen erlauben Einblicke in mégliche Funktionen und
geben wichtige Hinweise fiir weitere biochemische Experimente, wie zum Beispiel Mutationsstel-
len, um bestimmte Aspekte genauer zu untersuchen. So sollten biochemische Untersuchungen
und die Losung der Strukturen der N- und C-terminalen Hélften der APP-Ektodoméne zu einem
besseren Verstéindnis iiber die Funktionen und Bindeeigenschaften des Proteins beitragen. Auch
wenn bereits einzelne, dreidimensionale Strukturen von Teilstiicken des SAPP bekannt waren,
war nach wie vor unklar, wie diese Fragmente ein Ganzes bilden und eventuell miteinander und
mit anderen Proteinen interagieren. Die dreidimensionale Struktur der gesamten Ektodoméne
konnte Informationen iiber Lage und Zusammenspiel der einzelnen Doménen liefern. Dies stellen
wichtige Schritte dar, auf dem Weg eine Vorstellung der rdumlichen Struktur von APP zu erhalten
und somit die Ursachenkette der Alzheimer-Krankheit um einen weiteren Schritt aufklaren.
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2.2 Carboxypeptidasen

Carboxypeptidasen sind Exopeptidasen, die Proteine und Peptide vom C-terminalen Kettenende
her durch sukzessive Abspaltung jeweils eines Aminoséurerests verkiirzen. Fiir diesen enzymati-
schen Vorgang gibt es mindestens zwei verschiedene Enzyme mit unterschiedlichen katalytischen
Mechanismen. Zum Einen sind die Serin-Carboxypeptidasen zu nennen, deren katalytische Ak-
tivitdt durch einen reaktiven Serin-Rest innerhalb der Ser/His/Asp-Triade gesteuert wird, zum
Anderen gibt es die Metallocarboxypeptidasen (MCP), die ein Zinkion im katalytischen Zentrum
gebunden haben.

2.2.1 Metallo-Carboxypeptidasen

MCPs konnen wiederum in die zwei Subfamilien A/B und N/E untergliedert werden, abhén-
gig von ihrer Sequenz- und Strukturhomologie. Innerhalb jeder dieser Subfamilien besteht eine
Identitdt der Aminosiuresequenz zwischen 25-63 %, vergleicht man aber die zwei Familien mit-
einander, so sind es nur noch 15-25% Identitéit. Ein phylogenetischer Baum in Abbildung 2.9
veranschaulicht die Unterschiedlichkeit dieser Enzyme. Diese Untergliederung ist aber erst mog-
lich seit es Sequenzdaten zu allen Carboxypeptidasen gibt. Vorher wurden diese aufgrund ihrer
Substratspezifitdt unterteilt, was auch heute noch parallel zu der oben genannten Unterteilung
basierend auf Sequenz- und Strukturhomologie nach wie vor {iiblich ist. Nach ihrer Substrats-
pezifitdt unterscheidet man zwischen Carboxypeptidasen der Gruppe A und Carboxypeptidasen
der Gruppe B. Carboxypeptidasen A spalten bevorzugt Aminosduren mit aromatischer und ver-
zweigter aliphatischer Seitenkette, wihrend Carboxypeptidasen B ausschliellich Peptidbindun-
gen angreifen, deren NH-Gruppe von Lysin oder Arginin gebildet wird. Eine weitere Gliederung
ldsst sich auch noch aufgrund unterschiedlicher physiologischer Rollen der Enzyme aufstellen.
Einige MCPs spielen ausschliefSlich in der Lebensmittel-Verdauung eine Rolle und werden daher
teilweise pankreatische Carboxypeptidasen genannt, wihrend andere in gezielteren Reaktionen
eine Rolle spielen, was ihnen den Namen der regulatorischen MCPs eingebracht hat. Letztere
tibernehmen eine Vielzahl an wichtigen biologischen Funktionen in nicht der Verdauung zugeho-
rigen Geweben und Fliissigkeiten, sie agieren bei der Blutgerinnung, bei Entziindungsreaktionen,
spielen eine Rolle bei Prohormon- und Neuropeptid-Synthese, bei der zelluliren Kommunikation
sowie vielen weiteren physiologischen Vorgéngen.

2.2.2 Biochemische Charakterisierung von Metallo-Carboxypeptidasen
Vorkommen und biologische Funktionen der A/B Metallo-Carboxypeptidasen

Insgesamt existieren neun Mitglieder der A/B-Unterfamilie von MCPs in Sdugetieren: CPA1,
CPA2, CPA3, CPA4, CPA5, CPA6, CPB, CPU und CPO. Alle scheinen l6sliche Proteine zu
sein, die normalerweise als inaktive Vorgingerstufen mit einem vorausgehenden Signalpeptid
von 15-22 Resten synthetisiert werden. Diese Proenzyme der A /B-Unterfamilie werden Procar-
boxypeptidasen (PCP) genannt und enthalten eine 90-95 Reste lange N-terminale Pro-Region,
die sich als globuldre und unabhéingige Einheit faltet. Diese sogenannte Aktivierungsdoméne
ist mittels eines Verbindungssegments an das eigentliche Enzym angehéngt (Coll et al., 1991;
Guasch et al., 1992). In Sdugetieren werden die PCA1, PCA2, und PCB im endokrinen Pan-
kreas erzeugt und als stabile Zymogene innerhalb der pankreatischen Granula gespeichert, bis
es zur Sekretion in den Verdauungstrakt kommt. Die proteolytische Spaltung durch Trypsin im
Zwolffingerdarm generiert schlieBlich das aktive Enzym mit 305-309 Resten. Mastzell-CPA (auch
bezeichnet als CPA3) befindet sich hauptséchlich in ihrer aktiven Form mit gebundenen Pro-
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Abbildung 2.9: Phylogenetischer Baum der Metallo-Carboxypeptidasen. Fiir diese Analyse wurden die in jeder
Unterfamilie konservierten Regionen der unterschiedlichen Proteine miteinander verglichen. Zusétzlich zu der et-
wa 300 Aminosduren umfassenden Carboxypeptidase-Doméne (CP), die sowohl Mitglieder der Unterfamilie A/B
gemein haben, als auch Mitglieder der Unterfamilie N/E, beinhaltet die Darstellung auch die ca. 90-95 Reste
umfassende Prodoméne der A/B-Unterfamilie und die ca. 80-90 Reste umfassende Transthyretin-Doméne (TT)
der N/E-Unterfamilie. Die drei verschiedenen CP/TT-Doménen der CPD wurden getrennt analysiert. Die Linge
jedes Astpaares steht fiir die Ferne zwischen Aminosidurepaaren. Die x-Achse steht fiir die Anzahl an Nukleotid-
Ersetzungen, die die Aminosdure-Unterschiede zwischen den einzelnen Sequenzen auslésen wiirde.

teoglykanen innerhalb der sekretorischen Granula von Mastzellen (Springman et al., 1995). Die
genaue Funktion dieser Carboxypeptidase ist bisher noch unbekannt, aber es wurde beschrieben,
dass sie wahrscheinlich bei anaphylaktischen und inflammatorischen Prozessen nach einer Aktion
von Chymase beteiligt ist (Springman et al., 1995). CPU, auch bekannt unter den Namen CPB2,
CPR und Plasma-CPB, wird als inaktives Vorlduferprotein PCPU in der Leber produziert und
sezerniert (Bajzar et al., 1995). Diese zirkulierende Vorlduferform wird auch oft beschrieben als
durch Thrombin aktivierbarer Fibrinolyse Inhibitor (TAFI). Die aktive Form (TAFIa) kontrol-
liert die Rate der Fibrinolyse, indem es C-terminale Lysinreste abspaltet, die als Bindestelle fiir
Plasminogen bendétigt werden. CPA4, urspriinglich bezeichnet als CPA3, ist bisher noch kaum
erforscht. Biochemisch ist sie bisher noch nicht charakterisiert, aber basierend auf dem aktiven
Zentrum und den Resten, die fiir die Substratbindung verantwortlich sind, ist davon auszugehen,
dass dieses Enzym #hnlich der CPA-Spezifitit reagiert. Interessanterweise wird CPA4 in eini-
gen Krebsgeschwiilsten exprimiert, und es wird gemutmaft, dass sie bei Prostatakrebs involviert
ist (Kayashima et al., 2003). CPA5 schneidet C-terminale aliphatische Aminosduren und und
kommt vereinzelt in Regionen der Hypophyse von Nagetieren und anderen Geweben vor (Wei
et al., 2002; Wei et al., 2003). Sie spielt eventuell eine Rolle bei der Prozessierung von Peptiden,
die dem Pro-Opiomelanocortin entstammen, und bei anderen Peptiden, die einer C-terminalen
Abspaltung von aliphatischen Resten unterliegen (Wei et al., 2003). CPA6 ist enzymatisch bisher
kaum erforscht, aber auch hier ist basierend auf der Homologie des aktiven Zentrums und den
Resten, die fiir die Substratbindung verantwortlich sind, davon auszugehen, dass dieses Enzym
ahnlich der CPA-Sperzifitit reagiert(Wei et al., 2003). CPA6 findet sich angereichert im olfakto-
rischen Kolben, aber auch in diversen anderen Gehirnregionen sowie auch in einer Vielzahl von
Geweben wihrend der Embryogenese (Fontenele-Neto et al., 2005). Modellierungsstudien an-
hand der humanen CPO lassen mutmaflen, dass dieses Enzym spezifisch fiir saure Aminosduren
ist statt fiir aliphatische oder aromatische Reste wie bei der CPA-Untergruppe, oder basische
Reste wie bei der CPB-Untergruppe (Wei et al., 2002). Studien iiber die Expression von CPO
und einer Funktion als MCP stehen noch aus.
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Vorkommen und biologische Funktionen der N/E Metallo-Carboxypeptidasen

Es existieren acht Mitglieder der N/E-Unterfamilie, von denen fiinf (CPN, CPE, CPM, CPD
und CPZ) als Carboxypeptidasen enzymatisch aktiv sind. Die anderen Mitglieder sind die CP-
dhnlichen Proteine X1 (CPX1) und X2 (CPX2) sowie ein Protein, das in seiner Volldngenform
als Carboxypeptidase-dhnliches Protein der Aorta (ACLP) bezeichnet wird, und dessen verkiirz-
te Form, die wahrscheinlich durch alternatives Schneiden des Genoms entsteht, als Adipocyte-
enhancer-Bindeproteinl (AEBP1) bezeichnet wird. Alle diese drei Enzyme weisen kritische Mén-
gel im aktiven Zentrum und in den Resten auf, die fiir die Substratbindung verantwortlich sind.
Diese wiren unerlésslich fiir eine Carboxypeptidase-Aktivitdt. Von den fiinf aktiven Familienmit-
gliedern der N/E-Untergruppe wurden die CPE und CPN als erste entdeckt, sie sind daher auch
die am besten erforschten Carboxypeptidasen dieser Familie (Fricker, 2004; Skidgel and Erdos,
2004). CPE spaltet innerhalb der Biosynthese zahlreicher Peptidhormone und Neurotransmitter
C-terminale basische Reste von Peptidintermediaten ab, die durch die Aktivitdt von Prohormon-
Konvertasen bei Peptidvorgéngerstufen entstehen (Fricker, 2004). CPN dagegen zirkuliert im
Plasma als ein Komplex aus mehreren Protein-Untereinheiten. CPN ist vor allem bekannt gewor-
den durch seine Funktion der Bradykinin-Inaktivierung, indem es den C-terminalen Argininrest
abspaltet und damit die Affinitét des Peptids fiir seine Rezeptoren verdndert (Skidgel and Erdos,
2004). Auch die Rolle, die CPN im Komplementsystem bei der Inaktivierung der Anaphylato-
xine C3a, C4a und Cba spielt, ist bereits seit einiger Zeit bekannt (Skidgel and Erdos, 2004).
Auch die CPM ist in der Lage, C-terminale Arginin- und Lysinreste von Proteinen und Peptiden
abzuspalten (Skidgel, 2004). Die Hauptform der CPM liegt allerdings membrangebunden mit ei-
nem Glycosyl-Phosphotidyl-Innositol-Anker vor, der sich am C-Terminus des Proteins befindet.
Die CPM spielt wahrscheinlich bei der extrazelluldren Synthese von Peptiden eine Rolle (Skidgel,
2004). Die CPZ ist ebenfalls aulerhalb von Zellen zu finden, aber diese Carboxypeptidase scheint
eher ein Teil der extrazelluliren Matrix zu sein als durch eine posttranslationale Modifikation
an die Membran gebunden zu sein (Novikova et al., 2000). Es konnte bereits eine Interaktion
zwischen CPZ und Wnt4 nachgewiesen werden, was fiir eine Funktion der CPZ innerhalb der
embryogenen Entwicklung sprechen wiirde (Moeller et al., 2003). CPD ist von allen Metallo-
Carboxypeptidasen diejenige, die am meisten iiber verschiedene Gewebe verstreut zu finden ist.
Sie wurde in allen iiberpriiften Geweben nachgewiesen (Dong et al., 1999; Song and Fricker,
1996). Innerhalb von Zellen befindet sich die CPD im trans-Golgi-Netzwerk und in unreifen, se-
kretorischen Vesikeln, allerdings nicht mehr in den ausgereiften sekretorischen Vesikeln (Varlamov
et al., 1999). Im Gegensatz zu allen anderen Metallo-Carboxypeptidasen besitzt die CPD meh-
rere Carboxypeptidase-dhnliche Doménen. Alle CPDs der verschiedenen Spezies Mensch, Ratte,
Maus, Rind, Ente, Huhn und Drosophila enthalten drei Carboxypeptidase-dhnliche Doménen
(Tan et al., 1997; Xin et al., 1997; Kuroki et al., 1995; Sidyelyeva and Fricker, 2002). Bemerkens-
wert dabei ist, dass ausschliefllich die ersten beiden Doménen alle Informationen fiir das aktive
Zentrum und die Aminosdurereste enthalten, die verantwortlich fiir die Substratbindung sind.
Die dritte Doméne dhnelt eher den Mitgliedern der CPX1/2-Familie insofern, dass sie kritische
Miéngel bei Resten aufweist, die fiir die enzymatische Aktivitét entscheidend sind und somit auch
keinerlei Aktivitit gegeniiber Standardsubstraten von Carboxypeptidasen zeigt (Novikova et al.,
1999). Der CPD wird eine Funktion in der Bearbeitung von Proteinen zugeschrieben, denen
zunéchst eine Aktivitdt von Furin oder anderen Endopeptidasen im trans-Golgi-Netzwerk, wie
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren, vorausgeht.

Alle Mitglieder der N/E-Familie der Carboxypeptidasen differieren in diversen Aspekten von
denen der A/B-Familie. Ein wichtiger Unterschied stellt der Aktivierungsmechanismus dar. Wie
bereits beschrieben, werden Metallo-Carboxypeptidasen der A/B-Untergruppe zunichst als in-
aktive Proenzyme exprimiert, wihrend Mitglieder der N/E-Untergruppe keine proteolytische
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Spaltung bendétigen, um die aktive Form zu generieren, sondern auf eine subzelluldre Lokalisa-
tion angewiesen sind, um unsachgeméfie Spaltereignisse zu verhindern, die zu einer Schidigung
der Zelle fithren wiirden. Auch wenn zumindest ein Mitglied der N/E-Familie (CPE) eine kurze
Prodoméne besitzt, die enzymatisch abgespalten wird, ist bereits diese Vorlduferform vollstéan-
dig enzymatisch aktiv (Parkinson, 1990). Ein weiterer wichtiger Unterschied der Unterfamilien
ist eine 80-90 Aminoséuren lange Doméne unmittelbar C-terminal hinter der Carboxypeptidase-
Doméine, die bei allen Mitgliedern der N/E-Untergruppe zu finden ist, und zwar nur bei diesen.
Diese Doméine ist strukturell homolog zu Transthyretin und anderen Proteinen und fungiert even-
tuell als Faltungsdoméne (Gomis-Ruth et al., 1999). Zusammenfassend zeigt Tabelle 2.3 einen
Vergleich der Eigenschaften von Zink-Carboxypeptidasen aus Sdugetieren.

Tabelle 2.3: Vergleich der Eigenschaften von Zink-Carboxypeptidasen aus Sdugetieren

Anzahl Familie Proenzym | Form Substrat Lokali- Chr
Amino- sierung (human)
sduren®
CPU/R | 309 A Ja S Arg/Lys Blut 13
CPB 306 A Ja S Arg/Lys Pankreas | 3°
mec-CPA | 308 A Ja S Hydrophob | Mastzellen | 3
CPA 307 A Ja S Hydrophob | Pankreas 7
CPN1 457 N Nein S Arg/Lys Blut 10
CPM 426 N Nein M Arg/Lys viele 12
Gewebe®
CPH/E | 434 N Nein S/M Arg/Lys | (Neuro-) | 4¢
endokrin
CPD 1378 N Nein S/M Arg/Lys Golgi/ 17
Trans-
Golgi
CPZ 515/641 N Nein S Arg/Lys Extrazell. | 4
Matrix

S: 15slich; M: Membrangebunden; ®reifes Protein; %in der Nihe von mc-CPA auf Chromosom 3; inklusive
Plazenta, Niere und Lunge; nicht in der Néhe der CPZ auf Chromosom 4

2.2.3 Allgemeine Struktur der Metallo-Carboxypeptidasen

Mittlerweile existieren schon einige dreidimensionale Strukturen diverser MCPs von Sdugetieren
der Unterfamilien A/B und PCP in der Protein-Datenbank. Analysen dieser Strukturen zeigen,
dass die Enzyme eine dhnliche konformationelle Faltung haben und eine dhnliche Architektur
des aktiven Zentrums aufweisen, identische katalytische Aminoséuren konserviert haben und nur
erwartete Variationen in den entsprechenden — die Substratspezifitit bestimmenden Resten —
aufweisen (Rees et al., 1983; Faming et al., 1991; Garcia-Saez et al., 1997; Barbosa Pereira et al.,
2002). Die Konformation der strukturell bestimmten Proregionen ist sehr dhnlich, obwohl in
einigen Fillen, wie zum Beispiel zwischen der PCPA und PCPB vom Schwein, die sequentiel-
le Homologie sehr niedrig ist (27 %). Die Topologie dieser Proregionen besteht aus einer offenen
Schichtbauweise mit einem vierfachen antiparallelen 8-Faltblatt auf der einen Seite und zwei anti-
parallelen a-Helices als Aufsatz, mit zusétzlich einer verlangerten a-Helix am C-Terminus, die die
globulédre Doméne mit dem Rest des Enzyms verbindet. Die Interaktion mit dem Enzym geschieht
iiber das -Faltblatt, zwischen 32 und $3 (Guasch et al., 1992). Disulfidbriicken gibt es keine in-
nerhalb der Aktivierungsdoméne von PCPs, abgesehen von einer einzelnen (Cys138-Cys161), die
in allen aktiven Formen der meisten A/B-Gruppen-Mitglieder konserviert ist. Die A2-Formen
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offenbaren noch eine zweite Disulfidbriicke zwischen Cys210-Cys244, wihrend die B-Formen
zwel zusétzliche zwischen Cys66-Cys79 und Cys152-Cys166 aufweisen. Die Carboxypeptidasen-
Doménen der N/E-Familie der MCPs scheinen hinsichtlich ihrer Gesamtstrukturen denen der
A /B-Familie zu &hneln, basierend auf der zweiten Doméne von CPD der Ente (CPD-2), huma-
ner CPM und Modellierungsstudien mit anderen Mitgliedern dieser Unterfamilie (Aloy et al.,
2001; Gomis-Ruth et al., 1999; Reverter et al., 2004). Die einzigen grolen Unterschiede bestehen
in der Léange der Kehren zwischen den S-Faltblidttern und a-Helices. Diese Unterschiede generie-
ren bei den Mitgliedern der N/E-Familie eine eingeschrinktere Substratbindetasche verglichen
mit Mitgliedern der A /B-Familie. Die etwas lingeren Kehren um die Region der Substratbindeta-
sche erkldren auch die Wirkungslosigkeit von Protein-Inhibitoren bei Metallo-Carboxypeptidasen
der Unterfamilie A/B. Wie bereits erwéhnt, besitzen alle N/E Enzyme eine zusétzliche Domé-
ne, die sich C-terminal zur Carboxypeptidase-Doméne befindet. Diese Transthyretin-dhnliche
Region (TT) faltet sich in eine g-Faltblattstruktur, bestehend aus 7 (-Stringen, die durch kur-
ze Kehren miteinander verbunden sind. Die am meisten konservierte Region bei den Proteinen
der Carboxypeptidasen stellt der Bereich des aktiven Zentrums dar (vgl. Abbildung 2.10). Al-
le Carboxypeptidasen von Sadugetieren enthalten eine Zinkbindestelle, eine Substratbindestelle,
eine spezielle Aminosiure, die fiir die Peptidspezifitit mitverantwortlich ist und eine Aminosiu-
re, die in die katalytische Aktivitdt des Proteins involviert ist. (Aloy et al., 2001; Gomis-Ruth
et al., 1999). Die Zinkbindestelle besteht dabei aus einem Histidinrest und einer Glutaminséure,
die durch zwei Aminosiurereste voneinander getrennt sind, sowie einem weiteren Histidinrest,
der 100-130 Aminosduren davon entfernt liegt (Aloy et al., 2001; Gomis-Ruth et al., 1999). Das
Zink-Molekiil wird dabei durch die beschriebenen Aminoséduren und einem zusétzlichen Wasser-
molekiil gebunden. In allen Mitgliedern der Zink-Carboxypeptidasen-Familie gleich sind auch die
Positionen der Aminoséiuren, die verantwortlich fiir die Substratbindung sind. Diese Bindestelle
wird geformt durch ein Asparagin, ein daran angrenzendes Arginin und ein weiter vorwérts in
der Polypeptidkette gelegenenes Tyrosin. Der Aminosiurerest, der mit fiir die Peptidspezifitit
verantwortlich ist, unterscheidet sich allerdings, abhéingig von dem Typ Aminosédure, der vom
Substrat abgespalten wird. Die funktionelle Untergruppe der Carboxypeptidasen A haben an
dieser Stelle ein Isoleucin oder Leucin, das an den hydrophoben Rest, der durch das Enzym ab-
gespalten wird, bindet. Die funktionelle Untergruppe der Carboxypeptidasen B dagegen haben
an dieser Stelle einen Asparaginsédurerest, der an Lysin bzw. Arginin bindet, wenngleich dieser
Rest bei CPU/R und CPB sehr viel weiter hinten in der Polypeptidkette liegt, verglichen mit den
anderen Carboxypeptidasen dieser Untergruppe (CPN1, CPM, CPH/E, CPD1, CPD2 und CPZ)
(vgl. Abbildung 2.10). Aulerdem ist ein Glutaminséurerest, der in die katalytische Aktivitét des
Enzyms involviert ist in allen bekannten Carboxypeptidasen positionell konserviert.

2.2.4 Katalytischer Mechanismus der Metallo-Carboxypeptidasen

Rinder-CPA(1) ist eine der biochemisch am griindlichsten erforschten Enzyme {iberhaupt und
wird daher auch oft in Lehrbiichern als Beispiel fiir seinen katalytischen Mechanismus aufgefiihrt.
Dabei gab es iiber diesen Mechanismus lange Zeit Kontroversen. Durch die meisten kristallogra-
phischen und kinetischen Studien wird das Modell unterstiitzt, bei dem das Zinkion der CPA1 ein
klassischer elektrophiler Katalysator ist. Es vermittelt elektrostatische Stabilitét fiir die negativ
geladenen Intermediate, die wihrend der Hydrolyse entstehen (Vendrell et al., 2004; Vendrell
and Aviles, 1999). Kristallographische Analysen von Metallo-Carboxypeptidasen der Unterfami-
lie A/B konnten nachweisen, dass bestimmte Reste eine besonders wichtige Rolle innerhalb der
Substratbindung und Katalyse einnehmen. Diese Reste konnen in fiinf verschiedene Gruppen ein-
geteilt werden (Aviles et al., 1993; Vendrell and Aviles, 1999). Die S1’-Tasche wird gebildet durch
Asnl44, Argl45, Tyr248 und Xaa255, fiir die S1-Tasche dagegen spielen Argl27, Leu/Ile247 und
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Abbildung 2.10: Vergleich von Aminosiduresequenzen verschiedener Carboxypeptidasen in Regionen mit hoher
Homologie. Die Aminosiuresequenz von neun verschiedenen Carboxypeptidasen wurde verglichen. CPD hat zwei
Carboxypeptidase-Doménen, die mit CPD1 und CPD2 bezeichnet sind. Die dritte, nicht funktionstiichtige Doméne
ist nicht dargestellt. Die aktiven Zentren sind hoch konserviert und es wurden die Aminosduren markiert, die
involviert sind in die Bindung von Zink (1) und Substraten (2) sowie diejenigen, die verantwortlich sind fiir die
Peptidspezifitdt (3) und die katalytische Aktivitdt (4). (Matthews et al., 2003).

Glu270 eine wichtige Rolle. Die S2-Tasche wird gebildet durch Arg71, Asp142, Ser197, Tyr198
und Ser199, S3 wird durch Phe279 reprisentiert, und S4 besteht aus Glul122, Argl24 und Lys128.
Die terminale Carboxylatgruppe des Peptidsubstrats wird dabei fixiert durch Asnl44, Argl45
und Tyr248, wihrend die Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung in der Nidhe der
Reste Glu270, Argl27 und dem Zinkion positioniert wird. Diese Reste sind innerhalb der A/B-
Unterfamilie der Metallo-Carboxypeptidasen héchst konserviert, und Unterschiede beschrinken
sich allein auf Reste, die die Substratspezifitit bestimmen. Diesbeziiglich ist auch der Unter-
schied bei der Spezifitit zwischen CPA und CPB-MCPs auf den Rest 255 zuriickzufiihren. Bei
der ersteren Gruppe bestimmt ein hydrophober Rest in dieser Position (Ile in A1 und A2) die
Spezifitét fiir die Spaltung von aliphatischen und aromatischen Resten, wihrend bei der zweiten
Enzymgruppe ein saurer Rest (Asp) in CPB fiir die Spaltung von basischen Resten verantwortlich
ist.

Bindung des Substrats

Die dreidimensionale Struktur der Rinder-Carboxypeptidase A (CPA) wurde bereits 1967 durch
William Lipscomb aufgeklart, CPA ist daher hinsichtlich Struktur und Wirkung die am besten
untersuchte Metalloprotease. Das Enzym besteht aus einer einzigen Polypeptidkette von 307
Aminoséureresten, wobei 20 % aller Aminosiuren die aus acht Segmenten bestehenden hydro-
phoben (3-Strukturen bilden, die im Molekiilinneren liegen. Weitere 35 % liegen als a-Helices an
der Oberfliche vor und der Rest ist als Zufallsknéuel (random coil) strukturiert. Das Zinkatom,
das aktiv am Katalysevorgang teilnimmt, ist im taschenférmigen aktiven Zentrum in einer Rille
nahe der Molekiiloberfliche gebunden. Die feste Bindung des Metallions an das Protein ergibt
sich durch eine tetraedrische Anordnung von zwei Histidin-Seitenketten, einer Glutamatseiten-
kette sowie eines Wassermolekiils. Ein grofiler Hohlraum nahe des Zinkions ermdoglicht es, die Sei-
tenkette des terminalen Restes des Peptidsubstrates aufzunehmen. Rontgenkristallographische
Untersuchungen belegen anhand der Bindung von Glycyltyrosin im aktiven Zentrum der CPA,
dass dieser Vorgang von einer grofien strukturellen Umlagerung des aktiven Zentrums begleitet
wird. Dies wird auch als ,induced fit“ bezeichnet. Die grofite Konformationsénderung von 1,2 nm
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lasst sich dabei bei der phenolischen Hydroxylgruppe von Tyr248 beobachten, was einem Viertel
des gesamten Proteindurchmessers entspricht. Eine derartige Verschiebung wird vor allem durch
eine leichtgéingige Rotation um die Ca-CB-Bindung erméglicht. Die Hydroxylgruppe von Tyr248
schwingt dabei von der Oberfliche des Molekiils in die Nachbarschaft des terminalen Carboxylats
des Substrats. Dadurch wird der Hohlraum im aktiven Zentrum verschlossen und somit jegliches
Wasser ausgesperrt.

Spaltung der Peptidbindung

Eine wichtige katalytische Aufgabe der Carboxypeptidase A bei der Hydrolyse von Peptidbindun-
gen besteht darin, Wasser zu aktivieren. Dies wird durch das gebundene Zinkion erméglicht und
zusétzlich durch die dem Zink benachbarte Carboxylatgruppe des Glu270 unterstiitzt. Dadurch
verhilt sich das zinkgebundene Wassermolekiil nahezu identisch einem Hydroxylion. Darauf folgt
der erste Katalyseschritt der Carboxypeptidase, indem das aktivierte Wassermolekiil die Car-
bonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung angreift und gleichzeitig das Glu270 ein Proton
des Wassermolekiils aufnimmt. Dadurch entsteht ein negativ geladenes tetraedrisches Zwischen-
produkt, das durch elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Zinkion und der positiv geladenen
Seitenkette des Argl27 stabilisiert wird. Anschliefflend wird ein Proton von der Carboxylgruppe
des Glu270 auf die Peptid-NH-Gruppe iibertragen, worin die Spaltung der Peptidkette resultiert.

2.2.5 Katalytischer Mechanismus der N/E-Unterfamilie

Die aktiven Familienmitglieder der N/E-Untergruppe haben aller Voraussicht nach den gleichen
katalytischen Mechanismus wie die A/B-Unterfamilie der MCPs, basierend auf den konservier-
ten Resten des aktiven Zentrums, kristallographischen Analysen von zwei Mitgliedern der N/E-
Familie und Mutagenese-Studien (Aloy et al., 2001; Gomis-Ruth et al., 1999; Reverter et al.,
2004; Qian et al., 1999). Allerdings sind einige wichtige Reste innerhalb der Substratbindeta-
sche bei der A /B-Familie unterschiedlich im Vergleich zu denen der N/E-Familie der MCPs. Der
wichtigste Unterschied besteht im Rest am unteren Ende der S1’-Bindetasche, die die positive
Ladung des Substrates aufnimmt. Wihrend sowohl die CPB als auch TAFIa ein Asp auf Posi-
tion 255 enthalten, haben aktive Mitglieder der N/E-Unterfamilie in der vergleichbaren Position
entweder ein Gln (CPE, D-I, D-II, N, M) oder ein Ser (CPZ). Dabei ist zu beachten, dass die
Nummerierung aufgrund unterschiedlich langer N-terminaler Anh#nge vor der Carboxypeptida-
sedoméne bei jedem Enzym variieren kann. Hier wird nach der Konvention die Nummerierung
der CPA verwendet. Anstatt des Asp255-Restes scheint ein Glu - bei der CPB an vergleichbarer
Position 207 - fiir die Spezifitit gegeniiber C-terminal basischen Resten bei CPE, D, M, N und
Z verantwortlich zu sein (Aloy et al., 2001; Gomis-Ruth et al., 1999). Dieses Glu ist iiber alle
Spezies dieser fiinf Metallo-Carboxypeptidasen konserviert und ist auch in den inaktiven Mitglie-
dern der N/E MCPs vorhanden. Dagegen spielt das Ser oder Gly auf Position 207 bei CPB und
anverwandten Mitgliedern der A/B-Familie eine untergeordnete Rolle innerhalb der S1’-Tasche.

2.2.6 Biochemische Charakterisierung von MCP Inhibitoren

Selbstdndige Inhibition der A/B MCPs

Anders als die N/E-MCPs werden die Mitglieder der A /B-Unterfamilie zunéchst als inaktive Vor-
ganger oder Zymogene synthetisiert, wobei ein in der Sequenz enthaltenes Aktivierungssegment
(auch Pro-Region genannt) als autologer Inhibitor fungiert und die Enzyme derart bis zu ihrem
Bedarf inaktiv hélt (Vendrell et al., 2000). Das globulére Zentrum dieser Pro-Region von ca.
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80 Aminosdureresten bedeckt das aktive Zentrum des Enzyms und somit auch die S2-, S3- und
S4-Taschen. Keine der Reste, die S1 oder S1’ bilden, sind direkt durch die Abdeckung betroffen.
Die einzige Ausnahme ist das zu S1’ gehorige Argl45, das direkt an das Asp4l des PCPB Pro-
Segmentes bindet. Hierin liegt wohl auch der Grund fiir das wesentliche Fehlen an Aktivitdt dieser
Formen gegeniiber peptidischen Substraten. Im Gegensatz dazu weist PCPA einige strukturelle
Differenzen an der (32-03 Kehre auf, bei der eine cis-Pro-Bindung und eine 319-Helix-Wendung
fehlen, die als Griinde fiir die verbleibende Aktivitit gegeniiber kleinen synthetischen Substraten
angefithrt werden. Der Aktivierungsvorgang, der vor allem durch Trypsin vonstatten geht (Gomis-
Ruth et al., 1995), lauft fir PCPBs schneller ab als fiir PCPAs, was wohl an der stérker ionischen
Umgebung liegt. Proteinchemische und enzymatische Experimente haben gezeigt, dass die erste
Spaltung durch Trypsin an einer Arginin-Peptidbindung zwischen dem Aktivierungssegment und
der restlichen Carboxypeptidase-Domiéne passiert. AnschlieBend wird das Aktivierungssegment
dem proteolytischen Abbau iiberlassen. Kiirzliche Studien haben allerdings auch gezeigt, dass
diese Pro-Regionen nicht ausschlielich als Modulatoren der Enzym-Aktivierung wirken, sondern
auch als wichtige Elemente bei der Faltung. Man hat herausgefunden, dass die Anwesenheit die-
ser Segmente die heterologe Expression von PCPs besonders fordert, was annehmen 148t, dass
der globuldre Teil der Pro-Region als unabhéngige Faltungseinheit fungiert (Phillips and Rutter,
1996; Ventura et al., 1999).

Heterologe Inhibitoren von MCPs

Sowohl kinetische als auch spektroskopische Experimente haben gezeigt, dass alle MCPs durch
chelatierende Reagentien wie zum Beispiel 1,10-Phenanthrolin inhibiert werden kénnen, aber
auch durch diverse kleine Carbonséure-Anionen wie aliphatische Carboxylate, D-Aminoséduren
oder bestimmte Dipeptide, die in der Lage sind, an die S1’- und S1-Tasche zu binden (Ven-
drell and Aviles, 1999). Diese Molekiile folgen verschiedenen vorgeschlagenen Mechanismen der
Inhibition. Um die Moglichkeit zu reduzieren, auf eine unproduktive Art zu binden, wird norma-
lerweise ein unpolarer ,Deckel“-Ersatz (Benzyl, Carbobenzoxy-, tert-butyl, etc.) am N-Terminus
dieser synthetischen Pseudosubstrat-Inhibitoren platziert, um so die S2- und weitere Taschen
zu besetzen und derart die eigenen inhibitorischen Féahigkeiten zu erhéhen. Detaillierte Studi-
en wurden mittels Ubergangszustand-Analoga mit einer tetraedrischen Struktur durchgefiihrt.
Phosphonat Analoga von Tripeptid- und Tetrapeptid-Substraten (z.B. N-Sulfamoylphenylalanine
und seine Derivate) mit vorgeformten tetraedrischen Zentren zihlen zu den Molekiilen mit der
besten Wirkung. Diese erreichen einen K;-Wert im pM oder fM Bereich (Park et al., 2001).
Zusétzlich zu den Phosphatestern und -amiden wurden auch Sulfoximine, Sulfodiimine und
Teile von Sulfonimidamiden in Substrat-Analoga von CPA aufgenommen, um starke Inhibito-
ren zu erhalten. Neue Inhibitoren mit mM-nM Affinitdt wurden kiirzlich gegen CPA und TA-
Fla getestet, z.B. 2-Benzyl-3,4-Iminobutan-Siure, N-(Hydroxyaminocarbonyl)Phenylalanin, 2-
Benzyl-2Methyl-3,4-Epoxybutan-Siaure, Alpha-Benzyl-2-Oxo-1,3-Oxazolidine-5-Essigsaure, 2-(4-
Imidazoyl)Hydrocinnamic Sdure, N-(2-Chloroethyl)-N-Methylphenylalanin, 2-Ethyl- bzw. Benzyl-
2-Methyl-3-Mercaptopropanséiure und eine Serie von Cysteinderivaten (Cho et al., 2002; Do et al.,
2005). Die bekanntesten Inhibitoren allerdings sind Ethyl- und Benzylbernsteinsidure fiir Enzy-
me der Untergruppe A und Guanidinoethylmercaptobernsteinsiure (GEMSA) fiir Enzyme der
Untergruppe B, mit einem K; im mM-nM Bereich (Lee et al., 1999). Der letztgenannte Inhibitor
wurde bereits gebunden in der Spezifitdtstasche von der zweiten Doméne der CPD von Ente
kristallisiert (Aloy et al., 2001). Dieser peptidimitierende Inhibitor zeigt die grofite Wirksamkeit
gegeniiber dieser Carboxypeptidase-Doméne und CPE mit K; Werten im niederen nM Bereich
(Novikova et al., 1999; Fricker et al., 1983).
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Protein-Inhibitoren: Endogene und Exogene

Im Gegensatz zu der groflen Vielfalt strukturell und funktionell unterschiedlicher Inhibitoren
von Endoproteinasen, sind bisher nur einige wenige Protein-Inhibitoren bekannt, die spezifisch
MCPs der Gruppe A/B inhibieren (Vendrell et al., 2004; Vendrell et al., 2000). Diese wurden aus
Ratten und menschlichem Gewebe sowie aus Solanacea-Pflanzen (Tomaten und Kartoffeln) und
aus den Parasiten Ascaris suum (parasitdrer Nematode), Hirudo medicinalis (Egel) und Rhipice-
phalus bursa (Zecke) gewonnen. Diese Carboxypeptidase-Inhibitoren unterscheiden sich in ihren
Ziel-Proteasen. Wahrend Inhibitoren aus Sdugetier-Gewebe anscheinend an endogene Carboxy-
peptidasen binden, interagieren die anderen Inhibitoren mit exogenen Enzymen, so zum Beispiel
mit den Carboxypeptidasen eines bestimmten Organismus. Fiir Metallo-Carboxypeptidasen der
Unterfamilie N/E wurden bisher noch keine Protein-Inhibitoren identifiziert.

Latexin, auch bekannt als Gewebe- oder endogener Carboxypeptidase-Inhibitor (ECI), ist der
groBite beschriebene MCP-Inhibitor. Er wurde zunéchst als Neuronen-Marker im lateralen Neo-
cortex von Sdugetiergehirnen im Entwicklungsstadium entdeckt und agiert vor allem bei Ent-
ziindungsreaktionen (Normant et al., 1995; Liu et al., 2000). Obwohl Latexin ein sehr wirksamer
Inhibitor gegeniiber CPA1 und CPB ist, spricht die weitreichende Verbreitung in Geweben von
Latexin dagegen, dass die einzige Funktion dieses Inhibitors die Hemmung der pankreatischen
Verdauungsenzyme ist. Die nativen Zielobjekte von Latexin kénnten alle anderen MCPs einschlie-
Ben, vor allem CPAG6, das im Gehirn und anderen Geweben exprimiert wird. Dabei wirkt Latexin
bei A/B MCPs, indem es die autologe Inhibition durch die Aktivierungssegmente von PCPs
imitiert. Dieser Inhibitor interagiert mit dem Oberteil des Enzyms bis zur Beriihrungsfliche der
beiden Doménen (Strang 37-38) und spannt dabei eine Kehre ein, die die Reste Asp273-Pro282
des menschlichen CPA4-Teils umgibt (Pallares et al., 2005). Der Kontaktbereich dieses Komple-
xes ist grofler als die typische Protease-Inhibitor-Berithrungsfliche. Es gibt aber nur sehr wenige
Interaktionen mit Resten des aktiven Zentrums (mit den S1’- und S2-Taschen), was die Flexi-
bilitdt von Latexin erklért, das fihig ist, alle bisher getesteten A/B MCPs von Vertebraten zu
inhibieren.

Der Kartoffel-Carboxypeptidase-Inhibitor (PCI oder CPI), der sehr homolog zum Inhibitor aus
Tomaten ist, stellt ein kleines Protein mit 39 Resten dar und inhibiert kompetitiv MCPs der
Gruppe A/B mit einem K; im nM-Bereich (Hass et al., 1975; Hass and Hermodson, 1981). Der
PCI-Inhibitor hemmt Carboxypeptidasen nach dem gleichen Prinzip wie der MCP-Inhibitor LCI,
der im medizinischen Blutegel Hirudo medicinalis gefunden wurde. Hierbei handelt es sich um ein
Protein von 66 Resten, das als kompetitiver Inhibitor von A /B MCPs wirkt und einen K; im nM-
Bereich vorweisen kann. Der LCI hat in der C-terminalen Region eine gewisse Sequenzidentitét
zu den Inhibitoren aus dem Parasiten Ascaris suum - ein 66 Reste langes Protein - und zu dem
Inhibitor aus Solanacea. Diese beiden teilen zusétzlich zu dem C-terminalen Bereich auch eine
iiber 9 Reste reichende Sequenzidentitédt im Inneren. Im Gegensatz zum Inhibitionsmechanismus
von Latexin beruht die Hemmung von MCPs durch PCI und LCI auf der Interaktion des C-
terminalen Schwanzes mit dem aktiven Zentrum des Enzyms. Hierbei wird eine Substratbindung
imitiert und somit jegliche Bindung von realen Substraten verhindert (Rees and Lipscomb, 1982a;
Reverter et al., 2000). Dabei wird der C-terminale Schwanz des Inhibitors in die Furche des ak-
tiven Zentrums eingefithrt und formiert so eine erste Kontaktregion. Der carboxyterminale Rest
(Gly39 im Fall von PCI und Glu66 im Fall von LCI) wird dabei vom Inhibitor abgespalten, bleibt
jedoch innerhalb der S1’-Tasche des Enzyms weiterhin gebunden und wird von dem verbliebenen
Inhibitor abgedeckt. Der so neu generierte C-terminale Rest (Val38/65) ordnet sich schlieBlich im
aktiven Zentrum des Enzyms an und bildet Wasserstoffbriicken und van-der-Waals-Bindungen
aus zu Resten der S1’- und S1-Tasche. Die folgenden 2 Reste (Tyr37/64 und Pro36/63) interagie-
ren mit der S2- und S3-Tasche. Daher sind die meisten Reste der Carboxypeptidase, die essentiell
fiir eine Substratbindung und die nachfolgende Katalyse sind, von diesen Inhibitoren betroffen.
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Als letztes sei noch ein in der Zecke (Rhipicephalus bursa) gefundener Inhibitor zu nennen, der
auch unter dem Namen TCI bekannt ist und A/B Carboxypeptidasen ebenfalls mit nM-Affinitét
hemmt. Dabei verankert sich TCI bivalent an der Oberfliche von A/B MCPs, wie es bei keinem
anderen Inhibitor beobachtet wurde (Arolas et al., 2005). Wie auch bei PCI und LCI interagiert
der C-terminale Schwanz von TCI mit dem aktiven Zentrum des Enzyms und imitiert derart
eine Substratbindung. Auch bei diesem Mechanismus wird der letzte Rest (His75) durch die
Carboxypeptidase abgespalten, aber anders als bei PCI und LCI verbleibt der Rest nicht in
der S1’-Tasche gebunden. Der folgende Rest Leu74 ordnet sich am katalytischen Zinkion an
und schirmt die S1-Tasche ab, wahrend Trp73 mit der S2-Tasche interagiert. Im Gegensatz zu
diversen sekundiren Kontakten, wie sie bei der Hemmung durch PCI und LCI zu beobachten
sind, macht die N-terminale Doméne des TCI-Inhibitors Interaktionen mit der Enzym-Oberfléche.
Diese doppelte Bindung fiihrt zu einer hoheren Kontaktfléiche, als bei der einfachen Bindung von
PCI zu CPA.

2.2.7 Carboxypeptidase N (CPN)

Carboxypeptidase N (CPN) ist eine Zink-Metalloprotease, die die basischen Aminoséuren Lysin
und Arginin vom C-Terminus biologisch aktiver Proteine und Peptide spaltet (Skidgel, 1996). Das
Enzym wird konstitutiv in der Leber exprimiert und in den Blutstrom abgegeben. Strukturell
besteht die CPN aus zwei identischen grolen Untereinheiten (CPN2) mit einer Grofile von jeweils
83 kDa und zwei identischen kleinen Untereinheiten (CPN1) mit einer GroBe von jeweils 52 kDa.
Zusammen bilden diese ein heterogenes Tetramer von 280 kDa. Dabei ist das enzymatisch aktive
Zentrum der CPN in der kleineren Untereinheit zu finden, wéihrend die groflen Untereinheiten
hauptséichlich dazu dienen, das Protein vor Abbau oder Filtration aus dem Blutstrom zu schiit-
zen. Humane CPN wurde erstmals 1962 durch Ervin Erdés und Eleanor Sloane entdeckt, die
es als Enzym beschrieben, das Bradykinin inaktiviert, indem es das carboxyterminale Arginin
abspaltet. Es wurde daher auch als Kininase I bezeichnet (Erdos and Sloane, 1962). Eine weitere
Entdeckung folgte 1970, als Viktor Borkisch und Hans Miiller-Eberhard zeigen konnten, dass
die CPN die Komplement Anaphylatoxine C3a, C4a und C5a durch Entfernung des carboxy-
terminalen Arginins inaktiviert (Bokisch and Miiller-Eberhardt, 1970). Seitdem wurden immer
wieder neue Substrate fiir die CPN beschrieben, dazu gehtrt unter anderem die Kreatinkinase
MM (CK-MM) (Michelutti et al., 1987).

Die kleine CPN-Untereinheit

Das CPN1-Gen ist auf dem menschlichen Chromosom 10g24 (Riley et al., 1998) und auf dem
Mauschromosom 19D2 (Matthews and Wetsel, 2001) lokalisiert. Wenn man die Positionierung
auf dem Genom mit der anderer Carboxypeptidasen vergleicht, fillt auf, dass keine auf dem
gleichen Chromosom wie die CPN1 zu finden ist (vgl. Tabelle 2.3). Das CPN1-Gen der Maus ist
etwa 29 kb grof und umspannt 9 Exons (Matthews and Wetsel, 2001) (vgl. Abbildung 2.11). Ver-
gleicht man die strukturellen Gene der Carboxypeptidasen, so offenbart sich eine unterschiedliche
organisatorische Homologitét zwischen den beiden strukturellen Unterfamilien. Die strukturelle
Organisation von Genen innerhalb der strukturellen Untergruppe CPA ist hoch konserviert und
enthélt nahezu identische Exon-Nummern und #hnliche Spleifistellen (Boffa et al., 1999; Clauser
et al., 1988; Reynolds et al., 1989). Die CPN-Genfamilie dagegen ist weit weniger homolog in
ihrer gesamten Gen-Organisation (vgl. Abbildung 2.11).

CPN1 und CPH/E sind sich insofern noch am #&hnlichsten, als sie 9 Exons und mehrere &hnliche
Spleistellen an derselben Position besitzen (Jung et al., 1991; Matthews and Wetsel, 2001). Das
CPM-Genom unterscheidet sich mit 11 Exons und nur einem hochkonservierten Exon (Exon6
der CPM und Exon5 der CPN1) (Bektas et al., 2001; Li et al., 2002).
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Abbildung 2.11: Vergleich von Carboxypeptidase Genstrukturen. Die Genstrukturen der CPN1 aus Maus wurde
iibereinandergelagert mit humaner CPD, humaner CPM, CPH/E aus Ratte, CPB aus Ratte, CPA1 aus Ratte,
CPA2 aus Ratte, humane mc-CPA und humane CPU/R. Es wurden die Exons markiert, die Aminosduren enthal-
ten, die fiir die Zink-Bindung verantwortlich sind (Raute), fiir Substratbindung (Kreuz), Peptidspezifitit (Kreis)
und katalytische Aktivitidt (Quadrat). (Matthews et al., 2003).
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Die CPD ist absolut einzigartig, da sie drei Carboxypeptidase-Doménen besitzt, von denen al-
lerdings nur zwei aktiv sind. Daher hat das 21 Exons umfassende CPD-Genom auch zwei kon-
servierte Exons gemein mit CPN1 (Exons 3 und 10 und Exon 5 der CPN1) (Timblin et al.,
2002).

GroBe CPN-Untereinheit

Das heterogene CPN-Tetramer ist zusammengesetzt aus jeweils zwei kleineren (CPN1) und zwei
groBeren (CPN2) Untereinheiten. Die zwei grofien Untereinheiten haben ein Molekulargewicht
von jeweils 83 kDa, und ihre Hauptaufgabe ist es, die kleineren Untereinheiten zu schiitzen. Ohne
die CPN2-Untereinheit wiirde die katalytische Einheit sehr schnell durch Filtration in der Niere
aus dem Blutstrom entfernt werden (Tan et al., 1990). Auch eine Degradierung oder enzymatische
Inaktivierung der CPN1 bei 37°C wird durch die grole Untereinheit verhindert (Levin et al.,
1982; Oshima et al., 1975).

Die menschliche cDNA der groflen CPN-Untereinheit CPN2 ist 2870bp lang und kodiert ei-
ne 536 lange Aminosidure-Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von 59 kDa (Tan et al.,
1990) (vgl. Abbildung 2.12). Zusitzlich besitzt die CPN2 sowohl N- als auch O-glycosylierte
Zucker, die etwa 27 % des gesamten Molekulargewichts von 83 kDa der grofien Untereinheit aus-
machen (Grimwood et al., 1988; Levin et al., 1982; Plummer, 1978). Die CPN2 ¢cDNA enthélt
sieben potentielle N-Glycosylierungsstellen sowie eine Serin/Threonin-reiche Region, die eine po-
tentielle Glycosylierungstelle fiir O-verkniipfte Zucker darstellt (Tan et al., 1990). Dazu kommen
noch diverse andere interessante Bereiche innerhalb der cDNA, wie sich wiederholende leucinrei-
che Regionen und ein hydrophiler Carboxy-Terminus (Tan et al., 1990). Mehr als die Hélfte der
Polypeptidkette wird von sich wiederholenden leucinreichen Tandems bestimmt, wobei jedes die-
ser Tandems 24 Aminosduren lang ist und diese Bereiche sowohl in die Untergruppen-Interaktion
involviert sein konnten wie auch fiir die strukturelle Integritéit des gesamten Tetramers eine grofie
Rolle spielen kénnten. Innerhalb dieser leucinreichen Wiederholungen finden sich wiederum fiinf
sogenannte Leucin-Zipper als strukturelle Motive (Tan et al., 1990). Diese konnten zum Einen bei
der Tertidrstruktur der CPN2 von Bedeutung sein, zum Anderen aber auch fiir die Ausbildung
des Tetramers (Landschulz et al., 1988; Tan et al., 1990).

Interaktionen zwischen den beiden CPN-Untereinheiten

Die CPN ist ein Tetramer, bestehend aus zwei Heterodimeren aus je einer CPN1- und einer
CPN2-Untereinheit. Diese Untereinheiten sind innerhalb des Heterodimers sehr fest miteinan-
der verbunden, da nur stark denaturierende Bedingungen von 3 M Guanidinium es ermoglichen,
die beiden Untereinheiten voneinander zu trennen (Levin et al., 1982; Plummer, 1978). Zwar
sind die Interaktionen, die zu dieser festen Bindung fiithren, bisher noch nicht genau aufgeklért,
aber verschiedene Arbeitsgruppen postulierten, dass die leucinreiche Wiederholungsregion der
CPN2 an die hydrophobe CPN1 bindet (Gebhard et al., 1989; Tan et al., 1990). Da festgestellt
wurde, dass eine Trennung der Untereinheiten auch durch nichtionische Detergenzien nicht mog-
lich ist (Levin et al., 1982), ist davon auszugehen, dass auch geladene Reste bei der Interaktion
zwischen der CPN1 und CPN2 eine Rolle spielen. Hierbei kénnte es sich um geladene Reste han-
deln, die an die leucinreiche Wiederholungsregion der CPN2 angehéngt sind, sofern diese an der
Oberflache der Untereinheit positioniert sind (Tan et al., 1990). Die Interaktionen zwischen den
einzelnen Heterodimeren dagegen sind sehr viel schwicher als jene innerhalb der Heterodimere
selbst. Bereits eine einfach Proteolyse mit Plasmin oder Trypsin vermag das Tetramer in die zwei
Heterodimere zu trennen (Levin et al., 1982; Plummer, 1978). Es ist denkbar, dass die leucin-
reichen Regionen fiir die Interaktion zwischen den beiden Untereinheiten verantwortlich sind. In
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2.2 Carboxypeptidasen

Thr/Ser
N-Terminal Leucine-rich Tandem Rich C-Terminal
Domain Repeats Region Domain

0 63 385 379 536

Abbildung 2.12: Schematische Zeichnung der Primérstruktur von CPN2. Vier Doménen sind dargestellt, die
N-terminale Doméne, die leucinreiche Wiederholungs-Domine, die Threonin/Serin-reiche Doméne und die C-
terminale Doméine. Eingezeichnet sind ebenfalls die sieben potentiellen Glykosylierungsstellen. (Matthews et al.,
2003).

diesem Fall wiirden wahrscheinlich die carboxy- und aminoterminalen Enden der CPN2 an der
Bildung des Tetramers beteiligt sein (Tan et al., 1990). Der Aminoterminus der CPN2 enthalt
zahlreiche saure Reste, die an die zahlreichen basischen Reste am Carboxyterminus der zweiten
CPN2-Untereinheit innerhalb des Tetramers binden kénnten (Tan et al., 1990). Diese Interaktio-
nen zusammengenommen bilden ein recht fest verbundenes Tetramer, das sich im Blutstrom als
extrem stabil erwiesen hat.

2.2.8 CPN-Substrate
Kinine

Bradykinin ist ein Protein, das zur Gruppe der Kinine gehort. Es handelt sich um ein blut-
gefaBverdnderndes Oligopeptid, das aus neun Aminosduren besteht und #hnlich wie Histamin
wirkt. Bei Entziindungen oder Verletzungen ist es an der Schmerzempfindlichkeitssteigerung an
der betroffenen Korperstelle beteiligt. Es verursacht eine Tonusénderung der glatten Muskulatur
(abhéngig vom Wirkort), erhoht die Permeabilitit des Geféles und verursacht Schmerz. CPN
entfernt das carboxyterminale Arginin von Bradykinin und ist dadurch in der Lage, dieses zu
inaktivieren (Erdos and Sloane, 1962). Auch andere Kinine wie zum Beispiel Kallidin (auch be-
kannt als Lys-Bradykinin) oder Met-Lys-Bradykinin kénnen von der CPN reguliert werden (Er-
dos, 1979). Im Jahr 1970 wurde auch der Anaphylatoxin-Inaktivator des Komplemtsystems als
CPN identifiziert (Bokisch and Miiller-Eberhardt, 1970). Anaphylatoxine bezeichnen aktivierte
Teilkomplexe des Komplementsystems, die bei akuten allergischen Reaktionen durch Auslésung
des Mastzellen-Zerfalls Histamin freisetzen. Diese kénnen Spasmen glatter Muskelfasern, z. B.
Bronchialspasmen bewirken, eine Steigerung der Durchléssigkeit der Blutkapillaren sowie zuneh-
mende Chemotaxis, also biochemisch ausgeloste Bewegungsreaktionen z. B. weifler Blutkorper-
chen. Auch in diesem Fall reguliert die CPN die Anaphylatoxine durch enzymatische Abspaltung
ihrer carboxyterminalen Argininreste, wodurch sich die biologische Aktivitdt der Anaphylatoxine
um das 10-100-fache verringert (Ember et al., 1998).

Creatin-Kinase

Ein weiteres Substrat der CPN ist die Creatin-Kinase MM (Abendschein et al., 1987; Hendriks
et al., 1988; Michelutti et al., 1987). Creatin-Kinase (CK) wird auch als Creatin-Phosphokinase
(CPK) oder als Kreatinkinase bezeichnet und ist ein Enzym, das eine energiereiche Phosphat-
gruppe von ATP auf Kreatin {ibertrigt. Das Enzym findet man in allen Muskelzellen und im
Gehirn. Es werden vier Isoenzyme, CK-MM (Skelettmuskeltyp), CK-MB (Myokardtyp), CK-BB
(Gehirntyp) und CK-MiMi (Mitochondrientyp), unterschieden. Die CPN spaltet die zwei car-
boxyterminalen Lysinreste der CK-MM ab und erzeugt somit die zwei Produkte CK-MM?2 und
CK-MM1 (Abendschein et al., 1987).
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2 FEinleitung

CPN und NO-Produktion

Die Aminoséure L-Arginin wird von der Stickoxid-Synthase (NOS) zur Produktion des biologisch
aktiven Gases Stickoxid (NO) verwendet, das eine wichtige Rolle bei der Entspannung von glatten
Muskelfasern spielt und u.a. eine Aggregation von Blutplittchen verhindert. Da die Konzentra-
tion von Arginin, die man {iblicherweise in Zellen und Plasma findet (100-800 uM), iiber dem
K,,-Wert (1-20 uM) der NOS (endothele oder neuronale NOS) liegt, wurde zunéchst angenom-
men, dass die Bereitstellung von Arginin keinen limitierenden Faktor fiir die NO-Produktion dar-
stellt. Mittlerweile haben allerdings eine Reihe unterschiedlicher Modellsysteme nachweisen kén-
nen, dass eine Erhohung der extrazellularen Arginin-Konzentration auch eine Erhohung der NO-
Produktion zur Folge hat (Moncada and Higgs, 1995). Dieses sogenannte ,,Arginin-Paradoxon®
ist zwar bisher nur wenig verstanden, aber es konnte zumindest teilweise durch die erhohte Ex-
pression der induzierbaren NOS (iNOS) wéhrend Entziindungen erkldrt werden. Ebenso ist noch
wenig dariiber bekannt, welche Rolle Arginin, das von Peptiden und Proteinen stammt, fiir die
NO-Synthese spielt. Wenn iNOS wihrend einer Entziindung induziert wird und die Generie-
rung von freiem Arginin durch Carboxypeptidasen erhoht wird, erscheint es nur plausibel, dass
sich auch die NO-Konzentration erhoht. Diese Theorie konnte 2001 auch durch in wvitro Daten
unterstiitzt werden ((Hadgar and Skidgel, 2001).

2.2.9 Ziel der Arbeit

Die Metallo-Carboxypeptidase N (CPN) spielt bei vielen Vorgéngen im menschlichen Korper
eine wichtige Rolle. Sie ist ein Mitglied der ,regulatorischen“ Carboxypeptidasen, wird als ex-
trazelluldres Glycoprotein in der Leber synthetisiert und von dort ins Blut ausgeschiittet. Dort
kontrolliert sie die Aktivitit vasoaktiver Peptidhormone, Wachstumsfaktoren und Cytokine, in-
dem sie spezifisch C-terminal basische Aminosduren abspaltet. Als erstes Substrat der CPN wurde
das in Entziindungsprozessen involvierte Bradykinin entdeckt. Die Abspaltung des C-terminalen
Arginin-Restes von Bradykinin stellt wohl bis heute auch eine der wichtigsten bekannten Funk-
tionen der CPN dar. Ziel war es daher, die dreidimensionale Struktur der Carboxypeptidase N
zu losen, um Einblicke in den Katalysemechanismus der CPN zu bekommen und ein tieferes Ver-
stdndnis fiir bisher nur experimentelle Daten zu ermdoglichen. Ein Vergleich der CPN-Struktur
mit anderen Carboxypeptidase-Strukturen sollte zudem plausible Erklarungen fiir unterschiedli-
che Substratvorlieben und Inhibitor-Wirkungen liefern. So ist zum Beispiel die Bevorzugung von
Lysin- gegeniiber Argininresten als C-terminal abzuspaltenden Rest bekannt, ebenso gibt es Stu-
dien iiber Inhibitorwirkungen, aber bisher konnte die Ursache dafiir nicht geklért werden. Ebenso
sollte eine Strukturlésung der CPN1 Hinweise auf Interaktionsflichen mit der CPN2 liefern, um
so ein tieferes Verstdndnis fiir die unter den Carboxypeptidasen einzigartige Tetramerbildung zu
erhalten.
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3 Material

Der Begriff , bidest Wasser” wird im Folgenden fiir deionisiertes Wasser verwendet, das zusétzlich
iiber eine Milli-Q-Plus Filtrieranlage (Millipore) gereinigt wurde. Als ,steril* oder ,autoklaviert“
bezeichnete Losungen und Materialien wurden fiir 20 min bei 120 °C und 2 bar Uberdruck auto-
klaviert. Als ,sterilfiltriert bezeichnete Losungen wurden durch einen 0,2 ym Filter filtriert.

3.1 Laborgerate

Akta Explorer
Autoklav

Blot-Apparatur

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Tuttnauer Systec (Wettenberg), 5075 ELV
Tuttnauer Systec (Wettenberg), 2540 EL
Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Brutschrank Heraeus (Hanau), B5042
Elektroporator Stratagene (Heidelberg), Elektroporator 1000
Feinwaage Satorius (Gottingen), BP 211D
Fluorometer Tecan (Crailsheim), Safire?”™
FPLC-Systeme Amersham Pharmacia (Freiburg)
basic
Magnetriihrer IKA-Werke (Staufen), RET
pH-Meter Mettler-Toledo (Giessen), MP220
mit Elektrode InLab 410
Pipetten Eppendorf (Hamburg)
Schlauchpumpe Amersham Pharmacia (Freiburg), LKB T-1
Schiittelinkubator Braun (Melsungen), HAT
SMART-System Amersham Pharmacia (Freiburg)
Sonifier Branson Ultrasonics (Danbury, USA), W250
Thermomixer Eppendorf (Hamburg), compact

UV /VIS-Spektrometer

Waage
Zentrifugen

Eppendorf (Hamburg), comfort

Beckmann (Miinchen), DU-7500

Perkin Elmer (Wellesley, USA), PE Lambda 17
Mettler Toledo (Giessen), PE3600

Eppendorf (Hamburg), 5804R

Eppendorf (Hamburg), 5415R

Beckmann (Miinchen), J-6M/E

Beckmann (Miinchen), Avanti?™



3 Material

3.2 Kristallographie

Drehanodengenerator — Rigaku (Kemsing Sevenoaks, Grofibritannien), RU200
Detektor Mar Research (Hamburg), Mar345mm
Mar Research (Hamburg), MarCCD
Kristallisationsplatten ~ Charles Supper Company (Natick, MA USA), CrysChem
Greiner Bioone (Frickenhausen), 96-Well
Cryoanlage Oxford Cryosystems Ltd. (Oxford, Grofibritannien)
Kristallisationsroboter Beckmann (Miinchen), Biomek 1000
Zinsser Analytic GmbH (Frankfurt), Cartesian

Lichtmikroskop Leica (Wetzlar), MZ125
Leica (Wetzlar), MZ12
Goniometerkopf Huber Diffraktionstechnik (Rimsting)

Kommerzielle Kristallisations-Screens stammten von den Firmen Hampton Research (Laguna
Hills, USA), Emerald BioStructures (Bainbridge Island, USA), Jena Biosciences (Jena), Nextal
(Montreal, Kanada) und Sigma-Aldrich (Miinchen).

Zur Datenverarbeitung aller Art wurden Server und workstations der Firma DIGITAL alphasta-
tions (OSF), SILICON GRAPHICS und Computerserver (IRIX) oder IBM-kompatible Personal
Computer verwendet.

3.3 Datenbanken

Fiir die Literaturrecherche sowie zur Analyse der DNA- und Proteinsequenzen wurden folgende
Internetadressen und deren Linksammlungen verwendet:

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov

PDB http://pdbbeta.rcsb.org/pdb/Welcome.do
SWISSPROT http://www.expasy.org

3.4 Proteine

3.4.1 Restriktionsendonukleasen

HindIII New England BioLabs (Beverly, USA)
Ndel New England BioLabs (Beverly, USA)

3.4.2 Antikorper

Anti-His-Antikorper Amersham Bioscience (Uppsala, Schweden)
Anti-Mausi-IgG/Alkaline Phosphatase aus der Ziege Sigma (St. Louis, USA)
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3.5 Standards

3.4.3 Sonstige Proteine

Herculase-DNA-Polymerase Stratagene (La Jolla, USA)
Alkalische Phosphatase (CIP) New England BioLabs (Beverly, USA)
T4-DNA-Ligase New England BioLabs (Beverly, USA)
FPLC-Eichproteine BioRad (Hercules, Canada)
NBT/BCIP Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Protease-Inhibitor Cocktail EDTA-frei Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Heparin derived tetrasaccharide (dp4) Dextra Laboratories (Reading, UK)
Heparin derived hexasaccharide (dp6)  Dextra Laboratories (Reading, UK)
Heparin derived dpl6 saccharide Dextra Laboratories (Reading, UK)

3.5 Standards

High-Range-Molekulargewichtsstandard Sigma (St. Louis, USA)
(HR) fiir SDS-PAGE
Low-Range-Molekulargewichtsstandard Sigma (St. Louis, USA)
(LR) fiir SDS-PAGE
Broad-Range-Molekulargewichtsstandard Sigma (St. Louis, USA)
(BR) fiir SDS-PAGE
Broad-Range-Molekulargewichtsstandard Sigma (St. Louis, USA)

(BR) ,prestained* fiir SDS-PAGE und
Western Blot

1 kb DNA-Léangenstandard New England BioLabs (Beverly, USA)
3.6 Kits

Qiagen Plasmid Mini Kit QIAGEN (Hilden)

Qiagen Plasmid Maxi Kit QIAGEN (Hilden)

Qiaquick PCR Purification Kit QIAGEN (Hilden)

Qiaquick Gel Extraction Kit QIAGEN (Hilden)

3.7 Chromatographiematerialien

Superdex 200 Amersham Biosciences (Little Chalford, USA)
HiTrap Chelating HP (1 ml) Amersham Biosciences (Little Chalford, USA)
Superdex 75 Amersham Biosciences (Little Chalford, USA)
NiNTA Saulenmaterial Amersham Biosciences (Little Chalford, USA)
Ni Sepharose 6 Fast Flow S&ulenmaterial Amersham Biosciences (Little Chalford, USA)

3.8 Sonstige Materialien

Centricon Mikrokonzentratoren Millipore (Bedford, USA)

Filterpapier Whatmann (Maidstone, UK)
Biosupport Membran Pall (Portsmouth, England)
PE-Réhrchen (15ml und 50ml)  Greiner & Séhne (Niirtingen)
Petrischalen aus Polystyrol Greiner & Sohne (Niirtingen)
Sterilfilter 0,2 pm membraPure (Bodenheim)
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3 Material

3.9 Bakterienstamme und Plasmide

Plasmid pET22b Novagen (Madison, USA)
Plasmid pMT?9 Laborsammlung Manuel Than
Plasmid pMT10 Laborsammlung Manuel Than
E. coli Klonierungsstamm DH5q Stratagene (La Jolla, USA)

E. coli Expressionsstamm BL21(DE3)pRIL Stratagene (La Jolla, USA)

E. coli Expressionsstamm Rosetta(DE3) Novagen (Madison, USA)

E. coli Expressionsstamm Origami(DE3)pRIL Novagen (Madison, USA)
E.coli Expressionsstamm B834(DES3) Novagen (Madison, USA)

3.10 Medien und Medienzusatze

3.10.1 LB-Medium

1081 Bacto Trypton
581 Yeast Extract
1081 NaCl

Die Substanzen wurden eingewogen und in einem Liter destilliertem Wasser unter Riihren ge-
16st. Anschlielend wurde das Medium durch Autoklavieren sterilisiert und nach dem Abkiihlen
entsprechend weiterverarbeitet oder bei Raumtemperatur gelagert.

3.10.2 LB-Agarplatten-Medium

Das Medium wurde wie fliissiges LB-Medium unter Zusatz von 15 g/1 Bacto AgarAgar hergestellt.
Nach dem Autoklavieren wurde das Medium auf ca. 50°C abgekiihlt und mit entsprechenden
Antibiotika versetzt. Das Medium wurde durch vorsichtiges Schwenken gemischt und méoglichst
ziigig in sterile Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren wurden die Platten bei 4 °C gelagert.
Vor dem Animpfen wurden die Platten einige Stunden bei RT stehen gelassen oder eine Stunde
bei 37 °C inkubiert, um kondensiertes Wasser vom Plattendeckel zu entfernen.

3.10.3 SOB-Medium

208/1 Bacto Trypton
581  Hefe-Extrakt
0,584¢/1 NaCl
0,186e/1 KCl

Die Substanzen wurden eingewogen und in einem Liter destilliertem Wasser unter Riihren ge-
16st. Anschlieflend wurde das Medium durch Autoklavieren sterilisiert und nach dem Abkiihlen
entsprechend weiterverarbeitet oder bei Raumtemperatur gelagert.

3.10.4 Minimalmedium

740ml  H>O (autoklaviert in 21 Schiittelkolben)
100ml 10fach Stocklésung Salze
100ml 10fach Stocklosung Aminosduren
60ml Seleno-DL-Methionin (1 mg/m1 Endkonzentration)
Die Zutaten wurden unter sterilen Bedingungen in den Schiittelkolben vermischt und anschliefflend
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt.
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3.10 Medien und Medienzusétze

3.10.5 Antibiotika und andere Medienzusatze

10fache Stocklésung Salze

75 ml 1M (NH4)QSO4
17ml 5M NaCl
10ml 1M MgSOy
200ml 1M Glucose
10ml CaSO4*2H20 (1 mg/ml)
10ml  Trace elements (1 #8/m1)
10ml Thiamin (10 mg/m1)
10ml Biotin (10 mg/mI)
10ml FeHgN20OgS2*6H2O (1 mg/m1 - erst kurz vor Gebrauch zugeben!)
648 ml H>O
Die Zutaten wurden unter sterilen Bedingungen vermengt und in eine autoklavierte Flasche ste-
rilfiltriert. Die fertige Stocklosung wurde bei 4 °C gelagert, die Einzelzutat Ammoniumeisen (II)-
sulfathexahydrat wurde bei -20 °C gelagert.

10fache Stocklosung Aminosauren

274ml H-.O
476ml 1M KoHPO4
220ml 1M KHsPO4
je 0,5mg aller Aminoséuren aufler Met, Phe, Trp, Tyr
je 0,5mg Phe, Trp, Tyr (bereits gelost in 28,5ml HoO und 1,5 ml 32 % HCI)
970ml HO

Die Zutaten wurden unter sterilen Bedingungen vermengt und in eine autoklavierte Flasche
sterilfiltriert. Die fertige Stocklosung wurde bei 4 °C gelagert.

Trace elements 1 #g/mi

5ul MnCly (10 mg/m1)

5! ,LLI CUSO4*5H20 (10 mg/ml)
5 Ml NaQMoO4 (10 mg/ml)
5l ZnSOy (10 me/m)

Die Zutaten wurden unter sterilen Bedingugen zusammenpipettiert und mit autoklaviertem HoO
auf ein Endvolumen von 50 ml gebracht.

Ampicillin

Es wurde eine Ampicillin-Stammldsung von 100 mg/m1 in Wasser hergestellt. Diese wurde dem
Medium im Verhéltnis 1:1000 zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Chloramphenicol

Eine Chloramphenicol-Stammlésung von 34 mg/m1 in EtOH wurde hergestellt und den Medien im
Verhéltnis von 1:1000 zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
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3 Material

Tetracyclin

Eine Tetracyclin-Stammlosung von 12 mg/ml in EtOH wurde hergestellt und den Medien im Ver-
héltnis von 1:1000 zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

IPTG

Zum Induzieren der Bakterien wurde eine 1 M IPTG-Stammldsung vorbereitet und sterilfiltriert.
Nach dem Erreichen einer OD5g5 von 0,8 wurden die Bakterien mit einer Endkonzentration von
1mM IPTG induziert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.11 Aligemeine Puffer und Lésungen

3.11.1 50x TAE-Puffer

242 ¢ Tris
57,1ml Essigsédure
100ml 0,5M EDTA, pH 8,0

Die Substanzen wurden in einen Meflkolben eingewogen bzw. abgefiillt und mit destilliertem
Wasser auf einen Liter aufgefiillt. Anschlieend wurde der Puffer sterilfiltriert und bei RT gela-
gert. Zum Gieflen von Agarosegelen wurden 5ml des 50x TAE-Puffers mit 245 ml destilliertem
Wasser verdiinnt.

3.11.2 DNA-Probenpuffer

250mg  Bromphenolblau
150 mM  Tris, pH 7,6

60 ml Glycerin

7ml H>0O

Die Substanzen wurden eingewogen bzw. abgemessen und bei RT gelagert. Der Probenpuffer
besteht zum Einen aus Glycerin, um die Proben in die Taschen sinken zu lassen und zum Anderen
aus Bromphenolblau, um die Sichtbarkeit der Proben beim Auftragen zu verbessern.

3.11.3 SDS-PAGE
10% Ammoniumpersulfat (APS)

1g APS wurde in 10 ml H2O gelost und bei -20 °C gelagert.

10% Natriumdodecylsulfat (SDS)
5g SDS wurden in 40ml HyO gelost, dabei war es teilweise notig den Reaktionsansatz etwas

anzuwarmen, um Kristalle zu 16sen. Dann wurde der pH-Wert mittels HCI auf 7,2 eingestellt
und das Volumen anschliefend auf 50 ml aufgefiillt. Die Lagerung erfolgte bei RT.
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3.11 Allgemeine Puffer und Lésungen

SDS-PAGE Trenngel (fiir 8 Gele)

24,4ml Wasser

32ml  Acrylamidlésung, 30 %
20 ml Tris/HCI; 1,5M; pH 8,8
8004l  SDS,10%

800ul  APS,10%

3241 TEMED

18,4ml Wasser

40ml  Acrylamidlésung, 30 %
20 ml Tris/HCI; 1,5M; pH 8,8
80041  SDS,10%

800l APS,10%

3241 TEMED

Die Substanzen wurden alle bis auf TEMED abgemessen bzw. zusammenpipettiert und durch
vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach der Zugabe von TEMED wurde die Lésung erneut durch
vorsichtiges Schwenken gemischt und anschlieBend ziigig in die vorbereiteten Glasplatten gegos-
sen. Die Oberfliche wurde mit Isopropanol {iberschichtet und das Auspolymerisieren abgewartet.

12%iges Trenngel:

15%iges Trenngel:

SDS-PAGE Sammelgel (fiir 8 Gele)

20,4ml  Wasser

5,1ml  Acrylamidlésung, 30 %
3,75ml Tris/HCL; 1 M; pH 6,8
300ul  SDS,10%

300l APS,10%

30 ul TEMED

Entsprechend dem Trenngel wurde auch das Sammelgel hergestellt, indem alle Substanzen bis
auf das TEMED abgemessen bzw. zusammenpipettiert wurden. Nach dem Auspolymerisieren
des Trenngels wurde das Isopropanol abgegossen, mehrfach gespiilt, dem Sammelgel TEMED
zugegeben und nach einer Durchmischung iiber das Sammelgel pipettiert. Anschliefflend wurden
Plastikkdmme mit 10-12 Taschen zwischen die Platten eingefithrt und die Gele nach Erstarren
luftdicht mit etwas Wasser oder in feuchte Tiicher eingeschlagen verpackt und bis zur Verwendung
bei 4°C gelagert.

SDS-PAGE-Probenpuffer

10ml  1,5M Tris (pH 6,8)
12ml 10% SDS

30ml  Glycerin

15ml  B-Mercaptoethanol
1,8mg Bromphenolblau

Die Substanzen wurden abgemessen bzw. eingewogen und mit HoO auf 50 ml aufgefiillt. Fiir nicht-
reduzierenden Probenpuffer wurde kein -Mercaptoethanol zugegeben. Die Lagerung erfolgte bei
RT. Der Puffer wurde bei SDS-PAGE den Proben zugegeben, um nicht-kovalente Wechselwirkun-
gen aufzuheben, dem Protein eine negative Ladung zu verleihen und dadurch eine Auftrennung
nach Grofle unabhéngig von der Eigenladung zu erzielen. Zusétzlich vereinfacht der enthaltene
Farbstoff und das Glycerin den Probenauftrag durch Anfirben der Proben und Absinken in die
Geltaschen.
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3 Material

10x SDS-PAGE-Laufpuffer

10g SDS

30,3g  Tris

1441g Glycin
Die Substanzen wurden eingewogen und in 900 ml HoO gelost. Das Volumen wurde mit HoO auf
11 aufgefiillt und bei RT gelagert. Fiir einen SDS-PAGE-Lauf wurde der Puffer 10fach verdiinnt.

Coomassie-Blue-Farbeldsung

25g Coomassie Brilliant Blue R-250
450ml  Ethanol

100ml  Essigsdure

450ml  HsO

Das Coomassie Brilliant Blue wurde eingewogen und in den angegebenen Losungen unter Riihren
gelost. Anschlieend wurde die Farbelosung bei Raumtemperatur gelagert.

Coomassie-Blue-Entfarbelésung

450ml  Ethanol
100ml  Essigsaure
450ml  H-O

Die einzelnen Losungen wurden gemischt und bei RT gelagert.

3.11.4 Western-Blot
Transfer-Puffer

200 ml Methanol wurden mit einfachem SDS-PAGE-Laufpuffer auf ein Gesamtvolumen von 11
aufgefiillt.

TBS-Puffer

20mM  Tris, pH 7,5
150mM NaCl
0,056%  Tween

Die Substanzen wurden zusammenpipettiert und bei RT gelagert. Fiir das Blocken der Membran
wurde zusétzlich noch 5 % Magermilchpulver zugegeben, fiir die nachfolgende Antikérperbindung
die entsprechende Konzentration an primirem bzw. sekundéirem Antikorper.

AP-Puffer

100mM  Tris, pH 9,5
100mM NaCl
50mM  MgCls

Die Substanzen wurden zusammenpipettiert und bei RT gelagert. Zum Férben des Western-Blots
wurden 10ml des Puffers frisch mit 200 ul INT/BCIP (Roche) angesetzt.
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3.11 Allgemeine Puffer und Lésungen

3.11.5 Probenvorbereitung fiir Edman-Sequenzierung

Farbelosung

25g Coomassie Brilliant Blue R-250
450ml  Methanol

100ml Essigsdure
450ml  H-O

Das Coomassie Brilliant Blue wurde eingewogen und in den angegebenen Losungen unter Riihren
gelost. Anschliefend wurde die Farbelosung bei Raumtemperatur gelagert.

Entfarbeldsung

500ml Methanol
100ml  Essigsdure
400ml H-O

Die einzelnen Losungen wurden gemischt und bei RT gelagert.
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4 Methoden

4.1 Gentechnische Methoden

Grundlagen fiir die folgenden Arbeitsvorschriften stellen die entsprechenden Abschnitte aus Sam-
brook et al. (1989) bzw. Ausubel et al. (1987) dar, gegebenenfalls modifiziert durch Hersteller-
spezifische Empfehlungen. Fiir die Anzucht von Bakterien bei molekularbiologischen Arbeiten
wurden sterile Geféfie und Losungen verwendet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Ar-
beiten bei Raumtemperatur ausgefiihrt.

4.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird zur starken Amplifikation von definierten DNA-Bereichen
benutzt. Das Grundprinzip der PCR ist die enzymatische Duplikation einer DN A-Sequenz. Hier-
zu bendtigt werden zwei Oligonukleotide — die Primer — die jeweils komplementér homolog zu
dem (+)-Strang des einen Endes und zu dem (—)-Strang des anderen Endes der zu amplifizie-
renden DNA-Region sind. Nach Hitze-Denaturierung der DNA konnen sich die Primer bei der
anschlieBenden Abkiihlung des Reaktionsansatzes an die DNA-Matrize anlagern. Die hitzestabile
Polymerase erstellt — ausgehend vom 3’-OH-Ende des Primers — durch Primer-Extension eine
Kopie der DNA-Matrize. Die Primer miissen so orientiert sein, dass die Synthesen der DNA-
Molekiile aufeinander zulaufen. Nachdem die gewiinschte Sequenz synthetisiert ist, werden die
Strange durch Hitzeeinwirkung voneinander getrennt. Durch erneute schnelle Senkung der Tem-
peratur wird eine spezifische Bindung der Primer an die entstandenen DNA-Stiicke ermoglicht.
Durch Primerverlingerung wird dann wieder eine neue Kopie der Template-DNA erstellt. Durch
dreiflig- bis vierzigfaches Wiederholen dieses Zyklus erreicht man eine vieltausendfache Vermeh-
rung des definierten DNA-Bereiches zwischen den Primern.

PCR-Reaktion

Der Reaktionsansatz wurde nach folgendem Rezept zusammenpipettiert:

2 ul forward primer der Konzentration 10 pmol/,
2ul reverse primer der Konzentration 10 pmol/,1
4 ul dNTP-Mix der Konzentration 2,5nmol/,
0,1l Template

0,5ul  Herculase

36,4 ul autoklaviertes bidest Wasser

Die Herculase wurde dabei als letzter Schritt zupipettiert und das Programm wie in Tabelle 4.1
angegeben laufen gelassen.

Anschlielend wurde die Reaktion mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese iiberpriift (vergleiche
Abschnitt 4.1.8).
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Tabelle 4.1: PCR-Reaktion

Programmschritt Dauer Temperatur
Denaturieren der DNA-Matrize zu Beginn: 5 min 96°C
3-Schritt-PCR: (25-30 Zyklen) Denaturieren 1,10 min 96°C
Annealing: 1 min 47-58°C
Extension: 1,45 bzw. 4 min 72°C
Verldangerung der entstandenen PCR- 10 min 72°C
Produkte am Ende:

Reinigung der PCR-Produkte

Die Proben der Polymerase-Kettenreaktion wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit
nach dem Herstellerprotokoll gereinigt.

4.1.2 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Im Gegensatz zu anderen Bakterien (z.B. Bacillus subtilis) nimmt E.coli spontan keine Fremd-
DNA auf. Es existieren jedoch verschiedene Methoden, um F.coli-Zellen fiir die Aufnahme von
DNA kompetent zu machen. Im Folgenden soll die Herstellung elektrokompetenter Zellen be-
schrieben werden.

Dazu wurden zunéchst FE.coli-Kulturen auf LB-Medium (sofern nétig, war dieses mit entspre-
chenden Antibiotikazusétzen versetzt) ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit iiber Nacht bei
37°C wurden je 5ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft, diese Vorkultur am Abend
desselben Tages in 100 ml SOB-Medium iiberfiithrt und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Jeweils
5ml wurden aus dieser Ubernacht-Kultur entnommen, um damit 4 frische Erlenmeyerkolben mit
je 11 SOB-Medium anzuimpfen. Die Kulturen wurden bei 37 °C bis zu einer ODs5g5 von 0,8 her-
angezogen. Dann wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 upm fiir 25 Minuten bei 4°C
geerntet und der Uberstand abgegossen. Die Zellen wurden in je einem halben Liter autoklavier-
tem 10 %igem Glycerin resuspendiert und erneut bei 4000 upm 25 min lang zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt, der Uberstand wieder abgegossen und die Zel-
len kurz abzentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer von den Becherwénden zu spiilen. In der
verbliebenen Fliissigkeit wurden die Zellen auf Eis durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
resuspendiert und in 15ml Falcon Réhrchen gesammelt. Schliefilich wurden 50 ul Aliquots her-
gestellt, diese in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
aufbewahrt.

Test auf Sauberkeit

Um die Zellen auf Sauberkeit zu testen, wurden 50 ul reine Zellen auf einer LB 4p-Platte aus-
plattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen enthalten ohne ein integriertes Plasmid
keine Antibiotika-Resistenz und sollten daher nicht auf dem Selektionsmedium wachsen.

Test auf Transformationseffizienz

Die Zellen wurden mit 10ng DNA in verschiedenen Verdiinnungen transformiert, auf LB,
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden gezéhlt,
mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert und die Transformationseffizienz (XFE) nach folgender
Formel berechnet:
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transformierte Klone
1 ug, DNA

XFE =

Bei einer Transformationseffizienz von 108 und héher wurden die Zellen fiir weitere Experimente
verwendet.

4.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Zellen

Zur Transformation von Plasmid-DNA in elektrokompetente E.coli-Zellen wurden 50 ul Zellen
und 1 ul des Plasmids eingesetzt. Der DNA-Transfer wurde durch Elektroporation mittels des
Elektroporators 1000 von Stratagene vermittelt. Dabei wurde durch Stromschlidge von 1650V die
Membran der elektrokompetenten Zellen fiir kurze Zeit fiir Fremd-DNA durchgéngig gemacht.
Eine erfolgreiche Transformation war an einer Zeitkonstante zwischen 4,6 und 5,8 zu erkennen.
Nach erfolgter Transformation wurden die Zellen schnellstméglich in 950 pl frischem LB-Medium
aufgenommen und nach einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C auf Selektionsmedium ausplat-
tiert.

4.1.4 Plasmidpraparationen

Nach Anzucht im entsprechenden Selektionsmedium wurden die Bakterien, die das gewiinschte
Plasmid replizierten, durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt und einer alkalischen Lyse
mit NaOH/SDS unterworfen. Dies fithrte zum Platzen der Zellen und zur Denaturierung der bak-
teriellen Proteine. Sowohl die chromosomale als auch die Plasmid-DNA wurden dabei freigesetzt
und ebenfalls denaturiert. AnschlieBend erfolgte eine Neutralisierung des alkalischen Lysats unter
Hochsalzbedingungen. Hierbei renaturierte die Plasmid-DNA, wihrend alle anderen makromo-
lekularen Komponenten als Prézipitat ausfielen. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit
Hilfe einer Anionenaustauschersidule (Qiagen). Aufgrund der hohen Ladungsdichte des Séulen-
materials konnte doppelstringige Plasmid-DNA unter Hochsalzbedingungen bei neutralem bis
schwach alkalischem pH-Wert selektiv eluiert werden.

Mini-Praparationen zur Charakterisierung transformierter Bakterien

Zur Gewinnung von Plasmiden aus FE.coli-Kulturen, wurde zunéchst eine 5 ml Vorkultur aus LB
mit den entsprechenden Antibiotika mit einer auf Platte gewachsener Einzelkolonie angeimpft und
diese iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das weitere Vorgehen erfolgte laut Anleitung im QIAGEN
Plasmid-Mini-Kit.

Maxi-Praparationen zur Plasmidgewinnung

Zunichst wurde eine 5ml Vorkultur aus LB mit den entsprechenden Antibiotika mit einer auf
Platte gewachsener Einzelkolonie angeimpft und diese nach einer Inkubation von ca 12h bei
37°C in eine 100 ml-Ubernacht-Kultur iiberfithrt. Das weitere Vorgehen erfolgte laut Anleitung
im QIAGEN Plasmid-Maxi-Kit.

4.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren wurde photometrisch mit einer 1:20 Verdiin-
nung in autoklaviertem bidest Wasser durchgefiihrt. Dabei wurde die Absorption der Purin- und
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Pyrimidin-Basen im Bereich von 260 nm ausgenutzt. Hierbei war zu beachten, dass Doppelstrang-
DNA, Einzelstrang-DNA und Einzelstrang-Oligonukleotide infolge des unterschiedlichen Ausma-
Bes der Basenkoppelung verschiedene Extinktionskoeffizienten besitzen. Eine Extinktion von 1
entspricht

bei Doppelstrang-DNA einer Konzentration von ca 50 #1/m1,
bei Einzelstrang-DNA einer Konzentration von ca. 40 #/ml,
bei Einzelstrang-Oligonucleotiden einer Konzentration von ca. 20 #l/ml.

Dazu wurde ein UV-VIS-Spektrum von 220 nm bis 300 nm aufgenommen und aus dem erhaltenen
Absorptionswert bei 260 nm wurde die Konzentration der Nukleinsiure berechnet und eventu-
ell durch eine zweite Messung bei 280 nm - dem Absorptionsmaximum aromatischer Reste von
Proteinen - ihre Reinheit abgeschétzt. Bei einem Quotienten E260/E280 von 1,8 — 2,0 betrug die
Reinheit der DNA 70-95 %.

4.1.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typll schneiden doppelstrangige DNA spezifisch an palindromi-
schen Sequenzen, die fiir das jeweilige Restriktionsenzym charakteristisch sind. Je nach Enzym
variiert die Pufferzusammensetzung, bei der die Reaktion optimal (beziiglich Spezifitdt und Ge-
schwindigkeit) abliuft.

Qualitativer Verdau

Ein qualitativer Verdau, der zum Test von Mini- bzw. Maxi-Preps angewendet wurde, wurde wie
folgt angesetzt:

2/10pul  DNA (2l fir Maxi, 10 il fiir Mini)

2,5 pl Puffer (ausgewihlt nach der Tabelle des New England Biolabs Katalogs)

1l von jedem Restriktionsenzym a 20U

ad 25 ul  autoklaviertes bidest Wasser
Um Kontaminationen auszuschliefen, wurden zusétzlich jeweils Kontrollen angesetzt, die nur das
erste Enzym, nur das zweite Enzym oder nur den Puffer enthielten. Die Proben wurden 2-3 h bei
37°C unter Schiitteln inkubiert und anschliefend wurde der gesamte Ansatz auf ein Agarosegel
aufgetragen (vgl. Abschnitt 4.1.8)

Quantitativer Verdau

Der quantitative Verdau wurde nach folgendem Schema angesetzt:

5ug Plasmid/Insert

10 pl Puffer (ausgewihlt nach der Tabelle des New England Biolabs Katalogs)

2,5 ul von jedem Restriktionsenzym

ad 40 ul  autoklaviertes bidest Wasser
Dazu wurden zusétzlich jeweils Kontrollen angesetzt, die nur das erste Enzym, nur das zweite
Enzym und nur den Puffer enthielten. Diese Kontrollen wurden wie folgt angesetzt:

2 ug Plasmid
4l Puffer (ausgewihlt nach der Tabelle des New England Biolabs Katalogs)
1pl von jedem Restriktionsenzym

ad 100 ul  autoklaviertes bidest Wasser

Der Verdau wurde 2-3 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert, dann wurden je 15 ul abgenommen
und auf ein Agarosegel aufgetragen (vgl. Abschnitt 4.1.8). Erwies sich der Verdau als vollstén-
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dig, wurden die Proben weiterverarbeitet. Andernfalls wurde noch einmal die gleiche Menge an
Restriktionsenzym zugegeben und iiber Nacht weiter bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.

4.1.7 Dephosphorylierung linearer Doppelstrang-DNA

Zur Entfernung der 5’-Phosphatgruppen linearer DNA wurde Alkalische Phosphatase aus Kal-
berdarm ( Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIP) verwendet. Dazu wurde 1 ul der CIP in den
Plasmiddoppelverdau gegeben und der Ansatz eine weitere Stunde bei 37 °C auf dem Schiittler
inkubiert.

4.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse oder Praparation von DNA-Fragmenten wurden diese in Agarosegelen im elektri-
schen Feld aufgetrennt. Da Nukleinsiuren bei neutralem pH-Wert polyanionisch sind, wandern
sie im elektrischen Feld auf die positive Elektrode zu. Bei der Wanderung durch die Gelmatrix
werden sie der Grofle nach aufgetrennt. Durch die Zugabe von SYBR Green zu den Proben,
welches in GC-Paare der DNA interkaliert, konnen DNA-Fragmente unter UV-Licht aufgrund
der Abgabe von Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht werden.

Zur Herstellung von 1 %igen Gelen wurde 0,50 g Agarose mit 1x TAE-Puffer auf 50 g aufgefiillt
und anschliefend in der Mikrowelle aufgeschmolzen und wieder abgekiihlt. Nach Erreichen der
Giefitemperatur von 55 °C wurde das Gel blasenfrei in die mit den entsprechenden Kdmmen ver-
sehene Gieflkammer gegossen. Nach etwa einer Stunde wurden die Kdmme aus dem erstarrten
Gel entfernt. Die DNA-Proben wurden mit 1/4 Vol. Probenpuffer versetzt und zur Elektropho-
rese in die geformten Geltaschen gegeben. Zusétzlich wurden die Proben zur spiteren Analyse
mit /10 Vol. SYBR Green versehen. Zum Groflenvergleich wurde ein Nukleinséuren-Standard
eingesetzt. Die angelegte Spannung wéhrend der Elektrophorese betrug durchgehend 50V und
das Gel wurde nach einer Stunde Laufzeit unter UV-Licht fotografiert. Bei préparativen Ge-
len wurde die interessierende Bande mit einem Skalpell herausgeschnitten. Die Extraktion von
DNA-Fragmenten erfolgte mittels des Gel Extraction Kits der Firma Qiagen (Abschnitt 4.1.8).

Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolation der DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des Gel extraction Kits der Firma
Qiagen. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der selektiven und quantitativen Adsorption von DNA
an Silicagel-Partikel unter Hochsalzbedingungen. Die DNA bleibt wihrend des Waschvorgangs an
die Silica-Partikel gebunden und kann am Ende der Aufreinigung spezifisch abgelst werden. Das
gewiinschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht (312nm) mit Hilfe eines sterilen Skalpells aus
einem Agarosegel herausgeschnitten. Das weitere Vorgehen erfolgte laut Anleitung im QIAGEN
Gel-extraction-Kit.

4.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3’-
Hydroxyl- und 5’-Phosphat-Enden doppelstriangiger DNA-Fragmente, wobei sowohl kohésive als

auch glatte Enden miteinander verkniipft werden. Ebenso werden offene Phosphodiesterbindun-
gen in einem Strang der Doppelhelix geschlossen.
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100 ng geschnittener Vektor

7 fach molare Menge des geschnittenen Inserts
2,5 pl Ligase-Puffer

1ul Ligase

ad 25 pl autoklaviertes bidest Wasser

Der Ligationsansatz wurde ca. 2h bei RT inkubiert und anschliefend wurde mit einem Teil eine
Transformation durchgefiihrt. Der Rest wurde iiber Nacht bei 16 °C weiter inkubiert und am
néchsten Tag sofern notig eine weitere Transformation durchgefiihrt.

4.2 Proteinpraparation

4.2.1 Kultivierung und Konservierung von E.coli Stammen

Zur Anzucht der F.coli-Stimme wurden LB 4p-Platten mit transformierten Zellen angeimpft und
iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Fiir Fliissigkulturen wurde LBg- Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und mit einer Einzelkolonie von einer Platte oder aus
einer Glycerinkultur angeimpft und im Erlenmeyerkolben bei 37 °C in einem Kulturschiittler bis
zur gewiinschten Zelldichte inkubiert. Die Zelldichte wurde photometrisch bei einer Wellenléinge
von 600 nm bestimmt. Zur Konservierung von FE.coli-Kulturen wurden diese auf Agarplatten bei
4°C aufbewahrt.

4.2.2 Konservieren von Bakterienstaimmen mittels Glycerinkulturen

Zur Aufbewahrung von Bakterienkulturen iiber lingere Zeitrdume miissen Dauerkulturen ange-
legt werden. In glycerinhaltigem Medium lassen sich Bakterien bei tiefen Temperaturen praktisch
unbegrenzt lange lagern, ohne an Vitalitdt zu verlieren.

Dazu wurden je 500 pl der aufzubewahrenden Bakterienkultur mit je 500 pl sterilem Glycerin in
einem sterilen 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefafl gemischt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert. Zum Animpfen wurde mit einer Impfése ein kleiner Teil der gefrore-
nen Glycerinkultur abgenommen und in das entsprechende Medium iiberfithrt oder auf einer
Agarplatte ausgestrichen.

4.2.3 Proteinexpression und Ernte

Zur Expression der Proteinfragmente wurde das entsprechende Plasmid in den gewiinschten
E.coli-Expressionsstamm_ transformiert und Ubernacht-Kulturen mit 100 ml Medium (versetzt
mit entsprechenden Antibiotika) angesetzt. Daraus wurden je 5ml in frische Erlenmeyerkolben
mit 11 LB-Medium iiberfiihrt und bis zu einer ODggg von 0,8 herangezogen. Dann wurde die Pro-
teinexpression durch die Zugabe von 1 mM Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert
und die Kulturen bei Raumtemperatur bis zum optimierten Zeitpunkt geschiittelt. Anschlieend
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4.000 upm fiir 25 Minuten bei 4 °C geerntet.

Loslichkeitstest

Bevor ein kloniertes Konstrukt im groflen Maflstab exprimiert wurde, wurde jeweils ein Ex-
pressionstest mit verschiedenen Expressionsstimmen und bei unterschiedlichen Temperaturen
durchgefithrt. Im Anschluf3 daran zeigte ein Loslichkeitstest, ob das Protein in loslicher Form
oder als Einschluikérper (inclusion bodies) exprimiert wurde.
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Dazu wurde das Pellet von 1 ml der nach der Anleitung in Abschnitt 4.2.3 gewonnenen F.coli-
Zellen in 400 pl Lysispuffer (100mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8) resuspendiert und die Zellen
mittels Ultraschall aufgeschlossen und anschlieBend abzentrifugiert. 20 ul des Uberstandes wurden
mit 5 ul 4x SDS-Auftragspuffer versehen und das Pellet wurde in 500 pul 2x SDS-Auftragspuffer
resuspendiert. Anschliefend wurden die Proben bei 95 °C 5 min lang aufgekocht und auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Je nach Ergebnis wurde mit dem Uberstand oder dem Pellet weitergearbeitet.

Abbau- und Aggregationstest

Um einen Uberblick iiber einen eventuellen Proteinabbau durch Proteasen und eine Aggregation
des Proteins zu erhalten wurde ein Abbau- und Aggregationstest angesetzt. Dazu wurde eine
Probe sofort mit Auftragspuffer versetzt und aufgekocht, weitere Proben wurden vorher iiber
Nacht bei Raumtemperatur und bei 37 °C und eine Probe 2 Tage lang bei 37 °C stehen gelassen.
Anschliefend wurden die Proben jeweils einmal mit reinem, nicht reduzierendem SDS-PAGE-
Probenpuffer und mit reduzierendem [-Mercaptoethanol-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und
auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Analyse der SDS-PAGE erlaubte Aufschluf} iiber das Aggrega-
tionsverhalten und die Tendenz zu proteolytischem Abbau des Proteins.

4.2.4 Derivatisierung der Proteine mit Selenomethionin

Fiir die Phasierung bei der Strukturlosung des bappS4-Konstruktes wurden Schweratomderivate
des Proteins bendtigt. Dies konnte durch den Einbau von Selenomethionin anstelle von Methio-
nin in das Zielprotein erreicht werden. Hierzu wurde das Protein in dem Methionin-auxotrophen
Stamm B834(DES3) iiberexprimiert, der eine Defizienz der Cystathionin-Synthase aufweist und
dadurch eine Inkorporation von SeMet in das Protein ermdglichte. Die Bakterienkultivierung
erfolgte in einem aufwendig herzustellenden Minimalmedium, wodurch die Wachstumszeit deut-
lich verlangsamt wurde und auch die Expressionsrate sank. Die Vorkulturen wurden noch mit
LB-Medium angezogen, anschliefend allerdings zur Entfernung von Methionin abzentrifugiert
(4000 *g, 10 min, 4°C), das Pellet mit 20 ml bidestilliertem und autoklaviertem HoO gewaschen,
erneut abzentrifugiert und das Pellet abschlieend in 20 ml Minimalmedium resuspendiert. Die
Bakterienkultivierung und der Zellaufschluf} erfolgten wie beschrieben.

4.2.5 Aufkonzentrierung

Zur Aufkonzentrierung der gereinigten Proteine wurde die Ultrazentrifugation verwendet. Dabei
wurde die Losung durch Zentrifugation gegen eine Membran gedriickt, welche ein bestimmtes
Ausschluivolumen besafl. Proteine oberhalb des Ausschlufivolumens konnten die Membran nicht
passieren und somit aufkonzentriert werden.

4.2.6 Chromatographische Methoden

Fiir die Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli wurden alle verwendeten Puffer sterilfil-
triert und entgast.

Affinitatschromatographie

Bei der Affinitétschromatographie beruht der Trennungseffekt auf der Affinitdt des Zielproteins
bestimmte Interaktionspartner zu binden, wihrend der Grofiteil der im Zellaufschlufl enthalten-
den Proteine diese Affinitdt nicht besitzt. Im Rahmen dieser Arbeit kamen verschiedene Sdulen
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zum Einsatz, die nach diesem Prinzip funktionieren. Fiir die C-terminale und N-terminale Hélfte
der APP-Ektodoméne wurde eine NINTA-Saule fiir die Reinigung verwendet. Der bei der Klonie-
rung angehéngt Histidin-tag konnte an das Séulenmaterial der NINTA-Sdule binden und mittels
eines Stufengradienten mit Imidazol wieder eluiert werden. Bei der Reinigung des Vollldngenkon-
struktes iiber eine Heparin-Bindesdule wurde ein NaCl-Gradient von 1,5% pro Sdulenvolumen
angesetzt und die Elution des bappS1-Konstruktes von der mit Kupfer immobilisierten S#ule
erfolgte ebenfalls mittles eines Imidazol-Stufengradienten.

GroBenausschluB-Chromatographie (Gelfiltration)

Als abschlielender Reinigungsschritt wurde stets eine Groflenausschlufichromatographie durch-
gefithrt. Die Matrix der verwendeten Sdulen bestand aus einem dreidimensionalen Netzwerk mit
definierter Porengréfie, wodurch Kleine Molekiile in die Poren der Matrixkiigelchen eindringen
und auf der Séule zuriickgehalten werden konnten, wihrend dies groflen Molekiilen nicht moglich
war. Dadurch konnte eine Trennung aufgrund der Gréfle der Proteine erfolgen. Fiir die Aus-
schlufichromatographie, wurden je nach den zu trennenden Groéfienbereichen eine Superdex 200
oder eine Superdex 75 26/60, verwendet. Die Saule wurde in mindestens 1,5 SV des jeweiligen
Laufpuffers dquilibriert. Das maximale Probenauftragsvolumen betrug 5 ml. Die Elution erfolgte
mit 360 ml Laufpuffer und einer Flufirate von 1- 2ml/min. Es wurden Fraktionen von 1ml ab
einem Elutionsvolumen von 100 ml gesammelt.

4.3 Proteinanalytik

4.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der SDS-PAGE wandern Proteine entsprechend des Logarithmus ihres Molekulargewichts
unterschiedlich schnell. Das den SDS-PAGE-Proben zugegebene SDS, das im Verhéltnis 1:1,4
(SDS:Aminosiure) gebunden wird, verleiht dem Protein eine negative UberschuBladung. Wird
ein elektrisches Feld angelegt, wandern die Proteine in Richtung Anode. Sie kénnen dann mittels
verschiedener Farbemethoden sichtbar gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 12
und 15 %ige Polyacrylamidgele mit Trenngel und Sammelgel verwendet. Zur Auftrennung wurde
ein elektrisches Feld mit einer Stromstérke von 30 mA pro Gel angelegt. Anwendung fanden die
SDS-Gele vor allem zur Kontrolle des Reinigungserfolges. Die Losung der Proteine erfolgte, falls
nicht anders angegeben in 4x SDS-PAGE-Probenpuffer. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden
die Ansitze 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht, um eine vollstéindige Denaturierung der Proteine zu
erreichen.

4.3.2 Farbemethoden

Coomassie

Polyacrylamidgele wurden mit Coomassie-Féarbelosung iibergossen, einige Sekunden in der Mi-
krowelle aufgekocht und fiir 1545 Minuten gefarbt. Anschliefend wurde die Farbelosung abge-

gossen, das Gel kurz mit dest. Wasser gewaschen und zusammen mit der Entfirberlosung kurz
in der Mikrowelle aufgekocht. Es wurde 2—24 Stunden im Entfarber entfirbt.
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Silberfarbung

Ein SDS-Polyacrylamidgel wurde fiir 4-12 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schiittler in
einem Ethanol-Essigsdure-Wasser-Gemisch (30:10:60) inkubiert und anschlieflend gut mit destil-
liertem Wasser abgespiilt. Es folgte zweimal eine halbstiindige Inkubation in 30 %igem Etha-
nol und dreimal ein 10 miniitiger Waschschritt mit destilliertem Wasser. Eine frisch angesetzte
0,1 %ige Silbernitrat-Losung wurde zugegeben, nach einer halben Stunde abgegossen und das Gel
unter flieBendem, destilliertem Wasser mindestens 20 Sekunden lang gespiilt. SchlieBlich wurde
das Gel mit einer frisch angesetzten 2,5 %igen Natriumcarbonat-Losung mit 0,02 % Formaldehyd
(pH iiber 4) entwickelt und mit 5 %iger Essigsidure abgestoppt.

4.3.3 Probenvorbereitung zur Edman-Sequenzierung

Das vorgereinigte Protein wurde auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Der
Reaktionsaufbau entsprach dabei den Angaben in der Tabelle 4.2.

Tabelle 4.2: Aufbau eines Blots
Schicht ‘ Inhalt & Puffer

4 (oben) | 9x Whatman-Filterpapier (in Transferpuffer getrinkt)
3 Gel

2 Membran (in 60%igem Methanol getrinkt)

1(unten) | 6x Whatman-Filterpapier (in Transferpuffer getrénkt)

Die negativ geladenen Proteine wurden dabei auf eine PVDF-Membran iibertragen. Das Blotting
erfolgte bei einer konstanten Stromstérke von 100 mA fiir 90 Minuten. Die geblottete Membran
wurde etwa 10 Minuten in der Féarbeltsung geschwenkt und danach entfirbt. Dann wurde der
Blot getrocknet, die interessierende Proteinbande ausgeschnitten und zur Sequenzierung mittels
Edman-Abbau geschickt.

4.3.4 N-terminale Sequenzierung nach EDMAN

Nach der Methode des EDMAN-Abbaus (Edman and Henschen, 1975) wurde die N-terminale
Aminosdure mit Phenylisothiocyanat umgesetzt. Durch schwach saure Bedingungen wurde die N-
terminale Aminsoséure abgespalten, die sich schliefflich in eine Phenylthiohydantoin-Aminosiure
umlagerte. Nach einer HPLC-Auftrennung wurde die Aminoséure durch Vergleich mit einem ge-
trennten Standard-Aminosduregemisch identifiziert. Die Sequenzierung wurde freundlicherweise
von Herrn Dr. Mann und Reinhard Mentele am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried
durchgefiihrt.

4.3.5 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) erlaubt mit einer sehr hohen Genauigkeit die Bestimmung von
Proteinmassen. Ermittelt wird die Ionenmasse in der Gasphase, eigentlich das Verhiltnis von
Masse zu Ladung. Analytische Ionen kénnen aus der Losung oder als Feststoff in die Gasphase
iiberfiithrt werden, wie zum Beispiel bei der Elektrospray-MALDI (matriz assisted laser desorbtion
ionisation). Dabei werden die Molekiile, die ionisiert werden, nicht zerstort. Die Ermittlung des
Molekulargewichts von gereinigtem Protein wurde freundlicherweise von Frau Elisabeth Weyher
am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried durchgefiihrt.
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4.3.6 Circular Dichroismus

Eine der wichtigsten Methoden zur Konformationsanalyse von Polypeptiden ist der Circular
Dichroismus (CD). Sofern sich in der Nachbarschaft eines Chromophors Asymmetriezentren be-
finden, wird links- und rechts circular polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbiert. Der
Carbonyl-Chromophor der Peptidbindung befindet sich in asymmetrischer Umgebung. Daher
werden im UV zwei CD-aktive Elektroneniibergiéinge, ein schwacher nm*-Ubergang und ein starker
nr*-Ubergang beobachtet. Die Wechselwirkung des eingestrahlten circular polarisierten Lichts
mit den Elektronen der Peptidcarbonyl-Gruppe héngt von der Lage der Carbonyl-Gruppe und
damit der Konformation ab. Rechtsgingig a-helikale Polyaminosduren liefern CD-Spektren mit
negativen Banden bei A = 223nm (n7*-Ubergang) und A = 207 nm und einer positiven Bande
bei A = 193 nm. Die beiden kiirzerwelligen CD-Banden gehéren zum Carbonyl-rn*-Ubergang,
welcher infolge der Helix in zwei Komponenten aufspaltet. Polypeptide, die bei A = 215 - 220 nm
ein Minimum (n7*-Ubergang) und bei A = 195nm ein Maximum besitzen (77*-Ubergang), ha-
ben dagegen eine antiparallele 8-Faltblatt-Konformation. Auch die ungeordnete Konformation
eines Peptids spiegelt sich in einem charakteristischen CD-Spektrum wider. Die Auswertung des
CD-Spektrums eines Proteins erfolgt durch Vergleich mit Standards bekannter Strukturen. Die
Konformationsanteile kénnen prozentual berechnet werden. Fiir eine CD-Messung wurden 200 pl
Protein mit einer Konzentration von 150 #g/m1 eingesetzt.

4.3.7 Analytische Ultrazentrifugation

Zur Bestimmung der Masse und des Oligomerisierungsverhaltens der S-APP-Konstrukte wurde
die Methode der Ultrazentrifugation angewendet. Dabei kann unterschieden werden zwischen dem
Sedimentationslauf, der eine apparente Masse in Abhéngigkeit vom hydrodynamischen Radius
bestimmt, und dem Gleichgewichtslauf, der eine Massenbestimmung absolut unabhingig vom
hydrodynamischen Radius moglich macht. Die Zentrifugationen wurden bei 4 °C {iber etwa 72h
(bis zur Einstellung des Gleichgewichts) bei einer Geschwindigkeit von 13000 rpm durchgefiihrt.
Fiir die Auswertung wurde das Programm Origin single (Origin v 3.78) der Software XLA-
Data Analysis (Beckman) verwendet. Diese Arbeiten wurden freundlicherweise von Frau Valerie
Grimminger von der Technischen Universitidt Miinchen durchgefiihrt.

4.3.8 Antikorper-Farbung

Die Proteinproben wurden auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und nach den Angaben in
Abschnitt 4.3.3 geblottet, jedoch nicht geférbt. Vor der Reaktion mit Antikérpern mussten un-
spezifische Proteinbindungsstellen der Blotmembran mit einem Blocker abgeséttigt werden. Dies
wurde durch eine 1-16 stiindige Inkubation in TBS-Puffer mit 5 % Magermilchpulver erreicht.

Anschlieflend wurde die Magermilchlésung verworfen und die Membran dreimal je 5 min mit 20 ml
reinem TBS-Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation {iber 1h in einer frisch angesetzten
Losung aus 20ml TBS-Puffer + 7pl des priméren Antikérpers (Anti-His). Dabei kam es zur
Bindung des Anti-His-Antikorpers an den His-tag des klonierten Proteinfragments. Um nicht
oder nur unspezifisch gebundenen Antikorper zu entfernen folgten wieder drei Waschschritte
von je 5 min mit 20 ml reinem TBS-Puffer. Nachfolgend wurde die Membran eine Stunde in 20 ml
TBS-Puffer + 2 ul des sekundéiren Antikoérpers (Anti-Maus) inkubiert. Dabei kam es zur Bindung
des Anti-Maus-Antikorpers an den schon an das Protein gebundenen Anti-His-Antikorper. Nicht
oder nur unspezifisch gebundende Antikérper wurden wiederum mit drei Waschschritten entfernt.

Da der zweite Antikorper eine kovalent gebundene Alkaline Phosphatase trigt, die die Farbung
von INT/BCIP katalysiert, lieB sich somit die Existenz bzw. Lage des Proteinfragments mit
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His-tag sichtbar machen. Dazu wurde die Membran in eine frisch angesetzte Losung aus 10 ml
AP-Puffer + 200 pul INT/BCIP tiberfithrt und gewartet, bis die entsprechenden Banden angefirbt
wurden. Eine Abstoppung der Reaktion erfolgte durch Abkippen der Farbelosung und Waschen
der Membran in Wasser.

4.3.9 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV-Absorption

Sowohl die Peptidbindungen als auch die Seitenketten von Aminosiuren sind fiir die Absorption
eines Proteins verantwortlich. Dabei absorbieren die aromatischen Aminosduren Phenylalanin,
Tryptophan und Tyrosin vor allem im Bereich zwischen 230 und 300 nm. Zur Konzentrations-
bestimmung von Proteinlésungen wurden UV-VIS-Spektren im Wellenlédngenbereich von 240 bis
320 nm aufgenommen. Die Proteinkonzentration konnte dann mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetzes durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt werden.
Lambert-Beer’sches Gesetz: A=¢c¢-c-d=¢/M-cpr-d
Absorption bei 280 nm
molarer Extinktionskoeffizient €280 um[M~tem™]
Proteinkonzentration [M]
Schichtdicke der Kiivette [cm]
Molekulargewicht [&/mol]

cyr: Proteinkonzentration [g/1]

E/M: A280nm70,1%alcm
Die Extinktionskoeffizienten fiir die in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden mittels des
wExpasy Tools* (http://www.ezpasy.ch/tools) bestimmt.
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4.4 Kiristallisation

Voraussetzung fiir die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen mittels Rontgen-
strukturanalyse sind hochgeordnete Einkristalle ausreichender Grofle. Bis heute ist es allerdings
nicht moglich, geeignete Bedingungen fiir die Kristallisation eines Proteins vorherzusagen. Die
Ziichtung von Proteinkristallen ist daher ein empirischer und extrem zeitintensiver Vorgang. Die
am haufigsten verwendeten Methoden zur Kristallisation beruhen auf dem langsamen Entzug
von Losungsmittel aus einer Proteinlésung, wodurch sich die Konzentration des zugesetzten Fél-
lungsmittels erhoht (vgl. Abb. 4.1). Wird die Loslichkeitsgrenze iiberschritten, kénnen sich in der
iiberséttigten Losung Kristallkeime bilden. Durch das Wachsen der Kristalle sinkt die Protein-
konzentration, und das System geht im Idealfall in die metastabile Phase {iber.

A

labile Region
Keimbildung und Wachstum

" metastabile Region
Keimwachstum .

Proteinkonzentration

ungesittigte Region
Keimauflosung

Fallungsmittelkonzentration

Abbildung 4.1: Phasendiagramm der Kristallisation (McPherson, 1990)
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In dieser Phase werden keine weiteren Kristallisationskeime gebildet, das Kristallwachstum schrei-
tet jedoch fort. Die Bildung von Kristallen wird durch eine Vielzahl von Parametern beeinflusst
wie der Protein-, Fallungsmittel- und Salzkonzentration, den verwendeten Puffersubstanzen, dem
pH-Wert und der Temperatur (Gilliland and Ladner, 1996). Eine systematische Variation aller
Parameter ist aufgrund des dazu notwendigen Zeit- und Materialaufwandes kaum moglich. Da-
her wird bei der Suche nach initialen Kristallisationsbedingungen in Reihenexperimenten (sog.
screenings) der vieldimensionale Parameterraum punktuell abgetastet (Carter and Carter, 1979;
Cudney et al., 1994). Haufig wird dabei ein screening verwendet, das auf der statistischen Analyse
erfolgreicher Kristallisationsbedingungen basiert (Jancarik and Kim, 1991). In der Zwischenzeit
sind von zahlreichen Herstellern eine ganze Reihe solcher screenings kommerziell erhéltlich. Als
Fallungsmittel dienen dabei Salze, organische Losungsmittel oder auch l6sliche Polymere wie
Polyethylenglycol (PEG). Proteinkristalle aus den initial erhaltenen Bedingungen kénnen durch
eine feinere Variation der Parameter optimiert werden. Zusétzlich kann die Kristallisation durch
Einfithrung gezielter Mutationen an der Proteinoberfliche beeinflufit werden.

4.4.1 Kiristallisation mittels Dampfdiffusion

In dieser Arbeit wurde fiir die Proteinkristallisation die Sitztropfenmethode (sitting drop) ver-
wendet, dabei handelt es sich um eine Variante der Gasphasenmethode (McPherson, 1990). Die
Proteinlésung wird in diesem Fall mit Kristallisationspuffer in einem Tropfen gemischt und iiber
der Reservoirlosung auf ein Plateau gesetzt (vgl. Abb. 4.2). Durch Abkleben mit transparentem
Klebeband entsteht ein geschlossenes System, wobei die Konzentration an Féallungsmittel und
Salzen im Tropfen geringer ist als im Reservoir. Uber Dampf-Diffusion wird dem Tropfen Was-
ser entzogen und so die Konzentration von Fallungsmittel, Salzen und Protein langsam, bis zur
Ubersittigung erhoht. Ist die iiberséttigte Phase erreicht, kénnen sich Kristalle bilden. Bei der
Suche von initialen Kristallisationsbedingungen wurden zum Teil per Hand 24-well-Platten oder
mit einem Cartesian-Roboter 96-well-Platten pipettiert. Dazu wurden 300 bzw. 100 ul (24-well
bzw. 96-well Platten) Reservoirpuffer vorgegeben und ein Tropfen mit je 1 bzw. 0.2 ul Proteinls-
sung auf das Plateau gesetzt und mit der gleichen Menge Reservoirpuffer vermischt. Die fertigen
Kristallisationsansidtze wurden bei konstant 20°C bzw. 4°C aufbewahrt und in regelmifigen
Abstidnden mit einem Lichtmikroskop auf Kristalle untersucht.

Proteinldsung
mit Kristall

Crystal Clear Tape

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Sitztropfen-Methode

4.4.2 Kristallmontage

Fiir rontgenkristallographische Untersuchungen miissen die Proteinkristalle aus der Mutterlauge
entfernt werden. Da die Kristalle aber einen hohen Solvensgehalt besitzen, miissen sie wahrend der
Messung vor dem Austrocknen geschiitzt werden. Fiir Messungen bei Raumtemperatur geschieht
das durch Montage in einer silikonisierten Kapillare aus Quarzglas (Durchmesser 0.5 - 0.7 mm).
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Dafiir wurde der Kristall in die Kapillare gesaugt, zusétzlich etwas Mutterlauge eingefiillt, der
Kristall mittels Filterpapier oder einer diinneren Kapillare trocken gelegt und die Kapillare mit
Hartwachs verschlossen (vgl. Abb. 4.3).

Fiir lange Messreihen bzw. Messreihen mit hoher Intensitit des Rontgenstrahls (z.B. am Synchro-
tron) war diese Methode nicht geeignet, da sie keinen Schutz vor Strahlenschiden bietet. Durch
Absenkung der Temperatur auf 100 K konnten die Strahlenschiden minimiert werden (Rodgers,
1994). Dafiir wurden die Kristalle in einer vorgefertigten Nylonschleife (cryo-loop) montiert und
im kalten Stickstoffgasstrom gefroren (vgl. Abb. 4.4). Der Durchmesser der verwendeten Nylon-
schleifen (Durchmesser 0.1 - 1.0mm) wurde dabei etwas grofler als die grofite Kristalldimension
gewdhlt. Zur Vermeidung von Eiskristallen, die storende Reflexe hervorrufen und den Protein-
kristall beschéidigen kénnen, wurden dem Puffer Kryoprotektanzien zugesetzt.

Flussigkeitssiule Hartwachssiegel
i T
() ;H A ] | |
Kristall mit Resten Kapillare aus
von Mutterlauge Quarzglas

Abbildung 4.3: Kristallmontage in Kapillare, zur Messung bei Raumtemperatur.

Kristall im
Cryo-loop

\

J Kaltstrom N2

] Trockenluft

Goniometer

Abbildung 4.4: Kristallmontage in einer Nylonschleife zur Messung bei 100K. Zur Vermeidung von Eisbildung
ist der Stickstoffstrom von einem Trockenluftstrom umgeben.

4.5 Rontgenkristallographische Methoden

4.5.1 Kristallgitter und Kristallsymmetrie

Ein Kristall ist ein regelméfBiger, sich aus periodisch wiederholenden Einheiten (Elementarzellen)
aufbauender dreidimensionaler Kérper. Die Elementarzelle wird durch die drei sie aufspannenden
Einheitsvektoren a , b , ¢ mit den Achsenldngen a, b, ¢ sowie deren eingeschlossene Winkel «,
B, v beschrieben. Anhand der Beziehungen zwischen Achsenldngen und Winkeln der Elementar-
zelle sowie der Symmetrien lassen sich sieben Kristallsysteme unterscheiden: triklin, monoklin,
orthorhombisch, tetragonal, trigonal, hexagonal und kubisch. Durch Kombination der Kristall-
systeme mit den drei moglichen Kristallpackungen (primitiv, innen- und flichenzentriert) erhélt
man die 14 Bravaisgitter. Die Molekiile stehen durch Symmetrie-Elemente wie Inversionszentren,
Drehachsen, Spiegelebenen, Schraubenachsen und Gleitspiegelebenen zueinander in Beziehung.
Die Symmetrie-Elemente werden durch Symmetrie-Operationen beschrieben und deren Anwen-
dung auf eine asymmetrische Einheit erzeugt die Elementarzelle. Fiir die Rontgenstrukturanalyse
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ergibt sich daraus, dass es ausreichend ist, die atomare Anordnung in der asymmetrischen Ein-
heit zu bestimmen. Die drei Symmetrieoperationen Inversion, Drehung und Spiegelung enthalten
im Gegensatz zur Schraubenachse und Gleitspiegelung keine Translationskomponente. Durch
Kombination dieser sogenannten Punktsymmetrien werden die 32 Punktgruppen gebildet, die
mogliche Symmetrien von Molekiilen beschreiben. Aus der Kombination der Punktgruppen und
der Translationssymmetrie eines Kristalls ergeben sich die 230 kristallographischen Raumgrup-
pen (International Tables for Crystallography, 1996). Aufgrund der Chiralitéit der Aminosiduren
treten bei Proteinkristallen jedoch keine Inversionszentren und Spiegelebenen auf. Daher gibt
es fiir Biomakromolekiile lediglich elf Punktgruppen und 65 kristallographische Raumgruppen
(Drenth, 1999), die sogenannten Bio-Raumgruppen.

4.5.2 Bestimmung der Molekiilanzahl in der asymmetrischen Einheit

Die Packungsdichte von Proteinkristallen bewegt sich innerhalb eines begrenzten Bereichs. Da-
her kann in vielen Féllen die Anzahl z der Proteinmolekiile in der asymmetrischen Einheit ohne
Kenntnis der Kristallstruktur bestimmt werden. Aus den Parametern der Elementarzelle wird
dazu der von Matthews (1968) eingefiihrte Packungsparamter Vj; fiir verschiedene Werte z be-
rechnet (vgl. Gleichung 4.5.1). Durch Vergleich mit einer Statistik bekannter Proteinkristall-
strukturen kann z relativ gut bestimmt werden. Im allgemeinen wird fiir cytosolische Proteine
ein Packungsparameter von 1.7 bis 3.5A%/Da erwartet, meist liegt er um 2.4 A%/pa (Kantardjieff
and Rupp, 2003) mit einem Solvensgehalt von ca. 50 %.

VEz
Vi = M. zon (4.5.1)
Ve Packungsparameter
VEz: Volumen der Elementarzelle
M,:  Molekulargewicht [Da]
n: Zahl der asymmetrischen Einheiten pro Elementarzelle
zZ: Zahl der Molekiile pro asymmetrische Einheit

4.5.3 Rontgenstrahlung

Als Rontgenstrahlung werden elektromagnetische Wellen der Wellenlénge 10 bis 0.1 A (1-120 keV)
bezeichnet. Fiir die Rontgenstrukturanalyse von Proteinen wird eine geeignete monochromatische
Rontgenstrahlung von etwa 1 A Wellenldnge bendtigt. Diese Strahlung 148t sich auf verschiedene
Arten erzeugen. Im Labor werden Drehanoden-Rontgengeneratoren verwendet. Hierbei werden
Elektronen aus einem Glithdraht (Filament) emittiert und treffen, nachdem sie durch ein elek-
trisches Feld von 45kV beschleunigt wurden, auf eine Kupferanode. Die Anode muf} ausreichend
gekiihlt werden, da der {iberwiegende Anteil der Strahlung durch strahlungslose Absorption ver-
loren geht. Mit Hilfe von Nickel-Filtern oder Graphitkristallen wird aus der emittierten Ront-
genstrahlung monochromatische CuKa-Strahlung mit einer Wellenldnge von 1.5418 A erhalten.
Diese Strahlung wird iiber einen Kollimator direkt auf den zu untersuchenden Proteinkristall
gelenkt.

In dieser Arbeit wurde eine Kupfer-Drehanode der Firma Rigaku verwendet. Bei dieser Anode
wird die CuKa-Linie mit einem Graphit-Monochromator selektiert. Der Rontgengenerator wurde
mit einer Spannung von 50kV und einer Stromstérke von 100 mA betrieben. Da diese Réntgen-
strahlung jedoch nicht ausreicht, um qualitativ hochwertige und hochaufgeloste Datenséitze zu
erzeugen, wird zunehmend Synchrotronstrahlung, die in Teilchenbeschleunigern zur Verfiigung
steht, verwendet. Dort werden Elektronen oder Positronen im Hochvakuum auf einer Kreisbahn
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auf relativistische Geschwindigkeiten (1-6 GeV) beschleunigt, wobei tangential Synchrotronstrah-
lung freigesetzt wird. Die Ablenkung der Elektronen erfolgt dabei durch starke Magneten. Bei
jeder Richtungsénderung im Magnetfeld entsteht Strahlung im Wellenldngenbereich von harter
Rontgenstrahlung (0.01 nm) bis zu sichtbarem Licht (600 nm). Die gewiinschte Wellenléinge kann
durch Einkristallreflektion sehr genau eingestellt werden. Diese Variabilitidt der Wellenlénge ist
eine Voraussetzung fiir die hier angewendete Phasenbestimmung nach der Methode der mul-
tiplen anomalen Dispersion (MAD). Die Synchrotron-Messungen wurden an den Mefstationen
(beamlines) BW6 am DESY in Hamburg und Id14 am ESRF in Grenoble durchgefiihrt.

4.5.4 Theorie der Rontgenstreuung

Die Rontgenstrukturanalyse beruht auf der Streuung von Rontgenstrahlung an Materie. Die
Elektronen des Streuers werden dabei durch die elektrische Komponente des elektromagneti-
schen Wechselfeldes der Welle in Schwingung versetzt. Die angeregten Elektronen stellen selbst
oszillierende Dipole dar, die ihrerseits eine Sekundérstrahlung emittieren, welche die gleiche Wel-
lenléinge und eine definierte Phasenbeziehung zu der Primérstrahlung besitzt. Diese elastische
Streuung wird als kohérente oder Thomsonstreuung bezeichnet. Das Auftreten von inkohérenter
Streustrahlung mit verminderter Frequenz (Compton Streuung) wird bei der Rontgenstruktur-
analyse vernachléssigt. Bei der Rontgenstrukturanalyse liegt die Wellenldnge der verwendeten
Strahlung in der Groflenordnung der Bindungsabstéinde der Atome im Protein und die Streuer
sind periodisch angeordnet, daher kommt es zu Interferenzerscheinungen der kohérenten Sekun-
darstrahlung. Das Interferenzbild (Reflexmuster) héingt dabei von der Elektronendichteverteilung
der streuenden Materie im Kristall ab. Die Symmetrie des Reflexmusters wird durch die Symme-
trie des Kristallgitters bestimmt, wiahrend die Intensitéit der Reflexe von der Elektronendichte-
verteilung innerhalb der asymmetrischen Einheit abhéngt. Ein Modell zur Veranschaulichung des
Streuvorgangs, bei dem die Rontgenstrahlung als ebene Welle betrachtet wird, ist in Abbildung
4.5 dargestellt. Besitzt die einfallende Primérstrahlung den Richtungsvektor ky und die gestreute
Welle den Richtungsvektor k mit dem gleichen Betrag 2%, so ergibt sich die Streuamplitude E
am Ort R, nach Gleichung 4.5.2; durch Integration iiber alle Volumenelemente im streuenden
Materiepartikel mit der Elektronendichte pe;(7).

E = const - ¢i@t=FR) / per(7) - k=Rl gy (4.5.2)

Vol

w=2%: Kreisfrequenz w und Wellenléinge A der Réntgenstrahlung

t: Zeit

ko: Wellenvektor des einfallenden Strahls mit |ko| = 2%
k: Wellenvektor des gestreuten Strahls mit |k| = 2%
Pel(7): Elektronendichte am Ort r

Die Terme vor dem Integral enthalten physikalische Informationen iiber die Ausbreitung der
ebenen Welle. Das Integral enthiilt Informationen iiber die Verteilung der Elektronendichte im
streuenden Volumenelement und wird daher als Strukturfaktor F bezeichnet. Durch die Einfiih-
rung des Streuvektors s mit 27 ergibt sich s=k-kg. Dadurch kann der Strukturfaktor zu folgender
Form vereinfacht werden:

F(5) = pet(7) - 257 drr (4.5.3)
Vol
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der Rontgenstreuung an Materie. Der einfallende Strahl wird dabei als
ebene Welle betrachtet, die in Richtung des Detektors gestreut wird.

In Gleichung 4.5.3 wird die ortsabhiingige Elektronendichte pe;(r) aus dem realen Raum in den re-
ziproken Raum, der vom Streuvektor s abhidngigen komplexen Strukturfaktoren F(S), iiberfiihrt.
Mathematisch gesehen stellt dieses Integral eine Fourieranalyse dar. Bei der Rontgenstreuung an
Kristallen kommt es nur dann zu positiven Interferenzen, wenn die Phasenverschiebung zwischen
gestreuten Sekundérwellen ein Vielfaches von 27 ist. Daraus resultieren die Laue-Bedingungen:

G-s=hb-s=khkl=...,—2,-1,01,2,...¢-s=1 (4.5.4)

Die ganzen Zahlen h, k und 1 werden als Millersche Indizes bezeichnet. Anschaulich betrachtet
beschreiben sie Netzebenen im realen Raum (siehe unten). Durch die Darstellung des Ortsvektors
r in fraktionellen Koordinaten des realen Raums und Beriicksichtigung der Laue-Bedingungen
wird Gleichung 4.5.3 in folgende Form iiberfiihrt:

1 1 1

F(hkl) = Vgz / / / per(,y, z) - 2 TTRYHE) gy 2 (4.5.5)
=0 y=0 2=0

Fine anschauliche, wenn auch physikalisch stark vereinfachende Erkldrung der Streuung von
Rontgenstrahlen an einem Kristall liefert das Braggsche Gesetz (Bragg and Bragg, 1913).

nA = 2dpiSinOp (4.5.6)

n: 1,2.3,...

Al Wellenléinge [A]

dpri: Netzebenenabstand

Onki:  Glanzwinkel des Reflexes hkl [°]

Das Braggsche Gesetz behandelt den Streuvorgang als Reflexion der unter dem Glanzwinkel
Ok einfallenden monochromatischen Rontgenstrahlen an den sogenannten parallelen Netzebe-
nen. Diese verlaufen durch die Gitterpunkte des Kristallgitters und werden durch die Millerschen
Indices hkl beschrieben. Eine positive Interferenz der an unterschiedlichen Ebenen mit Abstand
dpr gestreuten Rontgenstrahlung tritt dann auf, wenn der Gangunterschied ein ganzzahliges
Vielfaches der Wellenlénge ist. In Abbildung 4.6 wird das Braggsche Gesetz graphisch veran-
schaulicht.
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Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der Rontgenstreuung gemifl dem Braggschen Gesetz.

4.5.5 Reziprokes Gitter und Ewaldkonstruktion

Die Millerschen Indizes hkl beschreiben Scharen von parallelen Netzebenen im realen Raum.
Durch die Streuung von Rontgenstrahlen an einer Netzebenenschar entsteht im Fall positiver
Interferenz ein Reflex mit dem Streuvektor s , dessen Linge dem reziproken Ebenenabstand ﬁ
entspricht und der senkrecht zu den streuenden Ebenen steht. Jeder Streuvektor s erzeugt einen
Punkt P(hkl) im sogenannten reziproken Raum. Die fiir § erlaubten diskreten Werte definieren
dabei das reziproke Gitter mit den Basisvektoren &, b und &

s = ha* + kb* + 1" (4.5.7)

Unter Beriicksichtigung der Laue-Bedingungen (vgl. Gleichung 4.5.4) ergibt sich nach Gleichung
4.5.8 eine definierte rdumliche Beziehung zwischen realem und reziprokem Raum. Dabei sind
die Dimensionen des reziproken Raums umgekehrt proportional zu den Dimensionen des realen
Raums. Die Basisvektoren des reziproken Gitters a*, b* und & stehen senkrecht zu den Basis-
vektoren d, b und ¢ des realen Raums, wobei im Fall rechtwinkliger Elementarzellen die Vektoren
beider Systeme kolinear sind.

(4.5.8)

Die Ewaldkonstruktion (Ewald, 1921) stellt eine graphische Darstellung der Braggschen Glei-
chung im dreidimensionalen Raum dar und verdeutlicht den Zusammenhang zwischen realem
Gitter, reziprokem Gitter und dem Auftreten von Rontgenreflexen (vgl. Abbildung 4.7). In der
Ewald-Konstruktion wird der streuende Kristall in den Mittelpunkt der sogenannten Ewaldkugel
mit dem Radius % gelegt. Der Ursprung 0 des reziproken Gitters liegt im Austrittspunkt des
Primérstrahls aus der Ewaldkugel. Ein Reflex wird nur dann beobachtet, wenn der Streuvektor s
des reziproken Gitterpunktes P(hkl) mit der Ewaldkugel zusammenfillt und F(hkl)# 0 ist. Eine
Drehung des Kristalls im Rontgenstrahl bedingt auch eine Drehung des reziproken Gitters, wo-
durch nach und nach alle reziproken Gitterpunkte P(hkl) in den Schnittpunkt mit der Ewaldkugel
gebracht werden. Unter Vernachlédssigung der anomalen Rontgenstreuung besitzt das reziproke
Gitter in Bezug auf die Reflexintensititen im Gegensatz zum realen Kristallgitter ein zusétzliches
Inversionszentrum. Diese Eigenschaft wird durch das Friedelsche Gesetz beschrieben:
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Abbildung 4.7: Darstellung der Ewald-Konstruktion zur Verbindung von realem und reziprokem Raum.

|F(hkl)|> = |F(hkD)|? (4.5.9)

Die Intensitit des Reflexes hkl ist identisch mit der Intensitit des invertierten Reflexes hkl .
Daher muf3 bei der Messung der Reflexintensitéten nur die Hélfte des reziproken Raums erfasst
werden. Durch Symmetrien des Kristallgitters wird das bei der Messung zu erfassende Volumen
des reziproken Raums zusétzlich verkleinert. Das Friedelsche Gesetz gilt jedoch nicht bei anomaler
Diffraktion. Mit Hilfe von anomaler Streuung kann unter Ausnutzung der Intensitétsdifferenzen
der einzelnen Friedel-Paare das Phasenproblem gelost werden.

4.5.6 Temperaturfaktoren

Der in Gleichung 4.5.5 definierte Strukturfaktor F(hkl) kann auch durch die Summe der Beitréige
aller Atome in der Elementarzelle ausgedriickt werden:

N Atom

F(hkl) = Y f(s)-e73B . 27057 (4.5.10)
J

f](-](s): Streufaktor fiir punktférmiges Atom j
B: isotroper Temperaturfaktor (B-Faktor)

Die thermischen Bewegungen der Atome und die statistischen Fehlordnungen im Kristall fithren
zu einer auflgsungsabhingigen Verdnderung der Intensitédten (Debye, 1914), die durch einen Kor-
rekturterm berticksichtigt werden. Dieser wird zusammengefasst im isotropen Temperaturfaktor
B, der auch als isotroper Versetzungsfaktor bezeichnet wird und proportional zum mittleren
Verschiebungsquadrat <u?> der Atome in einer Koordinate ist:

B =8r% < u® > (4.5.11)

Ein mittlerer B-Faktor von 30 A2 entspricht einem mittleren Verschiebungsquadrat von 0,62 A.
Nach Wilson (1949) 148t sich der mittlere Temperaturfaktor aus den gemessenen Intensitdten
abschétzen: )

I(s) > 5in~0O
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Wird der natiirliche Logarithmus des Quotienten aus der gemessenen mittleren Intensitét <I(5)>
und die unter Vernachldssigung thermischer Bewegung berechnete mittlere Intensitéit > ( fJQ)2

J
gegen Si’;# aufgetragen, so lassen sich der Skalierungsfaktor C aus dem y-Achsenabschnitt und
der mittlere Temperaturfaktor B aus der Steigung der Geraden ermitteln.

4.5.7 Fouriertransformation und Phasenproblem

Der Strukturfaktor F(hkl) ist in Gleichung 4.5.5 als Funktion der ortsabhingigen Elektronen-
dichte pe(7) dargestellt. Mathematisch betrachtet handelt es sich bei der Réntgenstreuung an
Kristallen um eine Fouriertransformation der Elektronendichte in den reziproken Raum (Fou-
rieranalyse). Umgekehrt 1a8t sich die Elektronendichte am Ort xyz durch die entsprechende
Riicktransformation (Fouriersynthese) der komplexen Strukturfaktoren berechnen. Dabei kann
das Integral durch eine Summation ersetzt werden, da die Strukturfaktorfunktion geméifl den
Laue-Bedingungen (vgl. Gleichung 4.5.4) nur fiir diskrete Reflexe ungleich Null ist:

1 )
pei(x,y,2) = Vior Z Z Z F(hkl) - e 2milhathy+iz) (4.5.13)
h k 1

Der Strukturfaktor F(hkl) eines Reflexes hkl ist eine komplexe Zahl, die durch Amplitude und
Phase beschrieben werden kann:

F(hkl) = |F(hkl)| - ¢tk (4.5.14)

|F(hkl)|:  Strukturfaktoramplitude
Phkl: Strukturfaktorphase

Die Strukturfaktoramplituden |F(hkl)| sind durch Messung der Reflexintensitéten I(hkl) experi-
mentell zugénglich. Die observierten Intensitéten I,s(hkl) sind dabei proportional zum Produkt

aus den komplexen Strukturfaktoren F(hkl) und ihren konjugiert komplexen Strukturfaktoren
F*(hkl):

Ips(hkl) ~ F(hkl)?> = F(hkl) - F*(hkl) (4.5.15)

Die Phasen ppg; der Strukturfaktoren sind dagegen experimentell nicht direkt zugénglich und
miissen indirekt bestimmt werden. Dies wird als Phasenproblem der Réntgenstrukturanalyse be-
zeichnet. Fiir die Bestimmung der Phasen kommen in der Proteinkristallographie vier Methoden
in Betracht: multipler isomorpher Ersatz (MIR), molekularer Ersatz (MR), multiple anomale
Dispersion (MAD) und direkte Methoden bei atomarer Auflsung.

4.5.8 Datensammlung

Die moglichst genaue und vollstéandige Messung der Reflexintensitéten ist fiir die Rontgenstruk-
turanalyse von entscheidender Bedeutung, da die Qualitidt der gemessenen Daten ausschlagge-
bend fiir den Gang der Strukturlosung und die erreichbare Genauigkeit des Strukturmodells
ist. Fiir die Messungen wurde in dieser Arbeit sowohl CuKa- Strahlung als auch Synchrotron-
Strahlung verwendet. Der Kristall wurde dazu auf einem Goniometerkopf montiert und wéhrend
der Messung in kleinen Winkelintervallen um eine Achse gedreht (Arndt et al., 1973). Nach
jeder Aufnahme wurden die gestreuten und vom Detektor akkumulierten Roéntgenquanten zu-
sammengefasst und die gemessenen Intensitdtswerte zusammen mit den Daten zur Geometrie
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der Messanordnung gespeichert. Zur Detektion der Reflexe wurden zweidimensionale, ortsemp-
findliche Detektoren, wie image plates oder CCD-Detektoren (charge coupled devices) verwendet.
Abbildung 4.8 zeigt eine schematische Darstellung der entsprechenden Messanordnung.

Die Image Plate

Die image plate besteht aus einer Trigerplatte, die mit einer rontgensensitiven Beschichtung aus
Eu?t-dotiertem BaFCl iiberzogen ist. Bei Absorption von Roéntgenquanten werden die Eu3™-
Ionen (sogenannte Farbzentren) in einen metastabilen Zustand angeregt. Das Auslesen einer
image plate erfolgt durch Bestrahlung mit rotem Licht eines Helium-Neon-Lasers, wodurch die
Farbzentren unter Emission von blauem Licht wieder in den Grundzustand zuriickkehren. Die
dabei emittierte Strahlung wird von einem Lichtverstérker (Photomultiplier) detektiert. Vor je-
der Aufnahme (image) miissen eventuell angeregte Farbzentren durch Bestrahlung mit weilem
Halogenlicht geléscht werden.

In dieser Arbeit wurde die image plate der Hausanlage (MAR300, Marresearch) an einer Kupfer-
Drehanode (Rigaku) verwendet. Die Belichtungszeit pro Bild betrug je nach Streukraft der Kris-
talle 10-30 min. Die Kristalle wurden dabei in Winkelintervallen von 0.1-1° pro Bild um den Win-
kel 2¢ gedreht. Die optimalen Datensammlungsparameter wie z. B. Kristall-Detektor-Abstand,
Oszillationswinkel und Belichtungszeit wurden mit dem Programmpaket HKL2000 (Otwinowski
and Minor, 1997) sowie MOSFLM (Leslie, 1991) bestimmt. Dazu wurden zwei bis drei Aufnah-
men bei verschiedenen Winkeln ausgewertet.

CCD-Detektoren

Die Abkiirzung CCD (charge coupled device) kann als ladungsgekoppeltes Bauelement iibersetzt
werden. Dahinter verbirgt sich ein Bildsensor, der in den letzten Jahren sowohl in der Wissen-
schaft als auch in der Unterhaltungselektronik weite Verbreitung gefunden hat. In der Protein-
kristallographie werden CCD-Detektoren vor allem zur Messung mit Synchrotron-Strahlung ver-
wendet. Die einfallende Rontgenstrahlung wird an einer fluoreszierenden Phosphorbeschichtung
in sichtbares Licht umgewandelt, das iiber Glasfaserkabel an einen CCD-Detektor weitergeleitet
wird. Die Licht-Photonen treffen dort auf einen dotierten Silizium-Kristall, der proportional zur
Photonenzahl elektrische Ladungen in Gestalt frei beweglicher Elektronen erzeugt, indem Valen-
zelektronen im Leitungsband angeregt werden und dadurch sogenannte Elektronen-Loch-Paare
entstehen. Die Mindestenergie fiir eine solche Anregung betriagt 1.14 eV. Bis zu einer Energie von
5eV werden einzelne Elektronen-Loch-Paare gebildet. Bei mehr als 5eV kommt es zu multiplen
Paaren. Die in den einzelnen Sensorzellen entstandenen unterschiedlich grofien Ladungspakete
werden nach der Belichtung durch periodische Potentialinderungen an der Elektrodenstruktur
horizontal durch den Siliziumkristall geschoben. Bei jedem Verschiebungsvorgang kommt das je-
weils letzte Ladungspaket am Ausgangsfenster an. Dort befindet sich ein Auswerteverstiarker, der
die enthaltene Ladung erfasst und in eine proportionale Spannung umsetzt, die dann detektiert
wird. Vorteile von CCD-Detektoren liegen in einer extrem schnellen Auslesezeit (Sekunden), in
einer hohen Detektorauflosung und der Vermeidung von anfiilliger Mechanik im Geh#use des
Detektors. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der CCD-Detektor am Synchrotron-Messplatz BW6
in Hamburg sowie an der ID14 des ESRF, Grenoble verwendet.

4.5.9 Prozessierung, Skalierung und Reduktion kristallographischer Daten

Fiir die Prozessierung der Rontgendaten wurde das Programmpaket HKL2000 (Otwinowski and
Minor, 1997) sowie MOSFLM (Leslie, 1991) verwendet. Ziel der Prozessierung und Datenreduk-
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Abbildung 4.8: Messanordnung an der image plate. Der Kristall wird lediglich um die p-Achse gedreht. Der
Cryo-Generator kiihlt den Kristall auf 100 K mittels Stickstoffstrom.

tion ist es, jedem Reflex hkl eine gemittelte Intensitit zuzuordnen. Zunéchst werden auf den
Bildern Reflexe identifiziert, mit denen die Orientierungsmatrix berechnet und die Raumgruppe
bestimmt werden kann. Aus starken Reflexen werden mittlere Reflexprofile errechnet, die zur Be-
stimmung der Intensitéiten aller Reflexe dienen. Die gemessenen Rohintensitédten werden dann um
Absorption, Lorentzpolarisation und andere Faktoren korrigiert. Elementarzellparameter, Kris-
tallorientierung, Messgeometrie und Mosaizitdt werden im Anschluff mit Hilfe starker Reflexe
verfeinert (postrefinement). Das Ergebnis der Prozessierung sind die Intensitéten der integrier-
ten Reflexe sowie deren Standardabweichung. Durch die sich widhrend der Messung &ndernden
experimentellen Bedingungen (schwankende Intensitit des Rontgenstrahls, Strahlenschiden am
Kristall, Anisotropie des Kristalls etc.) wird eine interne Skalierung der Intensitidten notig. Da-
zu werden die Reflexe einer vorgegebenen Anzahl von Bildern mit einem Skalierungsfaktor und
einem auflésungsabhéngigen Exponentialfaktor versehen, so dass mehrfache Messungen eines Re-
flexes moglichst geringe Abweichungen von der gemittelten Intensitéit dieses Reflexes aufweisen.
Nach der Skalierung werden die Intensititen symmetrieiquivalenter Reflexe gemittelt und auf
eine asymmetrische Einheit reduziert. Zur Skalierung und Datenreduktion wurde das Programm
SCALEPACK aus dem HKL2000 Programmpaket (Otwinowski and Minor, 1997) verwendet.
Die verschiedenen MAD-Datensétze, die bei unterschiedlichen Wellenléingen an einem Kristall
gemessen wurden, wurden mit SCALEPACK (Otwinowski and Minor, 1997) auf einen Stan-
dard skaliert und die erhaltenen Intensitdten mit dem Programm TRUNCATE (CPP4, 1994)
in Strukturfaktoramplituden umgerechnet. Als Maf fiir die Datenqualitit werden {iblicherweise
mehrere statistische Werte in Auflésungsschalen angegeben. So ist der fiir symmetrieverwandte
Reflexintensitaten I(hkl) definierte Ryym, ein MaB fiir die Ubereinstimmung mehrfach gemessener,
symmetrisch verwandter und identischer Reflexe:

S S | T(RED)i— < I(hkl); > |
> onkt 2o L (hkL)]

Der héufig verwendete Ry, ist allerdings stark von der gemessenen Anzahl npy; symmetriever-
wandter Reflexe (sogenannte Multiplizitit) abhéngig und kann daher durch die Einfithrung eines
im Bezug auf die Redundanz gewichteten R;,cqs korrigiert werden. Da eine hohe Redundanz
die Datenqualitdt verbessert, ist auch die mittlere Multiplizitdt ein Mafl fiir die Giite der ge-
messenen Daten. Weitere wichtige Werte sind die Vollsténdigkeit der gesammelten Daten sowie
das Signal/Rausch-Verh&ltnis g(I), das durch den Quotienten aus der mittleren Reflexintensi-

Rsym =

(4.5.16)
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tat I und der zugehorigen Standardabweichung o(I) beschrieben wird. Fiir die Skalierung eines
Schweratomdatensatzes auf den nativen Datensatz gilt der isomorphe R-Faktor R;s, (vgl. 4.5.17)
als Giitekriterium. Durch Fehler im Kristall oder durch Umwandlungen treten im Vergleich zu
einem nativen Kristall Anderungen in den Reflexintensitiiten auf, die fiir die Bestimmung initia-
ler Phasen verwendet werden konnen (Green et al., 1954, Crick & Magdoff, 1956). Hierzu wurde
in dieser Arbeit das Programm SCALEIT (CCP4, 1994) verwendet.

R — > onit |[Fra — Fp|
150 —
>kt | FPl

Im allgemeinen besitzen gute Schweratomderivate R;s,-Werte von etwa 10 % bis 30 %. Bei Wer-
ten grofer als 30 % ist mit Nicht-Isomorphie zwischen derivatisiertem und nativem Kristall zu
rechnen. Der auflésungsabhéngige Verlauf der in Gleichung 4.5.18 definierten isomorphen Diffe-
renzen A;s, gibt einen Hinweis auf die Qualitdt eines Derivats. Die isomorphen Differenzen sind
proportional zu den Strukturfaktoren Fp und nehmen daher bei isomorphen Derivaten mit zu-
nehmender Auflésung ab, wohingegen der nichtisomorphe Anteil mit steigender Auflésung gleich
bleibt oder sogar zunimmt (McRee, 1992).

(4.5.17)

DNigo =< ’FPH — Fp‘ > (4518)

4.5.10 Bestimmung nicht-kristallographischer Symmetrie

Die asymmetrische Einheit einer Elementarzelle enthélt alle Informationen, die fiir die Strukturlo-
sung no6tig sind. Durch Anwendung der kristallographischen Symmetrieoperationen der zugrunde
liegenden Raumgruppe 148t sich aus ihr das Kristallgitter aufbauen. Enthélt die asymmetrische
Einheit mehrere identische Molekiile, so werden diese durch lokale, nur innerhalb der asymmetri-
schen Einheit giiltige Symmetrieoperationen ineinander {iberfiithrt. Diese lokale Symmetrie wird
als nichtkristallographische Symmetrie (NCS) bezeichnet. Im Fall von Proteinkristallen handelt
es sich dabei um eine geschlossene Punktgruppensymmetrie, bei der die chiralen Molekiile durch
eine n-zéhlige Rotation ineinander iiberfithrt werden. Analog zur kristallographischen Symme-
trie wird auch die NCS durch einen Rotations-Translations-Operator (sogenannter RT-Operator)
beschrieben. Durch den RT-Operator wird der urspriingliche Koordinatensatz (x¢,yo,Zo) in den
symmetrieverwandten Koordinatensatz (xj,y1,z1) iiberfiihrt:

1 a1l a2 ais x ty
yi | = a1 a2 a3 [-| yo [+ | ty (4.5.19)
z1 asz1 ag2 ass 20 t,

Entsprechend der Rotationsmatrix bewirkt der RT-Operator eine Drehung der urspriinglichen
Koordinaten (xg,y0,z0) um den kristallographischen Ursprung. Durch die anschlieflende Transla-
tion (tg,ty,t;) werden diese Koordinaten dann zu den Zielkoordinaten (x1,y1,z1) verschoben. Je
nach Problemstellung werden nicht-kristallographische Symmetrien auch durch Eulerwinkel o,
und v oder Polarwinkel w, ¢ und x beschrieben (vgl. Abbildung 4.9). Im Fall der Polarwinkel
beschreibt der Winkel w die Verkippung der NCS-Achse von der z-Achse des kartesischen Koor-
dinatensystems in Richtung der x-Achse. Der Winkel ¢ gibt die Drehung dieser Achse um die
z-Achse in Richtung der y-Achse an und der Winkel x beschreibt schliellich eine Drehung um
die so erhaltene Achse.

Der Rotationsanteil R einer NCS 148t sich ohne Phaseninformationen aus den Strukturfaktoram-
plituden bestimmen. Die Pattersonfunktion einer Struktur besteht aus zwei Klassen von Diffe-
renzvektoren: Selbstvektoren zwischen Atomen desselben Molekiils und Kreuzvektoren zwischen
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(b)

Abbildung 4.9: Definition a) der Euler-Winkel «, 8 und 7 sowie b) der Polarwinkel w, ¢ und  zur Beschreibung
einer nicht-kristallographischen Symmetrieachse (Drenth, 1999).

Atomen verschiedener Molekiile. Zur Bestimmung des Rotationsanteils sind nur die Selbstvek-
toren eines Molekiils relevant, wobei diese zum {iiberwiegenden Teil eine geringere Lénge als
die Kreuzvektoren aufweisen. Im Pattersonraum sind die Anfangswerte der Distanzvektoren im
Ursprung positioniert. Die Selbstvektoren, deren relative Anordnung fiir jede Kopie eines Mo-
lekiils bis auf eine Rotationskomponente C identisch ist, liegen innerhalb einer Kugel, deren
Radius Ry der Linge des grofiten Atomabstandes innerhalb eines Molekiils entspricht. Durch
geeignete Wahl des dufleren und inneren Integrationsradius R,,q, und R,,;, werden die meisten
der stérenden Kreuzvektoren sowie die im Urspung angehduften Distanzvektoren der Atome auf
sich selbst (sogenannter Ursprungspeak) ausgeschlossen. Zur Auffindung des Rotationsanteils der
NCS wird die Pattersonfunktion in vorgegebenen Schritten um den Ursprung rotiert. Bei optima-
ler Uberlagerung der urspriinglichen Pattersonfunktion P;(u) mit der um die Rotationsmatrix
C gedrehten Pattersonfunktion Po(Cu) zeigt die von Rossmann & Blow (1962) beschriebene
Rotationsfunktion R(c, 3, v) ein Maximum:

Rmﬂ.l‘
Ra.8.9) = | P@aP(Cidi (4.5.20)
Rmin

Fiir die Berechnung der auch als Selbstrotation bezeichneten Eigenrotationsfunktion wurde das
Programm POLARRFN und GLRF (CCP4, 1994) verwendet. Das Programm berechnet die
Maxima der Rotationsfunktion sowohl in Euler- als auch in Polarwinkeln. Da in der Regel nach
Rotationssymmetrien wie zwei-, drei- oder vierzdhligen Drehachsen gesucht wird, entsprechen
diese NCS-Achsen Werten des Polarwinkels x von 180°, 120° oder 90 °.

4.5.11 Loésung des Phasenproblems

Wie alle elektromagnetischen Wellen, haben Réntgenstrahlen Amplituden- und Phaseninformati-
on. Um eine Elektronendichte zu berechnen, werden beide Informationen benétigt. Leider konnen
nur die Amplituden mittels Intensitéiten gemessen werden, die Phaseninformation geht bei der
Aufnahme des Bildes verloren. Diese Problematik wird in der Kristallographie als das ,,Phasen-
problem* bezeichnet. Anhand von Modellrechnungen konnte gezeigt werden, dass eine korrekte
Phase fiir die Strukturlosung wichtiger ist, als eine korrekte Amplitude. Es gibt verschiedene
Ansitze, das Phasenproblem zu losen. Bei Vorliegen einer homologen und bereits bekannten
Struktur kann diese als Suchmodell zur Phasenbestimmung mittels Molekularem Ersatz (mo-
lecular replacement) verwendet werden. Als weitere Methode existiert die Phasenbestimmung
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durch multiplen isomorphen Ersatz (MIR). Hierbei werden Schweratomverbindungen mit ho-
hen Elektronenzahlen spezifisch an definierten Stellen im Protein gebunden, ohne dass dabei
signifikante Anderungen der Kristallpackung oder der Proteinstruktur auftreten. Dafiir werden
neben dem nativen Datensatz noch ein oder mehr Schweratomderivat-Datenséitze bendtigt. Als
mittlerweile haufigste Methode der Strukturaufklirung neuer Proteinstrukturen wird die MAD-
Methode (multiple anomale Dispersion) verwendet, bei der ein Schweratomderivat bei mehreren
Wellenlédngen gemessen wird.

4.5.12 Phasenbestimmung durch multiple anomale Dispersion (MAD)
Anomale Streuung

Nach Gleichung 4.5.9 werden die Elektronen im Protein als unabhéingig vom Atomkern betrach-
tet. Diese Vereinfachung trifft nicht mehr zu, wenn die Wellenlénge der einfallenden Réntgen-
strahlung im Bereich einer Absorptionskante eines Atoms im Proteinkristall liegt. Die Absorp-
tionskanten der hiufigsten Atome in Proteinen (C, N, O, S) liegen sehr weit entfernt von den
in der Proteinkristallographie gebriuchlichen Wellenléngen. In Anwesenheit von schwereren Ato-
men im Kristall, deren Absorptionskante der einfallenden Strahlung entspricht, unterscheiden
sich die Intensitit der Friedel-Paare, was als anomale Diffraktion bezeichnet wird. Diese Anoma-
lie entsteht dadurch, dass zur kohédrenten Strahlung die inkohérente, welche durch inelastische
Streuung an Elektronen der inneren Schalen emittiert wird, hinzukommt. Dabei sind die Intensi-
tatsunterschiede abhingig vom Atom, das fiir diese anomale Diffraktion verantwortlich ist, und
von der Wellenléinge des Rontgenstrahls. Aus den auftretenden Intensitdtsunterschieden zwischen
den Friedel-Paaren 148t sich schliefflich eine Phaseninformation ableiten. Bei Verwendung von
Synchrotron-Strahlung kann die Wellenléinge zwischen 0,6 und 2 A variiert werden, um die Ab-
sorptionskante des Schweratoms exakt zu erfassen und damit den Effekt der anomalen Streuung
relativ grofl werden zu lassen. Die zur normalen Streuung zusétzlichen Terme sind in Gleichung
4.5.21 dargestellt.

F=F N +i- f WA (4.5.21)

f(\): dispersiver Term
f(\):  Absorptionsterm der anomalen Streuung

Damit ergeben sich folgende Strukturfaktoren:

Fit (hkl) = Fjs (hkl) + Fji (hkl) = Ff (hkl) + Ffi  (hkl) + Ffr ,(hkl) (4.5.22)
Fpyy(hkl) = Fp (hkl) + Fy (hkl) = Fp (hkl) + Fi (hkl) + Fi7 4 (hkl) (4.5.23)

Fpp:  gemessener Strukturfaktor Protein mit Schweratom
Fyn: normaler Anteil des Strukturfaktors des anomalen Streuers
Fya:  anormaler Anteil des Strukturfaktors des anomalen Streuers

MAD-Experiment

Zum genaueren Verstdndnis ist die Auftragung dieser Zusammenhéinge in Abbildung 4.10 dar-
gestellt. Der Unterschied zwischen den beiden Strukturfaktoren F ;5 g und Fpp betrigt genau 2

Fra.
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Abbildung 4.10: Zusammensetzung des Strukturfaktors fiir einen Reflex hkl unter Beriicksichtigung der anomalen
Streuung. Dabei setzt sich Fg aus einem anomalen und einem normalen Anteil des Strukturfaktors des anomalen
Streuers zusammen.

Der anomale Anteil der Streuung liegt bei einem typischen MAD-Experiment an Proteinkristal-
len durchschnittlich im Bereich von 3-5 %, was eine sehr sorgfilltige Datensammlung erforderlich
macht, die oft nur durch eine hohe Redundanz der Daten erreicht wird. Die Differenzen zwischen
den Friedel-Partnern wird Bijvoet-Differenzen genannt. Diese Differenzen kénnen bei den Mes-
sungen bestimmt werden und zur Phasenbestimmung herangezogen werden (Hendrickson, 1985;
Hendrickson et al., 1990). Zur Phasierung werden mehrere Datensétze bei unterschiedlicher Wel-
lenléinge aufgenommen, bei denen die jeweiligen f und f unterschiedliche Anteile haben. Der
wellenldngenabhéingige Verlauf von fund f’ ist in Abbildung 4.11 fiir Selen dargestellt. Zur opti-
malen Ausnutzung der Anteile von f und " wird bei der sog. peak- Wellenldnge (Maximum der
f ,-Kurve) und bei der sog. inflection-point-Wellenlinge (Minimum von f und Wendepunkt von
f /) gemessen. Da diese Wellenléingen sehr dicht beisammen liegen und zudem von der Umgebung
der anomalen Streuer im Protein abhidngen, mufl vor der Datensammlung ein Fluoreszenzscan
am Proteinkristall durchgefiihrt werden, bei dem die Kurven von f und f* experimentell ermittelt
werden konnen. Zusétzlich wird noch ein weiterer Datensatz weit entfernt von der Absorptions-
kante gemessen, der als Referenzdatensatz dient (high oder low energy remote).

Phasenbestimmung

Um die Bindungsstellen der anomalen Streuer zu erhalten, werden die anomalen Differenzen
|Fanol| in eine Differenz-Pattersonfunktion eingesetzt. Die Pattersonfunktion (vgl. Gleichung 4.5.24)
ist eine Fouriersynthese der Reflexintensitdten (Patterson, 1934) und kann ohne Phaseninforma-
tion berechnet werden. Hierbei bezeichnen u, v und w relative Koordinaten in der Elementarzelle.

1
P(u,v,w) = Vior Z F(hkl)? - cos[2m(hu + kv + lw)] (4.5.24)
hkl

Die Funktionsmaxima entsprechen den Abstandsvektoren der Atome in der Elementarzelle. Da
zwischen jedem Paar von Atomen zwei entgegengesetzte Vektoren (jeweils von Atom A nach
Atom B und umgekehrt) existieren, besitzt die Patterson- Raumgruppe im Vergleich zur rea-
len Raumgruppe des Kristalls eine zusétzliche Zentrosymmetrie. In einer Zelle mit N Atomen
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Abbildung 4.11: Wellenldngenabhéngiger Verlauf von f und f’ fiir Selen.

existieren N - (N — 1) unterschiedliche Vektoren. Bei Kristallen mit nur wenigen Atomen in der
Elementarzelle konnen die Positionen aller Atome direkt aus diesen Vektoren bestimmt werden. In
Proteinkristallen ist die Zahl der Atome fiir dieses Vorgehen allerdings viel zu grof3. Es lassen sich
jedoch die Positionen der Schweratome eines Derivats mit Hilfe der Differenz-Pattersonfunktion
bestimmen. Durch den Einbau von nur wenigen Schweratomen an definierte Bindungsstellen im
Protein wird das Problem auf ein Problem mit wenigen Atomen reduziert. Aus der Differenz-
Pattersonfunktion lassen sich also die Positionen der Schweratome ermitteln. Dazu werden die
Bijvoet-Differenzen berechnet (Drenth, 1999).

Die Differenz-Pattersonfunktion P(u,v,w) mit den Koeffizienten |AF,,|? liefert dann die Bin-
dungsstellen der anomalen Streuer.

1
AP(u,v,0) = —— > [AFanol* - cos[2m(hu + kv + lw)] (4.5.25)
Vez
iy Amplitude des Strukturfaktors des Reflexes (hkl)
Fpy Amplitude des Strukturfaktors des Reflexes (hkl)
AFy,, mnormierte Differenz der Strukturfaktoramplituden des Friedelpaares

Die Phasen der Strukturfaktoren F'p des nativen Proteins konnen mit Hilfe der Harker-Konstruktion
(vgl. Abbildung 4.12) bestimmt werden (Harker, 1956). Gemessen werden Fj;; und Fppy. Da sich
die Strukturfaktoren Fpg aus den Anteilen des Proteins und des Schweratoms zusammensetzen
gilt:

Ff = —F} + Fiy (4.5.26)
Fp =—Fy+Fpy (4.5.27)

F ;Ir und Fj; konnen aus den Atompositionen der anomalen Streuer bestimmt werden. Da die rei-
nen nativen Strukturfaktoren F;; und F5, die keinen anomalen Anteil enthalten, aufgrund des
Friedel-Gesetzes (vgl. Gleichung 4.5.9) den gleichen Wert haben miissen, ist dieses Gleichungssys-
tem erfiillt, wenn sich die Kreise fiir —Ff; g+ ;} und -F'p;; + F; schneiden. Die Zweideutigkeit der
Phasen, die wiederum durch die zwei Schnittpunkte der Kreise (vgl. Abbildung 4.12a) zustande
kommt, 148t sich durch die Messung bei einer zweiten Wellenlénge in der Ndhe der Absorptions-
kante des anomalen Streuers (vgl. Abbildung 4.12b) lésen, da die reinen Proteinstrukturfaktoren
F ;,r und Fp unabhéngig von der Wellenléinge sind. Der Vorteil der MAD-Methode ist, dass alle
Datensétze am gleichen Kristall gemessen werden und nur ein Derivat fiir die Phasenbestimmung
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Abbildung 4.12: Harker-Konstruktion zur Phasenbestimmung unter Beriicksichtigung des anomalen Signals. a)
Experiment bei nur einer Wellenlédnge; die Schnittpunkte der beiden Kreise stellen die beiden méglichen Lésungen
fiir Fp dar. b) Experiment bei zwei Wellenléngen; Fp kann nun eindeutig bestimmt werden.

notig ist, und in der Regel keine Non-Isomorphie entsteht. Zusétzlich konnen Selen-Atome als an-
omale Streuer sehr einfach als Selenomethionin inkorporiert werden, was zudem den Vorteil hat,
dass beim anschlieBenden Modellbau sehr einfach an den Selenomethionin-Positionen mit dem
Bau des Modells begonnen werden kann. Zur Lokalisierung der anomalen Streuer wurden in dieser
Arbeit die Programme SHELXD (Schneider and Sheldrick, 2002) und SHAKE&BAKE (Weeks
and Miller, 1999) verwendet. Die Phasierung erfolgte mit dem Programm SHARP (De La Fortelle
and Bricogne, 1997).

4.5.13 Phasenbestimmung durch molekularen Ersatz

Die Methode des molekularen Ersatzes (MR) kann zur Strukturaufklirung von Proteinen ange-
wendet werden, bei denen die Raumstruktur eines dhnlichen Proteins bereits bekannt ist. Proteine
mit einer Sequenzidentitit von mehr als 30 % besitzen mit hoher Wahrscheinlichkeit auch eine
vergleichbare dreidimensionale Faltung (Sander & Schneider, 1991). Aufgrund statistischer Uber-
legungen kann auflerdem davon ausgegangen werden, dass fiir 16sliche, globulére Proteine nur eine
begrenzte Anzahl von etwa 500 bis 1000 Strukturfamilien existiert (Schulz, 1981; Chothia, 1992;
Benner et al., 1997). Da die Zahl der veroffentlichten Proteinstrukturen in den letzten Jahren
stark ansteigt, wird es zunehmend wahrscheinlicher, durch Sequenzvergleiche und Sekundérstruk-
turvorhersagen ein geeignetes Suchmodell fiir die Strukturlésung eines Proteins zu finden. Die
Methode des molekularen Ersatzes ermoglicht es, ein atomares Suchmodell korrekt in der asym-
metrischen Einheit einer unbekannten Kristallstruktur zu platzieren. Bei dieser Suche handelt
es sich um ein 6-dimensionales Problem, das in eine Rotations- und eine Translationssuche un-
terteilt werden kann (Rossmann & Blow, 1962). Das grundlegende Prinzip der Methode ist der
Vergleich der Pattersonfunktionen (vgl. Gleichung 4.5.24) von Suchmodell und Zielmolekiil. Aus
dem platzierten Modell kénnen anschlieBend MR-Phasen bestimmt werden, die zusammen mit
den experimentell gemessenen Strukturfaktoramplituden zur Berechnung der Elektronendichte
herangezogen werden. Fiir eine erfolgreiche Suche ist der Grad der strukturellen Verwandtschaft
zwischen Suchmodell und Zielstruktur von grofier Bedeutung. Eine grofie Anzahl von Molekiilen
in der Elementarzelle erschweren allerdings die Suche nach der korrekten Losung.
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4.5.14 Modellbau und Elektronendichtekarten
Modellbau

Sind die Phasen der Strukturfaktoren so gut bestimmt, dass daraus zumindest eine partiell inter-
pretierbare Elektronendichte resultiert, kann mit dem Bau eines Proteinmodells begonnen wer-
den. Je nach Qualitdt der Elektronendichte konnen dabei Sekundérstrukturelemente zugeordnet,
der Verlauf der Polypeptidkette und auch bereits Seitenketten identifiziert werden. Allerdings ist
die aus den initialen und anschliefend modifizierten Phasen berechnete Elektronendichte meist
noch stark mit Fehlern behaftet, so dass die vollstdndige Struktur nicht in einem Schritt mo-
delliert werden kann. Daher wird das Proteinmodell in einem zyklischen Verfahren aus Korrek-
tur und Neubau von Teilen des Modells sowie anschlielender Strukturverfeinerung schrittweise
verbessert. Oft kann der Modellbau stark erleichtert werden, wenn eine Proteinstruktur mit
ghnlicher Faltung bereits bekannt ist. In der vorliegenden Arbeit wurde zuerst mit Hilfe des in-
teraktiven Graphikprogramms MAIN (Turk, 1992) ein Polyalaninmodell in die experimentellen
MAD-Phasen eingebaut. Dieses Teilmodell wurde dann als Suchmodell fiir den molekularen Er-
satz in anderen Kristallformen verwendet. Zur Ergénzung und Korrektur der Modelle wurden
die im folgenden beschriebenen Elektronendichtekarten verwendet.

(Fobs-Fcaic)-Elektronendichtekarte

Die (Fps-F caic)-Differenz-Fourierkarte wird mit den Koeffizienten (Fpps — Frgic) - €xp(ieale) be-
rechnet. Diese Karten zeigen den Unterschied zwischen dem Modell und der tatséchlichen Struk-
tur. Fehlende Atome erscheinen mit positiver Differenzdichte, falsch positionierte Bereiche mit ne-
gativer Differenzdichte. Die Differenzen erscheinen mit halber tatsédchlicher Hohe und sind signifi-
kant ab einem Differenzdichteniveau von etwa drei Standardabweichungen der durchschnittlichen
Elekronendichte (30). Diese Dichtekarten werden sowohl fiir den Einbau fehlender Aminoséuren,
Wassermolekiile oder Liganden als auch zur Korrektur von Modellbereichen, verwendet.

(2F op5-F caic)-Elektronendichtekarte

Diese Dichtekarte wird mit den Koeffizienten (2Fyps — Frqie) - €xp(i@eqre berechnet und ent-
spricht der Addition einer (Fops — Fraic) © €xp(iealc) -Differenz-Fourierkarte mit einer Fyps -
exp(ipeaqc)-Karte. Sie wird zumeist oberhalb eines Differenzdichteniveaus von etwa 1o dargestellt
und zeigt neben der Elekronendichte des Modells die Differenzdichte in voller Hohe. (2F pps-Fcaic)-
Dichtekarten sind allerdings stark vom Modell beeinfluBt (sog. modelbias).

4.6 Verfeinerung

Die auf der Grundlage eines initialen Modells errechneten Strukturfaktoren stimmen in der Regel
nur schlecht mit den gemessenen Daten iiberein. Ziel der Verfeinerung des Proteinmodells ist es,
durch Variation der Ortskoordinaten und B-Faktoren der Atome eine moglichst gute Uberein-
stimmung zwischen berechneten und gemessenen Strukturfaktoren zu erreichen. Ein Maf fiir den
Grad an Ubereinstimmung von gemessenen Strukturfaktoramplituden F ;s und den aus dem Mo-
dell berechneten Strukturfaktoramplituden F 4. ist der kristallographische R-Faktor Repys: (vgl.
Gleichung 4.6.28). Initiale Proteinmodelle weisen in der Regel einen R-Faktor von 40-50 % auf,
eine zufillige Verteilung von Proteinatomen in der asymmetrischen Einheit resultiert in einem
R-Faktor von ca. 59 % (Wilson, 1949). Verfeinerte Rontgenstrukturen erreichen dagegen, je nach
Auflésung der rontgenographischen Daten, R-Faktoren zwischen etwa 10 % und 30 %.

68



4.6 Verfeinerung

okt [ Fobs(REl) — Feqie(hkL)|

Rupoar — 4.6.28
et St Fona ()| (46.28)

Durch die Strukturverfeinerung werden die Ortskoordinaten und B-Faktoren der Proteinatome so
verindert, dass die aus dem Modell berechneten Strukturfaktoramplituden optimal mit den expe-
rimentell bestimmten Strukturfaktoramplituden iibereinstimmen. Da die gemessenen Daten stets
Fehler enthalten, muf gleichzeitig die Modellierung des experimentellen Rauschens ausgeschlos-
sen werden (overfitting). Bei der Verfeinerung sollte die Zahl der zu verfeinernden Parameter
(Variablen) die Zahl der Observablen (der Rontgenreflexe) nicht iibersteigen. Die Zahl der Ront-
genreflexe ist durch die Auflésungsgrenze, die Vollstéindigkeit der gesammelten Daten und die
Raumgruppe des Kristalls begrenzt, weshalb zusétzliche Bedingungen in die Verfeinerung ein-
gefiihrt werden. Die stereochemischen Parameter von Peptidstrukturen (Bindungsabstinde und
Bindungswinkel, Chiralitit und Torsionswinkel) sind mit grofiler Genauigkeit aus den Rontgen-
strukturen kleinerer Molekiile bekannt (Engh and Huber, 1991). Diese kénnen verwendet wer-
den, um die Werte der verfeinerten Parameter zu beschrénken. Die Einschrankungen (restraints)
wirken dabei wie zusitzliche, kiinstliche Observablen. Analog dazu kann auch die Ahnlichkeit
NCS-verwandter Polypeptidketten zur Begrenzung der freien Verfeinerungsparameter verwendet
werden (Kleywegt, 1996; Kleywegt and Read, 1997). Zu Beginn der Strukturverfeinerung sollte
die Anzahl der verfeinerten Parameter zunéchst gering gehalten und dann von Runde zu Run-
de langsam erhoht werden (Kleywegt and Jones, 1995). Gute Proteinmodelle weisen am Ende
der Verfeinerung sinnvolle Stereochemie und Temperaturfaktoren auf und erklaren die kristal-
lographischen und biochemischen Daten mit einer moglichst geringen Anzahl von Parametern.
Werden zu viele Parameter gleichzeitig freigegeben, besteht die Gefahr des overfitting. Um dies
zu vermeiden, wird ein zufélliger Satz von etwa 3-5 % der Rontgenreflexe ausgewéhlt und nicht
in die Verfeinerung einbezogen (Testdatensatz). Mit diesen Reflexen wird in Analogie zum kris-
tallographischen R-Faktor Repyst der freie R-Faktor R e berechnet (Bruenger, 1992):

F, — F,
Rfree _ thleT| obS(hkl) ca10<hkl)’ (4.6.29)

Y nkter | Fobs (hEL)|

T: Rontgenreflexe im Testdatensatz

Ein owverfitting zeichnet sich dadurch aus, dass Reqyst im Laufe der Verfeinerung kleiner wird,
wihrend R f.c. gleich bleibt oder sogar ansteigt. Die Gréfie von R fy¢. korreliert mit dem mittleren
Phasenfehler des Modells und kann daher als Kriterium fiir den Fortschritt der Verfeinerung
angesehen werden (Kleywegt and Bruenger, 1996). Die absoluten Werte des kristallographischen
und des freien R-Faktors sollten sich dabei um nicht mehr als 5% unterscheiden.

4.6.1 Verfeinerung von Temperaturfaktoren

Statistische Fehlordnungen und thermische Bewegungen der Atome im Proteinkristall bewir-
ken eine auflésungsabhingige Anderung der Reflexintensititen, die durch eine Minimierung der
Temperaturfaktoren modelliert werden kann. In Abhéngigkeit von der Auflésung der gemessenen
Daten werden dabei unterschiedlich viele Verfeinerungsparameter zugelassen. Bei Auflosungen
oberhalb 3 A wird nur ein mittlerer B-Faktor fiir das gesamte Protein bestimmt, bei Auflosun-
gen zwischen 3A und 2,51& werden dagegen meist zwei B-Faktoren pro Aminoséure verfeinert
(jeweils ein B-Faktor fiir alle Atome der Hauptkette und der Seitenkette). Individuelle isotrope
B-Faktoren lassen sich erst unterhalb einer Auflésung von etwa 2,5 A sinnvoll verfeinern. Dabei
wird einschrinkend angenommen, dass sich die B-Faktoren benachbarter Atome nicht beliebig
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stark voneinander unterscheiden. Ab einer Auflésung von etwa 1,4 A lassen sich sogar anisotrope
B-Faktoren verfeinern.

4.6.2 Rigid body-Verfeinerung

Die rigid body-Verfeinerung wird héufig am Anfang einer Verfeinerung angewandt. Dabei werden
definierte Atomgruppen (z.B. das ganze Molekiil, einzelne Doménen oder Sekundérstrukturele-
mente) als starre Korper definiert, deren Rotations- und Translationsfreiheitsgrade unabhéngig
voneinander verfeinert werden kénnen. Dadurch wird nur eine geringe Anzahl von freien Para-
metern eingefiihrt, und die Verfeinerung kann bei niedriger Auflosung durchgefiihrt werden. Der
Konvergenzradius wird damit vergroflert. Oft wird diese Methode auch angewendet, um Model-
le korrekt in unterschiedlichen Einheitszellen zu positionieren, wenn leichte Anderungen in den
Zellparametern auftreten.

4.6.3 Molekulardynamik-Simulation (simulated annealing)

Zu Beginn der Strukturlosung bietet sich zunéchst eine Verfeinerung des Modells durch eine
Molekulardynamik-Simulation (simulated annealing) an. Dabei werden den Modellatomen An-
fangsgeschwindigkeiten zugeordnet, die den molekularen Bewegungen bei hohen Temperaturen
(2000-3000 K) entsprechen. Lokale Minima kénnen hierdurch von den Atomen verlassen werden.
Nun wird das Molekiil in der Simulation schrittweise abgekiihlt, um so ein Energieminimum und
optimale Torsionswinkelparameter zu finden.

4.6.4 Einbau von Wassermolekiilen und Liganden

Wassermolekiile wurden ebenfalls mit dem Programm CNS (Briinger et al., 1999) eingebaut und
zusétzlich manuell gebaut. Dabei wurden nur solche Wassermolekiile akzeptiert, die mindestens
2,2 A von allen anderen Atomen entfernt lagen und zusiitzlich eine Wasserstoffbriicke (2,4 - 3,2 A)
zu einem Donor- oder Akzeptoratom des Proteins ausbilden konnten.

4.7 Proteinstrukturen

4.7.1 Homologiemodell

Anhand von Sequenzvergleichen lassen sich vielfach Aussagen iiber Funktion und Faltung eines
unbekannten Proteins machen, da funktionell und strukturell verwandte Proteine oft auch auf
Sequenzebene Ahnlichkeiten aufweisen. Eine beliebige Sequenz kann mit Hilfe des Programms
BLAST (Altschul et al., 1997) mit Eintrigen von Sequenzdatenbanken verglichen werden. Bei
ausreichend hoher Sequenzidentitdt (> 25 %) zu einem strukturell bekannten Enzym ist es mog-
lich, ein Homologiemodell des unbekannten Proteins zu berechnen. Grundlage des Modells ist
eine Uberlagerung der beiden Aminosiuresequenzen (alignment). Fiir die Erstellung des Modells
der CPN wurde mit dem Programm CLUSTALW (Higgins et al., 1994) ein Sequenzvergleich
durchgefiihrt.

4.7.2 Qualitdt von Proteinstrukturen

Proteinstrukturen beinhalten auch nach der Strukturverfeinerung noch Fehler. Diese sind aller-
dings unterschiedlich schwerwiegend und beschrinken sich meist auf eng begrenzte Bereiche der
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Struktur. Zur Beurteilung der Qualitit eines Strukturmodells gibt es zahlreiche Kriterien, die sich
entweder auf die Gesamtstruktur oder aber auf lokale Bereiche wie etwa einzelne Aminoséureres-
te beziehen (Dodson et al., 1998). Damit die Qualititskriterien unabhingig und aussagekriftig
sind, diirfen sie nicht in den Zielfunktionen der zur Verfeinerung verwendeten Programme ent-
halten sein. Programme zur Validierung von Proteinstrukturen wie PROCHECK (Laskowski
et al., 1993) verwenden méglichst viele unabhéngige Kriterien sowie statistische Analysen, um
Fehler in Proteinmodellen sicher aufzufinden. Letztlich ist die Giite eines Strukturmodells aber
entscheidend von der Qualitdt der gemessenen kristallographischen Daten abhéngig. Der kristal-
lographische R-Faktor Reqyst (vel. Gleichung 4.6.28) beschreibt die Ubereinstimmung zwischen
den gemessenen Strukturfaktoramplituden F,;s und den aus dem Strukturmodell berechneten
Strukturfaktoramplituden F ;.. Da er stark vom Verhéltnis der Observablen zur Anzahl der ver-
feinerten Parameter abhéngig ist, besitzt er fiir sich betrachtet nur eine geringe Aussagekraft. Zu-
sammen mit dem freien R-Faktor Ry,c. (vgl. Gleichung 4.6.29) kénnen aber Riickschliisse auf den
Verlauf der Strukturverfeinerung gezogen werden. Die Torsionswinkel ¢ und ¢ der Polypeptid-
Hauptkette sind aufgrund der sterischen Hinderungen zwischen Haupt- und Seitenkettenatomen
fiir alle Aminosduren mit Ausnahme von Glycin stark eingeschriankt. Zur Veranschaulichung
werden die Torsionswinkel der einzelnen Aminosduren daher im sogenannten Ramachandran-
Diagramm gegeneinander aufgetragen (Ramachandran, 1968). Innerhalb des in dieser Arbeit ver-
wendeten Programms PROCHECK (Laskowski et al., 1993) wird das Ramachandran- Diagramm
anhand einer Statistik iiber die Winkelverteilung in hoch aufgelésten Proteinstrukturen in vier
Bereiche unterteilt, die mit ,,energetisch giinstig®, ,erlaubt®, ,zusétzlich erlaubt® und ,,verboten®
bezeichnet werden. Der von Engh & Huber (1991) abgeleitete Satz von idealen Bindungslén-
gen und Bindungswinkeln fiir Proteine beruht auf einer Analyse hochaufgeloster Kristallstruk-
turen von Verbindungen mit kleiner Molekularmasse (Engh and Huber, 1991). Die mittleren
quadratischen Abweichungen (rmsd) von diesen Idealwerten kénnen fiir Proteinstrukturen mit
Programmen wie PROCHECK analysiert werden. Da diese stereochemischen Parameter in den
Zielfunktionen der verwendeten Verfeinerungsprogramme enthalten sind, ist ihre Aussagekraft
iiber die generelle Richtigkeit einer Struktur eher beschrinkt. Allerdings kénnen aus der rmsd
Hinweise auf die Qualitdt und den Verlauf der Strukturverfeinerung erhalten werden. Liegen in
der asymmetrischen Einheit mehrere Kopien eines Molekiils vor, so sollten diese abgesehen von
den an Kristallkontakten beteiligten Bereichen annihernd identisch sein. Als Qualitéitskriterium
eines Strukturmodells kann die rmsd der iiberlagerten Atomkoordinaten bestimmt werden, wobei
groffere Abweichungen aus der Umgebung oder der Funktion des Molekiils erklérbar sein sollten.
Wurde die Ahnlichkeit NCS-verwandter Molekiile in den Zielfunktionen der verwendeten Ver-
feinerungsprogramme bereits beriicksichtigt, so kénnen Abweichungen zwischen den Molekiilen
anhand von Elektronendichte-Korrelationen identifiziert werden.

4.7.3 Darstellung und Analyse von Proteinstrukturen

Die atomare Darstellung von Proteinen ist aufgrund ihrer Gréfle und Komplexitédt meist nur in
kleinen Ausschnitten moglich. Aus Griinden der Anschaulichkeit werden daher Abstraktionen bei
der Darstellung groflerer Bereiche verwendet. Sekundérstrukturelemente werden héufig in Form
von Bindermodellen (ribbon- Darstellungen) dargestellt. Die Zuordnung der einzelnen Amino-
sdurereste zu Sekundérstrukturen erfolgte in dieser Arbeit manuell. Darstellungen von atomaren
Modellen, Ca-Hauptketten und Béndermodellen wurden mit dem Programm PYMOL (De La-
no, 2002) erstellt. Zur Darstellung der Oberflichen wurde mit dem Programm GRASP (Nicholls
et al., 1991) gearbeitet und die Daten anschlieflend in PYMOL (De Lano, 2002) weiter bearbeitet.
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4 Methoden

4.7.4 Proteinstrukturvergleiche

Die meisten der zur Zeit bekannten Proteinstrukturen besitzen keine einzigartige Faltung, son-
dern sind Mitglieder von Strukturfamilien. Hiufig werden iiberraschend dhnliche Strukturen auch
dann beobachtet, wenn die betreffenden Proteine weder in ihrer Sequenz noch in ihrer Funkti-
on miteinander verwandt sind. Der strukturelle Vergleich von Proteinen erfordert die moglichst
genaue Uberlagerung der zu vergleichenden Molekiile. Als Kriterien fiir die Ahnlichkeit von Mo-
lekiilen werden die mittlere quadratische Abweichung (rmsd) der Positionen sich entsprechender
Atome (Maiorov and Crippen, 1994) oder sogenannte Distanzmatritzen (Holm and Sander, 1993)
verwendet. Entscheidend fiir die optimale Uberlagerung von Proteinstrukturen ist die Zuordnung
der sich entsprechenden Aminosdurereste. Diese kann zum Beispiel auf einem alignment der Pro-
teinsequenzen basieren.
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(APP)

Zur Kristallisation werden grofle Mengen homogenen Materials von kompakt gefalteten Protein-
doménen benétigt. Bei der Uberlegung, welche Fragmente eines Proteins sich zur Kristallisation
eignen, kénnen zwar Sekundérstrukturvorhersagen miteinbezogen werden, diese zeigen allerdings
nur eine gewisse Wahrscheinlichkeit bestimmter Konformationen an. Basierend auf der mittels
PSIPRED (Jones, 1999) angefertigten Sekundérstrukturvorhersage (vgl. Abbildung 5.1) wurden
bereits in eigener Vorarbeit verschiedene Fragmente der SAPP-Ektodoméne kloniert (Keil, 2003).
Aufgrund der nur in neuronalem SAPP vorkommenden KPI-Doméne ist zu vermuten, dass sich
an dieser Stelle ein flexibler Linker zwischen verschiedenen Doménen befinden konnte, weshalb
zusétzlich zu dem Gesamtektodoménen-Konstrukt auch eine N-terminale und eine C-terminale
Hilfte der SAPP-Ektodoméne kloniert wurden.

5.1 C-terminale Halfte der SAPP-Ektodomine (bappS4)

5.1.1 Klonierung und Expression

Das C-terminale Konstrukt bappS4 beginnt nach Exon 7 (Insertionsstelle der KPI-Doméne) in
der Mitte der Ektodoméne und reicht bis kurz vor die Transmembrandoméne.

Fiir die Klonierung wurden die durch PCR vervielfiltigte Insert-DNA und das Plasmid pET22b
mit den Restriktionsenzymen Ndel & HindIIl geschnitten und nach einer Dephosphorylierung
der Plasmidenden ligiert. Anschlieffend wurden positive Klone iiber eine Transformation in den
E.coli-Klonierungsstamm DH5a und Kultivierung auf Ampicillinplatten selektiert, die isolierte
DNA wurde iiber qualitative Restriktionsverdaue iiberpriift und schlielich sequenziert. Die Kon-
trolle der Sequenz mit dem Programm BioEdit (Hall, 1999) ergab, dass die DNA fehlerfrei in das
Plasmid eingesetzt wurde und auch keine Mutationen innerhalb des Inserts vorkamen.

Daher wurde als néchstes Experiment ein Expressionstest in F.coli-Bakterien verschiedener Ex-
pressionsstdmme (Rosetta(DES3) und BL21(DES3)pRIL) und bei unterschiedlichen Temperaturen
(37°C und bei RT) durchgefiihrt. Innerhalb der Rosetta(DE3)-Zellen war bei keiner der getesteten
Temperaturen eine Expression zu beobachten, aber eine Kultivierung in BL21(DES3)pRIL-Zellen
zeigte bereits eine Stunde nach der Induktion mit IPTG eine deutliche Uberexpression, die mit
der Zeit proportional anstieg. Nach 4h Wachstum war allerdings keine weitere Verbesserung
der Expression mehr zu erkennen, weshalb die Zellen nach dieser Zeit geerntet wurden. Ergén-
zend wurde ein Loslichkeitstest durchgefiihrt, der zeigte, dass das bappS4-Konstrukt bei 37°C
zwar grofitenteils als Einschlulkorper exprimiert wurde, dass sich dieses Verhéltnis aber bei einer
Expression bei Raumtemperatur zugunsten von 16slichem Material verschieben lief3.

5.1.2 Reinigung

Das iiberexprimierte Material wurde nach einer vierstiindigen Inkubation bei Raumtempera-
tur durch Zentrifugation geerntet und das Pellet in Bindepuffer (100 mM Tris, pH 8.0, 500 mM
NaCl) wieder resuspendiert und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Nach erneuter Zentrifugation
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5.1 C-terminale Hélfte der BAPP-Ektodoméne (bappS4)

wurde der Uberstand auf eine selbstgepackte, mit Bindepuffer dquilibrierte, NINTA-Séule per
Schlauchpumpe aufgetragen. Der am Protein angehéngte His-tag konnte bei einer Flurate von
1ml/min an das Sdulenmaterial binden, wodurch eine erste Abtrennung von anderen Proteinen
bewirkt werden konnte. Ein anschlieBendes Spiilen der Sadule mit Bindepuffer, bis der Detektor
wieder die Basislinie erreicht hatte, trennte unspezifisch gebundenes Material von den Bindungs-
stellen der S#ule ab, und ein folgender Waschschritt (Bindepuffer mit 40 mM Imidazol) spiilte
die schwach gebundenen Proteine von der Sdule. Abschliefend wurde die C-terminale Hilfte
der SAPP-Ektodoméne mit einem 250 mM Imidazol enthaltenden Elutionspuffer von der Siule
eluiert. Wie auf dem SDS-Gel in Abbildung 5.2 sichtbar, war das Protein nach diesem Schritt
schon nahezu rein. Um letzte Riickstéinde noch zu entfernen wurde das Protein auf 10mg/mi
aufkonzentriert und abschlieend auf eine Gelfiltrationssédule S75 aufgetragen. Der Elutionspeak
wurde vereinigt und fiir weitere Experimente wieder auf 10 mg/m1 einkonzentriert. Die Ausbeute
an reinem Protein betrug 10 mg pro Liter Kulturmedium. Einen Uberblick iiber die Expression
und Reinigung des bappS4-Konstruktes bietet das SDS-Gel in Abbildung 5.2.

5.1.3 Expression und Reinigung von SeMet-bappS4

Um das Phasenproblem zu l6sen, wurde versucht, den anomalen Streuer Selen in Form von
Seleno-L-Methionin (SeMet) in das bappS4-Konstrukt zu inkorporieren, um anschliefend mittels
MAD-Phasierung die Struktur zu erhalten. Dafiir wurde das bappS4-Konstrukt in den Methionin-
auxotrophen E.coli-Stamm B83/4(DE3) transformiert und in Minimal-Medium mit 25 mg/1 SeMet
kultiviert. Die Expression und Reinigung erfolgte identisch zum unmarkierten bappS4. Um eine
Oxidation des Selens zu verhindern, wurde nach dem NiNTA-Schritt zu allen Puffern 5mM DTT
zugegeben Die Ausbeute an reinem Protein betrug 6 mg pro Liter Kulturmedium.

5.1.4 Biochemische Charakterisierung des reinen bappS4-Proteins und
SeMet-bappS4-Proteins

Eine SDS-PAGE-Analyse des bappS4-Fragments ergab, dass das Protein auf einer erwarteten
Hohe von ca. 26 kDa lief. Das Protein wurde zusétzlich auch per N-terminalem Edman-Abbau
ansequenziert und als das Zielprotein bestétigt.

Analytische Gelfiltration

Zur genaueren Analyse des Molekulargewichts der eluierten Probe wurde auch eine analytische
Gelfiltration durchgefiihrt (vgl. Abbildung 5.2). Hierzu wurde die Gelfiltrationsséule Sephadex
75 mit einem Standard der Firma BioRad geeicht. Dieser Standard enthélt verschiedene Protei-
ne mit bekanntem Molekulargewicht. Mithilfe des erhaltenen Elutionsprofils konnte anschlielend
eine Eichgerade erstellt werden, indem das bendtigte Volumen eines eluierten Proteins gegen den
Logarithmus seines Molekulargewichts aufgetragen wurde. Mit dieser Eichgerade konnte schlief3-
lich das Molekulargewicht der eluierten bappS4-Probe berechnet werden. Es wurde ein Wert von
32kDa fiir das bappS4-Fragment ermittelt. Da das klonierte Monomer ein Molekulargewicht von
26 kDa besitzt, ist hier von einem Laufverhalten als Monomer auszugehen. Das etwas hohere
Molekulargewicht bei der Bestimmung iiber eine Gelfiltrationssaule 148t sich durch interaktive
Wechselwirkungen des Proteins mit dem S&ulenmaterial erklaren oder durch die Abhéngigkeit
des Laufverhaltens vom hydrodynamischen Radius. Daher kénnen das Molekulargewicht betref-
fende Ergebnisse, die iiber eine Groflenausschlufichromatographie erhalten wurden, nur als erste
Hinweise in Hinblick auf ein Oligomerisierung-Verhalten angesehen werden. Um eine definitive
Aussage dariiber treffen zu koénnen, sind andere unabhingige Methoden wie zum Beispiel die
Ultrazentrifugation notwendig.
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Abbildung 5.2: Reinigungsiiberblick und analytische Gelfiltration des bappS4-Proteins. Linke Seite: Coomassie-
gefiarbtes SDS-Polyacrylamidgel, MW: Proteinmarker, 1: uninduziert, 2: induziert, 3: Elution der Ni-NTA-Saule, 4:
Elution der Gelfiltration. Rechte Seite: Chromatogramm der analytischen Gelfiltration. Das bappS4-Protein eluiert
hochrein und als homogener peak bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 32 kDa.

Massenspektroskopie

Die Masse des Proteins wurde schliellich auch noch mit Hilfe von Elektronenspray-lonisations-
Massenspektroskopie verifiziert und mit der theoretisch berechneten Masse verglichen. Diese Me-
thoden wurden ebenfalls fiir das mit Selenomethionin versetzte bappS4 angewendet, wobei hier
vor allem die Elektronenspray-lonisations-Massenspektroskopie ein wichtiges Ergebnis lieferte.
Bei vollstandigem Ersatz aller neun in der Sequenz vorhandenen Methionine betragt die Massen-
differenz zwischen bappS4 und SeMet-bappS4 422 Da. Das Massenspektrum fiir natives bappS4
zeigte einen peak bei 26,4 kDa, bei SeMet-bappS4 verschob sich der peak zu 26,8 kDa. Daraus
ergab sich eine Massendifferenz, die den Ersatz sdmtlicher Methionine durch Selenomethionin
bestétigte.

Ultrazentrifugation

Da Molekulargewichtsbestimmungen iiber Gréflenausschlufichromatographie zum Einen durch
Wechselwirkungen des Proteins mit dem Sdulenmaterial verfilscht werden kénnen und zum An-
deren ein vom hydrodynamischen Radius abhéngiges Ergebnis liefern, 148t sich eine definitive
Aussage iiber das Oligomerisierungsverhalten eines Proteins nur iiber Ultrazentrifugation tref-
fen. In Hinblick auf die in der Literatur viel diskutierte Dimerisierung (Scheuermann et al., 2001;
Wang and Ha, 2004) des Amyloid-Vorlduferproteins bzw. seinem Verhalten als Monomer mit
hohem Stokes Radius (Gralle et al., 2002; Botelho et al., 2003) wurde in dieser Arbeit sowohl
ein Sedimentationslauf als auch ein Gleichgewichtslauf durchgefiihrt. Dabei lieferte vor allem
der Gleichgewichtslauf die von Wechselwirkungen und hydrodynamischem Radius unabhéngi-
gen Daten und konnte in diesem Fall die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration bestétigen.
Somit ergab sich fiir das bappS4-Konstrukt ein momomeres Laufverhalten mit einer iiber UZ
ermittelten Masse von 26,36 kDa.

Heparinbindung

In der Literatur sind fiir die SAPP-Ektodoméne mehrere Heparinbindedoménen beschrieben
(Clarris et al., 1997; Rossjohn et al., 1999). Um die C-terminale Hélfte der FAPP-Ektodoméine
auf ihr Heparin-Bindungsvermogen zu testen, wurde das Protein auf eine Heparinsdule von
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Pharmacia aufgetragen. Dabei ergab sich eine sehr starke Bindung des Proteins an das Siu-
lenmaterial, so dass das bappS4-Konstrukt nur mit einer hohen Salzkonzentration von 400-
500 mM NaCl wieder eluiert werden konnte (vgl. Abbildung 5.3). Dies bestéitigt eine Bindung
der SAPP-Ektodoméne an Heparin im C-terminalen Bereich. Diese Erkenntnisse wurden mit
Circular-Dichroismus-Messungen des bappS4-Konstruktes mit gebundenem Heparin noch weiter
vertieft.

MW A D w0 200 300 400 500 60O 700

55

45
36
29
24
20

Abbildung 5.3: Heparinbindetest des bappS4-Proteins. Coomassie gefirbtes SDS-Polyacrylamidgel. MW: Prote-
inmarker, A: Auftrag, D: Durchfluss, 100-700: mM Konzentration NaCl.

Circular Dichroismus (CD)

Um die biochemische Charakterisierung zu vertiefen, wurden mit dem bappS4-Protein auch CD-
Studien durchgefiihrt. Mit dieser Methode lassen sich Aussagen iiber die Sekundarstrukturele-
mente machen sowie iiber die Stabilitit des Proteins. Dabei ergeben sich je nach Anteilen an
a-helikaler Struktur und Vorkommen von g-Strangen unterschiedliche Spektren. Die Sekundér-
strukturvorhersage der GAPP-Ektodomiine zeigt fiir den C-terminalen Bereich eine rein a-helikale
Faltung (vgl. Abbildung 5.1). Diese rein theoretische Vorhersage konnte durch das erhaltene CD-
Spektrum voll bestédtigt werden. Die Experimente wurden mit einer Proteinkonzentration von
150 #g/ml in einem Puffer mit 5mM Tris und 150 mM NaCl bei einem pH von 8,0 durchge-
fithrt. Durch die tatséchlich rein a-helikale Struktur ergab sich ein nahezu beispielhaftes a-Helix-
Spektrum mit negativen Banden bei 207 und 223 nm sowie einer positiven Bande um 193 nm
(vgl. Abbildung 5.4). Eine zusétzlich angefertigte Schmelzkurve zeigte, dass das bappS4-Protein
bei erhohter Temperatur prézipitierte.

Da sich innerhalb der C-terminalen Hélfte der SAPP-Ektodoméne laut Literatur auch mehrere
Heparinbindestellen befinden (Clarris et al., 1997; Rossjohn et al., 1999), wurden die gleichen
Experimente auch mit 150 #8/ml1 Heparin im Puffer durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob sich
bei gebundenem Heparin eventuell eine Anderung der Struktur erkennen laBt. Da Heparin ei-
ne Eigenabsorption besitzt, wurden hierzu zunichst Messungen mit reinem Heparin-versetztem
Puffer durchgefithrt und die Heparin-Absorption anschlieend von den Messungen mit Protein
abgezogen. Anschliefend wurden die gemessenen Spektren von bappS4 mit Heparin und ohne
Heparin iibereinander gelegt und miteinander verglichen (vgl.Abbildung 5.4). Deutlich erkennbar
ist, dass das Spektrum von bappS4 mit gebundenem Heparin bei 210 und 220 nm tiefere Mini-
ma zeigt, was normalerweise auf einen hoheren Anteil a-helikaler Struktur schlieBen 1a8t. Um
jeglichen Zweifel eines konzentrationsbedingten Effektes auszuschlieen und eine genaue Bestim-
mung vornehmen zu kénnen, wurden dieselben Proben, die vermessen wurden, nochmal ohne
Verdiinnung auf ihre Konzentration iiberpriift und mit diesen Werten die enthaltenen Anteile
von Sekundérstrukturelementen berechnet (vgl. Tabelle 5.1).

Dabei scheint es tatséchlich so, als wiirde bei gebundenem Heparin die bappS4-Struktur weniger
Anteile an Zufallsfaltung haben, aber dafiir mehr Anteile an a-helikalen Strukturen. Nun kann
es zum Kinen sein, dass sich mehr a-helikale Strukturen bei gebundenem Heparin ausbilden,
oder aber, dass sich die vorhandenen a-helikalen Strukturen in der Bindung mit Heparin fester
formieren und so den Anschein einer mehr a-helikalen Struktur erwecken.
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Abbildung 5.4: Circular Dichroismus Spektrum des reinen bappS4-Proteins (blau) tiberlagert mit dem Spek-
trum von bappS4 mit gebundenem Heparin (rot). Es handelt sich um eine rein a-helikale Struktur, sichtbar an
den Minima bei 210 und 220 nm sowie dem Maxima bei 215 nm. Die tieferen Minima des Spektrums von bappS4
mit gebundenem Heparin (rot) lassen in dieser Struktur hohere Anteile an a-helikalen Elementen vermuten. Kon-
zentrationsbedingte Effekte konnten ausgeschlossen werden.

Tabelle 5.1: Basierend auf den CD-Spektra berechnete Sekundirstrukturelemente fiir die C-terminale GAPP-
Ektodoménenhélfte mit und ohne gebundenem Heparin

bappS4 bappS4 + | bappS4 bappS4 + | bappS4 bappS4 +

(200- Hep (200- | (205- Hep (205 | (210- Hep (210-

260nm) 260nm) 260nm) 260nm) 260nm) 260nm)
Helix 68,9% 89,1% 73,9% 88,5% 76,6% 88,9%
Antiparallel | 1,2% 0,2% 1,3% 0,2% 1,5% 0,2%
Parallel 3.8% 2,8% 4,5% 3,3% 4,7% 3,5%
Beta-Turn | 14,3% 6,5% 9,1% 3,3% 8,6% 3,3%
Rndm. 17,5% 6,2% 11,7% 3.1% 12,3% 3.2%
Coil

Eine zusétzlich angefertigte Schmelzkurve zeigte, dass das bappS4-Protein mit gebundenem He-
parin im Gegensatz zu der ungebundenen Probe bei erhdhter Temperatur nicht prézipitierte.
Dies zeugt von einer erhchten Stabilitdt und Hitzeresistenz des bappS4-Proteins mit gebunde-
nem Heparin.

5.1.5 Kiristallisation und Charakterisierung der Kristalle

Die Kristallisation von bappS4 wurde nach der Sitztropfenmethode durchgefiithrt. Dazu wurde die
Proteinkonzentration auf 10 mg/mi in 5 mM Tris und 150 mM NaCl bei einem pH von 8,0 eingestellt
und diverse Kristallisationsansétze mit dem Roboter und per Hand pipettiert. Nach bereits zwei
Tagen entstanden verwachsene Kristalle innerhalb der Pufferbedingung 0,1 M Phosphat-Citrat,
10 % Isopropanol und 0,2 M Lithiumsulfat bei einem pH von 4,2. Eine Optimierung der Pufferbe-
dingung zu einem pH von 4,0 resultierte in Einkristallen mit einer maximalen Kantenlénge von
400 pm x 100 pm x 100 pm (vgl. Abbildung 5.5). Als Kryoprotektanz wurde 30 % (v/v) PEG300
verwendet. Die Kristallform lie8 sich der primitiv tetragonalen Raumgruppe P4 zuordnen. Es
wurden 2 Molekiile in der asymmetrischen Einheit bestimmt, wobei der Matthews-Parameter
2,2 4%/pa betrug. Dies entspricht einem Solvensgehalt von 44 % (Matthews, 1968).
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(a) verwachsener Einkristall (b) optimierter Einkristall
von bappS4 von bappS4

Abbildung 5.5: Auf der linken Seite ein verwachsener bappS4-Kristall, der mithilfe von Puffer-Optimierung zu
einem Einkristall (rechts) mit ca. 400 um x 100 um x 100 um Kantenlinge verbessert werden konnte.

Die Kristallisation des SeMet-bappS4-Proteins konnte mit derselben Pufferbedingung reprodu-
ziert werden, wobei wie bei der Reinigung auch hier ein Tropfen DTT an den Rand des Kristal-
lisationswells pipettiert wurde, um eine Oxidation des Selens zu verhindern.

5.1.6 Kristallographische Datensammlung

Vor der Sammlung der vollstdndigen Datensétze mit Hilfe von Synchrotron-Strahlung wurden
von allen Kristallen zur Ermittlung des Diffraktionsvermoégens einzelne Aufnahmen von verschie-
denen Kristallorientierungen auf einer Rontgenanlage mit CuKa-Strahlung (Rigaku, hausinterne
Rontgenanlage) unter Cryo-Bedingungen gemacht. Anhand der erhaltenen Reflexmuster wur-
den Anisotropie und Auflésungsgrenze der Streuung eines jeden Kristalls beurteilt. Die besten
Kristalle wurden dann an der beamline BW6 am deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY)
bei 100K im Stickstoffstrom vermessen. Zur Strukturlésung mit multipler anomaler Disper-
sion (MAD) wurden Datensiitze bei drei unterschiedlichen Wellenldingen am selben bappS4-
SeMet-Kristall aufgenommen. Die Wellenléingen waren zuvor durch eine Fluoreszenz-Messung
des Kristalls bestimmt worden. Der peak-Datensatz (Maximum von f /) wurde als erster bei
A=0.9787 A gemessen, anschliefend der inflection point- bzw. edge-Datensatz (Minimum von f )
bei A=0.9790 A. Als dritter Datensatz wurde ein high energy remote-Datensatz bei A=0.92 A auf-
genommen. Zusétzlich zu den Selenomethioninkristallen wurden gesoakte Kristalle mit tiber 50
verschiedenen Schwermetallen vermessen. An dieser Stelle sei nur der Kristall mit gebundenem
Ammoniumtetrachloro-Osmat (N Hy)20sClg genannt, mit dem letztendlich phasiert wurde. Die-
ser Kristall wurde nach einer Fluoreszenz-Messung bei der peak-Wellenldnge )\=1,13985f°1 und
der inflection-point-Wellenlédnge )\:1,14040/1 vermessen. Zusétzlich wurde auch hier ein high
energy remote-Datensatz bei A=1.137 A aufgenommen. Alle gemessenen Daten wurden mit dem
HKL2000-Programmpaket (Otwinowski & Minor, 1997) sowie MOSFLM (Leslie, 1999) ausgewer-
tet und skaliert. Tabelle 5.2 zeigt die Statistiken des nativen Datensatzes und der Datensétze des
mit (IVHy)20sClg) gesoakten bappS4-Kristalls, der zur Phasierung der Struktur herangezogen
wurde. Daraus geht hervor, dass sich die Achsen der Kristalle nur unwesentlich unterscheiden
(<1 % Unterschied). Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir eine mogliche Phasenerweiterung
der experimentellen Phasen aus der MAD-Messung auf den nativen Datensatz.
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Tabelle 5.2: Statistiken der Datensammlung der bappS4-Kristalle

Datensatz bappS4 (NH,)20sCls (NH,4)20sClg (NH,),0sClg
nativ peak edge remote
Raumgruppe P44
Molekiile pro asymmetrischer
Einheit 2
Datensammlung
Zellkonstanten
a=b (A) 100,65 100,81
¢ (A) 46,05 45,94
a =3 =y (°) 90 90 90 90
Auflssung (A)® 20-2,1 (2,13- 20-2,5 (2,53- 20-2,5 (2,53- 20-2,5 (2,53
2,10) 2,50) 2,50) 2,50)
Anzahl der Reflexe
gemessen 77682 85452 87028 87152
unabhingig 26655 30437° 30879° 30963°
Vollstiandigkeit (%)® 97,7 (98,1) 97,4 (99,5)® 98,5 (99,3)° 98,7 (99,4)
Rinerge (%)% 6,1 (45,9) 6,9 (41,4) 7,0 (41,0) 7,0 (42,0)
<I>/<o>" 12,5 (2,3) 12,1 (2,7) 12,2 (2,6)° 12,1 (2,6)°
Wellenlénge (A) 1,05 1,13985 1,14040 1,137
f (e7) 11,1 -30,9 12,1
' (e7) 27,0 15,9 9,8

& Werte in Klammern entsprechen der hichsten Auflésungsschale.
b Fiir die MAD-Datensitze wurden die Friedelpaare als unabhingig betrachtet.

¢ Rme’r’ge = Zh Zz ’Iz(h) - <I(h)>|/2h Zz Il(h)

5.1.7 Strukturlosung
MAD-Phasierung

Die Datensétze wurden mit dem HKL Programmpaket (Otwinowski & Minor, 1997) sowie MOS-
FLM (Leslie, 1999) prozessiert und skaliert. Initiale Versuche, das Phasenproblem mit den Da-
tensdtzen der Selenkristalle zu 16sen, fithrten leider zu keinem Erfolg; die Selen-Positionen waren
nicht bestimmbar. Dies konnte daran gelegen haben, dass 18 Selene (9 Methionine im Mono-
mer und 2 Molekiile in der asymmetrischen Einheit) aufgrund der Menge nicht mehr gut be-
stimmbar sind. Daher wurden parallel zu weiteren Auswertungsversuchen neue Kristallisations-
ansétze pipettiert und die bappS4-Kristalle mit {iber 50 verschiedenen Schwermetallen in un-
terschiedlichen Konzentrationen versetzt. Gebundenes Schwermetall zeigte sich nur bei bappS4-
Kristallen, die iiber Nacht in Puffer mit 5mM (NN H,)20sClg inkubiert wurden. Daher wurden
die Osmium-Datensétze fiir die Phasierung verwendet, wihrend die nativen Datensétze mit den
SeMet-Kristallen aufgenommen wurden, da diese im Vergleich zu den nativen bappS4-Kristallen
ein besseres Streuverhalten zeigten. Eine mit dem Programm GLRF (Tong & Rossmann, 1990)
berechnete Selbstrotation zeigte zusétzlich zu der kristallographischen Vierfach-Symmetrieachse
eine lokale Zweifach-Achse auf der xy-Ebene, 22 ° von der x-Achse entfernt (vgl. Abbildung 5.6).
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5.1 C-terminale Hélfte der BAPP-Ektodoméne (bappS4)

Aufgrund der recht kurzen z-Achse konnten nur einige wenige 00/ Reflexe erkannt werden, was
keine klare Unterscheidung der Raumgruppe zwischen P4, P4,,3 oder P43 moglich machte. Die
weiteren Berechnungen wurden daher in allen Raumgruppen parallel durchgefiithrt. Mit Suchme-
thoden innerhalb des realen Patterson-Raums konnte mit dem Programm RSPS (CCP4) und den
anomalen Differenz-Daten des peak-Datensatzes von Osmium eine hoch besetzte Schwermetallpo-
sition bestimmt werden. Die Harker Plots von anomalen Differenz-Patterson-Mappen bei w=0,
W:% und W:% zeigten ausschliefllich in der Harker Sektion von W:% einen starken peak, was
auf eine Raumgruppe P4; bzw. P43 hindeutete (vgl. Abbildung 5.6). Dementsprechend zeigten
die Real-Raum Patterson-Suche mittels dem Programm RSPS (CCP4) eine klare Losung, ent-
sprechend einer Osmium-Position in der Raumgruppe P4, dagegen nicht in P4 und P4,. Durch
Verfeinerung dieser bestimmten Osmium-Position und Verwendung aller drei Osmiumdatensétze
konnte schliefllich mit den Programmen MLPHARE (Otwinowski, 1991) und SHARP (De La For-
telle and Bricogne, 1997) experunentelle Phasen berechnet werden. Diese ergaben einen figure of
merit-Wert von 0,43 (20-2 7 A, FOM=0,53 fiir die letzte Auflésungsschale 3,44-3,99 A) mit einem
recht hohen Temperaturfaktor von 110 A2.

Die initialen Phasen wurden weiter durch solvent flattening mit den Programmen DM (CCP4)
und SOLOMON (Abrahams and Leslie, 1996) verbessert. Schliefllich konnten anomale Diffe-
renzdichten mit den Programmen FFT und PEAKMAX (CCP4) erstellt und weiter analysiert
werden. Die initialen Dichten waren von sehr guter Qualitéit, wobei die P4;-Dichte deutlich besser
war als die P43-Dichte, weshalb mit dieser weitergearbeitet wurde.
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Abbildung 5.6: Selbstrotation und Harker Plot der bappS4-Datensédtze. Links: Selbstrotation der Osmium-
datensitze von bappS4. Deutlich erkennbar ist eine zusétzlich zur kristallographisch vertretenen Vierfach-
Symmetrieachse auftretende Zweifach-Achse. Rechts: Harker Plot, deutlich sichtbar die peaks von gebundenem
Osmium.

Modellbau

In Ubereinstimmung mit der Sekundérstrukturvorhersage (vgl. Abbildung 5.1) und CD-Messungen
(vgl. Abbildung 5.4) waren in der Dichte nur a-helikale Strukturen erkennbar. Fiir den initia-
len Modellbau wurden mit Hilfe des interaktiven Grafikprogramms MAIN (Turk, 1992) mehrere
Polyalaninketten in die initiale Elektronendichtekarte modelliert. AnschlieBend wurde ein gut
definiertes Tryptophan als Startpunkt fiir den manuellen Aminosédure-Einbau bestimmt und im
Falle von guter Elektronendichte wurden die Alanine der vorab hineingelegten Polyalaninkette
durch Aminoséure-Reste, entsprechend der Sequenz, ausgetauscht (vgl. Abbildung 5.7). Auf die-
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5 Ergebnisse — fAmyloid-Precursorprotein (APP)

sem Weg konnte eines von zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit teilweise fertig gestellt
werden. Es entstand ein initiales Modell des bappS4-Konstruktes, bestehend aus 3 a-Helices, die
jeweils mit einer Haarnadel-Kehre miteinander verbunden sind (vgl. Abbildung 5.7).

C-term

Abbildung 5.7: Initiale Dichte und initiales Modell des bappS4-Proteins. Die initiale Dichte (links) guter Qualitit,
die aus der Osmiumphasierung des bappS4-Kristalls berechnet werden konnte, fiihrte schliefflich zu einem initialen
Modell der CAPPD Doméine von SAPP (rechts). Dieses besteht aus 3 langen a-Helices, die durch Haarnadelkehren
miteinander verbunden sind. In der Mitte der ersten a-Helix ist die in der Literatur beschriebene RERMS-Sequenz
als stick-Modell dargestellt.

Verfeinerung

Weder eine Verfeinerung noch solvent flattening konnten die initiale Dichte wesentlich verbessern
und erweitern. So blieb bis zum Ende das zweite Molekiil in der asymmetrischen Einheit nicht
sichtbar, und das initiale bappS4-Modell konnte nicht verfeinert werden. Auch diverse Versuche,
das fehlende zweite Molekiil mit dem bereits fertig gebauten ersten Molekiil als molekularen
Ersatz in der Einheitszelle mithilfe des Programms AMORE (CCP4) zu suchen, schlugen fehl.
Hierfiir wurde sowohl das gesamte Molekiil als auch nur Teilsegmente des Modells gesucht, wobei
alle Berechnungen &hnliche Ergebnisse von sich gegenseitig iiberlappenden Molekiilen, lieferten.
Das initiale bappS4-Modell zeigt 3 lange Helices, bestehend aus 1015 Atomen in 132 Resten, die
von 207 erwarteten inklusive Seitenketten gebaut wurden. In der Mitte der ersten Helix findet
sich die mehrfach in der Literatur beschriebene RERMS-Sequenz (vgl. Abbildung 5.7). Zusitzlich
zu diesem Modell waren auch noch einige Segmente einer weiteren Polyalaninkette sichtbar,
wodurch sich die Gesamtzahl der definierten Atome auf 1401 in insgesamt 205 Resten erhdhte.
Bei dieser halbsichtbaren Polyalaninkette konnte es sich um einen Teil des zweiten Molekiils in der
asymmetrischen Einheit handeln. Auf der Suche nach dem Grund fiir die Unvollstandigkeit féllt
bei Betrachtung der SHARP-Ergebnisse auf, dass zwar mehrere positive Schwermetall-Positionen
gefunden wurden, dass aber zu diesen Ergebnissen auch jeweils eine negative Position gefunden
wurde (vgl. Abbildung 5.8). Dies 148t eine multiple Orientierung des zweiten bappS4-Molekiils
in den Kristallen vermuten. Zu dieser Theorie wiirde auch der mit iiber 100 recht hohe B-Faktor
des gefundenen Osmium-Ions passen.
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Pk il (@ractionaly (orthogonay 191 (11 (1 BI 141 il
1 1285 0.3562 0.0035 0.2500 3591 085 1149 @ ¢ ¢ ¢ ¢ 29 A fromG-SITE-01 = C-8ITE-01
2 11.99 03491 0.9503 0.2500 3520 9588 1143 & ¢ ¢ ¢ ¢ 286 A from G-SITE-01 = C-SITE-01
3 _11.55 0.9927 0.6265 0.0000 10008 63.17 0.00 @ ¢ ¢ ¢ ¢ 250 A fromG-38ITE-01 = C-3ITE-01
4 -11.55 0.3735 09927 0.2500 37.66 100.09 1149 @& ¢ ¢ ¢ ¢ 250A fromG-2ITE-01 = C-3ITE-01
5 —9.06 0.9681 0.6671 0.0000 9761 67.26 0.00 & ¢ ¢ ¢ ¢ 229A fromG-3ITE-01 = C-3ITE-01
6 $87 0.352 1.0000 0.2500 3581 100.82 1149 @ ¢ ¢ ¢ ¢ 213 A from G-SITE-01 = C-3ITE-01
7 886 0.3168 09819 0.2500 31,94 99.00 11.49 ¢ falll s 364 A from G-SITE-01
8 -§.84 0.3766 0.0000 0.2500 37.97 0.00 11.49 @ ol o 320 A from G-3ITE-01
9 -§30 0.3343 1.0000 0.2500 33.70 100.82 11.49 @& ¢ ¢ ¢ ¢ 282A from G-SITE-01 = C-3ITE-01
10 -$30 0.3343 0.0000 0.2500 33,70 0.00 1143 & ¢ ¢ ¢ ¢ 282A from G-3ITE-01 = C-3ITE-01
11 810 0.3878 0.9738 0.2500 39.09 98.18 11.49 @ ol e 356 A from G-SITE-01
12 =686 0.2987 0 3977 00000 30 12 40 09 0.00 & o = 36.51 A from G-SITE-01
13 635 0.0979 0.6387 0.2500 9.87 64.40 11.49 @ ol e 1663 A from G3-3ITE-01
14 587 0.9415 0.0893 0.2353 94,93 .99 1082 & . @ 3744 A from G-SITE-01
15 545 0.0164 0.2308 0.2500 1.65 23.27 11.49 @ - @ 1684 A from G-SITE-01
16 521 0.9380 0.9333 0.0000 9457 5410 000 @& * » 29.14 A from G-SITE-01

Abbildung 5.8: Mithilfe des Programms SHARP gefundene Schwermetallpositionen. Deutlich erkennbar ist, dass
zu jeder gefundenen Schwermetallposition eine negative Gegenposition gefunden wurde. Dies ist ein deutlicher
Hinweis auf eine Fehlordnung innerhalb des Kristalls.

5.2 N-terminale Halfte der SAPP-Ektodomine (bappS3)

5.2.1 Klonierung und Expression

Die N-terminale Hilfte der SAPP-Ektodoméne wurde entsprechend der Beschreibung fiir die
C-terminale Hilfte kloniert. Auch bei diesem Konstrukt (bappS3) wurde ein Histidin-tag ange-
héngt, um eine erleichterte Reinigung zu ermdoglichen. Nach einer positiv ausgefallenen Kontrolle
der Sequenzierungsdaten wurde auch in diesem Fall, parallel zu dem C-terminalen Konstrukt,
Expressionstests in den F.coli-Stdmmen BL21(DES3)pRIL sowie Rosetta(DES3) angeschlossen. In
beiden Fillen war weder bei einer Expression bei 37°C noch bei Raumtemperatur die Uber-
expression des Zielproteins auf dem Coomassie-Gel sichtbar. In der N-terminalen Hilfte der
BAPP-Ektodoméne finden sich 12 Cysteine, und die Struktur der GFLD zeigt, dass dieser Be-
reich mehrere Disulfidbriicken in seiner Faltung aufweist (Rossjohn et al., 1999). Cytosolische
Bakterienproteine besitzen keine Disulfidbriicken, daher kommt es bei einer Expression von Pro-
teinen, die Cysteine enthalten, oft zu Schwierigkeiten. Meist bleibt nur der Ausweg in Form
von EinschluBkérpern zu exprimieren und anschlielend eine geeignete Riickfaltungsbedingung
zu suchen oder aber auf ein eukaryotisches oder periplasmatisches Expressions-System auszu-
weichen. Beide Varianten gestalten sich als aufwendig, und so ist die Moglichkeit, ein Protein
16slich in FE.coli-Bakterien anzuziehen, in jedem Fall vorzuziehen. Daher wurde noch ein weite-
rer Expressionstest in dem E.coli-Bakterienstamm OrigamiB(DE3) von Novagen durchgefiihrt.
Dieser Stamm besitzt Mutationen innerhalb der Gene der Thioredoxin-Reduktase (trzB) sowie
der Glutathion-Reduktase (gor), weshalb es zu einer Anderung des Redox-Potentials im Cytosol
kommt und die Bildung von Disulfidbriicken in vielen Féllen mit sehr viel hoherer Wahrscheinlich-
keit ermoglicht wird. Das bappS3-Konstrukt konnte auf diesem Weg tatséchlich iiberexprimiert
werden. Expressionstests bei verschiedenen Temperaturen ergaben, dass das Protein zwar sowohl
bei 37°C als auch bei RT in Form von Einschlulkérpern exprimiert wurde, aber zu geringem Teil
auch in 16slicher Form vorlag. Eine RT-Expression konnte den Anteil an 16slichem Material noch
erhohen, und auch eine Inkubation iiber Nacht brachte ein noch besseres Ergebnis. Daher wur-
de im Folgenden bei RT iiber Nacht exprimiert und anschliefend mit dem l6slich exprimierten
bappS3-Protein weitergearbeitet.
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5.2.2 Reinigung

Das tiberexprimierte Material wurde am Morgen nach der Induktion durch Zentrifugation ge-
erntet und das Pellet in Bindepuffer (20mM Phosphatpuffer, pH 7,2, 500mM NaCl) wieder
resuspendiert. Da sich das bappS3-Konstrukt iiber eine normal iibliche NiNTA-S#ule, wie sie im
Fall des bappS4-Konstruktes verwendet wurde, nur ungeniigend aufreinigen lief3, wurde in die-
sem Fall eine Ni-Sepharose-FF-S#ule fiir den ersten Reinigungsschritt verwendet. Der Aufschluf3
der Zellen erfolgte mittels Ultraschall. Nach erneutem Abzentrifugieren wurde der Uberstand auf
die mit Bindepuffer dquilibrierte Ni-Sepharose-FF-Sdule per Schlauchpumpe aufgetragen. Dieses
Saulenmaterial bindet verglichen mit dem Ni-NTA-Material sehr viel spezifischer an Histidin,
und daher kénnen auch nur schwach bindende His-tag-Proteine iiber dieses Sdulenmaterial sehr
gut aufgereinigt werden. Die Séule wurde anschliefend mit Bindepuffer gewaschen, bis der De-
tektor wieder die Basislinie erreichte und es folgte ein Waschschritt mit Bindepuffer und 50 mM
Imidazol. Dadurch wurden unspezifisch gebundene Protein wieder entfernt. Schliefllich wurde
das bappS3-Konstrukt mit 500 mM Imidazol eluiert. Um letzte Riickstinde noch zu entfernen,
wurde das Protein auf 10 mg/m1 aufkonzentriert und abschlieBend auf eine Gelfiltrationssidule S200
aufgetragen. Der Elutionspeak wurde vereinigt und fiir weitere Experimente wieder auf 10 mg/mi
einkonzentriert. Die Ausbeute an reinem Protein betrug weniger als 0,5 mg pro Liter Kulturme-
dium. Einen Uberblick iiber die Expression und Reinigung des bappS3-Konstruktes bietet das
SDS-Gel in Abbildung 5.9.

5.2.3 Biochemische Charakterisierung des bappS3-Proteins

Eine SDS-PAGE-Analyse des bappS3-Fragments zeigte, dass das Protein entsprechend dem
erwarteten Molekulargewicht von ca. 32kDa lief. Das Protein wurde zusétzlich auch per N-
terminalem Edman-Abbau ansequenziert und als das Zielprotein bestétigt. Die Masse des Prote-
ins wurde schliefSlich auch noch mit Hilfe von Massenspektroskopie verifiziert und mit der theore-
tisch berechneten Masse verglichen. Zur genaueren Analyse des Molekulargewichts der eluierten
Probe wurde auch eine analytische Gelfiltration durchgefiihrt (vgl. Abbildung 5.9). Hierzu wur-
de die Gelfiltrationssdule Sephadex 200, wie bereits fiir das bappS4-Konstrukt beschrieben, mit
einem Standard der Firma BioRad geeicht. Es wurde ein Wert von 100kDa fiir das bappS3-
Fragment ermittelt. Da das klonierte Monomer ein Molekulargewicht von 32kDa besitzt, ist
hier von einem Laufverhalten als Dimer oder sogar Trimer auszugehen. Allerdings bleibt zu be-
denken, dass eine derartige Molekulargewichtsbestimmung sowohl von Interaktionen zwischen
Protein und Sadulenmatrix als auch vom hydrodynamischen Radius des Proteins abhéingt. Um
eine definitive Aussage dariiber treffen zu koénnen, steht eine Ultrazentrifugation noch aus.

5.2.4 Heparinbindung

In der Literatur sind fiir die SAPP-Ektodoméne mehrere Heparinbindedoménen beschrieben
(Clarris et al., 1997; Rossjohn et al., 1999). Um die N-terminale Hilfte der SAPP-Ektodoméne
auf ihr Heparin-Bindungsvermogen zu testen, wurde das Protein auf eine Heparinsédule von Phar-
macia aufgetragen. Obwohl auch fiir den N-terminalen Bereich Heparinbindestellen beschrieben
wurden, ergab sich iiberraschenderweise keine Bindung des bappS3-Proteins an die Heparin-
gebundene Sdulenmatrix. Eine SDS-PAGE Analyse des Experimentes zeigt deutlich, dass das
Protein komplett im Durchlauf wiederzufinden war und somit gar nicht an die exponierten Gly-
kane gebunden hatte (vgl. Abbildung 5.10). Daher wurden in diese Richtung auch keine weiteren
biochemischen Studien durchgefiihrt.
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Abbildung 5.9: Reinigungsiiberblick und analytische Gelfiltration des bappS3-Proteins. Links: Coomassiegefarb-
tes SDS-Polyacrylamidgel; MW: Proteinmarker, 0: uninduziert, oN: induziert, Ni: Elution der Ni-NTA-Siule, G:
Elution der Gelfiltration. Rechts: Chromatogramm der analytischen Gelfiltration von bappS3. Das Protein eluiert
nach Abtrennung der Aggregate hochrein in Form eines homogenen peaks mit einem scheinbaren Molekulargewicht
von 100 kDa.
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Abbildung 5.10: Heparinbindetest des bappS3-Proteins. MW: Proteinmarker, A: Auftrag, D: Durchfluss, 100-700:
mM Konzentration von NaCl.

5.2.5 Kiristallisation

Das homogen aufgereinigte bappS3-Protein wurde wie bereits fiir das bappS4-Konstrukt beschrie-
ben in Kristallisationsansédtzen mit dem Roboter pipettiert. Aufgrund der geringen Proteinaus-
beute wurde in diesem Fall auf das Pipettieren per Hand verzichtet. Es wurde die Sitztropfen-
methode angewendet, wobei jeweils 100 ul Reservoirpuffer ins well gegeben wurden und 200 nl
Protein mit der gleichen Menge Reservoirpuffer vermischt wurden. Bis heute konnte allerdings
noch keine Kristallisationsbedingung gefunden werden.

5.3 gesamte SAPP-Ektodomine (bappS1)

5.3.1 Expression

Das Konstrukt bappS1-NC wurde aufgrund von Sekundéarstrukturvorhersagen so gewéhlt, dass es
eine wahrscheinlich kompakt gefaltete N-terminale Doméne ohne einen potentiell flexiblen Linker
am C-Terminus umfasst. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gesamte Ektodoméne
zusammen mit dem Linker eine gefaltete Einheit bildet. Das bappS1-Konstrukt wurde in den
E.coli-Bakterienstdimmen Rosetta(DES3) und BL21(DES3)pRIL auf Expression getestet, aber in
beiden Féllen ergab sich weder bei 37°C noch bei Raumtemperatur eine auf dem Coomassie-
Gel sichtbare Expression. Das Volldngen-Konstrukt beinhaltet ebenso wie bereits das bappS3-
Konstrukt 12 Cysteine im N-terminalen Bereich der Sequenz. Auch hier ergab die Expression
mit dem E.coli-Stamm OrigamiB(DE3) eine deutliche Uberexpression des Vollingenkonstruktes,
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wobei ein anschlielender Loslichkeitstest zeigte, dass nahezu alles in Form von Einschlu8kérpern
exprimiert wurde. Eine Expression bei Raumtemperatur machte allerdings zumindest einen Teil
des Materials in 16slicher Form verfiigbar. Daher erfolgte die Expression bei Raumtemperatur in
Origami B(DE3)-Zellen. Da sich bei einer Inkubation iiber Nacht noch eine gesteigerte Expression
zeigte, wurden die Zellen jeweils erst am Morgen nach der Induktion geerntet.

5.3.2 Reinigung

Im Gegensatz zu den beiden Hélften der FAPP-Ektodoméne besitzt das bappS1-Konstrukt kei-
nen angehéngten His-tag, weshalb bei der Reinigung andere Strategien eingesetzt wurden. Es
zeigte sich aber als sehr vorteilhaft, dass das Vollingenkonstrukt einige Bindedoménen besitzt,
die zur Aufreinigung genutzt werden konnten. Dazu wurde das Protein zunéchst in 10 mM Phos-
phatpuffer, pH8, auf eine im gleichen Puffer (Bindepuffer) #quilibrierte 5ml Heparinsiule von
Pharmacia aufgetragen. Die Sdule wurde nach dem Auftrag weiter mit Bindepuffer gespiilt, bis
sich die Absorption wieder auf der Basislinie einpendelte. Dann wurde die Siule mit 10 mM
Phosphatpuffer, pH8 und 1 M NaCl mit einem Gradienten von 1,5% pro Sdulenvolumen gespiilt
und das bappS1-Protein schliefflich eluiert. Auf diesem Weg wurde das Protein schon zu einem
Grofiteil angereichert, und die Existenz der Heparinbindedomé&ne konnte aufgrund der festen
Bindung an das Sdulenmaterial ebenfalls bestétigt werden. Das angereicherte bappS1-Protein
wurde anschliefend noch auf einer mit Kupfer beladenen Metallsdule (IMAC) von Amersham
Pharmacia mit 1 ml Sdulenvolumen weiter aufgereinigt, und die letzten Riickstidnde wurden mit-
tels einer S200-Gelfiltrationssdule abgetrennt. Das SDS-PAGE-Gel in Abbildung 5.11 zeigt sehr
deutlich die Uberexpression, sowie die einzelnen Schritte der Reinigung, die in sauberem bappS1-
Material resultierte. Eine analytische Gelfiltration zeigt, dass das Protein hochrein in Form eines
homogenen peaks bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 190 kDa eluierte (vgl. Abbildung
5.11).
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Abbildung 5.11: Reinigungsiiberblick und analytische Gelfiltration des bappS1-Proteins. Links: Coomassiege-
farbtes SDS-Polyacrylamidgel, MW: Proteinmarker, 1: uninduziert, 2: induziert, 3: Elution der Heparinsiule, 4:
Elution der Cu-Sdule, 5: Elution der Gelfiltration. Rechts: Chromatogramm der analytischen Gelfiltration nach
Abtrennung von Aggregaten. Das Protein eluierte hochrein in Form eines homogenen peaks bei einem scheinbaren
Molekulargewicht von 190 kDa.

5.3.3 Kiristallisation und Charakterisierung der Kristalle

Die Kristallisation von bappS1 wurde nach der Sitztropfenmethode durchgefiihrt. Dazu wurde
die Proteinkonzentration auf 10mg/mi in 5mM Tris und 150 mM NaCl bei einem pH von 8,0
eingestellt und diverse Kristallisationsansétze mit dem Roboter und per Hand pipettiert. Nach
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zwei Wochen entstanden Einkristalle innerhalb der Pufferbedingung 0,1 M Hepes, 28 % PEG 400
und 0,2M CaCly bei einem pH von 7,2. Diese Kristalle waren allerdings sehr klein und hatten
nur eine maximale Kantenldnge von 100 ym x 100 gm x 50 pm (vgl. Abbildung 5.12).

Um die Kristallgrofle zu erhohen, wurden weitere Ansétze pipettiert mit erhdhter Proteinkon-
zentration, einem 2:1 Tropfenverhéltnis, Variationen in Salz und Fallungsmittel des Puffers, so-
wie Additivscreens, allerdings ohne Erfolg. Auch sogenanntes seeding, bei dem ein gewachsener
Kristall als Initiationskeim in einen neuen Protein/Pufferansatz iiberfiihrt wird, brachte keine
Vergroflerung der initialen Kristalle mit sich.

Abbildung 5.12: Kristall des bappS1-Proteins. Nach 2 Wochen entstanden die abgebildeten Kristalle mit maxi-
malen Kantenldngen von 100 pm x 100 pm x 50 pm.

5.3.4 Kiristallographische Datensammlung

Die Kristalle waren fiir Messungen an der hausinternen Rontgenanlage zu klein und gaben kein
Streumuster. Selbst an der Synchrotron-beamline BW6 am DESY in Hamburg konnte aufgrund
des schlechten Streuverhaltens nur ein Datensatz bis 3,5 A aufgenommen werden. Fine Messung
am ESRF in Grenoble ergab allerdings einen Datensatz bis 2,1 A. Dieser wurde fiir die weiteren
Auswertungen genutzt. Die Datensitze wurden mit dem HKL 2000 Programmpaket (Otwinow-
ski & Minor, 1997) sowie MOSFLM (Leslie, 1999) prozessiert und skaliert. Da die Kristalle
der Raumgruppe 1222 zuzuordnen waren, ergab sich eine innenzentrierte Symmetrie mit einer
kristallographischen Symmetrie von 3 Zweifachachsen. Eine mit dem Programm GLRF (Tong
& Rossmann, 1990) berechnete Selbstrotation zeigte zusétzlich eine Dreifachachse, weshalb von
einem Vielfachen von drei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit auszugehen war (vgl. Ab-
bildung 5.13).

Fiir eine genaue Bestimmung, wurde eine Matthews-Berechnung durchgefiihrt. Es ergab sich das
iiberraschende Ergebnis, dass nur 1 Molekiil mit einem Molekulargewicht von 55kDa Platz in
der asymmetrischen Einheit finden wiirde. Die Packung hitte dann einen Solvensgehalt von 40 %
(Matthews, 1968). Dieses Ergebnis stand deutlich im Widerspruch zu der mittels Selbstrotation
ermittelten Dreifachachse. Daher war es unmoglich, dass sich das komplette Vollingen-Konstrukt
der SAPP-Ektodoméne in der Kristallpackung befand.
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Abbildung 5.13: Selbstrotation der bappS1-Datenséitze. Die mit dem Programm GLRF berechnete Selbstrotation
zeigt zusétzlich zu der kristallographischen Symmetrie von drei 2-fach Achsen eine additive Dreifachachse. Daher
mufl von einem Vielfachen von drei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit ausgegangen werden.

5.3.5 Biochemische Charakterisierung der SAPP-Ektodomadne

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse standen weitere Versuche an, um zunichst die Kristalle
weiter zu charakterisieren. Es wurden mehrere Kristalle aus dem well gefischt und in SDS-
Probenpuffer aufgelost. Eine darauffolgende SDS-PAGE ermittelte ein Protein mit einem Lauf-
verhalten von ca. 20kDa. Diese Probe wurde per Western Blot auf eine Membran iibertragen
und per N-terminalem Edman-Abbau ansequenziert, wobei sich die Startsequenz STPDAV ergab.
Dies entspricht exakt der Startsequenz des C-terminalen Konstruktes bappS4. Aufgrund dieser
Daten wurde eine proteolytische Segmentierung des Vollangenkonstrukts angenommen, die durch
einen durchgefithrten Abbautest iiberpriift wurde.

Abbautest und analytische Gelfiltration

Frisches bappS1-Protein wurde exprimiert und aufgereinigt. Nach Abtrennung der letzten bappS1-
Aggregate mittels einer abschlieenden Gelfiltration wurde die Homogenitét des Proteins iiber
eine analytische Gelfiltration bestétigt. Diese Probe wurde nach einer einwochigen Inkubation
bei 4°C erneut mittels einer analytischen Gelfiltration iiberpriift. Dabei wurde ersichtlich, dass
das bappS1-Protein mit der Zeit in drei Fragmente zerfiel (vgl. Abbildung 5.14).

Die unterschiedlichen peaks wurden jeweils in Fraktionen gesammelt und vereinigt, um eine bio-
chemische Charakterisierung der einzelnen Fragmente zu erméglichen. Ein Auftrag dieser Proben
auf ein SDS-PAGE-Gel ergab ungefihre Lauthéhen von 55 kDa fiir das erste Eluat sowie &hnliche
Laufhohen von 25-30kDa fiir die beiden folgenden peaks. Zusétzlich befanden sich im auslaufen-
den Bereich des letzten Eluats zwei weitere Banden von ca. 22 und 24 kDa Grofle (vgl. Abbildung
5.14). Bei einem Vergleich der Molekulargewichte, die aus der SDS-PAGE abgeleitet werden konn-
ten mit denen, die sich mithilfe einer Eichung der Gelfiltrationsséule mittels Standardproteinen
ergaben, lassen sich folgende Ergebnisse festhalten.

Das Protein, das im ersten peak eluiert, scheint mit einem monomeren Molekulargewicht von ca.
55 kDa zu einer Oligomerisierung zu tendieren, da es die Gelfiltrationssidule mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 190 kDa durchlduft. Dieses Verhalten ist identisch mit dem urspriinglichen
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Abbildung 5.14: Analytische Gelfiltration und SDS-PAGE zur Untersuchung der proteolytischen Segmentation
von bappS1 Links: Analytische Gelfiltration des homogen aufgereinigten bappS1-Proteins, nachdem es eine Woche
bei 4°C inkubiert wurde. Gréfien der Eluate: 190 kDa, 100 kDa sowie 40 kDa, Rechts: Coomassiegefiarbtes SDS-
Polyacrylamidgel der einzelnen peaks. 1: erster peak (ca. 55kDa) , 2: zweiter peak (ca. 25 - 30kDa), 3: dritter peak
(ca. 25 - 30kDa), 4: auslaufendes Ende des dritten peaks (ca. 22 und 24kDa).

bappS1-Konstruktes. In der Tat bestétigte ein Edman-Abbau den N-terminalen Sequenzstart
MLEV, der dem Sequenzstart des bappS1-Konstruktes entspricht. Es handelt sich also bei dem
ersten peak um das original eingesetzte bappS1-Konstrukt. Auch bei einem Vergleich der Mole-
kulargewichte des im néchsten peak eluierenden Proteins scheint ein Oligomerisierungsverhalten
vorzuliegen, da durch SDS-PAGE ein Monomer-Gewicht von 25 bis 30 kDa bestimmt wurde, das
Protein bei der Gelfiltration allerdings entsprechend einer Grofle von 100 kDa eluierte. Auch in
diesem Fall wurde ein Edman-Abbau durchgefiihrt, der das Fragment als Teil von bappS1 ve-
rifizierte. Der ermittelte N-Terminus MLEV gleicht dem des vollsténdigen bappS1-Konstruktes,
aufgrund des geringeren Molekulargewichtes ist in diesem Fall jedoch von der N-terminalen H#lf-
te der SAPP-Ektodoméne auszugehen. Im letzten Fall stehen sich 25-30 kDa (SDS-PAGE) einem
Molekulargewicht von 40kDa (Gelfiltration) gegeniiber, was auf ein monomeres Laufverhalten
dieses Fragmentes hinweist. Der N-Terminus wurde mit TTTE bestimmt, welcher sich kurz vor
dem klonierten N-Terminus des bappS4-Konstruktes befindet. In Ubereinstimmung mit der durch
SDS-PAGE bestimmten Grofie handelt es sich in diesem Fall wahrscheinlich um die C-terminale
Halfte der SAPP-Ektodoméne. Eine N-terminale Sequenzierung der beiden Banden, die am Ende
des letzten peaks auftraten, ergab unterschiedliche Start-Sequenzen wie AVDK und STPD fiir
die erste Bande. Diese Sequenzen finden sich am Ubergang der N-terminalen Ektodoménenhlf-
te zur C-terminalen Ektodoménenhélfte - sowie fiir die zweite Bande MLEV (N-Terminus des
bappS1-Konstruktes) und DGNA (6 Aminosiduren hinter dem bappS1-N-Terminus). Betrachtet
man diese Ergebnisse genauer, so fallen einige Zusammenhénge auf. Zum Einen kann man anhand
der Grolen und N-Termini der verschiedenen Fragmente einen definierten Spaltbereich erkennen,
der sich etwa in der Mitte der SAPP-Ektodomine befindet (vgl. Abbildung 5.1, rote Pfeile). Es
ist bekannt, dass Proteasen bevorzugt in flexiblen Bereichen schneiden. Dazu geh6ren zum Bei-
spiel zwei getrennte Doménen, die iiber einen flexiblen Linker miteinander verbunden sind. Geht
man auch bei der SAPP-Ektodoméne von verschiedenen, voneinander unabhingigen Doménen
aus, die durch ein flexibles Teilstiick verbunden sind, so kénnten die vorliegenden Daten diese
Theorie unterstiitzen. Ein Vergleich mit der mittels PSIPRED (Jones, 1999) erstellten Sekun-
dérstrukturvorhersage bestétigt, dass das bappS1-Konstrukt in einer Region ohne vorhergesagte
Sekundarstruktur gespalten wurde, wihrend die N-terminale und C-terminale Hélfte scheinbar
gut strukturiert sind (vgl. Abbildung 5.1). Zusétzlich liegt das APP-Protein neuronal und nicht-
neuronal in zwei verschiedenen Formen vor. Bei der nicht-neuronalen Variante existiert zwischen
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Exon 7 und 8 eine zusétzliche Protease-Inhibitor-Doméne vom Kunitz-Typ (KPI-Doméne). Ein
derartiger Einschub einer zusétzlichen Doméne in eine Proteinstruktur unterstiitzt ebenfalls die
Annahme, dass es sich um unabhingige Doménen handeln muf}, da sonst eine zusétzlich eingefiig-
te Doméne zu Problemen der Faltung oder Interaktion fithren miisste. Die ermittelten Protease-
Schnittstellen beim bappS1-Konstrukt sind iibereinstimmend dazu rund um die Insertionsstelle
der KPI-Doméne lokalisiert (vgl. Abbildung 5.1).

Desweiteren ist festzuhalten, dass sich auch das Oligomerisierungsverhalten konsistent darstellt.
Das Volldngen-Konstrukt bappS1 zeigte bei der Gelfiltration Hinweise auf eine Oligomerisierung.
Dieses Verhalten konnte auch bei dem N-terminalen Spaltfragment beobachtet werden. Uberein-
stimmend mit diesen Daten eluierte auch die klonierte N-terminale Ektodoménenhélfte bappS3
in Form eines Oligomers. Betrachtet man nun das C-terminale Spaltfragment, so scheint dieses
ein monomeres Laufverhalten auf der Gelfiltrationsséule aufzuweisen. Dem entsprechend eluierte
ebenfalls bereits die klonierte C-terminale Ektodoménenhélfte bappS4 in Form eines Monomers.
Die Daten der Spaltfragmente allerdings basieren auf einer Molekulargewichtsbestimmung mit-
tels Gelfiltration. Das bedeutet, dass die Moglichkeit von Interaktionen zum Séulenmaterial sowie
die Abhéngigkeit vom hydrodynamischen Radius besteht. Fiir das C-terminal klonierte bappS4-
Konstrukt wurde das Monomer jedoch auch mittels Ultrazentrifugation verifiziert.

Zusammenfassend 148t sich festhalten, dass die SAPP-Ektodoméne wahrscheinlich aus zwei un-
abhéngigen Domé&nen besteht (N-terminale und C-terminale Hilfte), die durch einen Linker
miteinander verkniipft sind. Dies resultiert in einem hdchst flexiblen Protein. Fiir das in der
Literatur kontrovers diskutierte Oligomerisierungsverhalten scheint der N-Terminus der SAPP-
Ektodoméne verantwortlich zu sein, wobei noch weitere Daten fiir eine genaue Lokalisation des
Oligomerisierungsursprungs ausstehen.
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6 Ergebnisse — Carboxypeptidase N (CPN)

6.1 Klonierung, Expression und Reinigung

Die rekombinant aufgereinigte CPN wurde freundlicherweise bereitgestellt von Ervin Erdds und
Randal Skidgel (Departments of Pharmacology and Anesthesiology, University of Illinois College
of Medicine at Chicago, Illinois, USA). Die Klonierung, Expression und Reinigung erfolgte wie
beschrieben in Quagraine et al, 2005 und soll hier nur kurz zusammengefasst werden. Die ka-
talytische Doméne kodierende cDNA wurde in den Hefe-Expressions-Vektor pPIC9 (Invitrogen)
kloniert und in den Pichia pastoris-Stamm GS115 transformiert. AnschlieBend wurde die re-
kombinante CPN1 in Hefe exprimiert und durch Zentrifugation geerntet. Die Reinigung erfolgte
iiber mehrere Fallungsschritte in geséittigtem Ammoniumsulfat, wobei das Pellet immer wieder
in PBS-Puffer resuspendiert wurde. Nach erneutem Abzentrifugieren wurde der Uberstand auf
eine butyl-Sepharose-Siaule (Pharmacia) aufgetragen und die Protein enthaltenden Fraktionen
wieder vereinigt und auf eine p-Aminobenzoylarginine-Sepharose-Affinitéts-Sdule aufgetragen.
Die eluierte CPN1 wurde abschliefiend iiber eine Gelfiltrationsséule Hiload 16/60 Superdex 200
gereinigt, um letzte Riickstéinde zu entfernen und die Aktivitdt der eluierten CPN1 wurde mit
50 NmOI/min&mg bestimmt.

6.2 Kristallisation

Da in Vorarbeiten von Dr.Klaus Maskos alle Versuche, sowohl native als auch rekombinante
CPN in Form des gesamten Heterotetramers zu kristallisieren, scheiterten, wurde die Konzen-
tration auf die Kristallisation und Strukturlésung der intakten bzw. fragmentierten Polypeptid-
kette der katalytischen Doméne der Carboxypeptidase N gelegt. Die Kristallisationsansétze der
CPN1 wurden nach der Sitztropfenmethode durchgefiihrt. Dazu wurde die Proteinkonzentration
in 10mM Tris, pH 8,0 und 40 % Glycerin auf 14 mg/m1 eingestellt und diverse Kristallisations-
ansétze mit dem Roboter pipettiert. Nach ca. 3 Monaten zeigten sich kleine, gut streuende,
Kristalle innerhalb der Pufferbedingung 0,1 M Hepes, 2M Ammoniumsulfat und 5mM EDTA
bei einem pH von 7,5. Dies war trotz intensiver Suche die einzige gefundene Kristallisationsbe-
dingung. Die Kristalle lieflen sich der triklinen Raumgruppe P3121 zuordnen mit Zellparametern
von a=b=150 A und c= 54, 9 A. Es wurde ein einzelnes Molekiil in der asymmetrischen Einheit
bestimmt, entsprechend einem Matthews-Parameter von 3,59 4°/Da und einem Solvensgehalt von
65,44 % (Matthews, 1968). Als Kryoprotektanz wurde reines Perfluoropolyether verwendet, durch
das die Kristalle vor dem Montieren auf die Rontgenanlage kurz durchzogen wurden.

6.3 Kiristallographische Datensammlung

Vor der Sammlung der vollstdndigen Datensétze mit Hilfe von Synchrotron- Strahlung wurden
von allen Kristallen zur Ermittlung des Diffraktionsvermdogens einzelne Aufnahmen von verschie-
denen Kristallorientierungen auf einer Rontgenanlage mit CuKa-Strahlung (Rigaku, hausinterne
Rontgenanlage) unter Cryo-Bedingungen gemacht. Anhand der erhaltenen Reflexmuster wurden
Anisotropie und Auflésungsgrenze der Streuung eines jeden Kristalls beurteilt. Vom besten Kris-
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tall wurde dann an der beamline BW6 am DESY bei einer Wellenlénge von 1,05 A bei 100K im
Stickstoffstrom ein 2,1 A Datensatz gemessen.

6.4 Strukturlésung

6.4.1 Molekularer Ersatz

Die Datensitze wurden mit dem HKL 2000 Programmpaket DENZO & SCALEPACK (Otwi-
nowski & Minor, 1997) prozessiert und skaliert. Da sich Carboxypeptidasen innerhalb der Unter-
familien sehr #hnlich in ihrer Sequenz und auch Struktur sind, konnte in diesem Fall die Struk-
turlgsung iiber den Weg des molekularen Ersatzes mithilfe des Programms PHASER (CCP4)
durchgefiihrt werden. Dazu wurde die Struktur der Carboxypeptidase CPD-2 der Ente (PDB-
Code 1HS8L) als Suchmodell verwendet und nach Rechnungen in allen P3-Raumgruppen konnte
in der Raumgruppe P3;21 ein Molekiil mit einem initialen R-Faktor von 38 % gefunden werden.

6.4.2 Modellbau

Fiir den erstmaligen Modellbau wurde die mittels PHASER (CCP4) berechnete Elektronendich-
tekarte verwendet und zunichst das Suchmodell CPD-2 in die Dichte gelegt. Nicht oder nur
schlecht definierte Aminoséurereste wurden als Alanine definiert, in der CPN-Struktur fehlende
Regionen wurden geldscht, zusétzliche Regionen wurden zunéchst vernachléssigt. Der Modellbau
wurde immer wieder unterbrochen und die Struktur verfeinert, wodurch sich neue positive und
negative Differenzdichten ergaben. So konnten Stiick fiir Stiick die zu Alaninresten mutierten
Seitenketten entsprechend aktualisiert werden und neue Bereiche der CPN eingefiigt werden, bis
es zu keiner weiteren Verbesserung durch Verfeinerung kam. Bis zum Ende nicht definierte Berei-
che wurden auf die occupancy 0 gesetzt. Die Region um die Plasminschnittstelle wurde bis zum
Ende nicht sichtbar, was wohl in einer Spaltung der Polypeptidkette an dieser Stelle begriindet
liegt und flexible Endstiicke zur Folge hat. Ebenso fehlt am Ende der Struktur ein Bereich von
rund 40 Aminoséuren.

6.4.3 Verfeinerung

Die Verfeinerung erfolgte mit dem Programm CNS (Briinger et al., 1999) unter Verwendung
der initialen Losung aus dem molekularen Ersatz. Die Position des als starrer Korper (rigid-
body) behandelten CPN-Molekiils wurde zunéchst durch eine rigid-body-Verfeinerung optimiert.
Anschlieend konnte das Modell unter Verwendung von simulated annealing verbessert werden,
und die B-Faktoren wurden mit zwei Gruppen pro Rest verfeinert. Wenn Unterschiede in der
(Fops-Fcaic)-Elektronendichte sichtbar waren, wurde zwischen den Verfeinerungsrunden die Pro-
teinkette manuell mit dem Programm O modifiziert (Jones et al., 1990). Das annealing wurde bei
5000 K gestartet und das Modell dann stufenweise in 50 K Schritten abgekiihlt. Die Statistiken
der Verfeinerungen sind in Tabelle 6.1 dargestellt.

6.4.4 Qualitit der CPN1-Struktur

Die Qualitéit des verfeinerten Modells hiingt von der Ubereinstimmung mit den gemessenen Daten
und von sinnvollen stereochemischen Parametern ab. Die Qualitdt der verfeinerten Struktur
wurde mit Hilfe des Programms PROCHECK (Laskowski et al., 1993) iiberpriift. In Tabelle
6.1 sind die Qualitatskriterien aufgelistet, die iiblicherweise fiir die Beurteilung des Verlaufs einer
Verfeinerung herangezogen werden.
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Tabelle 6.1: Statistiken der Datensammlung der CPN-Kristalle

CPN-Datensatz

Raumgruppe P3;21
Molekiile pro asymmetrischer Einheit 1
Datensammlung
Zellkonstanten

a=b (A) 150,03

c (A) 54,91

a=p (°) 90

v () 120
Auflssung (A) 2,1 (2,17-2,10)
Vs (A%/pa) 3,59
Anzahl der Reflexe:

gemessen 624595

unabhéngig 41723
Rmsd gebundene Bs 3,4
<I>/<o()>" 15,26 (4,37)
Rinerge (%)% 6,8 (28,0)
Vollstéandigkeit (%) 99,1 (99,4)
Wellenléinge (A) 1,05

Multiplizitét

Verfeinerung

3,356 (3,348)

Anzahl definierter Proteinatome
Anzahl Wassermolekiile

Auflésung

Reflexe benutzt fiir die Verfeinerung
Reflexe ausgew&hlt fir Ryyee

finaler B-Faktor Verfeinerung/Wilson (A2)
finaler R-Faktor (%)°

finaler Rypee (%)

rms-Abweichung der Geometrie:
Bindungsléingen (A)
Bindungswinkel (°)
Ramachandran-Winkel im
giinstigsten Bereich (%)

erlaubten Bereich (%)

generell erlaubten Bereich (%)

3182
379

20.0 - 2,1
38734

2069
27,1/25,0
17,89 (22,41)
20,08 (25,37)

0,007
1,27

87,3
12,4
0,3

& Werte in Klammern entsprechen der hochsten Auflésungs-

schale 2,17-2,10 A.

b Rmerge = Zh Zz |Il(h) - <I(h)>|/ Zh Ei Il(h)
¢ Ractor = Y |Fobs — Feaicl/ D Fobs, wobel Fops die gemesse-
ne und F.,;. die berechnete Strukturfaktor-Amplitude dar-

stellt.

6.4 Strukturlosung

Dabei weisen die erhaltenen R-Faktoren fiir die Auflésung von 2,1 A sinnvolle Werte auf. Ebenso
liegen die stereochemischen Parameter, wie die mittleren quadratischen Abweichungen (rmsd)
der Bindungswinkel- und Léngen, in sinnvollen Bereichen (Engh & Huber, 1991). Zur Beur-
teilung der stereochemischen Parameter des verfeinerten Modells gehort auch die Analyse der
Hauptkettentorsionswinkel ¢ und ¥. Dazu wurde mit dem Programm PROCHECK ein so ge-
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nanntes Ramachandran-Diagramm erstellt. Da die Torsionswinkel im verwendeten Verfeinerungs-
programm CNS (Briinger et al., 1999) nicht eingeschrinkt werden und somit prinzipiell in weiten
Bereichen variieren kénnen, 148t sich ihre Verteilung zur Qualitdtskontrolle verwenden. Insgesamt
befinden sich 87,3 % aller Reste (Glycin und Prolin ausgenommen) des verfeinerten Modells im
energetisch giinstigsten Bereich (vgl. Tabelle 6.1). Die iibrigen Reste liegen im zusétzlich erlaub-
ten Bereich aufler Ala387, das sich trotz intensiver Verfeinerungen im generell erlaubten Bereich
befindet. Im Hinblick auf eine gute Positionierung dieses Alanins innerhalb der Dichte ist dies
allerdings zu akzeptieren (vgl. Abbildung 6.1).

180

Psi (degrees)

180 <135 90 -45 0 45 90 135 150
Phi (degrees)

Abbildung 6.1: Ramachandran-Diagramm der CPN-Struktur. Glycine sind als Dreiecke dargestellt, alle anderen
Aminosiuren (aufler Proline) werden durch Quadrate symbolisiert. Je dunkler der Hintergrund, desto bevorzugter
ist die (o, ¥)-Konformation (Laskowski et al, 1993).

6.5 Strukturbeschreibung der CPN1

6.5.1 Beschreibung der Gesamtstruktur

Aufgrund charakteristischer Wasserstoffbriicken-Bindungsmuster zwischen den Atomen der Pep-
tidbindungen lassen sich Sekundérstrukturelemente definieren. Eine primére Zuordnung der Se-
kundérstrukturelemente der CPN1 erfolgte durch die Sekundérstruktur-Vorhersage mithilfe des
Programms PSIPRED (Jones, 1999).

Diese Werte wurden schliefilich mit dem Programm O (Jones et al., 1990) iiberpriift und eine
genaue Zuordnung ermittelt, die in Abbildung 6.2 in der untersten Zeile aufgefiihrt ist. Damit
verfiigt die geloste Struktur der CPN1 insgesamt iiber 10 a-Helices und 14 3-Stréange. Die Poly-
peptidkette der C-terminal um ca. 20 Reste verkiirzten CPN1 konnte in der Elektronendichte von
Lys-1 bis Ser398 definiert werden, abgesehen von neun Resten um die proteasesensitive Schnitt-
stelle Arg218-Arg219 (vgl. Abbildung 6.2). Dieses Konstrukt ist zwar temperatursensitiver als
das Tetramer, behélt aber seine hydrolytische Aktivitédt bei Raumtemperatur vollstéindig, so dass
es typische CPN-Substrate mit einer leicht verstirkten Rate spaltet.

Die katalytische Doméne der CPN ist aus 2 Doménen aufgebaut, wobei die ,klassische“ Carbo-
xypeptidase Doméne Vall bis His319 umfasst und sowohl die katalytischen Reste beinhaltet als
auch die fiir die Substratbindung verantwortlichen Reste. Daran schlie§t sich N-terminal eine
sogenannte Trans-Thyretin(TT)-Doméne an, die bei GIn320 beginnt und sich bis zum Ende der
Struktur (Ser398) zieht.
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CPN

1
v RYDDLVRT YKVQNECPG VELEFSDHBG IBEPLE 60
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—————{::::::::::::::]3——4
CPN N AL SEF CEEFRNRNQRIVQ YEVAAAQ 120
CPD 1EYHCKNFG-TDPEVTD, KSQE— 123
CPM I1DYEVTSDG-KDPEITN, VKK- 118
E::D—————(__________________(%4________T}E:::::$>{::::::::]3
CPN GPNKPGYLV] LNTYIYYNEKYGGPNHHLPLPDNWKSQVE 180
CPD --GDRGGT NY --------------- L 162
cPM --PDCYYS I GRENYNoYDENRNERBAF - - -——-———————— EYNNV----SRQ 157
0

a4/ 5 oS

210 vV
CPN MHSFN KSFEHRVRGVRRTASTP Y 240
CPD MSHLKTYPEVESANERGES| W\ NMRFBDDE - ————— QGIATYSKS SK 216
CPM M LKTET NGV———QATGALYSRSL 214
A 290
CPN AHGWMFQBWNBG----- SLS LHTN 295
CPD ENKK S KDLYPTEY NVPG LNTN 276
CPM RNP KN---KMN YSIMPLQG IWAQ 271
PN PEBEBORERL IQFLE QNY NNLABAVISESGIN
CPD EBPKYWME LQFIK TDGRGILNATISMADIN|
CPM REEKEPSF@IN KAS 1EYIK QNG -NPLPNVIVE| Q
4:9—«:

o_o >{ 400

CPN F L TVSATAP ETV TVGPAE———P%LVNFH KRS IPQVSPVRRAP 409

CPD KVTASAR VTKTMEVDSKG---GVQVNFTESRT--——-——————— 380

CPM IINVTVP HITKM I IPEKSQNFSALKKD I§LPFQGQLDSIPVSN 390
~,

——DVTSGD 352
--PVTTYK 334
ICPYRTNK 330

Bl4 B1S

410 420 430
CPN SRRHGV---RAKVQPQARKKEMEMRQLQRGPA---- 438
) S
CPM PSCPMIPLYRNLPDHSAATKPSLFLFLVSLLHIFFK 426

17 al0

= Aminosdurereste, involviert in Zinkbindung

= Aminosdurereste, beteiligt an der Katalyse

= glykosylierte Threonin-Reste in der CPN-Struktur
= Plasmin-Schnittstellen

»< = Domadnenstart/-ende

Q4 0 » o

Abbildung 6.2: Topologie-Alignment der humanen CPN1 mit humaner CPM und CPD-2 der Ente. Die Sekun-
darstrukturelemente Helices und Faltblatter der CPN-Struktur sind in der letzten Zeile als Zylinder und Pfeile
dargestellt. Strikt und hoch konservierte Bereiche sind in rot bzw. gelb angezeigt.
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6 Ergebnisse — Carboxypeptidase N (CPN)

Diese Transthyretin-Doméne ist ein charakteristisches Merkmal, das alle Mitglieder der MCP
N/E-Unterfamilie miteinander teilen (Aloy et al., 2001). Dieses humane CPN1-Molekiil ist topo-
logisch dhnlich zu den Strukturen der CPD-2 der Ente (Gomis-Ruth et al., 1999, PDB:1QMU)
sowie humaner CPM (Reverter et al., 2004, PDB:1UWY), was durch eine Berechnung der rms-
Abweichungen mit einem Grenzwert von 2,0 A verdeutlicht wird. Dabei ergeben sich relativ niede-
re Werte von 0,72 A bzw. 0,86 A fiir 334 bzw. 328 topologisch dquivalente C,-Atome. Die CPN1-
Polypeptidkette ist innerhalb der Carboxypeptidase-Doméne durch 2 Disulfidbriicken verkniipft,
wobei Cys22 eine Verbindung mit Cys84 eingeht und Cys251 mit Cys291. Ein weiteres Cystein
ohne Bindungspartner (Cys282) erstreckt sich, ebenso wie das entsprechende Cystein in der
CPD-2 und CPM, in eine innere Tasche. Am N-terminalen Ende der TT-Doméne tauchte iiber-
raschenderweise zusétzliche Dichte bei 3 Threonin-Resten auf, die mit 3 N-Acetylglucosaminen
besetzt werden konnte (vgl. Abbildung 6.3).

6.5.2 Strukturbeschreibung der Carboxypeptidase-Domane

Die C-terminal gelegene Carboxypeptidase-Doméne ist von kugelférmiger Gestalt und weist eine
fiir Metallo-Carboxypeptidasen typische /3 Hydrolase-Faltung auf (Rees et al., 1983). Diese ist
aufgebaut aus einem zentralen acht Stréinge umfassenden §-Faltblatt (angeordnet in der Reihen-
folge 51, B2, 54, 33, 55, 38, 36, 57, wie in Abbildung 6.3 zu sehen), das auf der einen Seite von
sechs a-Helices flankiert wird (al, a2, a3, a6, a7 und a9) und auf der anderen Seite von weiteren
4 (a4, eine im Vergleich zu anderen Strukturen neue Helix a4/5, a5 und a8). Die Nummerierung
ist dabei angelehnt an die Sekundérstruktur-Nomenklatur der CPM (GomisRuth99; Reverter04).
Das zentrale g-Faltblatt 148t sich wiederum unterteilen in einen breiten Kern aus vier parallelen
Stréangen (£4, 53, 55 und 38), der von Paaren antiparalleler Stringe (S1 und (32) und parallel
verdrehter Stringe (56 und (7) gesdumt wird. Die meisten a-Helices verlaufen anndhernd an-
tiparallel zu den Faltblatt-Stringen, nur eine a-Helix ist fast senkrecht dazu angeordnet (a3).
Bemerkenswerterweise besitzt die lange terminale Helix 9 einen Knick zwischen den Resten
Leu305 und Gly306, da die Carbonylgruppen an dieser Stelle aus der Helixachse herausweisen
und so das Netzwerk durchgehender Wasserstoffbriicken unterbrechen.

Die interne Disulfidbriicke zwischen Cys22 und Cys84 verkniipft die al-F1-Kehre mit der a2-
Helix, wihrend die Disulfidbriicke zwischen Cys251 und Cys291 die a7-37-Kehre mit der (§8-
a9-Kehre verbindet. Die zuletzt genannte Disulfidbriicke findet sich auch in den Strukturen der
CPM und CPD-2, Cys251 dagegen ist in der CPN1 aufgrund angrenzender Deletionen innerhalb
der Sequenz verschoben (vgl. Abbildung 6.2). Ebenfalls vergleichbar mit anderen Carboxypep-
tidasen ist das hydrophobe Innere der CPN-Carboxypeptidase-Doméne. Davon ausgenommen
sind ausschliellich das zentrale Ionenpaar Lys60 und Glu284, einige partiell verdeckte, geladene
Reste, sowie zwei Salzbriicken nahe der Oberfléche, die sich von His6 zu Glu74 erstrecken und
von Arg27 iiber Glud4 bis zu Argl02 und zwei benachbarte Wasserstoff-verbriickte Histidinpaare
(His161 und His162, sowie His185 und His279), die sich an der Oberfliche befinden. Eine optima-
le Uberlagerung mit den Carboxypeptidase-Doménen der CPM und CPD-2 zeigt, dass 266 bzw.
268 der CPN1 C,-Atome topologisch dquivalent mit den C,-Atomen der Vergleichsstrukturen
sind und nur eine rms-Abweichung von 0,60 bzw. 0,74/01 aufweisen. Von diesen Resten sind 50
bzw. 42 % auch chemisch identisch (vgl. Abbildung 6.2). In der CPN1 findet sich auch die fiir
Carboxypeptidasen charakteristische cis-Peptidbindung zwischen Pro205 und Tyr206, die wahr-
scheinlich fiir eine korrekte Platzierung der Asp203- und Asp207-Seitenketten benotigt wird. Vor
allem der letztgenannte Rest spielt ebenso wie bei der CPM und CPD-2 eine wichtige Rolle bei
der Sperzifitat fiir basische P1’-Reste. Neben all diesen Gemeinsamkeiten finden sich auch einige
Unterschiede der CPN1-Struktur zu der von CPM, die vor allem auf diversen Insertionen in der
CPN-Sequenz im Vergleich zu der CPM-Sequenz basieren. So ist die Helix a2 der CPN durch
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6.5 Strukturbeschreibung der CPNI1

Abbildung 6.3: Stereo-Abbildung der humanen CPN1-Struktur, oben die Carboxypeptidase-Doméne, unten die
TT-Doméne. Helices (al bis a9) und S-Faltblitter (81 bis $15) sind als orange Helices bzw. blaue Pfeile darge-
stellt, ungeordnete Ketten als rote Linien. Zusétzlich ist dargestellt: das im aktiven Zentrum positionierte Zinkion,
eingefiigt entsprechend der CPM-Struktur(pinke Kugel), die Disulfidbriicken (gelbes Stick Modell), die drei glyko-
sylierten Reste Thr380, Thr382 und Thr390 sowie die O-verkniipften Zucker (orange bzw. griine Stick Modelle).

eine Insertion von einem Rest zwischen Phe87 und Asn91 etwas langer und Helix a4 ist aufgrund
einer Insertion zwischen Vall1l6 und Vall29 sogar um 3 Reste ldnger. Eine 19 Reste umfassende
Insertion zwischen Leul46 und Vall73 bewirkt eine signifikante Anderung verglichen mit den
anderen Carboxypeptidase-Strukturen. Hier bildet sich in der CPN-Struktur eine neue Helix, be-
zeichnet als a4/5, die abwiirts gerichtet ist und den Bereich durchléuft, der in der CPM-Struktur
durch das C-terminale Ankersegment besetzt wird. Anschlieflend verlauft die Polypeptidkette
wieder gen C-Terminus der Struktur, wobei sich zwischen der (36-a6-Kehre die Plasminschnitt-
stelle befindet und die Reste Glu211 bis Ala221 undefiniert bleiben. Trotz dieses in der Struktur
fehlenden Bereiches 148t sich aufgrund des Sequenzalignments feststellen, dass diese Kehre bei
der CPN 3 Reste mehr umfasst als bei der CPM und sogar 6 Reste mehr, verglichen mit der
CPD-2. Desweiteren ist festzustellen, dass sich die a7-Helix nur noch auf eine kurze helikale Win-
dung reduziert hat. Die Ahnlichkeit der Carboxypeptidase-Domine der CPN1 mit der von CPA
ist noch viel geringer. Hier zeigen sich Unterschiede vor allem darin, dass die a4-a5-Kehre in
entgegengesetzte Richtungen weisen und bei der CPA einen ausgepréigteren Zugang zum aktiven
Zentrum bilden (vgl. Abbildungen 6.3 und 6.4).

6.5.3 Strukturbeschreibung der Trans-Thyretin(TT)-Domane

Die TT-Doméne der CPN1 setzt sich wie auch die der CPM- und CPD-2-Struktur aus einem
[B-Gewinde, bestehend aus sieben Stringen (39 bis $15), zusammen. Dabei falten diese sich auf
eine Art, dass sich im Inneren ein hydrophobes Zentrum ergibt, das umgeben wird von einem an-
tiparallelen 4-Strang-Faltblatt (511, 510, 513 und $14) und einem gemischten 3-Strang-Faltblatt
(12, 49 und $15) (Vgl. Abbildung 6.3). Durch die sieben fortlaufend auf- und abwérts gerichte-
ten B-Striange innerhalb der TT-Doméne sind der N-Terminus, der die Doméne mit der a9-Helix
der CP-Doméne verbindet, und der C-Terminus an entgegengesetzten Enden des §-Gewindes
positioniert. Anders als bei der CPM, aber dhnlich der CPD-2, ist die Kehre zwischen 14 und
(15 nicht exponiert, und (-Strang 11 bildet auch keine extra Wolbung aus, weshalb die TT-
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Abbildung 6.4: Stereo-Abbildung der humanen CPN1-Struktur (dicke graue Linie), iibereinandergelagert mit
humaner CPM in pink (Reverter et al., 2004, PDB:1UWY), CPD-2 der Ente in orange (Gomis-Ruth et al., 1999,
PDB:1QMU) und boviner CPA in blau (Rees and Lipscomb, 1982b, PDB:4CPA). Additiv dargestellt ist das
katalytische Zinkion der CPM als pinke Kugel und einige CPN1-Kehren, die im Text angesprochen werden sind
markiert.

Doméne eher einer zylindrischen Form gleicht als einer kegelformigen. Dies 183t vermuten, dass
im Vergleich zur CPM auch eine reduziertere Interaktion zwischen den beiden CPN1-Doménen
stattfindet. Eine ndhere Verwandtschaft der TT-Doméne von CPN1 zu der von CPD-2 im Ge-
gensatz zu der von CPM zeigt sich auch anhand der unterschiedlichen rms-Abweichungen der
equivalenten a-Kohlenstoffatome. Dabei ergibt sich im Vergleich mit der CPD-2 ein Wert von
0,63 %, im Vergleich mit der CPM dagegen ein Wert von 1,02 %. Dementsprechend ergibt sich
im Vergleich mit der CPD-2 auch eine Sequenzidentitit von 52 %, wihrend diese im Vergleich
mit der CPM nur 36 % betrigt (vgl. Abbildung 6.2). Die Interaktion der beiden CPN1-Doménen
untereinander basiert auf einer Mischung aus sowohl hydrophoben als auch hydrophilen Wech-
selwirkungen und umfasst zwei hydrophobe Gruppen, eine in den regulatorischen Carboxypep-
tidasen stark konservierte Salzbriicke zwischen Asp227 und Arg358 (Aloy et al., 2001) sowie ein
verdecktes Histidin346.

Am Ende des ($14-Strangs und zu Beginn des $15-Strangs sind drei Threonin-Reste (380, 382,
389) iiber eine O-glykosydische Bindung mit N-Acetylglucosamin-Zuckern verkniipft. In jedem
Fall ist nur ein Zucker per Dichte definiert, wobei die Moglichkeit bestehen wiirde, auch lédn-
gere Zuckerketten an diesen Stellen unterzubringen (vgl. Abbildung 6.5). Urspriinglich wurde
die CPN1-Untereinheit in der Literatur als nicht glykosyliert beschrieben (Levin et al., 1982),
auch wenn Glykosylierungen dieses Fragmentes nicht weiter untersucht wurden. Bei den kris-
tallographisch offengelegten Glykosylierungen handelt es sich eventuell um Artefakte der Hefe-
Expression. Allerdings konnte eine Glykosylierung der CPN1 ein lang bestehendes Rétsel um
das Molekulargewicht erkliaren. Intakte und verkiirzte CPN1 wurden in der Literatur stets mit
einem durch SDS-PAGE ermittelten Molekulargewicht von 55-56 kDa bzw. 48-49 kDa beschrie-
ben, was im Gegensatz zu den mit der Sequenz berechneten Werten von 50kDa bzw. 45kDa
stand (Plummer, 1978; Levin et al., 1982; Quagraine et al., 2005). Datenbank-Analysen von
O-glykosylierten Serin- bzw. Threoninresten zeigen, dass sowohl eine Nachbarschaft von Serin-
bzw. Threoninresten die O-Glykosylierungswahrscheinlichkeit erhéht als auch ein Prolinrest auf
einer +3 oder -1 Position (Christlet and Veluraja, 2001). Die glykosylierten Threoninreste be-
finden sich rdumlich in enger Nachbarschaft; eine Uberpriifung der Sequenz zeigt, dass sich
auch Prolinreste an entsprechenden Positionen befinden. So findet sich drei Positionen hinter
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Abbildung 6.5: Stereo-Abbildung der Glykosylierungsstellen der CPN1. Dargestellt sind Thr380, Thr382 und
Thr390 (Stick Modell mit blau markierten N-Atomen, rot markierten O-Atomen und orange markierten C-Atomen)
und die kovalent verkniipften N-Acetylglucosamine (griine C-Atome). Die Struktur wurde um die Zucker und
gebundenen Threonine mit 2F ops-Fcaic Elektronendichte unterlegt (blau, Konturierungslevel 1 o).

Thr382 ein Prolin ebenso wie eine Position vor Thr389. Zusétzlich konnte festgestellt werden,
dass Cysteinreste und grofle bzw. aromatische Reste eine inhibierende Wirkung auf Glykosy-
lierungen haben. Dies bestétigend ist in weiter Umgebung der glykosylierten Threonine kein
derartiger Rest in der Sequenz. Die Eingabe der CPN-Sequenz auf dem NetOGLyc 3.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc) ergab dementsprechend fiir die drei betreffenden
Threonine in herausragenden I-Werten von 0,278, 0,538 und 0,283, was abgesehen von den Wer-
ten fiir Thr223 (0,695) und Thr370 (0,270) mit Abstand die héchsten Werte der gesamten CPN1-
Sequenz darstellen. Daher konnten diese drei Threoninreste der CPN1 nicht nur in Hefezellen
dazu neigen, ldngere Glykosylierungsketten zu tragen, sondern auch in Sdugetierzellen.

6.5.4 Das aktive Zentrum der CPN1

An einer Stelle ist die Oberflache der kugelférmigen CP-Doméne eingebeult und formt die Grube
des aktiven Zentrums (auf der rechten Seite der Abbildung 6.3). In der Struktur der CPN1 be-
steht die Basis dieser Grube - dhnlich wie bei den anderen Metallo-Carboxypeptidasen - aus den
B-Strangen 85 und 86 sowie dem angebundenen 38. Die Wand dieses Grubenschachtes wird im
Wesentlichen von 2 Ausstiilpungen gebildet, die durch die mehrzihligen Windungen der a4-a4/5
Helix bei Argl131 und Asn140 entstehen, durch das Uberstehen der $3-a2-Kehre bei His65 sowie
durch die a7-G7-Haarnadel-Kehre und durch das §7-a8-Segment. CPN1 teilt diese wandformen-
den Segmente mit den Strukturen der CPM und CPD-2 (vgl. Abbildung 6.4). Dagegen ist das
ad-ab-Segment der CPA insofern anders gefaltet, als sich der Anfangsbereich weniger tief in die
Grube erstreckt, dagegen der C-Terminus eine ausgeprigtere Umrahmung ausbildet. Diese stellt
fiir CPA /B Protein-Inhibitoren eine charakteristische und ideale Auflagefliche dar. Hier seien bei-
spielhaft der Kartoffel-Carboxypeptidase-Inhibitor zu nennen (Rees and Lipscomb, 1982b, PCI,
PDB:4CPA), der vom Blutegel abgeleitete Carboxypeptidase-Inhibitor (Reverter et al., 2000,
LCI, PDB:1DTD), der endogene Carboxypeptidase-Inhibitor Latexin (Pallares et al., 2005; Aa-
gaard et al., 2005, PDB:2B0O9) und der Carboxypeptidase-Inhibitor aus dem Holzbock (Arolas
et al., 2005, TCI, PDB:1ZLH). Modellierungsstudien haben ergeben, dass es aufgrund der heraus-
ragenden a4-a5- (um Tyrl27) und a7-F7-Kehren zu Zusammenstofien der CPN/E-Peptidasen
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mit Teilen des Inhibitor fithren wiirde. Dies deckt sich mit Experimenten, bei denen sich die-
se Inhibitoren als wirkungslos erwiesen gegeniiber tetramerer CPN (Redlitz et al., 1995), der
CPN1-Untereinheit (Black, J. and Skidgel, R.A., nicht versffentlichte Daten), CPD-2 (Gomis-
Ruth et al., 1999) und CPM (Black, J. and Skidgel, R.A., nicht veroffentlichte Daten). Der
Orientierung der definierten Schnittstellen nach zu urteilen diirfte die intakte ($6-a6-Kehre der
CPNT1 in der Lage sein, sich in Richtung des aktiven Zentrums auszudehnen, was auch eine In-
teraktion mit ldngeren Polypeptidketten erméglichen wiirde. Separate Enden dagegen erlauben
eventuell eine weniger erzwungene Anndherung zum aktiven Zentrum, was die Erhoéhung der
Aktivitdt nach einer Spaltung erkliren wiirde (Levin et al., 1982; Quagraine et al., 2005).

Innerhalb des aktiven Zentrums war gut definierte Elektronendichte sichtbar, die sich in der Na-
he der Stelle befand, an der man das Zinkion erwartet héitte. Da der Kristallisationspuffer das
chelatierende EDTA enthielt, wurde der kristallisierten Carboxypeptidase N wahrscheinlich zu-
vor gebundenes Zink entzogen, wobei das Enzym ebenfalls im Kristallisationspuffer enthaltenes
Sulfat an dieser Stelle binden konnte (vgl. Abbildung 6.6). Dies ist moglich, da die tetraedrisch
um den Schwefel angeordneten Sauerstoffatome des Sulfations ideal positioniert sind um kurze
Wasserstoftbriicken zu bilden mit den zwei entfernt gelegenen Guanidinium Stickstoff-Atomen
des Argl41 und Argl31 sowie mit dem N§2-Atom des Asn140 und dem N§1-Atom des Imidazol-
rings von His196. Dieser musste fiir eine derartige Interaktion um seine C3-Cvy-Bindung gedreht
werden. Ein derartig gebundenes Sulfation wurde auch schon bei der Struktur der freien CPD-
2 beobachtet und erfiillt wahrscheinlich den Zweck, einige der Seitenketten an der Wand zum
aktiven Zentrum zu fixieren (GomisRuth99). Zu diesen Seitenketten gehéren unter anderem Ami-
nosduren, die eine wichtige Rolle bei der Katalyse selbst oder fiir die Erkennung und Bindung
des Substrates spielen (vgl. Abbildungen 6.6).

Abbildung 6.6: Stereo-Abbildung des aktiven Zentrums der CPN1 mit gebundenem Sulfat. Die Abbildung wurde
im Vergleich zu Abbildung 6.3 um 90 ° gedreht. Dargestellt ist das CPN1-Modell, unterlegt mit 2F ,p5-Feaic Elek-
tronendichte (blau), die mit 1o konturiert wurde. Deutlich sichtbar sind die Seitenketten, die das aktive Zentrum
einrahmen, sowie das gebundene Sulfation und einige Wassermolekiile.
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7 Diskussion - 3-Amyloid-Precursorprotein
(APP)

7.1 C-terminale Hilfte der SAPP-Ektodomane (bappS4)

7.1.1 Expression und Reinigung

Das Konstrukt bappS4 wurde in Zellen des E.coli-Expressionsstamm BL21(DE3)pRIL deutlich
iiberexprimiert. Ein Loslichkeitstest zeigte, dass die Expression bei Raumtemperatur grofie Aus-
beuten an loslichem Material lieferte. Durch den bei der Klonierung angehéngten Histidin-tag
konnte das Protein mittels einer NiNTA-S&ule bereits von den meisten Unreinheiten abgetrennt
werden. Nach einem abschlieflenden Gelfiltrationslauf mit einer S75-Sule eluierte das bappS4-
Protein hochrein und zeigte einen homogenen peak auf dem Chromatogramm (vgl. Abb. 5.2).
Ein EDMAN-Abbau verifizierte das Protein als das Zielprotein. Sowohl eine SDS-PAGE als auch
eine durchgefithrte massenspektrometrische Untersuchung bestétigte das zuvor berechnete Mole-
kulargewicht von 26 kDa. Dieses Molekulargewicht wurde verglichen mit den Daten der Gelfiltra-
tion, die eine Molekulargewichtsbestimmung mittels Eichung mit Standardproteinen bekannten
Gewichts moglich macht. Dabei ergab sich, dass das Protein auf der Gelfiltrationssdule mit ei-
nem scheinbaren Molekulargewicht von 40kDa eluierte, was einem monomeren Laufverhalten
entspricht. Zwar sind iiber Gelfiltration bestimmte Molekulargewichte abhéngig vom hydrody-
namischen Radius, dieses Ergebnis konnte jedoch auch iiber eine Ultrazentrifugation bestétigt
werden.

7.1.2 Phasierung mittels Selenomethionin

Mit 10mg Proteinausbeute pro Liter Kulturmedium ergaben sich absolut ausreichende Men-
gen, um das Protein sowohl biochemisch als auch kristallographisch detailliert zu untersuchen.
Bereits 2 Tage nach Pipettieren der Kristallisationsanséitze wuchsen relativ grofie Kristalle mit
einer Kantenldnge von 400 ym x 100 ym x 100 gm. Daraufhin wurde das bappS4-Konstrukt mit
inkorporiertem Selenomethionin exprimiert, aufgereinigt und kristallisiert und diese Kristalle am
Synchrotron in Hamburg vermessen. Die so erhaltenen Daten wurden ausgewertet, allerdings
war eine MAD-Strukturlésung mit den Selendaten nicht erfolgreich, da keine der 18 potenziel-
len Selenpositionen bestimmt werden konnten. Die Positionierung der Selenatome wurde anhand
von anomalen und dispersiven Differenzpattersonkarten bei verschiedenen Auflésungen versucht.
Auch die Einbeziehung der nativen Daten lieferte keine auswertbare Losung. Die Statistiken der
einzelnen MAD-Datensiitze zeigten zwar eine gute Qualitéit an, offensichtlich waren die anomalen
und dispersiven Differenzen jedoch nicht ausreichend genau bestimmt. Fiir ein schwaches bzw.
irreguldres MAD-Signal kénnen mehrere Ursachen in Betracht gezogen werden. Ein schwaches
bzw. abnehmendes Streuvermogen des Kristalls kann ebenso verantwortlich dafiir sein wie auch
eine hohe Mosaizitdt. Auch ist zu bedenken, dass eine zu hohe Strahlungsexposition aufgrund zu
langer Belichtungszeit zur Kristallzerstorung und somit zu wachsender Nichtisomorphie fithren
kann. Handelt es sich um eine Struktur mit flexiblen Regionen, so kann auch ein geringer Ord-
nungsgrad der Methioninreste (Unordnung, alternative Seitenkonformationen) dazu fithren, dass
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die Selenpositionen nicht bestimmbar sind. Aulerdem gibt es auch noch experimentelle Bedin-
gungen, die zum Zeitpunkt der Datensammlung eventuell nicht stationér gewesen sein koénnten
wie zum Beispiel ein Drift in der Primérstrahlung. Auch zu viele Selenpositionen kénnen Schwie-
rigkeiten bei der Losung machen.

7.1.3 Phasierung mittels (NH,),0sClg

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Selenposition-Bestimmung wurden parallel zu den Auswer-
tungen native Kristalle mit 50 verschiedenen Schwermetallderivaten versetzt und weitere Messun-
gen am DESY durchgefiihrt. Einzig (NH,4)20sClg konnte als gebundenes Schweratom identifiziert
und fiir die Phasierung der bappS4-Struktur verwendet werden. Mit diesen Daten lief sich ein Mo-
lekiil in der asymmetrischen Einheit bauen, das zweite Molekiil blieb bis zum Ende dieser Arbeit
nicht sichtbar. Dabei wurde versucht, die Dichte {iber solvent flattening zu verbessern sowie das
fehlende Molekiil mit dem ersten bereits gebauten Molekiil mittels der Methode des molekularen
Ersatzes zu suchen. Alle Versuche, weitere Differenzdichte zu erhalten blieben jedoch erfolglos.
Auch eine Suche mit Teilfragmenten der bappS4-Struktur ergab kein Ergebnis. Die Probleme,
die sich bei der Strukturlosung ergaben, sind wahrscheinlich auf den gleichen Grund zuriickzu-
fiihren, der schon die Ermittlung der Selenpositionen verhindert hatte. Zum Einen ist von einer
hohen Flexibilitdt des Molekiils auszugehen, aber auch eine Fehlordnung im Kristall 148t sich
nicht ausschlieffen. Ein Kristall ist ein dreidimensionales periodisches Kontinuum von theoretisch
unbegrenzter Ausdehnung, aufgebaut aus Atomen, lonen oder Molekiilen. Die in dieser Definition
geforderte Periodizitat verlangt, dass bei Molekiilkristallen die Molekiile jeder Elementarzelle in
exakt derselben rdumlichen Orientierung wie die in den benachbarten Zellen angeordnet sind; es
darf keinen Unterschied machen, welchen Ausschnitt eines Kristallgitters man betrachtet. Na-
tirlich ist der ,ideale Einkristall“ ebenso theoretisch wie obige Definition, denn Gitterfehler und
Verwachsungen sind teilweise unvermeidbar. Relativ hiufig kommen Teile des Molekiils und in
Extremféllen auch das ganze Molekiil in mehr als einer kristallographisch unabhéngigen Orientie-
rung oder Konformation im Kristall vor. Neben dem Vorliegen mehrerer unabhéingiger Molekiile
in der asymmetrischen Einheit und Verzwilligung kommt auch das Phdnomen der Fehlordnung
in Frage. Eine Verzwilligung konnte bei den bappS4-Kristallen ausgeschlossen werden. Dies wur-
de mithilfe des Programmpaketes CCP4 {iberpriift. Bei der Fehlordnung sind die verschiedenen
Molekiilpositionen statistisch {iber den Kristall verteilt. Die aus dem Beugungsbild bestimmte
Struktur stellt das ,,rdumliche Mittel“ aller im Kristall vorkommenden Orientierungen dar. Zwar
widersprechen Fehlordnungen prinzipiell der Definition eines regelmifligen Kristalls, im allge-
meinen, gerade wenn es nur zwei oder drei verschiedene Orientierungen gibt, iiberwiegt jedoch
die Ordnung. Die entscheidenden Voraussetzung fiir Rontgenbeugung ist damit gegeben, und
das Beugungsbild sieht vollig unauffillig aus. Teilweise hat sich gezeigt, dass sich Fehlordnungen
durch ein Absenken der Temperatur vermeiden lassen, da zumindest in einigen Fillen die Fehl-
ordnung nicht statischer, sondern dynamischer Natur ist. In solchen Féllen kann die Fehlordnung
als ,,Bewegung im Kristall “ interpretiert werden, die unterhalb einer bestimmten Energieschwel-
le nicht ldnger moglich ist. Die Datenséitze von bappS4 wurden allerdings bei Temperaturen
von 100 K gemessen, weshalb sich diese Fehlordnung unabhingig von der Messtemperatur zeigt.
Eventuell existieren zwei (oder mehr) unterschiedliche Typen von Elementarzellen, was bedeuten
wiirde, dass die Fehlordnung bei der Kristallisation selbst entstanden sein muf}. Da die Kristal-
le in sehr kurzer Zeit (innerhalb von 1-2 Tagen) erschienen, mufl diese Moglichkeit in Betracht
gezogen werden. FEine Abhilfe koénnte die Optimierung der Kristallzucht bei tieferen Temperatu-
ren bringen. Initiale Kristallisationsversuche bei 4 °C schlugen zwar fehl, aber in diesem Bereich
stehen noch viele Variationen offen.
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7.1 C-terminale Hilfte der 3APP-Ektodoméne (bappS4)

7.1.4 Beschreibung der Struktur der zentralen APP-Domine (CAPPD/E2)

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die dreidimensionale Struktur der CAPPD-Doméne der FAPP-
Ektodoméne von Wang & Ha veroffentlicht (Wang and Ha, 2004). Eine strukturelle Analyse der
E2-Doméne ergab, dass diese aus rein helikalen Sekundérstruktur-Elementen aufgebaut ist und
aus insgesamt sechs a-Helices besteht (Wang and Ha, 2004). Dabei verbindet eine zentrale a-
Helix die zwei Substrukturen miteinander (vgl. Abbildung 7.1), wobei jede dieser Substrukturen
eine hydrophobe Gruppe evolutionér konservierter Aminoséurereste enthélt, wie auch die Faltung
der E2-Doméne von anderen Mitgliedern der APP-Familie geteilt wird.

Die E2-Doméne enthélt auch die in der Literatur viel beschriebene RERMS-Sequenz, die fiir die
wachstumsvermittelnden Eigenschaften von APP verantwortlich gemacht wird (Ninomiya et al.,
1993; Li et al., 1997). Zwar ist die Sequenz nicht Teil einer Tasche oder Furche (vgl. Abbildung 7.1
B, markiert in blau), aber das Pentapeptid ist zumindest an der Oberfliche exponiert. In dieser
Struktur findet sich auch die hoch konservierte Heparansulfatproteoglykan- (HSPG)-Bindestelle,
die sich in Form einer Furche auf der Oberfliche abzeichnet (vgl. Abbildung 7.1 B, markiert in
rot). Vergleicht man diese HSPG-Bindestelle mit derjenigen der N-terminalen GFLD, so scheint
die gestreckte Form der E2-Bindestelle sehr viel geeigneter zu sein, um eine feste HSPG-Bindung
zu ermoglichen. Allerdings fehlen bisher experimentelle Daten, die die Bindekonstanten beider
Bereiche untersuchen. Auch die Faltung der E2-Doméne erweist sich als einzigartig und zeigt nur
einige strukturelle Ahnlichkeiten mit Spectrin oder a-Actinin (Wang and Ha, 2004).

A N-terminal substructure

COOH

Abbildung 7.1: Struktur der zentralen APP-Doméne (CAPPD bzw. E2)(PBD:1RW6). (A) Riickgrat-Darstellung
der E2-Doméne; die Position der RERMS-Sequenz ist in blau dargestellt, Aminosdurereste, die hydrophobe Be-
reiche bilden, in griin, und die konservierten Reste der HSPG-Bindestelle in rot. (B) Oberflichendarstellung von
Bild (A). Beschriftet sind die N- und C-Termini, sowie die unterstrichenen Reste der RERM S-Sequenz (Reinhard
et al., 2005).
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7.1.5 Vergleich des bappS4-Modells mit der veréffentlichten CAPPD-Struktur von
Wang & Ha

Die Fehlordnung in den bappS4-Kristallen machte es bis zum Ende dieser Arbeit nicht moglich,
die bappS4-Struktur zu verfeinern und das zweite Molekiil in der asymmetrischen Einheit aufzu-
finden. Die Struktur von Wang & Ha entstand aus Kristallen der Raumgruppe 1422 mit einem
Molekiil pro asymmetrischer Einheit. Dabei ist vor allem ein recht hoher durchschnittlicher B-
Faktor von 90 A2 (maximaler B-Faktor von 200 AQ) auffillig. Dies spricht fiir eine unwahrschein-
lich hohe Flexibilitdt des Molekiils. Legt man das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entstandene
bappS4-Modell mit der CAPPD-Doméne von Wang & Ha {ibereinander, so ist zwar eine sehr
dghnliche a-helikale Gesamtstruktur erkennbar, allerdings scheinen die einzelnen a-Helices doch
sehr flexibel oder sogar unterschiedlich zu sein (vgl. Abbildung 7.2). Es ergibt sich ein rmsd-Wert
grofer 7 A fiir alle 132 Co-Atome bzw. von 2 A fiir 113 Cy-Atome. Die in der Veroffentlichung an-
gegebenen Molekulargewichts-Daten von 50 kDa, errechnet durch Gelfiltrationsexperimente sowie
DLS, entsprechen einem oligomeren Lauf eines Dimers, weshalb die Autoren von einem kristal-
lographischen Dimer ausgingen. Eine sinnvolle Ubereinanderlagerung des 1422-Dimers mit dem
eigenen P4;-Modell war nicht moglich, da die 1422-Dimere innerhalb der P4;-Kristallpackung
mit den Symmetriefiquivalenten zusammenstofien wiirden.

Auch ergab die Struktur dieser Verdtffentlichung bei einer durchgefiihrten Patterson-Suche keine
Losung. Vergleicht man die Ergebnisse beziiglich des Oligomerisierungsverhalten miteinander, so
er6ffnen sich auch hier Unterschiede zu dem bappS4-Konstrukt. Das Konstrukt von Wang & Ha
ist im Vergleich zum bappS4-Konstrukt N-terminal um 4 Aminosiduren kiirzer sowie C-terminal
um 10 Aminoséuren verkiirzt. Die Daten von Wang & Ha ergeben, dass die E2-Doméne in der
Lage ist, ein antiparalleles Dimer in Losung auszubilden ebenso wie Spectrin und a-Actinin, zwei
Proteine, die einige strukturelle Ahnlichkeiten zu der E2-Doméne von APP aufweisen (Wang
and Ha, 2004). Eine Dimerisierung dieser Doméne, wiirde die hydrophoben Oberflichenbereiche
abdecken (vgl. Abbildung 7.1 B, griin markiert) und auch eine bessere Tasche fiir die Heparin-
Bindestelle generieren, da beide Monomere eine positiv geladene Oberfléiche prisentieren kénnen.
Jedoch wiren auch zwei Aminosiurereste der RERMS-Sequenz an einer Dimerisierung betei-
ligt, was zur Folge hitte, dass das Motiv nicht mehr fiir andere Interaktionen zur Verfiigung
stehen wiirde. Es bleibt offen, ob eine Dimerisierung und Dissoziation von APP-Molekiilen un-
terschiedliche Funktionen reguliert. So konnte zellgebundenes APP Dimere bilden und derart
Zell-Zell-Adhésionen trans-regulieren, wihrend monomeres APP sowohl in gebundener Form als
Wachstumsfaktor agieren kénnte als auch, nachdem es durch a-sekretorische Spaltung ins externe
Milieu freigesetzt wurde. Bis heute ist die Diskussion um eine mdogliche Dimerisierung des APP
noch nicht eindeutig gekldrt. So gibt es neben Wang & Ha auch andere Forschungsgruppen, die
in ihren Arbeiten APP-Dimere beschreiben (Wang and Ha, 2004; Scheuermann et al., 2001; Soba
et al., 2005). Andere wiederum sprechen von Monomeren mit hohem Stokes-Radius, was darauf
schlieflen 148t, dass sich die E2-Doméne von APP weniger als kompaktes, sphérisches Molekiil
verhélt als vielmehr &hnlich einer langgestreckten Struktur (Gralle et al., 2002; Botelho et al.,
2003).

In Ubereinstimmung mit den zuletzt genannten Forschungsergebnissen zeigt auch das bappS4-
Konstrukt ein monomeres Laufverhalten. Dies wurde mit einer Molekulargewichtsbestimmung
mittels Groflenausschluichromatographie bestimmt, aber auch mit Daten eines Gleichgewichts-
laufs verifiziert. Somit konnten jegliche Effekte, hervorgerufen durch den hydrodynamischen Ra-
dius des Proteins oder Wechselwirkungen mit der Sdulenmatrix, ausgeschlossen werden. An die-
ser Stelle sei auch kritisch angemerkt, dass die von Wang & Ha durchgefithrten Experimente
zum Oligomerisierungsverhalten der E2-Doméne nicht iiber eine Ultrazentrifugation verifiziert
wurden. Gegen eine Dimerisierung-Hypothese spricht auch, dass alle anderen verdffentlichten
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7.1 C-terminale Hilfte der 3APP-Ektodoméne (bappS4)

Abbildung 7.2: Ubereinanderlagerung des bappS4-Modells(blau) mit der Struktur von Wang & Ha (rot). Beide
Strukturen weisen eine dhnliche Gesamtstruktur auf, die einzelnen Helices sind allerdings in hohem Grade flexibel
bis unterschiedlich.

Substrukturen der Ektodoméne inklusive der CAPPD (Dulubova et al., 2004) ein monomeres
Verhalten in Losung zeigen. Innerhalb dieser Arbeit konnte ein monomeres Verhalten der C-
terminalen Ektodoménenhilfte eindeutig gezeigt werden, ob dieser Bereich in der Lage ist so-
wohl eine monomere als auch eine dimere Konformationen in Losung anzunehmen bleibt unklar.
So zeigen in wvivo Studien, dass zellgebundenes APP nach der Biosynthese im endoplasmati-
schen Retikulum eine cis-Dimerisierung annehmen kann und disulfidverbriickte Dimere von APP
die AB-Generierung beeinflussen konnen (Scheuermann et al., 2001). Kiirzlich wurde auch be-
legt, dass die starke Homologie und Organisation konservierter Bereiche zwischen APP und den
APP-Familienmitgliedern APLP1 und APLP2 nicht nur Homo-Oligomerisierung, sondern auch
Hetero-Oligomerisierung moglich macht (Soba et al., 2005). Festzuhalten bleibt, dass es sich bei
der C-terminalen Hilfte der SAPP-Ektodoméne um eine sehr flexible Region handelt. Ob dies
in einer unbekannten Funktion begriindet liegt oder iiber einen Bindepartner stabilisiert werden
kann, bleibt fraglich.

7.1.6 Heparinbindung

In der Literatur sind innerhalb der SAPP-Ektodoméine mehrere Heparinbindestellen beschrie-
ben (Clarris et al., 1997; Rossjohn et al., 1999), wobei es tendenziell mehr Beschreibungen zu
Heparinbindestellen im N-terminalen Bereich der Ektodoméine gibt als im C-terminalen Bereich.
Durch einen Auftrag des bappS4-Proteins auf eine Heparinbindeséule konnte die Existenz die-
ser Bindestellen im C-terminalen Bereich der SAPP-Ektodoméne nachgewiesen werden, da es zu
einer deutlichen und sehr affinen Bindung kam, die nur durch eine hochmolekulare Salzkonzentra-
tion wieder gelost werden konnte. Durchgefiihrte CD-Messungen mit dem reinen bappS4-Protein
und additiv zugegebenem Heparin ergaben eine Anderung der dreidimensionalen Struktur zu
einer mehr helikalen Strukturierung. Da es sich um eine rein helikale Struktur handelt, besteht
hier zum Einen die Maglichkeit, dass sich die Ubergéinge zwischen den einzelnen a-Helices mehr
strukturieren. Eine wahrscheinlichere Annahme ist allerdings, dass das zugegebene Heparin der-
art an die C-terminale Hilfte der SAPP-Ektodoméne bindet, dass es zu einer Stabilisierung der
Gesamtstruktur fiihrt und die einzelnen a-Helices nicht mehr eine derartige Flexibilitéit wie ohne
gebundenes Heparin aufweisen. Das Phinomen, dass Heparin eine stabilisierende Wirkung auf

105



7 Diskussion - (3-Amyloid-Precursorprotein (APP)

Proteine haben kann, wurde bereits bei Tryptase beobachtet (Schwartz and Bradford, 1989). Da-
her koénnte ein Komplex aus dem (-amyloid-Vorlduferprotein mit Heparin zu einer Stabilisierung
des Proteins fithren und somit eventuell Fehlordnungen innerhalb des Kristalls verhindern. Kris-
tallisationsansétze mit unterschiedlich langen Heparinketten wurden bereits angesetzt, weitere
Studien sind geplant.

7.2 N-terminale Hilfte der SAPP-Ektodomane (bappS3)

7.2.1 Expression und Reinigung

Das bappS3-Konstrukt zeigte eine Expression in Zellen des E.coli-Expressionsstammes Origa-
miB(DE3). Auch wenn ein initialer Loslichkeitstest zunéchst die Expression in Form von Ein-
schlufkérpern ergab, konnte der Anteil an 16slich exprimierten Material durch eine Expression
bei Raumtemperatur und Inkubation iiber Nacht deutlich erh6ht werden. So konnte trotz der 12
Cysteine, die die Kette im N-terminalen Bereich des Proteins enthélt, 16sliches Protein erhalten
werden. Durch den bei der Klonierung angehéngten Histidin-tag konnte das Protein mittels einer
Ni-Sepharose-FF-Séule bereits von den meisten Unreinheiten abgetrennt werden. Nach einem
abschliefenden Gelfiltrationslauf mit einer S200-S&ule eluierte das bappS3-Protein hochrein und
zeigte einen homogenen peak auf dem Chromatogramm (vgl. Abb. 5.9). Ein EDMAN-Abbau
verifizierte das Protein als das Zielprotein. Sowohl eine SDS-PAGE als auch eine durchgefiihr-
te massenspektrometrische Untersuchung bestétigte das zuvor berechnete Molekulargewicht von
32 kDa. Dieses Molekulargewicht wurde verglichen mit den Daten der Gelfiltration, die eine Mo-
lekulargewichtsbestimmung mittels Eichung mit Standardproteinen bekannten Gewichts moglich
macht. Dabei ergab sich, dass das Protein auf der Gelfiltrationssdule mit einem scheinbaren Mo-
lekulargewicht von 100 kDa eluierte, was einem oligomeren Laufverhalten entspricht. Aufgrund
relativ geringer Mengen an reinem, 16slichen Material konnten nur Kristallisationsansétze mit
dem Roboter pipettiert werden. Allerdings konnte bis zum Ende dieser Arbeit kein Kristall-
wachstum beobachtet werden.

7.2.2 Heparinbindung

In der Literatur sind innerhalb der SAPP-Ektodoméine mehrere Heparinbindestellen beschrie-
ben, wobei es tendenziell mehr Beschreibungen zu Heparinbindestellen im N-terminalen Bereich
der Ektodoméne gibt als im C-terminalen Bereich. Ein Auftrag des bappS3-Proteins auf eine
Heparinbindesiule brachte das iiberraschende Ergebnis, dass das Protein sich im Durchlauf be-
fand, also nicht an die Sdule gebunden hatte. Daher wurden biochemische Untersuchungen mit
heparingebundenem bappS3-Protein nicht weiter verfolgt.

7.3 Vollangenkonstrukt der FAPP-Ektodomane (bappS1)

7.3.1 Expression und Reinigung

Das Vollangenkonstrukt bappS1 zeigte bei der Expression dhnliche Schwierigkeiten wie bereits
die N-terminale Hélfte bappS3. Bei der Expression in Zellen des E.coli-Expressionsstammes Ori-
gamiB(DE3) wurde das Protein aber deutlich iiberexprimiert. Auch wenn ein initialer Loslich-
keitstest zunéichst die Expression in Form von Einschlulkérpern ergab, konnte der Anteil 16slich
exprimierten Materials durch eine Expression bei Raumtemperatur und Inkubation iiber Nacht
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deutlich erhoht werden. So konnten trotz der 12 Cysteine, die die Sequenz im N-terminalen Be-
reich des Proteins enthalt, grole Mengen an 16slichem Protein der Ektodoméne erhalten werden.

Es gelang auch eine Reinigungsstrategie zu entwickeln, die durch Kombination verschiedener
Affinitdtssdulen zu hochreinem Material des bappS1-Konstruktes fiithrte. Dabei wurde aus den
verschiedenen Bindedoménen des SAPP Nutzen gezogen. Das Zielprotein wurde zunichst mittels
einer Heparin-Affinitdtssdule von einem Grofiteil der Verunreinigungen abgetrennt. Eine weite-
re Aufreinigung erfolgte durch die nachfolgende Kupfer-Affinitidtsséiule, durch das die das Ek-
todoménenprotein von weiteren unerwiinschten Proteinen separiert werden konnte. Durch die
abschlieende Reinigung iiber eine Gelfiltrations-Séule konnte schliellich hochreines bappS1-
Protein eluiert werden. Das Chromatogramm der Gelfiltration zeigte einen homogenen peak (vgl.
Abbildung 5.11). Eine anschlieBende Analyse mittels reduzierender und nicht-reduzierender SDS-
PAGE brachte zum Einen das Ergebnis, dass es sich bei dem vorderen Elutionspeak um Aggre-
gate desselben Proteins handelte, zum Anderen war deutlich erkennbar, dass sich die Bande des
bappS1-Proteins auf der erwarteten Hohe von 55 kDa befand (vgl. Abbildung 5.11). Das Protein
wurde auch mittels EDMAN-Abbau als das Zielprotein bestétigt, und das Molekulargewicht von
55 kDa wurde durch eine massenspektrometrische Untersuchung verifiziert. Um nun das Mole-
kulargewicht der eluierten Probe zu ermitteln, wurde die Gelfiltrationssdule geeicht. Dadurch
ergab sich, dass das Fragment mit 190 kDa eluierte. Da das klonierte Monomer ein Molekular-
gewicht von 55 kDa besitzt, lagert sich das Protein scheinbar zu einem Dimer oder sogar Trimer
zusammen. Uber eine Trimerbildung des BAPP gibt es bisher keinerlei Hinweise in der Literatur,
eine Dimer-Bildung dagegen wurde bereits in mehreren Artikeln diskutiert (Wang and Ha, 2004;
Scheuermann et al., 2001; Soba et al., 2005).

7.3.2 Proteolytische Spaltung

Die Menge des aufgereinigten Materials war ausreichend, um Kristallisationsansétze durchzufiih-
ren. Nach einigen Tagen waren kleine Kristalle mit einer maximalen Kantenlinge von 100 pm
zu beobachten. Bei der Datenauswertung ergab sich allerdings, dass die Ektodoméne proteoly-
tisch abgebaut wurde. Die Existenz von Proteasen sowohl im Cytosol als auch in der inneren
und dufleren Membran des Periplasmas stellt ein grundsétzliches Problem bei der Expression
rekombinanter Proteine in FE.coli dar. Diese Proteasen dienen dem Abbau von Fremdproteinen
(Goldberg & Goff, 1987) und verringern damit die Stabilitdt und Ausbeute des exprimierten Pro-
teins. Eine Moglichkeit zur Inhibierung von Metalloproteasen ist die Zugabe von EDTA zu den
Puffern, da dieses die fiir die Enzyme notwendigen Metallionen abfingt. Da die Reinigung des
bappS1-Proteins allerdings mittels einer Kupfer-Affinitétssiule durchgefithrt wurde, waren che-
latierende Reagentien kein Mittel der Wahl. Zwar wurde, nachdem die Instabilitéit des Proteins
bekannt war, mit Protease-Inhibitor-Tabletten gearbeitet, ein vergleichender Abbautest zeigte
aber nach wie vor vorhandenen Abbau des Proteins. Da auch bei den Inhibitor-Tabletten kein
EDTA enthalten war, konnten Metalloproteasen nicht vollstdndig inhibiert werden. Es 148t sich
nicht ausschlieflen, dass der Abbau des bappS1-Proteins auf diese Enzyme zuriickzufiihren ist.
Da das bappS1-Fragment allerdings rund um eine definierte Region am Ubergang zwischen der
N-terminalen und C-terminalen Hélfte der SAPP-Ektodoméne gespalten wurde, ist in diesem
Fall davon auszugehen, dass der Proteaseabbau in der flexiblen Proteinstruktur begriindet liegt.
Proteine, die flexible Linkerregionen prisentieren, unterliegen an dieser Stelle oft einem proteo-
lytischen Abbau. Die Tatsache, dass das Protein einen derart flexiblen Bereich enthélt, ist auch
fiir eine spétere Kristallisation unvorteilhaft. Es wiren also Methoden vorzuziehen, bei denen die
Gesamtstruktur des Proteins stabilisiert werden konnte, zum Beispiel iiber eine Kreuzverlinkung
mit einem anderen Protein oder Reagenz, oder aber man konnte den proteolytischen Abbau ge-
zielt nutzen, um stabile kleinere Fragmente der FAPP-Ektodoméne zu erhalten, die auch leichter
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kristallisieren konnten. Bisher konnten leider nicht die genauen C-Termini der Spaltstiicke er-
mittelt werden, aber hier wiirde sich ein idealer Ansatzpunkt bieten, um kompakte Doménen zu
erhalten, die man iiber einen kontrollierten Abbau des Vollangenkonstruktes oder aber iiber eine
gezielte Klonierung produzieren koénnte.

7.3.3 Strukturierung der SAPP-Ektodomine

Mehr als 70 % der Aminoséduren der APP-Ektodoméne sind an der Bildung von Sekundérstruk-
turelementen beteiligt (Gralle et al., 2002). Da es auch Bereiche gibt, die bei mehreren unter-
schiedlichen Algorithmen zur Sekundérstruktur-Vorhersage keinerlei Struktur aufweisen, ist zu
vermuten, dass die APP-Ektodoméne aus mehreren unabhingigen Doménen besteht, die iiber
flexible Linker miteinander verbunden sind. Einer dieser Bereiche umfafit die Aminoséduren 190-
264 und befindet sich innerhalb der sauren Domiéne. Diese stark negative Region, bei der 56 %
der Reste Glutamate oder Aspartate darstellen, scheint als Abstandshalter zwischen der C- und
N-terminalen Hélfte der Ektodoméne zu fungieren und stellt sicher, dass beide Doménen Be-
wegungsfreiheit in alle Richtungen haben. Diese Theorie konnte durch die Ergebnisse dieser
Arbeit untermauert werden, da die Konstrukte der C- und N-terminalen Ektodoménenhélften
ein stabiles Verhalten aufzeigten. Dagegen war das Volllingenkonstrukt sehr instabil und wurde
innerhalb des beschriebenen Bereiches mehrfach proteolytisch gespalten (vgl. Abb. 5.1). Diese
APP-Ektodoménen-Strukturierung wiirde auch den Einschub einer kompletten Doméne an dieser
unstrukturierten Stelle erlauben, wie es bei der KPI-Doméne erforderlich ist, die nur in nicht-
neuronalem APP vorkommt. Die Insertionsstelle dieser Doméne befindet sich ebenfalls in diesem
Bereich und so wiirden sich bei der nicht-neuronalen APP-Form keine konformationellen Wandel
ergeben, da keine strukturierte Polypeptidkette fiir den Einschub zerstort werden miisste.

Betreffend das Oligomerisierungs-Verhalten konnten auch einige Zusammenhénge aufgeklart wer-
den. Die Fragmente, die aus der proteolytischen Spaltung entstanden sind, wurden getrennt
voneinander biochemisch untersucht. Es ergab sich sowohl bei den klonierten Konstrukten der
beiden Ektodoménenhilften als auch bei den durch die Spaltung generierten Ektodoménen-
Fragmenten ein konsistentes Oligomerisierungsverhalten. So wurde sowohl bei dem bappS3-
Konstrukt (N-terminale Hélfte der APP-Ektodomiéne) ein oligomeres Laufverhalten beobach-
tet wie auch bei dem N-terminal generierten Spaltfragment des Volllangenkonstruktes. Durch
Edman-Abbau konnte bei beiden Proteinen der identische N-Terminus nachgewiesen werden,
und eine SDS-PAGE ergab auch vergleichbare Gréflen. Ein dhnliches Oligomerisierungsverhalten
wurde auch bei dem die gesamte Ektodoméne umfassenden bappS1-Konstrukt festgestellt.

Im Gegensatz dazu war sowohl bei dem klonierten bappS4-Konstrukt (C-terminale Hélfte der
APP-Ektodoméne) als auch bei dem durch die proteolytische Spaltung des Vollingenkonstruktes
generierten Fragment, dass die C-terminale APP-Ektodoméne umfasste ein monomeres Lauf-
verhalten zu beobachten. Beide Proteine wurden N-terminal ansequenziert und zeigten dhnliche
N-Termini (Verschiebungen von einigen Aminoséuren), und eine SDS-PAGE ergab vergleichbare
Groflen.

So ist festzuhalten, dass die C-terminale Ektodoménenhéalfte monomer in Losung vorkommt, wéh-
rend die N-terminale Ektodoménenhilfte und die gesamte Ektodoméne ein oligomeres Verhalten
zeigt. Nach einer proteolytischen Spaltung der gesamten Ektodomé&ne ergeben sich Fragmente, die
wiederum monomer in Losung vorkommen (C-terminale Hélfte) bzw. oligomeres Verhalten zeigen
(N-terminal). Daher sprechen diese Daten dafiir, dass der N-Terminus der APP-Ektodoméne fiir
das Oligomerisierungsverhalten verantwortlich gemacht werden kann.

Es bietet sich ein Modell an, bei dem die N-terminale Doméne der APP-Ektodoméne als unab-
hingige Faltungseinheit mit einer zweiten (und/oder dritten?) N-terminalen APP-Doméne ver-
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bunden ist, wobei beide Molekiile C-terminal iiber einen flexiblen Linker die CAPPD angehéngt
haben. Spaltet nun eine Protease den flexiblen Linker, der beide Hélften miteinander verbindet,
so bleibt der N-terminale Bereich nach wie vor als Dimer bzw. Trimer verbunden, wihrend die
C-terminale CAPPD als Monomer abgespalten wird (vergleiche Abb. 7.3).

N-terminale
Domine

N-Terminus -
(oligomer)

Proteolytische

'\Sp altung C-termunale
Domine
C-Terminus (monomer)

N-Termunus N-ternunale
Domiine
(oligomer)
—

Linker Proteolytische

\ Spalfung C-terminale
C-Terminus Domiine
(monomer)

Abbildung 7.3: Modellvorstellung der APP-Ektodoménenstruktur. Die zwei unabhingigen Faltungseinheiten
der N- und C-terminalen Hilfte sind iiber einen flexiblen Linker miteinander verbunden. Die N-terminale Hélfte
tendiert zu Oligomerisierung. Ein proteolytisches Spaltereignis resultiert in einem oligomeren N-terminalen und
einem monomeren C-terminalen Fragment.

109



7 Diskussion - (3-Amyloid-Precursorprotein (APP)

110



8 Diskussion - Carboxypeptidase N (CPN)

8.1 Mogliche Substratinteraktion und Katalytischer Mechanismus

Fin Ziel war es, mogliche Enzym-Substrat-Interaktionen zwischen der CPN und einem Peptidsub-
strat zu untersuchen. Dazu wurden zunéchst die Strukturen des synthetischen CPN-Inhibitors
Guanidiniumethylmercaptobernsteinsiure (GEMSA) sowie des CPA-Inhibitors PCI, der keine
inhibierende Wirkung auf CPN zeigt, in die CPN1-Struktur gelegt, indem die entsprechenden
Enzym-Inhibitor-Komplexe der CPD-2 (Aloy et al., 2001, PDB:1H8L) und CPA (Rees and Lips-
comb, 1982b; Reverter et al., 2000, PDB:4CPA) optimal mit der CPN1 iiberlagert wurden. Da-
bei wurde deutlich sichtbar, dafl zwei der Sauerstoffatome des Sulfations in der CPN1-Struktur
und eine der beiden Carboxylatgruppen des Inhibitors GEMSA an einer Stelle positioniert sind,
an der die C-terminale Carboxylatgruppe eines gebundenen Substrates zu liegen kommen sollte.
Das bedeutet, dafl die Wirkungsweise des Inhibitors GEMSA {iber eine Imitation der P1’-Arginin
Guanidinium-Gruppe funktioniert. Basierend auf diesen Strukturen wurden die letzten drei Reste
des typischen CPN1-Substrates Bradykinin (Pro7b,Phe8b,Argdb) in die S2, S1 und S1’-Taschen
von CPN1 modelliert. Dazu waren einige Modifikationen in der urspriinglichen CPN1-Struktur
notig. Abgesehen von der Insertion des Zinkions, das positionell aus der Struktur der CPD-2 mit
gebundenem GEMSA iibernommen wurde, mufite natiirlich das Sulfation zusammen mit einigen
angrenzenden Wassermolekiilen innerhalb der Taschen des aktiven Zentrums entfernt werden.
Anschlielend wurde ein nucleophiles Wassermolekiil, das hiufig in Carboxypeptidase-Strukturen
vorkommt, an eine Position entsprechend plausibler Abstdnde zum Zinkion und seinen Bindungs-
partnern eingepasst. Wie bereits erwidhnt, war in der urspriinglichen CPN1-Struktur auch das
Histidin196 um ca. 90° gedreht, da nur auf diese Weise eine Interaktion mit den Sauerstoffato-
men des Sulfations mdoglich ist. Eine Bindung des Zinkions erfordert allerdings eine Ausrichtung
des Stickstoffatoms im Imidazolring auf das Metallion, weshalb fiir diese Modellierungsstudien
auch das His196 entsprechend gedreht werden mufite. Desweiteren waren einige Drehungen bei
Tyr127, Argl31, Tyr266 sowie Lys284 n6tig, um die Abstdnde zu erreichen, die fiir optimale In-
teraktionen notig sind. Daraus ergab sich das in Abbildung 8.1 dargestellte Modell, woraus sich
die im Folgenden beschriebenen Interaktionen innerhalb des katalytischen Mechanismus ergeben.

Die P1’-Arg9b Seitenkette des Substrates Bradykinin kann in einer Hohle des aktiven Zentrums
von CPN1 positioniert werden &#hnlich der arginindhnlichen Seitenkette von GEMSA im Kom-
plex mit CPD-2 (Aloy et al., 2001). Dabei mufl die Carboxylatgruppe des Bradykinins nicht
unbedingt unmittelbar gegeniiber von Asp207 angeordnet sein sondern in einer Stellung, die es
ihm ermdglicht, mehrere Wasserstoffbriicken sowohl zu diesem Asp207-Carboxylat als auch zu
dem benachbarten Tyr266 auszubilden. Eine derart leichte Verschiebung der Guanidylgruppe
weg vom Carboxylat des Asp207 konnte zusétzlich durch das riickwértig liegende Asn188 unter-
stiitzt werden, da dieses - im Vergleich zur CPM, bei der an dieser Stelle ein kleineres Ser180
positioniert ist (Reverter et al., 2004) - die S1’-Tasche am Ende verkiirzt. Ein P1’-Lysin-Rest
konnte das Asp207 eventuell besser erreichen und somit die zu spaltende Peptidbindung besser
prasentieren. Dies wiirde erkldren, warum die CPN eine Spaltung von Lysin-Resten der Spal-
tung von Argininresten leicht vorzieht. An dieser Stelle sei bemerkt, dal auch CPD-2 (Novikova
et al., 1999) und CPE (Grimwood et al., 1989; Skidgel and E.G., 1998) einen Asn-Rest an Po-
sition 180 besitzen und sich auch experimentell eine leichte Priferenz gegeniiber C-terminalen
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Abbildung 8.1: Stereo-Abbildung des aktiven Zentrums der CPN1 (N-Atome blau, O-Atome rot, C-Atome
orange) zusammen mit dem in die S2- (links), S1- (Mitte) und S1’-Tasche (rechts) gemodelten C-terminalen
Tripeptid Pro7b-Phe8b-Arg9b des Substrates Bradykinin (C-Atom gelb). Zusitzlich dargestellt sind das fiir die
Katalyse notwendige Zinkion (pinke Kugel) und nucleophile Wassermolekiil (rote Kugel). Dariiber wurde eine
halb-transparente Oberfliche gelegt.

Lysin-Resten statt Arginin-Resten nachweisen lassen konnte (Skidgel et al., 1989; Novikova et al.,
1999). Es scheint fast, als wiirde der Ser- bzw. Asn-Rest auf Position 180 in der S1’-Bindetasche
von CPN/E-Familienmitgliedern die P1’-Préferenz gegeniiber einem Arginin-Rest oder Lysin-
rest bestimmen. Die P1-Phe8b-Seitenkette des gebundenen Bradykinins ragt wahrscheinlich in
eine hydrophobe Aushéhlung, die umrahmt wird von den Gly198 und Alal99-Seitenketten sowie
dem Indol-Teil von Trp265 und der phenolischen Seitenkette von Tyr127. Diese S1-Tasche wi-
re daher auch gut geeignet, um lange hydrophobe P1-Seitenketten von Bradykinin (Phe) oder
EGF (Leu) aufzunehmen. Studien mit verschiedenen humanen CPN1-Substraten haben bereits
gezeigt, dafl der P1-Substratrest eine grofie Rolle bei der Erkennung durch das Enzym spielt.
Neben diesen Wechselwirkungen wird die teilbare Bradykinin P1-P1’-Peptidbindung innerhalb
des aktiven Zentrums von CPN1 fest eingespannt von zahlreichen polaren Interaktionen, die
durch Gruppen der Hauptkette vermittelt werden. Auf der C-terminalen Seite der zu spaltenden
Peptidbindung sind die P1’-Arg9b-Carboxylatgruppe und das Amidstickstoff mit den entfern-
ten Guanidylgruppen von Argl31 und Argl4l sowie mit dem Hydroxyl des Tyr266 verbunden.
Die Fixierung auf der N-terminalen Seite erfolgt dagegen mittels giinstiger Wasserstoffbriicken
zwischen dem P1-Amidstickstoff zur Tyr266-Hydroxylgruppe und der P2-Carbonylgruppe zur
Ammoniumgruppe des entfernter gelegenen Lys293. In dieser CPN1-Struktur befindet sich die
Phenolgruppe des Tyr266 bereits nahe der abwirts gerichteten Konformation, wie sie schon des
Ofteren bei gelosten Strukturen von Carboxypeptidasen mit gebundenem Substrat oder Inhibitor
im aktiven Zentrum beobachtet werden konnte (Christianson and Lipscomp, 1989; Garcia-Saez
et al., 1997; Reverter et al., 2000; Aloy et al., 2001). Durch diese festen Interaktionen wird die zu
spaltenden Peptidbindung zwischen Phe8b und Arg9b quer iiber das aktive Zentrum gestreckt
und verdeckt dabei zunéchst das ,katalytische Wasser”, das stets in nicht-komplexierten Car-
boxypeptidasen als fiinfter Zinkligand zu finden ist, und schiebt dieses schliellich in Richtung
der Glu288 Carboxylatgruppe. Aufgrund der Metallbindung sollte dieses Wassermolekiil einen
niedrigen pK-Wert aufweisen, so dafl es bei physiologischem pH-Wert geneigt wire, deprotoniert
zu werden, wihrend das Carboxylat von Glu288, das keine weiteren intramolekularen Wasserstoff-
briicken ausbildet, dem Wassermolekiil dieses Proton leicht entziehen konnte oder sogar bereits
protoniert sein kénnte. Dieses ,nucleophile* Hydroxyl/Wassermolekiil attackiert sodann die zu
spaltende Carbonylgruppe, die ihrerseits wihrend der Formation des tetraedrischen Zwischenzu-
standes durch Interaktionen mit dem katalytischen Zinkion und der Guanidylgruppe des Argl31
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polarisiert wurde. Gleichzeitig wird das Proton der Glu288-Carboxylat-Gruppe, das urspriinglich
von dem Wassermolekiil abgezogen wurde, wihrend des Zerfalls des tetraedrischen Intermediats
und der Freigabe des Bradykinins, an die austretende (P1’)-Stickstoffgruppe abgegeben, wodurch
sich die Abspaltung der Arg9b Aminoséure ergibt. Natiirlich haben alle genannten katalytischen
Reste auch Gegenspieler in der CPM (Lys269, Argl27 und Glu264) und in der CPD-2 (Lys277,
Argl35, Glu272).

8.2 Mogliche Tertiarstruktur der CPN

Im Gesamtlidngenkonstrukt der CPN1 wiirden nach dem letzten in der Kristallstruktur durch
Dichte definierten Rest (Ser398) noch ca. 40 Reste folgen. Entsprechend der Sekundérstrukturvor-
hersage (Jones, 1999, PSIPRED) wiirde dieses Ende der Polypeptidkette sich zu einer kompakten
FEinheit, bestehend aus zwei §-Stréingen und einer a-Helix, falten, auch wenn die Vorhersage eine
recht geringe Wahrscheinlichkeit hat. Dieses C-terminale Segment enthélt eine Vielzahl basischer
Reste, manche von ihnen kommen paarweise vor und sind daher sehr anfillig fiir Endopeptidasen
mit trypsin- und furinihnlicher Spezifitéit. Diese Proteasesensitivitit 148t darauf schlieflen, dafl
das C-terminale CPN1-Segment keine in sich geschlossene, proteaseresistente Faltung aufweist
und auch nicht fest an den Rest des Molekiils geheftet ist. Zwar ist dieses C-terminale Segment
der CPN1 von &dhnlicher Linge wie das C-terminale membranverankernde Segment der CPM
(vgl. Abbildung 6.2), das CPN-Segment muf} allerdings andersartig angeordnet sein, da es sonst
mit der einzig in der CPN vorkommenden a4-a5-Kehre zusammenstoien wiirde, besonders mit
der neuen Helix a4-5. Die extrem schnelle Spaltung und Entfernung des C-terminalen Segmentes
der CPN1 durch Proteasen wie Trypsin, die sowohl in der isolierten Untereinheit als auch in der
heterotetrameren Form der CPN (Quagraine et al., 2005) zu beobachten ist, deutet an, dafl die-
ses Fragment wahrscheinlich nach auflen exponiert und fiir Proteasen angreifbar vorliegt. Auch
die Beteiligung des C-terminalen Fragmentes an der Interaktion zwischen der katalytischen und
regulatorischen Doméne ist auszuschlieflen. Es ist daher zu vermuten, daf sich dieses locker ge-
faltete C-terminale Segment der CPN1 abseits der T'T-Doméne innerhalb des Solvens-Bereiches
ausdehnt. Ebenso ist die glykosylierte Seite der TT-Doméne wahrscheinlich nicht in Interaktionen
mit der CPN2 involviert, da Glykosylierungen, ob natiirlicher oder artifizieller Art, keinen Einflufl
auf Tetramer-Formationen bewirken. Im Tetramer zeigt sich auch die einzigartige 36-a6-Kehre
gegeniiber groflen Proteasen wie Plasmin angreifbar. Die Spaltung an dieser Stelle durch Plasmin
hat keine Auswirkungen auf die Tetramer-Formation. Desweiteren scheint das aktive Zentrum
sowohl bei isolierter CPN1-Untereinheit als auch bei dem CPN-Tetramer fiir grofle Substrate zu-
génglich zu sein (Quagraine et al., 2005). Diese Befunde begrenzen den méglichen Bereich einer
Interaktion zwischen CPN1 und CPN2 auf die Grenzfliche zwischen der CP- und TT-Doméne.

Die CPN2-Untereinheit ist ein Mitglied der leucin-rich repeat (LRR) Proteinfamilie (Tan et al.,
1990), die zu der iibergeordneten Familie der Asolenoid Proteine gehort (Kobe and Kajava, 2001).
Auch wenn die dreidimensionale Struktur der CPN2-Untereinheit bisher noch nicht bekannt ist,
zeigen molekulare Modellierungsstudien (mit SwissModel oder EsyPred3D) des groen, zentra-
len, 132 Reste umfassenden Teils, der 13 leucinreiche Wiederholungseinheiten (LRR-Doméne)
von je 24 Aminosduren Linge enthilt, eine hufeisenihnlichen Form mit einem gebogenen (-
Faltblatt, das die innere konkave Oberfliche #hnlich dem plazentalen Ribonuclease-Inhibitor
umrahmt (Kobe and Deisenhofer, 1993). Innerhalb der CPN2, umspannen eventuell Kehren die
duflere Peripherie, anstelle der a-Helices im plazentalen Ribonuclease-Inhibitor. Wie in dem festen
heterotetrameren Komplex, den der Ribonuklease Inhibitor mit Angiogenin bildet (Papageorgiou
et al., 1997, PDB:1A4Y), kénnten auch beide bogenférmige CPN2-Untereinheiten Seite an Seite
platziert sein und polare sowie elektrostatische Interaktionen untereinander vermitteln, wahrend
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jede CPN1-Untereinheit (vergleichbar mit Angiogenin) mittels hydrophober Wechselwirkungen
an die duflere Kante einer CPN2-Untereinheit binden kénnte. Dies ist konsistent mit der bereits
angesprochenen hydrophoben Natur der CPN1-Untereinheit, die offensichtlich wird durch die
Abtrennung von der 83kDa groflen CPN2-Untereinheit (Levin et al., 1982; Skidgel, 1995). Ein
nahe liegender Bereich der CPN1-Oberfliche, die in eine CPN2-Interaktion involviert ist, stellt
ein essentiell hydrophober Oberflichenbereich dar, der sich innerhalb der eingekerbten Grenzfla-
che zwischen der katalytischen und TT-Doméne befindet (vgl. Abbildung 8.2). Dieser Bereich ist
zentriert um das $12-613-Segment Leu361-P362-G363-11e364-Tyr365, wird auf einer Seite flan-
kiert durch das $10-811-Segment G343-1344 und a6-Segment P224-P226, und auf der anderen
Seite durch das (514-815-Segment G384-P385-A386 und das 32-33-Segment P54-L55. Eventuell
umspannt es sogar das Molekiil und erstreckt sich bis zur $13-314-Kehre (A371-P372-G373),
der 39-$10-Kehre (A335-N336-A337-V338) sowie einem Teil der neuen a4/5-Helix (Y149-Y152-
Y156). Die meisten dieser Bereiche sind in der CPN hydrophober als in der CPM oder CPD-2,
oder aber sie sind Teil von Insertionskehren. Ein Teil dieser beschriebenen Berithrungsfléiche
dhnelt der entsprechenden CPM-Oberflache, die vorgeschlagen wurde, die Verbindung zur Mem-
bran zu vermitteln (Reverter et al., 2004). Auf diese Weise wiirde das aktive Zentrum vom
Tetramerzentrum wegweisen und wére fiir Peptidsubstrate frei zugénglich. Eine Bindung zu ei-
ner oder beiden CPN2-Untereinheiten wiirde derart das aktive Zentrum auch von gebundener
CPN1 fiir groBere Substrate frei lassen sowie eine Spaltung der Arg218-Arg219-Bindung und eine
C-terminale Verkiirzung erméglichen.

Abbildung 8.2: Stereo-Abbildung der CPN1-Oberfliche. Die Oberfliche wurde entsprechend ihres elektrischen
Potentials von negativ (rot, -10 ekT 1) bis positiv (blau, 10 ekT ™) eingeféirbt. Das katalytische Zinkion, dargestellt
als pinke Kugel wurde eingefiigt, um die Lokalisation des aktiven Zentrums anzuzeigen. Einige hydrophobe Reste
wurden markiert, diese formen einen giirtelahnlichen Oberflichenbereich, der die CP-TT-Grenzfliche umspannt
und wahrscheinlich die Kontaktflache fiir die Interaktionen mit der CPN2-Untereinheit darstellt.

114
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Symbole fiir die DNA-Basen

Base Buchstabensymbol

Adenin A
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Thymin T

Symbole fiir die Aminosauren

Aminoséure Abkiirzung Buchstabensymbol
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsiure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp ALY
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A%
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